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  چکیده
استخراج آنزیمی ژلاتین از ضایعات پوست گوسفند با  ۀدر این تحقیق، شرایط بهین

 240-60درصد)، زمان هیدرولیز ( 5/2-5/0غلظت آنزیم ( ،استفاده از اثر سه متغیر
بر  گراد) تعیین شد. اثر این سه متغیر سانتی ۀدرج 80-60دقیقه) و دماي استخراج (

ذوب و تعیین الگوي  ۀهیدرولیز، نقط ۀبازده استخراج، استحکام ژل، ویسکوزیته، درج
روش   بهالکتروفورز بررسی شد و نتایج حاصل با کمک طرح آزمایشی مرکب مرکزي 

فاکتور عدم برازش نیز براي تمامی صفات مذکور در وتحلیل شدند.  سطح پاسخ، تجزیه
 ۀدرج 60اساس معلوم شد که دماي استخراج  براین دار نبود. درصد معنی 95سطح 
دقیقه زمان هیدرولیز، شرایط مطلوبی  166 درصد غلظت آنزیم و 5/0گراد، با  سانتی
هیدرولیز  ۀدرصد) و بهترین درج 03/11آوردن بیشترین بازده استخراج ( دست بهبراي 

 ۀبر این، اثر این سه متغیر روي ویسکوزیته، استحکام ژل و نقط درصد) است. علاوه 23(
 26/3 گرم، ویسکوزیته 33/175 م ژلدار بود و در شرایط بهینه، استحکا ذوب نیز معنی

  دست آمد. بهگراد  سانتی ۀدرج 39/25 ذوب ۀپاسکال بر ثانیه و نقط یلیم

  09/11/1396تاریخ دریافت: 
  30/04/1397تاریخ پذیرش: 

  
 ي کلیدي  ها  واژه

  یمیاستخراج آنز
  ینژلات

  سطح پاسخ
  پوست گوسفند یعاتضا

  
  مقدمه 

ترین مواد پروتئینی است که از  ژلاتین یکی از پرمصرف
دار پوست، استخوان و  ی مواد خام کلاژنئهیدرولیز جز

 ,Mad‐Ali( آید دست می بههاي پیوندي حیوانات   بافت
Benjakul, Prodpran, & Maqsood, 2017; Mulyani, 

Setyabudi, Pranoto, & Santoso, 2017( ژلاتین .
  هاي غذایی و غیرغذایی (دارویی، عکاسی، آرایشی کاربرد

ها) زیادي دارد. عواملی  کردن طعم ریزپوشینه و بهداشتی - 
عملیات و روش  خام، پیشة چون سن حیوان، منبع ماد

ذوب)  ۀنقط و هاي ژلاتین (استحکام ژل بر ویژگیاستخراج، 
 ,Lassoued et al., 2014; Mad-Ali, Benjakul( تأثیر دارد

Prodpran, & Maqsood, 2016b(. طور کلی، چهار روش  به
هاي اسیدي، قلیایی،  براي استخراج ژلاتین وجود دارد: روش

یند ااستفاده از آنزیم در فرآنزیمی و پراکسید هیدروژن. 
، ازنظر اقتصادي بودن صرفه به بر مقرون علاوه تولید ژلاتین،

یند استخراج او زمان فرداده  را کاهش مواد شیمیاییبه  نیاز
د. یکی از عوامل گوناگون مؤثر در کن تر می نیز کوتاهرا 

یی مطلوب آن افعالیت آنزیم و کار ةها، محدود انتخاب آنزیم
آنزیمی قلیایی است که از پروتئاز یک باکتري   1آلکالازاست. 

باسیلوس نام  ها، به هیدرولیز پروتئینپرکاربرد در 

                                                             
1 Alcalase 
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این باکتري توانایی زیادي در آید.  دست می به 1لیچنفورمیس
فعالیت آن  ۀهاي غیراختصاصی دارد. دامن پروتئین هیدرولیز
گراد  سانتی ۀدرج 50دمایی  ةو محدود pH=8-10نیز در 

یند اهاي میکروبی را در طی فر است که احتمال آلودگی
 ,Salwanee, Mustapha, Mamot( دهد میتولید کاهش 

Maskat, & Ibrahim, 2013; See, Hoo, & Babji, 2011( .
ی ئجز ۀاستفاده از اسید در پیش عملیات نیز سبب تجزی

شدن  هاي آمینه و سست اي اسید زنجیره هاي بین پیوند
مولکولی کلاژن پوست  مولکولی و درون هاي بین پیوند

 ,Mad-Ali, Benjakul, Prodpran, & Maqsood( شود می

2016a(عملیات، حذف مواد  . دلیل استفاده از قلیا در پیش
یند تولید است. استفاده از اپروتئینی غیرکلاژنی از فر

حلال نیز در کاهش چربی پوست بسیار  ۀمنزل بهکلروفرم 
. )Talapphet, Prommajak, & Raviyan, 2017( مفید است

هاي  درصد از دام 6/2دهند ایران با سهم  ها نشان می گزارش
پوست جهان را در اختیار دارد. از درصد از کل  3/2جهان، 

جلد پوست گوسفند در یلیون م 1حدود  این مقدار، سالانه
شود و در طی این  صنعت پوست کشور به چرم تبدیل می

رود.  صورت ضایعات هدر می بهدرصد آن  20یند تبدیل، افر
دست  بهدرصد ژلاتین  12- 15توان  از این مقدار ضایعات می

