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   دهیچک
رئولـوژیکی و ظرفیـت    خـواص دیم و زمان نگهداري بـر پروتئـولیز،   گلوتامیناز میکروبی، میزان کازئینات سدر این تحقیق، تاثیر غلظت آنزیم ترانس

واحد در گـرم پـروتئین    0-2غلظت آنزیم در محدوده . در ماست همزده بدون چربی با استفاده از روش سطح پاسخ مورد بررسی قرار گرفت نگهداري آب
ها نشان داد که با افزایش غلظت آنزیم نتایج تجزیه آماري داده. وز بودر 1-19درصد و زمان نگهداري بین  0-27/1شیر، میزان کازئینات سدیم در دامنه 

 با افزودن کازئینات سـدیم  .)≥p 05/0 (داري افزایش و میزان پروتئولیز در آنها کاهش یافت ها به طور معنیویسکوزیته و ظرفیت نگهداري آب در نمونه
همچنین در طی نگهداري، ظرفیت نگهـداري آب کـاهش و میـزان پروتئـولیز افـزایش      . کرد ها افزایش پیداویسکوزیته، ظرفیت نگهداري آب نمونه نیز

درصـد و زمـان نگهـداري     47/0واحد در گرم پروتئین شیر، میزان کازئینات سدیم  42/1غلظت آنزیم در شرایط بهینه،  .)≥p 05/0 (داري نشان داد معنی
درصـد،   51/27در شرایط مزبور درصد ظرفیت نگهداري آب، ویسکوزیته و پروتئولیز به ترتیب  .بود 83/0مقدار مطلوبیت کلی برابر  .روز تعیین گردید 15

  .بود 349/0نانومتر به عنوان شاخص پروتئولیز  340سانتی پوآز و میزان جذب آن در طول موج  5220
  

  یماست بدون چربپیوندهاي عرضی،  پروتئولیز،گلوتامیناز، آنزیم ترانس :ديیهاي کلواژه
  

    3 2 1مقدمه
هاي ، جزء آنزیم)EC 2.3.3.13(آنزیم ترانس گلوتامیناز میکروبی 

آمیـد  کربوکسـی -باشد که واکنش انتقال آسیل، بین گاماترانسفراز می
آمین -هاي نوع اول از جمله گروه اپسیلوناسیدآمینه گلوتامین و آمین

 ـ ها را کاتالیز میلیزین در پروتئین دهاي عرضـی  کند و در نتیجـه پیون
مرهـایی بـا وزن   ی درون و بین مولکولی موجب تشکیل پلـی سالانوکو

 ,.Jaros et al., 2006; Bonisch et al(شـود  مولکـولی بـالا مـی   
2007b.( هـا را   توانند ساختار و عملکـرد پـروتئین   چنین پیوندهایی می

تنیـدن  آنـزیم بـا درهـم   درواقـع  ). Ozer et al., 2007(اصلاح کنند 
هـاي کـارکردي   هاي شـیر منجـر بـه اصـلاحاتی در ویژگـی     پروتئین
هاي حسـی و رئولـوژیکی   هایی با ویژگیوردهآها و تشکیل فرپروتئین

ــی ــر م ــود بهت ــروزه ).Bonisch et al., 2007b(ش در اصــلاح  ام
زیـرا    ترجیح داردهاي شیمیایی هاي آنزیمی بر روشروش ،ها پروتئین
هاي شیمیایی بـه  ناشی از روش هاي آنزیمی تولید مواد سمیدر روش

  .)Sanli et al., 2011(رسد حداقل می
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از کبد خوك و سپس از خون گاو  ترانس گلوتامیناز اولین بار آنزیم
کبد خـوك  حاصل از ترانس گلوتامیناز  آنزیم. یا خوك استخراج گردید

کـه موجـب رسـوب پـروتئین در      ردبراي فعالیـت نیـاز بـه کلسـیم دا    
همچنین  .دوشین سویا و میوزین میولازئین، گلوباي حاوي که سیستم

همـراه بـا هزینـه بـالا موجـب      این آنزیم سازي کمیاب بودن و خالص
 ;Jaros et al., 2006( ه استشد غذایی عایآن در صنکاربرد کاهش 

Motoki & Kumazawa, 2000.( خراج آنزیم ترانس گلوتامیناز است
دارد ) پروتئاز خاص(ترومبین  جهت فعالیت نیاز بهنیز از خون گاو شده 

بـه نـدرت   لذا . گرددمیمحصول موجب تغییر رنگ و پیگمان قرمز آن 
 ,Motoki & Seguro( گیـرد غذایی مورد استفاده قرار میصنایع در 

ــرب   .)1998 ــاز از میک ــرانس گلوتامین ــروزه ت ــیلیومام  4استرپتوورتیس
 یـت نیـاز بـه   بـراي فعال  ترانس گلوتامیناز میکروبی. گردداستخراج می

هزینـه   بـوده و کمتر در آن و اختصاصی بودن سوبسترا نداشته کلسیم 
در حـال حاضـر تـرانس گلوتامینـاز     بنـابراین  . تولید آن نیز پایین است

هـاي  کردي در شـاخه کـار میکروبی به طور گسترده به عنـوان آنـزیم   
  ).Jaros et al., 2006(مختلف صنعت غذا گسترش یافته است 

یر، به دلیل تاثیر سـوء ناشـی از چربـی اضـافی بـر      در دو دهه اخ 
سلامتی انسان، تمایل به مصرف محصولات لبنی کم چرب یـا بـدون   

گیري افزایش یافتـه  طور چشمچربی، مخصوصا ماست بدون چربی، به
                                                             
4- Streptoverticillium 
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کنندگان محصولات کم چـرب بـا کیفیـت    با این وجود، مصرف. است
افزایش . )Unal et al., 2003(طلبند مشابه با محصولات پر چرب می

هاي طبیعی یا  میزان کل مواد جامد بدون چربی شیر و یا افزودن صمغ
هاي معمـول و متعـارفی    به شیر، روش  سنتتیک به عنوان پایدار کننده

هستند که جهت بهبود بافت ماست کم چرب و کاهش سینرزیس بـه  
یـن  مقادیر مـورد نیـاز از ا  . )Gauch et al., 2009(اند  کارگرفته شده

ها براي رسیدن به میزان مواد جامد مشابه با ماسـت پرچـرب،   افزودنی
تواند موجب بروز طعم نامطلوب، تولید بیش از حـد اسـید در طـول     می

 ,.Ozer et al(دوره نگهداري و ایجاد بافـت شـنی در ماسـت شـود     
هـاي جـایگزین جهـت دسـتیابی بـه بافـت       لذا بررسی روش. )2007

