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مقایسه روشهای مختلف استخراج روغن از کبد کوسه ماهی و ماهی 
کیلکا و مقدار ویتامینهای A و D در آنها 
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مقدمه:  
ـــان  اســتفاده از CLO (Cod liver oil) در درم
ناراحتیهای استخوان و روماتیسم از مدت هــا قبـل مرسـوم 
بود. تقریباً در سال 1950 محققان به وجود اسیدهای چـرب 

ضروری ایکوزاپنتانوئیک اسید (EPA) ودکوزاهگزانوئیـک 
   (ω) ــروری امگـا اسید (DHA) که جزء اسیدهای چرب ض

محسوب میشونــــد، در روغن کبــد و روغن مـــاهی پی 

چکیده: 
ــاهی منـابع غنـی از ویتامینـهای A و D میباشـند. ویتـامین A در شـب  زمینه وهدف: روغن ماهی و کبد کوسه م
ــذب کلسـیم و  کوری، تقویت سیستم ایمنی، رشد استخوانی و رشد سلول های بدن ضروری بوده و ویتامین D در ج
ــن مـاهی و کبـد کوسـه مـاهی حـاوی اسـیدهای چـرب  فسفر دخالت دارد و برای رشد استخوان ها لازم است. روغ
ــاهش بـروز بیمـاری هـای قلبـی - عروقـی  ضروری ایکوزاپنتانوئیک اسید و دکوزاهگزانوئیک اسید بوده که در ک
تأثیر بسزائی دارد. این پژوهش با هدف بررسی روش های مختلف اســتخراج و مـیزان روغـن کبـد کوسـه مـاهی و 
ــه از منـابع زیسـتی موجـود در کشـور  ماهی کیلکا و نیز تعیین مقدار ویتامینهای  A و D در آنها، برای استفاده بهین

طراحی گردید.  
ــتخراج  روش مطالعه: روغن از کبد کوسه ماهی و ماهی کیلکا با استفاده از روش های مکانیکی، هضم قلیایی، اس
ــه بـا اسـتفاده از روشـهای مـدون  با حلال و روش Bligh & Dyer استخراج شد. ویتامین های A و D در روغن حاصل

تعیین مقدار گردید. 
ــازده روغـن متعلـق بـه روش Bligh & Dyer میباشـد.  نتایج: نتایج نشان داد از بین روشهای انجام شده، بیشترین ب
(45/3% در نمونه کبد کوسه ماهی و 6/63% در نمونــه مـاهی کیلکـا) و نـیز مـیزان ویتـامین هـای A و D در روش 
ــورد مـاهی کیلکـا بـه علـت  مذکور نسبت به سایر روشهای انجام گرفته بالاتر میباشد. این مقدار برای استفاده در م

میزان کم روغن در آن مناسب نمی باشد. 
نتیجه گیری: با توجه به یافتههای این تحقیق مشخص گردید، روغن کبد کوســه مـاهی دارای مقـادیر مناسـبی از 
ویتامین های A و D بوده که استخراج آن از کبــد کوسـه مـاهی بـه منظـور اسـتفاده در فرمولاسـیون فرآوردههـای 

دارویی مورد نظر سودمند میباشد. 
 

 واژههای کلیدی: روغن ماهی، ویتامین  A، ویتامین D، کوسه ماهی، ماهی کیلکا. 
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بـــردند (1). اســیدهای چــــرب مذکـــور بـــا ایجـــــــاد 
آراشـیدونیک اسـید قـادر بـه اعمـال اثـرات ضـد التـــهابی،  

ضـد تجمـع پلاکتـی و وازودیـــــلاتاسیون عـــروق خونــی 
میباشـند (5). از طــــرفی اسیـــــدهای چـــرب ω3 ســبب 
ـــر  کـاهش تــــریگلیسـریدهای بـدن از طریـق کـاهش نش
ـــــزایش ســـطح HDL پلاســـما  VLDL در کبـــــد و افــ

میگــــردند (13،9). روغن ماهــــی همچنین ممکن اســت 
ـــای غــیرتیپیک، پســوریازیس،  در درمــــــان درمـاتیت ه
ــیار مؤثـــــر باشـد. اثـــــرات جـانبی  روماتوئید آرتریت بس
ــاد روغـن مـاهی بـه صـورت چاقـــــی، کـاهش  مصرف زی
تعــــداد پلاکت، افــــزایش زمــان خونریـزی و مسـمومیت 
 D و A ــــامینوز بـــا ویتـــامین هـــای ناشــــــی از هایپرویت
میتوانــــد بــــروز کنـد (11). کمبود ویتامین از رایجترین 
انــــواع سوء جذب محسوب مــــیشود. یک منبــــع غنی 
از ویتــــامین A و D کبـد مـاهی هـای غضروفـی از جملـــه 
کوسـه ماهیهـــا میباشــــــد (12). نقشهــای اســــــاسی 
ویتـامین A در بــــدن، عـــــلاوه بـر سـاخت رنگدانـــههای 
بینائی و در نتیجه جلــوگـیری از شـب کـوری بوسـیلۀ رشـد 
ــیر  طبیعـی بیشـتر سلـــــول هـای بـدن بـه ویـژه رشـد و تکث
طبیعـــی انــــواع مختلف سلول های اپیتلیــــــال میباشـد. 
در فقــــدان ویتــامین A تمـایل بــــه شاخــــی و کراتینـیزه 
ــود  شدن سلول های اپیتلیال افزایش مییــابد. تظاهرات کمب
ویتــــامین A در بدن بصورت پوسته پوسته شــدن پوسـت و 
گاهی آکنه، نارسائی رشــــد حیوانــات جـــــوان از جملـه 
ــد اسـکلتی، نـاتوانی در تولیـد مثــــل، کراتینـیزه  توقف رش
ـــاختمانهای  شـدن و کـدورت قرنیـه و عفونـــــی شـدن س
آسیب دیـــده اپیتلیال و کـــوری بـروز مینمــاید بـه همیـن 
دلیل ویتـــامین A، ویتامین ضــــــد عفونـت نامیــــده شـده 