 ،تهران  کشاورزي و  معادن صنایع، ی،بازرگان  اتاق( آورد
تواند  میبنابراین ضایعات در صنعت پوست  .)1396

ژلاتین جایگزین مناسبی براي منابع حاوي کلاژن در تولید 
ع نیز در این صنعت کاهش هاي دف طریق، هزینه باشد. بدین

 ,ShahiriTabarestani, Maghsoudlou( یابد می

Motamedzadegan, & Sadeghi Mahoonak, 2010(. Xu 
گزارش کردند که در استخراج ژلاتین از  )2017و همکاران (

عملیات قلیایی و  از آنزیم، پیشپوست ماهی با استفاده 
استون (حلال چربی پوست)، با افزایش زمان هیدرولیز، 

یابد.  بازده محصول و توزیع وزن مولکولی افزایش می
Mulyani ) عملیات  با استفاده از پیش )2017و همکاران

قلیایی و اسیدي و هیدرولیز حرارتی، از پوست بوفالو 
درصد  17/29درصد تا  67/14ژلاتینی استخراج کردند که 

هاي  شده زنجیره استخراجبازده استخراج داشته است. ژلاتین 
 44/239استحکام ژل  ةتري داشته است، بنابراین باز طولانی
آمده  دست به ۀگرم اعلام شد، اما ویسکوزیت 41/293گرم تا 

پاسکال بر ثانیه بود.  17/22تا  37/16شده  تولیداز ژلاتین 
ژلاتین  ۀرا عاملی مؤثر در ویسکوزیت pHاین محققان 

                                                             
1 Bacillus licheniformis  

هیدرولیز  ۀبهین pHژلاتین نیز در ۀ دانستند و ویسکوزیت می
و  Talapphet کلاژن افزایش یافت. در تحقیقی دیگر،

هاي  یند استخراج و ویژگیاسازي فر بهینه )2017همکاران (
گاو را بررسی  ةشد شده از پوست دباغی ژلاتین استخراج

عملیات اسیدي و  پیش روش ازبا استفاده  که ،دنکرد
. ژلاتین دست آوردند بهژلاتین هیدرولیز حرارتی 

کمتري  ۀاستحکام ژل و ویسکوزیتداراي شده  استخراج
. آنها علت را مقدار کم بودنسبت به ژلاتین پوست گاو 

پروتئین و حضور پپتیدهایی با وزن مولکولی پایین اعلام 
یند اپروتئینی در طول فر ةزنجیرکردند که بر اثر هیدرولیز 

  اند.  وجود آمده بهشده  دباغیزنی پوست در پوست  آهک
حاضر، اطلاعات کمی درمورد  درحالاینکه  به باتوجه

هدف از انجام  ،تولید ژلاتین از پوست گوسفند موجود است
یند استخراج آنزیمی ژلاتین از اسازي فر این تحقیق، بهینه

استفاده از روش سطح پاسخ ضایعات پوست گوسفند با 
خصوصیاتی چون استحکام ژل، ویسکوزیته،  و بررسی است

روي هیدرولیز و الگوي الکتروفورز  ۀبازده استخراج، درج
  .است ژلاتین تولید شده

  
  ها مواد و روش

  مواد
ضایعات پوست گوسفند از شرکت صنایع چرم آریا، آنزیم 

شیمیایی پروتئاز آلکالاز از شرکت نووو و تمام مواد 
آلمان تأمین شده  موردنیاز این تحقیق از شرکت مرك

 است. 
  

  الازلکتعیین فعالیت آنزیم آ
عنوان سوبسترا  بهآنزیم فوق با استفاده از هیدرولیز کازئین 

 1/0 جهت تعیین فعالیت مشخص گردید. ابتدا مقدار
را در بافر فسفات حل  درصد 1از پودر آنزیم لیتر  میلی
درصد  5/0 لیتر از کازئین میلی 9/0با مقدار و  نموده

 37دقیقه در دماي  20گذاري به مدت  خانه گرممخلوط و 
گراد صورت گرفت. سپس با استفاده از  سانتیۀ درج
اسید واکنش متوقف و بعد از  کلرواستیک تري

 280دقیقه، جذب در  15مدت  بهوژکردن محلول یسانتریف
  نانومتر انجام گردید.

  
  تولید ژلاتین  روش

و  Lassoued استخراج ژلاتین در این پژوهش براساس روش
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با اندکی تغییر انجام شد. ضایعات پوست  )2014همکاران (
زنی، به  گوسفند به آزمایشگاه منتقل و پس از لش

متري تبدیل و تا زمان مصرف در  میلی 5 هایی در ابعاد قطعه
یند تولید، به اقبل از فررا ها  فریزر نگهداري شدند. پوست

کردن و  ، سپس براي متورماندهدماي محیط رس
 در 1:5با نسبت  دقیقه 30مدت  بهوشوي بهتر،  شست

کشی، آنها را به نسبت  . پس از آبشدندور  مقطر غوطه آب
ساعت در دماي  24مدت   بهبا کلروفرم مخلوط و  1:5

امل، کلروفرم را از کزدایی  . پس از چربیگرفتندمحیط قرار 
براي حذف  شدند.شو و شستها  مخلوط حذف و پوست

) و براي NaOHکلاژنی، از محلول سود ( هاي غیر پروتئین
. شدمولکولی از اسید استفاده  هاي بین شکستن زنجیره