هـاي اخیـر    ر ماست کم چـرب در سـال  مطلوب و کاهش سینرزیس د
پایداري شبکه سه بعدي ژل ماسـت  . بسیار مورد توجه واقع شده است

هاي پروتئینـی توسـط آنـزیم    با برقراري اتصالات عرضی بین زنجیره
هاي نوین و موثر در جلوگیري از مشـکلات  ترانس گلوتامیناز از روش

 ).Gauch et al., 2009(باشد هاي لبنی میرایج در تولید فراورده
طبق منابع موجود، ترانس گلوتامیناز به دو روش مختلف در تولیـد  

سازي بـا آنـزیم   شیر ماست گذاريگرمخانه ،اول. رودماست به کار می
 ;Lauber et al., 2001; Lorenzen et al., 2002(قبل از تخمیر 

Kirmaci et al., 2007 (     و روش دیگر، افـزودن آنـزیم همزمـان بـا
 ,Bonisch et al., 2007a; Yuksel & Erdem(باشـد  مـی  آغازگر
و  گـذاري گرمخانـه روش اول نیازمند فرآیند اضـافی، شـامل   ). 2010

در طی برقراري پیوندهاي  pHسازي حرارتی آنزیم است ولی غیرفعال
در مقابل، در روش دوم بدون نیاز به فرآیند . ماندعرضی ثابت باقی می

 pHاگرچـه  . شـود طول تخمیر غیرفعال مـی  تدریج دراضافی، آنزیم به
باشد ولـی  می) 7تا 6(بهینه فعالیت آنزیم  pHمحصول نهایی به دور از 

ممکن است آنزیم در محصـول نهـایی فعـال بـاقی بمانـد و در طـول       
 & Guyot(نگهداري موجب تغییراتی منفی در ساختار ماسـت شـود   

Kulozik, 2010.( انس گلوتامینـاز،  از جمله عوامل موثر بر واکنش تر
سازي پـروتئین و تیمـار حرارتـی شـیر     در طول تخمیر، غنی pHافت 

 ـ. باشدمی سازيماست و  یکازئینات سدیم، پودر شیر خشک بدون چرب
سـازي پـروتئین شـیر    هاي پروتئین سرمی معمـولا بـراي غنـی   ایزوله
سازي به منظور بـه دسـت آوردن ماسـتی بـا سـاختار مطلـوب،       ماست

در ایـن بـین، کازئینـات    کـه   شودلا و ملایم استفاده میویسکوزیته با
باشـد، در  سدیم بهترین سوبسترا براي ترانس گلوتامیناز میکروبی مـی 

هاي سرمی سوبسـتراي ضـعیفی هسـتند، مگـر آنکـه      حالیکه پروتئین
و همکــاران  Bonisch et al., 2007b(. Pavunc(دنــاتوره شــوند 

مـانی  رانس گلوتامیناز را برزنـده تاثیر میکروانکپسولاسیون و ت )2011(
و قـوام ماسـت قـالبی بررسـی کردنــد و      لاکتوباسـیلوس هلوتیکـوس  

سـازي بـا تـرانس گلوتامینـاز     تیمار شیر ماستگزارش نمودند که پیش
موجب افزایش استحکام ژل ماست و کاهش سینرزیس و بهبود ظاهر 

در مراحـل  آنـزیم را   )2011(و همکاران  Sanli .ها گردیدو قوام نمونه

بعد از هموژنیزاسیون، بعد از پاستوریزاسیون و همزمـان  (مختلف تولید 
 1دقیقـه و   10(متفـاوت   گذاريگرمخانهو در دو مدت زمان ) آغازگربا 

سازي اضافه کردند و نشـان دادنـد کـه افـزودن     به شیر ماست) ساعت
 .افزایش سفتی بافت و کاهش سینرزیس ماست قالبی شدآنزیم باعث 

Gauch  هـاي  اثر ترانس گلوتامیناز را بـر ویژگـی  ) 2009(و همکاران
فیزیکی ماست تهیه شده از مخلوط شیر و آب پنیـر ارزیـابی کردنـد و    

یابـد و طبـق   نتیجه گرفتند که با تیمار آنزیمی قوام ماست افزایش می
نتایج بافتی و رئولوژیکی، آنزیم تغییرات فیزیکی ناشـی از افـزودن آب   

  .را جبران کرده استپنیر به ماست 
اسـید   هايپروتئولیز ماست در نتیجه فعالیت پروتئولیتیکی باکتري

پروتئینازهاي باند شده بـا دیـواره   . گیرددر ماست صورت می 1لاکتیک
هـا مسـئول هیـدرولیز    سلولی و پپتیدازهاي داخل سلولی این بـاکتري 

سرعت  هاي شیر، موجب افزایشپروتئولیز پروتئین. ها هستندپروتئین
 Gonzalez-Gonzalez(شودآمینه و پپتیدها میآزاد شدن اسیدهاي 

et al., 2011 .(براین به روشـی سـریع بـراي تعیـین پروتئـولیز در      بنا
ــت  ــاز اس ــی نی ــادي روش .محصــولات لبن ــاي زی ــه روش ه از جمل

-pHروش  ،3سولفونیک اسید-بنزن-نیتروروش تري، 2سیوکالتیو فولین
state،  آلدهیدديفتالاورتوروش کلدال، روش )OPA(4  جهت ارزیابی

 Nielsen et(محصولات لبنی مورد استفاده قرار گرفته است پروتئولیز 
al., 2001.( اسیدهاي آلدهیدديفتالاورتو روش اسپکتروفوتومتریک ،

هاي شیر را شناسایی آمینه آزاد و پپتیدهاي حاصل از پروتئولیز پروتئین
هاي آمینو آزاد واکنش داده و کمپلکسـی  هبا گرو OPAمعرف . کندمی

نـانومتر   340دهد که بیشـترین جـذب آن در طـول مـوج     تشکیل می
هـا و دامنـه   این روش سریعتر، دقیقتر و آسانتر از سـایر روش . باشد می

زمـان  و  آسان OPAبه طوریکه، تهیه معرف کاربردي وسیعتري دارد 
قیـق و حساسـی   روش د. باشـد دقیقه در دماي محـیط مـی   2آزمایش 

 Church( کندهاي اصلی را شناسایی میمیکرومول آمین 7است و تا 
et al., 1983 .(      از نکات برجسته ایـن پـژوهش پایـداري شـبکه سـه

هـاي  بعدي ژل ماست بـا برقـراري پیونـدهاي عرضـی بـین زنجیـره      
هاي نوین و موثر در افزایش ویسـکوزیته و قـوام   پروتئینی که از روش

