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  چکیده

صـرفه نظـر از  خصوصـیات    . شـود  مـی  هـاي غـذایی محسـوب    جزء منابع مهم پـروتئین  (.Cicer arietinum L)نخود 
در  .نخود به عنوان عملگر نقش مهمی را در فرمولاسیون و فراوري مواد غذایی دارا هسـتند هاي دانه  اي، پروتئین تغذیه

پـذیري، خصوصـیات امولسـیون     هـاي انحـلال   هاي نخود کابلی بر ویژگی استخراج پروتئین از دانه pHاین تحقیق تأثیر 
اسـتخراج اسـیدي و قلیـایی     دو روشاز  تولیـدي  ي نیتروژنـی ایزولـه  ها کنندگی، ظرفیت جذب آب و تنوع فراکسیون

با استفاده از آزمون دانکن در سـطح اطمینـان    ها ها در سه تکرار انجام شد و مقایسه میانگین کلیه آزمون. گردیدبررسی 
ترسـیب در نقطــه   بـه  دنبـال آن   و   5/9و  pH 5/2در ایـن پـژوهش اســتخراج پـروتئین در    .درصـد انجـام پـذیرفت    95

. بررسـی گردیـد   7تـا   pH 5/2انحلال پذیري ایزوله پروتئین نیز در محـدوده  . انجام شد، pH 5/4 ایزوالکتریک معادل
 (p≤0.05). داشـته اسـت   هـا  محیط تأثیر معنی داري بر حلالیت پروتئین pHنتایج حاصل از آنالیز واریانس نشان داد؛ 

کمتـرین حلالیـت نیـز در    . بود pH 5/2و پس از آن در  pH7 ، داراي بالاترین حلالیت در pHپروفیل انحلال در برابر 
pH ایزوله (چنین ایزوله تهیه شده به روش اسیدي  هم .شد مشاهده 5/5و  4ي هاA(   نسبت به ایزوله تولید شده بـه روش

هر دو ایزوله خصوصیات امولسیونی و جذب آب خوب و مناسبی از خود . بودداراي حلالیت بالاتري  )Bایزوله (قلیایی
له حاصل از روش اسیدي داراي خصوصیات امولسیون کنندگی بالاتري بود در حالی که روش قلیایی ایزو. نشان دادند

نشـان داد کـه    (SDS-PAGE)الکتروفـورز  (p≤0.05).باعث تقویت ظرفیت نگه داري آب ایزوله پروتئین شـده بـود   
بانـدهاي  . تشـکیل شـده اسـت    کیلودالتون150تا10ي مختلف مولکولی در محدوده ها گلوبولین نخود از اجزایی با وزن

کیلو دالتون احتمالاً مربوط به جزء بازي  25و باند ) لگومین(گلوبولین  11Sکیلودالتون مربوط به اجزاء اسیدي  40-30
قلیایی بیشتر بود؛ دلیل این امر ناشـی  ي مشاهده شده در الکتروفورز مربوط به ایزوله ها شدت و غلظت باند. لگومین بود

بـا توجـه بـه خصوصـیات     . بهینه استخراج گلوبولین، بـود  pHاستخراج پروتئین ایزوله قلیایی به   pHزه از نزدیکی اندا
ي غـذایی بـه عنـوان جـایگزین     هـا  توان از این منبـع مفیـد در فـرآورده    می ي پروتئین نخود،ها عملکردي مناسب ایزوله

 .پروتئین بهره برد
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  مقدمه -1
پروتئین یکی از مواد غذایی عمده در تغذیه جانداران بـوده و از       

در فـرن حاضـر، نظـر بـه     . دو منبع گیاهی و حیوانی قابل تأمین است
و نیز رشـد محـدود منـابع حیـوانی       بشريافزایش ناموزون جمعیت 

که بالطبع عدم توازن نظام عرضـه و تقاضـا را در پـی داشـته اسـت،      
بحث کمبود پروتئین بخصوص در جوامع در حـال توسـعه بـیش از    

 Cicer بـا نـام علمـی     نخـود . )6(پـیش شـدت پیـدا کـرده اسـت     

arietinum L.) (یک ساله، سـازگار بـا آب وهـواي     گیاهی است
ویش آن  عمدتا در شبه قاره هند و پهنـه مدیترانـه    خشک و محل ر

مقدار پـروتئین  . )3(دو نوع اصلی نخود، کابلی و دسی هستنداست؛ 
. متغیـر اسـت  % 5/31تـا   4/12و حـداکثر  % 24تـا   17خام دانه نخود 

محیط رشد، شرایط مزرعـه و عملیـات زراعـی از عوامـل مـوثر در      
عوامـل در کیفیـت غـذایی    ایـن  . باشـد  مـی  تغییر پروتئین دانه نخود،

در  هـا  خصوصـیات عملکـردي پـروتئین   ). 32(پروتئین مـوثر هسـتند  
وافع آن دسته از خصوصیات فیزیکو شیمیایی ذاتـی پـروتئین اسـت    

ي فـراوري، تولیـد، نگـه داري و    هـا  که بر رفتار پـروتئین در سیسـتم  
آماده سازي تأثیر گذار است و  شامل حلالیت، کنترل ویسکوزیته، 

شدن، ظرفیت اتصال آب، چربـی، خاصـیت امولسـیفایري و    ژله اي 
و  هـا  ي اصلی دانه نخود گلوبولینها پروتئین).18(تولید کف میباشد

و  11s)(گلوبولین شـامل دو جـزء لگـومین    شند که با می ها آلبومین
توانـایی   .است 1به6بوده و نسبت لگومین به ویسیلین  )7s( ویسیلین

رطوبت محصولات گوشتی  پروتئین براي جذب آب، جهت حفظ
ــانوایی و   چــرخ شــده و خصوصــیات بــافتی وطلــوب محصــولات ن

موضـوع جـذب آب   ). 26و  15(باشد می محصولات ژل مانند مفید
. سـازد  مـی  ، به دنبال خود، مقوله حلالیـت آنهـا را مطـرح   ها پروتئین

ي غـذایی وجـود پـروتئین بـه     هـا  نظر به اینکه در بسـیاري از سیسـتم  
یستم، مورد نظر و ضروري است، خصوصـیت  صورت محلول در س