) با =5/8pHعملیات استخراج ژلاتین با کمک آنزیم آلکالاز (
 و 150، 60ها ( درصد)، زمان 5/2 و 5/1، 5/0ها (  غلظت
گراد)  سانتی ۀدرج 80و  70، 60دقیقه) و دماهاي ( 240

ساعت انجام شد. محلول ژلاتین  3موردنظر در طول 
صاف و تا  100مش  کمک صافی با آمده را با دست به

هاي مخصوص و آون با دماي   شدن کامل، در پلیت خشک
  .داده شدندگراد قرار  سانتی  ۀ درج 50
  

   پوست فیزیکوشیمیایی خصوصیات
پوست با استفاده از دستگاه  ۀمیزان پروتئین نمون

((شرکت بوخی، ساخت  گیري پروتئین میکروکلدال اندازه
ملی طبق استاندارد  )هاي هضم و تقطیر) (شامل بخشسوئد)

 ایران استاندارد  یمل  سازمان( 3474 ةایران به شمار
[ISIRI]، 1373( روش  به؛ چربی پوست گیري شد اندازه

 3474 ةایران به شمارملی سوکسله و طبق استاندارد 
)ISIRI، 1373(  ؛ مقدار رطوبت نمونه را گردیدمشخص

 ،UFB400مدل (روش وزنی و با قراردادن آن در آون  به
و میزان خاکستر را نیز با  )آلمان ، ساختشرکت ممرت

شرکت ویک استار،  ،F2L 1500مدل (قراردادن در کوره 
ایران به ملی روش استاندارد   به و باتوجه )ساخت انگلستان

. در این یري شدگ اندازه )ISIRI، 1373( 3474 ةشمار
، آر جی (مدل ها درصورت نیاز، از ترازوي آزمایشگاهی آزمون

  .شداستفاده  ± 0001/0با دقت  شرکت اند، ساخت ژاپن)
  

  بازده استخراج 
با استفاده از  هاي تولیدشده بازده استخراج هریک از نمونه

 ،اندیس رفرکتومتري (رفرکتومتر رومیزي آبه مدل توواج

 ةشد . غلظت (بریکس) محلول صافانجام شدساخت چین) 
گراد با رفرکتومتر تعیین و  سانتی ۀ درج 25ژلاتین در دماي 

در  ژلاتین، غلظت )1( ۀشده در رابط با قراردادن عدد قرائت
 پور خانی ،یورکد ،کرامت ،پرور ینیحس( شدمحلول محاسبه 

  . )1385 ، یلانیمو 
  )1رابطۀ (

  )لیتر در گرم( ژلاتین غلظت=81/6بریکس
 

ن اعداد مربوط به غلظت ژلاتین در سپس با قرارداد
  دست آمد: به، میزان بازده استخراج ژلاتین )2رابطۀ (
  )2رابطۀ (

푌푖푒푙푑 =
(퐶 × 푉)
푀 × 100 

  
غلظت ژلاتین تولیدشده  C )،2( رابطۀ در

میلی حجم ژلاتین تولیدشده ( V، لیتر) گرم/میلی میلی(
  باشد. می گرم) (میلیپوست اولیه  ۀوزن نمون Mو  لیتر)

  
  تعیین استحکام ژل

 BSI 757 )British Standards Institutionطبق استاندارد 

[BSI], 1975( ، را آماده و  درصد 67/6محلولی با غلظت
 65دقیقه در دماي حدود  15مدت  بهماري  بنسپس در 

ژلاتین حل شود.  گراد نگهداري شد تا کاملاً سانتی ۀدرج
گراد سرد کرده و  سانتی ۀدرج 10سپس آن را تا دماي 

داشته شد. پس از  ساعت در این دما نگه 16مدت  به
شدن مدت زمان رسیدگی، استحکام ژل برحسب  سپري

اي از جنس  سنج (فروبردن میله از بلومگرم با استفاده 
متري درون  میلی 4متر تا عمق  سانتی 27/1تفلون به قطر 

  گیري شد. اندازهژل) 
  

  ویسکوزیته
محلولی با غلظت  )BSI 757 )BSI, 1975 طبق استاندارد

 ۀو ویسکوزیت شددرصد (وزنی/حجمی) از ژلاتین تهیه  10
 ،Q30مدل رئولو (آن با استفاده از دستگاه ویسکومتر 

 40دور بر دقیقه و دماي  60با سرعت  )ساخت اتریش
  یري شد. گ اندازهگراد  سانتی ۀدرج

  
  هیدرولیز ۀتعیین درج

 ,AOAC( روش استانداردبا استفاده از  هیدرولیز ۀدرج

استیککلرو تري تعیین شد. در این روش از )2000
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 )ساخت آلمان ،3E-1مدل (وژ ی) و سانتریفTCA( 1اسید 
) 3رابطۀ (  به ها باتوجه هیدرولیز نمونه ۀاستفاده شد. درج

  گردید:محاسبه 
  )3( ۀرابط

(درجۀ	هیدرولیز) =
مقدار		نمونه	برداشت	شده	از	سانتریفوژمحلول	شده

مقدار	نیتروژن	کل	در	نمونه
× 100 

  
  ذوب  ۀتعیین نقط

 BSI آمده طبق استاندارد دست بهژلاتین  ۀذوب نمون ۀنقط

757 )BSI, 1975( محلولی با غلظت  یري شد.گ اندازه
. گردیدهاي آزمایش منتقل  درصد تهیه و به لوله 67/6

 4ساعت در دماي یخچال ( 18-12مدت   بهسپس آن را 
 3تا  2بعد از این مدت،  و هگراد) قرار داد سانتی ۀدرج