سـازي بـا کازئینـات    سازي پروتئین شیر ماسـت و غنی باشدماست می
سدیم بـه عنـوان سوبسـتراي مناسـب بـراي فعالیـت آنـزیم تـرانس         
گلوتامیناز، به کارگیري تیمار آنزیمـی بـا تـرانس گلوتامینـاز در تولیـد      
ماست همزده بدون چربی و همچنین بررسی پروتئـولیز بـا اسـتفاده از    

تـاثیر   هدف از این مطالعه، بررسی .باشدآلدهید میديفتالروش اورتو
آنـزیم  هـاي شـیر توسـط    پیوندهاي عرضی ایجاد شده بـین پـروتئین  

رئولوژیکی و ظرفیـت نگهـداري    خواصگلوتامیناز بر پروتئولیز، ترانس
                                                             
1- Lactic acid bacteria (LAB) 
2- Folin-Ciocalteau 
3- Trinitro-benzene-sulfonic acid (TNBS) 
4- The o-pthaldialdehyde (OPA) assay 
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 .باشدماست همزده بدون چربی می در آب

   هامواد و روش
 مواد

 ـ  (درصد چربی  3/0شیر  ی، شرکت شیر پاسـتوریزه آذربایجـان غرب
، کازئینات سدیم )راماك، ایرانشرکت (، شیر خشک بدون چربی )پگاه

، آنـزیم تـرانس گلوتامینـاز میکروبـی     )شرکت کازئینات ایران، ایـران (
(ACTIVA YG) واحـد   80با میانگین فعالیت  استرپتوورتیسیلیوم از

که ترکیب آنـزیم شـامل تـرانس    ) فرانسه 1شرکت آجینوموتو(در گرم 
، لاکتوز، عصاره مخمـر، مالتودکسـترین و روغـن    )رصدد 1(گلوتامیناز 
مقدار مصرف آن بر اساس دستورالعمل شرکت بـراي  . (باشدگیاهی می

واحد در گرم پروتئین شیر و براي ماست همـزده   5/0-1ماست قالبی 
-YCاسـتارتر تجـاري ماسـت    ). واحد در گرم پروتئین شیر است 3-1

X11 ) لاکتوباسـیلوس و  ساسـترپتوکوکوس ترموفیلـو  کشت مخلوط 
، )شرکت کریستین هانسـن دانمـارك  بولگاریکوس، زیر گونه  دلبروکی
شرکت سیگما (آلدهید دي، فتال)، مرك آلمانHPLC grade( متانول 

-دودسیل، سدیم)شرکت مرك آلمان(بورات تترا، سدیم)آلدریچ استرالیا
ریچ شرکت سیگما آلـد (، بتامرکاپتواتانول )شرکت مرك آلمان(سولفات 
هاي شیمیایی شیر خام، شیر خشـک بـدون چربـی و    ویژگی). استرالیا

 .شده است نشان داده 1سدیم در جدول کازئینات 
  
   هاروش

 طرح آزمایشی و تیمارهاي آماري
و از طرح مرکب مرکز  2در این تحقیق، از روش سطح پاسخ 

متغیرهاي مستقل شامل غلطت آنزیم ترانس . استفاده شد 3وجه
 3میکروبی، غلظت کازئینات سدیم و زمان نگهداري در  ازگلوتامین

تعداد . آمده است 2ها در جدول سطح بود نمایش طراحی آزمون
آزمون تکرار در  6عدد بود که در این میان  20هاي آزمایشی نمونه

نقطه مرکزي بود که از این نقاط براي تعیین خطاي آزمایش استفاده 
 سه هايشکل شد و مدلسازي SAS 9.2 ها توسط نرم افزارداده. شد

 میان رابطه بررسی جهت )پاسخ سطح هايمنحنی( طرح این بعدي
شد آنالیز رگرسیون با مدل درجه دوم  رسم مستقل متغیرهاي و پاسخ

  :انجام گرفت )1فرمول (
Y = β0 + β1X1 + β2X2 + β3X3 + β11X21+ β22X22 + β33X23 
+ β12X1X2 + β13X1X3 + β23X2X3                                    (1)          

  
 β3و  β1 ،β2ضـریب ثابـت،    β0بینـی شـده،   پاسخ پیش Yدر آن 

اثـر متقابـل    β23و  β12 ،β13اثر مربعات و  β33و  β11 ،β22اثرات خطی، 
                                                             
1- Ajinomoto 
2- Response Surface Methodology (RSM) 
3- Face Centered Design (FCD) 

   .باشدمی
  

  روش تولید ماست 
) 1391(هاي ماست مطابق بـا روش مویـدزاده و همکـاران    نمونه

 2با افزودن  )SNF(چرخ تدا درصد ماده خشک شیر پساب. تهیه شدند
 چـرخ پروتئین شیر پسدرصد شیر خشک بدون چربی تنظیم گردید و 

. سازي شـد غنی) 2طبق جدول(هاي متفاوت کازئینات سدیم غلظتبا 
هـاي متفـاوت   آنـزیم در غلظـت   ،C°50 پس از رساندن دماي شیر به

هـا در  زي آنـزیم، نمونـه  ساو به منظور فعالاضافه شد ) 2طبق جدول(
C°50  گردیدنـد  گـذاري گرمخانهساعت در حمام آب گرم  1به مدت .

دقیقه در حمـام آب گـرم    15به مدت  C°85پاستوریزاسیون در دماي 
 C°45آنگاه، شـیر تـا   . انجام گرفت که طی آن آنزیم هم غیرفعال شد

ح ي باکتري تلقـی سرد و آغازگر مطابق دستورالعمل شرکت تولیدکننده
معـادل   pHتا رسیدن به  C°42بندي و در دماي بعد ظروف درب. شد
گـذاري ، نمونـه هـا تـا     بعد از گرمخانـه . ذاري گردیدندگگرمخانه 6/4
C°20  ثانیه با همزن دسـتی انجـام    60سرد و فرایند همزدن به مدت

بندي و در دمـاي  شده و نمونه ها در لیوان پلاستیکی استریل پر، درب
C°4  1شکل(شدند نگهداري.( 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 تهیه ماست  فلوچارت - 1شکل 
 
 
 
  
  
  
  

 دریافت شیر بدون چربی

 استاندارد کردن ماده خشک شیر با شیر خشک

Cافزودن آنزیم در دماي  °50  

(سازي آنزیم پاستوریزاسیون و غیرفعال C )دقیقه 15به مدت  °85  

سازي آنزیم در فعال C ساعت 1به مدت  °50  

Cسرد کردن تا  و تلقیح آغازگر  °45  

گذاري در گرمخانه C  =pH 6/4تا  °42

Cسرد کردن تا  ثانیه 60مدت  و همزدن به °20  

Cپرکنی و نگهداري در  °4  
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  )برحسب درصد(ویژگی هاي شیمیایی شیر خام، شیر خشک بدون چربی و کازئینات سدیم مصرفی  - 1جدول 