از ). 5(حل شدن پروتئین از اهمیـت بسـیار بـالایی برخـوردار اسـت     
ــر امولســیون     ــر خصوصــیاتی نظی ــروتئین ب طــرف دیگــر حلالیــت پ

ــؤثر اســت   یکــی از  ).32و16(کننــدگی و کــف کننــدگی آنهــا م
 ھا نخود توانایی آن يھا کنندگی اساسی پروتئین خصوصیات عمل

غذایی متنوع شـامل   يھا پایدار در سیستم يھا در تشکیل امولسیون
ــوپ  ــه، ســس، س ــل    يھ  ا خام ــتی مث ــه اي، محصــولات گوش خام

گاز  يھ ا پروتئینی متشکل از حباب يھا کف). 17(سوسیس است 
محلول با فعالیت  يھا است که توسط یک فیلم مایع حاوي پروتئین

بین گـاز و آب  سطحی، کپسوله شده است؛ این امر کشش سطحی 

براي ایجاد کف بایستی در فـاز مـایع    ھ ا پروتئین. دهد می را کاهش
ــت ایجــاد        ــه، جه ــع یافت ــطح مشــترك تجم ــوده، در س ــول ب محل

ــه ــده و     يھ  ا لای ــاز ش ــوا ب ــراف ذرات ه ــبنده در اط ــی چس پروتئین
منظور جلوگیري از تخریب  ویسکوزیته و قدرت مکانیکی کافی به

  ).25(و انعقاد داشته باشند 
ظرفیت جذب آب را بـراي کنسـانتره   ) 2010(بویی و همکاران

گـزارش   7/2-6/0(g/g))  نخـود فرنگـی، نخـود، عـدس    (حبوبـات 
را بـه   هـا  کردند، آنها اختلاف موجود در میزان جذب آب کنسانتره

مانینـدر  ). 13(تفاوت ترکیـب پروتئینـی ایـن حبوبـات نسـبت دادنـد      
ــاران  ــائور و همک ــت ای ) 2007(ک ــا بررســی حلالی ــروتئین  ب ــه پ زول

در محدوده اسـیدي   pHي مختلف اظهار داشتند؛ با افزایش ها نخود
یابد و بعـد از آن حلالیـت    می ایزوالکتریک حلالیت کاهش pHتا 

 ).17(یابد می افزایش pHبا بالا رفتن 

اثـر روش تهیـه ایزولـه پـروتئین     ) 2009(پاپالامپور و همکاران  
بررســی قــرار دادنــد و  ي امولســیونی مــوردهــا نخــود را بــر ویژگــی

گزارش کردند که روش تهیه ایزوله بـه طـور محسـوس بـر قـدرت      
ي هـا  روغـن و ویژگـی  -اجزاء پروتئین بـراي جـذب اتصـالات آب   

ثبـات بخصــوص انعقــاد و لختــه شـدن قطــرات روغــن تــأثیر گــذار   
  ).23(است

ــاران   ــینگ و همک ــردي  ) 2008(س ــواص عملک ــی خ در بررس
  ظهار داشـتند کـه افـزودن نمـک    ي مختلف هندي اها پروتئین نخود

(NaCl 10 g/l)     یـا شـکر(Sucrose 100 g/l)    باعـث بهبـود
شـود کـه علـت     می خصوصیات کف کنندگی ایزوله پروتئین نخود

این پدیده را افزایش انحلال پـذیري پـروتئین تحـت تـأثیر افـزودن      
  ). 31(نمک و شکر گزارش کردند

 ایزولـه هدف از این پژوهش ارزیـابی خصوصـیات عملکـردي    
نخــود بعنــوان یــک منبـع غنــی از پــروتئین وبررســی تنــوع   پـروتئین 
  .ي نیتروژنی ایزوله حاصل بودها فراکسیون

  
  ها مواد و روش -2
  مواد مصرفی-1 -2

نخود واریته فیلیپ از شرکت خدمات حمـایتی کشـاورزي اردبیـل    
  .تهیه شد
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  مواد شیمیایی مصرفی شامل  -1- 2-1
، اسـید  %37هیدروکسید سدیم، اسید کلریدریک با درجه خلـوص  

، هگزان نرمال، سولفات مـس،  % 5/99، گلیسرول %96سولفوریک 
سولفات پتاسیم، اسید بوریک، تریس باز، گلایسین، آکریل آمیـد،  

ــولفات     ــیل ســ ــدیم دو دســ ــد، ســ ــل آمیــ ــیس آکریــ  ،% 1/0بــ
ــوم پرســولفات   ــانول، آمونی ــول %10بتامرکاپتوات  ،TEMED1، محل

، تــري کلرواسـتیک اسـید همگــی از   2کلوئیـدي  G-250کوماسـی  
، %96شـرکت مـرك آلمـان خریـداري شـد، برموفنـل بلـو، اتــانول        

 از شـرکت سـیگما،   برموکرزول گـرین، متیـل بلـو و پترولیـوم اتـر     

 .تهیه گردید روغن ذرت از شرکت گلدن دروپ
 
  ها روش 2-2
  تهیه ایزوله پروتئین-1- 2-2

و ) 2010(پروتئینی نخود بر اساس روش بویی و همکارانایزوله      
  ).17و13(همراه با اصلاحات، تهیه گردید) 2007(کائور و سینگ

  
 آماده سازي آرد نخود - 1-1- 2-2

پـروتئین نخـود، ابتـدا نخـود آسـیاب صـنعتی        بـراي تهیـه ایزولـه        
عبـور   60گردید، سپس براي یکنواختی ابعاد از مـش ) توس شکن(

-وزنـی  5بـه   1آرد حاصل جهت حذف چربی به نسبت. داده شدند
سـاعت در دمـاي   1حجمی با هگزان نرمال مخلـوط گردیـد وبـراي    

سـپس  . آزمایشگاه و به کمک همزن مغناطیسی، چربی گیـري شـد  
 g8000بـا دور  )Herolab(دقیقه در سانتریفوژ 15براي  این مخلوط

  ). 17و13(جهت جداسازي آرد از هگزان قرار داده شد C°4ودماي
  
  استخراج پروتئین نخود- 2- 1- 2-2

 اسیدي به فاز محلول با استفاده از دو روش ها ورود پروتئین     
آرد نخود چربی . انجام گردید) Bایزوله ( و قلیایی) Aایزوله(
 6(با آب مقطر به خوبی مخلوط شد1:15ري شده به نسبتگی
 5/9توسط سود یک نرمال تا B،  pH، سپس براي ایزوله)23و13و
تنظیم  5/2توسط اسید کلریدریک یک نرمال تا  Aبراي ایزوله و

دقیقه به کمک همزن مغناطیسی با  40مخلوط حاصل براي  .گردید
در دقیقه  30نهایتاً بمدت . دور بر دقیقه هم زده شد 1400دور

g7000 سانتریفوژ شد .  
 

