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	تاثیر انواع مختلف کیتوزان بر شاخص‌های شیمیایی فیله فیل ماهی (Huso huso) ماهی نگهداری شده در یخچال
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	مقاله پژوهشی اصيل
	
	هدف از تحقیق ، بررسی تاثیر کیتوزان به عنوان یک نگهدارنده طبیعی بود. نتایج تاثیر کیتوزان‌های مختلف بر میزان شاخص‌های شیمیایی فیله فیل ماهی نگهداری شده در یخچال هدف تحقیق حاضر بود. ماهی پرورشی شسته شده و فیله گردید. در این تحقیق ۳ نوع کیتوزان بررسی شد: کیتوزان محلول در اسید، کیتوزان محلول در آب و کیتوزان الیگوساکارید. فیله‌ها ۳۰ ثانیه در محلول‌های فوق غوطه‌ور بوده، سپس خارج شده و پس از ۲ دقیقه، ۳۰ ثانیه دیگر در محلول غوطه‌ور شدند. نمونه‌‌های شاهد فاقد پوشش بودند. سپس فیله‌ها ۲ ساعت در دمای اتاق (۲۰ درجه سانتی‌گراد) قرار گرفتند تا پوشش روی فیله‌ها تشکیل شود. ۱۹۲ قطعه فیله ماهی ۱۰۰ گرمی برای ۴ تیمار و هر تیمار در ۴ زمان تقسیم شد: تیمار یک به عنوان شاهد (بدون نگهدارنده)، تیمار دوم حاوی ۱ درصد کیتوزان محلول در اسید، تیمار سوم حاوی ۱ درصد کیتوزان محلول در آب و تیمار چهارم حاوی ۱ درصد کیتوزان الیگوساکارید معین شدند. تمام نمونه‌ها در دمای ۱±۴ درجه سانتی گراد یخچال نگهداری شدند و در روز (۰، ۴، ۸ و۱۲) میزان شاخص‌های شیمیایی (پراکسید، pH، تیوباربیتوریک اسید و بازهای نیتروژن فرار) آن‌ها سنجیده شد. همه شاخص‌های تیمارهای مختلف با گذشت زمان روند افزایشی داشتند. تنها در شاخص pH تیمار کیتوزان محلول در اسید ۱ درصد روند نامنظمی داشت. کیتوزان محلول در اسید ۱ درصد بیشترین تاثیر مثبت را در تمامی تیمارها داشت. با توجه به افزایش میزان شاخص‌های شیمیایی در همه تیمارها، افزودن انواع کیتوزان به فیله ماهی سبب جلوگیری و کاهش آن شد.
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مقدمه
امروزه پرورش ماهی سهم زیادی در تامین منبع انرژی و پروتئینی مورد نیاز انسان دارد. در این رابطه ماهیان خاویاری از جهات مختلف دارای اهمیت ویژه‌ای هستند [۱]. وجود هرگونه عدم تعادل در سیستم ماهی پس از صید و خروج از آب و همچنین در طول مراحل آماده‌سازی و فرآوری منجر به تغییرات بدون بازگشت می‌شود، تغییراتی که می‌تواند بر کیفیت خوراکی و درجه مقبولیت محصول عرضه شده اثرات فراوان داشته و ارزش اقتصادی آن را کاهش دهد. به‌همین جهت کنترل این تغییرات (حفظ خواص کاری پروتئین‌های ماهی) در جهت حفظ و بهبود کیفیت محصول از جمله نکاتی است که باید همواره مورد توجه تولیدکنندگان قرار داشته باشد [۲]. منظور از فساد ماهی، فساد شیمیایی (اتولیز) و فساد میکروبی (آلودگی با میکروارگانیسم‌ها و رشد آن‌ها) است [۳]. برای حفظ خواص حسی و تغذیه‌ای ماهی از روش نگهداری در سرما بسیار استفاده می‌شود. اما وجود چربی‌های غیراشباع فراوان و مقادیر بالای مولکول‌های پرواکسیدان در نگهداری به صورت منجمد و نیز فساد آنزیمی و غیرآنزیمی اثرگذار است [۴]. تکنیک‌های مختلف نگهداری برای بهبود کیفیت و گسترش مدت ماندگاری غذای دریایی شامل بسته‌بندی اتمسفر فعال و اصلاح‌شده، افزودن نگهدارنده‌های شیمیایی و طبیعی، دودی کردن، نمک‌سود کردن، پوشش‌های خوراکی و فیلم‌های قابل تجزیه زیستی مطالعه شده است [۵]. هر چند نگهداری ماهی در سرما و عمل انجماد روش مناسبی برای نگهداری ماهیان است اما همیشه به‌طور کامل از فساد کیفی محصولات دریایی جلوگیری نمی‌کند و ممکن است واکنش‌هایی که منجر به تغییرات اکسیداسیونی و آنزیمی و فساد پروتئین می‌شوند، تحت شرایط نگهداری در سرما و انجماد نیز ادامه یابند [۶]. مصرف‌کنندگان تمایل بیشتری برای استفاده از نگهدارنده‌های طبیعی به جای نگهدارنده‌های مصنوعی نشان می‌دهند و این امر باعث شده تا مطالعات بیشتری در این زمینه صورت پذیرد. به دلیل افزایش تقاضای مصرف‌کنندگان به استفاده از نگهدارنده‌های طبیعی، امروزه تحقیقات گسترده‌ای جهت شناسایی و جایگزینی ترکیبات ضد‌اکسیداسیونی و ضد‌باکتریایی با منشاء گیاهی در حال انجام است. برای جلوگیری و کاهش شکل‌گیری فساد شیمیایی می‌توان از کیتوزان به عنوان یک پوشش طبیعی استفاده کرد. کیتوزان از استیل‏زدایی کیتین بدست می‏آید. کیتین در دیواره سلولی حشرات، قارچ‏ها و سخت‏پوستان وجود دارد [۷ و ۸].
