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  بهينه سازي استخراج آنزيمي ژلاتين خوراكي از استخوان گاو
    (RSM)با استفاده از روش سطح پاسخ

  
   4، الناز ميلاني 3الهام خاني پور ،2، مهدي كديور2، جواد كرامت1سيد هاشم حسيني پرور

  

  27/7/84 :تاريخ دريافت
  

  چكيده
فايري، يهاي منحصر به فرد در ايجاد ژل، قوام دهندگي، پايدار كننـدگي، امولس ـ  يژلاتين، هيدروكلوئيدي از جنس پروتئين است كه به دليل ويژگ

در اين تحقيق به منظور تعيين شرايط بهينة استخراج ژلاتـين بـه   . گيرد اي مورد استفاده قرار مي تشكيل كف و فيلم در صنايع غذايي به طور گسترده
بـر روي   )گراد درجه سانتي 60-80(و دما ) ساعت 8-16(، زمان )پي پي ام 2-10(لظت آنزيم غ آنزيمي از استخوان گاو، به ترتيب اثر سه متغير روش

نتـايج طـرح آزمايشـي    . نانومتر مورد بررسـي قـرار گرفـت    420در طول موج  ژلاتين استخراجي راندمان استخراج، استحكام ژل، ويسكوزيته و جذب
ضرايب همبسـتگي مـدلهاي رگرسـيون بـرازش داده شـدة      . تجزيه تحليل شد (RSREG)سطح پاسخ  رگرسيون روش انجام شده بهمركب مركزي 

 935/0و  995/0، 998/0، 9526/0ي بـه ترتيـب   آنزيم ـ نانومتر براي فراينـد اسـتخراج   420طول موج  راندمان، استحكام ژل، ويسكوزيته و جذب در
استخراج آنزيمي نشان داد كه اثر هر سه متغير غلظت آنزيم، زمـان تيمـار   آناليز واريانس اثر كلي متغيرهاي فرايند در مدلهاي رگرسيون  .ندشدتعيين 

دار  دند، اما اثر دما در مدلهاي رگرسيون رانـدمان و جـذب معنـي   بودار  آنزيمي و دماي استخراج در مدلهاي رگرسيون استحكام ژل و ويسكوزيته معني
، استحكام ژل و ويسكوزيته و حداقل جذب كـه در آزمـايش عملـي مـورد تاييـد قـرار       شرايط اپتيمم در استخراج آنزيمي براي حداكثر راندمان .دندبون

 9/14پـي پـي ام،    86/7(، )درجـه سـانتيگراد   3/70،  سـاعت  9/11پي پي ام ، 1/9(، )درجه سانتيگراد 70ساعت،  6/15پي پي ام،  1/6(گرفته بترتيب 
  .تعيين شدند) درجه سانتيگراد 60ساعت،  10پي پي ام،  8/2(و ) درجه سانتيگراد 5/77ساعت، 

 
  .ژلاتين،  استخراج آنزيمي، بهينه سازي سطح پاسخ: هاي كليدي واژه

  
  4 3 2 1مقدمه 

ژلاتين عبارتست از يك پلي پپتيد بـا وزن ملكـولي بـالا    
هاي پيوندي، پوست، استخوان و تاندونها  كه از كلاژن بافت

دهـد   ژلاتين با آب تشكيل ژلـي مـي   .)7و14(شود  مي مشتق

                                                 
دانشجوي دكتري مهندسي علوم و صنايع غذايي دانشگاه فردوسي مشهد  -1

 hosseiniparvar@yahoo.com: پست الكترونيكي

اعضاي هيئت علمي گروه صنايع غذايي دانشكده كشاورزي دانشگاه  -2
 .صنعتي اصفهان

لامي عضو هيئت علمي گروه مهندسي علوم صنايع غذايي دانشگاه آزاد اس -3
 .واحد آيت اله آملي

 دانش آموخته كارشناسي ارشد -4

نقطـه ذوب  . باشـد  مـي  5پذير حرارت برگشت تحت تاثيركه 
تـر از دمـاي بـدن     پـائين ) درجـه سـانتيگراد   35 كمتر از (ژل 

ــه محصــولات ژلاتــين   انســان مــي باشــد كــه ايــن ويژگــي ب
خصوصيات طعمي و ارگـانولپتيكي منحصـر بـه فـردي داده     

   .)14( است
روش بكـار   بـه  گيبسـت  هاي توليـد ژلاتـين   روشتفاوت 

اينكـه از   ر حسـب ب ـ .ددارمواد خام اوليه  گرفته شده بر روي
توليـد   بـراي  ، چهـار روش گـردد چه پيش تيمـاري اسـتفاده   

ــد از  ــه عبارتن ــين وجــود دارد ك ــيدي، روش : ژلات روش اس
ــدروژن و روش آنزيمــي  ــايي، روش پراكســيد هي روش  .قلي

                                                 
5- Thermally Reversible 
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  2        ... بهينه سازي استخراج آنزيمي ژلاتين خوراكي از استخوان گاو
 

 

استخراج آنزيمي ژلاتين كه در اين پـژوهش از آن اسـتفاده   
ه ساير روشهاي اسـتخراج مزايـاي زيـادي دارد    بت بشده نس

عـدم   ،ودنب ـه صـرفه  ب ـه مقـرون  ب ـتـوان   كه از آن جمله مـي 
 ،هتر فرآيند اسـتخراج بكنترل  ،استفاده زياد از مواد شيميايي

ا خـواص مختلـف تحـت شـرايط     ب ـامكان توليد ژلاتينهـايي  
مواد اوليـة خـامي كـه     .)13و12(اشاره كرد... كنترل شده و 

ــين از ــي  ژلات ــا اســتخراج م ــد از آنه اســتخوان : شــود عبارتن
، پوسـت خـوك، پوسـت گـاو و پوسـت      )اوسـئين (دمينراله 
ــاهي ــوب. م ــراي      مطل ــلاژن ب ــاوي ك ــه ح ــادة اولي ــرين م ت

كـه در ايـن    توليدژلاتين باكيفيـت بـالا، اسـتخوان گاواسـت    
از انجـام   قبـل  .)10(تحقيق مورد اسـتفاده قـرار گرفتـه اسـت    

معمـولا بـر روي مـواد     ،ليـد ژلاتـين  پيش تيمار و در ادامه تو
 يكسري اعمال صـورت  ،خام حاوي كلاژن بسته به نوع آنها

