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 مقدمه -1

 زیست های به پپتید خاصی توجه گذشته، دهه دو طول در

است.  شده معطوف غذایی، مواد های پروتئین حاصل از فعال

که  هستند ایویژه پروتئینی هایبخش زیست فعال پپیتدهای

متعدد مانند خاصیت ضد های بیولوژیک  واجد ویژگی

اکسایشی، ضد میکروبی، ضد فشار خون، ضد لخته شدن 

ی فعالیت سیستم ایمنی  خون، ضد سرطان و کنترل کننده

 توالی با معمولا فعال زیست [. پپیتدهای1باشند ] بدن نیز می

 روشهای با عمده طور به و دارند اصلی مطابقت پروتئین

 روشهای جمله از گردند.می فیزیکی تولید و شیمیایی

 هایآنزیم اسیدی، قلیایی، به هیدرولیز میتوان شیمیایی

[. در 2نمود ] اشاره میکروبی و گیاهی، حیوانی پروتئولیتیک

حال حاضر استفاده از پروتئین گیاهی )جوانه شبدر( به علت 

ای بالا، اثرات مثبت در بافت و کاهش آب ارزش تغذیه

ت آن بر بهبود رشد و اندازی ماست و همچنین تاثیر مثب

زنده ماندن آغازگرهای ماست بویژه باکتری های پروبیوتیک 

[.  شبدر 4، 3] در مدت نگهداری، اهمیت زیادی یافته است

گیاهی است  .Trifolium resupinatum L ایرانی بانام علمی

یک ساله و پاییزه که بومی آسیای صغیر و ایران است.  

اغلب مطالعات صورت گرفته در رابطه با اثرات درمانی 

شبدر بر خواص فیتواستروژنیک ایزوفلاون های آن تأکید 

دارند. علاوه بر اثرات استروژنیک، اثرات آنتی اکسیدانی، 

سلولی،  ضدالتهابی و ضدسرطانی گیاه شبدر در محیط برون

[. 6، 5سلولی و مدل های جانوری نشان داده شده است ]

نظر به ارزش تغذیه ای بالا و ویژگی های عملکردی 

شبدر به عنوان خزانه مناسب، متخصصان تغذیه، از جوانه 

[. 8، 7مغذی طبیعی و منبع زندگی بشر  یاد  می کنند ]

آب های محلول در پروتئین جوانه شبدر، که غنی از پروتئین

های عملکردی و محلول در آب نمک می باشد، از ویژگی

مطلوبی برخوردار است که آن را تبدیل به ترکیبی سودمند 

برای استفاده در فراورده های غذایی مختلف، کرده است. 

فعالیت امولسیفایری، توانایی حفظ آب بالا، کف کنندگی و 

. [9، 5حلالیت بالا، از جمله این ویژگی ها می باشند ]

پروتئین جوانه شبدر حاوی پروتئین های طبیعی با کیفیت و 

ضریب هضم بالا می باشد. دو اسید آمینه مهم در پروتئین 

جوانه شبدر، سیستئین و سیسنین می باشد که باعث خنثی 

ترین سازی سموم در بدن شده، همچنین پیش ساز قوی

 [. 10آنتی اکسیدان بدن یعنی گلوتاتیون می باشند ]

Mirsadeghi Darabi ( 2022و همکاران )پروتئین  به تولید

هیدرولیز شده جوانه شبدر توسط آنزیم آلکالاز و 

فلاورزایم، پرداختند، آنها اعلام نمودند، پروتئین هیدرولیز 

شده جوانه شبدر از اسیدهای آمینه ضروری بالایی 

 با هیدرولیزی پروتئین تواند می آلکالاز برخوردار بود، آنزیم

هیدرولیزاسیون و خاصیت آنتی اکسیدانی و ضد  درجه

 .[5]کند  تولید سرطانی بالاتری

از آنجاییکه پپتیدها ترکیبات بسیار فعالی هستند ممکن است 

در اثر برخورد با اکسیژن یا ماده غذایی اثرات سودمند خود 

را از دست بدهند. لذا استفاده از روش هایی برای محافظت 

ل بالاترین فعالیت آنتی اکسیدانی از آن ها به منظور حصو

ضروری می باشد. ریزپوشانی این ترکیبات قبل از به کار 

بردن آنها در سیستم های غذایی و یا نوشیدنی راه کاری 

مناسب جهت برطرف کردن این محدودیت ها محسوب می 

شود. بعلاوه اخیرا بهبود فعالیت و اثر بخشی ترکیبات ضد 

سه با حالت سنتی توجه بیشتر و میکروب نانومقیاس در مقای

 [. لیپوزوم13، 12، 11بیشتری را به خود جلب کرده است  ]

 هاى رهش سامانه عنوان به که است طولانى هاى سال ها

 بودن قابلیت دارا دلیل به و داشته کاربرد انسان بدن در دارو

 زمانى به بازه در گریز آب و دوست آب ترکیبات رهاسازى

 متداول مورد لیپیدهاى باشند. مى توجه مورد طولانى نسبت

فسفاتیدیل  ویژه به فسفولیپیدها لیپوزوم تولید در استفاده

، 14باشند ] مى آمین اتانول فسفاتیدیل کولین )لسیتین( و

 قادر ها لیپوزوم خاص، ساختارى هاى ویژگى داشتن [. با15

 ترکیبات و آبى فاز در دوست آب ترکیبات پوشانى به درون

[. 15هستند ] خود اى دولایه فسفولیپیدى گریز در بخش آب
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Tometri ( اعلام نمودند ریز پوشانی 2020و  همکاران )

ها و ترکیبات زیست فعال با نانولیپوزوم، سبب بهبود ویژگی

حفظ خاصیت آنتی اکسیدانی و ضد میکروبی ترکیبات 

 [.15زیست فعال می شود ]

