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 چکیده

کنندگان هستند و واکنش  محصولات هیدرولیز پروتئینی و پپتیدهای زیست فعال دارای اثرات سلامت بخش برای مصرف مقدمه:

بر  و نوع قند pHهای مورد توجه در بهبود خواص سلامت بخشی و عملکردی آنهاست. تاثیر دما،  ها یکی از روش گلیکوزیله شدن پروتئین
کنندگی آن موضوع این پژوهش بوده  اکسیدانی و امولسیون رولیز پروتئین عدس و خواص آنتیای شدن محصول هید پیشرفت واکنش قهوه

 است. 

آلکالاز قرار گرفت و محصول هیدرولیز  پروتئین استخراج شده از دانه عدس تحت فرآیند هیدرولیز آنزیمی با آنزیمها:  مواد و روش

انجام  11و  5/0های pHگراد و  درجه سانتی 02و  02و فرآیند میلارد در دماهای با قندهای گلوکز و لاکتوز مخلوط  1:1پروتئین به نسبت 
 OPAهای آمین آزاد با روش  نانومتر و میزان گروه 002گیری شدت رنگ در طول موج  شد. پیشرفت واکنش میلارد در طی زمان با اندازه

کنندگی محصول  ارزیابی گردید. خواص امولسیون ABTSدیکال اکسیدانی محصول براساس مهارکنندگی را گیری شد و فعالیت آنتی اندازه
 گیری میزان جدب نور در نمونه آماده شده از ترکیب آن با روغن در طی زمان ارزیابی شد. واکنش میلارد بر اساس اندازه

باعث بیشترین  pH5/0  گراد و درجه سانتی 02نتایج نشان داد واکنش محصول هیدرولیز پروتئین عدس با قند گلوکز در دمای  ها: يافته

های آمین آزاد نیز تایید کننده پیشرفت واکنش میلارد بود. با این وجود واکنش در  ای شده است و تغییر در میزان گروه شدت رنگ قهوه
اکسیدانی براساس مهار  ای شدن کمتر بیشترین تاثیر را در بهبود فعالیت آنتی با درجه قهوه درحضور قند لاکتوزمشابه ولی  pHشرایط دما و 

درصد افزایش یافت و  77/02درصد به  10/00اکسیدانی محصول هیدرولیز پروتئین عدس از  داشت بطوریکه فعالیت آنتی ABTS  رادیکال
 لاتری نسبت به نمونه کنترل داشت.محصول تولیدی خاصیت امولسیون کنندگی با

ها و پپتیدهای موجود در محصول هیدرولیز پروتئین عدس منجر به  در مجموع نتایج نشان داد واکنش میلارد بین پروتئینگیری:  نتیجه

ی گردد و محصول تولیدی دارای پتانسیل کاربرد در فرمولاسیون محصولات غذای بهبود خواص سلامت بخشی و عملکردی آن می
 فراسودمند است.

 
 اکسیدانی، واکنش میلارد، هیدرولیز آنزیمی امولسیون کنندگی، پروتئین عدس، فعالیت آنتی :کلیدی های واژه

 
 email: mahtam86@gmail.com                                                                                                                  مکاتبات مسئول نویسنده *
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 مقدمه
تمایل به استفاده از محصولات غذایی با ارزش غذایی 

های اخیر در  مناسب و دارای اثرات سلامت بخشی در سال
کنندگان مواد غذایی به طور قابل توجهی  بین مصرف

 ها و (. پروتئین(Nagpal at al, 2011افزایش یافته است 
پپتیدها از جمله ترکیبات طبیعی سلامت بخش در مواد 
غذایی هستند و محصولات هیدرولیز پروتئینی حاوی 

باشند  پپتیدهای زیست فعال با خواص سلامت بخشی می
شوند  داروها شناخته می - عنوان محصولات غذا که به

Mirdamadi et al., 2017; Gheshlaghi Piri et al.,) 

ای  مواد غذایی فراسودمند نه تنها نیازهای تغذیه (.2018
کنند، بلکه باعث افزایش سطح  اولیه بدن را تامین می

سلامت مصرف کننده و کاهش خطر ابتلا به انواع 
(. Delgado-Andrade et al., 2010شوند )  ها می بیماری

های تولید پپتیدهای زیست فعال فرآیند  یکی از روش
باشد. فرآیند هیدرولیز آنزیمی نقش  هیدرولیز آنزیمی می

اکسیدان از منابع مختلف  بسزایی در تولید پپتیدهای آنتی
پروتئینی دارد. هیدرولیز آنزیمی بعنوان یک روش موثر 
برای آزاد سازی پپتیدهای زیست فعال از ساختار اولیه 

ای آنها کاربرد  های کاربردی و تغذیه پروتئین و بهبود ویژگی
 (.Hoyle et al., 1994 فراوان دارد )

از جمله خواص مهم در پپتیدهای زیست فعالی که تا به 
باشد  اکسیدانی آنها می اند خواص آنتی حال شناسایی شده

((Berlett and Stadtman, 1997 که تا حد زیادی به .
ها  وزن مولکولی، ساختار، ترکیب اسید آمینه و ماهیت آن

تیدهای زیست فعال اکسیدانی پپ بستگی دارد. خواص آنتی
شوند که برخی از این  به تأثیرات چندگانه نسبت داده می

ی فلزات  ها شامل قابلیت آنها به عنوان شلاته کننده ویژگی
و قدرت احیاء کنندگی  ABTSواسطه، مهار رادیکال آزاد 

 ( ,.Niki et al., 1995; Song et alباشد یون آهن می

2013.) 
ترین  ترین و مهم ها بعنوان ضروری علاوه بر آن پروتئین

ای،  ترکیبات موجود در رژیم غذایی، جدا از ارزش تغذیه
های عملکردی منحصر به فردی نیز هستند  دارای ویژگی

های غذایی تاثیر گذار است. از جمله این  که بر سیستم
توان به خاصیت امولسیون کنندکی، کف  ها می ویژگی

شدن و حلالیت اشاره کرد. بروز و میزان خواص  کردن، ژله
ها به عوامل ذاتی )نظیر ساختار مولکولی،  عملکردی پروتئین

(  pHترکیب( و عوامل خارجی )نظیر دما، محیط شیمیایی و
ها نتیجه تعاملات  بستگی دارد. خواص عملکردی پروتئین

پیچیده بین پروتئین، مواد غذایی دیگر و طبیعت محیطی 
وتئین است. تغییر در هر یک از عوامل گفته شده حاوی پر

شود  ها می باعث تغییر در خصوصیات عملکردی پروتئین
((Joshi et al., 2017. 