 خاکستر pH اسیدیته ماده خشک پروتئین چربی مواد
3/0±15/0 شیر خام  05/0±2/3  27/0±58/8  06/0±145/0  03/0±8/6  - 

25/1±17/0 شیر خشک  04/1±28  20/1±96  - - - 
2±4/0 کازئینات سدیم  7/0±95/78  1/1±35/97  - 5/0±7  29/0±5/7  

  نتایج آنالیز شیرخام با استفاده از دستگاه میلکوتستر شرکت پگاه ارومیه
  

  ) CCF(ها براساس مدل طرح مرکب مرکز وجه طراحی آزمون -2جدول

Run ن نگهداريزما کازئینات سدیم آنزیم )واحد در گرم پروتئین شیر(آنزیم    کازئینات سدیم 
)درصد(  

 زمان نگهداري
)روز(  

1  1 -  1 -  1 -  0  0  1  
2  1 -  1 -  1  0  0  19  
3  1 -  1  1 -  0  27/1  1  
4  1 -  1  1  0  27/1  19  
5  1  1 -  1 -  2  0  1  
6  1  1 -  1  2  0  19  
7  1  1  1 -  2  27/1  1  
8  1  1  1  2  27/1  19  
9  1 -  0  0  0  635/0  10  
10  1  0  0  2  635/0  10  
11  0  1 -  0  1  0  10  
12  0  1  0  1  27/1  10  
13  0  0  1 -  1  635/0  1  
14  0  0  1  1  635/0  19  
15  0  0  0  1  635/0  10  
16  0  0  0  1  635/0  10  
17  0  0  0  1  635/0  10  
18  0  0  0  1  635/0  10  
19  0  0  0  1  635/0  10  
20  0  0  0  1  635/0  10  
  

  )1آلدهیدديفتالروش اورتوبا استفاده از (بررسی پروتئولیز 
 :مرحله اول تهیه عصاره ماست: مرحله انجام شد 3 پروتئولیز طی

همگن شد  لیتر آب مقطرمیلی 5/2هاي ماست با گرم از نمونه 10ابتدا 
تنظـیم و   4مـولار روي   1/0آن با استفاده از اسید کلریـدریک   pHو 

گـذاري  خانـه گـراد گرم درجـه سـانتی   45مـاري  دقیقه در بن 10مدت 
ــد ــال  . گردی ــانتریفیوژ یخچ ــتفاده از س ــا اس ــپس ب  Hettich(دار س

UNIVERSAL 320R ( ــاي ــانتی  4در دم ــه س ــا دور  درج ــراد ب گ
5000×g  دقیقه سانتریفیوژ گردید 10به مدت .pH   سرم جدا شده بـا

تنظیم شد و مجددا با همان شرایط سانتریفیوژ  7مولار روي  1/0سود 
درجه سـانتی گـراد نگهـداري شـد      -20در  سپس سرم جدا و. گردید

                                                             
1- The o-pthaldialdehyde (OPA) assay 

)Amirdivani & Salihin Baba, 2011(.  
 100تترابـورات  لیتر سدیممیلی OPA :25مرحله دوم تهیه معرف 

 w/w( ،40(درصد  20سولفات دودسیللیتر سدیممیلی 5/2مولار، میلی
میکرولیتـر   100و ) لیتـر متـانول  میلی 1حل شده در ( OPAگرم میلی

لیتـر  میلـی  50اپتواتانول با هم مخلوط و با آب مقطر بـه حجـم   بتامرک
 UROSONIC 4D(ها با استفاده از اولتراسـونیک  محلول. رسانده شد
بایـد در روز آزمـایش    OPAمعـرف  . تهیه شدند )kHz 50با فرکانس 

 ).Church et al., 1983(ساعت استفاده شود  2تهیه و تا 
میکرولیتر عصاره  150مقدار  :گیري میزان جذبمرحله سوم اندازه

لیتري افزوده میلی 5در سل کوارتز  OPAلیتر معرف میلی 3ماست به 
میـزان جـذب بـا    . دقیقه در دماي اتـاق انکوبـه گردیـد    2شد و مدت 

ــوج  )Double beam T80+pg(اســپکتروفوتومتر   340در طــول م
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مقطـر   براي نمونه شاهد، به جاي نمونه از آب. گیري شدنانومتر اندازه
ها بر اساس میزان جذب پپتیـدها و  میزان پروتئولیز نمونه .استفاده شد

نـانومتر بیـان گردیـد     340گیـري شـده در   اسیدهاي آمینه آزاد اندازه
)Church et al., 1983; Nielsen et al., 2001; Gonzalez-

Gonzalez et al., 2011.(  
  

 ویسکوزیته ظاهري
ویســـکومتر بروکفیلـــد ویســـکوزیته ظـــاهري بـــا اســـتفاده از 

)Brookfield DV + Pro, U.S.A (   با سـرعت برشـیrpm 30  و
-نمونـه ). Trachoo & Mistry, 1998(گیري شد اندازه 64اسپیندل 

دقیقـه همـزده شـدند     1گیـري بـه مـدت    هاي ماست قبـل از انـدازه  
)Katsiari et al., 2002 .(با گیري ها اندازهml 250   نمونه در دمـاي

 .گراد انجام گرفتانتیدرجه س 10

 ظرفیت نگهداري آب 
سـپس در  . در لوله هـاي سـانتریفیوژ وزن شـد    (Y)گرم نمونه  5

بـه   rpm 4500بـا دور  ) Hettich EBA 20, Germany( سانتریفیوژ
درجـه سـانتی گـراد سـانتریفیوژ گردیـد       10دقیقه در دماي  30مدت 

)Sahan et al., 2008 .(   سرم جـدا شـده)W( ـ  رفیـت  ظ. وزین شـد ت
 به طریق زیر محاسبه شد) Sodini et al., 2005(نگهداري آب 

WHC = (Y-W)/Y*100       )2                                   (  
 

  ج و بحثینتا
تجزیه واریانس پروتئولیز، ویسکوزیته و ظرفیت نگهـداري   3در جدول 

  .آورده شده است نمونه هاي ماست

 ز، ویسکوزیته و ظرفیت نگهداري نمونه هاي ماستتجزیه واریانس پروتئولی- 3 جدول
  میانگین مربعات