                                                
1- N,N,N, ,N, - Tetra-methylendiamin 
2- Coomassie  Brilliant  Blue G 250 

  ترسیب در نقطه ایزوالکتریک - 1-3- 2-2
براي ترسیب پروتئین، به کمک اسید کلریدریک و سـود یـک        

ــال،  ــانتریفوژ، در   pHنرمــ ــل از ســ ــول حاصــ ــه ( 5/4محلــ نقطــ
دقیقـه سـانتریفوژ    15بـراي  g7000تنظـیم شـد و در  ) ایزوالکتریـک 

بـراي داشـتن    .شفاف رویـی دور ریختـه شـد   سپس محلول . گردید
ــوص بــالاتر  ــه کمــک ســانتریفوژ در     پرخل ــابی شــده ب وتئین بازی

سـپس   .دقیقه طـی دو مرحلـه شستشـو داده شـد     5براي  g5000دور
ــادي    ــن انجمــــ ــایی توســــــط خشــــــک کــــ ــروتئین نهــــ   پــــ

)MARTIN CHRIST (   ــد و ــودر خشــک گردی ــه صــورت پ ب
در . گـراد نگهــداري شــد  درجــه ســانتی 2تازمـان اســتفاده در دمـاي  

ــوص    ــین خل ــراي تعی ــد ب ــه بع ــروتئینمرحل ــدال   پ ــتگاه کجل از دس
)Gerhardt ( استفاده گردید)27.(  

  
  درصد ازت=  حجم مصرفی اسید×نرمالیته اسید×401/1/نمونهوزن 

  درصد پروتئین=درصد ازت× ضریب پروتئین  
  

و نرمالیته اسـید کلریـدریک    25/6رابطه ضریب پروتئین اینکه در 
  .باشد می مول بر لیتر 1/0مصرفی 

  
 الکتروفورز پروتئین  2- 2-2

ي پـروتئین نخـود از الکتروفـورز    هـا  به منظور بررسی فراکسـیون      
بـر   SDS-PAGE3)(پلـی اکریـل آمیـد     -سدیم دو دسیل سولفات

% 5/12اکریل آمیـد   يها ، از محلول)7) (1970(اساس روش لاملی
 .به ترتیب براي جـداکردن و متـراکم کـردن اسـتفاده گردیـد     % 4و 

با بافر مخلوط و  1به  4بعد از آماده سازي به نسبت حجمی  ها نمونه
در . دقیقه  قـرار گرفتنـد   5درجه سانتی گراد به مدت  100در دماي 

 10بـه مـدت    هـا  صورت کدورت یا وجود ذرات نا محلـول، نمونـه  
سپس با سمپلر مناسب هر نمونـه  . سانتریفوژ شدندg 10000دردقیقه 

ولتاژ، تا رسیدن نمونه به مرز متراکم . به دقت در چاهک ریخته شد
 . بالا برده شد ولت 150و سپس تا حد  ولت 70کننده و جدا کننده 

بعد از اتمـام الکتروفـورز، ژل در ظـرف شیشـه ایـی قـرار داده شـد        
بـه آن اضـافه گردیـد و حـداقل     %) 20(ومقدار کافی محلول ثبـوت 

ژل بـا محلـول   . یک ساعت روي شیکر با حرکت آرام قرار گرفت
رنـگ شـده، در انتهــا چنـدین بـار بـا آب مقطــر       G-250کوماسـی  

                                                
3Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide  gel electrophoreesis 
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ــا زمینــه آن شــفاف گردیــد  بــراي بررســی  ).7(شستشــو داده شــد ت
ي هـا  ي نیتروژنی، ژل آماده شده اسـکن گردیـد و وزن  ها فراکسیون

  . مولکولی نسبی آن با مقایسه پروتئین استاندارد تعیین گردید
 
  انحلال پذیري پروتئین -3- 2-2

ي مختلـف، از روش  هـا  pHدر براي تعیین میـزان حلالیـت پـروتئین   
میلـی  100منظـور بـدین  ). 17(استفاده شد) 2007(کائور و همکاران

 pH.میلی لیتر آب مقطر حل شد 10نخود در گرم از ایزوله پروتئین

نرمال در محدوده 1سود و اسید کلریدریک  با استفاده از ها محلول 
تنظیم شد و در دماي اتاق به مـدت یـک سـاعت هـم زده      7تا  5/2

ــاً     ــون دائم ــین آزم ــد؛ ح ــول pH ش ــا محل ــط  ه ــر  pH توس مت
)(JENWA 3020 ردید، سپس درتنظیم گg5000  دقیقـه   30بـراي

عبـور   40مایع رویی جدا و از کاغذ صافی وات من . سانتریفوژ شد
محتــــوي پروتئینــــی محلــــول بــــا اســــتفاده از روش  . داده شــــد

حلالیت بـه صـورت درصـد    . تعیین گردید)N×6.25(میکروکلدال
. پروتئین موجود در مایع رویی نسبت به محلـول اولیـه محاسـبه شـد    

با رسم میـانگین حلالیـت پـروتئین در     pH لیت در برابرپروفیل حلا
pH  ي مختلف بدست آمدها .  