كـاهش   ،يـري گچربـي   ،بندي درجه: يرد كه عبارتند ازگ مي
سـازي ژلاتـين    خـالص هـاي   روش .اندازه و دمينرالـه كـردن  

شــود  اسـتخراج شــده بســته بـه اينكــه تــا چـه ســطحي انجــام    
از طريـق فلوكولـه    دتوان ـ محلـول ژلاتـين مـي   . متفاوت است

هاي غيرژلاتيني و ليپيدها حـذف   كردن، كه طي آن پروتئين
 بــراي تصــفيه بيشــتر.)10(دگــردســازي  شــوند،  شــفاف مــي
هـاي تعـويض يـوني     و يـا سـتون   1از فيلتراسيون ريـز توان  مي

ــوني  ــاتيوني و آني ــد  ك ــز فرآين ــاي  و ني ــيون ميكروفيلتر ه اس
محلول ژلاتين معمولاً از  2به منظور بوگيري. )4(استفاده كرد

گـرم مـاده خـام     100گرم بـه ازاي   3/0كربن اكتيو به ميزان 
گيـرد   شود و سپس فيلتراسيون مجدد صورت مي استفاده مي

پس از خالص سازي محلول ژلاتين آنرا تحت خـلاء و   .)7(
كننـد، آنگـاه    مـي  در دماهاي پـايين تغلـيظ كـرده و خشـك    

بـه   بنـدي  بسـته پس از  ژلاتين خشك شده را آسياب كرده و
در اين پژوهش اسـتخراج آنزيمـي    .)4(كنند مي بازار عرضه

                                                 
1 - Fine Filtration 
2 - Deodorization 

ــس از      ــت، پ ــورت گرف ــتخوان ص ــوراكي از اس ــين خ ژلات
سازي محلـول ژلاتـين فاكتورهـاي كيفـي و رانـدمان       خالص

ژلاتين بعنوان تابعي از متغيرهاي فرآينـد مـدل شـده و بهينـه     
  . سازي به روش سطح پاسخ انجام شد

  
  ها و روشمواد  

ز شـركت  ا مـورد اسـتفاده در ايـن تحقيـق     استخوان گاو
 ژلاتـين تجـارتي از شـركت   ، هـاي گوشـتي صـنوبر    وردهآفر

تهيــه  4نــوووآنــزيم پروتئــاز نــوتراز از شــركت و 3بيگــروف
 تجهيـزات  از شركت مرك آلمان مواد شيميايي كليه. شدند

 ،آسـياب چكشـي   :مورد استفاده در ايـن تحقيـق عبارتنـد از   
، سـاخت  1140گيري خصوصيات بافت، مدل  ه اندازهدستگا

آون معمـولي، سـاخت شـركت    ،انگلسـتان  5شركت اينستران
  ±0001/0تـرازوي آزمايشـگاهي بـا دقـت     ، آلمـان  6هراوس

ــن  7ســاخت شــركت شــيمادزو  متر زيوكدســتگاه ويســ، ژاپ
هــات پليــت مجهــز بــه همــزن ، ســاخت آمريكــا  8بروكفيلــد

ــا   ــرو آلمـ ــركت روهـ ــاخت شـ ــي سـ ــتگاه ، نمغناطيسـ دسـ
 9گيري پروتئين ميكروكلـدال سـاخت شـركت بـوخي     اندازه
متـر   pHدسـتگاه  ، )هـاي هضـم و تقطيـر    شامل بخش( سوئد
دسـتگاه  ، 10، ساخت شركت كورنينگ ايـل انگسـتان  7مدل 

 -UVدوپرتـويي،  ( 350 مـدل  11اسپكتروفتومتر كـم اسـپك  
 دســتگاه تبخيــر كننــدة چرخــان ، )مرئــي ســاخت انگلســتان

دستگاه سانتريفوژ سيگما ، آلمان 12لفساخت شركت هيدو

                                                 
3 - Begerov 
4 - Novo 
5 - Instron 
6 - Heroeus 
7 - Shimadzu 
8 - Brookfield 
9 - Buchi 
10 - CORNING-EEL 
11 - Camspec 
12 - Heidolph 
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مدل  2بهآرفراكتومتر روميزي ، ساخت آلمان 1 1-اي 3مدل 
پمــــپ خــــلأ مســــتركول ســــاخت ، 3مــــدل كــــارلزايس

، 4المـر  –دستگاه اسپكتروفتومتر جذب اتمي پـركين  وامريكا
  .ساخت امريكا 2380مدل 

 
  وشهار

كه بخـش انجـام شـد    چند پژوهش درمراحل عملي اين 
آناليز تركيبـات  ،هـاي آزمايشـي   سازي نمونه دهآما:عبارتند از
سـازي   خـالص ،  آنزيمـي انجـام مراحـل اسـتخراج     ،استخوان
هاي ژلاتين حاصل و سپس تعيين راندمان اسـتخراج،   محلول

و نهايتاً مدلينگ اسـتخراج  ها بلوم، ويسكوزيته و جذب نمونه
نمونـة   بهتـرين آنزيمي ژلاتين وپيشگويي شـرايط اسـتخراج   

بلـوم،  ( حـاظ رانـدمان و خصوصـيات عملكـردي    ژلاتين به ل
  .با استفاده از مدل)و رنگ  ويسكوزيته

 
  ها سازي نمونه آماده

هــاي تهيــه شــده، ابتــدا  كيلــوگرم از اســتخوان 30مقــدار 
سـپس   ، هتوسط ساتور به قطعات چند سـانتيمتري خـرد شـد   

هاي خرد شده به وسيلة دستگاه آسياب چكشـي بـه    استخوان
پـس از مخلـوط كـردن    . ر تبـديل شـدند  مت ـ ميلي 1-3ذرات 

 )بـه منظـور همگـن نمـودن آنهـا     (هـاي خـرد شـده     استخوان
هـاي   گرمـي اسـتخوان، در نـايلون    200هاي آزمايشـي   نمونه

بندي شده و در سردخانة زير صفر نگهـداري   پلاستيكي بسته
اســتفاده  هاهــا در آزمايشــ مــرور از ايــن نمونــه شــدند، تــا بــه

  .)13(شود
  

 