توانند منجر بهبود خواص  فرآیندهای مختلفی می
ها و پپتیدها گردند.  عملکردی و سلامت بخشی پروتئین

یکی از فرآیندهای شناخته شده مهم در این خصوص 
ها یا واکنش میلارد  گلیکوزیله شدن پروتئینواکنش 

. واکنش میلارد، از واکنش  (Su et al., 2011)باشد می
های آمینی موجود در ساختار پپتیدها یا  میان گروه

شود سپس  های کربونیل قندها شروع می ها با گروه پروتئین
ها پایان  با تشکیل پلیمرهای نیتروژونی یا ملانوئیدین

واکنش میلارد در رتبه اول تحت تاثیر یابد. سرعت  می
های شرکت کننده در  اسیدآمینه یا پپتید و کربوهیدرات

. عوامل (Moscovici et al., 2014)باشد  واکنش می
دهند  ای شدن را تحت تاثیر قرار می دیگری واکنش قهوه

که عبارتند از دما، میزان رطوبت، اکسیژن، فلزات و فسفات 
(Mengíbar et al., 2017) تولید ترکیبات با خواص .

تواند منجر به بهبود  اکسیدان در طی واکنش میلارد می آنتی
اکسیدانی محصول هیدرولیز پروتئینی گردد و از  فعالیت آنتی

های فعال در سطح  طرفی تغییر در میزان دسترسی به گروه
تواند بر خواص عملکردی محصول نهایی  ها می پروتئین

 ( ,.Maillard et al., 2007; Gu et alتاثیر بگذارد

(2010. 
اکسیدانی  گرچه در تحقیقات متعددی فعالیت آنتی

اند  محصولات هیدرولیز پروتئینی مورد ارزیابی قرار گرفته
(Cumby et al., 2008; Pownall et al., 2010 اما در .)

مطالعات کمتری به اثر واکنش میلارد بر خواص سلامت 
یز پروتئینی پرداخته شده بخش و کاری محصولات هیدرول

(. Chang et al., 2011; Song et al., 2013است )
تحقیقات قبلی ما نشان داده بودند که هیدرولیز آنزیمی 
پروتئین عدس با استقاده از آنزیم آلکالاز باعث بهبود 

اکسیدانی آن بواسطه تولید پپتیدهای آنتی  فعالیت آنتی
 ;Yavarnejad et al., 2019گردد ) اکسیدان می

Ghasemi et al., 2020; Alizadeh et al., 2020).  اما
براساس اطلاعات ما تا به حال اثر واکنش میلارد بر فعالیت 
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اکسیدانی و کاری محصول هیدرولیز پروتئین عدس  آنتی
محصول هیدرولیز  بررسی نشده بود بنابراین در این تحقیق

وان بخش اکسیدان بعن پروتئین عدس حاوی پپتیدهای آنتی
پروتئینی واکنش میلارد مورد استفاده قرار گرفت و اثر 

بر پیشرفت  pHپارامترهای مختلف دما، زمان، نوع قند و 
اکسیدانی و امولسیون کنندگی  واکنش میلارد و فعالیت آنتی

  محصول نهایی ارزیابی شد.
 

 ها مواد و روش
 مواد -

( از بازار محلی تهیه شد، Lens culinarisعدس )
از شرکت  Au/kg protein  0/0آنزیم آلکالاز بافعالیت

اتیل -3آزینو بیس  0و0نوونزایم دانمارک خریداری شد، 
( و مرکاپتواتانول ABTSسولفونیک اسید ) 0-بنزوتیازولین 

آمریکا خریداری شدند. سرم آلبومین  -از شرکت سیگما
(، سدیم پتاسیم OPA(، ارتوفتال آلدئید )BSAگاوی )
کربنات سدیم، سولفات مس، سدیم تترا بورات،  تارتارات،

 -سود سوزآور، معرف فولین، گلوکز و لاکتوزاز شرکت مرک
 آلمان خریداری شدند.

 
 ها روش -

 پروتئیني عدس تهیه جدايه -

-Osegueraسازی جدایه پروتئینی طبق روش  آماده

Toledo ( انجام شد. ابتدا عدس توسط 0211و همکاران )
گرم آرد عدس با  022آسیاب برقی آرد گردید. سپس 

آن توسط سود  pHمیلی لیتر آب مقطر مخلوط شد و 1222
 1تنظیم شد. سپس مخلوط به مدت  7نرمال در  1/2

گراد توسط انکوباتور  درجه سانتی 35ساعت در دمای 
به مدت  g  ×12222ر شیکردار همزده شد و سپس نمونه د

گراد سانتریفیوژ و مایع  درجه سانتی 05دقیقه در دمای  15
مایع رویی با اسید  pHرویی جمع آوری شد. سپس 

× gتنظیم و مخلوط در  3/0مولار در  1هیدروکلریک 
گراد  درجه سانتی 05دقیقه، در دمای  15به مدت  12222

د و ها جمع آوری شدن سانتریفیوژ شد. در نهایت رسوب
مجددا در آب به صورت سوسپانسیون درآمده و برای 
هیدرولیز آنزیمی در شرایط یخچال نگهداری شد 

(Oseguera-Toledo et al., 2011). 
 

هیدرولیز آنزيمي جدايه پروتئیني عدس با استفاده  -

 از آنزيم آلکالاز

در ابتدا به منظور هیدرولیز آنزیمی، به جدایه پروتئینی 
لی مولار(، می 5، با استفاده از بافر فسفات pH=0آماده شده )

آنسون بر میلی لیتر(، نسبت  0/0آنزیم آلکالاز )با فعالیت 
آنسون / کیلوگرم جدایه پروتئین  72آنزیم به سوبسترا 

درجه  55اضافه شد. سپس هیدرولیز آنزیمی در دمای 
ساعت در انکوباتور شیکردار  3گراد به مدت  سانتی

(INC108 ،Memmert  با )م دور در دقیقه انجا 102آلمان
دقیقه  102و  102، 02، 02، 02، 2شد. در فواصل زمانی 

برداری انجام شد. سپس نمونه به منظور غیر فعال  نمونه
 15درجه سانتی گراد به مدت  05شدن آنزیم در دمای 

دقیقه در بن ماری حرارت داده و به منظور حذف رسوبات 
دقیقه( و سپس  15، به مدت g ×5222احتمالی سانتریفوژ )

سی نمونه نیز به  سی 5ای یخچال نگهداری شد. در دم
عنوان نمونه کنترل و بدون آنزیم مورد بررسی قرار گرفت 

(et al., 2015 Nourmohammadi.) 
 