است (7،4). 
ـــا  از گذشـتـــه کمبـود ویتـامین D و رابطــــه آن ب

ــم مــــورد توجــــه پزشـکان بـوده و بـرای  بیماری راشیتیس
 

ـــاوت، مصــرف روغــن   درمــان ایـن عارضـه دو روش متف
کبد ماهــــی و استفـاده از نــور آفتاب توصیه میگردیــده 
ــامین D بـــــرای تشـکیل استخـــــوان طبیعـــــی  است. ویت
ـــان  لازم است و جذب کلسیم و فسفـــر را از رودهها آســـ
نمـــــوده و قرار گرفتــــن کلسیم در بافت استخـــــوان در 
نتیجۀ عمــــل این ویتامین میباشد. ویتامین D در استحکام، 
دوام و شکل گیــــری استخـــوان هـا و دنـــــدان هـا نقـش 
ــد. نشـان داده شــــده کـه بیــــن وقـوع  مهمی را ایفا میکن
ســـــــرطان کولــون بــا میـــزان جــذب کلســیم رابطــــه 
معکــــوس وجود دارد. به طوری که یون کلســیم در لومـن 

ــــدهای صفــراوی بــاند شــده و   روده بـا چربیهـا و اسیـــ
ـــه  صــابون هــای کلســیمی را ایجـــــــاد میکنــــــــد ک
اپیتلیـــــوم روده را از مـواد تـــــوکسیک نسبتــــــــاً قـوی 
محــافظت میکنــد و اینکــه احتمــالاً کلســیم در تنظیـــم 
ــــر  پرولیفـــــراسیون و تمـــــایز سلــــول هـای روده مؤثــ
اسـت (10،6). در بنــــــادر جنـــــوب کشـور مــا یکــی از 
مــــوارد غیــــر مصرفی کــه در نتیجــــــه صیــــد کوســه 

ماهی حاصل میشــــود کبد کوسه ماهــــی میباشد.  
ــاهی از  در بعضی از کشورها استخراج روغن کبد م

برخـی از انـواع کوسـه مـــاهی، بدلیــل غنــی بــودن آن از  
ویتـــــامین هـای A و D و اسـیدهای چـرب غـیر اشــباع از 
اهمیت بـالائی برخــــــوردار اسـت. از طـرف دیگـر گـاهی 
ــام  روغن ماهــــی به عنـوان یک محصول فرعــــی در هنگ
تولید پودر ماهــــی به دست میآیــد. از ماهیهـایی کـه بـه 
ـــودر مـاهی  طور عمـده در شمـــال کشــــور برای تهیه پـــ
ــاهی  استفاده میگردد ماهــــی کیلــــکا میباشد و روغن م
کیلکا، ماده جــانبی ایـن فرآینـد محســــوب مـیگـردد. در 
ـــونه مــــــذکور، بــــا  ایــــن تحقیق انتخاب هـــر دو نمـــ
ـــن مــاهی و بـــــه منظــور  توجـه بـه اهمیـت مصـرف روغ
ــد نظـر قـرار  استفـــاده بهینه از منـــابع طبیعی در دسترس، م

گرفتـه است. 
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مواد و روشها:  
مواد و دستگاهها: 

 
اتانول، ایــــزوپروپیل الکل، پتــــاس،  
دی اتیل اتر، متانول (1)، کلروفورم سدیم 

(Merck, Germany)              (2) سولفادکاهیدرات، متانول 
Carcharhinus maclotiکبد کوسه ماهی

Clupeonolla grimiماهی کیلکا

D3 Roch, Switzerlandاستاندارد ویتامین

Hettich, Zentrifugenسانتریفوژ
D-7200

Spectronic  Grnesys2اسپکتروفتومتر
USA

Heidolph, Germanyروتاری مجهز به پمپ خلاء

دستگاه HPLC با ستون 
 250*4.6 mm،Vydac،silica

HPLC Waters 2487 USA

 
روش کار: 

تهیه نمونه: مـاهی کیلکــا، از بــــازارهــای محلـی در فصـل 
بهـار و کبــــد کوســـه مـاهی از بنـــــادر جنـوب در فصـل 
ــگاه بصـورت یـخ  پائیز تهیـه شـــد و انتقـال آنها بـه آزمایش
زده صورت گرفت. سپس هر دو نمـونه در فـــریزر منجمــد 
و نگـهداری شــد. مقـدار نمونـــــه مـورد نیـــاز بــرای هــر 
ــــه  آزمـایش، بعــد از رسـیدن بـه دمـــــای محیــــط بوسیل
ـــی خــرد گردیـد. لازم بـه ذکــر اسـت جـهت  آسیـاب برق

ـــه صفـــــرا از کبــد جــدا   آمـاده سـازی نمونـه، بـاید کیس
می گردید. 