را به  2کلروفرم-متیل رددرصدي  5/0قطره از محلول 
و در حمام آب با دماي اولیۀ  دههاي حاوي نمونه افزو لوله

صورت  بهدما گراد قرار داده شد. پس از آن  درجۀ سانتی 4
کلروفرم  ةدمایی که در آن، قطر و یافتتدریجی افزایش 

ذوب ژلاتین  ۀنقط ۀمنزل بهآزادانه به کف لوله سقوط کرد، 
  .گردیدثبت 

  
  تعیین الگوي پروتئین به روش الکتروفورز 

-سولفات لیدودس میسد ژل الکتروفورز آزمون
 ژلاتین با روش پروتئین) SDS-PAGE( 3دیآم لیآکر یپل

Laemmli )1970(  و استفاده از دستگاه آنالیز الکتروفورز
انجام  )آمریکاساخت  ،شرکت سیگما ،PS2000-2مدل (

منظور  بهسپس  ونموده آماده شد. ابتدا ژل را در قالب 
درصد (وزنی/حجمی)  15از  هاي ژلاتین الکتروفورز نمونه

 ۀو با لای هاي ریخت شیشه ۀژل جداکننده در بین دو صفح
پس از انعقاد این لایه، آب ه شد. نازکی از آب پوشاند

درصد  5و روي آن،  هحذف کردرا بالایی آن 
و بلافاصله، شانه  هکننده ریخت (وزنی/حجمی) ژل متراکم

پس از  قرار داده شد.براي ایجاد چاهک، در ژل 
اي را به تانک پر از بافر  شدن ژل، قالب شیشه آماده

بعد از عمل دناتوراسیون کرده و الکتروفورز متصل 
م وژ انجایدقیقه سانتریف 20مدت   ها، به حرارتی نمونه

ژلاتین و  ۀمیکرولیتر از مخلوط نمون 30و سپس  گرفت

                                                             
1 Trichloroacetic acid  
2 Methyle red choloroform 
3 Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) 

ها  میکرولیتر از مارکر (استاندارد) به چاهک 10بافر و 
کار کرد و وقتی رنگ به  . الکتروفورز شروع بهشدتزریق 

انتهاي شیشه رسید، جریان برق قطع شد و قالب 
 12مدت   اي از الکتروفورز جدا شد. سپس ژل را به شیشه

 به، آمیزي رنگور نموده و پس از  غوطهساعت در محلول، 
تا باندهاي  روي آن صورت گرفت بري ساعت رنگ 6مدت  

  .مشاهده شودوضوح  پروتئینی به
  

  آماري وتحلیل تجزیه
طرح تصادفی در قالب  براساس روش کاملاً ها آزمایش

مرکزي براي  ۀتکرار در نقط 6با ) 4CCDمرکب مرکزي (
سه متغیر و در سه سطح انجام شد. نتایج تحقیق با 

روش   به 7 ۀنسخ Design Expertافزار   استفاده از نرم
هریک از متغیرهاي  وآنالیز شده ) RSMسطح پاسخ (

هیدرولیز) در  ۀپاسخ (بازده استخراج، استحکام ژل و درج
 صورت تابعی به )4 ۀ(رابطاول   قالب مدل رگرسیون درجه

از متغیرهاي مستقل ( غلظت آنزیم، زمان هیدرولیز و 
  دماي استخراج) ارائه شدند:

  )4رابطۀ (
y	=	β0+ƩβiXi 

  
ذوب) ۀ هاي پاسخ (ویسکوزیته و نقط هریک از متغیر

صورت تابعی از متغیرهاي  بهدوم  در قالب رگرسیون درجه
یند آنزیمی (غلظت آنزیم، زمان هیدرولیز و امستقل فر

  :)5(رابطۀ  استخراج) ارائه شدنددماي 
 )5رابطۀ (

Y =	β0+ƩβiXi+ƩβiiX2i+ƩβijXij  
  

تابع یا  متغیر ةدهند نشان Y)، 5) و (4( يها رابطه در
 هاي متغیر Xj و Xi و مدل ضرایب βij و β0 ،βi، βii ،پاسخ

  . باشند می مستقل
  

 نتایج و بحث
  ترکیبات پوست ۀتجزی

استفاده در این تحقیق ترکیبات پوست گوسفند مورد 
 ، چربی54/23±43/1 ازنظر میزان پروتئین

و رطوبت  91/27±35/0 ، خاکستر27/0±90/18
دهندة  این ترکیبات نشانتعیین شد.  10/0±93/28

  باشد. خصوصیات مادة اولیه می
                                                             
4 Central composite design 
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  بازده استخراج 
تا  79/9بازده استخراج ژلاتین تولیدشده داراي مقادیر 

 مستقلمتغیرهاي ). 1جدول ( باشد درصد می 65/14
: X3 و : درجۀ هیدرولیزX2: غلظت آنزیم، X1 ،ترتیب به

: راندمان Y1 ترتیب به  و متغیرهاي پاسخ دماي استخراج
: درجۀ Y4 : ویسکوزیته،Y3: استحکام ژل، Y2استخراج، 
آنالیز واریانس  نتایج باشد. : نقطۀ ذوب میY5 و هیدرولیز

هاي  هش نشان داد که متغیرمدل سطح پاسخ در این پژو
دار  غلظت آنزیم، زمان هیدرولیز و دماي استخراج معنی

)01/0<P () ضرایب همبستگی ). 3و  2جدول بودند

ژلاتین یند استخراج اهاي فر بازده استخراج با متغیر
 نشان) 4 جدول(شده از پوست گوسفند  استحصال

بازده استخراج بیش از  بر هیدرولیز زمان اثر که دهد می
باشد. همچنین اثر  اثر غلظت آنزیم و دماي استخراج می

غلظت آنزیم بر بازده استخراج بیش از اثر دماي استخراج 
ثیر زمان کافی براي أدلیل ت بهاین امر  باشد. می
هاي هیدروژن در مولکول کلاژن  کردن پیوند ثبات بی
باشد که درنتیجه کلاژن بیشتري هیدرولیز و به  می

 ,Mad-Ali, Benjakul, Prodpran( شود ژلاتین تبدیل می

& Maqsood, 2016c(.   
  

