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 چکیده

داراي کاربردهاي مختلفی در صنایع دارویی، آرایشی، پزشکی و غذایی است که به طور هایی است که  کلاژن از جمله پروتئین :سابقه و هدف
 سازي استخراج کلاژن از غشاي داخلی هدف از این پژوهش بهینه .شودمعمول از منابع مختلفی مانند پوست گاو، خوك، مرغ و ماهی تهیه می

  .هاي فیزیکوشیمایی آن است مرغ و تعیین ویژگی پوسته تخم
، )ساعت 36-6(هاي تیمار مختلف ، در زمان)نرمال 2/1- 2/0(هاي مختلف هیدروکسید سدیم  غلظتبازده استخراج کلاژن در  :هاو روش مواد

انجام شد و همچنین ) RSM(با روش سطح پاسخ ) ساعت 60-6(هاي هیدرولیز آنزیمی  و زمان) U/mg90-15(هاي آنزیم پپسین  غلظت
  .مورد بررسی قرار گرفتهاي مختلف نمک، تعیین وزن مولکولی و آنالیز اسیدهاي آمینه  و غلظت pHان حلالیت در هایی مانند تعیین میز ویژگی

غلظت سود . سازي شدند بهینه) CCD(بر طبق طرح مرکب مرکزي  سطح پاسخ  ترین عوامل استخراج کلاژن با استفاده از روش مهم :هایافته
کلاژن محلول با   ساعت، شرایط بهینه براي استخراج 42/43، زمان هیدرولیز U/mg50ساعت، غلظت آنزیم  18نرمال، زمان تیمار قلیایی  76/0

پذیري کلاژن در انحلال. به دست آمد درصد 049/30مرغ هستند که در این شرایط، بازدهی  از غشاء پوسته تخم) (PSCاستفاده از آنزیم پپسین 
3pH=  و غلظتNaCl   اسید آمینه در هزار  به عنوان بیشترین  322آنالیز اسیدهاي آمینه نشان داد که گلایسین با . به دست آمد% 2کمتر از

نشان داد که به  تئینیالگوي پرو. درصد بود5/19کلاژن ) مجموع اسیدهاي آمینه پرولین و هیدروکسی پرولین(میزان ایمینواسید اسید آمینه و 
  .است γو  βهاي داراي دو جزء با وزن مولکولی بالا با پیوندهاي عرضی زیاد هستند که شامل زنجیره αغیر از دو زنجیره 

براي فراسودمند  ترکیبات غذایی و توان از آن در تولید فیلم، ژلاتین  مرغ مطلوب است، که می بازده استخراج کلاژن از پوسته تخم :گیري نتیجه
  .استفاده کردحفظ سلامت 

    هاي فیزیکوشیمیایی استخراج، کلاژن، روش سطح پاسخ، ویژگی :واژگان کلیدي

  مقدمه 
ــه خصــوص در   در ســال ــت ب ــزایش جمعی ــر، اف ــاي اخی ه

سطح رفاه عمـومی منجـر    افزایشو کشورهاي در حال توسعه 
هاي غذایی شده کـه از نظـر کمـی و کیفـی     به افزایش پسماند

ترین آنها شامل سبوس، تفاله  مهم .هستندمقدار آن قابل توجه 
ها و سبزیجات، پوسـت  اصل از میوهچغندر، آب پنیر، بقایاي ح

هاي متفاوتی مرغ است که  داراي کاربرد حیوانات و پوسته تخم

بـر  . در تغذیه دام و طیور، کشاورزي و صـنایع غـذایی هسـتند   
اساس آمار و ارقام وزارت جهاد کشاورزي حـدود یـک میلیـون    

تولید شـده اسـت کـه بـا      1393مرغ در ایران در سال  تن تخم
مرغ تشـکیل   مرغ را پوسته تخم درصد تخم% 10که توجه به این

مـرغ در کشـور بـه     هزار تـن پوسـته تخـم   100دهد، سالانه می
تـرین کاربردهـاي آن    مهـم . )1(شـود  عنوان ضایعات تولید می
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شامل حاصلخیزي مزارع، به عنـوان مکمـل در خـوراك طیـور،     
 پوسـته . )2(هـا اسـت    ازي آنـزیم س ـصنایع کاغذسازي و تثبیت

غشـاي  (و داخلـی  ) پوسـته آهکـی  (مرغ از دو لایه خارجی  تخم
تشکیل شده اسـت کـه جداسـازي آنهـا از     ) داخلی سفید رنگ

یکدیگر امکان کاربردهاي بیشـتري از ایـن ضـایعات را فـراهم     
مـرغ شـامل    ترکیبـات غشـاي داخلـی پوسـته تخـم     . سـازد می

 هاي سفیده، کـلاژن و کندروتین سولفات، گلوکزآمین، پروتئین
آنــزیم لیــزوزیم اســت کــه داراي کاربردهــایی ماننــد دارویــی، 

  .)2-4(نانوتکنولوژي، ضدمیکروبی و غذایی هستند
کـلاژن پروتئینــی اســت کـه بخشــی از بافــت پیونــدي در   

هـا را  هاي پوست، اسـتخوان، دنـدان و تانـدون   ماهیچه و ارگان
صورت  زنجیره پروتئینی، بهدر ساختار آن سه . دهدتشکیل می
گانه وجـود دارد کـه داراي تـوالی اسـیدهاي آمینـه      مارپیچ سه

 -هیدروکسـی پـرولین   -پـرولین  -مخصوصی ماننـد گلایسـین  
کـلاژن  . شـود باشد و به صورت متوالی تکـرار مـی   گلایسین می

داراي کاربردهاي مختلفی از جمله در صنایع دارویی، آرایشـی،  
ترین کاربردهـاي آن در صـنایع    مهمپزشکی و غذایی است که 

هـاي خـوراکی اشـاره    توان به تولیـد ژلاتـین و فـیلم   غذایی می
تفـاوت  اند کـه   نوع کلاژن شناخته شده 27بیش از . )6, 5(کرد

. آنها در توالی اسیدهاي آمینـه، سـاختار و عملکـرد آنهـا اسـت     
. )3، 4( اسـت  Iترین نوع کلاژن، کلاژن نـوع   ترین و فراوان مهم

کلاژن به طور معمـول از منـابع مختلفـی ماننـد پوسـت گـاو،       
بـه دلیـل وجـود مشـکلاتی     . شودخوك، مرغ و ماهی تهیه می