 
روشهای مورد استفاده: 

1-استفاده از سیســتم مکـانیکی: 100 گـرم از نمـــونه بـــا 
آسیاب برقی کامــلاً خرد شده و بــه یک بشر 250ml، به 

 
همراه ml 50 آب انتقال یافت و به مدت 2 ســاعت داخـل 
ــه بـه  بن ماری در حرارت C°70–60 پخته شد. سپس نمون
یک کیسه پارچهای انتقال یافت و با فشــار مکـانیکی و بـا 
اسـتفاده از آب میـوهگـیری دسـتی عصـاره گـــیری شــد. 
عصاره بدست آمده با قیف بوخنر حاوی کــاغذ صـافی بـا 
ــا اسـتفاده  مکش صاف شد. جداسازی فاز مائی از روغن ب
از دستگاه سانتریفوژ با سرعت rpm 3000 بـه مـدت 20–

15 دقیقه صورت گرفت و حجم روغن در پایان بر حسب 
میلی لیتر گزارش شد (8). 

ـــورد نظــر  2- روش هضـم قلیـایی: 100 گـرم از نمونـه م
همـانند روش قبـل کـاملاً خـرد گردیـد و بـه یـــک بشــر 
250ml، به همراه 50ml آب انتقــال یـافت و بـه مـدت 30 

ــرارت C°70–60 قـرار گرفـت.  دقیقه داخل بن ماری با ح
سپس 2–1 درصد وزن ماهی، قلیایی قوی (سود) با غلظت 

ــه گردیـد. بـه طـوری کـه pH در محـدوده   1 درصد اضاف
9-8 حفظ گردد. در طی فرآیند عملیــات هـم زدن بـدون 
وقفه، برای هضم کامل نمونه صورت گرفت. بعد از مدت 
40 دقیقه نمونه به یک کپســول پـارچـهای انتقـال یـافت و 

همانند روش قبل عمل گردید (8). 
ــروپیـل الکـل:100 گـرم  3- روش استخراج با حلال ایزوپ
نمونـه با آسیاب برقــی کـاملاً خـرد شـده و بـه یـک بشـر 
60ml ایزوپروپیل الکل به یک بشر 250 میلیلیتری انتقـال 

یافت. حجم حلال به گونهای استفاده شد که نمونــه را بـه 
خوبی مرطوب نموده و کمی بالای نمونه قرار گیرد. برای 
جلوگیری از تبخیر حلال، درب بشــر بـا اسـتفاده از فویـل 
آلومینیومی مســدود گردیـد. بشـر در بـن مـاری در دمـای 
ــای مکـرر  C°70–60 بــــه مدت 30–20 دقیقــه با تکانه

حرارت داده شد. نمونه سپس در کیسه پارچهای با فشـــار 
آب میوهگیری دستی عصاره گــیری شـد و بوسـیله قیـف 
بوخنر حاوی صافی با مکش صاف گردید. عملیات فــوق 
بر روی تفاله ماهی با 50 میلی لیتر ایزوپروپیل الکل تکرار 
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ــا مـواد جـاذب الرطوبـه (3 گـرم  شد. حاصل صاف شده ب
سـولفات سـدیم) آب گـیری و سـپس بـا قیـف شیشــهای 
حاوی کاغذ صــافی، صـاف گردیـد. سـپس حـلال آن بـا 
کمک دستگاه روتاری مجهز به پمپ خلاء تحت حرارت 
C°40 تبخیر گردید و حجم روغن بدست آمــده در پایـان 

اندازهگیری شد (8). 
4- روش Bligh & Dyer 100 گرم از نمونه با اســتفاده از 
ــد و بـا ml 10 کلروفـرم و  آسیاب برقی کاملاً خرد گردی
200ml متـانول (1) بـه یـک بشـر 500 میلیلیـتری انتقــال 

یافت و برای 4–2 دقیقه بخوبی مخلوط گردید، به مخلوط 
100ml کلروفـرم اضافـه و حـدود 30 ثانیـه مخلـوط شــد. 

ــر بـه آن افـزوده و اختـلاط تـا 30  سپس 100ml آب مقط
ــپس بـا قیـف بوخـنر حـاوی  ثانیه دیگر صورت گرفت. س
کاغذ صافی با مکش صاف گردید. حاصل صافی به یـک 
ــدا سـازی بعـد از  دکانتور 500 میلی لیتری انتقال یافت. ج
جدا شدن کامل دو فاز از یکدیگر صــورت گرفـت. لایـه 
بالائی حاوی آب و متانول و لایه زیرین حــاوی کلروفـرم 
بوده که حجم کلروفرم حداقل ml 150 میباشد و حــاوی 
ــه بـالن تـهگـرد  چربی خالص شده است. لایه کلروفرمی ب
250ml انتقـال یـافت و بـا اسـتفاده از روتـاری در دمـــای 

C° 30 تحت خلاء، حلال آن تبخیر گردید و مقدار آن بر 

حسب میلی لیتر گزارش شد (3). 