  هاي آزمایشی استخراج آنزیمی و نتایج راندمان استخراج، استحکام ژل، ویسکوزیته، درجۀ هیدرولیز و نقطۀ ذوب ژلاتین داده - 1جدول 

غلظت آنزیم   ها مشاهده
  (درصد)

درجۀ 
هیدرولیز 
  (دقیقه)

دماي 
استخراج 

  گراد) (سانتی

  هاي پاسخ متغیر
راندمان 
استخراج 
  (درصد)

استحکام ژل 
  (گرم)

ویسکوزیته 
پاسکال  (میلی

  بر ثانیه)

درجۀ 
هیدرولیز 

  )(درصد

نقطۀ ذوب 
  گراد) (سانتی

1  5/0  240  60  6/12  170  2/3  22  24  
2  5/0  60  80  1/10  183  6/3  16  27  
3  5/0  60  60  79/9  185  7/3  18  24  
4  5/0  240  80  7/12  165  3  21  25  
5  5/0  150  70  11  175  9/2  27  26  
6  5/1  150  70  7/11  137  7/1  29  27  
7  5/1  240  70  96/13  131  5/1  30  23  
8  5/1  60  70  46/10  140  9/1  23  25  
9  5/1  150  70  13/11  135  7/1  26  22  
10  5/1  150  70  11  137  9/1  25  26  
11  5/1  150  70  9/11  135  6/1  29  27  
12  5/1  150  60  92/10  140  7/1  31  24  
13  5/1  150  80  53/13  131  6/1  24  23  
14  5/1  150  70  27/12  136  9/1  29  25  
15  5/1  150  70  35/12  134  7/1  30  22  
16  5/2  240  80  3/14  87  1  37  15  
17  5/2  60  60  9/12  97  4/1  31  19  
18  5/2  240  60  65/14  87  9/0  35  16  
19  5/2  150  70  05/12  95  2/1  33  17  
20  5/2  60  80  7/12  107  6/1  27  20  
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هاي رگرسیون راندمان استخراج، استحکام ژل، ویسکوزیته، درجۀ هیدرولیز و نقطۀ ذوب در استخراج  ضرایب برآوردشده مدل -2جدول 
  آنزیمی ژلاتین

  بازده استخراج  آزادي ۀدرج  ضریب
  (درصد)

  استحکام ژل
  (گرم)

  ویسکوزیته
  پاسکال بر ثانیه) (میلی

  هیدرولیز ۀدرج
  (درصد)

  ذوب ۀنقط
  گراد)  (سانتی

X1  1  **04/1  **50/40-  **03/1 -  **90/5  **20/4 -  
X2  1  **23/1  **20/7 -  **26/0-  **3  *50/1-  
X3 1  **25/0  ns60/0 -  ns 002/0- 10×1-  ns20/1-  ns0001/0  

X1X2 1  -  -  ns0001/0  -  ns38/0-  
X1X3 1  -  -  ns08/0  -  ns13/0-  
X2X3 1  -  -  ns03/0  -  ns13/0-  
X2

1 1  -  -  **45/0  -  *50/2-  
X2

2 1  -  -  ns10/0  -  ns0001/0  
X2

3 1  -  -  ns05/0  -  ns50/0-  
)ns (درصد 1دار در سطح آماري  و (**) معنی درصد 5دار در سطح آماري  دار، (*) معنی غیرمعنی  

  
ویسکوزیته، درجۀ هیدرولیز و نقطۀ ذوب در استخراج آنزیمی آنالیز واریانس رگرسیون راندمان استخراج، استحکام ژل،  -3جدول
  ژلاتین

  منابع تنوع

  مجموع مربعات

 ۀدرج
  آزادي

بازده 
استخراج 
  (درصد)

 ۀدرج
  آزادي

استحکام ژل 
  (گرم)

 ۀدرج
  آزادي

ویسکوزیته 
پاسکال  (میلی

  بر ثانیه)

 ۀدرج
  زاديآ

 ۀدرج
هیدرولیز 
  (درصد)

 ۀدرج
  آزادي

ذوب  ۀنقط
  گراد) (سانتی

  90/198**  3  50/452**  3  29/11**  3  50/16924**  3  48/26**  3  خطی
  ns64/2  3  ns34/4  3  **45/1  3  ns70/32  3  *00/40  3  دوم  درجه

  ns38/58  3  ns05/0  3  ns38/9  3  ns38/1  3  66/0**  3  ها  حاصلضرب
  28/240**  9  50/452**  3  79/12**  9  50/16924**  3  48/26**  3  مدل

)ns (درصد 1دار در سطح آماري  و (**) معنی درصد 5دار در سطح آماري  (*) معنیدار،  غیرمعنی  
  

