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  چکیده
 با برخی از خصوصیات فیزیکوشیمیایی و رئولوژیکی آن و شد استخراج پپسین آنزیم کمک به آنزیمی روش طریق از ماهیلیف پوست ژلاتین پژوهش این در
 سه در آنزیم ،گرادسانتی درجه 50 و 40 ،30 سطح سه در دما مستقل متغیر سه اثر. گردید مقایسه  شیمیایی روش به ماهییلف پوست از شدهاستخراج ژلاتین
 سنجییفط و (SDS-PAGE)تعیین وزن مولکولی  قبیل از وابسته متغییر بر 4 و 3 ،2 سطح سه در pH و وزنی -وزنی %1/0 و %055/0 ،%01/0 سطح
 با )5(تیمار  =4pHو  %1/0، نسبت آنزیم گرادیسانتدرجه  30دماي نمونه تیمار شده در در این پژوهش  .شد بررسیو رفتارهاي رئولوژیکی  )FTIR( قرمزمادون

نمونه مرکزي با  عنوانبه) 17(تیمار  =3pHو  %055/0، نسبت آنزیم گرادیسانتدرجه  40در دماي نمونه تیمار شده داراي بیشترین قدرت ژل،  گرم 36/2466
داراي کمترین میزان  08/483با قدرت ژل  )19(تیمار  =2pHو  %01/0، نسبت آنزیم گرادیسانتدرجه  50در دماي  نمونه تیمار شدهو گرم  92/909قدرت ژل 

 )5(تیمار  آنزیمی روش به شدهاستخراج ژلاتین ،PAGE-SDS بر اساس نتایج انتخاب شد. افزارنرمتوسط  بررسی متغییرهاي وابستهقدرت ژل بود، جهت 
 FTIR آزموندر بررسی  .بود ی با وضوح بهترداراي باندهای نسبت به تیمار شیمیایی β ترکیبات همچون بالا مولکولی وزن با ییو پلیمرها 2α و 1α هايزنجیره
 یمشابه نسبتاً جذب هاشدت و تغییر مکان برخی از پیک شیمیایی روش به شدهاستخراج ژلاتین و آنزیم کمک به شدهاستخراج ژلاتین گانهسه مارپیچ ساختار
 تمامی در ظاهري و ویسکوزیته ژل بستن نقطه و ذوب نقطه افزایش دهندهننشا شیمیایی روش به شدهتهیه نمونه به نسبت 5در تیمار  جریانی رفتارهاي .داشتند

  .بود برشی هاينرخ
  

  ، رفتارهاي رئولوژیکیSDS-PAGE ،FTIR، ماهیفیلاستخراج آنزیمی، ژلاتین، هاي کلیدي: واژه
  

  1مقدمه
ها، غضروف و اي اصلی در استخوانپروتئین رشتهژلاتین یک 

لیز جزئی از کلاژن به ت که توسط هیدرواس حل در آبقابل و پوست
 زیادي متغیرهاي تابع خود استحصالی ژلاتین . کیفیتآیددست می

 است اثرگذار ژلاتین خواص بر کلاژن نوع و حیوان سن منبع، و است
)Bailey et al., 1998 .(خاصیت ژل، تولید قابلیت ماده این 

 Gilsenan and( دارد دهندگیقوام و کنندگیشفاف چسبندگی،
Ross-Murphy, 2000(، و شیمیایی نظیربی خواص جهت به و 

 Yang et( دارد دارویی و غذایی صنایع در ايگسترده کاربرد فیزیکی
al., 2007 .(هضمیت هاي کلاژن، قابلشده از رشتهژلاتین تهیه 
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، بدون کلسترول، چربی و کربوهیدرات جایی کهبالایی دارد و از آن
   .اي بر سلامت انسان داردویژهثبت است اثرات م

ترین بیوپلیمرهاي طبیعی است، که ژلاتین یکی از مورد توجه
از ژلاتین  %46حدود  این منبع شود.تولید میپوست خوك از  عمدتاً

و  )%4/29پوست گاو ( ازآنپسگیرد تولیدي سالانه دنیا را در برمی
مختلف و در ابعاد  اگرچه ژلاتین دام به اشکال قرار دارد.استخوان گاو 

، اما از سوي دیگر استفاده )99Asher, 19(وسیع مصرف جهانی دارد، 
به دلیل عقاید مذهبی (ممنوعیت مصرف هرگونه فرآورده مرتبط  از آن

خاص  هايیوهشنیز با گاو نزد هندوها و خوك در اسلام و یهودیت) و 
راین تلاش . بنابهایی روبرو استبا محدودیتخواري زندگی مانند گیاه

در حال  جایگزین مناسب براي محصولات غذاییمنابع براي یافتن 
هاي ژلاتین ترین جایگزینیکی از مناسب افزایش است. ژلاتین ماهی

. ژلاتین شده استعنوان غذایی حلال پذیرفته به است کهپستانداران 
 اسیدآمینه مختلف هايترکیب ازنظر ماهی با ژلاتین پستانداران

متفاوت بوده و این امر منجر  پرولین هیدروکسی و پرولین خصوصبه

 نشریه پژوهشهاي علوم و صنایع غذایی ایران 
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اي شدن، نقطه ذوب و از قبیل دماي ژله متفاوت خواصی به بروز
برطرف کردن یا کاهش برخی از  منظوربه. شودمیقدرت ژل 

استفاده از آنزیم  کارهایی مانندراه ،مرتبط با ژلاتین ماهی مشکلات
و خصوصیات ژلاتین  بهبود استحکام جهت براي استخراج،

آنزیم  .(Tong and Ying, 2013)است  پیشنهاد شدهشده استخراج
در  پروتئازهاي آسپارتیکی مهمیک  )EC 3، 4، 23، 2(پپسین حیوانی 

هاي فرد در برنامههاي منحصربهبا ویژگیو  هاهیدرولیز پروتئین
 (Zhao et al., 2011). استتحقیقات پزشکی و کاربردي صنعتی 

و استخراج ) Nalinanon et al., 2007( ن در استخراج کلاژنپپسی
  .رودکار میهب )Nalinanon et al., 2008( ژلاتین

ماهی داراي با توجه به تحقیقاتی که صورت گرفته است، فیل
؛ 1392(مجتهدي و همکاران،  پوستی با منبع غنی از ژلاتین است

پوست آن یک ماده  توان ازبنابراین می ).1387مرتضوي و همکاران، 
همانند ژلاتین با کمک آنزیم پپسین تولید کرد و خواص  ارزش با

 استفاده مورد ترگسترده صورتبهارتقا بخشید تا  بافتی آن را بهبود و
 ماهییلفهدف از این مطالعه استخراج ژلاتین از پوست  قرار بگیرد.