 درجه آزادي

 
 ظرفیت نگهداري آب منایع متغیر

(%) 
 ویسکوزیته

)cp( 
 پروتئولیز

 )nm 340جذب در (
** 8762/10  **8024576 ** 01529/0  (A)غلظت آنزیم  1 
** 64705/83  **24267408  ns 000608/0  (B)کازئینات سدیم  1 
** 62239/10  ns36000 ** 024305/0  (C)زمان نگهداري  1 
ns  505073/0  **1487825 ns  002792/0  1 A2 
ns  122377/1  **3455821 ns  001404/0  1 AB 
ns  310985/1  *432450 * 004705/0  1 AC 
ns  861504/0  * 6/702834  ns  000087/0  1 B2 
ns  378494/0  ns11250 ns  000018/0  1 BC 
** 984259/5  * 6/543234  ns  001085/0  1 C2 
** 61211/14  **4457742 ** 006176/0  مدل 9 
** 04855/35  **10775995 ** 0134/0  خطی 3 
** 850495/7  **1297392 ns  003085/0  درجه دوم 3 

556879/0  37/72015  000874/0  خطا 10 
ns 910241/0  ns 1/116604  ns  001399/0  عدم برازش 5 

203517/0  67/27426  00035/0  5 Pure Error 
94/95%  24/98%  41/86%  - R2 
28/92%  65/96%  18/74%  - R2

adj 
777643/2  480136/5  593033/8  ضریب پراکندگی - 

  غیر معنی دار ns، 01/0معنی دار در سطح  **، 05/0معنی دار در سطح *
  یزپروتئول

آنزیم و زمان نگهـداري و   تاثیر خطی غلظت ،3با توجه به جدول 
یر متقابل غلظت آنـزیم و زمـان نگهـداري بـر پروتئـولیز      همچنین تاث

تاثیر متقابل غلظت آنزیم  2در شکل  .(p≤0.05) دار بودها معنینمونه
همـانطور  . ها نشان داده شده استو زمان نگهداري بر پروتئولیز نمونه

ها در طول شود با افزایش غلظت آنزیم پروتئولیز نمونهکه مشاهده می
در واقع آنزیم با برقراري پیوندهاي . (p≤0.05) افتنگهداري کاهش ی

هاي شیر تـاثیر منفـی بـر فعالیـت پروتئولیتیـک      عرضی بین پروتئین
تواند به کاهش پروتئولیز در اثر افزایش آنزیم می. ها داشته استنمونه

س نتنیده توسـط آنـزیم تـرا   هاي شیر درهمپروتئین )1: دلیل باشد دو
هاي اولیه شیر سوبستراي مناسـبی بـراي   تئینگلوتامیناز نسبت به پرو

آنزیم بـا  )2. نیستند هاي اسید لاکتیکباکتري هاي پروتئولیتیکآنزیم
برقــراري پیونــدهاي عرضــی بــین پپتیــدهاي حاصــل از پروتئــولیز و 

خـارج   هاي اسید لاکتیکباکتري هاي شیر، آنها را از دسترسپروتئین
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 )2010( Erdemو  Yuksel). Yuksel & Erdem, 2010(کنـد  می
گیـري  هاي ماست با اندازهتاثیر ترانس گلوتامیناز را بر پروتئولیز نمونه
ارزیابی  HPLCهاي شیر با میزان تیروزین حاصل از پروتئولیز پروتئین

تیمـار شـده بـا    هاي پیشکردند و گزارش کردند میزان تیروزین نمونه
دوره نگهـداري  ترانس گلوتامیناز نسـبت بـه نمونـه کنتـرل در طـول      

کاهش یافت و نتیجه گرفتنـد کـه تـرانس گلوتامینـاز سـبب کـاهش       
طبق نتایج به دسـت آمـده،    .هاي ماست شده استپروتئولیز در نمونه

کـه  ) 2شـکل  (هـا بـا گذشـت زمـان افـزایش یافـت       پروتئولیز نمونه
در طـول   اسید لاکتیـک  هاينشاندهنده فعالیت پروتئولیتیکی باکتري

و  Yuksel & Erdem, 2010.(Yuksel(باشـد  یدوره نگهـداري م ـ 
Erdem )2010( ،Donkor  ــاران و  Nielsen، )2006(و همکـــــــ

ــاران  ــاران  Lecrercو ) 2001(همک ــایج   )2002(و همک ــه نت ــز ب نی
 .مشابهی دست یافتند

مشخص شده است که ماست به علت اسیدي شدن بیش از حد و 
ود و پیشـرفت  ش ـپروتئولیز حتی در دماي یخچال اسیدي و ترش مـی 

نتایج ایـن  . شوداین معایب موجب کاهش دوره نگهداري محصول می
بررســی نشــان داد کــه آنــزیم بــا برقــراري پیونــدهاي عرضــی بــین 

هاي اسید لاکتیک خارج کرده و ا، آنها را از دسترس باکتريه پروتئین
در نتیجـه، بـا اسـتفاده از آنـزیم     . سبب کاهش پروتئـولیز شـده اسـت   

با توجه  .توان دوره نگهداري ماست را افزایش دادیناز میگلوتامترانس
 F، معادله نهـایی در عـدد   )3جدول (به جدول آنالیز واریانس پروتئولیز 

همچنـین، داراي عـدم   . باشـد دار بسیار بـالایی مـی  داراي سطح معنی
دار و ضریب تبیین و ضریب اصلاح شده بـه ترتیـب   برازش غیر معنی

 نهـایی  عادلـه م دهد کـه می نشان نتایج .اشدبمی 7418/0و  8641/0
 تغییـرات  بخشـی  رضایت قادر است بطور و بوده کارآمد آمده، بدست
 و پیشگویی بعدي مراحل در نماید و توجیه را مورد آزمون هايویژگی
آنـالیز   .گیـرد  قرار مورد استفاده اصلی شاخص یک بعنوان سازيبهینه
تـوان  ها را میروتئولیز در نمونههاي آزمایش نشان داد که میزان پداده

  :توصیف کرد 3 با معادله
Proteolysis=0.3015-0.01216×MTG+0.0082×TIME-
0.0027×MTG×TIME    )3 (                                          

 
  ظاهريویسکوزیته 

تاثیر متقابل غلظت آنزیم و زمان نگهداري بر میـزان   الف-3در شکل 
همـانطور کـه در شـکل مشـاهده     . اده شده اسـت ویسکوزیته نشان د

واحد آنزیم، ویسکوزیته با گذشـت زمـان    1شود در مقادیر کمتر از  می
اما با افزایش مقدار آنزیم به بـیش   (p≥0.05)داري نداشت تغییر معنی

. (p≤0.05)واحد، ویسکوزیته با گذشت زمان افـزایش نشـان داد    1از 
ــی  ــزیم در تشــکیل پل ــایی آن ــایتوان ــالا از  مره ــولی ب ــا وزن مولک ی ب

هاي شیمیایی ماسـت موجـب   مونومرهاي پروتئین، بدون تغییر ویژگی
 ).Gauche et al., 2009(شود افزایش میزان ویسکوزیته می