  هاي تابع هاي فرایند استخراج آنزیمی و متغیر ضرایب همبستگی میان متغیر -4جدول 

  متغیر
  ضریب هبستگی

  بازده استخراج
  (درصد)

  استحکام ژل
  (گرم)

  ویسکوزیته
  پاسکال بر ثانیه) (میلی

  هیدرولیز ۀدرج
  (درصد)

  ذوب ۀنقط
  گراد) (سانتی

  -81/0  79/0  -90/0  -98/0  55/0  غلظت آنزیم
  -29/0  40/0  -23/0  -17/0  65/0  زمان هیدرولیز
  00/0  - 16/0  -01/0  -01/0  13/0  دماي استخراج

  
روند تغییرات مقدار بازده استخراج در ژلاتین 

) نشان داده 1(شکل پوست گوسفند در شده از  استحصال
 يدما یککه در  دهد ینشان م )الف-1(شکل شده است. 

درصد  5/2به  5/0با افزایش غلظت آنزیم از استخراج ثابت 
دقیقه، بازده استخراج  240به  60و زمان هیدرولیز از 

و همچنین در یک زمان هیدرولیز  یابد میافزایش ژلاتین 
دماي استخراج، بازده استخراج و  افزایش غلظت آنزیمثابت 

با افزایش میزان غلظت آنزیم . )ب- 1شکل ( یابد افزایش می
ترتیب  گردد، بدین هاي محلول بیشتر می میزان کلاژن

فزایش شود. درنتیجۀ ا تر هیدرولیز می کلاژن بیشتر و سریع
هاي پروتئینی بیشتري در هلیکس  زنجیره هیدرولیز،

تایی کلاژن دچار شکستگی شده و درنتیجه میزان  سه
 .)Mulyani et al., 2017( شود کلاژن تولیدي بیشتر می
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  بازده استخراج ژلاتین برغلظت آنزیم، زمان هیدرولیز و دماي استخراج متغیرهاي زمان  تأثیر هم - 1شکل 

  
  استحکام ژل (بلوم)

پذیري  در واقع میزان سختی و ثبات، استحکام و تراکم 1بلوم
هاي کاربردي  ژل در دماي موردنظر است؛ یکی از ویژگی

سازي ژل در  مهم ژلاتین که با اعمال بار (گرم) براي فشرده
 & ,Ahmed, Ptaszek( گیرند شرایط عادي، آن را اندازه می

Basu, 2016(هاي  آنالیز واریانس اثر کلی متغیر . نتایج
یند روي استحکام ژل نشان داد که فقط اثرات خطی افر

داري  ثیر معنیأهیدرولیز مدل تغلظت آنزیم و زمان 
)01/0<P (داشتند ) ضرایب همبستگی میان )2جدول .

دهد که غلظت  هاي تابع نشان می یند و متغیراهاي فر متغیر
ثیر بیشتري روي کاهش میزان استحکام ژل نسبت أآنزیم، ت

به زمان هیدرولیز و دماي استخراج دارد. همچنین اثر دماي 
باشد  استخراج روي استحکام ژل کمتر از زمان هیدرولیز می

                                                             
1 Bloom 

   ).4جدول (
روند تغییرات استحکام ژل در استخراج ژلاتین 

هاي غلظت  شده از پوست گوسفند با متغیر استحصال
) نشان 2(شکل آنزیم، زمان هیدرولیز و دماي استخراج در 

تأثیر دماي استخراج ) عدم ب-2(شکل داده شده است. در 
. همچنین نشان شود روي استحکام ژل مشاهده می

دهند که با افزایش غلظت آنزیم، مقدار استحکام ژل  می
یابد. تأثیر غلظت آنزیم و زمان هیدرولیز روي  کاهش می

دلیل افزایش هیدرولیز و تولید  کاهش استحکام ژل به
هش در باشد که درنهایت، کا هاي کوتاه پپتیدي می زنجیره

وزن مولکولی ژلاتین تولیدي سبب کاهش در قدرت 
  .)Lassoued et al., 2014( شود تشکیل ژل می

   
  دماي استخراج بر استحکام ژل ژلاتینزمان متغیرهاي غلظت آنزیم، زمان هیدرولیز و  تأثیر هم -2شکل 
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  ویسکوزیته
عملیات، اندازه و  ، غلظت، شرایط پیشpHتوزیع وزن مولکولی، 

 Mulyani et( توزیع مولکولی و پراکندگی بر ویسکوزیته مؤثرند
al., 2017; Sanaei, Mahmoodani, See, Yusop, & Babji, 
2013; ShahiriTabarestani et al., 2010; Talapphet et al., 

دو  ، غلظت آنزیم و زمان هیدرولیزنتایج نشان داد که .)2017
شده از  ژلاتین استحصال ۀثیرگذار بر ویسکوزیتأفاکتور مهم ت

دماي . در مقابل متغیر )P>01/0(پوست گوسفند بودند 
. )2جدول ( داري بر ویسکوزیته نداشت ثیر معنیأاستخراج ت

 )4 جدول(یند با ویسکوزیته اهاي فر ضرایب همبستگی متغیر
 ۀدهد که اثر غلظت آنزیم روي مقدار ویسکوزیت نشان می

زمان بیش از اثر شده از پوست گوسفند  ژلاتین استحصال
   شکلکه در     گونه همانباشد.  هیدرولیز و دماي استخراج می

دهد در دماي استخراج ثابت، با افزایش  مینشان  )الف- 3(
غلظت آنزیم و زمان هیدرولیز مقدار ترکیبات هیدرولیزشده 