ست و پا، آنفلـولانزاي  هاي دمانند بیماري جنون گاوي، بیماري
مرغی، حلال بودن یا نبودن، خلوص پایین کلاژن تهیه شـده و  

هاي اخیر توجه زیادي به منبـع  هاي پوستی در سالحساسیت
یکـی از  . جدیدي به عنوان جانشینی براي این منابع شده است

 مرغ است که فاقد مشـکلات فـوق   این منابع جدید پوسته تخم
مراحل استخراج کلاژن شـامل هضـم   به طورکلی . )2، 7( است

قلیایی، استفاده از حلال جهت حـذف چربـی و هضـم اسـیدي     
در چند سال اخیر تحقیقات نشان داده است که با اضافه . است

کردن آنزیم پپسین به مرحله اسیدي میزان بـازدهی اسـتخراج   
باتوجه به نوع منبـع کـلاژن   . )8(کلاژن افزایش پیدا کرده است

تهیه شده و شـرایط اسـتخراج ماننـد زمـان و غلظـت واکـنش       
. )5(ها میزان بازدهی کلاژن استخراج شده متفاوت استدهنده

جهت بهینـه کـردن شـرایط اسـتخراج کـلاژن غشـاي داخلـی        
ایـن  . توان از روش سطح پاسخ استفاده کردمرغ می پوسته تخم

ند روابط بین پاسخ و متغیرها تعیین کرده تواتکنیک آماري می
و اثر متغیرها را چه به صورت تنها و چه به صورت ترکیـب بـر   

هـاي  شـناخت کـافی از ویژگـی   . )9(ها مشخص کندروي پاسخ
عملکردي کـلاژن اسـتخراج شـده ماننـد میـزان محلولیـت در       

هاي مختلف، دناتوراسیون و اثـر  pHهاي مختلف نمک و  غلظت

غلظت کـلاژن، نمـک و دمـا بـر پارمترهـاي رئولوژیـک پایـا و        
  . )10(سازدخاص مناسب مینوسانی کلاژن را براي یک کاربرد 

هدف از این پژوهش تعیین شـرایط بهینـه بـراي اسـتخراج     
گیري پروفایل اسیدهاي آمینه،  مرغ، اندازه کلاژن از پوسته تخم

مختلـف   هـاي  غلظـت تعیین وزن مولکولی و حلالیت نسبی در 
 .باشد می pHنمک و 

  هامواد و روش  
شـامل هیدروکسـید   مواد مـورد اسـتفاده در ایـن تحقیـق     

، آنـزیم  )آلمـان  Merck(، اسـید اسـتیک   )آلمان Merck(سدیم
-Sigma(غشـاي دیـالیزي   ) آمریکـا  Sigma-Aldrich(پپسین 

Aldrich  آمریکــا (Tris )Sigma-Aldrich   و کلریــد  ) چــین
  .باشد می) آلمان Merck(سدیم 
بعـد از  : مـرغ  سازي استخراج کلاژن از پوسته تخم بهینه

هـاي سـطح شـهر ابتـدا بـا آب      مرغ از قنـادي  متهیه پوسته تخ
C°50 مـرغ و سـایر    که سفیده تخم شستشو داده شد، به طوري

سپس بـراي جداسـازي پوسـته     هاي دیگر حذف شده ناخالصی
نرمـال بـه آب    1/0آهکی از غشـاي داخلـی اسـید کلریـدریک     

C°60  دقیقه نگهداري شد 15افزوده و به مدت .g5   از غشـاي
هـاي   مرغ خشـک شـده در معـرض غلظـت     تخمداخلی پوسته 

 10:1بـه نسـبت   ) نرمال 2/1-2/0(مختلف هیدروکسید سدیم 
قـرار گرفـت و عمـل    ) ساعت6-36(هاي مختلف در مدت زمان

غشـاي   ،بعـد از ایـن مرحلـه   . خنثی انجام گرفت pHشستن تا 
مـولار   5/0مرغ جدا شده در اسـید اسـتیک    داخلی پوسته تخم

ر متفـاوتی از غلظـت آنـزیم پپسـین     قرار گرفت و سپس مقادی
)U/mg90-15 (هـاي متفـاوتی واکـنش    اضافه و در مدت زمان

سپس بـا اسـتفاده صـافی    ). ساعت 6-60(آنزیمی انجام گرفت 
قسمت محلول نمک  و بهقسمت جامد را از محلول جدا نموده 

M2  همراه با مقداري تنظیم کنندهpH    اضـافه کـرده(Tris)  و
 Sigma 3-K(اشته و عمل سـانتریفیوژ  ساعت نگه د 6به مدت 

انجـام   C°4دقیقـه در دمـاي    20به مدت  g 30000با  )آلمان
حـل کـردن مجـدد در    قسمت رسوب را برداشـته و بـا   . گرفت

زدایـی بـه وسـیله غشـاي      مولار عمـل نمـک   5/0اسید استیک 
. ساعت انجـام گرفـت   24به مدت ) Cut off 10KDa(دیالیزي 

دقیقـه انجـام    10به مدت  g 20000ا دوباره عمل سانتریفیوژ ب
کـن   شده سپس رسوب حاصله بـا اسـتفاده از دسـتگاه خشـک    

انجمادي خشک نموده و پودر حاصل کلاژن استخراج شـده بـا   
لازم به ذکـر  . است (Pepsin Soluble Collagen)ن آنزیم پپسی

است در این مطالعه ابتدا با استفاده آزمایشات مقدماتی مقـدار  
 سپس، روش سطح پاسـخ . مستقل تعیین شدسطح متغیرهاي 

 فاکتور غلظـت سازي اثر چهار  و طرح مرکب مرکزي براي بهینه
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سود، مـدت زمـان تیمـار سـود، غلظـت آنـزیم و مـدت زمـان         
  .هیدرولیز آنزیمی در پنج سطح استفاده شد

کـلاژن اسـتخراج    فیزیکوشـیمیایی هاي بررسی ویژگی
  شده

ــون روش  بـــر اســـاس  SDS-PAGE : SDS-PAGE آزمـ
Muyonga با اندکی تغییـرات انجـام    2004در سال و همکاران

مـرغ   ي تخـم ابتدا کـلاژن اسـتخراج شـده از پوسـته    . )11(شد 
(PSC)  درصدســدیم دودســیل ســولفات 5را در(SDS)   حــل

نموده و سپس به مـدت یـک سـاعت در حمـام آب گـرم قـرار       
 در شرایطsigma 3-k) آلمان (با استفاده از سانتریفیوژ . گرفت

g 10000  دقیقه در دمـاي اتـاق ذرات حـل نشـده      5به مدت
نمونه محلول به نسبت یک به یـک بـا محلـول    . جداسازي شد