                                                 
1 - Sigma 3E-1 
2 - Abbe 
3 - Carlzeiss 
4 - Perkin Elmer 

  ات استخوانآناليز تركيب
از نظـر   مطالعـه سـتخوان مـورد اسـتفاده در ايـن     تركيب ا

بــا اســتفاده از ميــزان پــروتئين، چربــي، رطوبــت و خاكســتر 
با استفاده از  استخوان مقدار پروتئين. زير تعيين شد روشهاي

بعنـوان   55/5و با در نظر گرفتن مقدار  دستگاه ميكرو كلدال
چربـي نمونـه    .دردي ـتعيـين گ  فاكتور تبديل ازت به پـروتئين 

 ،)سـاعت   6اسـتخراج بـه مـدت    (استخوان به روش سوكسله
درجـه   98-100در آون ي وزن سنجمقدار رطوبت به روش 

وزن مقدار خاكستر نمونه استخوان نيز بـه روش   و سانتيگراد
گيــري  نــدازها)درجــه ســانتيگراد  550در كــوره ( يســنج
     .)10(شد

 
  گيري استخوان چربي

پــودر (از اســتخوان خــرد شــده  عمــل جداســازي چربــي
ابتـدا  . با استفاده از آب در دو مرحله انجام گرفت) استخوان

) درجه سـانتيگراد  20حدود ( يبا افزودن آب با دماي معمول
،  ج شــدمقــاديري از چربــي اســتخوان خــار ســريع و همــزدن

درجـه   40دمـاي حـدود    دارايسپس در مرحلة بعـد بـا آب   
شـد، طـي ايـن دو مرحلـه      رارسانتيگراد اين عمل دوبـاره تك ـ 

د و گردي ـعظم چربـي موجـود در اسـتخوان خـارج     قسمت ا
مقدار انـدك چربـي باقيمانـده طـي مرحلـة دمينرالـه كـردن        

  .)8(شد  استخوان از آن خارج 

 
  دمينراله كردن استخوان

مـواد   كـردن  رجادمينراله كردن اسـتخوان بـه منظـور خ ـ   
ين صورت روش كار بد .معدني موجود در آن انجام گرفت

 200 حـدود  (گيـري شـده    چربـي  استخوان نمونة ه بود كه ب
ليتـر محلـول اسـيد كلريـدريك بـا       ميلـي  1428 مقدار  ،)گرم

مخلوط حاصل بـه مـدت   ،  ضافه شدگرم در ليتر ا 50غلظت 
پـس از  . هم زده شـد   درجه سانتيگراد 8در دماي  دو ساعت
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دا پايان زمان دمينراله كـردن، فـاز محلـول روي مخلـوط ج ـ    
 2/6دقيقـه بـا    7بـه مـدت   ) فاز جامد(شده و اوسئين حاصل 

ــد   ــو گرديـ ــر شستشـ ــر آب مقطـ ــه . ليتـ ــتخوان دمينرالـ  اسـ

گرفـت   مـورد اسـتفاده قـرار    آنزيميروش  براي استخراج به 
 .)11و  9(

  
  استخراج به روش آنزيمي

،كه يـك پروتئـاز قليـايي     1در اين روش از آنزيم نوتراز
  pHه اين صورت بود كه ابتدا روش كار ب. است استفاده شد

افـزودن محلـول    ااز مرحلة دمينراله كـردن ب ـ  حاصلاوسئين 
سپس بـه ميـزان    ،  تنظيم شد  pH=  9هيدروكسيد كلسيم در 

ــا     ــوتراز ب ــزيم ن ــول آن ــه، محل ــتخوان نمون ــر وزن اس دو براب
آنگاه ،  پي پي ام به اوسئين افزوده شد 10و  6، 2هاي  غلظت

 12، 8درجه سانتيگراد به مدت  50مخلوط حاصل در دماي 
و   pH=  9لازم به ذكر است كه . (ساعت تيمار گرديد 16و 

و دماي بهينـة فعاليـت آنـزيم     pHدرجه سانتيگراد،  50دماي 
توسـط هـات پليـت     مـذكور دماي مخلوط ). باشند نوتراز مي

درجه سانتيگراد ثابت نگـه   50مجهز به هم زن مغناطيسي در 
نيـز توسـط     pH. شـد  ر مرتب هم زده ميداشته شده و به طو

پـس از  . محلول هيدروكسيد كلسـيم ثابـت نگـه داشـته شـد     
به منظور غيرفعال كردن مذكور پايان تيمار آنزيمي، مخلوط 

ــه مــدت  ــزيم ب درجــه ســانتيگراد  100دقيقــه در دمــاي  1آن
تنظـيم شـده و عمـل     7 عـادل م  pHسـپس  . حرارت داده شد

درجه سانتيگراد به مـدت   80 و 70، 60استخراج در دماهاي 
ين پس از پايان اسـتخراج، محلـول ژلات ـ  . ساعت انجام شد 3

و پـس از طـي    گرديـد توسط صـافي و قيـف بـوخنر صـاف     
ســازي مــورد ارزيــابي كمــي و كيفــي قــرار  مراحــل خــالص

  .)13و12(گرفت 

                                                 
1 - Neutrase 

فراينــد اســتخراج آنزيمــي و ســطوح آنهــا در  متغيرهــاي
ت كدبندي شده مركب مركزي به صور چرخشطرح قابل 
  .اند ارائه شده 1در جدول

  
  سازي محلول ژلاتين خالص

آنزيمي، استخراج روش  هاي ژلاتين حاصل از ه محلولب
، محلول هيدروكسيد كلسـيم بـا درجـة    pH=  9تا رسيدن به 

ــه ــزوده شــد  6 بوم ــول ســولفات  . اف ــزودن محل ــا اف ســپس ب
 آنگـاه ،  رسـانده شـد   5/7محلول به  pHدرصد،  25آلومينيم 

 .درصد اضافه شد10اسيد فسفريك ،  pH = 5/5تا رسيدن به 

محلول ژلاتين ناپايدار  در در اين حالت ذرات ناخالصي 
و سـپس   در دقيقـه دور  2000  در دنكرسانتريفوژ  اب وشده 

گذراندن از دو مرحلـه كاغـذ صـافي در قيـف بـوخنر جـدا       
گرم  6/0به محلول ژلاتين حاصل، به منظور بوگيري . شدند