این کاهش . یابد میافزایش و درنتیجه مقدار ویسکوزیته کاهش 
هاي پپتیدي  هیدرولیز، زنجیره مدت زمان ۀممکن است درنتیج

وزن مولکولی پایین ایجاد گردد که درنهایت ژلاتین با  با
 & ,Mohammad, Kumar( شود میپایین تولید  ۀوزیتویسک

Basha, 2015; Rafieian, Keramat, & Shahedi, 2015( .
هاي بالاي  غلظتدهد که در  مینشان  )ب- 3( شکل همچنین

 .داري نداشت معنیثیر أآنزیم، دماي استخراج روي ویسکوزیته ت
درصد  95فاکتور عدم برازش براي صفت ویسکوزیته در سطح 

  ).5جدول دار بود ( معنی

  

  شده بازده استخراج، استحکام ژل، ویسکوزیته، درجۀ هیدرولیز و نقطۀ ذوب هاي نیکویی برازش شاخص - 5جدول 

  بازده استخراج  متغیر
  (درصد)

  استحکام ژل
  (گرم)

  ویسکوزیته
  پاسکال بر ثانیه) (میلی

  هیدرولیز ۀدرج
  (درصد)

  ذوب ۀنقط
  گراد) (سانتی

  88/0  81/0  98/0  99/0  70/0  شده ضریب تعیین تعدیل
  83/81  45/166  12/1  90/267  38/14  مجموع مربعات خطاي پیشگویی

  ns12/2  ns77/3  ns18/2  ns86/1  ns18/0  فقدان برازش
  74/7  30/9  79/7  20/2  22/6  ضریب تغییرات

)ns (دار  غیرمعنی  
 

    
  ژلاتینویسکوزیتۀ زمان متغیرهاي غلظت آنزیم، زمان هیدرولیز و دماي استخراج بر  تأثیر هم - 3شکل 

  
   )DHهیدرولیز ( ۀدرج
پارامتر نظارت بر عملکرد پروتئولیز  ۀمنزل بههیدرولیز  ۀدرج

بین هیدرولیز  ۀرود و بهترین آزمون براي مقایس کار می به
داربودن اثر  آنالیز واریانس، معنیهاي مختلف است.  پروتئین

هیدرولیز  ۀبر درج) P>01/0( غلظت آنزیم و زمان هیدرولیز
 دهد شده از پوست گوسفند را نشان می لژلاتین استحصا

یند ا. ضرایب همبستگی پیرسون میان متغیرهاي فر)2جدول (
دهد که اثر متغیر غلظت  نشان می) 4جدول (و متغیر وابسته 

ثیر أ. تباشد میهیدرولیز بیش از دو متغیر دیگر  ۀآنزیم بر درج
زمان غلظت آنزیم، زمان هیدرولیز و دماي استخراج روي  هم

شده از پوست گوسفند در  هیدرولیز ژلاتین استحصال ۀدرج

خوبی نشان  به )4( شکل نشان داده شده است. )4(شکل 
ثیر زیادي روي أدهد که زمان هیدرولیز و غلظت آنزیم ت می
هیدرولیز محلول ژلاتین دارد. واضح است که با افزایش  ۀدرج

هاي پپتیدي در سوبسترا بیشتر شکسته  غلظت آنزیم، باند
 دهند هیدرولیز نهایی را افزایش می ۀشوند و درنتیجه درج می

)Giménez, Alemán, Montero, & Gómez-Guillén, 2009; 

See et al., 2011(غلظت آنزیم باید  مقدار . البته انتخاب
شکست  ۀهاي پپتیدي در سوبسترا و درج به کل زنجیره باتوجه

 کاهش را هاي مصرفی مناسب پروتئین انتخاب شود تا هزینه
  . )Gbogouri, Linder, Fanni, & Parmentier, 2004( دهد
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  زمان متغیرهاي غلظت آنزیم، زمان هیدرولیز و دماي استخراج بر درجۀ هیدرولیز ژلاتین تأثیر هم -4شکل 

  
  ذوب ۀنقط

آنالیز واریانس مدل سطح پاسخ ر که نتایج طو همان
) P>01/0تأثیر (اثر غلظت آنزیم  دهد نشان می) 3 جدول(

ذوب ژلاتین حاصل از پوست گوسفند  ۀداري بر نقط یمعن
 15طیف دمایی  دارايژلاتین تولیدشده  بذو ۀداشت. نقط

همچنین ضرایب همبستگی گراد بود.  سانتی ۀدرج 27تا 
دهد که اثر  نشان می )4 جدول(یند اهاي فر میان متغیر

شده  ذوب ژلاتین استحصال ۀمتغیر غلظت آنزیم روي نقط
زمان غلظت آنزیم،  ثیر همأبیش از زمان هیدرولیز است. ت

ذوب ژلاتین  ۀزمان هیدرولیز و دماي استخراج روي نقط
خوبی  به )ب-5( شکل. نشان داده شده است )5(  شکلدر 

ثیر زیادي روي میزان أدهد که دماي استخراج ت نشان می
  ذوب محلول ژلاتین ندارد. ۀنقط

  

    
  زمان متغیرهاي غلظت آنزیم، زمان هیدرولیز و دماي استخراج بر نقطۀ ذوب ژلاتین تأثیر هم - 5شکل 