 
 :A روش تعیین مقدار ویتامین

ــتر  مقداری از نمونه به صورتی که وزن روغن کم
از یک گرم نبوده و نمونه یک گرمی حداقل 0/15 رتینـول 
ــاهی و 0/3g روغـن  داشته باشد. (0/5g روغن کبد کوسه م
ــه گـرد تـیره  ماهی کیلکا) به دقت وزن شد و به یک بالن ت
100 میلی لیتری به همــراه 10ml آب مقطـر انتقـال یـافت و 
 30 ml برای مدت 10 دقیقه رفلاکس گردید در مرحله بعد
الکل °96 و ml 3 محلول پتاس 9/10 به آن اضافه گردید و 
ــد از سـرد  مرحله رفلاکس تا 30 دقیقه دیگر ادامه یافت. بع

 250 ml 30 آب مقطر به دکانتورml شدن محلول به همراه
تیره انتقال یافت و g 4 پودر نرم سدیم سولفا دکاهیدرات و 
150ml دی اتیل اتر به آن اضافــه گردیـد و اختـلاط آن بـه 

آرامی به مــدت 2 دقیقـه انجـام شـد تـا از ایجـاد امولسـیون 
جلوگیری شود. بعد از اینکه محلول بــه دو فـاز تقسـیم شـد 
فاز مائی از فاز اتری جدا گردید و به دکانتور دیگــر انتقـال 
ــار دیگـر و هـر بـار بـا  یافت. عمل استخراج از فاز مائی دوب
25ml اتر انجام گرفت و عصاره اتری به دکانتور اول انتقال 

 50ml یافت. در مرحله بعد شستشوی عصاره اتری هر بار با
آب مقطر انجام گرفت تا جائیکــه فـاز مـائی جـدا شـده بـا 
افزودن معرف فنل فتالئین تغییر رنگ نداده و قلیایی نباشــد. 
ــو  برای جلوگیری از ایجاد امولسیون ، در مرحله اول شستش
ــه  اختلاط باید به آرامی صورت گیرد. سپس عصاره اتری ب
بالن 250 میلیلیــتری تـیره انتقـال یـافت و بـا اتـر بـه حجـم 
ــا  رسانده شد. در مرحله بعد نمونــــه با استفاده از حرارت ت
حجـم 3ml تغلیـظ گردیـد. ســـپس بــه بالـــــن ژوژه 100 
میلیلیتری انتقال یافت و باقیمانده اتــر تحـت جریـان بسـیار 
آرام گــاز N2 برطــرف گردیــــد و در مقــــــدار کـــافی 
ــت ویتـامین  ایزوپروپیل الکل حل گردید به طوری که غلظ
A به 5–3 میکــروگـرم در میلــــی لیـتر برسـد و بـا جـذب 
ویتامین A در 325 نانومتر در محدودۀ 0/8–0/5 قرار گیرد. 
ـــه روغـن کبـــــد کوسـه  لازم به ذکـــر است جذب نمونـ
 Bligh & ماهی و نمونه روغــن کیلکـا حاصــــل از روش
ـــل  Dyer در ml 25 ایزوپروپیل الکل و نمونه کیلکا حاصــ

از روش حلال در ml 25 ایزوپروپیــــل الکل نهــــــایی در 
ــد.  سر طول مـــوج 310 و 325 و 334 نانومتر خوانــــده ش
ـــاده  از ایـزوپـروپیـل الکـل بـه عنـوان نمونـه بلانـک استفــ
گردید. بـــرای محاسبه مــیزان ویتـامین A از رابطــــه زیـر 

استفاده میگردد. 
 A عرض سل بر حسب                       = مقدار ویتامین – L
ــــتر  C – غلظــت نمونــه برحســب گــرم در 100 میلــی لی

(g/100ml) ایزوپروپیل نهائی 

LC
A 325549.0
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        چنانچه جذب نمــــونه در 325 نانومتر بین         و                                   
ـــتفاده   نباشـد از رابطـه زیـر در تعییـن مقـدار ویتـامین A اس

میگردد. 
[A325]  = جذب تصحیح شده ویتامین A که از رابطه زیر 

بدست میآید. 
         در ضمن هر یک واحد بینالمللی ویتامین A برابر بــا 

0/3 میکروگرم ویتامینA میباشد (13). 
 

 :D تعیین مقدار ویتامین
 HPLC از روش D3 برای تعییــن مقــــدار ویتـــامین         

استفاده گردید. 
 

ـــام  آمـاده سـازی اسـتاندارد ویتـامین D3 بـرای انج
 :HPLC

ـــد           8/5 میلـیگـرم از اسـتاندارد ویتـامین D3 بـا درص
خلوص 9/8 درصد (بر اســـاس مقـــدار قید شــده بـر روی 
بر چسب ظرف) با تـــرازوی آنالیتیک به دقــت وزن شـــد 
و در یک بالـــن ژوژه 25 میـــلیلیتــــری با اتانول (2) بــه 
ــــن  حجـم رسانـــــده شـد. در مرحلـه بعــــد ml 2 از ایــ
محلول بــه ml 18 اتانـــــول (HPLC)  افـزوده شــــده و 
ـــدارد بـــا غلظـت 0/03392mg/ml حـاصل  محلول استانــ

گردید (3).  