  

  
  تاثیر متقابل غلظت آنزیم و زمان نگهداري بر میزان پروتئولیز -2شکل

  
Farnsworth  آنزیم ترانس گزارش کردند که) 2006(و همکاران 

جدیـد باعـث درهـم تنیـدن      والانسـی هاي کوگلوتامیناز با ایجاد پیوند
که عمدتا در ماست، ژل با اتصالات شود در حالیپروتئین هاي شیر می

هـاي هیـدروژنی و   برهمکنش هیدرواسـتاتیک، پیونـد  ( کووالانسیغیر
تئینـی متفـاوت موجـب    لذا، این شبکه پرو. شودپایدار می) هیدروفوبی

. شـود افزایش استحکام ژل و ویسکوزیته ماست قـالبی و همـزده مـی   
Schorsch  هـاي حاصـل   نیز اظهار داشتند که ژل) 2000(و همکاران

 کووالانسـی  هاي کازئینی تیمار شده بـا آنـزیم بـا پیونـدهاي    از میسل
هـاي حاصـل از   تـر از ژل کننـد کـه قـوي   اتصالات عرضی برقرار می

با توجه به نتایج تجزیه آماري تاثیر متقابـل   .باشندیکاسیون میاسیدیف
دار غلظت آنزیم و درصد کازئینات سدیم نیز بر میزان ویسکوزیته معنی

ب مشـخص اسـت بـا     3همانطوریکه از کانتور پلات . (p≤0.05) بود
. افزایش مقدار آنزیم و کازئینـات سـدیم، ویسـکوزیته افـزایش یافـت     

کوزیته زمانی حاصل شد که مقدار آنـزیم و درصـد   بیشترین مقدار ویس
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طبق نتایج محققان، علاوه بر افت . کازئینات سدیم بیشترین مقدار بود
pH ســازي پــروتئین و تیمــار حرارتــی شــیر در طــول تخمیــر، غنــی

سازي نیز در فعالیت ترانس گلوتامینـاز میکروبـی نقـش مهمـی      ماست
سازي پـروتئین  براي غنی معمولا).  Bonisch et al., 2007a(دارند 

سازي به منظور به دست آوردن ماستی با ساختار مطلـوب،  شیر ماست
ویسکوز و ملایم از ترکیباتی مانند پـودر شـیر خشـک بـدون چربـی،      

 کـه  شودکنسانتره پروتئین هاي آب پنیر و کازئینات سدیم استفاده می
وتامینـاز  در این میان کازئینات سدیم بهترین سوبسترا براي تـرانس گل 

دلیـل  که احتمـالا بـه  ). Bonisch et al., 2007b( شناخته شده است
 ,.Jaros et al( باشدپذیري بهتر لیزین در آن میساختار باز و دسترس

هـاي ماسـت بـا    طبق نتایج بدست آمـده، ویسـکوزیته نمونـه    ).2006
از آنجـا کـه   . (p≤0.05) افزایش میزان کازئینات سدیم افزایش یافت

از ایـن رو بـه   . ژلی با پایه پروتئینی و عمدتا کازئینی اسـت  ژل ماست
اي کلی افزایش درصد پروتئین موحب افزایش سفتی ژل عنوان قاعده

بـه  . شـود در ماست قالبی و افزایش ویسکوزیته در ماست همزده مـی 
علاوه قابلیت نگهداري آب و مواد محلول نیز افزایش یافتـه و از ایـن   

افـزایش میـزان پـروتئین از    . شـود ي کمتر مـی طریق قابلیت آب انداز
هاي پروتئینی شبکه ژل و از سوي دیگر بر نحـوه  یکسو بر تعداد رشته

گذارد و در مجموع منتج به افـزایش ویسـکوزیته   ها اثر میتوزیع رشته

) 2005(و همکـاران   Sodini). Aziznia et al., 2008(شود ژل می
سازي غنی WPCئینات سدیم یا گزارش کردند، وقتی شیر اولیه با کاز

از  SMPشود، ماست حاصل در مقایسه با محصول غنـی شـده بـا    می
ویسکوزیته بالاتري برخـوردار اسـت کـه علـت آن افـزایش محتـوي       

  .پروتئین نسبت به ماده جامد عنوان شده است
) 3جـدول  (با توجه به جدول آنالیز واریانس ویسـکوزیته ظـاهري   

دار و دار، عـدم بـرازش غیـر معنـی    معنـی  F معادله نهایی داراي عـدد 
 9665/0و  9824/0ضریب تبیین و ضریب اصـلاح شـده بـه ترتیـب     

 و بوده کارآمد آمده، بدست نهایی عادلهم دهد کهمی نشان نتایج .است
 را مـورد آزمـون   هـاي ویژگـی  تغییرات بخشیرضایت بطور است قادر

 یـک  بعنـوان  ازيسبهینه و پیشگویی بعدي مراحل در نماید و توجیه
  .گیرد قرار مورد استفاده اصلی شاخص

ــه پیشــگویی ــراي مقــدار ویســکوزیته ظــاهري در  معادل کننــده ب
  .آمده است 4در معادله هاي ماست  نمونه

Viscosity = 2687.798 + 1183.087 * MTG + 2462.488 * 
SC - 561.5649 * MTG2 + 1035.039 * MTG * SC + 
17.85922 * MTG * TIME - 822.2825 * SC2 - 0.2407 * 
TIME2        )4 (                                                                

  
ب                                                                 الف                              

  کازئینات سدیم بر میزان ویسکوزیته ظاهري) زمان نگهداري ب) زیم ترانس گلوتامیناز با الفتاثیر متقابل آن –3شکل 
 

  ظرفیت نگهداري آب
ظرفیـت  یکی دیگر از فاکتورهاي مهم در تعیین کیفیـت ماسـت   

نتایج به دست آمده در این مطالعه نشان داد که . باشدمینگهداري آب 
غلظـت آنـزیم، میـزان    ( تاثیر خطی تمامی فاکتورهـاي مـورد مطالعـه   

و همچنـین تـاثیر مربعـی زمـان     ) کازئینات سدیم و زمـان نگهـداري  
. (p≤0.05) دار بـود میزان ظرفیـت نگهـداري آب معنـی    نگهداري بر

الف نشان داده شـده اسـت، افـزایش میـزان     -4همانطور که در شکل
 .(p≤0.05) ها گردیدآنزیم موجب افزایش ظرفیت نگهداري آب نمونه

ذپذیري ژل در نتیجه برقراري پیوندهاي عرضی دائمی بین کاهش نفو

تـوان علـت ایـن امـر     هاي شیر توسط ترانس گلوتامیناز را میپروتئین
کاهش در نفوذپذیري ژل باعث ایجاد ریـز سـاختار پایـدار بـا     . دانست