هبود خاویاري به کمک آنزیم پپسین و سپس بررسی اثر آنزیم بر ب
ین عملکردي آن نسبت به ژلات هايیژگیوخواص بافتی ژلاتین و 

  .استبه روش شیمیایی  شدهاستخراج
  

  هامواد و روش
ایران)، ، تایتراکمسدیم کلرید، آنزیم پپسین (مواد مصرفی شامل 

 مرك(، سدیم هیدروکسید %37کربنات، هیدروکلریک اسید  سدیم
 مرکاپتو بتایک اسید، گلیسین، است ،متانول ،آمیدآکریلپلی ،آلمان)

 Dye-Glycerol ,Tris-Hcl ,SDS, اتانول، پتاسیم برمید،
Commassie Blue G-250 باشد.می  

  
  و استخراج ژلاتین و اعمال فاکتورها فراوريیشپ

 Fengشبه رو پوست يسازآماده سازي نمونه:تهیه پوست و آماده
 Huso) ی خاویاريماهانجام شد. پوست فیل) 2013همکارانش ( و 

huso)  از استخر  با همکاري اداره شیلات استان مازندرانپرورشی
پرورش ماهیان خاویاري واقع در شهرستان بابلسر بخش بهنمیر 

تهیه گردید و در یونولیت حاوي  1396روستاي میرود در شهریور ماه 
 دانشگاه پایلوت فراوري محصولات شیلاتی یخ به محل آزمایشگاه

 %5/3محلول . شدانتقال داده  ساري کشاورزي یعی و علوممنابع طب
 %5/0، و محلول یکلاژنیرغهاي جهت حذف پروتئین ،نمک طعام

ابتدا در  ، جهت حذف چربی از پوست استفاده گردید.سدیم کربنات
 حجمی -وزنی 10: 1سدیم کلرید به نسبت  %5/3با محلول  هاپوست

 6دور در دقیقه به مدت  180با سرعت مخلوط  سپس گردید. مخلوط
 ساعت محلول تعویض شد. 3صورت مداوم همزده شد و هر ساعت به

 ومخلوط پوست و سدیم کلرید را از صافی گذرانده  در مرحله بعد،
 10: 1ها با آب مقطر با نسبت پوستسپس  داده شد. وشوشست
گردید. پس از مخلوط  سدیم کربنات %5/0حجمی با محلول  -وزنی

صورت ساعت به 6دور در دقیقه به مدت  180با سرعت  آن مخلوط
 هادر انتها پوستساعت محلول عوض شد.  3شد و هر مداوم هم زده 

استخراج به  و فرآیند استخراج انجام شد.شده آب مقطر شسته با 
با اندکی تغییر در مراحل استخراج  )2013(، شو همکاران تانگروش 

 همراه با شدهپوست پیش تیمار  دنبا افزوژلاتین استخراج  انجام شد.
) 50و  40، 30حجمی در دماهاي ( - ) وزنی8/1:2آب مقطر به نسبت (

وزنی و  -) وزنی1/0و  055/0، 01/0درصد آنزیم (، گراددرجه سانتی
pH  )2 ،3  ( حمام آب گرمدقیقه در  45ساعت و  6) به مدت 4وFan 

azma gostar, Iran( منظور تنظیم انجام شد بهpH  مناسب جهت
توسط  pHبار دقیقه یک 30فعالیت آنزیم در طول مدت استخراج هر 

pHمتر )CB 16 NW(گیري شد و براي رساندن آن اندازه ، انگلیس
نرمال  1به مقدار موردنظر از هیدروکلریک اسید و سدیم هیدروکسید 

پس از پایان استخراج مخلوط در حمام آب جوش به  استفاده شد.
قرار گرفت و از پارچه  هاآنزیم براي غیرفعال کردندقیقه  5مدت 

دور در دقیقه  3500با سرعت  شدهصاف.محلول داده شدف عبور تنظی
 Universal( سانتریفوژسازي منظور خالصدقیقه به 20به مدت 

Centrifuge (کن انجمادي خشک توسطشد و درنهایت ، ایران
)operon, FDU-8624براي این منظور . خشک گردید) ، کره جنوبی

بارمصرف ریخته شدند، ابتدا در قسمت محلول ژلاتین در ظروف یک
قرار گرفتند، بعد از منجمد شدن  -18فریزر یخچال معمولی در دماي 

درجه  -85کن انجمادي در دماي ها، در داخل اتاقک خشکنمونه
سلسیوس قرار داده شدند تا فرآیند خشک شدن تحت خلأ را سپري 

پوست  عنوان ژلاتیننهایت پودر لیوفیلیزه شده که بهنمایند. در
هاي پودرهاي تولیدشده در کیسهتهیه شد.  ماهی هستند،فیل

گراد تا زمان ارزیابی درجه سانتی -18در فریزر در دماي  پلاستیکی
  نگهداري شدند. هاهاي آنویژگی
  

ی با روش سدیم دودسیل سولفات تخمین وزن مولکول
  )SDS-PAGE( لآمید ژآکریلپلی

 .انجام شد )Laemmli  )1970وزن مولکولی به روش یريگاندازه
درجه  60در آب مقطر با دماي  mg/ml  5ژلاتین به مقدار  يهانمونه
 مرکاپتو بتا %20دقیقه حل شدند . بافر حاوي 20به مدت  گرادیسانت

 دگرایسانتدرجه  95اضافه شد. پس از دناتوره شدن در دماي اتانول 
-SDS) توسط میکروگرم 20ژلاتین (  يهانمونهدقیقه،  5به مدت 
PAGE  مورد  شدهانباشتهژل  %5و  شدهحلژل  %10با استفاده از

قرار گرفت. باندهاي پروتئینی با استفاده از  تحلیل و یهتجز
Coomassie Brilliant Blue G-250 لدر مورد شدند یزيآمرنگ .