  
  روش الکتروفورز   بهتعیین الگوي پروتئین 

دهد که بعضی  مینشان  )6شکل ( SDS-PAGEهاي  پروفایل
آمده از پوست گوسفند حاوي  دست بههاي ژلاتین  نمونه از

است.  α ةهاي پروتئینی زنجیر و باند β ةترکیبات اصلی زنجیر
غلظت هاي ژلاتین تولیدشده در  بیشترین وزن مولکولی نمونه

دون درنظرگرفتن زمان هیدرولیز مشاهده شد. ب ،آنزیم پایین
  ۀهاي بزرگ ممکن است نتیج البته وجود برخی از مولکول

هاي بزرگ موجود در مواد خام باشد که بر اثر  تولید پروتئین
طورکلی، وزن مولکولی  اند. به وجودآمده بههیدرولیز ناقص 
یند هیدرولیز است که به اشده متأثر از فر ژلاتین استخراج

هاي پپتیدي و نیز پیوند عرضی  شدن باند تقسیم
 کند هاي پپتیدي کمک می مولکولی بین زنجیره درون

)Nalinanon, Benjakul, Visessanguan, & Kishimura, 

2008; Xu et al., 2017( . مثلاًزمان هیدرولیز با بالارفتن)  از
ها بیشتر اتفاق  یند شکست در باندا)، فردقیقه 240به  60
ر شود. د افتد و ژلاتین با وزن مولکولی پایین حاصل می می

و  α ة، امکان تخریب ترکیبات زنجیرزمانمجموع، با افزایش 
β مشخص شد  .شود رفتن کامل آنها بیشتر می و حتی ازبین

 ثیر چشمگیري نداشتأکه دماي استخراج در وزن مولکولی ت
)Du, Khiari, Pietrasik, & Betti, 2013; Mad-Ali et al., 

2016a; Souissi, Bougatef, Triki-Ellouz, & Nasri, 2007( .
و زمان هیدرولیز بر ترکیبات ژلاتین  غلظت آنزیمبنابراین 
با وزن مولکولی  نشانگرتأثیر دارند. از پروتئین  تولیدشده
  مولکولی استفاده شد.   وزن استاندارد ۀمنزل بهمشخص 
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 يها در دما یممختلف آنز يها پوست گوسفند با استفاده از غلظت یعاتاز ضا شده استحصال ینژلات SDS-PAGE هاي یلپروفا – 6 شکل

دماي  ةدهند نشانترتیب  بهو اعداد در هر ستون از بالا به پایین  نشانگر وزن مولکولی است M(؛ ختلفم یدرولیزه يها زمان يمتفاوت استخراج برا
  ).باشند میگراد)، زمان هیدرولیز (دقیقه) و غلظت آنزیم (درصد)  سانتی ۀ درجاستخراج (

  
  گیري نتیجه

سازي سطح  توان با روش بهینه این تحقیق نشان داد که می
یند استخراج آنزیمی از ضایعات پوست گوسفند را اپاسخ، فر

ژلاتین در صنایع  ةبه مصرف گسترد سازي کرد و باتوجه مدل
غذایی، که هر سال سبب افزایش واردات این محصول از سایر 

شود، پیشنهاد  کشورها و خروج مقادیر زیادي ارز از کشور می
 ۀمنزل بهضایعات پوست گوسفند در صنایع دباغی  شود می

صنعتی ارزیابی  منبع خوبی براي تولید ژلاتین در مقیاس نیمه
عملیات در  شود. در این پژوهش، استفاده از آنزیم و پیش

هاي ژلاتین  یند استخراج، بر خصوصیات و ویژگیافر
هاي  و آنالیزها  به آزمون باتوجهشده مؤثر بودند.  حاصل

درصد  5/0گراد،  سانتی ۀدرج 60دماي استخراج  شده،  انجام
بهینه  ۀنقط عنوان بهدقیقه زمان هیدرولیز  166و  غلظت آنزیم

که در آن، روند استخراج ژلاتین از پوست گوسفند اعلام شد 
، در موردبررسی آل بود و تقریباً تمام عوامل در شرایط ایده

  شرایط مطلوب بودند. 
  

  تشکر و قدردانی
 رازي وسازي  سرم توس، تک سورنهاي  از همکاري آزمایشگاه
آزمایشگاهی و تمام عزیزانی که با  هايکارشناسان این واحد

خود، انجام این پژوهش را ممکن و به  ۀهاي صمیمان همکاري
  کنیم. ساندند، تشکر و قدردانی میما یاري ر
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Abstract: 

This study determined the optimal conditions for enzyme-assisted gelatin extraction from sheep skin 
waste using the effects of three variables: enzyme concentration (0.5-2.5%), hydrolysis time (60-240 
min), and extraction temperature (60-80 C). The impact of these three variables was studied on 
extraction, yield, gel strength, viscosity, degree of hydrolysis, melting point and SDS-PAGE, and the 
results were analyzed by using the central composite design (CCD) and response surface methodology 
(RSM). Also the analysis of variance table showed that the lack of fit was not significant for all 
response surface models at 95%. The results showed that enzyme concentration 0.5%, hydrolysis time 
of 166 min, and extraction temperature 60 C are the desirable condition for optimal extraction 
(11.03%) and optimal degree of hydrolysis (23.00%). In addition, the effects of these three variables 
on gel strength, viscosity and melting point were significant, and in optimal conditions, gel strength 
was measured as 175.33 g, viscosity as 3.26 Mpa/sec, and melting point as 25.39 C.  

Keywords: Enzymatic Extraction, Gelatin, Response Surface, Sheep Skin Waste 
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