نه شبدر از نظر ترکیب بنابراین و با توجه به غنی بودن جوا

اسید آمینه در این تحقیق تلاش شده است تا از جوانه شبدر 

به عنوان یک منبع پروتئینی مناسب برای هیدرولیز آنزیمی 

استفاده شده و ویژگیهای ضداکسایش عملکردی و سلامت 

بخشی هیدرولیز شده های حاصل مورد مطالعه قرار گیرد و 

 حامل های نانولیپوزوم ارزیابی و تولید همچنین امکان

 در موجود های چالش بر غلبه برای فعال زیست پپتیدهای

 و غذایی صنایع در ارزشمند ترکیبات این از استفاده مسیر

 مورد ارزیابی قرار گرفت. دارویی،

 مواد و روش -2

 مواد اولیه 2-1

جوانه شبدر از شرکت جوانه آفتاب، ایران تهیه شد برای 

های پروتامکس )گرفته شده از آنزیم هیدرولیز آنزیمی شبدر

( و برومالین )گرفته شده از میوه Bacills subtilisاز باکتری 

ها و همچنین استاندارد اسیدهای آناناس( استفاده شد. آنزیم

آمینه از شرکت سیگما آلدریج، )آمریکا( خریداری شد. سرم 

، اسید آسکوربیک، ABTSو  DPPHآلبومین گاوی، معرف 

یدریک و اسید هیدروکلریک از شرکت مرک آلمان اسید کلر

 خریداری شد. 

 استخراج پروتئین جوانه شبدر  2-2

به منظور تهیه ایزوله پروتئین، جوانه شبدر چربی زدایی شده 

)وزنی  10به  1گرم در آب مقطر به نسبت  100به میزان 

 11، به آن  pHمولار  1حجمی( مخلوط و با استفاده از سود 

دقیقه در دمای اتاق و  60. سپس به مدت رسانده شد

دور بر دقیقه همزده شد. عصاره قلیایی حاصل  500سرعت 

درجه سانتی  4و دمای  1600در نیروی گرانشی دورانی 

دقیقه سانتریفیوژ شد. پس از جمع آوری  20گراد به مدت 

آن به  pHمولار  1مایع رویی با استفاده از اسید کلریدریک 

روتئین رسوب داده شده با سانتریفیوژ رسانده شد و پ 3

جداسازی شد در نهایت پروتئین حاصل در خشک کن 

انجمادی خشک گردید و تا زمان هیدرولیز در کیسه های 

درجه سانتی گراد نگهداری  18پلاستیکی در فریزر و دمای 

 [.16]شد 

 هیدرولیز پروتئین جوانه شبدر 2-3

، پروتئین به نسبت به منظور هیدرولیز پروتئین جوانه شبدر

بهینه( برای  pH) 7حجمی( در بافر فسفات -درصد )وزنی 4

های برومالین و پروتامکس تهیه شد. هیدرولیز در آنزیم

درصد و  1درجه سانتی گراد، غلظتهای آنزیم  50دمای بهینه 

ساعت در انکوباتور شیکردار  1دقیقه تا  10محدوده زمانی 

دور بر دقیقه انجام شد.  200، کره جنوبی( با V-8480)مدل 

به منظور غیر فعال کردن فعالیت آنزیم مجدداً محلول 

درجه سانتی گراد به  80پروتئین در حمام آب گرم با دمای 

دقیقه قرار داده شد. در مرحله بعد عمل  15مدت 

 20به مدت  10000سانتریفیوژ در نیروی گرانش دورانی 

پروتئین هیدرولیز شده دقیقه انجام شد. به منظور تولید پودر 

 -20مایع رویی حاصل در خشک کن انجمادی در دمای 

ساعت  48میلی بار و زمان  40درجه سانتی گراد فشار 

 زمان ، کره جنوبی( خشک و تا  FDB Operon 5509)مدل 

  [.18]شد  نگهداری گراد سانتی درجۀ -20 دمای در استفاده

 پپتیدیدرجه هیدولیزاسیون و طول زنجیره  2-3

 (TCA)اسید  کلرواستیک کمک تری هیدرولیز به میزان

 نسبت درصد گیریاندازه این روش مبنای  شد. گیری اندازه

 به درصد 10 اسید کلرواستیک در تری محلول های پروتئین

 5 منظور این باشد. برایمی نمونه در های موجودپروتئین کل

 20 اسید کلرواستیک تری لیترمیلی 5 با نمونهاز  لیتر میلی

  زمان و rpm 6700با دور  سپس و گردید درصد مخلوط

محلول فاز در پروتئین مقدار سپس شد. سانتریفیوژ دقیقه10
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 محاسبه 1 معادله طریق هیدرولیز از میزان و گیری اندازه 

 :[.19]گردید 

 :1معادله 

تری کلرو استیک  )میزان پروتئین حل شده در محلول× 100

 درجه هیدرولیز =درصد / میزان پروتئین در نمونه(10اسید 

 هیدرولیز حاصل از پپتیدهای طول تقریبی گیری اندازه برای

  Kristinsson and Rasco روش آنزیم های مختلف از با

 برای هیدرولیز درجه از روش این . ( استفاده شد2000)

 گردید. استفاده زیرمعادله  کمک به طول زنجیره محاسبه

 = طول زنجیره پپتیدی   100درجه هیدرولیز /          2معادله 

 آمینه اسیدهای مقدار تعیین 2-4

ساعت در دمای  24پودر پروتئین هیدرولیز شده برای مدت 

نرمال  6گراد با استفاده از هیدروکلریک سانتیدرجه 110

 و تیوسیانات هیدرولیز کامل شد. سپس با استفاده از فنیل ایز

(PITC)سازی اسیدهای آمینه انجام شد. میزان عمل مشتق

 Smartمدل HPLCاسیدهای آمینه کل با استفاده از دستگاه 

line   آلمان( با استفاده از ستون(C18 ساز با آشکار

 [.2] انجام شد (RF-530)فلورسنت 

 فعالیت آنتی اکسیدانی 2-5

 لیتر میلی DPPH ،1برای فعالیت مهارکنندگی رادیکال آزاد 

طور  از تیمارهای مختلف پروتئین هیدرولیز شده به

 DPPHمیلی مولار  1/0لیتر محلول  میلی 1جداگانه با 

 مدت به و شد داده تکان خوبی به حاصل مخلوط و اضافه

داده و سپس جذب نوری  قرار تاریک در اتاق دقیقه 15

 [.20] خوانده شد  nm 517موج  ها در طول  نمونه

 :3معادله 

=   جذب نمونه( -)جذب شاهد / جذب شاهد× 100

 DPPH درصد مهار رادیکال آزاد 

 