  159     ...از شده استخراج ژلاتین رئولوژیکی و فیزیکوشیمیایی خصوصیات ايمقایسه مطالعه

  کیلودالتون بود. 270تا  5/6و محدوده وزن مولکولی آن از  GeneDirexاستفاده در این پژوهش 
  

  ماهییلفسطوح متغییرهاي آزمایشی جهت استخراج ژلاتین از پوست  - 1ل جدو
  شدهيسطوح کدبند  نماد  نوع متغییر

    1+  0  1-  
  c) °( A  50  40  30دما 

  B  1/0  055/0  01/0 (w/w)نسبت آنزیم 
pH  C  4  3  2  

  
 ماهیسازي فاکتورها و شرایط ترتیبی مورداستفاده در فرآیند استخراج آنزیمی ژلاتین از پوست فیلهی تصادفی آزمایش بهینهتیمارد - 2ل جدو

  pH م (%)نسبت آنزی  (c°)دما   تیمار
1  40  1/0  3  
2  30  01/0  2  
3  50  1/0  4  
4  50  055/0  3  
5  30  1/0  4  
6  40  055/0  3  
7  50  01/0  4  
8  30  01/0  4  
9  40  055/0  3  

10  40  055/0  2  
11  30  1/0  2  
12  40  055/0  3  
13  40  055/0  3  
14  50  1/0  2  
15  40  055/0  3  
16  30  055/0  3  
17  40  055/0  3  
18  40  055/0  4  
19  50  01/0  2  
20  40  01/0  3  

  صفر  صفر  75  شیمیایی
  
  )FTIRقرمز (مادون یسنجفیط
) 2012ن (و همکارا  Al-Saidiمطابق روش FTIR يهافیط

 گرم نمونهمیلی 10حاوي هايدیسک از FTIR تهیه شد. طیف
 90 حدود در) نمونه گرم 100 گرم در 16 :رطوبت میزان( شدهخشک
  .آمد دست به) KBr( پتاسیم برمید گرممیلی

  
 رفتارهاي رئولوژیکی

هاي رفتاري رئولوژیکی (همچون توصیف ویژگی منظوربه
ژل در روبش دمایی) از ویسکوزیته و نقطه ذوب و بستن 

) استفاده شد. بدین منظور از 2009و همکاران (  Norziahروش
درجه و  2متر، زاویه: میلی 40صفحه ( - رئومتر تنشی کنترلی صفحه

ها از حمام آب گرم میلی میکرون)، پس از خارج شدن نمونه 52گپ: 
 درصد 3( ژلاتینی محلول ویسکوالاستیک هاياستفاده گردید. ویژگی

 روبش( گرادسانتی درجه 50 تا 5 محدوده در) حجمی /وزنی
 نرخ با) سرمایشی روبش( گرادسانتی درجه 5 تا 50 و) گرمایشی
  .شد گیرياندازه دقیقه بر گرادسانتی درجه 1 سرمایشی/ گرمایشی
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  هاداده وتحلیل آماريتجزیه
 طرح از آزمایشی تیمارهاي سازيبهینه منظوربه پژوهش این در

 یابیبهینه منظوربه. شد ستفاده) اRSM( خپاس سطح روش اريآم
. شد استفاده مرکزي مرکب طرح از ژلاتین آنزیمی استخراج فرآیند
. شد گرفته نظر در شاخص عنوانبه ژل قدرت اساس بر سازيبهینه

 ،)گرادیسانتدرجه  50 و 30،40( دما شامل مستقل متغیرهاي اثر
 3) در 4و  2 ،3( pHو  )%1/0و  w/w 01/0% ،055/0%نسبت آنزیم(

 بر پاسخ هر براي آمدهدستبه مدل سطح مورد ارزیابی قرار گرفت.
 جهت. آزمون شد ANOVA طرفهیک واریانس آنالیز آزمون اساس

 افزارنرم از یابیبهینه و نمودارها رسم نتایج، آنالیز آزمایش، طراحی
گیري شده اندازه هايشاخص .شد استفاده) 7 نسخه( اکسپرت دیزاین

  سازي شدند.مدل 1بر طبق معادله 

)1(  
Y  ، هاي ثابت و  ،  ،  عبارت است از متغیر وابسته

سطح متغیرهاي مستقل بوده و  و برآورد شده توسط مدل، 

رات خطی، درجه دوم و اثرات متقابل ها به ترتیب نمایانگر اثآن
  باشندروي پاسخ می و  ، متغیرهاي 

  
  و بحث نتایج

 تعیین وزن مولکولی پروتئین با استفاده از تکنیک
  (SDS-PAGE)آمید ژل الکتروفورز آکریلپلی

 سطماهی توفیل پوست از شدهاستخراج ژلاتین پروتئین الگوي
ژلاتین  نمونه با مقایسه در) 19و  17، 5(تیمار  پپسین آنزیم

 نشان 1شکل  در ماهی به روش شیمیاییشده از پوست فیلاستخراج
شده استخراج نمونه در واضح طوربه 1α هايزنجیره .است شدهه داد

 باشدمی کیلودالتون 130 حدوداً که است مشاهدهل قاب آنزیم به کمک
شده به روش شیمیایی در ژلاتین استخراج 2αیره . زنج)5تیمار (

هاي با وزن مولکولی شده است. زنجیرهتر نشان داده نسبتاً ضعیف
کیلودالتون در نمونه شیمیایی و همچنین در نمونه  130کمتر از 
تدریج ناپدید شده به روش آنزیمی با کاهش نسبت آنزیم بهاستخراج

  ).19شد (تیمار 
 

 
وزنی  - وزنی %055/0شده با نسبت آنزیم )، نمونه تهیه5وزنی (تیمار  - وزنی %1/0هاي ژلاتین با نسبت آنزیم الگوي الکتروفورز نمونه -1شکل

  مارکر (راست) - (CH)شده به روش شیمیایی )، نمونه تهیه19وزنی ( -وزنی %01/0شده با نسبت آنزیم ) و نمونه تهیه17(تیمار 
  

 2αو  1αهاي شده به روش آنزیمی حاوي زنجیرهستخراجژلاتین ا
 طوربه 2αهاي یرهزنج) 17باشد. در مقدار متوسط آنزیم (تیمار یم