 

آماده سازی نمونه: 
      ml 1 نمونـه روغـن مـورد نظـــر در یــک بــالن ژوژه 

ml 100 بـا اتانـــول (2) بـه حجـم رسـانده شـد و سـپس بـه 

کمـک Vortex خـوب تــکان داده و ml 10 آن بـه بــالن 
ــافت و بـا اتـانول (HPLC) بـه  ژوژه 25 میلیلیتری انتقـال ی
حجـم رسـانده شـد بـرای اختــلاط بـهتر نمونـه مجـــدداً از 
ــه  دستگاه Vortex به مدت 10 دقیقه استفـاده گردید و نمون

با ضریب رقت 250 تهیه شد (3). 
          با اسـتفاده از سیسـتم HPLC بـا مشـخصات ســرعت 
جریان فاز متحرک: 2 میلی لیتر در دقیقه، رد یــاب مــاوراء 
بنفش با طول موج 265 نانومتر، ســرعت کـاغذ ثبـات: 0/5 
ـــاز  سـانتیمتر در دقیقـه، حجـم تزریـق: 100 میکـرو لیـتر، ف

متحرک: متــانول (HPLC) آنالیز انجام گرفت. 
 

 :D3 محاسبه میزان ویتامین
      برای محاسبه میزان ویتامین D3 بر حسب میلیگرم در 

یک میلیلیتر از نمونه روغن از فرمول زیر استفاده گردید. 
 
 

ـــانگین  Au: میـانگین Area نمونه مورد آزمایش، Ast: میـ

Area نمونــه استاندارد، V: حجـــم برداشتی از نمونــــه، 

CsT:  غلظت استانـدارد، 250: ضریب رقت نمونه.   

 
جدول شماره 1:  میانگین نتایج به دست آمده از روش های مختلف استخراج بر حسب میلی لیتر 

 
    روش استخراج 

نمونه 
Bilgh & Dyerاستخراج با حلال   هضم قلیایی روش مکانیکی 

3/05± 45/3 0/53±10/1 * 0/9 ± 22/06 1/28±20/53 کبد کوسه ماهی 
0/51± 6/63 0/2± 3/9 *0/30± 4/46  *0/25± 3/2 ماهی کیلکا 

 
داده ها به صورت میانگین ± انحراف معیار می باشد. 

*-روغن ماهی استخراج شده شفاف نبوده و همراه ذراتی از ماهی خرد شده می باشد.  
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جدول شماره 2:  میانگین جذب ویتامین A با غلظت g/ml 0/02 ایزوپروپیل از روغن کبد 
 

  * (nm) طول موج                
     روش استخراج  

 310 325 324

Bligh & Dyer 0/7±0/015 0/784 ±0/0085 0/65±0/012
0/011±0/481 0/012±0/572 0/0072±0/514 استخراج با حلال 

0/009± 0/472 0/0062± 0/565 0/0053± 0/508 روش مکانیکی 
 

* مقادیر مربوطه میانگین  ± انحراف معیار می باشند.  
 
 

ــادل بـا 40 واحـد بیــنالمللی  هر میکروگرم ویتامین D مع
میباشد (14). 

 
نتایج:  

ــه دسـت  بـــه منظور کاهش خطاهای تصادفی و ب
ــر، اسـتخراج روغـن ســــه مرتبـه  آوردن جـواب صحیحت
انجام شد و میــانگین نتایـــج حاصلـه همـراه بـــا انحـراف 
معیــــار به عنـــوان پاسـخ قابــل قبـول محــــاسبه گردیـد 
ــماره 1). میـانگین جــذب ویتـامین A بـا روش  (جدول ش
ــــرتیب در  USP بـرای روغـن کبـد و مــاهی کیلکـا بـه ت

جــداول شـماره هـای 2 و 3 گـزارش گردیـده اســت. در 
نهایت مقادیر مربوط بـه ویتامین A و D در این دو روغـن 

 

 
 

به ترتیب در جداول شماره های 4 و 5 مشاهده میگردد.  
 

بحث: 
        در مـورد اسـتخراج روغـن ازکبـد کوســـه و مــاهی 
ــر میرسـد: در اسـتخراج  کیلکا ذکر موارد زیر لازم به نظ
ــر چـه رنـگ کبـد روشـنتر باشـد  روغن از نمونه کبد، ه
میـــزان روغن آن بالاتر میباشد. در اســتخراج روغـن بـه 
ــانتریفوژ سـه فـاز  روش مکانیکی، بعـــد از پایان مرحله س
در لولـه آزمـایش مشـاهده میشـود. فـاز بـــالائی حــاوی 
ــاهی غنـی از چربـی و  روغن، در فاز میانی ذرات کبد یا م
فاز زیرین حاوی آب میباشد. روغــن بدسـت آمـده غـیر 

شفاف بوده و در رنگ قهوهای مایل به کرم میباشد.   

 
جدول شماره 3: میانگین جذب ویتامین A با غلظت g/ml 0/007 در روش Bligh & Dyer در روغن ماهی کیلکا 

 
  * (nm) طول موج        

روش استخراج 
 310 325 324

 Bligh & Dyer 0/604 ± 0/02 0/553 ± 0/015 0/395 ± 0/002
0/016 ± 0/377 0/012 ± 0/518 0/02 ± 0/556 استخراج با حلال 

 
            * مقادیر مربوطه میانگین  ± انحراف معیار می باشد.  
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جدول شماره 4: ویتامین A در روغن کبد کوسه ماهی (1) با غلظت 0/02g/100 و در روغن ماهی کیلکا (2) با غلظت 
0/01در روش حلالی و 0/007 در Bligh & Dyer بر حسب میلی گرم و واحد بین المللی 