 اسپس ب ـ  .دگرديكتيو اضافه شده و به خوبي مخلوط ربن اك
سه مرحله گذراندن از كاغذ صـافي در قيـف بـوخنر صـاف     

محلول ژلاتين صاف شده به منظور جداسازي مـواد  . گرديد
ــاقي ــدني ب ــوني    مع ــن تعــويض ي ــده در آن از ســتون رزي مان

محلول ژلاتـين  . عبور داده شد) 100پوروليت سي (كاتيوني 
 ـ ياهبـه منظـور انجـام آزمايش ـ    شفاف حاصل ي و كيفـي  كم

 .)13و5،12(مورد استفاده قرار گرفت
  

  ارزيابي كمي و كيفي ژلاتين
  تعيين راندمان استخراج -الف

به منظور تعيين راندمان استخراج هـر يـك از تيمارهـاي    
ــي، از    ــيدي و آنزيم ــه روش اس ــتخراج ب ــهاس ــديس  رابط ان

ن صــورت كــه بــه ايــ. غلظــت اســتفاده شــد ورفراكتــومتري 
ــالص   ــين خ ــول ژلات ــريكس محل ــيلة    ب ــه وس ــده ب ــازي ش س

، سـپس بـا قـرار دادن    گرديدرفراكتومتر روميزي آبه قرائت 
ــر غ   ــة زي ــريكس در رابط ــدد ب ــول  ع ــين در محل لظــت ژلات

   :)11(گزارش شد گرم استخوان 100و در  محاسبه
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  5        ... بهينه سازي استخراج آنزيمي ژلاتين خوراكي از استخوان گاو
 

 

  )گرم در ليتر(غلظت ژلاتين =  81/6× بريكس 
  چرخش مركب مركزي قابلند استخراج آنزيمي و سطوح آنها در طرح متغيرهاي فراي -1 جدول

 متغير
 كدبندي شدة متغير سطوح نماد

 1+ 0 1- 
 X1 10 6 2 )پي پي ام(آنزيم  غلظت

 X2 16 12 8 )ساعت(تيمار آنزيمي  زمان
 X3 80 70 60 )درجه سانتيگراد(استخراج  دماي

 
  تعيين استحكام ژل - ب

م ژل حاصــل از ژلاتــين بــه روش گيــري اســتحكا انــدازه
بـراي  . استاندارد با استفاده از دستگاه اينستران انجـام گرفـت  

درصـد ژلاتـين تهيـه     67/6تهية نمونه ژل، ابتدا يك محلول 
درجه سانتيگراد به مـدت   62شد و سپس تا رسيدن به دماي 

حمام آب داغ قرار داده شد، محلول ژلاتين بـه   دردقيقه  15
 ± 1/0ساعت در دماي  17شده و به مدت طور كامل همزده 

پس از سـپري شـدن زمـان    . گرفتدرجه سانتيگراد قرار  10
 7/12رسيدگي ژل، استحكام ژل با استفاده از پلانجر با قطـر  

متر پلانجر به درون ژل، مقدار بلوم بر  ميلي 4متر و نفوذ  ميلي
  ).2(گيري شد حسب گرم اندازه

  گيري ويسكوزيته اندازه - ج
گيري ويسكوزيته ژلاتين نيز به روش اسـتاندارد و   هانداز

ابتـدا  . با استفاده از دستگاه ويسـكومتر بروكفيلـد انجـام شـد    
د و در يك بشـر  گرديدرصد ژلاتين تهيه  67/6يك محلول 

بـا   ويسـكومتر،  1شـماره   1ليتـري، توسـط اسـپيندل    ميلي 600
 مقدار ويسكوزيتة محلول ژلاتين بـر  2دور در دقيقه 60ميزان 

  .)3و2(گيري شد اندازه 3زآپو حسب واحد سانتي
  محلول ژلاتين رزيابي رنگا -د

جذب  ميزان هاي ژلاتين، به منظور ارزيابي رنگ محلول
 هــاي جــذب محلــول .گرفـت انــدازه گيــري قرار مــوردآنهـا  

                                                 
1 - Spindle 
2 - RPM 
3 - cP 

نـانومتر بـا    420درصـد در طـول مـوج     يكبا غلظت  ژلاتين
گيـري و   اندازه 4ياسپكتروفتومتر دوپرتوي استفاده از دستگاه

  .)13(گزارش شد 
  

  طرح آزمايشي و روش آناليز نتايج
خراج تبمنظـور بهينـه سـازي فرآينـد اس ـ     در اين پژوهش

دليـل  ه ابتدا از روش تك فاكتوره مرسوم استفاده شد، امـا ب ـ 
بهينـه سـازي   هـاي   زماني و مالي و نيز برتريهاي  محدوديت

اســتفاده بــا اســتفاده ازروش مــدل ســازي، از روش مــذكور 
در تصادفي  روش كاملاًه ب آنزيمياستخراج  ياهآزمايش.شد

قالب طرح قابل چرخش مركب مركزي با سه تكرار درنقطه 
ــراي  ــر و در 3مركــزي ب ــدند  3متغي ــايج  .ســطح انجــام ش نت

ــژوهش ــا  پ ــاري  ب ــزار آم ــرم اف ــ  SASاســتفاده از ن روش ه ب
آناليز شده و هر يـك از متغيرهـاي    5رسيون سطوح پاسخگر
 420ويسـكوزيته و جـذب در    ،ژلمقاومـت   ،رانـدمان (بع تا

در قالب مدل رگرسـيون درجـه دوم زيـر بصـورت     ) نانومتر 
ارائه    (X1,X2,X3)مستقل فرآيند اسيدي هاي  تابعي از متغير

  :شدند
jiij

2
iiiii0 xxBxxY Σ+βΣ+βΣ+β=  

 β0  ،βI ،βii ،βij .اسـت  6نشان دهندة متغير تابع يا پاسخ Yكه 
مسـتقل بـه   هـاي   متغيـر  xjو  xiبـوده و  يون ضرايب مدل رگرس

                                                 
4 - Double-beam 
5 – Response Surface Regression 
6 - Response Variable 
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  6        ... بهينه سازي استخراج آنزيمي ژلاتين خوراكي از استخوان گاو
 

 

كل مدل شامل جملات خطي .باشند مي شكل كد بندي شده
  :)1( باشد مي 1ها درجه دوم و حاصل ضرب