متصل کردن محصول هیدرولیز پروتئین عدس با  -

 گلوکز و لاکتوز

های پروتئین عدس، محصول  برای تهیه متصل
با قندهای گلوکز و لاکتوز  1:1هیدرولیز پروتئین به نسبت 

درجه  02و  02مخلوط شد. سپس فرآیند میلارد در دماهای 
انجام شد. در طی فرآیند،  11و  5/0های  pHگراد،  سانتی

گیری شدت رنگ ارزیابی  پیشرفت واکنش میلارد با اندازه
طی زمان واکنش، محصول از نظر میزان  گردید و در

اکسیدانی مورد  های آمین آزاد، خواص کاری و آنتی گروه
 (. Molaeifar et al., 2017بررسی قرار گرفت )

 
 گیری میزان پروتئین محلول با روش لوری اندازه -

سی سولفات  سی 1شامل A  در روش لوری، محلول 
 07%( ،  0سی سدیم پتاسیم تارتارات )  سی 1 ،%(1مس )

%  0سی کربنات سدیم سی 07نرمال و  1/2سی سود  سی
میکرولیتر از نمونه پروتئینی  522آماده شد. در زمان آزمون، 

ترکیب و بلافاصله مخلوط شد A  محلول  سی از سی 5/0با 
دقیقه در شرایط تاریکی و در دمای اتاق نگهداری شد. 12و 

به نسبت  فولین رقیق شده ) میکرولیتر محلول 052سپس 
با آب( به هر نمونه اضافه و بلافاصله مخلوط شد. بعد  1:1
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 730طول موج  دقیقه میزان جذب نور در 02از گذشت 
ها براساس منحنی  نانومتر خوانده شد. مقدار پروتئین نمونه

گرم /  میلی 2 -022های  )در غظت BSAاستاندارد 
7750/2Rلیتر،  میلی

2
لیتر  گرم / میلی ( و بر حسب میلی =

 (.Lowry et al., 1951گزارش شد )
 

 های آمین آزاد به روش گیری میزان گروه اندازه -

OPA 
پیشرفت واکنش هیدرولیز آنزیمی پروتیین عدس 
بوسیله آنزیم آلکالاز و پیشرفت واکنش میلارد با 

 های آمین آزاد ارزیابی شد. گیری میزان گروه اندازه
سی  سی 05مخلوط محلول ارتو فتال آلدئید )ریجنت( از 

سی  سی 5/0میلی مولار(، 122سدیم تترا هیدرابورات ) 
میلی گرم ماده ارتوفتال  02%(، 02سدیم دسیل سولفات )

ماکرولیتر بتامرکاپتواتانول به حجم  122آلدئید در متانول و 
 05سی به صورت تازه تهیه شد. در زمان آزمایش،  سی 52

سی از محلول  یمیکرولیتر از نمونه پروتئینی با یک س
شیمیایی تهیه شده، ترکیب گردید سپس بلافاصله مخلوط 

سی  سی 1دقیقه در دمای اتاق نگهداری شد. سپس  0شد و 
ها در  ها اضافه شد. سپس جذب نمونه آب مقطر به نمونه

شد. سپس با استفاده از منحنی استاندارد  نانومتر قرائت 302
 لیتر، یگرم / میل میلی 1-0های  لوسین )در غلظت

7107/2 R
2
های آمین آزاد و براساس  ( برمبنای گروه=

میکرومول لوسین به ازای میلی گرم پروتئین گزارش شد 
(Mirzaei et al., 2018.) 

 

اکسیداني بر اساس مهار  های آنتي تعیین فعالیت -

 ABTSراديکال 

میلی  ABTS(7 ابتدا ABTS برای تهیه محلول 
میلی مولار( مخلوط شد.  05/0)مولار( با پرسولفات پتاسیم 

ساعت،  17-10سپس در دمای یخچال برای مدت 
میلی  5) نگهداری گردید. محلول سبز آبی با بافر فسفات

در  7/2±20/2( تا رسیدن به میزان جذب pH=7مولار، 
 05نانومتر رقیق شد. در زمان آزمایش  730طول موج 

مخلوط شد  ABTSسی معرف  سی 1میکرولیتر از نمونه با 
دقیقه نگهداری در دمای اتاق میزان جذب در  0و بعد از 

نانومتر اندازه گیری شد. درصد مهارکنندگی رادیکال  730

ABTS  بر اساس فرمول زیر و به ازاء وزن مشخص از
 .Re et al, 1999)پروتئین گزارش شد )

 (1)رابطه 

( ) فعالیت مهارکنندگی رادیکال

 
جذب نمونه جذب کنترل

جذب کنترل
     

 

 گیری ظرفیت امولسیون کنندگي اندازه -

میلی لیتر محلول  32لیتر از روغن را با  میلی 12
 3و  1،  1/2، 5/2های مختلف  غلظت هیدرولیز شده با

سپس مخلوط به مدت یک دقیقه به  درصد مخلوط شد،
دور در دقیقه هموژن شد.  0222وسیله هموژناتور با سرعت 

سی  5امولسیون تولید شده از ته ظرف با میکرولیتر از  52
درصد مخلوط شد  1/2محلول سدیم دودسیل سولفات  سی

دقیقه پس از تشکیل امولسیون در  12جذب بلافاصله و  و
گیری شد. نمونه کازیینات  نانومتر اندازه 522موج  طول

سدیم نیز بعنوان نمونه کنترل درنظر گرفته شد.قدرت 
ی امولسیون با استفاده از روابط پایدار امولسیون کنندگی و

 (.Rajabzadeh et al., 2018زیر محاسبه شد )
 (0)رابطه 

قدرت امولسیون کنندگی  
          

    
 

 
:A  بلافاصله پس از افزودن( جذب در دقیقه صفرSDS) 
:F حجم جزء روغن 

:Wp وزن پروتئین 

 
 (3)رابطه 

پایداری امولسیون کنندگی  
       

     
 

 