 
 A میزان جذب و مقادیر ویتامین  

روش استخراج 
 A325 A325/103 {A325}Vit A (mg) Vit A (I.U)

 Bligh & Dyer(1)  0/784 0/758 0/76 21/52 71729
50328/33 15/10 0/550 0/555 0/572 استخراج با حلال (1) 

49588 14/88 0/542 0/548 0/565 روش مکانیکی (1) 
 Bligh & Dyer(2) 0/553 0/537 0/542 43/37 144555
89756 26/92 0/504 0/503 0/518 استخراج با حلال (2) 

 
A325/103= نسبت جذب 325 به 103  {A325}= جذب استاندارد  A325=جذب در طول موج 325 نانومتر

(I.U)=واحد بین المللی 

  
معایب این روش عبارتست از:  

کند و سخت بودن مرحلــۀ صـاف کـردن: بـه طـوری کـه 
ـــه پــرس، بــه صــورت ســوپ  عصـاره حـاصل از مرحل
ــه بـا توجـه بـه غلیـظ بـودن و  یکنواخت و هموژن بوده ک
ــدی صـاف مـیگـردد.  ناخالصی های زیاد به سختی و کن
ــد تـیره کوسـه  این مسئله بویژه در نمونه ماهی کیلکا و کب
ماهی مشاهده شد، ناخالصی هــای روغـن اسـتخراج شـده 
حتی با بالا بردن مدت زمان و افزایش ســرعت سـانتریفوژ 
ــه  نـیز قـابل جـدا سـازی نبـود و پـائین بـودن بـازده حاصل
ــد کوسـه  (2/96% روغن ماهی کیلکا و 20/53% روغن کب
ماهی) این مسئله احتمالاً بدیــن علـت بـوده کـه بـا وجـود 

تخریب سلول های کبدی در اثر حرارت دادن مقداری از 
روغن بوسیلۀ بافت پروتئینی کبد نگــه داشـته شـده و آزاد 

نمیگردد (11). 
           به منظـــــور هضـم و تخریـب بـهتر بـافت نمونـــــه 
ــا  مــــورد نظر و سهولت آزاد سازی روغــن از سلــــول ه
از روش هضـم قلیـایی اســـتفاده شــد. در روش اســتخراج 
روغـــن بـه روش هضـم قلیــــایی حـــاصل اســتخراج بــه 
ــیونی  صورت روغن شفــــاف نبوده و شکل سوپ و امولس
ــرم نمونـه کبـــــد  را مـــیدهد که مقــــدار آن در 100 گ

کوسـه مـاهی و مـــــاهی کیلکـا بـــــه ترتیــب 5ml /23 و 
3/5ml میباشد.  

 
 

جدول شماره 5: میانگیننتایج بدست آمده از تعیین مقدار ویتامین D3 در ml 1 روغن کبد کوسه ماهی(1) و روغن کیلکا(2) 
 

Ast*AuVit D3 (mg)Vit D3 (USP)روش استخراج 

 (1)Bligh & Dyer 422042413678/25±1120/40 0/027463 110
53/5 0/013362 567/2 ± 6275/5 3984001/5 استخراج با حلال(1) 
52 0/01293 10/5 ± 6262/5 4098244/5 روش مکانیکی(1) 

 (2)Bligh & Dyer 4351680 7960±404 0/015517 62
 

* مقادیر Au به صورت میانگین± انحراف معیار می باشند. 
Ast= جذب استاندارد    Au= جذب نمونه                  USP = فارماکوپه آمریکا  
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          در ایـن روش نـیز همـانند روش مکـــانیکی عصــاره 
ـــلاً غلیـظ  حاصل از هضم قلیـــایی بعد از پرس کردن کامـ
ــهوهای میباشــــد و مشـکلاتی کـه در مرحلـه  و به رنگ ق
صــاف کــردن و بعــد از مرحلـــــه ســـانتریفوژ در روش 
مکانیکی مطـــرح گردید. در این روش نیز صـــادق است. 
ــلال روغـن حاصـــــله تـیره             در روش استخراج با ح
رنگ، متمایل به قرمز و با بـــوی نافذ میباشد. صاف کردن 
آن آســــان بـوده و روغـن بدسـت آمـده فـــاقد ناخــالصی 
میباشد. بازده روغن در این روش نیز مطلوب نیست (%3/9 
در مــــورد نمونه کیلکــا و 11/5% از نمونـه کبـــــد کوسـه 

ماهی). 
ــه روش Bligh & Dyer ســــریع و آسـان         استخراج ب

ــــازده روغــن در ایــن روش نســبت بــه ســایر   بـوده و بــ
روش ها بالاتر میباشد. (6/9% در نمونه کیلکــا و 46/4% در 
ـــده  مـــورد نمــونه کبد کوسه ماهی). روغن استخراج شـــ
ـــز و بــا  از نمونـه کیلکـا بـه رنـگ تیـــــره، متمـایل بـه قرم
ــه از  ویسکوزیته کـــم میباشد. در حـــالی که روغن حاصل
نمــــونه کبد کوسه ماهی روشن و بـــه رنگ کرم و دارای 

ویسکوزیتـــه بالا میباشد. 