 
  ظرفیت جذب آب -4- 2-2

ــت جــذب آب یــا ظرفیــت نگــه داري آب طبــق روش            ظرفی
). 9(اندازه گیـري گردیـد   56-20شماره ),2000AACC(استاندارد

گرم نمونه در مبناي خشک درلوله سانتریفوژ از پیش توزین شـده  1
 10میلی لیتر آب مقطر به آن افزوده شدو بـراي  20اضافه شد، سپس

  g 2000سـپس مخلـوط حاصـل در   . دقیقه به سـرعت هـم زده شـد   
مـایع  . درجه سانتی گراد سـانتریفوژ شـد   25دقیقه در دماي  10براي

بـه مـدت چنـد     هـا  ل از سانتریفوژ دور ریخته شد و لولهرویی حاص
دقیقه روي کاغذ صافی براي اطمینان ازتخلیـه کامـل آب واژگـون    

پس از توزین مجدد لوله، میزان ظرفیت نگه داري . نگه داشته شدند
  . آب محاسبه شد

  
  تشکیل امولسیون -5- 2-2

امولسیون یک سیسـتم دو فـازي اسـت کـه از دو مـایع مخلـوط            
نشـدنی کــه یکــی از آنهـا بــه صــورت قطـرات مــایع در فــاز دیگــر    

تشکیل، ظرفیت و مقاومـت امولسـیون در برابـر    . پراکنده شده است
حرارت با استفاده از روش پاپالامپور و همکـاران  همـراه بـا کمـی     

گرم ایزوله  9/0امولسیون، براي تهیه ). 23(تغییرات ارزیابی گردید 

بدست آید و % 1تا محلول شفاف گرم آب مخلوط شد  90نخود با 
امولسـیون روغـن در   . قسمت اعظم ایزوله در آب حـل شـده باشـد   

 90میلـی لیتـر روغـن بـه      10با افـزودن  ) V/V 90/10 :O/W( آب
در حالیکه نمونه توسط همزن  pH=7با  % 1میلی لیتر محلول ایزوله 

 10در حال همزدن بود، تهیه شد و امولسیون اولیـه بعـد از   مکانیکی 
ــایزر   ــا اســتفاده از هموژن ــا  (Ultraturax)دقیقــه مخلــوط شــدن ب ب

دور بر دقیقه تحت دماي اتاق به مـدت یـک دقیقـه     11000سرعت 
  .هموژن گردید

 
  ظرفیت امولسیون کنندگی - 5-1- 2-2

دقیقه در  5ت بلافاصله بعد از هموژن شدن به مد ها امولسیون     
g1100  ظرفیت امولسیون کنندگی. سانتریفوژ شدند(EC)1  از

  .آید می تقسیم حجم امولسیون به حجم کل بدست
  

  ارتفاع کل محتویات در لوله  ظرفیت امولسیونی=  ارتفاع لایه امولسیون شده در لوله
  
  ثبات امولسیون -2-2-5-2 

درجـه سـانتی    80دقیقـه در دمـاي    30امولسیون تهیه شده بـه مـدت   
دقیقـه در   5بـه مـدت    g1100    گـراد قرارگرفـت و سـپس بـا دور    

از تقسـیم حجـم   2 (ES)ثبـات امولسـیون  . دماي اتاق، سانتریفوژ شد
  .نهایی امولسیون به حجم اولیه بدست آمد

  
 وزن توده -6- 2-2

پـروتئین   براي اندازه گیري وزن تـوده، مقـدار مشخصـی ایزولـه         
میلی لیتري آهسته ریخته شـد بـدین ترتیـب     10نخود در یک مزور 

گـرم  (حجم نمونه براي محاسبه دانسیته توده نا متراکم بدسـت آمـد   
سپس نمونه با یک میلـه شیشـه اي بـراي تعیـین دانسـیته      ). میلی لیتر/

  ).17و13)(میلی لیتر/گرم (توده متراکم فشرده شد 
 
  تعیین خاکستر و چربی -7- 2-2

از روش اسـتاندارد   ها حتوي خاکستر ایزولهجهت اندازه گیري م     
گـرم  1بدین ترتیب کـه مقـدار  ). 2(استفاده شد 6950ملی به شماره 

به وزن ثابت رسیده بود، ریختـه شـد و   "ازایزوله در بوته اي که قبلا
درجـه سلسـیوس    c °550براي خاکستر شدن به کوره اي بـا دمـاي   

                                                
1 .Emulsion capacity 
2 .Emulsion stability 
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ینان از انجام صـحیح  بعد از انجام مراحل فوق و اطم. انتقال داده شد
آن ، بوته را با پنس مخصوص از داخل کوره خارج و به دسیکاتور 

عدد   .بعد از آن بوته را توزین گردید. منتقل  شد تا کاملا سرد شود
بدست آمـده را در رابطـه زیـر قـرار داده تـا درصـد خاکسـتر خـام         

  .بدست آید
  

100×  
  )وزن بوته خالی( –) خاکستر+ وزن بوته(

  خاکستر= 
  وزن نمونه

  
ي پروتئینی با استفاده از روش اسـتاندارد  ها محتوي چربی ایزوله     

سیستم سوکسله کـه شـامل   ). 1(اندازگیري شد 2862ملی به شماره 
کننده، مبرد برگردان و بالن تقطیر بـوده خشـک و    استخراجقسمت 

گرم از نمونه در یک انگشتانه کـه فاقـد چربـی     3-2. توزین گردید
بود توزین شد، انگشتانه در اسـتخراج کننـده قـرار گرفـت و بـه آن      

مجموعـه   سـپس  ومبـرد وصـل   . مقدار کافی پترولیوم اتر اضافه شد
 10روي هیتر برقی قرار گرفت تا به آرامی به جوش آید و حـداقل  

در انتها درصـد چربـی   . بار محفظه استخراج کننده پر و خالی گردد
  .با استفاده از رابطه زیر محاسبه شد

  

100×  
  )چربی+وزن بالن (-)وزن بالن خالی(

  درصد چربی= 
  غذایی وزن نمونه

  
  آنالیز آماري - 2-4

تجزیه و تحلیل نتایج در رابطه باایزوله پروتئین نخود دو فاکتوره      
در قالب طرح کاملاً تصادفی ودر سه تکرارو مقایسه میانگین با 

. درصد انجام شد 95استفاده از آزمون دانکن در سطح اطمینان 
و براي   SAS ver 9.01براي انجام آنالیز واریانس از نرم افزار