شود که نتیجه آن محصور اجزاء بهم پیوسته و یکنواخت در ماست می
باشد و در نهایت منجر به ه ژل ماست میشدن آب آزاد بیشتر در شبک

 Lorenzen( شودبهبود ظرفیت نگهداري آب در شبکه ژل ماست می
et al., 2002.(   ــه ــانطور ک ــرد  )Lucey )2004هم ــان ک ــز بی  ،نی

دهــد و نفوذپــذیري اطلاعــاتی دربــاره غیریکنــواختی شــبکه ژل مــی
. سـت نفوذپذیري بالا با ظهور سینرزیس و جداشدن سـرم در ارتبـاط ا  

Ozerگزارش کردند که تـرانس گلوتامینـاز باعـث    ) 2007(همکاران  و
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کاهش میزان سرم جدا شده و درنتیجه افزایش ظرفیت نگهـداري آب  
ــزایش ) 2010(و همکــاران  Yukselهمچنــین . شــودماســت مــی اف

تیمار شده با تـرانس  هاي ماست پیشظرفیت نگهداري آب را در نمونه
و  Kurishi. هـاي شـاهد گـزارش کردنـد    گلوتامیناز نسبت بـه نمونـه  

بیـان کردنـد کـه تشـکیل ژل ماسـت بـا بانـدهاي        ) 2001(همکاران 
آمین لیزین سبب بهبود ظرفیت آمید گلوتامین و اپسیلونگاماکربوکسی

شود و ماست قالبی تولید شده با ترانس گلوتامینـاز از  نگهداري آب می
ع از جداسـازي سـرم   ی برخوردار بوده و مـان یبالا ظرفیت نگهداري آب

ها دست آمده، میزان ظرفیت نگهداري آب نمونهطبق نتایج به. شودمی
در روزهاي اولیه دوره نگهداري افزایش و سپس بـا گذشـت زمـان از    

کاهش میزان ظرفیت نگهـداري آب  . (p≤0.05) کاسته شد آنمیزان 
هـاي  توان بـه فعالیـت آنـزیم   در روزهاي انتهایی دوره نگهداري را می

هاي کازئین بـه مـرور زمـان    رها بر روي میسلآغازگتولیدشده توسط 
طبق نتایج حاصل از این تحقیق، . )Sahan et al., 2008( نسبت داد

افزایش کازئینات سدیم موجب افـزایش ظرفیـت نگهـداري آب شـده     
  ). ب-4شکل (است 

در میزان بالاتر پروتئین، شبکه پروتئینـی متـراکم شـده و بـا آب     
همچنـین  ). Imm et al., 2000(شود حجم معین باند می بیشتري در

Amatayakul  کـه افـزایش میـزان     ندعنوان کرد) 2006(و همکاران

پروتئین بر همکنش بـین ذرات را افـزایش داده و در نتیجـه توانـایی     
هاي اسیدي بـا افـزایش   ژل. یابدماست به نگه داشتن آب افزایش می

نگهـداري آب بـالاتري را از    نسبت پروتئین به ماده خشـک، ظرفیـت  
و  Aguilera & Kessler, 1989 .(Yuksel(دهنـد  خود نشـان مـی  

Erdem )2010 ( گزارش کردند که افزایش میزان پروتئین، میزان آب
و همکـاران   Sodini. دهـد محصور شده در شبکه ژلی را افزایش مـی 

نشان دادند که با افـزایش درصـد پـروتئین در مـاده خشـک،      ) 2005(
مکنش بانـدهاي پروتئینـی بیشـتر شـده و قابلیـت نگهـداري آب       بره

با توجه به جدول آنـالیز واریـانس ظرفیـت      .یابدمحصول افزایش می
دار و ضـریب  معادله نهایی داراي عدم برازش غیر معنینگهداري آب، 

اسـت   9228/0و  9594/0تبیین و ضـریب اصـلاح شـده بـه ترتیـب      
 بطور است قادر و بوده کارآمد آمده، بدست نهایی عادلهلذا م .)3جدول(

 در نمایـد و  توجیه را مورد آزمون هايویژگی تغییرات بخشی رضایت
مـورد   اصلی شاخص یک بعنوان سازيبهینه و پیشگویی بعدي مراحل
ظرفیـت  کننـده بـراي مقـدار    معادلـه ي پیشـگویی  . گیرد قرار استفاده

در هـا  زش دادهاده از بـرا هاي ماسـت بـا اسـتف   در نمونهنگهداري آب 
  .آورده شده است 5معادله 

WHC = 20.2666 + 1.0429 * MTG + 4.5546 * SC + 
0.6252 * TIME - 0.0255 * TIME2        )5(                             

  

  
ب                                                            الف                          

 تاثیر کازئینات سدیم بر تغییرات ظرفیت نگهداري آب) الف(تاثیر غلظت آنزیم بر تغییرات ظرفیت نگهداري آب در طول نگهداري ماست  -4شکل
  )ب(در طول نگهداري ماست 

  
  سازي بهینه

بهینـه یـک    توجه به تحلیل نمودارها و این نکتـه کـه شـرایط   با 
بنـابراین بایسـتی    ،سخ دیگر نامساعد باشـد پاسخ، ممکن است براي پا

ها را به نحو الگوي ساختی را معرفی کرد که تا حد امکان تمامی پاسخ
هاي مختلف پلات براي این منظور کانتور. رضایت بخشی بهینه نماید

هـا را  اي که مشخصات تمامی پاسـخ  بر روي هم قرار گرفته و منطقه
 مبناي بهینه سازي .گرددمعرفی مید، به عنوان منطقه بهینه نبرآورد ک

به حداکثر رساندن میزان ویسکوزیته، ظرفیت نگهداري  در این بررسی

زمــان نگهــداري و بــه حــداقل رســاندن غلظــت آنــزیم، مقــدار  و آب
 42/1در شرایط بهینه، غلظـت آنـزیم   . کازئینات سدیم و پروتئولیز بود

درصد و زمان  47/0واحد در گرم پروتئین شیر، میزان کازئینات سدیم 
در این شرایط ظرفیـت نگهـداري آب   . روز تعیین گردید 15نگهداري 

سانتی پوآز، پروتئولیز در جذب  5220درصد، میزان ویسکوزیته  51/27
کلـی بـه   براي بهینه سازي چند منظوره، مطلوبیت  .نانومتر بود 349/0

   :شرح زیر محاسبه گردید
حداکثر و حـداقل رسـاندن    هبراي ب) di(ابتدا مقدار مطلوبیت جزء 
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  . هاي زیر محاسبه شدشاخص ها به ترتیب از فرمول
  