At : دقیقه 12جذب در 

 
 ای شدن گیری میزان قهوه اندازه -

گیری رنگ حاصل از  به منظور تعیین پیشرفت و اندازه
 1درصد پروتئین با  0/2ها به غلظت  ای شدن نمونه قهوه

دسیل سولفات مخلوط شد. سپس میزان  0درصد سدیم 
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نانومتر  002ای شدن با اندازه گیری میزان جذب در  قهوه
 . (Li et al., 2009)اندازه گیری شد

 
 ها تجزيه و تحلیل آماری داده -

ها در سه تکرار، انجام شدند. رسم  تمامی آزمون
( و Two-way ANOVAنمودارها و آنالیز آماری )با روش 

و به Turkeys multiple ها توسط تست  مقایسه میانگین
 انجام شد. graphpad prism 8افزار  کمک نرم

 ها از تفاوت بین میانگین دار بودن برای بررسی معنی 
 ( استفاده شد.ANOVAتجزیه واریانس یکطرفه )

Pvalue< 0.05 دار در نظر گرفته شد. معنی 
 

 ها يافته
 هیدرولیز آنزيمي پروتئین عدس -

به منظور استفاده از محصول هیدرلیز پروتئین عدس 
بعنوان بخش پروتئینی واکنش میلارد، ابتدا پروتئین 
استخراج شده از عدس توسط آنزیم آلکالاز تحت شرایط 

 ,.Ghasemi et alبهینه به دست آمده از تحقیقات قبلی )

2020; Alizadeh et al., 2020 هیدرلیز شد و محتوای )
آن مورد سنجش قرار گرفت. نتایج مربوط  گروه آمین آزاد

های آمین آزاد بعنوان معیاری از  به تغییرات محتوای گروه
ارائه  1پیشرفت هیدرولیز آنزیمی در طی زمان در شکل 

 شده است.
دقیقه اول  02های آمین آزاد از ابتدا تا  میزان گروه

واکنش هیدرولیز روند افزایشی داشته است بطوری که 
دقیقه اول  02زان پیشرفت هیدرولیز آنزیمی در بیشترین می

در  10/3های آمین آزاد از  اتفاق افتاده است و میزان گروه
گرم  میکرومول لوسین/ میلی 01/00ابتدای فرآیند به 

دقیقه رسیده است. سپس تا انتهای  02پروتئین بعد از 
واکنش روند ثابتی داشته است. علاوه بر آن نتایج نشان 

های آمین آزاد در نمونه حاوی  میزان گروه دهند که می
( بالاتر از نمونه کنترل P<0.05داری ) آنزیم به طور معنی

 باشد. بدون آنزیم می
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Figure 1- Evaluation of the progress of enzymatic hydrolysis by alkalase enzyme during 3 hours (enzyme treated 

sample) and its comparison with (enzyme-free control sample) measured by OPA method. 

Latin lowercase letters to indicate statistical differences between the data of each treatment over time. Similar letters indicate 

no statistical difference (p> 0.05) and dissimilar letters indicate a statistically significant difference (p <0.05) between data. 
 

ساعت )نمونه تیمار شده با آنزيم( و مقايسه آن با  3بررسي پیشرفت هیدرولیز آنزيمي به وسیله آنزيم آلکالاز در طي  -1شکل 

 . OPAگیری شده با روش  )نمونه کنترل بدون آنزيم( اندازه
مشابه نشان دهنده عدم اختلاف آماری حروف کوچک لاتین برای نشان دادن اختلاف آماری بین داده های هر تیمار در طی زمان می باشد. حروف 

(p>0.05( و حروف غیر مشابه نشان دهنده اختلاف آماری معنادار )p<0.05.بین داده هاست ) 
 



 

 عدس نیپروتئ زیدرولیه محصول یکنندگ ونیامولس و یدانیاکس یآنت خواص بر لاردیم واکنش اثر 
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و نوع قند بر پیشرفت   pHاثر پارامترهای دما، -

 ای شدن بر اساس میزان جذب نور واکنش قهوه

میلارد در شرایط مورد برای سنجش پیشرفت واکنش 
های آمین آزاد و میزان جذب نور در  بررسی، میزان گروه

و  0نانومتر مورد بررسی قرار گرفتند )شکل  002طول موج 
3.) 

از فاکتورهای مهم و تاثیرگذار بر واکنش میلارد 
اشاره نمود. همانگونه که  pHتوان به نوع قند، حرارت و  می

میزان پیشرفت واکنش شود،  ( مشاهده میA) 0در شکل 
ای شدن در نمونه حاوی قند گلوکز و تیمار شده در  قهوه

گراد( از  درجه سانتی 02و  02و دمای  =pH 5/0 و 11)
 0همان ابتدا روند افزایشی داشته است بطوری که بعد از 

ساعت به بیشترین میزان خود رسیده است. نتایج نشان 
ی شدن مربوط به ا  دادند که بیشترین افزایش واکنش قهوه

باشد اما با ادامه روند افزایش  ساعت اول واکنش می 1
ها مشاهده شد. بطور کلی نتایج  معناداری در تمامی زمان

ای شدن در  نشان دادند که میزان پیشرفت واکنش قهوه
های کنترل تفاوت معناداری داشت  ها با نمونه تمامی نمونه

(P<0.05 و تیمار در شرایط )5/0 pH=درجه  02ای و دم
گراد و در حضور قند گلوکز بیشترین تاثیر را بر  سانتی

پیشرفت واکنش میلارد بر اساس شدت رنگ تولیدی داشته 
 است.

دهد که  نیز نشان می B)) 0نتایج ارائه شده در شکل
تیمار در حضور قند لاکتوز هم در تمام تیمارها )در شرایط 

د( باعث گرا درجه سانتی 02و 02و دمای =pH 5/0و 11
دار شدت رنگ در مقایسه با نمونه کنترل شده  افزایش معنی

ساعت اول واکنش  0است. بیشترین افزایش مربوط به 
های پایانی تفاوت معناداری  میلارد بود سپس در زمان

ای که بین تیمارهای  در مقایسه (.P>0.05مشاهده نشد )
مختلف کانژوگه شده توسط قند لاکتوز صورت گرفت نتایج 

و =pH 5/0های تحت تیمار  نشان دادند که به ترتیب نمونه
درجه  02و دمای =pH 11گراد،  درجه سانتی 02دمای 
 گراد و درجه سانتی 02و دمای =pH 11گراد،  سانتی

5/0 pH=  گراد بیشترین تاثیر در  درجه سانتی 02و دمای
 ای شدن داشتند. پیشرفت واکنش قهوه
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Figure 2 - Effects of temperature, pH and type of sugar on the browning reaction at different times in comparison 

with control samples, A: treated samples pH = 6.5 and 11 and temperature =. 60 and 80 ° C glucose B: samples treated 

pH = 6.5 and 11 and temperature = 60 and 80 ° C lactose. 
Different letters showed a statistically significant difference between the two treatments at each time (p <0.05). 