  .استفاده گردید 2007افزار اکسل از نرم  ها رسم نمودار

  نتایج و بحث -3
تولید ایزوله پروتئینی از نخود کابلی و تعیین  - 3-1

 راندمان و خلوص آن
اسیدي  تولیدي به روش  Aي فیزیکوشیمیایی ایزولهها ویژگی      
)5/2=pH( و ایزولهB تولیدي به روش قلیایی)5/9=pH  (تحت  

دقیقه  40، زمان استخراج1:15نسبت آب به ماده جامد  شرایط
  .قابل مشاهده است 1درجه سانتی گراد، در جدول  25ودماي 

نتایج استخراج قلیایی، تقریباً با مشاهدات محققان براي نخود بـا       
 ٪82، عدس با خلـوص  )37و13،17،27،32( ٪87-90خلوص بین 

، کنسـانتره وایزولـه پـروتئین سـویا بـا خلـوص       )12( ٪12و راندمان 
، نیزتوسـط  )1993(آلی وهمکاران. مطابق بود) 21و4( 86-14/90٪

ــیدي ــا     )pH=4(روش اسـ ــروتئین بـ ــه پـ ــفید، ایزولـ ــاي سـ از لوبیـ
  ).11(، تولید نمودند%95خلوص

  
  الکتروفورز - 3-2

ي نخود بدست آمده بادوروش ها ایزوله SDS- PAGEپروفیل      
ازآنجــایی کــه . نشــان داده شــده اســت1اســیدي وقلیــایی در شــکل

ي مشـخص  هـا  آزمون الکتروفورزدرشرایط احیایی انجام شده ناحیه
. باشـند  مـی  ي پروتئین نخودها شده در تصویر فقط مربوط به مونومر

 ي دي ســولفید درون یــا بــین زنجیــره اي نقــش عمــده در هــا پیونــد
  .دارند ها گیري ساختمان سوم و چهارم پروتئین شکل

) مرکاپتواتـانول -2ماننـد  (دار بـا مـواد تیـول     ها احیا ي این پیوند      
ي پروتئینی و بازشـدن  ها وجدا شدن زیر واحدها منجربه تجزیه پیوند

  ).7(شود می ي پلی پپتیديها زنجیره
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  

  خصوصیات فیزیکوشیمیایی ایزوله پروتئین نخود-1جدول
  g/mlنامتراکموزن توده  g/mlوزن توده متراکم (%)چربی (%)خاکستر (%)راندمان (%)خلوص نوع ایزوله

A  19/91  10  1/1  99/0 608/0 48/0  
B  89 85/14 79/0 47/0 678/0 522/0 
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با وجود کاربرد دو روش مختلف براي تهیه ایزوله پـروتئین نخـود،    
زیــادي شـبیه هــم بودنــد و  ، تاحــد BوA ترکیـب پروتئینــی ایزولـه  

بانـدهاي ظـاهر شـده    . تفاوت آنهـا در شـدت و غلظـت بانـدها بـود     
کیلودالتــون احتمــالاً مربــوط بــه جــزء اســیدي   30-40درمحــدوده 

کیلودالتون نیـز مربـوط بـه جـزء بـازي آن       25و باند ) 11S(لگومین
ــت ــز مربــوط بــه ویســیلین     65و 58بانــد ).  38(اس  کیلودالتــون نی
ي پروتئینـی درحـین   ها حتمالاً بخش آلبومینی عصارها). 14(باشد می

  ).  23(رسوب ایزوالکتریک حذف شده اند
همانطور که قبلاً توضیح داده شد، اسـتخراج پـروتئین در مـورد         

ــه ــو و     pH= 5/9در  Bایزول ــه لی ــت و از آنجــایی ک صــورت گرف
 7Sو  11Sبهینه براي استخراج و جداسازي  pH، )2008(همکاران
، احتمـالاً بـه علـت نزدیـک تـر      )20(اعلام کردنـد  5/8ین را گلوبول
) 5/8(بهینـه  pHبـه ایـن    Aایزولـه   pHنسبت به  Bایزوله  pHبودن 

 Bدر ایزولـه   هـا  ي ایـن پـروتئین  هـا  راندمان استخراج و شـدت بانـد  
  . کاملاً مشهود است 1 بیشتر بوده و در شکل

  
  انحلال پذیري پروتئین -3-  3
ایزولــه پروتئینــی بــر حلالیــت اثــر روش تهیــه -3-3-1

  پروتئین
نظر به اینکه در بسیاري از سیستمهاي غذایی وجود پـروتئین  بـه        

باشـــد،  مــی  صــورت محلــول در سیســـتم، مــوردنظر و ضـــروري   
خصوصــیت انحــلال پــذیري پــروتئین از اهمیــت بســیار بــالایی       

نتایج آنالیز واریانس تأثیر روش استخراج ایزوله بر . برخوردار است
ي هـا  ایزولـه   میزان حلالیت پروتئین گویاي این واقعیت بود که بین

ي اسیدي و قلیایی اختلاف آمـاري معنـی داري   ها تهیه شده با روش
اما ایزوله تهیـه شـده بـه روش اسـیدي     ). p<0.05(مشاهده نگردید 

داراي حلالیت بالاتري نسبت به ایزوله تهیه شده با روش قلیایی بود 
خلـوص ایزولـه    5/9بـه   5/2از pHافـزایش  کهازآنجایی ). 2شکل(

دهد، این کاهش خلوص، بر حلالیت پـروتئین   می حاصل را کاهش
کاهش خلوص پروتئین ممکن اسـت بـه   ). 8(تأثیر منفی داشته است

ي پـروتئین از جملـه حلالیـت آن آسـیب وارد     هـا  برخی از ویژگـی 
اظهـار داشـت، خـروج بیشـتر مـواد غیـر       ) 1374(فرهوش ). 5(نماید

ــی در ــا pHپروتئین ــد  ه ــی باش ــایی م ــالاتر قلی ــالامپور و ). 6(ي ب پاپ
، نیـز حلالیـت ایزولـه    )2007(و کائور و همکاران) 2009(همکاران

، که تقریبـاً مشـابه   )23و17(پروتئنی نخود را مورد مطالعه قرار دادند
  .باشد می نتایج این پژوهش