از روش  ABTSبرای سنجش فعالیت مهارکنندگی رادیکال  

Alemán ( استفاده محلول 2011و همکاران )میلی مولار 7 

ABTS میلی مولار تهیه و  45/2 شد. در پتاسیم پرسولفات

ساعت در دمای محیط و در جای تاریک  16به مدت 

نگهداری شد پس از طی زمان مورد نظر رقیق سازی با آب 

 734در طول موج  7/0مقطر تا رسیدن به میزان جذب 

 980میکرولیتر نمونه با  20نانومتر انجام شد. سپس 

مخلوط و به  ABTSقیق سازی شده میکرولیتر محلول ر

انکوبه شد  C°30دقیقه در مکان تاریک و دمای  10مدت 

نانومتر  734ها در پس از طی زمان مورد نظر جذب نمونه

های مختلف خوانده شد به منظور مقایسه نیز از غلظت

آسکوربیک اسید استفاده و درصد مهارکنندگی رادیکال 

ABTS [.21] با فرمول زیر محاسبه شد 

 4معادله 

=   جذب نمونه( -)جذب شاهد / جذب شاهد× 100 

 ABTS درصد مهار رادیکال آزاد 

 اندازه گیری خصوصیات عملکردی هیدرولیزها 2-6

 حلالیت 2-6-1

و  Beraحلالیت پروتئین هیدرولیز شده با استفاده از روش 

Mukherjee (1989.انجام شد )  100یک گرم نمونه را در 

میلی لیتر محلول آب مخلوط کرده و با استفاده از سود و 

تنظیم کرده و سپس به  10-2آن را به  pHنرمال  1/0اسید 

دقیقه  20دقیقه در دمای اتاق مخلوط شد. به مدت  60مدت 

دور دقیقه، سانتریفیوژ انجام شده و محتوای  500با سرعت 

نیتروژن در سوپرناتانت نمونه با استفاده از روش کلدال 

تعیین شد و درصد پروتئین قابل حل با استفاده از معادله 

 [.22شد ]( محاسبه 5)

 :5معادله 

)گرم وزن نمونه اولیه / گرم وزن آب ماده جامد × 100

 = اندیس حلالیت در آب  محلول در سوپرناتت( 

 ظرفیت و پایداری امولسیون کنندگی 2-6-2

میلی لیتر  50میلی لیتر آب مقطر و  50گرم نمونه،  3به 

ایزر ثانیه با هموژن 30روغن کلزا اضافه شد و به مدت 

(APU500b هموژنیزه شد. سپس به )دیلکوفناور، ایران ،

لوله آزمایش تقسیم گردید و با  4مقدار مساوی در 
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دقیقه سانتریفوژ  5به مدت زمان  g2000سانتریفوژ با دور 

( 6)بهداد، ایران( شد ظرفیت امولسیون کنندگی طبق معادله )

 [.23زیر گزارش شد ]

 : 6معادله 

= ظرفیت   امولیسفیه شدهحجم کل / حجم قسمت 

 امولسیون کنندگی )%(

میلی لیتر محلول  30لیتر روغن گیاهی کلزا با میلی 10

متفاوت  pHآنها در پنج  pHدرصد مخلوط شد و 1پروتئینی 

تنظیم شد سپس با هموژنایزر با سرعت  10، 8، 6، 4، 2

rpm2000   به مدت یک دقیقه هموژنیزه شد. سپس با

میکرولیتر از قسمت مایع ته لوله برداشته که  50میکروسمپلر

های صفر و ده دقیقه انجام گرفت. سپس  این  عمل در زمان

 5های صفر و ده دقیقه با  های به دست آمده در زمان نمونه

% مخلوط شد و جذب 1میلی لیتر سدیم دودسیل سولفات  

 500محلول رقیق شده با اسپکتروفتومتر در طول موج 

 [.23نانومتر خوانده شد ]

 :7معادله 

=   دقیقه 10زمان ×دقیقه/ زمان صفر 10زمان  -زمان صفر

 پایداری امولسیون کنندگی )%(

 اندازگیری ظرفیت و پایداری کف کنندگی 2-6-3

میلی لیتر  20برای اندازگیری ظرفیت کف کنندگی 

انه تهیه شد و در استو pH 5-8های پروتئینی با  محلول

میلی لیتری ریخته شد. سپس به مدت یک دقیقه  50مدرج 

دور بر دقیقه هم زده شد.  10000با هموژنایزر با سرعت 

حجم مخلوط نهایی قرائت شد. درصد افزایش حجم در 

زمان صفر نسبت به حجم اولیه به عنوان ظرفیت کف 

 [.24( ]8کنندگی در نظر گرفته شد )معادله 

 :8معادله 

های ل تشکیل کف / حجم نمونه در زمانحجم نمونه قب

 حجم نمونه قبل تشکیل کف -مختلف بعد از تشکیل کف

 )%( = ظرفیت کف کنندگی 

های برای محاسبه میزان پایداری کف، حجم کف در زمان

دقیقه بعد از تشکیل کف قرائت شد.  60و  40، 10، 5، 5/0

مانده در  کف باقیسپس با استفاده از رابطه بالا، درصد حجم 

های مذکور به عنوان شاخص پایداری کف هر یک از زمان

 (9[. )معادله 24گزارش شد ]

 :  9معادله 

حجم کف بلافاصله پس از زده شدن /حجم کف ×) 100

 دقیقه(= پایداری کف  60پس از 

های ونهای فوق تیمار برتر به منظور آزمپس از انجام آزمون

 بعدی استفاده شد.