 
اـمین A و D در  بررسی نتایج بدست آمده از مقادیر ویت

روش های مختلف استخراج:  
       محدودۀ ویتامین A در روغن کبد کوسه ماهی از 54 و 
67 میلیگرم در هر گرم روغن متغیر بوده و با توجه به اینکه 
ــی تقریبـاً معـادل بـا µgr 0/3 رتینـول  هر یک واحد بینالملل
میباشد. محدودۀ ویتامین A از 160/000 تا 360/000 واحد 

بینالمللی به ازاء هر گرم گزارش شده است (8). 
          میزان ویتامین A، در روش Bligh & Dyer نســبت 
ــا بـالاتر بـوده کـه ایـن مسـئله بـه فـاکتور  به سایر روش ه
ـــامبرده  حلالیـت ویتـامین A در هـر یـک از روش هـای ن
بستگی دارد چرا که ویتامین A در حلال های غیر پـلار از 

ـــن وجــود  حلالیـت بـالاتری برخـوردار میباشـد. همچنی
حرارت در طی عملیات اســتخراج ممکـن اسـت سـرعت 
روند تخریــب ویتـامین A را بیشـتر میکنـد. احتمـالاً ایـن 
ــوده، بدیـن معنـا  موضوع در مورد ویتامین D3 نیز صادق ب
کـه حلالیـت بـالاتر ویتـامین D در کلروفـرم نســـبت بــه 
ایزوپروپیل الکل و آب ســبب بـالاتر بـودن آن در روغـن 
استخراج شده به روش Bligh & Dyer میباشد. از طرفی 
احتمــالاً مقــداری از ویتــامین D در روش مکــــانیکی و 
اسـتخراج بـا حـلال، بدلیـل اســـتفاده از حــرارت از بیــن 

میرود. 
ــامین A و D در نمونـه روغـن کبـد           تعیین مقدار ویت
استخراج شده به روش هضم قلیــایی نمونـه روغـن مـاهی 
کیلکا که از روش هضم قلیایی و روش مکــانیکی بدسـت 
میآید بدلیل مشکلات ذکر شده و امکان آسیب رساندن 

به دستگاه HPLC قابل انجام نبود. 
        یکـی از روش هـــای بســیار مــهم کــه امــروزه در 
کارخانجـات تولیـد پـودر مـاهی کـاربرد دارد اســتفاده از 
ـــه  روش مکـانیکی اسـت. روغـن حاصلـه در ایـن روش ب
عنوان محصول فرعی این کارخانجات محسوب میشــود. 
ــرای  محصـول اصلـی ایـن روش پـودر مـاهی اسـت کـه ب
خوراک مرغداریها استفاده میگردد. ثابت شــده روغـن 
حاصلـه در ایـن روش بـه علـت ویـژگـــی هــای خــاص 
اسیدهای چرب آن دارای بــوی شـدید بـوده و آمـادگـی 
کـافی بـرای اکسـید شـدن و تشـدید بـو را دارد. در حــال 
ــردن بدنـه قـایق هـا  حاضر از روغن حاصله برای چرب ک
استفاده شده و در واقع کــاربرد صنعتـی دارد. در صـورت 
استفاده از این روغن بــرای مصـرف خوراکـی و دارویـی 
پروسۀ پالایش آن باید به سرعت انجــام شـده و یـا بعـد از 
تهیه شدن تا مرحله پروســۀ پـالایش بـه آن آنتیاکسـیدان 

اضافه شود. 
         در روش هضم قلیایی، افـزودن قلیـــا باعث تشکیل 
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ــا در ایـن  صابون و تشکیل امولسیون میشود. بالا بودن دم
ــرارت بـالا  پروسه باعث کاهش مقدار ویتامین D که به ح
حساس میباشد را بدنبال خواهد داشت. از طرفی تشــکیل 
امولسـیون نـیز سـبب مشـکلاتی در مرحلـه صـاف کــردن 
ــن  روغـن میشـود. در نتیجـه بنظـر میرسـد اسـتفاده از ای
روش در این کار تحقیقاتی به دلایل فوق و عــدم سـرعت 

مناسب چندان جایگاهی ندارد. 
ـــه کنســانتره            از روش اسـتخراج بـا حـلال بـرای تهی
ــاهی (Fish protein concentrate = FPC) کـه  پروتئین م
بیشتر مصرف انسانی دارد استفاده میشود. چون پودر فــوق 
بایستی از نظر طعم و بو تا حد ممکن مناسب باشد در نتیجه 
ــدار  توسـط حـلال حداکـثر روغـن موجـود در مـاهی و مق
زیـادی بـو، طعـم و رنـگ نامناســـب پــودر آن اســتخراج 
میشود. هر چند این روش میتواند برای بازیابی روغــن از 
کبد ماهی مورد استفاده قرار میگیرد اما وجود پراکســید و 
ـــیون  ناخـالصی در حـلال هـای بـاعث تسـریع در اکسیداس
ــــه  روغـــن و کـــاهش کیفیـــت آن میشـــود و در نتیج
اکسیداسـیون روغـن، از دسـت دادن ویتـامین A را نـیز بــه 
ــه منظـور تهیـه پـودر  همراه خواهـــد داشت. در صورتی ک
ماهی مناســب بـدون اسـتفاده از روغـن باشـد میتـوان ایـن 

روش را مورد استفاده قرار داد. 
ــــیر  روش Bligh & Dyer در واقــع روش تغی
یافتهای از روش استخراج بــا حـلال میباشـد کـه در ایـن 
روش از سه حلال ، متانول ، کلروفرم و آب با نســبتهای 