 شده مشاهده) 5ر تري نسبت به مقدار بیشینه آنزیم (تیمایفضع نسبتاً
 شده محو) تقریباً 19ها در مقدار کمینه آنزیم (تیمار یرهزنجاست و این 
به روش شیمیایی نسبت  شدهاستخراجها در ژلاتین یرهزنجاست. این 

مشاهده کرد که  توانمیاست علاوه بر این  ترضعیفنیز  5به تیمار 
حدود  2α /1αبه روش آنزیمی نسبت زنجیره  شدهاستخراجدر ژلاتین 

دهد ساختار ذاتی یم)، که نشان Iاست (نسبت ذاتی در کلاژن  2
با وزن مولکولی بالا همچون ترکیبات  است. پلیمرها شده حفظژلاتین 

β  کیلودالتون که حاصل پایداري حرارتی  270با وزن مولکولی
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شده در استخراج آنزیمی است، نسبت به نمونه باندهاي حفظ
مشاهده  تري قابلطور واضحشده به روش شیمیایی بهاستخراج

طور که باندهاي با تراکم بیشتر در بالاي ژل ، همانباشدمی
. همچنین )5(تیمار  باشدمیآمید تائیدکننده این مطلب آکریللیپ

شده به روش پپتیدها با وزن مولکولی پایین در ژلاتین استخراج
تواند به علت شکسته شدن جزئی ژلاتین آنزیمی مشاهده شد، که می

). این نتایج با 17و  5در طول تورم توسط پپسین باشد (تیمار 
پپتیدهاي با وزن  نشان دادندکه )، 2015ن (و همکارا  Jridiمشاهدات

شده توسط پپسین از ماهی مرکب مولکولی کم در ژلاتین استخراج
)Octopus vulgaris (طورکلی ، مطابقت دارد. بهدرصد کمی دارند

 عملکردي خواص و پپتیديپلی طول زنجیره بر استخراج آنزیمی
 نهایی ژلاتین گانهسهساختار مارپیچ  حفظ به منجر و دارد تأثیر ژلاتین

 و استخراج سازيدر بهینه )2013و همکاران ( Feng .شودمی
 چینی خاویار ماهی پوست از شدهتهیه کلاژن خصوصیات

)Acipenser sturio Linnaeus (مشاهده کردند که  آنزیم کمک به
به دلیل استفاده از آنزیم  خاویار ماهی پوست الکتروفورز ژل الگوهاي

 β زنجیره و α زنجیره از که است I نوع کلاژن حاوي براي استخراج

توان است. با توجه به نتایج حاصل از مطالعه حاضر می شدهساخته 
بیان داشت که استخراج آنزیمی ژلاتین در مقایسه با روش شیمیایی 

طور مؤثرتري منجر به حفظ خصوصیات کیفی تواند بهاستخراج می
  ژلاتین استخراجی گردد.

  
  (FTIR) قرمزمادونسنجی طیفآنالیز 

ژلاتین  قرمزمادونسنجی طیفگیري نتایج حاصل از اندازه
نوارهاي  آورده شده است. 5و  4، 3، 2هاي شکلشده در استخراج

و  III، آمید II، آمید I، آمید  Aجذبی در منطقه آمید ازجمله باند آمید
 Aآمید  موجطولمیزان  بیشترین و کمترین .بررسی گردید Bآمید 

 موجطول، بیشترین و کمترین میزان 19و تیمار  17مربوط به تیمار 
میزان  و کمترین بیشترین ،19و تیمار  5مربوط به تیمار  Iآمید 
شده به روش شیمیایی به تیمارهاي استخراجمربوط  IIآمید  موجطول

 1454به آمید   IIIنسبت آمید و کمترین میزان بیشترین، 17 و تیمار
(Amide III/Amide 1454)  باشد ومی 19و  5مربوط به تیمار 

 5و  19مربوط به تیمار  Bموج آمید طولبیشترین و کمترین میزان 
  باشد.می

  5تیمار  (FTIR)قرمز سنجی مادونطیف - 2شکل 
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  17تیمار  (FTIR)قرمز سنجی مادونطیف - 3شکل 

  19تیمار  (FTIR)قرمز سنجی مادونطیف - 4شکل 
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  شیمیاییتیمار  (FTIR)قرمز سنجی مادونطیف - 5 شکل

، آمید I، آمید  Aباند آمید ازجملهنوارهاي جذبی در منطقه آمید 
II آمید ،III  و آمیدB که مربوط به درجه نظم مولکولی و درگیري با ،

گانه هلیکس کلاژن هستند، به ترتیب مربوط به ساختار مارپیچ سه
 ,.C=O  (Benjakul et alی ، ارتعاش کششN-Hارتعاش کششی 

 ،C-Nبه همراه ارتعاش کششی  N-H، ارتعاش خمشی  (2009
Ahmad et al., 2010)(، هاي بین ارتعاش کششی ترکیب پیکCN 

در خمیدگی سطح توسط پیوندهاي آمیدي و  NHو تغییر شکل 
 2CHهاي اي توسط گروههمچنین جذب ناشی از ارتعاش جنبانه

 ,.Plepis et al) ،هاي جانبی پرولینهیسین و زنجیراسکلت گلا
  هستند. )2CH، , 1972)and krimm Abe نامتقارن و کشش (1996

افتد اتفاق می cm 3440-3400-1در محدوده  Aپیک جذب آمید 
(Sai and Babu, 2001). هاي جذب آمید پیکA  در این مطالعه به

 و )4(شکل  19، ) 3ل (شک 17)، 2ل (شک 5 هايترتیب براي تیمار
  يها) در طول موج5شده به روش شیمیایی (شکل نمونه تهیه

1-cm 827/3278، 1-cm 782/3278 ،1-cm 782/3294 و  
1-cm 715/3274  زمانی که گروه گردیدمشاهده .NH  یک پپتید در

به یک  Aپیوند هیدروژنی شرکت کرده است، وضعیت باند آمید 
) et alDoyle ,رد تغییر خواهد ک cm 3300-1موج کمتر، حدود طول

شده با هاي پایین براي ژلاتین استخراج. جابجایی به فرکانس(1975
ممکن است به تخریب ژلاتین و واکنش گروه آمین  شرایط مختلف