 تهیه پپتید ریز پوشانی شده 2-7

بارگیری پروتئین هیدرولیز شده جوانه شبدر در  2-7-1

 هانانولیپوزوم

لیپوزوم با استفاده از روش هیدراسیون لایه نازک و بر 

( با 2012و همکاران ) Liu اساس روش تشریح شده توسط

[. فرآیند تولید لیپوزوم 25تغییرات تولید گردید ]اندکی 

در  1به  9شامل انحلال لیستین سویا و کلسترول به نسبت 

10ml   اتانول مطلق بود. فرآیند تبخیر و تشکیل فیلم نازک

 در انتهای بالن ته گرد با استفاده از اواپراتور چرخان با دور

rpm 60  اطمینان انجام گرفت بالن مدور برای  60در دمای

ساعت در دسیکاتور  18تا  12از حذف کامل حلال به مدت 

و در دمای محیط نگهداری شد سپس فیلم لیپیدی خشک 

با  دقیقه1به مدت  (pH  7.4شده با با فرفسفات نمکی )

 mg/ml 10 استفاده از ورتکس مجددا هیدراته گردید. سپس

پروتئین هیدرولیز شده بـه محلول حاصل افزوده و با 

هم زده و  دقیقه2به مدت  C°60فاده از روتاری در دمای است

در دمای محیط هم زده و خنک شد.   دقیقه 2به مدت 

مرتبه تکرار گردید. نهایتا محلول حاصل  3فرآیند همزدن در 

دقیقه به صورت  1 مرحله و در هر مرحله به مدت 10برای 

قرار  0/5و سیکل  70متناوب تحت پروب فراصوت توان 
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برای جلوگیری از افزایش دما فرآیند فراصوت در گرفت 

شرایط نگهداری نانولیپوزوم در آب سرد انجام گرفت. در 

نهایت ناتولیپوزوم تولید شده با غلظت لیپید )لیستین و 

تا زمان انجام آزمون ها در یخچال  mg/ml 10 کلسترول(

 .نگهداری شد

 تعیین اندازه ذرات و پتانسیل زتا 2-7-2

منظور هر یک از نمونه ها نخست با استفاده از  برای این 

رقیق شدند. اندازه ذرات  1:10بافر فسفات نمکی به نسبت 

( اندازه گیری شد Z-averageمیانگین ) -به صورت 

همچنین بار الکتریکی نانولیپوزومها به صورت پتانسیل زتا 

هدایت الکتریکی ویژه و جنبش الکتروفورزی با استفاده از 

 گاه اندازه گیری شد. همین دست

 بازده ریزپوشانی 2-7-3

بازده ریزپوشانی پپتیدهای حاصل از هیدرولیز آنزیمی  

( با 2015و همکاران ) Liuپروتئین کینوآ با استفاده از روش 

مقداری اصلاحات انجام گرفت. بدین شکل که برای تعیین 

مقدار پپتیدهای ریزپوشانی نشده در ساختار لیپوزوم 

از ناپولیپوزوم تهیه شده با  1mlای ،آزاد مقدار )پروتئینه

روش سانتریفوژ با استفاده از فیلتر آمیکون با وزن مولکولی 

 rpmدر دور  10minکیلودالتون منتقل و به مدت  10عبوری 

سانتریفوژ شد در نهایت بازده و کارایی درون پوشانی  3500

گردید هیدرولیز شده ها با استفاده از معادله زیر محاسبه 

[26.] 

 10معادله 

مقادیر پروتئین کل / مقادیر پروتئین بارگیری نشده ×)  100

 مقادیر پروتئین کل(= بازده ریزپوشانی )%( -

 ارزیابی آماری 2-8

انجام  تصادفی کاملا طرح قالب در و تکرار سه در هاآزمایش

 SPSS افزار نرم از استفاده با هاداده تحلیل و تجزیه گرفت.

آزمون چند دامنه  با ها تیمارهامیانگین مقایسه انجام شد.18

% انجام شد. رسم 5خطای  احتمال سطح ای دانکن با

 Microsoft Excel 2013نمودارها با استفاده از نرم افزار 

 انجام پذیرفت. 

  نتایج و بحث -3

 مقادیر پروتئین در تیمارهای مختلف 3-1

جوانه شبدر به ترتیب میزان پروتئین جوانه شبدر و ایزوله 

درصد بوده  38/47±10/1درصد  17/31±23/1برابر با 

در تیمارهای مختلف ( 1)جدول است و مقادیر پروتئین 

های مختلف( برابر با پروتئین هیدرولیز شده )زمان و آنزیم

-درصد بوده است. بر اساس نتایج پروتئین 21/95 -23/62

میزان پروتئین های هیدرولیز شده تولیدی در این پژوهش 

به نسبت بالایی در تمام تیمارها دارند. غنی بودن این 

تیمارها از پروتئین به علت وجود مقادیر بالایی از 

پروتئینهای محلول طی فرآیند تولید، پس از جداسازی 

بخش جامد و نامحلول پروتئینهای مایوفیبریل و استروما به 

 پروتئین بالای یمحتوا باشد. بنابراین،وسیله سانتریفیوژ می

 را هاآن مطالعه، مورد شده پروتئینهای هیدرولیز در خام

 [. 28، 27]کند می ارزنده های پروتئینیمکمل به تبدیل

بررسی مقادیر درجه هیدرولیزاسیون و طول زنجیره 3-2

 پپتیدی

)جدول  هیدرولیز درجه تغییرات به مربوط نتایج که همانطور

زمان  مدت افزایش با که دهد، می نشان گذر زمان ( در1

 بیشترین واقع در یابد،می افزایش هیدرولیز درجه واکنش،

 مدت در پروتامکس آنزیم با رابطه در هیدرولیز درصد درجه

زمان  اثر از آمده دست به نتایج اساس ساعت بوده، بر 1 زمان

 هیدرولیز واکنش، زمان افزایش با پروتئین، هیدرولیز بر

 تعداد مرحله این در و شود می آغاز سریع فاز با یک آنزیمی

[. 29، 2]شود  می شکسته پپتیدی پیوندهای زیادی از بسیار

های تجاری )همانند آنزیم پروتامکس( و مقایسه بین آنزیم

آنزیم پروتئولتیک گیاهی )مانند برومالین( نشان داد که آنزیم 

های با منشاء میکروبی بازده هیدرولیز را افزایش می دهند 

 Bacillusپروتامکس یک پروتئاز تهیه شده از باکتری [. 17]
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subtilis لیز میباشد که به دلیل تولید پروتئین با درجه هیدرو

بالا در زمان کوتاه و با تلخی کمتر نسبت به آنزیمهای دیگر 

 [. 30، 18]به طور گسترده مورد استفاده قرار گرفته است 

( با مقادیر درجه 1طول زنجیره پپتیدی )جدول 

هیدرولیزاسیون نسبت عکس دارد به طوری که طول زنجیره 

پپتیدی توسط پروتامکس کمتر از برومالین بوده است و 

همچنین با افزایش زمان هیدرولیز مقادیر طول زنجیره 

و همکاران  Dorvaj پپتیدی به طور معنی داری کاهش یافت.