 Tris 0.5 M, pH=6.8, 4% SDS, 20%glycerol, 10%( بافر

β-ME(  مخلوط و به مدت دو دقیقه در آب جوش قرار گرفـت .
ــوع   15-20 ــلاژن ن ــه، ک ــر از نمون ــه  Iمیکرولیت ــا  ب و مارکره

هاي ایجاد شده در ژل پلی آکریل آمید که از ژل پـایین  چاهک
تشــکیل شــده تززیــق شــد و ســپس % 4و از ژل بــالاي % 5/7

بعـد از  . م شـد سـاعت انجـا   4به مدت  120الکتروفورز با ولتاژ 
آمیـزي   دقیقه رنـگ  20الکتروفورز، ژل با کوماسی آبی به مدت 

سپس با محلول رنگ بر شامل متـانول، اسـتیک اسـید    . گردید
مارکرهاي بـا  . بري انجام گرفت گلاسیال و آب مقطر عمل رنگ

هـا  وزن مولکولی بـالا جهـت تخمـین وزن مولکـولی پـروتئین     
، مـاکروگلوبولین  (200KDa)استفاده شد کـه شـامل میـوزین    

(170KDa)،  بتاگالاکتوزیداز(116KDa) ترانسفرین ،(76KDa) 
  .است (53KDa)و گلوتامات دهیدروژناز 

حـدود ده  : آنالیز اسیدهاي آمینه کلاژن استخراج شـده 
 6گرم از نمونه لیوفلیز شده کـلاژن در اسـید کلریـدریک     میلی

سـاعت قـرار    24به مـدت   C˚110در دماي  (HCl 6 N)نرمال 
هیدرولیز شده بـه دسـتگاه پروفایـل اسـیدهاي      و نمونهگرفت 
و مقـدار اسـیدهاي   ) انگلستان (Amino acid Analyzerآمینه 

 آمینه نمونه بر اساس استاندارد اسـیدهاي آمینـه تزریـق شـده    
 . گیري شد اندازه 

مقـدار  : هاي مختلـف pHتعیین میزان محلولیت نسبی در
درصد اسـید اسـتیک    5/0کلاژن استخراج شده را در  معینی از

هـاي مختلـف   pHنرمال  NaOH 6و  HCLحل و با استفاده از 
بـه   g20000 در شرایطدر محلول کلاژن  تهیه و سپس  1-10

محلـول را سـانتریفیوژ و مقـدار    C˚4دقیقه در دماي  30مدت 
گیـري شـد و   انـدازه هـاي مختلـف   pHکلاژن رسوب شـده در  

افـزار   بـا اسـتفاده از نـرم    pHبه منحنی میزان محلولیت نسبی 
تعیـین میـزان محلولیـت     .رسـم شـد   (Version 2010)اکسل 

مقـدار معینـی از کـلاژن    هاي متفـاوت نمـک    نسبی در غلظت

درصـد اسـید اسـتیک حـل نمـوده و       5/0استخراج شده را در 
به %) 6و % 5،% 4، %3،%2، %1، % 0( هاي متفاوت نمک  غلظت

، در هــم زدندقیقـه عمــل   30سـپس بعــد از  . آن اضـافه شــد 
محلـول را  C˚4دقیقه در دمـاي   30به مدت  g 20000 شرایط

منحنی . گیري شداندازه  سانتریفیوژ و مقدار کلاژن رسوب شده
به غلظت نمک اضافه شده با اسـتفاده از  میزان محلولیت نسبی 

  .افزار اکسل رسم شد نرم

 هایافته  
سازي استخراج کلاژن از  غشاي داخلـی پوسـته   بهینه
ترین عوامل استخراج کلاژن با اسـتفاده از روش   مهم: مرغ تخم

RSM  بر طبق طرح مرکب مرکزي)CCD (سازي شـدند  بهینه .
دامنه و مقادیر نقطه مرکـزي بـراي چهـار متغیـر مسـتقل بـر       

هـاي اثـرات منفـرد هـر یـک      اساس نتـایج حاصـل از آزمـایش   
سـازي چهـار    به طـور کلـی، بـراي بهینـه    . ا انتخاب شدمتغیره

، X2=، زمـان تیمـار قلیـایی   X1= غلظـت سـود   (متغیر فرآینـد  
در طرح مرکب ) X4=، زمان هیدرولیز آنزیمی X3= غلظت آنزیم

آزمایش انجام گرفت کـه در جـدول    30تعداد ) CCD(مرکزي 
نشـان داد   1نتـایج حاصـل از جـدول    . نشان داده شده است 1

درصـد  1/30تا  8/14محدوده میزان بازدهی استخراج کلاژن از 
در شـرایط غلظـت   ) درصد 1/30(حداکثر بازدهی کلاژن . است
سـاعت، غلظـت آنـزیم     18نرمال، زمان تیمار قلیایی  8/0سود 

U/mg75  ساعت مشاهده شد 36و زمان هیدرولیز.  
و واقعی متغیرهاي مستقل فرآیند و نمایش سطوح کدبندي . 1جدول 

  مقادیر آنها
  مقادیر متغیر

 2-  1-  0  1  2  
  2/1  1  8/0  6/0  4/0  )نرمال(سود غلظت 

  30  24  18  12  6  )ساعت(مدت زمان تیمار سود 
  75  60  45  30  15 )واحد بر میلی گرم(غلظت آنزیم 

  60  48  36  24  12  )ساعت(مدت زمان هیدرولیز آنزیمی 

  
بردن تجزیـه و تحلیـل رگرسـیون چندگانـه بـر روي      با به کار 

هاي تجربی، پاسخ و متغیرهاي آزمون بر طبق معادله چند داده
  . اي درجه دوم زیر با هم در ارتباط بودندجمله

Y= -51.85208+121.43750 X1 +1.76667X2 +0.43806X3 + 0.33333X4 
– 0.85417X1 X2+0.03750X1 X3+ 0.09375X1 X4- 5.5556X2 X3 - 
2.95139X2X4 - 1.38889X3X4 -73.593757X1X1- 0.02760X2X2- 
3.19444X3X3- 3.25521X4X4    

بازده کـلاژن محلـول اسـتخراج شـده توسـط       Yکه در آن 
به ترتیـب متغیرهـاي کـد شـده بـراي       X4وX1،X2،X3آنزیم و 