                                                 
1 - Cross- Product 
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  7        ... بهينه سازي استخراج آنزيمي ژلاتين خوراكي از استخوان گاو
 

 

  
2
33323321331

2
2221221

2
111332211o xxxxxxxxxxxxY β+β+β+β+β+β+β+β+β+β=  

  
تابع در مـدل  هاي  براي نشان دادن رابطه هر يك از متغير

مسـتقل نمودارهـاي سـطوح پاسـخ و     هاي  رگرسيون با متغير
بـه   .ترسـيم شـدند   72 -آنها بوسيله نرم افزار سـورفر  1ركانتو

هاي  برازش داده شده با دادههاي  منظور ارزيابي صحت مدل
ي در آنزيمــعمــل اســتخراج  ،يآنزيمــآزمايشــي اســتخراج 

شرايط بهينه تعيين شده صورت گرفته و نتايج ارزيابي كمي 
و كيفي آن با مقـادير پيشـگويي شـده توسـط مـدل مقايسـه       

  همچنـــين بـــه دليـــل اهميـــت بيشـــتر دو فـــاكتور .گرديـــد
عمـــل  ،اســـتحكام ژل و ويســـكوزيته در ارزيـــابي ژلاتـــين

ي در شرايط بهينه تعيين شده آنزيمژلاتين به روش  استخراج
  .انجام گرفت

 
  نتايج و بحث

  تركيبات استخوان يهزتج
از نظـر   پـژوهش ستخوان مورد اسـتفاده در ايـن   تركيب ا

ارائـه   2بت و خاكستر در جدول ميزان پروتئين، چربي، رطو
  .شده است

 
  *گرم استخوان 100تركيب  -2جدول 
 درصد  تركيبات
  پروتئين
  چربي
  رطوبت
  خاكستر

25/1±  50/23  
30/0 ± 93/16  
27/0 ± 54/25  
43/1 ± 03/34  

  .نتايج ميانگين سه تكرار است 

  

                                                 
1 - Response Surface and Contour Plot 
2 - Surfer - 7 

  استخراج آنزيمي ژلاتين سازي مدل
گيــري  انــدازهمــدل رگرســيون حاصــل از بــرازش نتــايج 

ــدمان،  ــترانـ ــول   مقاومـ ــذب محلـ ــكوزيته و جـ   ژل، ويسـ
  ژلاتـــين حاصـــل از اســـتخراج آنزيمـــي بـــراي هـــر يـــك

ــابع   ــاي ت ــدمان، (از متغيره ــتران ــكوزيته و  مقاوم ژل، ويس
 3ايـن ضـرايب در جـدول    . باشـد  داراي ضرايبي مي) جذب

 .اند آورده شده

ــدمان،     ــيون ران ــدلهاي رگرس ــانس م ــاليز واري ــايج آن   نت
ــتمقاو ــي    م ــتخراج آنزيم ــذب در اس ــكوزيته و ج ژل، ويس

ــز مــذكوردهــد كــه مــدلهاي  نشــان مــي) 5و  4جــداول (   ني
ــب    ــه ترتي ــتگي ب ــرايب همبس ــا ض   966/0، 994/0، 954/0ب

ــ همگـــي معنـــي 935/0و    اهدار بـــوده و بـــا نتـــايج آزمايشـ
نتايج آناليز واريـانس مـدلهاي   . اند به خوبي برازش داده شده

  د كـــهنـــده نزيمـــي نشـــان مـــيرگرســـيون در اســـتخراج آ
  ژل و مقاومـــــت  در مـــــدلهاي رگرســـــيون رانـــــدمان،  

ــي     ــه دوم معنـ ــي و درجـ ــلات خطـ ــكوزيته، جمـ   دار ويسـ
گرسـيون جـذب، جمـلات    در حالي كـه در مـدل ر  . اند شده

ــي ــي معنـ ــودار  خطـ ــد دهبـ ــگويي . انـ ــراي پيشـ ــابراين بـ   بنـ
مقادير متغيرهاي تابع در سـطوح مختلـف متغيرهـاي فراينـد     

تـوان از مـدلهاي رگرسـيون مـذكور      مي، مـي استخراج آنزي
  .استفاده نمود
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  ضرايب برآورد شدة مدلهاي رگرسيون راندمان، بلوم، ويسكوزيته و جذب در استخراج آنزيمي -3جدول 

درجه   ضريب
  آزادي

  )درصد(راندمان 
y1 

  )گرم(بلوم 
y2 

  )سانتي پوآز(ويسكوزيته 
y3  

  نانومتر  420جذب در 
y4  

β0 1  ** 647/12  **17/218  **66/4  **06433/0  
β1 1  **6225/1  **75/57  07125/0  **01275/0  
β2 1  **32625/1  **562/7  **665/0  *008375/0  
β3 1  44375/0  *937/4  **38125/0  005125/0  
β11 1  **7133/2-  **883/29-  **47125/0-  *01017/0 -  
β21 1  4825/0  **325/14-  045/0 -  00325/0  
β22 1  29583/0-  **908/15-  **364/0 -  007417/0-  
β31 1  2125/0  775/2 -  **3425/0-  00125/0  
β32 1  09/0  6/1-  *105/0  003/0  
β33 1  03083/0-  **658/19 -  **22625/0 -  000917/0-  

  
 

  آناليز واريانس اثر كلي متغيرهاي فرايند بر روي مدلهاي رگرسيون در استخراج آنزيمي - 4جدول 

  مجمـــــــوع مربعـــــــات  درجه آزادي  متغير
  نانومتر 420جذب در   )سانتي پوآز(ويسكوزيته   )گرم(بلوم   (%)راندمان 

  4  **3553/49  **30829  **338/1  **00173/0    (x1)غلظت آنزيم 
  4  *3583/15  **025/2223  **0785/4  *000842/0  (x2)زمان 
  4  79185/1  **97/1662  **865/1  000255/0  (x3)دما 

  
  

  آناليز واريانس رگرسيون راندمان، بلوم، ويسكوزيته و جذب در استخراج آنزيمي - 5جدول 

  درجه آزادي  منابع تنوع
  مجمــــوع مربعـــــات

  )مگر(ژل مقاومت  y1(%) راندمان 
y2 

  )پوآز سانتي(ويسكوزيته 
y3  

  نانومتر  420جذب در 
y4  

  002072/0**  7412/4**  27333**  7069/36**  3  خطي
  000546/0  322/1**  834/4987**  3382/27**  3  درجه دوم
  0000845/0  5214/0**  865/861**  14425/1  3  حاصلضربها