هاي واکنشی مرتبط باشد، شده با سایر گروهآزاد ژلاتین تخریب

 Benjakul( شودمی  Aآمید موجطولاین امر باعث کاهش  یجهدرنت
et al, 2009(. اي که در مطالعه Matmarohشو همکاران )2011 ،(

و کلاژن محلول در  (ASC) خصوصیات کلاژن محلول در اسید
 Parupeneusدار (شده از بزماهی طلائی خالتهیه (PSC) پپسین

heptacanthusپیک آمید ) را بررسی کردند ،A  برايASC  وPSC 
  مشاهده شد. 3294و  cm 3269-1هاي موجبه ترتیب در طول

 Feng)افتد اتفاق می cm 2922-1در محدوده  Bپیک جذب آمید 
et al, 2013)هاي جذب آمید . پیکB  در این مطالعه به ترتیب براي

شده ) و نمونه تهیه4شکل ( 19)، 3شکل (17)، 2شکل ( 5تیمارهاي 
، cm 949/2922 ،972/2923-1هاي: موجبه روش شیمیایی در طول

و همکاران  Fengدر مطالعه  یافت شدند. 616/2924و  034/2927
سازي استخراج و خصوصیات کلاژن بهینهکه در رابطه با  )2013(

 Acipenser sturioچینی ( يشده از پوست ماهی خاویارتهیه
Linnaeusپیک آمید صورت گرفت ) به کمک آنزیم ،B موج در طول

1-cm 2922- 2920 .یافت شد  
افتد اتفاق می cm 1700- 1600-1ده در محدو Iپیک جذب آمید 

(Payne and Veis, 1988).  پیک آمیدI  با ارتعاش کششیC=O  یا
همراه است. این باند براي  -COOواسطه پیوند هیدروژنی به

ها قرمز ساختار ثانویه پروتئیناسپکتروسکوپی مادون وتحلیلیهتجز
در این  Iید هاي جذب آمپیک .(Feng et al., 2013)باشد میمفیدتر 

 19 )،3شکل ( 17، )2(شکل  5 تیمارهايترتیب براي مطالعه به
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) در طول 5شده به روش شیمیایی (شکل ) و نمونه تهیه4(شکل 
و  cm 584/1628، 1-cm 149/1626، 1-cm 811/1622-1 هايموج

1-cm 519/1627 موج آمید یافت شدند. بالاتر بودن طولI به معناي ،
هاي مجاور از طریق پیوند هیدروژنی ا زنجیرهب C=Oواکنش بیشتر 

طورکلی، نسبت به تیمار شیمیایی). به 5شکل گرفته است (تیمار 
تانسیل بالاي پیوند هیدروژنی تر باندها مربوط به پموج پایینطول
 و Kittiphattanabawonدر مطالعه .  (Li et al., 2004)است

اي مایل به بمبک قهوه در رابطه با کلاژن کوسهکه ) 2010همکاران (
به  I، پیک آمید صورت گرفت (Chiloscyllium punctatum)زرد 

 1635و  cm 1631-1هاي موجدر طول PSCو  ASCترتیب براي 
  یافت شد.

رخ  cm 1600- 1550-1معمولاً در محدوده  IIپیک جذب آمید 
دهنده وجود باندهاي تر نشانهاي پایینموجدهد، و تغییر به طولمی

در  IIهاي جذب آمید پیک. (Ahmad et al., 2010)هیدروژنی است 
 19) ، 3ل (شک 17)، 2ل (شک 5این مطالعه به ترتیب براي تیمارهاي 

) در طول 5شده به روش شیمیایی (شکل ) و نمونه تهیه4(شکل 
و cm 329/1535 ،1-cm 364/1526، 1-cm 513/1538-1هايموج

1-cm 252/1525  العه در مط شد.مشاهدهFeng ) 2013و همکاران (
شده از سازي استخراج و خصوصیات کلاژن تهیهبهینهکه در رابطه با 

) به Acipenser sturio Linnaeusچینی ( يپوست ماهی خاویار
  موجطولدر  IIصورت گرفت، پیک آمید  کمک آنزیم

1-cm 1544-1536  شدگزارش.  
و تغییر  CNهاي بین ارتعاش کششی ترکیب پیک IIIپیک آمید 

مچنین در خمیدگی سطح توسط پیوندهاي آمیدي و ه NHشکل 
اسکلت  2CHهاي اي توسط گروهجذب ناشی از ارتعاش جنبانه

. (Plepis et al., 1996)ت هاي جانبی پرولین اسگلایسین و زنجیره
) نسبت 2010همکاران ( و Kittiphattanabawon بنا به گزارش

یک شاخص  (Amide III/Amide 1454) 1454به آمید   IIIآمید
گانه کلاژن است گیري براي حفظ یکپارچگی ساختار مارپیچ سهاندازه

دهنده تر نشانهاي پایینباشد. شاخص 1که باید بالاتر یا برابر با 
براي  ترتیب. در مطالعه حاضر این نسبت بهباشدمیدناتوراسیون 

شده نمونه تهیه) و 4(شکل  19) ، 3ل (شک 17)، 2ل (شک 5تیمارهاي 
بود. ساختار  04/1و 85/0، 05/1، 06/1): 5به روش شیمیایی (شکل 

) و 17و  5شده به کمک آنزیم (تیمار گانه هلیکس ژلاتین استخراجسه
شده به روش شیمیایی به دلیل اینکه نسبت جذب ژلاتین استخراج

 را نشان دادند، 1454و پیک آمید  IIIمشابهی بین بیشترین پیک آمید 
و  05/1، 06/1و شیمیایی:  17، 5مشابه بودند (به ترتیب براي تیمار 

کند که مارپیچ است، تائید می 1هایی که تقریباً ). شاخص04/1
شده شده به روش شیمیایی و استخراجهلیکس هر دو ژلاتین استخراج

به کمک پپسین هنوز وجود داشت و بخش زیادي از ساختار 
 19ه بود. پایین بودن این نسبت در تیمار شدهنوز حفظ  مولکولیینب

 محدوده آبکافت و فعالیت زیاد آنزیم در دلیلبه احتمال خیلی زیاد به
2pH=  پپتیدي هاي پلیشدن زنجیرهبه دنبال آن کوتاه کهباشد می

طور جداسازي باندهاي آمیدي به یتدرنها و افتدیماتفاق  پروتئین
و همکاران  Matmarohاي که در مطالعه .ه استشدنمؤثر انجام 

)، خصوصیات کلاژن محلول در اسید و کلاژن محلول در 2011(
 Parupeneusدار (شده از بزماهی طلائی خالتهیه پپسین

heptacanthusنسبت جذب مشابهی بین بیشترین ) را بررسی کردند ،
مشاهده شد.  PSCو  ASCبراي  cm 1450-1و پیک  IIIپیک آمید 

گانه هلیکس در هر دو رفتند که ساختار مارپیچ سهها نتیجه گآن
  کلاژن وجود داشت.