ماهی  شده هیدرولیز پروتئین م نمودند که( نیز اعلا2013)

 داری معنی صورت به میکروبی پرومود آنزیم کیلکا توسط

 بالاترو طول زنجیره پپتیدی کوتاهتری درجه هیدرولیزاسیون

 شده توسط آنزیم بروملاین داشت هیدرولیز پروتئین از

[17]. 

Table 1. Effect of enzyme hydrolysis type and time of protein hydrolyzed on protein content, degree of hydrolysis 

and peptide chain length.  

Enzyme 

Protein content (%)  Degree of hydrolysis 

(%) 

Peptide chain length 

Type Time (min)  

 

Protamax 

10 64.59±0.50
e 

14.21±0.72
d 

7.04±0.35
a 

30 77.69±0.61
c 

23.69±0.79
c 

4.22±0.14
b 

60 95.21  ± 1.15
a
 35.17±1.59

a
 2.84±0.12

d
 

 

Bromelain 

10 62.23±0.55
f 

12.53±0.84
d 

8.00±0.56
a 

30 74.62±1.08
d 

22.03±0.05
c 

4.53±0.01
b 

60 90.58±0.45
b
 31.59±0.83

b
 3.16±0.08

c
 

Averages with the different letters (in each columns) indicate that there is significant difference at the P< 0.05. 

 ترکیب اسیدآمینه 3-3

که هر دو پروتئین  شد مشخص( 2)جدول  نتایج به توجه با

ضروری و غیر  آمینه از اسیدهای هیدرولیز شده غنی

 مقادیر از بیش تأمین مقادیری توانایی از و هستند ضروری

فنیل  آمینه برخوردارند و تنها اسیدهای انسان نیاز مورد

آبگریز  آمینه . اسیدهای[31]بوده است  محدودکننده آلانین

 ایزولوسین، لوسین، متیونین، آلانین، پرولین، آلانین، )فنیل

 آلانین، )فنیل کآروماتی اسیدهای آمینه والین( و تیروزین،

 خواص اغلب مسئول تریپتوفان، تیروزین(، هیستیدین،

 فعالیت همچون شده هیدرولیز زیستی پروتئینهای و کاربردی

فشار  و قند کاهش و سرطان ضد التهابی، ضد آنتی اکسیدانی،

 در هاآن بالای مقادیر با توجه با . که[33، 32]باشند می خون

 فعال زیست اثرات انتظار میتوان تولیدی نوع هیدرولیز دو

مجموع اسیدهای آمینه  [.34]داشت  میزبان در را بودن آنان

آبگریز و آروماتیک به ترتیب برای آنزیم پروتامکس و 

بوده است.   46/11و  35/12، 91/37و  41/40برومالین 

بالاترین مقادیر اسید آمینه ضروری برای آنزیم پروتامکس و 

% بوده است، بالاترین 05/7% و 04/7برومالین، لوسین 

آنزیم پروتامکس و مقادیر اسید آمینه غیر ضروری برای 

 % بوده است.55/18%، 97/18برومالین آسپارتیک اسید 
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Purwin ( بالاترین مقادیر اسید آمینه 2015و همکاران )

%( ، 35/5ضروری برای پروتئین شبدر قرمز را لوسین )

بالاترین مقادیر اسید آمینه غیر ضروری را آسپارتیک اسید 

و  Mirsadeghi Darabi. [35]%( اعلام نمودند 08/12)

( در ارتباط با پروتئین هیدرولیز شده جوانه 2022همکاران )

شبدر توسط آنزیم آلکالاز و فلاورزایم، بالاترین مقادیر اسید 

آمینه غیر ضروری برای آنزیم آلکالاز و فلاورزایم آسپارتیک 

% و بالاترین مقادیر اسید آمینه 58/17%، 99/18اسید 

% و 78/7لاورزایم لوسین ضروری برای آنزیم آلکالاز و ف

مطابق مطالعات مقادیر اسید  .[5]% اعلام نمودند است 12/7

های شبدر متفاوت می باشد اما در تمامی آمینه برای گونه

های مذکور بالاترین مقادیر اسید آمینه مربوط به گونه

 آسپارتیک اسید بوده است.
 

 

 

 

Table 2: Effect of enzyme hydrolysis type (at 60 min) of protein hydrolyzed on amino acid composition 

Amino acid (g 100 g
-1

) Protamax Bromelain FAO/ WHO, 

1990 

Threonine
a 6.44 6.79 3.4 

Valine
a

 5.99 5.66 3.5 

Methionine
a 0.39 0.47  

Isoleucine 
a 4.14 4.05 2.8 

Leucine
a 7.04 7.05 6.6 

Phenyl alanine
a 5.88 4.99 6.3 

Histidine
 a 2.48 2.97 1.9 

Lysine
a

 6.59 6.77 5.8 

Arginine
a

 5.79 5.11  

Glycine
 4.10 4.78  

Aspartic acid 18.97 18.55  

Glutamic acid 10.21 10.05  

Serine 5.11 6.05  

Alanine 5.79 5.11  

Tyrosine 3.99 3.68 1.1 

Cystein 0.44 0.45  

Prolin 7.11 6.98  

Total amino acid 99.63 99.39  

HAA
b 40.41 37.91  

AAA
c 12.35 11.46  

a 
Essential amino acids 
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Protamax Bromelain

b 
Combined total of hydrophobic amino acids (HAA)= alanine, valine, isoleucine, leucine, tyrosine, phenylalanine, 

methionine and cysteine 
c 
The total amount of aromatic amino acids  (AAA) (phenylalanine, histidine, tryptophan and tyrosine)

 