مختلف استفاده شده است. 
مقدار روغن استخراج شده از کبد کوسه مــاهی و 
ــدار ویتـامین هـای A و D در مقایسـه بـا  ماهی کیلکا و مق
ــه بـالاتر بـوده و در مـورد نمونـه  سایر روش های بکار رفت
ــتانداردهای  کبد کوسه ماهی با توجه به نتایج مذکور با اس

موجود در بازار دارویی از جمله روغن کبد کد، از لحـاظ 
 D و A کیفیـت ظـاهری (رنـگ) و مقـادیر ویتـامین هــای
(225 میکروگرم ویتامین A و 2/125 میکروگرم ویتــامین 
ــاکوپـه آمریکـا  D در هر گرم روغن کبد کد) که در فارم

ذکر شده قابل مقایسه میباشد. 
ـــالب ذکــر شــده، از بیــن روش هــای  طبـق مط
ــق، بـهترین روش، روش  استخراج انجام شده در این تحقی
Bligh & Dyer میباشد. در ضمن این روش آسان بــوده، 

ــاف کـردن و  وقتگیر نبوده و مشکلاتی که در مرحله ص
استخراج نمونه در روش مکانیکی و هضم قلیایی مشــاهده 
گردید در این روش وجــود نـدارد. بـازده روغـن در ایـن 
ــالاتر میباشـد. از لحـاظ ظـاهری  نسبت به سایر روش ها ب
رنگ روغن زرد شفاف بوده و مشابه با رنگ روغن ماهی 
در فرآوردههای موجود در بازار میباشــد و نـیز از لحـاظ 
مقادیر ویتامین های A و D نیز نسبت به ســایر روش هـا از 
ــۀ  میزان بالاتری برخوردار است اما به نسبت روش ها هزین

بیشتری را در بر دارد. 
به هر صورت انتخاب روش اســتخراج در نـهایت 
بستگی به عوامل مختلف از جمله: کــاربرد بعـدی روغـن، 
وجود تجهیزات لازم، مــیزان هزینـۀ مصرفـی و غـیره دارد 
ــه بـهترین  که با مشخص کردن این عوامل میتوان راجع ب
روش استخراج برای هر یک از محصولات تصمیم نـهایی 

را اتخاذ نمود. 
 

 تشکر و قدردانی: 
بدینوسیله از مرکز ملی تحقیقات علوم پزشکی کشــور 
ــن تحقیـق را بعـهده داشـته تقدیـر و تشـکر  که پشتیبانی مالی ای

میشود.  

 
Reference:  

 1. Anon S. 300 years of cod liver oil. J Pharm Hist London, 18:6–7, 1988.

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

میزان ویتامین A و D در کبد کوسه و ماهی کیلکا 

 59

 2. Branjome ED.; Henney JE. Official monograph for vit A and D USP 24. In: Branjome
ED. Henney JE. The united states pharmacopoeia. USP (onvention INC). Rockville: USA,
461: 1890, 1891.

 3. Charlona T.; King J.; Lennary M. Supercritical fluid extraction and chromatography for
fat-soluble vitamin analysis. J Chromatogr, 936(1): 215–37, 2001.

 4. De Souza J.; De olinera A.; Mijasak CK. Changesin the activities of 21–day pregnant
rats due to administration of fish oil by garage. Gen Pharmacol, 29(4): 551-5, 1997.

 5. Hellsten G.; Boman K.; Cool S. Effects on fibrinolytic activity of corn oil and a fish oil
preparation enriched with omega-3 poly unsaturated fatty acids in a long-term study. Curr
Med Res Opin, 13: 133–9, 1993.

 6. Hivon K.; Hagan S.; Preparation and analysis of some food fat and oils for fatty acid
content by gas–liquid chromatography. J Am Oil Chemists Society, 12: 362–3, 1964.

 7. Hole S.; Hole M.; Taylor A. Methods of extraction composition and stability of vitamin
A and other components in dog fish liver oil. J Food Chemistry, 55(3): 215–20, 1996.

 8. Hole S.; Hole M.; Taylor KD. Method of extraction composition and stability of
vitamin A and other components in dog fish (aqualus acanthias) liver oil. Food Chemistry,
55(3): 215–20, 1990.

 9. Nardini M.; D’Aquino M.; Gentili V.; Di Felice M. Dietary fish oil enhances plasma
and LDL oxidation modification in rats. J Nutr Biochemistry, 69: 474–80, 1995.

 10. Orada M.; Furukawa H.; Majima T.; Miyazawa T. Fish oil diet affects an oxidative
senescence of red blood cells linked to degeneration of spleen cells in mice. Biochemi
Biophys Acta, 1487(1): 1-4, 2000.

 11. Saders T.; Naismith D.; Cod liver oil platelet fatty acids and bleeding time. Lancet 1:
1189, 1980.

 12. Schmidt NS. Der Genalt der Knorpel fish an anti-rachiteschem vitamin. Physiol Chem,
189: 238, 1930.

 13. Suzakawa M.; Abbey M.; Clifton PN.; Nestel P.; Enhanced capacity of ω–3 fatty acid
enriched mocrophages to oxidize low density lipoprotein mechanisms and effects of
antioxidant vitamin. Atherosclerosis, 124(2): 157-69, 1996.

www.SID.ir