 

های مختلف و مقايسه با  ای شدن در طي زمان و نوع قند بر پیشرفت واکنش قهوه pHبررسي اثر پارامترهای دما،  -4شکل 

های تحت  : نمونهBگراد قند گلوکز  درجه سانتي 00و  60و دما=  11و  pH  =5/6های تحت تیمار  : نمونهAهای کنترل،  نمونه

 گراد قند لاکتوز. درجه سانتي 00و  60و دما=  11و  pH  =5/6تیمار 
 (.p<0.05متفاوت نشان دهنده اختلاف آماری معنی دار بین دو تیمار در هر زمان می باشد )حروف 
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های تیمار داده شده با  بطور کلی در مقایسه نمونه
های کنترل نتایج نشان دادند که واکنش میلارد اتفاق  نمونه

 1واکنش در  افتاده است. در مورد قند گلوکز بیشترین شدت
ساعت اول واکنش  3ساعت اول و در مورد قند لاکتوز در 

درجه  02و دما  =pH 5/0اتفاق افتاده است. قند گلوکز، 
ای  گراد بیشترین تاثیر را در پیشرفت واکنش قهوه سانتی

شدن داشته است و در مورد قند لاکتوز تفاوت معناداری 
 بین تیمارهای مختلف مشاهده نشد.

 

های  های آمین آزاد در نمونه میزان گروهبررسي  -

 تیمار شده تحت شرايط واکنش میلارد

بر  pHهای نوع قند، دما و  به همین منظور اثر پارامتر
های هیدرولیز شده  محتوای گروه آمین آزاد در نمونه

های آمین آزاد در طی واکنش میلارد  پروتئینی، میزان گروه
 (.3بررسی شد )شکل  OPAبا روش 

نشاندهنده افزایش اولیه  3یج ارائه شده در شکل نتا
ها در یک ساعت  های آمین آزاد در تمام نمونه میزان گروه

ها  اولیه واکنش بود اما بعد از آن کاهش در تمام نمونه
 مشاهده شد. 

های آمین  علاوه بر آن نتایج نشان دادند که میزان گروه
های  با نمونهها  ها و در تمامی زمان آزاد در تمامی نمونه

(. در ضمن در P<0.05کنترل تفاوت معناداری داشتند )
گراد نتایج نشان  درجه سانتی 02و  02مقایسه بین دماهای 

گراد بیشترین تاثیر را در  درجه سانتی 02دادند که دمای 
های   pHپیشرفت واکنش میلارد داشته است و در بررسی 

بیشترین  pH  5/0نیز مشاهده شد که  11و  5/0مختلف 
های آمین آزاد داشته است. نتایج  نقش را در میزان گروه

های  حاصل از مقایسه دو نمودار نیز نشان دادند که نمونه
ای  حاوی قند لاکتوز تاثیر بیشتری بر پیشرفت واکنش قهوه

های آمین آزاد نسبت به  شدن براساس میزان گروه
های  های حاوی قند گلوکز داشت و به ترتیب نمونه نمونه

 گراد، درجه سانتی 02و دمای  =5/0pHتحت تیمار 
11 pH= 5/0 گراد، درجه سانتی 02و دمای pH=  و دمای
درجه  02و دمای  =11pHگراد و  درجه سانتی 02

های آمین آزاد و  گراد بیشترین تاثیر در میزان گروه سانتی
 پیشرفت واکنش میلارد داشتند. 
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Figure 3 - Investigation of the effect of temperature, pH and type of sugar parameters on the progress of Millard 

reaction based on the amount of free amine groups by OPA method during different times and comparison with 

control samples, A: samples treated with pH = 6.5 and 11 and temperature = 60 and 80 ° C glucose glucose B: samples 

treated pH = 6.5 and 11 and temperature = 60 and 80 ° C lactose. 

Different letters showed a statistically significant difference between the two treatments at each time (p <0.05).  
 

های آمین آزاد با روش  و نوع قند بر پیشرفت واکنش میلارد براساس میزان گروه pHبررسي اثر پارامترهای دما،  -3شکل 

OPA های کنترل،  های مختلف و مقايسه با نمونه در طي زمانAهای تحت تیمار  : نمونهpH  =5/6  درجه  00و  60و دما=  11و

 گراد قند لاکتوز. درجه سانتي 00و  60و دما=  11و  pH  =5/6های تحت تیمار  : نمونهBگراد قند گلوکز  سانتي
 (.p<0.05حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف آماری معنی دار بین دو تیمار در هر زمان می باشد )
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اثر پیشرفت واکنش میلارد تحت تاثیر پارامترهای  -

اکسیداني  و نوع قند بر فعالیت آنتيpH دما، 

 محصول تولیدی

در ادامه اثر واکنش میلارد تحت تاثیر فاکتورهای نوع 
اکسیدانی محصول تولیدی  بر فعالیت آنتی pHقند، دما و

مورد  ABTSبراساس میزان مهارکنندگی رادیکال آزاد 
( ارائه A, B , C) 0بررسی قرار گرفت و نتایج در شکل 

 اند. شده
نشان دادند که میزان فعالیت  0نتایج حاصل از شکل 

در نمونه هیدرولیز پروتئین  ABTS مهارکنندگی رادیکال
درصد بود و  1/00قبل از واکنش میلارد )در زمان صفر( 

رد افزایش در تمامی تیمارها در اثر واکنش میلا این مقدار
گراد  درجه سانتی 02یافته است. از طرفی واکنش در دمای 

نسبت   pH  5/0گراد ودر  درجه سانتی 02نسبت به دمای 
باعث افزایش بیشتری در فعالیت آنتی اکسیدانی  pH 11به

ی که  محصول نهایی واکنش میلارد شده است. در مقایسه
 صورت گرفت نیز مشاهده شد،  Bو Aبین دو نمودار 

واکنش در حضور قند لاکتوز نسبت به قند گلوکز نقش 
 اکسیدانی داشته است.  موثرتری در بهبود فعالیت آنتی