 خاصیت آنتی اکسیدانی 3-4

 مختلف، زمانهای از حاصل هیدرولیزشده های پروتئین

 مهارکنندگی فعالیت دادند. نشان متفاوتی مهارکنندگیفعالیت 

 هیدرولیز زمان مدت افزایش (، با1)نمودار  DPPH رادیکال 

یافت. همچنین فعالیت آنتی اکسیدانی آنزیم  افزایش

پروتامکس تنها در انتهای دوره نگهداری بالاتر از آنزیم 

برومالین بود. به طوریکه پروتئین هیدرولیز شده توسط 

دقیقه بالاترین فعالیت  60یم پروتامکس با زمان هیدرولیز آنز

 نشان %(. در مجموع نتایج62/87آنتی اکسیدانی را دارا بود )

 پپتیدی باندهای شدن به هضم منجر آنزیم کههر دو است داده

 و آبگریز آمینه میان اسیدهای پیوند شکستن طریق از

 و میگردد آمینه سایر اسیدهای با آمینه آروماتیک اسیدهای

 زنجیره باقیمانده در انتهای فنیل گروه است این بر اعتقاد

 ضداکسیدانی و خاصیت رادیکال مهار قابلیت دارای پپتیدی

 تخریب که این است بر اعتقاد همچنین .[36]باشد می

 باز به منجر هیدرولیز آنزیمی اثر در پروتئینها طبیعی ساختار

 فعال هایگروه معرض در قرارگیری و ساختار شدن

 باشند،آزاد می های رادیکال با واکنش قابل که آمینواسیدی

 رابطه است که رسیده اثبات به موضوع . این[37]شد  خواهد

 ضداکسیدانی و قابلیت و رادیکال مهار قدرت میان مستقیمی

 در طول تغییر دارد. وجود آمینواسیدها دهندگی هیدروژن

 تأثیر بسزایی نیز هیدرولیز زمان گذشت با پپتیدی هایزنجیره

 وزن مولکولی با پپتیدهای و دارد اکسایش ضد قدرت در

 . [37، 36]هستند  تری قوی اکسایش ضد فعالیت دارای پایین

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: The DPPH free radical savaging activity of clover sprouts protein hydrolysates 
Different letters in the same times showed a significant difference at p<0.05. 

 
 

ضد اکسیدانی  فعالیت که است داده نشان نتایج همچنین

 بکار پروتئاز نوع به پپتیدها، و شده هیدرولیز هایپروتئین

 مولکولی، وزن هیدرولیز، درجه هیدرولیز، جهت برده شده

 های پروتئین و پپتیدها ساختار و آمینه توالی اسیدهای

 . [38، 2]است  وابسته نیز هیدرولیز شده

 

 اکسیدانی، آنتی فعالیت سنجش های روش از دیگر یکی

 روش از یکی که است ABTSرادیکال  مهار ارزیابی قدرت
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 اکسیدانی آنتی فعالیت بررسی برای  خوب بسیار های

 های واکنش که است و ترکیباتی دهنده الکترون ترکیبات

 پروکسیل های مهار رادیکال با را اکسیداسیونی های زنجیر

 از حاصل هیدرولیزشده های کنند. پروتئین می متوقف لیپید

 دادند. نشان متفاوتی فعالیت مهارکنندگی مختلف، زمانهای

 افزایش (،  با2)نمودار  ABTSرادیکال  مهارکنندگی فعالیت

یافت. پروتئین هیدرولیز شده  افزایش هیدرولیز زمان مدت

 60توسط آنزیم پروتامکس و بروملاین با زمان هیدرولیز 

 دقیقه بالاترین فعالیت آنتی اکسیدانی را دارا بودند. پروتئین

 بوده و دهنده الکترون که دارند پپتیدهایی هیدرولیزشده های

 به را آنها و داده واکنش آزاد های رادیکال با توانند می

 متوقف عملکرد این نتیجه کنند. تبدیل ترکیبات پایدارتر

 .[39]بود  خواهد اکسیداسیون ای واکنشهای زنجیره کردن

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2: The ABTS free radical savaging activity of clover sprouts protein hydrolysates 
Different letters in the same times showed a significant difference at p<0.05. 

تحت  زمان گذشت با اکسیدانی آنتی فعالیت تغییرات در واقع

 افزایش با حاصل پپتیدهای های زنجیره طول تغییر تاثیر

 نشان محققان از بسیاری مطالعات نتایج است. هیدرولیز بوده

 آنتی فعالیت بادرجه هیدرولیز بالاتر که پپتیدهای دهد می

 . [27، 5]اند  داده نشان از خود بالاتری اکسیدانی

 خواص عملکردی 3-5

 حلالیت 3-5-1

های ترین ویژگیحلالیت معمولاً به عنوان یکی از مهم

هایی در عملکردی پروتئین در نظر گرفته می شوند. پروتئین

صنایع غذایی استفاده می شوند، احتیاج به حلالیت بالا 

های عملکردی پروتئین نظیر دارند، همچنین سایر ویژگی

حلالیت اولیه های کف، امولسیون و ژل شوندگی به ویژگی

)نمودار حلالیت پروتئین هیدرولیز شده  .[40]بستکی دارد 

مختلف در زمانهای مشابه اختلاف معنی  توسط آنزیم( 3

داری باهم نداشتند اما با افزایش زمان هیدرولیز مقادیر 

حلالیت افزایش یافت. به طوریکه پروتئین هیدرولیز شده 

لالیت را دارا بود. دقیقه بالاترین ح 60در زمان هیدرولیز 

بنابر این افزایش زمان هیدرولیز و درجه هیدرولیز تاثیر 

و همکاران  Fanمثبتی بر مقادیر حلالیت پروتئین داشت. 

ها ممکن ( گزارش نمودند حلالیت بالاتر پروتئین2020)
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است به دلیل وجود پپتیدهای کوچکتر با ماهیت آبدوست 

ده( باشد، همانطور های سالم )دست نخورنسبت به پروتئین

که بیان شد طول زنجیره پپتیدی با درجه هیدرولیز و زمان 

و همکاران  Yathisha. [41]هیدرولیز نسبت عکس دارد 

( نیز اعلام نمودند حلالیت پروتئین هیدرولیز شده 2021)

( با افزایش زمان Lepturacanthus Savalaماهی روبان )

 .[33]هیدرولیز و درجه هیدرولیز افزایش یافت 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3: The solubility of clover sprouts protein hydrolysates 
Different letters in the same times showed a significant difference at p<0.05. 