غلظت سود مصرفی، زمان تیمار قلیایی، غلظت آنزیم پپسین و 
نتایج آماري از بـازده اسـتخراج   . ی هستندمیآنززمان هیدرولیز 
نشـان داده   2بینی کننده درجه دوم در جـدول براي مدل پیش

  .شده است
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 مرغ ها بر اساس مدل طرح مرکب مرکزي براي میزان استخراج کلاژن محلول از غشاي  داخلی پوسته تخمنمایش طراحی آزمون.  2جدول 

  
-SDS الگـوي پروتئینـی   : SDS-PAGE الگوي پروتئینـی  

PAGE محلول اسـتخراج شـده توسـط آنـزیم پپسـین،       کلاژن
مارکرهاي پروتئین و کلاژن پوسـت گـاو بـه عنـوان اسـتاندارد      

الگــوي . نشــان داده شــده اســت 1شــکل در ) Iکــلاژن نــوع (
 1αهـاي  اسـتخراج شـده شـامل زنجیـره     در کلاژناستخراجی 

)kDa 97 (2α  )کمی بیش از kDa 116 (   که بر اسـاس پهنـاي
و یـک   1αدو زنجیـره  (باند به نسبت تقریبی دو به یک هستند 

 -SDS پروتئینـی  ياز الگوهمچنین نتایج حاصل ). 2αزنجیره 

PAGE  نشان داد که به غیر از دو زنجیرهα    داراي دو جـزء بـا
 kDaبیش از( βهاي وزن مولکولی بالا هستند که شامل زنجیره

    .است) kDa 220 بیش از( γو ) 220
، )PSC(حل شده با پپسینکلاژن SDS- PAGEالگوي پروتئینی  . 1شکل

  )I(وکلاژن پوست گاو به عنوان استاندارد ) M(مارکرهاي پروتئین 

  پاسخ
 میزان استخراج

Y (%)  

   متغییرهاي مستقل 
زمان هیدرولیز      شماره آزمون

 (h)آنزیمی
X4 

  غلظت آنزیم
(U/mg) 

X3 

 زمان تیمار قلیایی
(h) 
X2 

مصرفی غلظت سود
(N) 
X1 

6/21 -1 -1 -1 -1 1 
9/23 +1 -1 -1 -1 2 
8/25 -1 +1 -1 -1 3 
7/26 +1 +1 -1 -1 4 
3/24 -1 -1 +1 -1 5 
8/24 +1 -1 +1 -1 6 
5/27 -1 +1 +1 -1 7 
1/28 +1 +1 +1 -1 8 
5/20 -1 -1 -1 +1 9 
5/23 +1 -1 -1 +1 10 
1/25 -1 +1 -1 +1 11 
7/26 +1 +1 -1 +1 12 
5/20 -1 -1 +1 +1 13 
8/20 +1 -1 +1 +1 14 
9/22 -1 +1 +1 +1 15 
9/23 +1 +1 +1 +1 16 
3/20 0 0 0 -2 17 
8/14 0 0 0 +2 18 
1/26 0 0 -2 0 19 
6/24 0 0 +2 0 20 
8/22 0 -2 0 0 21 
1/30 0 +2 0 0 22 
3/26 -2 0 0 0 23 
6/28 +2 0 0 0 24 
9/28 0 0 0 0 25 
4/29 0 0 0 0 26 
8/28 0 0 0 0 27 
5/29 0 0 0 0 28 
3/29 0 0 0 0 29 
5/29 0 0 0 0 30 
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ترکیـب  : مـرغ  ترکیب اسیدهاي آمینه کلاژن پوسته تخم
مـرغ در   اسیدهاي آمینه کلاژن استخراج شـده از پوسـته تخـم   

دهـد کـه   نتـایج نشـان مـی   . نشـان داده شـده اسـت    3جدول 
بیشترین مقدار اسید آمینـه بـه ترتیـب مربـوط بـه گلایسـین       

، )در هزار اسید آمینه 112(، پرولین )آمینهدر هزار اسید 318(
 83(هیدروکسـی پـرولین   و ) 103در هزار اسید آمینه (آلانین 

مجمـوع  (مقـدار ایمینواسـیدها   . هسـتند ) آمینـه در هزار اسـید 
در  195در کلاژن استخراج شده) پرولین و هیدروکسی پرولین

درصـد کـل اسـیدهاي     5/19آمینه است کـه حـدود   هزار اسید
دهد که بر اساس مطالعـات گذشـته  ایـن    آمینه را تشکیل می

درصـد   2/17و  6/21ترتیـب  مقادیر در پوست گاو و ماهی بـه  

مقـدار اسـیدهاي آمینـه سیسـتئین و تریپتوفـان بسـیار       . است
  . ناچیز هستند

-2شکل :  بر انحلال پذیري کلاژن NaClو غلظت  pHاثر 
را بر انحلال پذیري کلاژن محلـول در پپسـین از    pHتأثیر الف 

مولار را نشان مـی  5/0سید مرغ در استیک ا غشاي پوسته تخم
بیشـترین انحـلال پـذیري     بر اساس نتایج به دست آمده، .دهد

PSC 2درpH= )05/0P< (انحلال پـذیري  . مشخص شده است
PSC  درصـد   2صـفر تـا    در حضـور  ،مولار5/0در استیک اسید

NaCl  2در غلظـت بـالاتر از   ). بشـکل  (مانـد ثابت باقی مـی %
).ب-2شـکل  (یابـد  کاهش مـی به شدت  کلاژن انحلال پذیري

  
  ماهی مرغ در مقایسه  با مقادیر کلاژن استخراج شده از پوست گاو و هاي آمینه کلاژن محلول استخراج شده از پوسته تخم ترکیب اسید. 3جدول

مقادیر کلاژن محلول غشاي پوسته  *مقادیر کلاژن محلول پوست گاو **مقادیر کلاژن محلول پوست ماهی
 مرغ تخم

 اسید آمینهنوع 

 آسپارژین/ اسید آسپارتیک 55 45 50
 گلوتامین/ اسید گلوتامیک 98 76 69
 تروئنین 23 4/18 27
 سرین 34 2/33 37
 گلایسین 318 330 340
 آلانین 103 119 133
 والین 20 5/21 23
  متیونین 9 1/6 11
  سیستئین 4 00 2
  ایزولوسین 13 4/11 12
  لوسین 24 23 20
  تیروزین 6 7/3 4
  فنیل آلانین 8 3/3 14
  هیستدین 7 3/5 6