( نشان داد که عوامل واکنش میلارد 0نتایج )شکل 
همانطور که بر پیشرفت واکنش موثر بودند بر فعالیت 

اکسیدانی محصول نهایی هم تاثیر گذارند بطوریکه   آنتی
اکسیدانی تقریبا در تمامی تیمارها با  نتیمیزان فعالیت آ

پیشرفت واکنش میلارد افزایش یافته است و به حداکثر 
های pHساعت حرارت دهی در دما و  0میزان خود بعد از 

 pHگراد و  درجه سانتی 02مشخص رسید. اما شرایط دمای 
اکسیدانی  ، شرایط مناسبی نبوده است و فعالیت آنتی11

ایط به شدت کاهش یافته است. در ها در این شر نمونه
شود  ( مشاهده می0)شکل  Bو  Aبین دو نمودار   مقایسه

  درجه 02های حاوی قند لاکتوز در شرایط دمایی  که نمونه
بیشترین تاثیر در افزایش فعالیت  pH 5/0گراد و  سانتی

اکسیدانی محصول تولیدی شده است. بطوری که مقدار  آنتی
 10/3ساعت از  0دیکال آزاد بعد از فعالیت مهار کنندگی را

  درصد رسیده است. 77/02درصد به 

 

کنندگي و پايداری امولسیون در  فعالیت امولسیون -

 محصول واکنش میلارد

ها  همانطور که پیش از این توضیح داده شد پروتئین
ترین ترکیبات موجود در رژیم  ترین و مهم بعنوان ضروری

های عملکردی  دارای ویژگیای،  غذایی، جدا از ارزش تغذیه
های غذایی تاثیر  منحصر به فردی نیز هستند که بر سیستم

ها میتوان به خاصیت  گذار است. از جمله این ویژگی
امولسیون کنندگی، کف کردن، ژله شدن و حلالیت اشاره 

اکسیدانی  کرد. نمونه انتخاب شده با بالاترین فعالیت آنتی
ورد بررسی قرار گرفت و با برای بررسی پایداری امولسیون م

نمونه قبل از واکنش میلارد و با نمونه کازیینات سدیم 
بعنوان نمونه کنترل مثبت مقایسه گردید. نتایج حاصل از 

 1فعالیت امولسیون کنندگی و پایداری امولسیون در جدول 
 گزارش شده است.

دهد فرآیند متصل  نشان می 1نتایج ارایه شده در جدول 
های  کنندگی پروتئین زایش فعالیت امولسیونکردن سبب اف

عدس شده و از طرف دیگر پایداری امولسیون نیز افزایش 
 معناداری داشته است.  

 

 بحث
( 1های آمین آزاد )شکل  نتایج حاصل از بررسی گروه

 02های آمین آزاد از ابتدا تا  نشان دادند که میزان گروه
. سپس تا دقیقه اول واکنش روند افزایشی داشته است

انتهای واکنش روند ثابتی داشته است. علاوه بر آن نتایج 
های آمین آزاد در نمونه حاوی  نشان دادند که میزان گروه

( بالاتر از نمونه کنترل P<0.05داری ) آنزیم به طور معنی
باشد. که بیانگر نقش و توانایی بالای  )هیدرولیز نشده( می

ت هیدرولیز آنزیمی آنزیم آلکالاز در استخراج و پیشرف
باشد. پیش از این نیز تحقیقات دیگری توسط  می

Hosseini ( انجام شده و اثر نوع آنزیم 0213و همکاران )
های داخلی بافت بر پروتئین هیدرولیز شده  آلکالاز و آنزیم

امعاء و احشاء سر ماهی فیتوفاگ 
(Hypophthalmichthys molitrix مورد بررسی قرار )

نشان دادند که هیدرولیز پروتئین توسط آنزیم گرفت. نتایج 
آلکالاز بطور معناداری سبب افزایش میزان استخراج 

های داخلی بافت  پروتئین و درجه هیدورلیز نسبت به آنزیم

( نیز اثر 0202و همکاران ) Ghasemi(. P˂25/2شد )
آنزیم آلکالاز بر هیدرولیز آنزیمی پروئین عدس و تولید 

 . سیدان را گزارش کردنداک پپتیدهای آنتی
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Figure 4-  Effect of temperature and  pH on the antioxidant activity of the product based on ABTS radical scavenging 

activity during different times in the presence of glucose (A), lactose (B) and general comparison between all samples 

(C). 

An asterisk (*) indicates a statistical difference between two treatments over time. The sign * indicates a statistically 

significant difference (p <0.05) between the data. 

 

اکسیداني محصول تولیدی براساس مهار کنندگي راديکال  و نوع قند بر فعالیت آنتي pHبررسي اثر پارامترهای دما،  -2شکل 

ABTS  در طي زمان ( های مختلف در حضور قند گلوکزA( قند لاکتوز  ،)B( و مقايسه کلي بین همه نمونه ها )C.) 
( بین داده p<0.05علامت ستاره )*( برای نشان دادن اختلاف آماری بین دو تیمار در طی زمان می باشد. علامت * نشان دهنده اختلاف آماری معنادار )

 هاست.
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 کنندگي و پايداری امولسیون تشکیل شده در پروتئین عدس امولسیونفعالیت  - 1جدول 
Table 1 - Emulsion activity and stability of emulsion formed in lentil protein 

 

Emulsion stability 

(min) 

Emulsifying activity 

(m2 / g) Sample 

0/03 a ± 8/57 0/5 a± 132/69 Sample  befor mailard reaction 
b 0/02± 8/95 b 0/4 ± 147/18 Sodium caseinate (Positive control) 
c 0/02± 8/70 c  0/8± 149/84 

Sample after Millard reaction (n presence of lactose, 

pH 6.5, 60 °C) 
 

Capital letters are used to indicate statistical differences between the data of each treatment over time. Similar letters 

indicate no statistical difference (p> 0.05) and dissimilar letters indicate a statistically significant difference (p <0.05) 

between data. 
باشد. حروف مشابه نشان دهنده عدم اختلاف آماری  های هر تیمار در طی زمان می حروف کوچک برای نشان دادن اختلاف آماری بین داده

(p>0.05( و حروف غیر مشابه نشان دهنده اختلاف آماری معنادار )p<0.05بین داده هاست ). 