بدست آمده تحت شرایط احیایی  SDS- PAGEپروفیل  - 1شکل
و ) 2(ي ایزوله پروتئین نخود تولید شده در شرایط قلیاییبرا
ي سمت چپ وزن مولکولی پروتئین استاندارد ها ؛ شماره)1(اسیدي

  .باشد می

میانگین حلالیت ایزوله پروتئین نخود تهیه شده با دو  -2شکل 
  روش اسیدي و قلیایی

 
  محیط بر حلالیت  pHتأثیر  -2- 3-3

ي مختلـف اخـتلاف   هـا   pHنتایج آنالیز واریانس نشان داد؛ بین      
با بررسی نمودارمشخص ). p<0.05(آماري معناداري وجود داشت

ي هـا   pHشد؛ ایزوله پروتئین نخود کابلی  بیشـترین حلالیـت را در  
ــت را در   7و 5/2 ــرین حلالیـ ــا pHو  کمتـ ــت  5/5و 4ي هـ داراسـ
حلالیت ایزوله پروتئین کمترین ) 2007(کائور وهمکاران). 3شکل(

و بیشـترین حلالیـت را در     5وpH 4ي کـابلی ودسـی را در   ها نخود
pH 5/2  ــد  7و ــزارش کردنـ ــتر   pH).  17(گـ ــک بیشـ ایزوالکتریـ

ســـانچز  ). 36(اســـت pH =4ــــ5هـــاي گیـــاهی در   پـــروتئین
ــاران ــروتئین  ) 1999(وهمک ي نخــود را هــا نقطــۀ ایزوالکتریــک پ

3/4=pH ایزوالکتریک پروتئین فاقد بار  در نقطه). 27(اعلام کردند

51

52

53

54

55

PH=9.5 PH=2.5

a

a

ت
لالی
د ح
رص
د

(%
)

روش استخراج



99   (Cicer arietinum L)ایزوله پروتئین نخود  نیتروژنی و خصوصیات عملکردي هاي ارزیابی تنوع فراکسیون                                  

است، یعنی بارهاي مثبت و منفی پروتئین بـا هـم برابـر بـوده و هـیچ      
واکنش متقابل دافع بین آنها وجود ندارد و این پدیده باعث رسوب 

در ایـن نقطـه داراي    ها می شود، به عبارت دیگر پروتئین ها پروتئین
سـمت قلیـایی    بـه  pHبـا افـزایش   ).  29(کمترین حلالیت می باشند

اسـیدي،   pHاز نقطـۀ ایزوالکتریـک بـه سـمت     pHونیز دور شـدن  
ــردد     ــی گـ ــل مـ ــدا و حـ ــتري جـ ــروتئین بیشـ ــالامپور و ). 6(پـ پاپـ

 8تـا pH 3حلالیت ایزوله پروتئین نخود در محدود )2009(همکاران
بـه بررسـی حلالیـت    ) 2007(کائور وسـینگ ). 23(را بررسی کردند

). 17(پرداختنــد  7تــاpH 5/2ایزولــه پــروتئین نخــود در محــدود    
ــاران   ــویی و همک ــین ب ــه   ) 2010(همچن ــت ایزول ــه حلالی ــه مقایس ب

نتـایج ایـن   ). 13(پروتئینی نخود، عـدس و نخـود فرنگـی پرداختنـد    
  .پژوهش با نتایج نامبردگان مطابقت داشت

  

  
  محیط  بر حلالیت پروتئین pHاثر  تغییرات   -3شکل 

  
ایزولــه و اثرمتقابــل بــین نــوع روش تهیــه    -3-3-3

  محیط بر حلالیت پروتئین  pHتغییرات
نتایج آنالیز واریانس نشان داد، اثر متقابل نوع روش تهیه ایزولـه       

ــرات ــروتئین      pHو تغیی ــت پ ــزان حلالی ــر می ــی داري ب ــأثیر معن ت
، ایزولـه اسـیدي نسـبت بـه ایزولـه      4مطابق شـکل ). p<0.05(داشت

تـأثیر خلـوص بـالاتر    این امـر تحـت    قلیایی حلالیت بیشتري داشت؛
ایزوله اسیدي نسبت به ایزوله قلیایی بود، با این حال، اختلاف معنی 
داري در حلالیت ایزوله پروتئین تهیه شده به روش قلیایی واسـیدي  

نتـایج همچنـین نشـان    . )p<0.05(وجود نداشت  pH=7درمحیط با 
کـه در   S8و S6 ،S7و S5ي هـا  دادند کـه در هـر دو روش، نمونـه   

نقطه ایزوالکتریک قـرار گرفتـه انـد اخـتلاف معنـاداري از       نزدیکی
درنزدیکی نقطه ایزوالکتریک بـه  ). p<0.05(لحاظ آماري نداشتند

ي دو قطبــی، دافعــه ي بــین مولکــولی هــا دلیــل بوجــود آمــدن یــون
ــروتئین   ــه، اتصــالات پ ــت  -کــاهش یافت ــروتئین ایجــاد و از حلالی پ

  ). 31(شود می کاسته ها پروتئین
                    

  4راهنماي شکل-2جدول
  استخراج pH  pH  حلالیت  گروه  نمونه
S1 A 835/92 7 5/2 

S2 A 7/92 7 5/9 

S3 B 375/86 5/2 5/2 

S4 C 674/79 5/2 5/9 

S5 D 545/19 5/5 5/2 

S6 D 556/18 5/5 5/9 

S7 D 265/18 4 5/2 

S8 D 91/17 4 5/9 

 

  
  .محیط بر حلالیتpHاثر متقابل روش تهیه ایزوله وتغییرات  - 4شکل

  
 ظرفیت جذب آب -4 -3

 هــا جــذب آب را بایــد مهمتــرین خصوصــیت فیزیکــی پــروتئین     
این پدیده نه تنها بر ساختمان فیزیکی و خصوصـیات مـاده    .دانست

گـذارد، از   مـی  غذایی حاوي پروتئین نظیرخشک شـدن عمیقـاً اثـر   
غذایی نیز، به دلیل تأثیري که بـر میـزان فعالیـت     نظرفساد مادهنقطه 