  آرژنین 62 51 50
  لیزین 21 5/26 28
  هیدروکسی پرولین 83 95 68
  پرولین 112 121 106
  کل اسیدهاي آمینه 1000 1000 1000
  ایمینو اسیدها 195 216 172

  2011و همکاران در سال Huang  نتایج به دست آمده توسط **  2008و همکاران در سال  wooنتایج به دست آمده توسط *
  

  )الف

  

  )ب

  

  بر انحلال پذیري کلاژن NaCl و غلظت pHثیر أبررسی ت.  2شکل 
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نتایج آنالیز واریانس ضرایب رگرسـیون مـدل دو جملـه اي  در    
  .آمده است 4جدول 

مقادیر ضریب رگرسـیون معادلـه بـه دسـت آمـده از مـدل در       
  .نشان داده شده است 5جدول 

  
  مرغ نتایج آنالیز واریانس ضرایب رگرسیون مدل دو جمله اي  بر روي میزان استخراج کلاژن محلول از غشاي داخلی پوسته تخم .4جدول

P-value F-value  منبع درجه آزادي مجموع مربعات میانگین مربعات رگرسیونضریب 

 مدل 14 88/401 71/28  69/287 0001/0
 باقی مانده 15 55/1 11/0   
 عدم برازش 10 00/1 11/0  01/1 5821/0
 خطاي خاص 5 55/0    
 ضریب تغییرات    28/1  
 انحراف استاندارد    32/0  
  9926/0    Adj-R2  
  9962/0    R2  

  
  دار بودن ضرایب رگرسیون بر میزان استخراج کلاژنمیزان معنی.  5جدول 

P-value F-value پارامتر مجموع مربعات میانگین مربعات 
<0001/0 08/409 14/42 14/42 X1 

0017/0 56/14 50/1 50/1 X2 
<0001/0 96/761 48/78 48/78 X3 
<0001/0 17/114 76/11 76/11 X4 
<0001/0 64/2307 69/237 69/237 X1X1 
<0001/0 20/163 81/16 81/16 X1X2 
<0001/0 98/262 09/27 09/27 X2X2 

1812/0 97/1 20/0 20/0 X1X3 
5425/0 39/0 040/0 040/0 X3X2 

<0001/0 57/137 17/14 17/14 X3X3 
0133/0 86/7 81/0 81/0 X4X1 
0182/0 01/7 72/0 72/0 X4X2 
0071/0 71/9 00/1 00/1 X3X4 

<0001/0 51/58 03/6 03/6 X4X4 

  
  بحث  

سازي استخراج کلاژن از غشـاي داخلـی پوسـته     بهینه
غلظت استیک اسید، میزان پپسـین، زمـان واکـنش    : مرغ تخم

یـایی و دمـاي   قل یمارت، غلظت سود مصرفی، زمان pHآنزیمی، 
 خـواص استخراج متغیرهاي مهم مؤثر بر رانـدمان اسـتخراج و   

مرغ  عملکردي کلاژن استخراج شده از غشاء داخلی پوسته تخم
  . است

نتایج حاصل از تجزیه و تحلیل خطـا نشـان داد کـه عـدم     
دار نبود کـه   معنی% 95در سطح اطمینان  (lack of fit) تطابق

هـا هرچـه   و در مـدل ) 5821/0(کنـد  اعتبار مدل را تأیید مـی 
باشد، درجه بسـیار بـالایی از    5کمتر از  (CV) ضریب تغییرات

دقـت و توزیـع خـوبی از اطمینـان مقـادیر آزمایشـی را نشــان       
ضریب تغییرات برابـر بـا    4جدولبر اساس نتایج . )12(دهد می
بینـی   این بدین معنی است کـه مـدل بـراي پـیش    . است 28/1

. کردن در طیف وسـیعی از متغیرهـاي آزمایشـی کـافی اسـت     
ین، تمام این پارامترهاي آماري نشان دهنده قابل اعتمـاد  ابنابر

  .ها هستندبودن مدل

نشان دهنده مقادیر ضریب رگرسـیون معادلـه بـه     5جدول
هـا،  براي هر یـک از عوامـل در مـدل   . ده از مدل استدست آم

نشـان   F-valueو مقـادیر زیـاد   ) P-value)P<0.05 مقادیر کم 
. )13( دار بودن بر روي بـازده اسـتخراج اسـت   دهنده اثر معنی

ــدي و برجســته  نمــود 3شــکل  ــانتور(ار ســطح ســه بع در ) ک
هاي مختلف آنزیم و زمان هیـدرولیز آنزیمـی در غلظـت     غلظت

. دهـد ثابت سود و زمان تیمار قلیایی بر سطح پاسخ نشـان مـی  
افـزایش   U/mg 50بـا افـزایش غلظـت آنـزیم تـا      PSCبازدهی 

ساعت به حداکثر مقـدار   48یابد و در زمان استخراج حدود  می
لازم به ذکر اسـت کـه هضـم پپسـین در سـطح      . رسدخود می

و زمـان بـالاي هیـدرولیز    ) U/mg 75بـالاتر از  (بالایی از آنزیم 
دهـد  همیشه پاسخ مطلوب را نشـان نمـی  ) ساعت 48بیش از (

گیـري قطعـات پپتیـدي بـا      چرا که ممکن است به خاطر شکل
ــا  وزن مولکــولی پــایین . رســوب داد NaClتــر نتــوان آنهــا را ب

  . ن، این افزایش غلظت آنزیم نیز جنبه اقتصادي نداردهمچنی
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بر  )X4( و زمان هیدرولیز) X3( ، غلظت آنزیم)X2( ، زمان تیمار قلیایی)X1( نمودارهاي سه بعدي سطح پاسخ مربوط به  اثرات متقابل غلظت سود . 1شکل 
  کلاژنروي میزان بازدهی استخراج 
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 ٥٤

بـود  ) 2008(و همکاران  Wangبا  موافقنتایج این تحقیق 
اسـتخراج کـلاژن از    میزان بـازدهی که گزارش کرده بودند که 

 یابـد ماهی کپور علف خوار با افزایش مقدار پپسین افزایش مـی 
تخراج شده با اسـید اسـتیک   نتایج نشان داد که کلاژن اس. )9(
)M5/0 (  در مقایسه با استخراج کلاژن با آنزیم پپسین به طـور

شـوند و میـزان بـازدهی    کامل با محلول استیک اسید حل نمی
این مسئله را ). ها نشان داده نشده استداده(آن نیز کمتر است

توان بر اساس  مطالعات گذشته ایـن طـور توضـیح داد کـه     می
ژن غشاء پوسـته بـه احتمـال زیـاد در منطقـه      هاي کلا مولکول