 

نانومتر یک روش مناسب برای  002میزان جذب نور در 
باشد و توسعه  بررسی محصولات نهایی واکنش میلارد می

گیری واکنش  ترین نتیجه قابل اندازه ای آسان نگ قهوهر
میلارد است و شدت آن غالباً به عنوان شاخص میزان 

 ,Kim and Leeشود ) واکنش میلارد در غذاها استفاده می

2009.) 
نشان دادند که از همان  0نتایج ارائه شده در شکل 

ها در بن ماری و آغاز حرارت دهی  قرارگیری نمونه ابتدای
کرد و با گذشت زمان  ای شروع به پدیدار شدن رنگ قهوه
ای در تمام تیمارهای  ساعت شدت رنگ قهوه 0به مدت 

های  مورد بررسی افزایش یافت. در طی واکنش میلارد گروه
آمین آزاد پروتئین و گروه هیدروکسیل گلوکزیدی قندهای 

ها  ه یا ترکیبات کربونیلی نظیر آلدهیدها و کتوناحیا کنند
شوند انجام  ها ایجاد می که در اثر اکسیداسیون چربی

گردد.  گیرد در نتیجه سبب ایجاد ترکیبات رنگی می می
Ames (1770 دلیل ایجاد رنگ در محصولات واکنش )

. با وزن مولکولی پایین بیان داشت میلارد را ترکیبات
رنگ در محصولات واکنش میلارد مربوط به مرحله  تشکیل

ی پایانی واکنش ادامه  باشد که تا مرحله آغازی واکنش می
دارد. در مرحله آغازی کتوز یا آلدوز با گروه آمینی پپتیدها 

دهد. که این کتوز  یا پروتئین گلیکوزیل آمین را تشکیل می
 0و 1ه شود ک انولیزاسیون تجزیه می 0و 1ها به وسیله  آمین

ای نقش بسزایی دارند  انولیزاسیون در تشکیل رنگ قهوه
(Ghazanfarzade and Emami, 2014 .) 

و دمای =pH 5/0نتایج نشان دادند که تیمار در شرایط 
گراد و در حضور قند گلوکز بیشترین تاثیر را  درجه سانتی 02

بر پیشرفت واکنش میلارد بر اساس شدت رنگ تولیدی 

در افزایش شدت پایین  pHر دمای بالا و اث داشته است.
واکنش میلارد در تحقیقات دیگری نیز گزارش شده است. 

(، بیان داشت افزایش دما 0210)Mokhtari بعنوان مثال 
در واکنش میلارد در نمونه آب پنیر به شکل مشخصی 
سبب افزایش سرعت واکنش میلارد شده است و علاوه بر 

ه نیز تاثیر گذار بوده است. آن بر نوع محصولات تولید شد
نشان دادند ( نیز 0221و همکاران )  Ajandouzمطالعات 

تأثیر مهمی در پیشرفت واکنش میلارد و نوع  pHکه 
 محصولات تولیدی دارد.

باشد  نوع قند و غلظت آن از دیگر فاکتورهای موثر می
ها و دی ساکاریدها احیا  بطوری که پنتوزها نسبت به هگزوز

کنند. ولی ماهیت پروتئین  مهمتری ایفا می کننده نقش
تواند بر قابلیت واکنش قندها  شرکت کننده در واکنش می

و همکاران  Hwang(. Mokhtari, 2018تاثیر بگذارد )
درجه  102( اثر نوع قند )فرکتوز و گلوکز( در دمای 0211)

ساعت را بررسی کردند. گزارش  0گراد به مدت  سانتی
وز نسبت به قند گلوکز در شرایط کردند که قند فروکت

ای داشته و  تعریف شده تاثیر بیشتری بر شدت رنگ قهوه
 102قند فروکتوز )کتوز( نسبت به گلوکز )آلدوز( در دمای 

گراد توانایی بیشتری در تولید محصولات تیره  درجه سانتی
تفاوت در میزان تاثیر نوع  قند در مطالعات مختلف دارد. 

ترکیبات مختلف اسید آمینه و ترکیب احتمالاً به دلیل 
 . همچنین شرایط واکنش بوده است و پروتئین

گیری  های آمین آزاد اندازه افزایش اولیه در مقدار گروه
در یک ساعت اول علیرغم افزایش ، OPAشده در آزمون 

تواند به دلیل باز شدن ساختار پروتئین  میزان جذب نور می
به کار رفته باشد بطوریکه گروه  pH شرایط حرارتی ودر اثر 
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گیری  آمین آزاد بیشتری در دسترس قرار گرفته و اندازه
های  اند. اما کاهش بعدی به دلیل درگیر شدن گروه شده

آمین آزاد در واکنش میلارد و تایید کننده پیشرفت واکنش 
و  Benjakul(. Al-Hakkak et al., 2010میلارد است )

ساعت اول از  1( نیز گزارش کردند که در 0225ن )همکارا
های آمین آزاد افزایش  واکنش میلارد میزان محتوای گروه

یافته است گرچه این افزایش از نظر آماری معنی دار نبوده 
است. با این حال، کاهش مداوم محتوای گروه آمین آزاد در 

ه ها با افزایش زمان حرارت دادن معنی دار بود تمام نمونه
 (. P <0.05است )

ای شدن بعنوان  بعد از بررسی شدت واکنش قهوه
های آمین  شاخص پیشرفت واکنش میلارد و بررسی گروه

اکسیدانی محصول حاصل  آزاد در مرحله بعدی فعالیت آنتی
از واکنش میلارد بعنوان هدف کلی این تحقیق بر اساس 

 (.0)مطابق شکل  ارزیابی شد ABTSمیزان مهار رادیکال 
  ABTSاساس این روش بر مبنای احیای رادیکال کاتیون

نانومتر دارد. این روش  730باشد که جذب بالایی در  می
در  ABTSبا اکسیداسیون  ABTSمستلزم تولید کروموفور 

حضور یک اکسیدکننده )سولفات پتاسیم( است. در این 
اکسیدان به  روش میزان کاهش رنگ زمانی که آنتی

 گیرد شود مورد سنجش قرار می می اضافه  ABTSمحلول
(Song et al, 2013 .) 