 

 خواص امولسیون کنندگی 3-5-2

پروتئین، بعلت  دارای محصولات امولسیفایری خواص

 همچنین سایر و نامحلول و محلول هایپروتئین حضور

 از توانندها میپلی ساکاریدهاست. پروتئین مثل ترکیبات،

 دافعه و ایجاد روغن هایقطره سطحی کشش کاهش طریق

 را یک امولسیون روغن، هایقطره سطح بر الکترواستاتیکی

. پروتئین باید حلالیت [42]بخشند  تحکیم و داده تشکیل

و قادر به مهاجرت سریع و جذب خوبی در آب داشته باشد 

در سطح مشترک روغن و آب در طول همگن شدن باشد. 

پروتئین برای -پایداری امولسیون به برهمکنش پروتئین

تشکیل یک لایه ویسکوالاستیک قوی در سطح مشترک 

. نتایج مربوط به پایداری امولسیون [40]بستگی دارد 

هم، هم خوانی ( با5و ظرفیت امولسیون )نمودار ( 4)نمودار 

مختلف در زمانهای  داشت و این دو پارامتر توسط آنزیم

مشابه اختلاف معنی داری باهم نداشتند. اما با افزایش زمان 

هیدرولیز مقادیر ظرفیت امولسیون افزایش یافت. به عنوان 

یک شاخص مؤثر در فرآیند هیدرولیز، امولسیون کنندگی 

پروتئین ها تحت تأثیر طول زنجیره پپتیدی و وزن مولکولی 

مولکولی نیز ظرفیت قرار می گیرد و با کاهش وزن 

و همکاران   Gumusیابد.امولسیون کنندگی افزایش می

( اعلام نمودند، یک رابطه مستقیم بین فعالیت 2017)

امولسیون کنندگی و طول پپتید وجود دارد، طول پپیتیدهای 

کوچکتر می تواند خواص امولسیون کننده پروتئین را بهبود 

بالقوه ای در  . این یافته ممکن است کاربرد[42]بخشد 

 غذاهای کاربردی داشته باشد.
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Figure 4: The emulsifying stability (a) and capacity (b) of clover sprouts protein hydrolysates 
Different letters in the same times showed a significant difference at p<0.05. 

 

 
 

 خواص کف کنندگی 3-5-2

 کف ایجادکننده عامل بالا سطحی فعالیت دلیل به هاپروتئین

 کشش میتوانند محلول هایپروتئین باشند.می در آردها

 کاهش را هوا حبابهای و مایع احاطه کننده لایه سطحی بین

 طرف از کنند.می ممانعت هاحباب تجمع از در نتیجه دهند،

 یکدیگر با و شده باز توانندمی پروتئینی هایدیگر مولکول

 که دهند تشکیل پروتئینی لایه چند فیلم و واکنش دهند

 نتیجه در دهد،می افزایش را آب-هوا انعطاف پذیری سطح

 تریمستحکم کف و شده سخت های هواحباب شکست

و ( a5)نمودار . مقادیر ظرفیت کف [40]شود می تشکیل

( با هم، هم خوانی داشت، کف b5پایداری کف )نمودار 

پروتامکس در کنندگی پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم 

تمامی زمانهای هیدرولیز بالاتر بود. میزان ظرفیت کف 

کنندگی در بین زمانهای مختلف اختلاف معنی داری باهم 

( با افزایش زمان هیدرولیز مقادیر ظرفیت P<05/0داشتند )

کف کنندگی افزایش یافت به طوریکه پروتئین هیدرولیز 
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دقیقه  60شده توسط آنزیم پروتامکس با زمان هیدرولیز 

بالاترین ظرفیت کف کنندگی و پایداری کف را دارا بود. 

تحقیقات مختلفی، اثـر فرآینـد هیدرولیز آنزیمی و زمان 

هیدرولیز بر ظرفیت و پایداری کف کنندگی هیدرولیز شده 

های پروتئینی را بررسی کرده اند. عواملی مانند حلالیت 

نوع  ، درجه هیدرولیزpHپروتئینها در شرایط مختلف 

پپتیدهای، حاصل قابلیت تشکیل فیلم از موارد مؤثر بر این 

. بدین شکل که اثر افزایش [44، 43]ها هستند شاخص

درجه هیدرولیز تحت تأثیر زمان فرآیند و نوع آنزیم بر 

کاهش طول زنجیره پپتیدها و عملکرد آنها در ایجاد و 

افته پایدارسازی کف مؤثر است. نتایج این تحقیق مشابه با ی

( اعلام نمودند در هیدرولیز 2010و همکاران ) Jamdarهای 

آنزیمی با کاهش وزن مولکولی و افزایش انعطاف پذیری 

پپتیدها، موجب تسهیل تشکیل غشای بین سطحی و تولید 

 [.45]شود کف می
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5: The foaming capacity (a) and stability (b) of clover sprouts protein hydrolysates 
Different letters in the same times showed a significant difference at p<0.05. 
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 بررسی آزمون های نانولیپوزیم 3-6

 اندازه ذرات 3-6-1

پایداری،  میزان بر اثرگذار و مهم عامل یک ذرات اندازة

باشد.  می فعال زیست ترکیبات رهایش و ریزپوشانی راندمان

با توجه به اثرات اندازه ذرات بر میزان پایداری و همچنین 

ظرفیت آزادسازی ترکیبات محصور شده در هسته، این 

نتایج  [.47، 46]شاخص بسیار مورد توجه قرار گرفته است 

پپتیدها در مطالعه حاضر  حامل ایمربوط به اندازه ذرات ه

نانومتر بوده است. که نشان دهنده  64/93±37/3برابر با 

و همکاران  Da silvaاندازه مناسب نانوذرات می باشد. 