هــاي عرضــی کووالانســی تلوپپتیـد زنجیــره کــلاژن داراي پـل  
-هستند که منجر به محلولیت کم کلاژن در استیک اسید مـی 

آنزیم پپسین قادر است که به طور اختصاصـی  . )14, 8, 5(شود
مـرغ را   ي تخمي پوستهاي کلاژن غشامنطقه پایانی غیر زنجیره

. بدون آسیب رسـاندن بـه مـارپیچ سـه گانـه کـلاژن بشـکافد       
بنابراین، بازده استخراج کلاژنی که به طور جزئی شکافته شـده  

 5بـر اسـاس نتـایج جـدول     . )15، 16( یابـد است، افزایش مـی 
توان دریافت که در میان چهار متغیر مستقل تعیـین شـده    می

بیشترین اثـر را بـر روي   ) X4(و غلظت آنزیم ) X1(غلظت سود 
مشابهی بـراي اسـتخراج    نتایجچنین . دارد) %Y(مقدار کلاژن 

و همکـاران در سـال    Wooکلاژن از پوست ماهی تـن توسـط   
ــت  2008 ــده اس ــزارش ش ــق . گ ــا در تحقی ــت   آنه ــان غلظ ش

، زمـان هضـم قلیــایی   )نرمــال 3/1 -5/0(هیدروکسـید سـدیم   
، و زمـان  )درصـد  4/1تـا  6/0(، غلظـت آنـزیم   )ساعت 12-36(

به عنوان متغیر در پنج سـطح  ) ساعت 12-36(واکنش آنزیمی 
. و میزان بازدهی استخراج کلاژن به عنوان پاسخ انتخاب کردند

غلظت سود و غلظت آنزیم بیشـترین اثـر را    نتایج نشان داد که
بیشترین اسـتخراج کـلاژن    دارد و) %Y(بر روي مقدار کلاژن 

 9/0ظت هیدروکسـید سـدیم   مربوط به تیمار غل) درصد 6/27(
درصـد،  1سـاعت، غلظـت آنـزیم     24نرمال، زمان هضم قلیایی 

با توجـه بـه نتـایج     . )17( ساعت است 24زمان واکنش آنزیمی
توان نتیجه گرفت کـه روش  به دست آمده در این پژوهش، می

بینـی رونـد    سطح پاسخ یک ابزار مفید بـراي توصـیف و پـیش   
. مــرغ اســت ي تخـم از غشــاي داخلـی پوســته   PSCاسـتخراج 

بـراي بـرآورد    RSMاستفاده نمودارهاي سه بعدي و کانتور در 
غلظـت سـود، زمـان تیمـار قلیـایی،      (اثر چهار متغیر مسـتقل  

مقـادیر آزمایشـگاهی   . مؤثر بود) غلظت آنزیم و زمان هیدرولیز
غلظـت سـود   . درصد متغیر بـود  1/30تا  8/14از  PSCبازدهی 

سـاعت، غلظــت آنــزیم   18نرمـال، زمــان تیمـار قلیــایی    76/0
U/mg50  شرایط بهینه بـراي   ساعت، 42-43و زمان هیدرولیز

مـرغ هسـتند کـه در ایـن      از غشاء پوسته تخـم  PSCاستخراج 
درصد بـه دسـت آمـد و تحـت      PSC 049/30شرایط، بازدهی 

بینـی   درصـد پـیش   054/30± 06/0شرایط بهینه بازدهی مدل

نتایج حاصل از تجزیه و تحلیل آماري نشان داد که . شده است
شـده در یـک راسـتا     بینی مقادیر به دست آمده با مقادیر پیش

و در نتیجـه  ) دار نبـود  در صـد معنـی   05/0در سـطح  (هستند 
بنـابراین  . رضایت بخش و دقیق است RSMنشان داد که مدل 

مـرغ یـک منبـع     توان گفت که غشاي داخلی پوسـته تخـم  می
لازم به ذکر است در مـورد  . مناسب براي استخراج کلاژن است

مرغ با استفاده از  تخم  میزان بازدهی استخراج کلاژن از پوسته
هـاي پیشـین موجـود    آنزیم پپسین اطلاعات زیادي در پژوهش

از ) ماده خشـک  برحسب(هاي متفاوتی  میزان استخراج. نیست
ن در منابع مختلـف ذکـر شـده    یکلاژن با استفاده از آنزیم پپس

، پوسـت مـاهی   )9(% 3/19است که شامل پوست ماهی کپـور  
puffer ocellate7/44 %)18(   4/38، پوست گربـه مـاهی %

، مـاهی چشـم   )20(% black drum 8/15، پوست ماهی  )19(
، )17(% 1/27، پوسـت مـاهی تـن    )16(% 79/19درشت قرمـز  

 sheephead، پوست ماهی )15(% 5/19پوست ماهی بادکنکی 

seabream3/29 %)20(    40/81، پوست مـاهی مرکـب %)21( 
ــت  . اســت )unicorn leatherjacket 48/8 %)5و پوس

تــرین دلایــل بــراي   منــابع و روش اســتخراج مهــم اخــتلاف در
  .  ها استتوجیه این تفاوت

 الگـوي پروتئینـی    :کـلاژن SDS- PAGE الگوي پروتئینی

SDS- PAGEمحلول استخراج شـده بـه وسـیله آنـزیم      کلاژن
داده  1هـاي پـروتئین در شـکل    و نشـانگر  Iپپسین،کلاژن نوع 

و  1αهـاي  شامل زنجیره PSCالگوي استخراجی در . شده است
2α  که بر اساس پهناي باند به نسبت تقریبی دو به یک هستند
دهد کـه  این نتایج نشان می). 2αو یک زنجیره  1αدو زنجیره (

مرغ از کلاژن نوع  بیشترین کلاژن استخراج شده از پوسته تخم
I زیرا کلاژن نوع . استI   1در ساختار خود داراي دو زنجیـرهα 

نوع کـلاژن و بیشـترین    ترین است و از فراوان 2αه و یک زنجیر
چنــین نتــایج . )22(مطالعــه در مــورد آن انجــام گرفتــه اســت

نـرم  ، پوسـت مـاهی   )23(مشابهی نیز براي پوست ماهی ژاپنی 
، مـاهی  )24(  (Pacific whiting) بالـه خـوراکی اقیـانوس آرام   