نتـایج تجزیـه و تحلیـل آمـاري     . آب دارد بسیار حائز اهمیت اسـت 
نشان داد؛ نوع روش بکار گرفته شده جهـت اسـتخراج  پـروتئین از    
 نخود اثر معنی داري بر ظرفیت جذب آب ایزولـه پروتئینـی داشـت   

)p<0.05(هیــــه شــــده بــــه روش ، بــــه طــــوري کــــه ایزولــــه ت
نسبت به روش تهیه اسـیدي، ظرفیـت جـذب آب    ) pH=5/9(قلیایی

پدیــده اخیــر بیــانگر ایــن امــر بــود کــه   ). 5شــکل(بــالاتري داشــت
دناتوراســیون ایجــاد شــده در روش قلیــایی و خــروج بیشــتر چربــی  
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نسبت به روش اسیدي به افزایش ظرفیت جذب آب کمـک کـرده   
بالاتر بـودن ظرفیـت جـذب     همچنین یکی دیگر از دلایل). 4(است

). 5(تواند ناشی از بیشتر بودن نا خالصی آن باشـد  می آب این ایزوله
Boye  ،Singh  ظرفیـت جـذب آب   و همکاران در تحقیقات خود

نخود را بـه   (L-550)و  (L-551)ي کابلی ها ایزوله پروتئین واریته
 ). 31و13(گزارش کردند 7/2 (g/g) و1/2 (g/g)ترتیب 

یی که در این پـژوهش بـا دو روش   ها آب ایزولهظرفیت جذب 
تهیه شده بودند، کمتر از نتایج محققین نـام بـرده   ) قلیایی و اسیدي(

ي هـا  تواند ناشـی از اخـتلاف واریتـه    می در بالا بود؛ دلیل این پدیده
ي هــا نخــود و تفــاوت در محتــواي مــواد غیــر پروتئینــی ایزولــه      

) 2010(بـویی وهمکـاران  بر اساس نتـایج  ).  17(ایزوالکتریک باشد
نوع واریته بر ظرفیت جذب آب پروتئین تأثیر بیشتري از نوع روش 

  ).13(استفاده شده براي تهیه آن دارد

  
ي تهیه شده به روش اسیدي و ها ظرفیت جذب آب ایزوله  - 5شکل

  قلیایی
  
  خصوصیات امولسیون کنندگی - 3-5

از آمینواسیدهاي باردار، آمینو اسیدهاي قطبـی بـدون    ها پروتئین     
ي غیـر قطبـی تشـکیل شـده انـد کـه ایـن عوامـل         ها بار و آمینو اسید

. باعث شده اند پروتئین بـه عنـوان یـک امولسـیفایر محسـوب شـود      
داشتن هـر دوخصوصـیت آبدوسـتی و آبگریـزي  پـروتئین را قـادر       

ــه اتصــال آب و روغــن در سیســتم   غــذایی متصــل ســاخته بتوانــد ب
ي فیزیکـو شـیمیایی   هـا  و ویژگـی  ها حضور سورفاکتانت). 35(شود

ظرفیـت امولسـیون   . کنند می آنها، تشکیل و ثبات امولسیون را تعیین
کنندگی با افزودن پیوسـته روغـن بـه سوسپانسـیون رقیـق پروتئینـی       

شود و نتایج به صورت حجم روغن امولسیفیه شده  می اندازه گیري
، در حالیکه پایداري )19(گردد می زنی پروتئین بیانبه ازاي واحد و

ــل؛ (امولســیون بــه مقاومــت آن در برابــر تغییــرات ســاختاري   از قبی
و تغییراتـی کــه بــا  ) انعقـاد، خامــه اي شـدن، لختــه شـدن و ترســیب   

نتـایج آنـالیز   ). 20(باشـد  مـی  دهـد، مربـوط   مـی  گذشت زمـان روي 
روتئین داراي اثـر  واریانس نشـان داد کـه نـوع روش تهیـه ایزولـه پ ـ     

 95معنی داري بر خصوصیات امولسیون کنندگی در سطح اطمینـان  
ي بـا  هـا  بکـارگیري روش اسـیدي، ایزولـه   ). 7و6اشکال (درصد بود

ظرفیت امولسیون کنندگی و پایداري بیشتر نسـبت بـه روش قلیـایی    
ثیرات نـا مطلـوب   أتـوان بـه ت ـ   مـی  تولید نمود، که از دلایل این امر،

ي تولیـد شـده بـه    هـا  وحلالیت بـالاتر ایزولـه  ) 4(قلیایی دناتوراسیون
حلالیت در تشکیل امولسیون نقش مهمـی  . روش اسیدي اشاره کرد

یی کــه حلالیــت کمتــري دارنــد    هــا پــروتئین. کنــد مــی را ایفــا
ــیفایر ــا امولس ــیون    ه ــدن امولس ــه ش ــث لخت ــتند و باع ــوبی نیس  ي خ

عتر پـروتئین  افزایش حلالیت پروتئین باعث نفوذ سری). 22(شوند می
شـود وباعـث فعالیـت امولسـیون      مـی  روغن-به داخل اتصالات آب

قبـل از   هـا  دناتوراسـیون پـروتئین  ). 31(شـود  مـی  ها کنندگی پروتئین
امولسیون کردن به طوري که منجر به نا محلول شدن نشود به علـت  

 ولی و هیدروفوبیسیته سـطحی، معمـولاً  افزایش قابلیت انعطاف مولک
در ). 32و 16(شـود  مـی  صیات امولسیون کنندگیباعث بهبود خصو

این پژوهش پایداري امولسیون ایزوله اي که به روش اسـیدي تهیـه   
شده بالاتر از پایداري امولسیون ایزوله تولید شـده بـه روش قلیـایی    

تواند منجـر بـه    می از آنجا که تغییرات حین فرآیند .)p<0.05( بود
فوب ســطحی گــردد تغییــر نســبت گروههــاي هیــدروفیل و هیــدرو 

. فرآینــد اســیدي اثــري مثبــت بــر پایــداري امولســیون داشــته اســت 
ــدروفوب و       ــاي هی ــبت گروه ــابع نس ــتر ت ــیون بیش ــداري امولس پای
هیدروفیل است؛ این پایداري توسـط روش اسـیدي بهبـود بخشـیده     