میانگین اندازه ذرات نانولیپوزومهای حاوی ( 2014)

 Hosseiniنانومتر و همچنین  150پپتیدهای ضدمیکروبی را 

ازه ذرات لیپوزومهای حاوی نیز اند( 2017و همکاران )

که [ 49، 48]نانومتر گزارش نمودند 5/131ژلاتین ماهی را 

تقریبا همسو با نتایج تحقیق حاضر بود و اندک تفاوت 

تواند به دلیل تفاوت در زمان مشاهده در نتایج می

سونیکاسیون و همچنین ترکیبات شرکت کننده در 

 [.47]دیسپرسیون باشد  

 

 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. The curve of particle size and the dispersion of nanoparticles. 

 

 پتانسیل زتا 3-6-2

الکتریکی  وضعیت تعیین برای شاخص بهترین زتا پتانسیل

 دهندة میزان نشان چون است. کلوئیدی های سیستم سطحی

 های جذب یون شدت و غیرمتحرک لایۀ در بار تجمیع

 پایداری الکترواستاتیک میزان درنتیجه و ذره سطح به مخالف

 بحرانی، زیر مقدار به زتا پتانسیل اختلاف کاهش[. 46]است 

 و ذرات باردار اطراف گانه دو لایۀ ریختن هم در موجب

 +30از آنها زتای پتانسیل که شود. ذراتی می ذرات تجمیع

 دارای باشد، بیشتر ولت میلی -30از  یا کمتر ولت میلی

پتانسیل زتا در مطالعه حاضر  [.12]پایداری هستند  بیشترین

 میلی ولت بوده است، بنابر نتایج -42/8±38/1برابر با 

 بیانگر که هستند بالا پتانسیل زتای دارای پپتید حاوی لیپوزوم

 ها نانولیپوزوم پایداری در دافعۀ الکترواستاتیک نیروی نقش

 کلی بار وقتی است. زمان طول در آنها از تجمیع جلوگیری و
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بر  و کرده دفع را همدیگر ذرات یابد، می ذرات افزایش روی

در  زتا پتانسیل گیری اندازه کنند. می غلبه شدن ای توده

فاکتورهای  که ها نانولیپوزوم رسوب و شدن ای توده کنترل

 [. 50، 47]است  مفید هستند، ها نانولیپوزوم پایداری در مهم

 راندمان ریزپوشانی 3-6-3

 تعیین پایداری در مهم فاکتورهای از یکی ریزپوشانی راندمان

توانایی  نشانگر زیرا باشد، می شده کپسوله ترکیبات

است.  درونی هستۀ خروج از جلوگیری در نانولیپوزوم

 73/68±37/2با راندمان ریزپوشانی در مطالعه حاضر برابر 

 بر مؤثر ریزپوشانی عاملی درصد بوده است. راندمان

 پایداری نانولیپیوزم مانند فیزیکوشیمیایی خصوصیات

 می رهایش و میزان مورفولوژی فیزیکی، پایداری اکسیداتیو،

 ترکیبات پایداری دارد که وجود دیدگاه این طورکلی به باشد.

 شرایط به دستیابی برایو  یابد می افزایش راندمان، افزایش با

این [.  47، 46]را افزایش داد  ریزپوشانی راندمان باید بهینه

( می 2019و همکاران ) Hasani نتایج تقریبا مشابه با نتایج

 حامل های باشد آنها راندمان ریزپوشانی نانولیپوزوم

ضایعات ماهی را  از آمده دست به فعال زیست پپتیدهای

 . [.47]% اعلام نمودند 33/57

 نتیجه گیری -4

 داد های پروتئین هیدرولیز شده نشانمربوط به ویژگی نتایج

پروتامکس  آنزیم پروتامکس و بروملاین، آنزیم میان از که

 هیدرولیز، بازیافت درجه با هیدرولیزی پروتئین تواندمی

 اکسیدانی و خواص عملکردی پروتئینی، خاصیت آنتی

افزایش زمان هیدرولیز تأثیر کند و همچنین  تولید بالاتری

 های مذکور داشت. همچنین تحقیقمثبتی بر روی ویژگی

 شده هیدرولیز توانست پروتئین داد، نانولیپوزوم نشان حاضر

 ذرات، اندازة نماید و جوانه شبدر را به خوبی بارگیری

مناسبی برخوردار باشد. از  ریزپوشانی راندمان و پایداری

 تخریب بر غلبه سبب لیپوزوم در پپتیدها آنجایی ریزپوشانی

 های نانولیپوزوم مستقیم استفادة در که گردد می پروتئولیتیک

 .باشد می اهمیت حائز غذا در فعال زیست پپتیدهای حامل

-بنابراین نانو پروتئین هیدرولیز شده می تواند به عنوان آنتی

اکسیدان طبیعی برای جلوگیری از فساد لیپید ها مورد 

 اده قرار گیرد.استف
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ABSTRACT ARTICLE INFO  

Enzymatic hydrolysis is one of the methods used to improve the functional and 

nutritional properties of food proteins. Considering the effect that hydrolyzed 

proteins have on the functional and health-giving properties of food, in this 

research, using Protamax and Bromelain enzymes, the protein obtained from 

the clover sprout was hydrolyzed and the effect of this process on the 

antioxidant properties (inhibition DPPH and ABTS free radicals activities) and 

their functional characteristics (solubility, foaming and emulsification) were 

investigated. Then the hydrolyzed protein was micro-encapsulated by 

nanoliposome and its characteristics were analyzed. According to the results, 

the sum of hydrophobic and aromatic amino acids for Protamax and Bromelain 

enzymes were 40.41, 37.91, 12.35 and 11.46, respectively. Also, among the 

enzymes, Protamax enzyme was able to produce hydrolyzable protein with a 

higher degree of hydrolysis, protein content, antioxidant properties and higher 

functional properties, and also increasing the hydrolysis time had a positive 

effect on the aforementioned characteristics. Therefore, the protein hydrolyzed 

by Protamax enzyme and time 60 minutes was covered by nanoliposome, the 

results related to the size of the particles carrying peptides equal to 93.64±3.37 

nm, zeta potential equal to 42.1±1.38 8-mV and microcoating efficiency was 

68.73±2.37%. The results of the present research showed nano protein can be a 

useful approach for direct application of clover sprout peptides with antioxidant 

capacity in food products.  
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