  002702/0*  5846/6**  33183**  1893/65**  9  مدل
  935/0  95/0  998/0  9526/0     يضريب همبستگ

**  High Significance 
*       Significance 
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  9        ... بهينه سازي استخراج آنزيمي ژلاتين خوراكي از استخوان گاو
 

 

  مدل رگرسيون راندمان
آناليز واريانس اثر كلي متغيرهـاي فراينـد بـر روي مـدل     

دهـد   رگرسيون راندمان استخراج آنزيمي ژلاتـين نشـان مـي   
كــه فقــط متغيرهــاي غلظــت آنــزيم و زمــان تيمــار آنزيمــي  

همچنـين ضـريب همبسـتگي رانـدمان بـا      . نـد ا دار شـده  معني
 اينست گرنشان) 7جدول (متغيرهاي فرايند استخراج آنزيمي 

رانـدمان بـيش از اثـر زمـان تيمـار       كه اثر غلظـت آنـزيم بـر   

ثير حضور محدود آنـزيم  أدليل ته اين امر ب .باشد آنزيمي مي
دليـل محـدود بـودن    ه باشد بطوريكـه ب ـ  مي در برابر سوبسترا

تيمار آنزيمي نيز نمـي توانـد بـه     زمان افزايش ،غلظت آنزيم
 .اندازه غلظت آنزيم بر افزايش فعاليت آنزيمي تاثير بگـذارد 

نيـز بـيش    بر افزايش راندمانهمچنين اثر زمان تيمار آنزيمي 
 .باشد از اثر دماي استخراج مي

  
 

  و جذب ژلاتين استخراج آنزيميهاي مدلهاي رگرسيون راندمان، بلوم، ويسكوزيته  آناليز باقيمانده -6جدول 

  مجمــوع مربعـــــات  درجه آزادي  منابع تنوع
  نانومتر 420جذب در   )پوآز سانتي(ويسكوزيته   )گرم(ژل  مقاومت   (%)راندمان 

  000137/0  0171/0  987/64*  2292/3*  3  عدم برازش
  000051/0  0158/0  0867/1  01447/0  2  خطاي خالص

  000188/0  0329/0  074/66  2437/3  5  خطاي كل
  
 

  ضرايب همبستگي ميان متغيرهاي فرايند استخراج آنزيمي و متغيرهاي تابع -7جدول 

  ضـــريب همبستـــگي  متغيــر
  نانومتر 420جذب در   )سانتي پوآز(ويسكوزيته   )گرم(ژل  مقاومت  (%)راندمان 

  671/0  078/0  606/0  555/0  غلظت آنزيم
  441/0  731/0  321/0  453/0  تيمار آنزيمي زمان

  270/0  42/0  - 7505/0  152/0  دماي استخراج
  
 

روند تغييرات رانـدمان اسـتخراج آنزيمـي بـا متغيرهـاي      
غلظــت آنــزيم، زمــان تيمــار آنزيمــي و دمــاي اســتخراج در 

در ايـن نمودارهـا عـدم    . انـد  نشان داده شـده  2و  1شكلهاي 
شـاهده  فرايند بر روي راندمان استخراج آنزيمي م دمايتأثير
دهند كه با افـزايش   اين نمودارها همچنين نشان مي. شوند مي

در ) پــي پــي ام 6غلظــت (غلظــت آنــزيم تــا حــد مشخصــي 
كمتــرين زمــان تيمــار آنزيمــي، رانــدمان اســتخراج ژلاتــين  

يابد، اما پس از آن مقـدار رانـدمان تقريبـاً ثابـت      افزايش مي

، افزايش در حالي كه با افزايش زمان تيمار آنزيمي. شود مي
غلظـــت آنـــزيم نيـــز ســـبب افـــزايش رانـــدمان اســـتخراج  

تأثير غلظت آنـزيم و زمـان تيمـار آنزيمـي بـر روي      .شود مي
افزايش راندمان به دليل هيـدروليز بيشـتر پيونـدهاي پپتيـدي     

هـايي بـا وزن    هاي كلاژن و شكستن آنهـا بـه زنجيـره    زنجيره
  .)13(باشد  ملكولي كمتر مي
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  10        ... بهينه سازي استخراج آنزيمي ژلاتين خوراكي از استخوان گاو
 

 

  
  

ر د استخراج آنزيمي طح پاسخ راندماننمودار س -1شكل 
  و زمان تيمار آنزيمي آنزيم مقابل غلظت

  

  
  

در  نمودار سطح پاسخ راندمان استخراج آنزيمي -2شكل 
  .تيمار آنزيمي و دماي استخراج مقابل زمان

  
  ژل مقاومتمدل رگرسيون 

ــاليز واريــانس اثــر كلــي متغيرهــاي فراينــد اســتخراج   آن
دهـد   يون استحكام ژل نشان مـي آنزيمي بر روي مدل رگرس

كه اثر هر سه متغيـر غلظـت آنـزيم، زمـان تيمـار آنزيمـي و       
ــي  ــتخراج معن ــاي اس ــده دم ــد  دار ش ــدول(ان ــرايب ). 4ج ض

) 7جـدول  (همبستگي متغيرهاي فرايند با ميزان استحكام ژل 
 مقاومـت  استخراج بر روي ميـزان  دهد كه اثر دماي نشان مي

همچنين اثر غلظت آنزيم . ژل بيش از اثر غلظت آنزيم است
 روند تغييرات مقدار .باشد زمان تيمار آنزيمي مي اثر بيش از
نشـان   4 و 3هـاي   ژل در استخراج آنزيمي در شكل مقاومت
، اثـر  )پـي پـي ام   2(هاي پائين آنزيم  در غلظت. اند داده شده

 مقاومـت بر روي ميزان  زمان تيمار آنزيمي و دماي استخراج
ا افزايش غلظت آنزيم، ايـن دو متغيـر نيـز    ژل كم است، اما ب

با افزايش غلظت آنزيم و زمان تيمـار آنزيمـي   . شود زياد مي
 لكولهاي ژلاتين به فرم آلفا، مقـدار وبه دليل افزايش مقدار م

 70بـيش از  (امـا دماهـاي بـالا    . دياب ـ ژل افزايش مي مقاومت
مقـدار اسـتحكام ژل    داراي اثر معكوس بر) انتيگراددرجه س