Nile perch  )11(  و گربه ماهی)گزارش شده است با ایـن  )19
هاي مختلف و حتی  ها در گونه وجود وزن مولکولی انواع زنجیره
لازم به ذکر . کی متفاوت استبا نتایج حاصل از این تحقیق اند

وجود  3αاست که در الگوي پروتئینی، ممکن است که زنجیره 
داشته باشد اما به دلیل اینکه این زنجیـره داراي وزن مولکـولی   

. تـوان آن را تشـخیص داد  نمی نیبنابرااست،  1αبرابر با زنجیره
در SDS- PAGE پروتئینـی   ياز الگـو همچنین نتایج حاصـل  

داراي دو  αنشان داد که به غیـر از دو زنجیـره    PSCاستخراج 
جزء با وزن مولکولی بالا با پیوندهاي عرضی زیـاد هسـتند کـه    

به طور معمـول کـلاژن بـه دو    . است γو  βهاي شامل زنجیره
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شود که در ساختار صورت روش اسیدي و آنزیمی استخراج می
بــراي مثــال، حرکــت الگــوي . هــایی داردکــلاژن آنهــا تفــاوت

تـر روش  پروتئینی کلاژن استخراج شده در روش آنزیمی سریع
وزن مولکولی کلاژن استخراج شـده بـه   (استخراج اسیدي است

زیرا آنـزیم پپسـین قـادر اسـت کـه      ). روش اسیدي بالاتر است
که داراي وزن βهاي پیوندهاي عرضی و ناحیه تلوپپتید زنجیره

هاي کوتـاه  رهمولکولی بالا هستند را شکسته و همزمان به زنجی
α هـایی بـا وزن   بنابراین، مقـدار کمـی از زنجیـره   . تبدیل کند

بـاقی  ) هاي آلفادیمر زنجیره( βهاي مولکولی بالا مانند زنجیره
با افزایش سن حیوان و عـدم خـوراك مناسـب    . )23(مانند می

ــی در  ــدهاي عرض ــزان پیون ــولی  می ــین مولک ــولی و ب ون مولک
هاي کلاژن افزایش یافته و وزن مولکولی کلاژن افزایش  زنجیره

  .  )15(یابد  می
ترین اسید آمینـه در   فراوان: ترکیب  اسیدهاي آمینه کلاژن

ساختار کلاژن گلایسـین اسـت کـه حـدود یـک سـوم از کـل        
دهد و به صـورت زنجیـره   اسیدهاي آمینه کلاژن را تشکیل می

n)Gly-X-Y( بعد از گلایسین . شوددر ساختار کلاژن تکرار می
اسیدهاي آمینه کلاژن استخراج شده  به ترتیب بیشترین مقدار

. شامل پـرولین، آلانـین، هیدروکسـی پـرولین و آرژنـین اسـت      
تواند بر پایداري و شکل سـاختمانی  وجود عوامل و شرایطی می

کلاژن اثر گـذار باشـند؛ بـراي مثـال، وجـود اسـیدهاي آمینـه        
پرولین و هیدروکسی پرولین در زنجیره پپتیدي از ایجاد حالت 

ــرار گرفتــه مــارپیچی د ــره کــه آنهــا ق ــد، ر قســمتی از زنجی ان
علت آن ایـن اسـت کـه در ایـن اسـیدهاي      . کندجلوگیري می

کـه در واقـع ایمینواسـید    ) پرولین و هیدروکسی پرولین(آمینه
هستند، حلقه پیرولیدین موجود در هر دو اسـید آمینـه باعـث    

کنـد  شود که وقتی در تشکیل زنجیره پپتیدي شـرکت مـی  می
روژنی ندارد که با اکسیژن اسید آمینه شماره چهـارم  دیگر هید

زنجیره شرکت کند ولی به دلیل گروه هیدروکسیل موجـود در  
ساختار این دو اسید آمینه از طریق ایجاد پیوند هیدروژنی بین 
زنجیرهاي باعث پایداري سـاختاري مـارپیچ سـه گانـه کـلاژن      

پایـداري   مقدار ایمینواسید در ساختار کلاژن بـر روي . شود می
حرارتی کلاژن نقش مهمی دارد، به طوري که هر چه قدر ایـن  
. مقدار بیشتر باشد، دمـاي دناتوراسـیون کـلاژن بیشـتر اسـت     
 مقدار ایمینواسیدها در هر منبعی بسـتگی بـه شـرایط محـیط    

براي مثال، کلاژن استخراج شده از . موجود زنده مانند دما دارد
کننـد  ي زنـدگی مـی  هاي ماهی کـه در منـاطق سردسـیر   گونه

مقدار اسید آمینه پرولین و هیدروکسی پرولین کمتري نسـبت  
بنـابراین، کـلاژن اسـتخراج    . به ماهیان مناطق گرمسـیري دارد 

با مقایسـه  . )5(شوند تري دناتوراسیون میشده در دماي پایین

ت آمده با سایر مطالعات انجام شده در این زمینـه  نتایج به دس
مشخص شد که مقدار ایمینواسیدها در کلاژن اسـتخراج شـده   

مرغ کمتر از کـلاژن پوسـت گـاو و     از غشاي داخلی پوسته تخم
نتـایج  . )15، 17( بیشتر از انـواع ماهیـان مـورد مطالعـه اسـت     

 حاصل از پژوهش نشان داد که غلظت سود، غلظت آنزیم، زمان
هاي مؤثر بـر اسـتخراج    تیمار قلیایی و زمان هیدرولیز از فاکتور

با توجه به ظرفیت بـالاي تولیـد   .مرغ است کلاژن از پوسته تخم
مرغ در کشور و عدم وجود مشکلات ذکر شده، این  پوسته تخم

 تواند به عنوان جایگزین مناسب بـراي تولیـد کـلاژن    منبع می

حاصل از آن در صنعت غذا مورد استفاده قرار گیرد که ژلاتین 
  .کاربردهاي گوناگونی دارد

دانسـتن  : بـر محلولیـت کـلاژن    NaClو غلظـت   pHاثر 
ها براي دستیابی بـه عملکـرد آنهـا ضـروري     محلولیت پروتئین

ترین عوامل مؤثر بر محلولیت پروتئین شامل ترکیب  مهم. است
ها، بار سطحی پـروتئین، تـا شـدن    توالی آمینواسیدآمینواسید، 

هیدروفیلیک در سطح پـروتئین  -روتئین، تعادل هیدروفوبیکپ
،pHتأثیر  2شکل . ، قدرت یونی دما و حلال استفاده شده است

pH  وNaCl  از غشـاي   اسـتخراج شـده   کـلاژن  محلولیـت را بر
. دهـد مولار را نشـان مـی   5/0مرغ در استیک اسید  پوسته تخم