)6(  
  

)7(  
  

کننـده  ي پیشـگویی عدد حاصل از معادلـه  Yها که در این فرمول
  .ها استبزرگترین داده YMaxکوچکترین و  Yminها، شاخص

بـا اسـتفاده از   ) DGeneral(سپس میانگین هندسی مطلوبیت اجـزاء  
  .ر محاسبه شدفرمول زی

   )8 (                                     
اکسل، مقدار مطلوبیـت کلـی بـه     Solverدر نهایت با استفاده از 

  .بود 83/0دست آمد که مقدار آن 

  ريیجه گینت
 بـا گلوتامینـاز  بر اساس نتایج حاصل از این بررسی آنـزیم تـرانس  

ی بالا از مونومرهاي پروتئین موجب مرهایی با وزن مولکولتشکیل پلی
با کاهش نفوذپذیري  همچنین. ها شدافزایش میزان ویسکوزیته نمونه

هاي شـیر  ژل در نتیجه برقراري پیوندهاي عرضی دائمی بین پروتئین
 .منجر به افزایش ظرفیت نگهـداري آب در شـبکه ژل ماسـت گردیـد    

 گیـري آلدهید اندازهديفتالروش اورتومیزان پروتئولیز به خوبی توسط 
هـا، آنهـا را از   آنزیم با برقراري پیوندهاي عرضـی بـین پـروتئین   . شد

هـاي اسـید لاکتیـک خـارج کـرده و سـبب کـاهش        دسترس باکتري
تـوان از آنـزیم تـرانس گلوتامینـاز     بنـابراین مـی  . پروتئولیز شده است

  .میکروبی با موفقیت در تهیه ماست همزده بدون چرب استفاده کرد
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Introduction: Microbil transglutaminase (MTG, E.C. 2.3.2.13) is a transferase enzyme that catalyses the 

acyl transfer reaction between -carboxyamide groups of peptide-bound glutamine residues and the primary 
amino groups including -amino groups of lysine residues. This will lead to the formation of new intra- and 
intermolecular crosslinks between proteins in order to formation of polymers with high molecular weight. Such 
crosslinks can modify the structure and functionality of proteins. Actually, crosslinking of milk proteins caused 
by enzyme leads to improvement in functional characteristics of proteins and formation of products with 
desirable sensory and rheological properties. Nowadays enzymatic cross-linking is widely used to improve the 
functional properties of proteins. Because undesirable side reactions that could lead to produce of toxic co-
products by chemical modification may be minimized by enzyme catalysis. In last twenty years, consumer trends 
towards low or non-fat dairy products especially nonfat yoghurt have increased because of harmful effects of 
excess fat on human health. However, many consumers prefer low-fat products with a similar sensory quality to 
full-fat ones. The traditional methods used to improve yoghurt texture and decrease syneresis include the 
enrichment of dry matter (total solids) and/or protein content, as well as the addition of natural or synthetic 
gums. The polymerization of milk protein chains by transglutaminase for three-dimensional net stabilization in 
yoghurt provides new technology to prevent common problems in dairy product processing. In this study, the 
effect of microbial transglutaminase concentration, incorporation amount of sodium caseinate into milk and 
storage time on proteolysis, rheological properties and water holding capacity of nonfat stirred yoghurt was 
investigated using response surface method (RSM).  

Materials and methods: Twenty treatments were carried out according to a face-central composite design 
with three factors and three levels for each variable. The independent variables of the design were Enzyme 
concentration, amount of sodium caseinate and storage time. They were in the range of 0-2 Unit per gram of 
milk protein, 0-1.27 percent and 1-19 days, respectively. For preparation of samples, first of all the SNF and 
protein content of milk were fortified by addition of skim milk powder and sodium caseinate. The milk was 
tempered to 50°C in a water bath and subsequently transglutaminase was added at different concentration. It was 
incubated for 1 hour at 50°C in the water bath. Then it was pasteurized at 85°C for 15 min to inactive the 
enzymatic reaction and cooled to 45°C. After inoculation with the appropriate inoculum type according to the 
commercial recommendation, incubated at 42°C until the pH value of 4.6 was obtained. The yogurt samples 
were cooled in ice-water bath and stirred for 60 second using manual stirrer. Samples were distributed into 
sterilized plastic containers; they were sealed and stored at 4°C until examined. Characteristics of all yoghurt 
samples were evaluated, such as: proteolysis by using o-pthaldialdehyde (OPA) assay, apparent viscosity by 
Brookfield viscometer and water holding capacity. Proteolysis was carried on 3 steps including preparation of 
yoghurt water extracts, preparation of OPA reagent and absorbance measurements. Briefly, 150 µl of yogurt 
serum was added directly to 3 ml of OPA reagent in a 5 mL quartz cuvette and the solutions were mixed briefly 
by inversion prior to 2 min incubation at room temperature followed by absorbance measurement at 340 nm. 

Results and discussion: The statistical analysis of results showed that increase in enzyme concentration 
increased viscosity and water holding capacity of samples and decreased the proteolysis (p≤0.05). The presence 
of transglutaminase contributed to an increase in the viscosity due to its ability to form high molecular weight 
polymers from protein monomers. Crosslinking of protein chains stabilized the three-dimensional network of 
yoghurt gel and prevented yoghurt whey expulsion as a result of a decrease in gel permeability; thus, increasing 
water holding capacity. The lesser proteolytic activity with using transglutaminase may be explained by a 
combination of these two factors: 1) transglutaminase-induced cross-linked milk proteins were less suitable 
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substrates for proteolytic enzymes in starter culture than native milk proteins and, 2) Proteolytic products such as 
peptides were crosslinked into the milk proteins by transglutaminase. It is known that the yoghurt may become 
too acidic and bitter due to excessive acidification and proteolysis even at refrigerator temperatures. The 
development of these defects generally determines the shelf life. Our results indicate that it may be possible to 
produce yoghurts with longer shelf life when using transglutaminase. Addition of sodium caseinate resulted in 
the increased viscosity and water holding capacity of samples. Also, during the storage period, water holding 
capacity was decreased and proteolysis of samples was significantly increased (p≤0.05).  

Conclusion: The optimum conditions for the production of yoghurt was obtained using 1.42 Unit enzyme 
per gram of milk protein, 0.47 percent sodium caseinate with a storage period of 15 days. The overall desirability 
value was equal to 0.83. Under these conditions the predicted percentage of water holding capacity, viscosity and 
proteolysis being 27.51, 5220 cp and the absorbance at 340nm was 0.349 nm (as proteolysis index), respectively. 

Keywords: Transglutaminase, Proteolysis, Cross linking, Non-fat yoghurt. 
 