اين پديده نيز بدليل تـاثير دماهـاي بـالا در كـاهش     باشند  مي
  . )13و 2(با شد مي لكولهاي ژلاتين به فرم آلفاومقدار م

  

  
  

ژل استخراج آنزيمي در  مقاومتنمودار سطح پاسخ  -3شكل 
  غلظت آنزيم و دماي استخراج مقابل
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ژل استخراج آنزيمي در  مقاومت نمودار سطح پاسخ -4شكل 
   .آنزيم و زمان تيمار آنزيمي ظتمقابل غل

  
  مدل رگرسيون ويسكوزيته

ــاليز واريــانس اثــر كلــي متغير  هــاي فراينــد اســتخراج آن
دهد كه اثر هر سه متغيـر   مدل رگرسيون نشان مي آنزيمي بر

غلظت آنزيم، زمان تيمار آنزيمي و دماي استخراج در مـدل  
ضرايب همبستگي متغيرهاي ). 4جدول (دار شده است  معني

كه اثـر زمـان   گر اينست نشان) 7جدول (فرايند با ويسكوزيته 
تيمار آنزيمي بر روي مقدار ويسكوزيته ژلاتين حاصل بيش 

همچنين اثـر دمـاي اسـتخراج    . باشد از اثر دماي استخراج مي
روند تغييرات ويسكوزيته در  .غلظت آنزيم است اثربيش از 

. ده استنشان داده ش 6 و 5هاي  استخراج آنزيمي، در شكل
هـاي پـائين    دهنـد كـه در غلظـت    نشـان مـي   6و  5هاي  شكل

اثر متغيرهاي زمان تيمار آنزيمي و دماي ) پي پي ام 2(آنزيم 
اســتخراج بــر روي افــزايش ميــزان ويســكوزيته خيلــي زيــاد 
است، امـا بـا افـزايش غلظـت آنـزيم اثـر متغيرهـاي مـذكور         

پـي   پـي  8/6افزايش غلظت آنزيم از حدود . يابد كاهش مي
. شـود  ام به بالا سبب كاهش ويسكوزيتة محلول ژلاتـين مـي  

اين پديده به علت فعاليت زياد آنزيمي و هيدروليز ژلاتين و 

 (HMW)هاي بـا وزن ملكـولي بـالا     در نتيجه كاهش زنجيره
  .)5و  2(دهد  رخ مي

  

  
  

استخراج آنزيمي   نمودار سطح پاسخ ويسكوزيته - 5 شكل 
  زمان تيمار آنزيميآنزيم و  در مقابل غلظت

  

  
استخراج آنزيمي در  نمودار سطح پاسخ ويسكوزيته -6شكل 

  . آنزيم و دماي استخراج مقابل غلظت
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  پرتو مدل رگرسيون جذب
ــان ــاليز واري ــر آن ــد ب ــي متغيرهــاي فراين ــر كل ــدل  س اث م
دهـد كـه تنهـا اثـر دو متغيـر       نشان مـي  پرتو رگرسيون جذب

دار شـده   ر مـدل معنـي  غلظت آنزيم و زمان تيمار آنزيمـي د 
همچنـين ضـرايب همبسـتگي ميـان متغيرهـاي فراينـد       . است

نشــان ) 7جــدول ( پرتــو اســتخراج آنزيمــي و ميــزان جــذب
 دهد كه اثر متغيـر غلظـت آنـزيم بـر روي ميـزان جـذب       مي

. محلول ژلاتين بيش از اثر زمان تيمار آنزيمـي اسـت   پرتوي
اصـل از  محلول ژلاتين ح پرتوي روند تغييرات ميزان جذب

ــار    ــان تيم ــزيم، زم ــل غلظــت آن اســتخراج آنزيمــي در مقاب
 .انـد  ارائه شده 8و  7 هاي آنزيمي و دماي استخراج در شكل

دهنـد كـه دمـاي اسـتخراج تـأثير       به خوبي نشان مـي  8شكل 
. محلـول ژلاتـين نـدارد    پرتـوي  زيادي بر روي ميزان جذب

واضــح اســت كــه بــا افــزايش غلظــت آنــزيم و زمــان تيمــار 
دليـل توليـد طيفـي از ملكولهـاي ژلاتـين بـا وزن       ه بمي آنزي
، با شـند  مي بيشتري پرتوي لكولي خاص كه داراي جذبوم

  .يابد ميزان جذب محلول ژلاتين نيز افزايش مي
  

  
  

استخراج آنزيمي در  پرتو نمودار سطح پاسخ جذب -7شكل 
  آنزيم و زمان تيمار آنزيمي مقابل غلظت

  
  

استخراج آنزيمي در  پرتو جذب نمودار سطح پاسخ -8شكل 
  . استخراج و زمان تيمار آنزيمي مقابل دماي

 
  تعيين نقطه اپتيمم استخراج آنزيمي

ژل، ويسـكوزيته و   مقاومـت  مدلهاي رگرسيون راندمان،
ــوع و درجــة مــدل دار  ــه ن اي نقــاط ســكون جــذب، بســته ب

براي هر يك از متغيرهاي  كه مقدار اپتيمم از آنجا. باشند مي
رو  بسـته بـه نـوع متغيـر متفـاوت اسـت، از ايـن        مذكورتابع 
توان فقط از روي نقاط سكون مدلهاي رگرسيون، نقاط  نمي

سطوح پيشگوئي شـدة متغيرهـاي فراينـد    . )6(اپتيمم را يافت
اســتخراج آنزيمــي بــراي نقــاط ســكون مــدلهاي رگرســيون 

در جـدول   پرتو راندمان، استحكام ژل، ويسكوزيته و جذب
هاي كـانتور  رتوان با انطباق نمودا بنابراين مي. اند ارائه شده 8

متغيرهاي تابع فوق، نقطة اپتـيمم را بـه صـورت ترسـيمي بـه      
مقــادير متغيرهــاي فراينــد اســتخراج در نقطــة  . دســت آورد

ــدمان  -الــف :اپتــيمم ترســيمي عبارتنــد از ــزيم: ران  غلظــت آن
ppm1/6  ،زمان h 6/15  ،دماي˚C 70  .غلظت: مقاومت ژل  -ب 