 افـزایش و  4تـا   1بـین   pHکـلاژن در دامنـه    میزان محلولیت
شکل ( مشخص شده است 3برابر با  pHدر  محلولیتبیشترین 

کـلاژن کـاهش چشـمگیري     محلولیت 4بالاي  pHدر . )الف-2
اگرچـه در  . یابـد خنثی نیز این کاهش ادامـه مـی   pHتاو  یافته

 افـزایش محلولیـت انـدکی    10تـا   pHدامنه قلیایی بـا افـزایش  
ارش کردنـد  گـز  1996همکاران در سـال   و Foegeding .یافت
 9 تـا  pH 6کلاژن داراي محدوده نقـاط ایزوالکتریـک بـین    که 

بــا توجـه بــه افــزایش   ایزوالکتریـک نقطــه  pHدر . )25( اسـت 
هیدروفوبیک، پروتئین داراي کمترین  -پیوندهاي هیدروفوبیک

حد انحلال پذیري بوده و آگلوتینه شدن و رسوب پـروتئین رخ  
نقطـه   بیشـتر یـا کمتـر از    pHکـه مقـدار    یدر صورت. دهدمی

رود تشکیل شبکه باردار پروتئینی باشد، انتظار می ایزوالکتریک
 نقطـه ایزوالکتریـک  ثبت در پائین و بار منفی در بالاي که بار م

 .)25(یابـد بنابراین، محلولیت کلاژن افزایش مـی . تشکیل شود

در استخراج شـده توسـط آنـزیم پپسـین     پذیري کلاژن  انحلال
داراي NaClدرصـد  2تـا   1مولار و در حضور  5/0استیک اسید 

ثابت بـاقی  ها محلولیت نیز بیشترین محلولیت و در این غلظت
، رسـید درصـد   2بـه بـیش از    NaClهنگامی که غلظـت  . ماند

کـاهش  . اي کاهش یافتظهقابل ملاح محلولیت کلاژن به طور
 مربـوط بـه اثـر    NaClدرصـد  2 هاي بالاي در غلظت محلولیت

اسـت کـه ناشـی از کـاهش      (salting-out)پدیده خروج نمک 
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عامـل حـل شـدن    (پیونـدهاي هیـدروژنی بـین آب و پـروتئین    
  .)5(است) مناسب پروتئین

 در محلولیـت  مـؤثر  NaClغلظت و  pHتفاوت در محدوده 
 منابع مختلف به تفاوت در ساختار مولکـولی کـلاژن   در کلاژن

 ، شرایط استخراج و منبع تهیه کـلاژن )نوع کلاژن و مقدار آنها(
میزان محلولیت کـلاژن  بر  NaClغلظت و  pHاثر  .بستگی دارد

ید در پوسـت  استخراج شده با استفاده از آنـزیم پپسـین و اس ـ  
و همکـاران   Jongjareonrakتوسـط   درشت سرخو چشمماهی 

نتــایج میــزان . )8(مــورد مطالعــه قــرار گرفــت 2005در ســال 
ــتخراج   ــوع اس ــر دو ن ــلاژن در ه ــت ک ــه   محلولی ــان داد ک نش

رخ داد  NaClدرصـد   3و غلظت  pH=4بیشترین محلولیت در 
میـزان   NaClدرصـد   3و غلظـت کمتـر از    4کمتر از  pHو در 

یابـد؛ ولـی   محلولیت کلاژن در هر دو نوع استخراج کاهش مـی 
. میزان محلولیت روش استخراج با آنزیم بالاتر بود با این وجود،

علت افزایش محلولیت در روش استخراج آنـزیم آن اسـت کـه    

آنزیم پپسین قادر است به طور اختصاصی منطقـه پایـانی غیـر    
زنجیرهاي کلاژن را بدون آسیب رسـاندن یکپـارچگی مـارپیچ    

بنـابراین، عـلاوه بـر آنکـه بـازدهی      . سه گانـه کـلاژن بشـکافد   
و  pHسـتخراج افـزایش پیـدا کــرد، میـزان محلولیـت نیــز در      ا

ــت  ــزایش     NaClغلظ ــیدي اف ــه روش اس ــبت ب ــف نس مختل
توان نتیجه گرفـت کـه کـلاژن اسـتخراجی از      بنابرین می.یافت

توانـد بـه عنـوان     پوسته تخم با توجه به میزان بازدهی بالا، می
یک منبع مناسب براي تهیه کلاژن معرفـی کـرد بـدون اینکـه     

  .الذکر را داشته باشد لات فوقمشک
  سپاسگزاري
اي و  تحقیقـات  تغذیـه  و انستیت  پژوهشی محترم از معاونت

هـاي مـالی، صـمیمانه     صنایع غذایی کشور بـه دلیـل حمایـت   
  .شود قدردانی می
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Background and Objectives: Collagen is a protein with several applications in the pharmaceutical, cosmetic, medical 
and food industries that is prepared from different sources such as cow, pig, poultry and fish. In this study, optimization 
of the extraction of collagen from eggshell membrane was examined. 

Materials and Methods: The efficiency of extraction of collagen in different concentrations of sodium hydroxide (2/0-
2 /1 N) at different treatment times periods (6-36 hours), different concentrations of pepsin (U/mg90-15) and enzymatic 
hydrolysis times (6-60 hours) was studied with response surface methodology (RSM). Also the properties of eggshell 
membrane collagen were characterized by amino acid analyzer, SDS- PAGE and solubility. 

Results: The most important factors for extraction of collagen using RSM according to central composite design were 
optimized. Optimum extraction conditions were as follows: NaOH concentration of 0.76 N, alkali treatment time of 18 
h, enzyme concentration of 50 U/mg and hydrolysis time of 43.42 h. The experimental extraction yield under optimal 
conditions was found to be 30.049%. Collagen solubility in pH=3 and NaCl concentration of less than 2% was 
determined. The analysis showed that Glycine having 322/1000 amino acids as the most amino acids and the immune-
acid (sum of Proline and hydroxylproline) of collagen was 19.5 %. SDS- PAGE protein pattern revealed two different a 
(α1 and α2) components with β and γ chains. 

Conclusion: Collagen was extracted from eggshell membrane with optimum extraction efficiency, which can be used 
in film production, gelatin and functional food components to maintain health and control chronic diseases. 

Keywords: Extraction, Collagen, Response surface methodology, Physicochemical characteristics  
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