  
نتایج آنالیز نقطه ذوب و نقطه بستن ژلاتین توسط آزمون 

 روبش دمایی
به کمک  شدهاستخراجتیمارهاي هاي ویسکوالاستیک رفتار مدول

که به روش شیمیایی  يانمونهو  )19و  17، 5(تیمار  آنزیم پپسین
تر نشان داده شده است. در دماي پایین 7و  6، در شکلبود شده یهته
و مدول افت یا ) 'G(گراد، مدول ذخیره یا الاستیک درجه سانتی 20از 

با افزایش دما کاهش پیدا کرده و مدول الاستیک  )"G(گرانروي 
این مسئله  دهندهنشانکه ) 'G" G<(از مدول افت شده است  تربزرگ

که  19تیمار  استثناءبهاي دارند (ت ژلهها هنوز حالاست که نمونه
 20تر از پایین یباًتقرقدرت ژلی را دارا بود). در دماهاي  ترینیفضع

به کمک آنزیم در  شدهاستخراجگراد بین نمونه تیمارهاي درجه سانتی
و  5به روش شیمیایی یعنی در تیمار  شدهاستخراجمقایسه با نمونه 

 اندکیمقدار عددي  ازنظرول افت مدول الاستیک و مد ،17تیمار 
. نقطه ذوب ژلاتین باشدمیبه روش شیمیایی  شدهیهتهبیشتر از نمونه 

به روش  شدهیهتهو نمونه  17، 5به ترتیب در تیمارهاي  ماهییلف
به  19بود. تیمار  گرادیسانتدرجه  23/16و  78/15، 39/18شیمیایی: 

ین ژل در برابر حرارت خیلی سریع از هم دلیل مقاومت بسیار پای
گسسته شده و داراي نقطه ذوب معینی نبود. نقطه بستن ژل در 

به  شدهاستخراجو نمونه  17، 5به ترتیب در تیمار  ماهییلفژلاتین 
بوده است. لازم به ذکر است  279/8و  787/8، 78/9روش شیمیایی: 

  ایجاد ژل نبود.به دلیل گسستگی ساختار قادر به  19که تیمار 
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  در روبش گرمایشی و سرمایشی )'G(عملکرد مدول ذخیره یا الاستیسیته  - 6شکل 

  

  
  ) در روبش گرمایشی و سرمایشی"Gعملکرد مدول افت یا گرانروي ( - 7ل شک

  
و کاهش  pHبا افزایش نسبت آنزیم و  درواقعدر پژوهش حاضر 

درجه  20از  تریینپا، مقدار عددي مدول الاستیک در دماي دما
به روش  شدهاستخراجنسبت به نمونه  17و  5در تیمار  گرادیسانت

مدول الاستیک و  19اما در تیمار . افزایش یافتاندکی  شیمیایی
با روش شیمیایی  شدهاستخراجو نمونه  17، 5ویسکوز کمتر از تیمار 

مقدار عددي  و نسبت آنزیم pHشد یعنی با افزایش دما و کاهش 
لاستیک و ویسکوز کاهش یافت. این کاهش مدول الاستیک مدول ا

 مرتبط یمرپلپپتیدي بلندتر بخش جانبی  هايیرهزنجبا  19در تیمار 
توانند با ایجاد اتصالات طی کاهش دما نمی هابخشاست، زیرا این 

 دیگریعبارتبه، ینددرآتایی پایدار به شکل مارپیچ سه مولکولیینب
با افزایش دما  یجتدربهراسیون) پایینی دارند. اما ظرفیت بازسازي (رناتو

به روش  شدهاستخراجاز نمونه  تربزرگ 5تیمار  )'Gمدول ذخیره (
به  شدهاستخراجمقاومت دمایی نمونه  دهندهنشانشیمیایی شد، که 
همچنین وقتی دما بیشتر افزایش پیدا کرد، هر دو  کمک آنزیم است.
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 اند. خواصکاهش پیدا کرده یتوجهقابل طوربه) 'Gو  "Gمدول (
 در مولکولی هايیونفراکس به عمدتاً ماهییلف ژلاتین در ذوب نقطه

 افزایش با ژلاتین يهانمونه در ذوب نقطه دارد. ارتباط آلفا محدوده
 وزن با الیگومرها درواقع). 5است (تیمار  یافته افزایش آلفا زنجیره
 ساختارهاي مجدد تشکیل و ژلاتین بازسازي توانایی بالا یمولکول

 را هاماکرومولکول کنار در آب یريگجهت و تثبیت و منظم مارپیچی
 یريپذانعطاف کاهش یجهدرنت ).Sims et al., 1997د (دهنیم نشان

به دلیل  5تیمار در  .یابدیم افزایش ذوب نقطه ،ژلاتین يهامولکول
ژلاتین بیشتر حفظ ساختار آلفا  pHهیدرولیز پایین آنزیم پپسین در آن 

). گرادسانتیدرجه  39/18در دماي بالاتري ذوب شد (  یجهدرنتشد و 
 يهازماناثر  که ،)1392( مجتهدي و همکارانبا نتایج مطالعه این 

هاي ژلاتین پوست بر ویژگی یاییو قلاسیدي  فراوريیشپمختلف 
تند افرا بررسی کردند و دری (Huso Huso)ماهی خاویار ایرانی بلوگا 

 بیشتر و ژلاتین هاينمونه يهاافزایش زمان، حذف ناخالصی با
 در .افزایش یافت، مطابقت داشت نقطه ذوب آلفا و زنجیره یجهدرنت

 توجه هم ژلاتین ایمینواسیدي ترکیب به باید ژل ذوب نقطه بررسی
 باعث (پرولین و هیدروکسی پرولین) یدآمینهاس دو این حضور. داشت