  -ج.  C 3/70˚ دمـــاي ،  h 9/11 زمـــان ،  ppm1/9آنـــزيم  
 C˚دمـاي ،  h9/14  زمـان ،  ppm 86/7 غلظت آنـزيم : ويسكوزيته

،  h10  زمـان ،  ppm 8/2 غلظـت آنـزيم  :  جذب پرتـو   -د.  5/77
  . C60˚ دماي 
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  تابعاي ه متغيرسطوح پيشگويي شدة متغيرهاي فرايند استخراج آنزيمي، براي مقادير اپتيمم  -8جدول 

  متغيرهاي فرايند
  سطوح متغيرهاي فرايند براي مقادير اپتيمم

  نانومتر 420جذب در   )پوآز سانتي(ويسكوزيته   )گرم(ژل  مقاومت  (%)راندمان 
  9674/1  5403/0  530/0 -  5123/1    (x1)غلظت آنزيم 

  676/7  422/0 -  1654/1  4959/2  (x2)زمان تيمار آنزيمي 

  178/25  546/2-  514/1  911/7  (x3)دماي استخراج 

 ماكزيمم ماكزيمم نقطه زينيماكزيمم  مورفولوژي

 
 
 

   1تاييد مدل
  ژلاتــين توليــدي بــه نتــايج مقايســه ميــانگين ويژگيهــاي

ــگويي   ــادير پيشـ ــا مقـ ــه بـ ــرايط بهينـ   روش آنزيمـــي در شـ
درصـد   95شده توسط مدلهاي رگرسيون در سطح احتمـال  

  آنهـــا وجـــودداري ميـــان  نشــان داد كـــه اخـــتلاف معنــي  
 مــذكور مــورد تاييــدهــاي  نداشــته و بنــابراين صــحت مــدل

  .باشد مي
  
  و پيشنهادات گيري هنتيج

تـوان فرآينـد    د كه مينتايج حاصل از اين تحقيق نشان دا
 ــ ــتخراج آنزيم ــخ   اس ــطوح پاس ــيون س ــا روش رگرس ي را ب

(RSREG)  هـاي   ضرايب همبستگي مـدل . مدل سازي نمود
 ــ ــده رانـ ــرازش داده شـ ــيون بـ ــتحكام ژلرگرسـ ، دمان، اسـ
ي بـه ترتيـب نشـان داد    ويسكوزيته و جذب در فرآيند آنزيم

. آزمايشي برازش داده شده اندهاي  بخوبي با دادهها  كه مدل
همچنين نتايج انجام آزمـايش بمنظـور تاييـد مـدل، صـحت      

با توجه بـه مصـارف گسـترده ژلاتـين     .  را تاييد نمودها  مدل
غذايي كشـورمان كـه    خوراكي  در بخشهاي مختلف صنايع

                                                 
1 - Verification 

يابد و واردات ايـن محصـول كـه سـبب      مي هر ساله افزايش
شـود   مي شود، پيشنهاد مي خروج مقادير زيادي ارز از كشور
منظور ايجاد شـرايط توليـد   ه كه روشهاي اسيدي و آنزيمي ب

صنعتي ژلاتين غذايي در مقياس نيمه صنعتي مـورد ارزيـابي   
تلـف اسـتخراج سـبب    كـه شـرايط مخ  از آنجـا   .قرار بگيرند
شود، و  مي متفاوتي در وزن ملكولي ژلاتينهاي  ايجاد توزيع

لكولي ژلاتين حاصـل از  واز طرف ديگر چون توزيع وزن م
استخراج بر روي خصوصيات عملكردي ژلاتين تـاثير دارد،  

منظـور مـدلينگ رابطـه    ه شود تحقيقاتي ب مي بنابراين پيشنهاد
كردي و توزيـع وزن  ميان شرايط استخراج، خصوصيات عمل

ــرد    ــورت گي ــي ص ــيدي و آنزيم ــولي در دو روش اس  .ملك
  پوسـت، اسـتخوان  (تركيب و نوع ماده اوليه حـاوي كـلاژن   

  اوليــه ازو حتــي ســن دامــي كــه مــاده  ) و بافتهــاي پيونــدي 
  شـرايط و شـدت فرآينـد اسـتخراج     ، بـر  آن استحصال شـده 

ــاثير ــي ت ــد م ــنهاد . گذارن ــابراين پيش ــي بن ــدلينگ  م ــود م   ش
ــف    فر ــه مختل ــواد اولي ــر روي م ــي ب ــتخراج آنزيم ــد اس  آين

 .انجام شود
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Optimization of  Enzymic Extraction of Edible Gelatin from 
Cattle Bones Using Response Surface Methodology (RSM) 

 
S. H. Hosseiniparvar33٭, J. Keramat34, M. Kadivar2, E. Khanipour35, E. Milani36 

 

 

Abstract 
Gelatin is a protein hydrocolloid. Because of its unique characteristics such as gel 
forming, thickening, stabilizing, emulsifiing, foam and film forming, is widely used in 
food industries. In this research, in order to optimize the factors which affect 
enzymatic extraction method of gelatin ,the effects of three variables, enzyme 
concentrations(2-10 ppm), time(8-16 hours) and temperature(60-80 ˚C) on the yield 
of extraction, gel strength, viscosity and absorption in 420 nm were investigated. The 
rotatable central composite experimental design was used, and the data were 
analyzed by using of response surface regression(RSREG).Correlation coefficients 
of fitted regression models of yield, gel strength, viscosity and absorption for enzyme 
extraction method were determined as 0.953 , 0.998 , 0.995 and 0.935 , 
respectively.Analysis of variance for the overall effects of process variables in 
enzymatic extraction method on regression models showed that the enzyme 
concentration, the time of enzyme treatments and temperature had significant effects 
on gel strength and viscosity regression models, however the  effect of temperature 
on both yield and absorption regression models was not significant(p > 0.05).The 
optimum conditions obtained from response surface regression models in enzymatic 
extraction method for yield, gel strength, viscosity and absorption which were verified 
experimentalls were (6.1 ppm, 15.6 hours, 70 ˚C), (9.1 ppm, 11.9 hours, 70.3 ˚C), 
(7.86 ppm, 14.9 hours, 77.5 ˚C) and (2.8 ppm, 10 hours, 60 ˚C), respectively. 

 
Key words: gelatin, enzymatic extraction, response surface optimization  
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