هیدرولیز پروتئین عدس قبل از واکنش میلارد نمونه 
باشد که به  اکسیدانی می )در زمان صفر( دارای فعالیت آنتی

حضور پپتیدهای زیست فعال که در طی هیدرولیز آنزیمی 
و  Ghasemiاند مرتبط است که قبلا توسط  تولید شده
 ( گزارش شده است.0202همکاران )

های  اکسیدانی نمونه تفاوت مشاهده شده در فعالیت آنتی
تواند به  ( می0مختلف در شرایط مختلف تیماردهی ) شکل 

دلیل نوع ترکیبات متفاوتی است که در طی واکنش میلارد 
 (. Benjakul et al., 2005گردد ) تولید می

طی واکنش میلارد  در اکسیدانی افزایش فعالیت آنتی
ها مرتبط باشد که دارای  تواند به تولید ملانوئیدین می

توانایی مهار کردن رادیکال آزاد اکسیژن و خاصیت چلاته 
(. Yilmaz and Toledo, 2005باشند ) کنندگی می

ها یا  عنوان کردند که واسطهو همکاران   Liuهمچنین
اهدا کننده توانند به عنوان  ای می پلیمرهای نهایی قهوه

هیدروژن عمل کنند و محصولات کاراملیزه شدن قندها نیز 

 ,.Liu et alتوانند به فعالیت ضد رادیکالی کمک کند ) می

2014.) 
مقدار، نوع و سایز پپتیدهای موجود در محصول 

اکسیدانی محصول  هیدرولیز پروتئینی بر خواص آنتی
اران و همک liuواکنش میلارد تاثیر گذار است. بطوریکه 

ای  اکسیدانی محصول واکنش قهوه ( فعالیت آنتی0210)
شدن بین جدایه پروتئین آب پنیر و قند گلوکز را بررسی و 
علاوه بر آنکه گزارش کردند که محصولات حاصل از 
واکنش آلفالاکتوالبومین و قندهای احیا کننده فعالیت 

بیشتری نسبت به آلفا  ABTSمهارکنندگی رادیکال 
ها نشان داد که  ن به تنهایی دارند. نتایج آنلاکتوالبومی

با افزایش غلظت  ABTSفعالیت مهارکنندگی رادیکال 
تحقیقات پروتئین به طور چشمگیری افزایش یافته است. 

Su ( نیز نشان داد که پپتیدهای با سایز 0211و همکاران )
اند  تر آمادگی بیشتری برای واکنش میلارد داشته کوچک

توانند به  کیلو دالتون به راحتی می 5-3 یبطوریکه پپتیدها
بنابراین،  گلوکز یا حتی محصولات تجزیه آن متصل شوند.

تر،  هنگام استفاده از پپتیدهای با وزن مولکولی پایین
ترکیبات فرار بیشتری در طی واکنش میلارد تشکیل 

گردد که ممکن است نقش موثرتری در افزایش فعالیت  می
  .واکنش میلارد داشته باشنداکسیدانی محصول  آنتی

دهد بهبود فعالیت  نشان می 1نتایج ارایه شده در جدول 
تواند به دلیل گلیکوزیله شدن  امولسیون کنندگی می

 - پروتئین و قرار گرفتن مولکول در فصل مشترک آب
روغن باشد بطوریکه زنجیره پلی ساکاریدی متصل یک 

کند و از تجمع  قطرات روغن ایجاد میلایه پایدار اطراف 
ذرات روغن به  تر کند. سایز کوچک یافتن آنها جلوگیری می

گیری  دلیل خاصیت امولسیون کنندگی پروتئین باعث اندازه
میزان جذب نور کمتر در نمونه حاصل از واکنش میلارد 

 Shekaripour atهای کنترل شده است ) نسبت به نمونه

2013 al.,.) Ranjbar ( بهبود خواص 0200و همکاران )
را  Cajanus cajanامولسیون کنندگی هیدرولیز پروتئین 

بعد از واکنش گلیکوزیلاسیون را بررسی کردند و گزارش 
ها و پپتیدها و از جمله  کردند که خواص عملکردی پروتئین

بهبود  میلارد خاصیت امولسیون کنندگی آنها در اثر واکنش
نوع قند، جرم مولکولی، بار، ساختار  یابد و این ویژگی به می

 . ار رفته وابسته استروتیینی به کترکیبات قندی و پ
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 گیری نتیجه
اکسیدانی  آنتیکلی نتایج این تحقیق نشان داد که خواص  طور به

و امولسیون کنندگی محصول هیدرولیز پروتئین عدس در 
یابد و واکنش با قند لاکتوز و  اثر واکنش میلارد بهبود می

بیشترین تاثیر را در  pH 5/0گراد و  درجه سانتی 02دمای 
حصول بین تیمارهای مورد بررسی داشته است. بنابراین م

هیدرولیز پروتئین عدس و همچنین محصول واکنش 
کلیکوزیله شدن با قندهای احیا کننده دارای پتانسیل کاربرد 

 در فرمولاسیون محصولات غذایی فراسودمند است.
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Abstract 
 

Introduction: Protein hydrolysates and bioactive peptides that have health benefits for 

consumers and protein glycolysis is a well-known strategy for increasing the health benefits 

and functional qualities of proteins. The subjects of this study were the effects of temperature, 

pH, and sugar type on the progress of the Mailard reaction in lentil protein hydrolysate, as 

well as its antioxidant and emulsification capabilities. 

Materials and Methods: The protein isolated from lentil seeds was hydrolyzed 

enzymatically by alkalase and mixed with glucose and lactose. Millard reaction occured at 

temperatures of 60 and 80 ° C and pHs of 6.5 and 11. The reaction progress was tracked over 

time by measuring the color intensity at 420 nm and the values of free amine groups using 

OPA method. The ABTS radical scavenging activity and emulsification capabilities of the 

final products product were analysed. 

Results: The results revealed that the reaction of lentil protein hydrolysate with glucose at 

60 ° C and pH of 6.5 produced the most deep brown color. The findings of measuring the 

number of free amine groups also confirmed the results. Lactose sugar products with a lesser 

browning degree have the greatest effect on increasing antioxidant activity. Overall, the 

antioxidant activity of lentil protein hydrolyate increased from 24.18 to 60.97%, and its 

emulsifying function was enhanced. 

Conclusion: Overall, the results demonstrated that the Millard interaction between lentil 

protein hydrolysate proteins and peptides increases its health and functional qualities, and the 

product has the potential to be exploited in the formulation of functional foods. 
 

Keywords: Antioxidant Activity, Emulsifier, Enzymatic Hydrolysis, Lentil Protein, Millard 

Reaction. 
 
 

* Corresponding Author: mahtam86@gmail.com 

mailto:mahtam86@gmail.com