به  19تیمار  .(Norland R, 1990) شودیم ژل ذوب نقطه افزایش
گانه خود را ساختار مارپیچ سه =pH 2دلیل هیدرولیز بالاي آنزیم در 

 هايیرهزنجمشاهده شد  1که در شکل  طورهماناز دست داده است 
از دست رفته است.  یباًتقراست و  یترؤقابل زحمتبه 19آلفا در تیمار 

ک و مدول افت افزایش پیدا کردند و در روبش سرمایشی مدول الاستی
در بعضی نقاط همدیگر را قطع  'Gو "Gاین افزایش تا زمانی است که 

 cooling(این نقطه یا نقاط در روبش سرمایشی . )'G" G=(اند کرده
scan( در این مطالعه. نقطه بستن ژل تعریف شده است عنوانبه، 

به  شدهاستخراجونه و نم 17، 5تیمار  برايبه ترتیب نقطه بستن ژل 
  .باشدمی گرادسانتیدرجه  78/9و  787/8، 279/8روش شیمیایی 

  
  ویسکوزیته ظاهري

به  شدهاستخراج يهانمونهنمودار ویسکوزیته ظاهري  8در شکل 
در مقایسه با نمونه  )19و  17، 5(تیمار  کمک آنزیم پپسین

 يهانهنموبه روش شیمیایی نشان داده شد. در تمام  شدهاستخراج
به کمک پپسین و با روش شیمیایی ابتدا یک  شدهاستخراجژلاتین 

شاخص تنش تسلیمی (افزایش ویسکوزیته در ابتداي نمودار) و سپس 
 درواقعشونده با برش قابل مشاهده است. رفتار غیرنیوتنی از نوع رقیق

بوده  برشی سرعتبهدر رفتار سودوپلاستیک، ویسکوزیته سیال وابسته 
در رفتارهاي  ش سرعت برشی کاهش پیدا کرده است.یفزاو با ا

ویسکوزیته خطی نیست.  نیوتنی رابطه بین تنش و سرعت برشغیر
) در 19تیمار  جزبهبه روش آنزیمی ( شدهیهتهغیرنیوتونی تیمارهاي 

ها یا در تمامی نرخ یباًتقربه روش شیمیایی  شدهیهتهمقایسه با نمونه 
  ست.سرعت برشی بالاتر بوده ا

  

  
) و 17)، تیمار مرکزي (تیمار 5(تیمار  نمونه ترینبه کمک آنزیم پپسین، قوي شدهاستخراج يهانمونهنمودار ویسکوزیته ظاهري  - 8شکل 

  به روش شیمیایی. شدهیهته) و نمونه 19نمونه  (تیمار ترین ضعیف
  

. افزایش شودیمبرش باعث اختلال در ساختار نمونه  درواقع
یک تنش تسلیمی  دهندهنشانبرشی پایین  يهانرخه در ویسکوزیت

 همکارانو  Binsi. (Rao and Kenny, 1999)ظاهري است 
از پوست  شدهاستخراج) خواص عملکردي و رئولوژي ژلاتین 2009(
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اسنپر چشم درشت و اثر آن بر توانایی تشکیل ژل گوشت چرخ شده 
تنش برشی در  ماهی را بررسی نمودند ویسکوزیته ابتدا به دلیل

برشی پایینی افزایش یافت و سپس با افزایش نرخ برش  يهانرخ
  . ویسکوزیته شروع به کاهش کرد

) 8در مطالعه حاضر، با توجه به شیب کاهش ویسکوزیته (شکل 
درجه  30در دماي  شدهیهتهدریافت که ویسکوزیته تیمار  توانیم

) داراي 5(تیمار  =4pHوزنی و - وزنی %1/0و نسبت آنزیم  گرادسانتی
و  گرادسانتیدرجه  50در دماي  شدهیهتهشیب کمتري نسبت به تیمار 

) و تیمار نقطه 19(تیمار  =2pHوزنی و  -وزنی 01/0نسبت آنزیم 
 055/0و نسبت آنزیم  گرادسانتیدرجه  40در دماي  شدهیهتهمرکزي 

ابر نرخ در بر 5تیمار  درواقع. باشدیم) 17(تیمار  =pH 3وزنی و -وزنی
برشی بالا  يهاسرعتبرش به دلیل توانایی در حفظ ساختار خود در 

نشان داده  17و  19مقاومت بیشتري در برابر برش نسبت به تیمار 
برشی  يهانرخدر ابتدا در  یکهدرحال 19تیمار  کهیصورت دراست. 

برشی  يهانرخزیادي از خود نشان داد اما در  نسبتاًپایین مقاومت 
با سرعت بیشتري ساختار خود را از دست داده و نمودار آن  بالاتر،

. همچنین باید متذکر شد که نمونه باشدمیداراي شیب تندتري 
داراي  19) نسبت به تیمار 17در نقطه مرکزي (تیمار  شدهیهته

 19برشی بالا نسبت به تیمار  يهانرخویسکوزیته بالاتري بوده و در 
نمودار آن شیب  یجهدرنتود نشان داده و توانسته مقاومت بیشتري از خ

به روش شیمیایی داراي  شدهیهتهاست. نمونه ا کندتري را دار
 5بوده ولی نسبت به تیمار  19ویسکوزیته بیشتري نسبت به تیمار 

. این بدین معناست که باشدمی تريیینپاداراي ویسکوزیته  17و
) در طول برش 19تیمار  جزبهبه روش آنزیمی ( شدهیهته يهانمونه

ساختار خود را بیشتر حفظ نموده و روند کاهش ویسکوزیته  اندتوانسته
کندتر بوده است. بیشترین میزان شیب نمودار ویسکوزیته به  هاآن

و  17به روش شیمیایی، تیمار  شدهیهته، تیمار 19ترتیب در تیمار 
 ).8(شکل باشد می یترؤقابل 5سپس تیمار 
بالا به دلیل فعالیت پایین آنزیم در این  pH در شدهیهتهنمونه 

pH  پپتیدي پلی هايیرهزنجداراي میزان کمتر هیدرولیز و کوتاه شدن
بوده و نمونه حاصله داراي قدرت ژل و ویسکوزیته بیشتري بود (تیمار 

) به دلیل هیدرولیز بالاي ترینیفضع(  19در تیمار  کهیدرصورت). 5
ساختار ژل در  یبو تخرکوتاه شدن  هیجدرنتو  pH= 2ژلاتین در 