ظرفیت و پایداري امولسیون کنسانتره پروتئین نخـود  ). 4(شده است
توسـط چنـدین محقـق ارزیـابی شـده      بدست آمده به روش قلیـایی  

) 2008(است، که نتایج آنها به این شرح است؛ سینگ و همکـاران  
 ي پروتئینـی نخـود در  هـا  خصوصیات امولسیون کننـدگی کنسـانتره  

درحضور یـا غیـاب شـکر و نمـک      7و 5/4ي ها pHیی با ها محلول
ي پروتئینـی  هـا  مورد بررسی قرار دادند و گزارش کردند؛ کنسـانتره 

یی با ثبات در غذاهاي حاوي نمـک  ها قادر به تولید امولسیوننخود 
بــراي % 7/63ظرفیــت امولســیون کننــدگی ). 31(باشــند مــی و شــکر

ــروتئین نخــودي کــه حــاوي   ــروتئین بــود توســط  % 8/84ایزولــه پ پ
) 2009(ژانـگ و همکـاران   ). 24(گزارش شـد ) 1991(لوپز-پردس

را  pH= 7خـود در  فعالیت امولسیون کنندگی براي ایزوله پروتئین ن
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) 2010(بـویی و همکـاران  ). 37(گزارش نمودند m2/ g 253معادل 
خصوصیات امولسیون کنندگی نخود، عدس، نخود فرنگی را بـاهم  
مقایسه کردند؛ بر این اساس نتایج آنها، بالاترین فعالیـت امولسـیون   

ــود  ــروتئین نخ ــدگی را پ ــا کنن ــان   ه ــود نش ــی از خ ــابلی و دس ي ک
ظرفیت امولسیون کنندگی بین مطالعات مختلف  مقایسه). 13(دادند

به دلیل اثرات چشـمگیر تغییـرات انـدك شـرایط آزمایشـگاهی بـر       
ظرفیت و ثبات بـالاي  ). 17(ظرفیت امولسیون کنندگی دشوار است

ي غذایی نظیر؛ ها امولسیونی پروتئین براي استفاده از آن در فراورده
با توجه به ظرفیت . )10(باشد می کیک، قهوه، سس، بسیار با اهمیت

و ثبات امولسیونی بالاي ایزوله پروتئین نخـود کـه در ایـن پـژوهش     
ي غـذایی  هـا  توان از نخود در فرمولاسیون فـراورده  می بدست آمد،
  .استفاده نمود

  

  
ظرفیت امولسیون ایزوله پروتئین نخود بدست آمده با دو  - 6شکل

  روش استخراج
  

  
ي پروتئین نخود در ها ایزولهپایداري و ثبات امولسیون  - 7شکل

  برابر حرارت
  

  نتیجه گیري-4
فرآیند استخراج اسیدي در مقایسـه بـا روش قلیـایی، بـا خـروج           

، میزان حلالیـت، محتـوي چربـی و پـروتئین را     ها بهتر کربوهیدرات
از مزایاي روش اسیدي به تولید محصولی نسبتاً محلول . افزایش داد

 متــر ایـن روش نســبت بـه روش قلیــایی  و از معایـب آن بــه بـازده ک  
هـاي اسـیدي و    ي پروتئینـی در محـیط  هـا  ایزوله. توان اشاره کرد می

قلیایی داراي حلالیت بـالایی بودنـد امـا بـا نزدیـک شـدن بـه نقطـه         
ظرفیت جذب آب ایزوله . ایزوالکتریک از حلالیت آنها کاسته شد

ناشـی   حاصل از روش قلیایی به علت خروج بیشتر چربی و تغییرات
. از دناتوراسیون و ناخالصی بیشتر نسبت به روش اسیدي، بالاتر بـود 

یی با ظرفیت امولسـیون کننـدگی   ها روش اسیدي باعث تولید ایزوله
و پایداري بیشتر نسبت به روش قلیـایی گردیـد، کـه از دلایـل ایـن      

توان به تـأثیرات نـامطلوب دناتوراسـیون قلیـایی و حلالیـت       می امر،
با توجـه بـه   . ي تولید شده به روش اسیدي اشاره کردها هبالاتر ایزول

تـوان ادعـا کـرد کـه پـروتئین نخـود داراي        مـی  نتایج بدسـت آمـده  
هـاي   پتانسیل بـالقوه بـراي اسـتفاده در فرمولاسـیون انـواع فـرآورده      

ــروتئین   ــه ي پ ــر پای ــالاي    مــی غــذایی ب ــه ب ــا وجــود هزین باشــد و ب
تئین گیـاهی بـه جـاي    ي حیـوانی، جـایگزین کـردن پـرو    ها پروتئین

پروتئین حیوانی، مـی توانـد برخـی از مشـکلات سـوء تغذیـه را در       
  کشورهاي جهان سوم حل کند

  
  منابع -5
ــران   .1 ــی ای ــات و  1349ســال : 2862اســتاندارد مل ،غــلات و حبوب

  .ي آنها فراورده
ــران   .2 ــات و  1371ســال : 6950اســتاندارد ملــی ای ،غــلات و حبوب

 .ي آزمونها و روش ها ویژگی-آرد نخود-ي آنها فراورده

انتشـارات جهـاد دانشـگاهی    . حبوبات. 1387.پارسا، م. باقري، ع .3
 .مشهد

بررســی تولیــد و خشــک کــردن بــر  ". 1389. رواقــی دارانــی، م .4
کنسـانتره پـروتئین حاصـل از آردهـاي            ي عمل کننـدگی ها ویژگی

دانشـگاه  »  صـنایع غـذایی  « پایان نامه ارشد دانشـکده  "صنعتی سویا
  .فردوسی مشهد

  . سهامی انتشار : تهران: شیمی مواد غذایی. 1378. فاطمی، ح .5
پایان بررسی امکان تولید ایزولۀ پروتئین سویا . 1374 .فرهوش، ر .6

  دانشــگاه تربیــت مــدرس » صــنایع غــذایی«نامــه کارشناســی ارشــد 
 .تهران
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