. این شودیمتخریب  تریعسربرابر برش مقاومت کمتري داشته و 
 pHکه دریافتند با افزایش ) 2008( دامرونگ ساکولنتیجه با نتایج 

میزان اثر هیدرولیز آنزیم پاپائین بر روي زنجیره استخراجی کاهش 
یابد، مطابقت می یافته و درنتیجه استحکام ژل و ویسکوزیته بهبود

 کندیمداشت. همچنین با افزایش دما ویسکوزیته کاهش پیدا 
 کهییازآنجانتیجه گرفت  توانیم). پس 1387 ،همکاران(مرتضوي و 

درجه  50به روش شیمیایی در دماي  شدهیهتهو نمونه  19تیمار 
ترتیب در به 17و  5تیمار  کهیصورت در شدهاستخراج گرادسانتی

، داراي ویسکوزیته اندشده یهته گرادسانتیدرجه  40و  30دماهاي 
  کمتري هستند.

با وزن مولکولی بالا (همچون  هاییینپروتئمیزان  کهیهنگام
 یابدیم) در ژلاتین پایین باشد مقدار ویسکوزیته نیز کاهش βزنجیره 

به روش شیمیایی  شدهیهتهژلاتین  ).1392، همکاران(مجتهدي و 
، همچنین داراي باشدمی  βهايیرهزنجایینی از داراي نسبت پ

 17) و تیمار ترینيقو(نمونه  5ویسکوزیته کمتري نسبت به تیمار 
 روینا از). 8به روش آنزیمی است (شکل  شدهیهته(نقطه مرکزي) 

به علت  تواندیمباید توجه داشت که تنوع طبیعی در ویسکوزیته 
همچنین روش استخراج ، زیستیطمحتفاوت در گوناگونی ماهی، 

  .)Shyni et al., 2014( باشد
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2Introduction: Gelatin is a water-soluble protein mixture that is obtained by partial hydrolysis of collagen, which 

forms the major protein in bones, cartilage, and skin. Gelatin is made from collagen fibers, which is low in protein, 
cholesterol, fat and carbohydrates, with a special positive effect on human health. Gelatin is one of the most notable 
natural biopolymers, the most important source of this hydrocolloid is pig. Trying to find suitable gelatin supplements 
for food products is increasing. Fish gelatin is one of the most suitable mammalian gelatinous substitutes and is 
accepted as a Halal (Kosher) food item. The purpose of this study was to extract gelatin from sturgeon Beluga skin 
using pepsin enzyme and then investigate the effect of the enzyme on the improvement of physiochemical and its 
functional properties in comparison to the gelatin extracted by chemical method. 

 
Material and Methods: Pre-treatment and extraction of gelatin and application of factors 
Skin Preparation was performed according to Feng et al. (2013) with slight changes in pre-treatment steps. A 

solution of 3.5% NaCl was used to remove non-collagenic proteins and 0.5% sodium carbonate solution (Na2CO3) to 
remove lipid from the skin. The initial pretreatment was carried out with a solution of 3.5% sodium chloride at a rate of 
1:10 w / v at a speed of 180 rpm for 6 hours which was replaced every 3 hours with the water. Extraction by was carried 
out following Tong et al. (2013) method. Gelatin was obtained from pre-treated skin in distilled water at temperature of 
30, 40 and 50 degrees Celsius and a percentage of enzymes (0.01, 0.055 and 0.1) at different pH (2, 3 and 4) for 6 hours 
and 45 minutes in hot water bath. Then, the mixture was kept in the boiling water bath, for 5 minutes to inactivate the 
enzyme. The solution was passed through a cleaning cloth and then centrifuged at 3500 rpm for 20 min and finally was 
lyophilized in a freeze-drier. In this research, the Response surface methodology response (RSM) method was used to 
optimize the experimental treatments. The central composite rotatable design was used to optimize the gelatin enzyme 
extraction process.   

 
Results and Discussion: The α chains were clearly visible in the sample extracted by the enzyme, with molecular 

weight of 130 kDa (treatment 5), while the α2 chain is much weaker in the extracted gelatin by chemical method. By 
decreasing enzyme ratios, chains with molecular weights of less than 130 kDa disappeared gradually in chemical 
samples as well as in an enzyme-extracted sample (treatment 19). The gelatin extracted by the enzymatic method 
contains α1 and α2 chains. In the average amount of enzyme (treatment 17), the α2 chains were relatively weaker than 
the maximum value of the enzyme (treatment 5), and these chains almost disappeared in the minimum amount of 
enzyme (treatment 19). These chains are weaker in the chemical extracted gelatin than that of treatment 5. Moreover, it 
can be seen that in the gelatin extracted by the enzymatic method, the ratio of the α2 / α1 chain is about 2 (the intrinsic 
ratio in collagen I), which shows that the inherent structure of gelatin is preserved. 

The highest and lowest amidic wavelength A was obtained for treatment 17 and treatment 19, the highest and lowest 
wavelength amide I for treatment 5 and treatment 19, the highest and lowest amid II wavelengths for chemical extracted 
treatments and treatment 17, The highest and lowest ratio of amide III to amide 1454 is related to treatments 5 and 19, 
and the highest and lowest amount of amide B is related to treatment 19 and 5. 

The behavior of the viscoelastic modulus of the treatments extracted with the pepsin enzyme (treatment 5, 17 and 
19) and the chemically prepared sample showed that at temperatures lower than 20 ° C the storage or elastic modulus 
(G ') and the loss or viscous modulus (G') decreased with increasing temperature and the elastic modulus was larger 
than the loss modulus (G' >G'' ) indicating that the samples are still jelly-like (with the exception of treatment 19 that 
had the weakest gel strength). 

In all gelatin samples extracted using pepsin and chemical method, first, a relaxation stress index (viscosity increase 
at the beginning of the graph), and then a thinning non-Newtonian behavior (pseudo-plastic) was obvious during the 
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shear rate. In fact, in the behavior of pseudo-plastic, the viscosity of the fluid is related to the shear rate and has 
decreased with increasing shear rate. Non-Newtonian viscosity of treatments prepared by the enzymatic method (except 
treatment 19) was higher than that of the chemically prepared sample at different applied shear rate. 
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