هدف از این تحقیق، بررسی تاثیر ۳ نوع کیتوزان (محلول در اسید ۱ درصد ، محلول در آب ۱ درصد و الیگوساکارید ۱ درصد) بر شاخص‌های شیمیایی (PV, pH, TBA, TVN-B) فیله فیل ماهی طی دوره نگهداری در دمای یخچال بود.
مواد و روش‌ها
فیل ماهی از شرکت آبزی گستران مازند در شهرستان ساری با وزن ۵/۸ کیلوگرم تهیه و درون جعبه حاوی یخ در مدت ۶۰ دقیقه به آزمایشگاه مرکزی ساری منتقل گردید. ماهی با آب قابل شرب شستشو شد، سپس تخلیه شکمی، پوست‌کنی و فیله گردید. جهت تهیه محلول‌های پوششی از ۳ نوع کیتوزان استفاده گردید: کیتوزان محلول در اسید (با حل کردن ۱ درصد وزنی/حجمی)(درصد داستیله بیش از ۷۰ درصد و وزن‌مولکولی ۱۲۰۰ کیلودالتون)، در اسیداستیک (۱ درصد حجمی/حجمی)؛ کیتوزان محلول در آب ( با حل کردن ۱ درصد وزنی/حجمی کیتوزان)(درصد داستیله بیش از ۸۰ درصد و وزن مولکولی ۲ کیلودالتون) در آب؛ کیتوزان الیگوساکارید (با حل کردن ۱ درصد وزنی‌حجمی کیتوزان الیگوساکارید)(درصد داستیله بیش از ۸۰ درصد و وزن مولکولی ۲ کیلودالتون). برای یکنواخت شدن محلول به مدت ۳ ساعت در دمای اتاق با همزن مغناطیسی هم زده شد. سپس گلیسرول به میزان ۷۵/۰ میلی‌لیتر به ازای هر گرم کیتوزان به‌عنوان پلاستی‌سایزر افزوده گردید و به مدت ۱۰ دقیقه با همزن مغناطیسی مخلوط گردید. درنهایت فیلتر کاغذی واتمن شماره ۳ برای حذف ناخالصی‌ها از محلول فوق استفاده گردید [3]. جهت ایجاد پوشش بر سطح فیله‌ها، ابتدا آن‌ها را به مدت ۳۰ ثانیه در محلول‌های فوق غوطه‌ور نموده و سپس از محلول خارج کرده و پس از گذشت ۲ دقیقه، مجدداً ۳۰ ثانیه دیگر در محلول غوطه‌ور شدند. نمونه‌‌های شاهد نیز بدون پوشش باقی‌ماندند. سپس فیله‌ها به مدت ۲ ساعت در دمای اتاق (۲۰ درجه سانتی‌گراد) قرار داده تا پوشش روی فیله‌ها تشکیل شود [3]. ۱۹۲ قطعه فیله ماهی ۱۰۰ گرمی برای ۴ تیمار و هر تیمار در ۴ زمان تقسیم شدند: تیمار یک به عنوان شاهد (بدون نگهدارنده)، تیمار دوم حاوی ۱ درصد کیتوزان محلول در اسید، تیمار سوم حاوی ۱ درصد کیتوزان محلول در آب و تیمار چهارم حاوی ۱ درصد کیتوزان الیگوساکارید تقسیم شدند. سپس تمام نمونه‌ها در ظروف آلومنیومی بسته بندی شده و در دمای۱±۴ درجه سانتی گراد یخچال نگهداری شدند و در زمان‌های (۰، ۴، ۸ و۱۲) روز به منظور تعیین پارامترهای شیمیایی (PV, pH, TBA, TVN-B)  مورد آزمایش قرارگرفتند. 
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پانزده گرم نمونه همگن شده گوشت ماهی با ۶۰ میلی لیتر متانول به همراه ۶۰ میلی لیتر کلروفرم اضافه شد وبعد از ۲۴ ساعت به آن ۴۸ سی‌سی آب‌مقطر اضافه و پس از یک ساعت روغن مورد نیاز جدا گشت. 
دویست و پنجاه میلی‌لیتر نمونه روغن استخراج شده ماهی به دقت در یک ارلن مایر وزن گردید وحدود ۲۵ میلی‌لیتر از محلول اسیداستیک کلروفرم (نسبت کلروفرم به اسید استیک ۳:۲) به محتویات ارلن اضافه شد. سپس ۵/۰ میلی‌لیتر از محلول یدور‌پتاسیم اشباع، ۳۰ میلی‌لیتر از آب‌مقطر و ۵/۰ میلی‌لیتر محلول نشاسته ۱ درصد به مجموعه افزوده شد، مقدار ید آزاد شده با محلول تیوسولفات‌سدیم ۰۱/۰ نرمال تیتر گردید و مقدار پراکساید طبق رابطه زیر محاسبه گردید [9]. 
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پنج گرم از نمونه ماهی هموژن شده و با ۱۰ میلی‌لیتر آب مقطر مخلوط گردید و در نهایت pH نمونه با دستگاه pH متر که در pH ۴ و ۷ استاندارد شده بود، اندازه‌گیری شد [10].
اندازه‌گیری تیوباربیتوریک اسید TBA
اندازه‌گیری TBA به‌وسیله رنگ‌سنجی صورت گرفت. مقدار ۲۰۰ میلی‌گرم از نمونه چرخ شده ماهی به یک بالن ۲۵ میلی‌لیتری انتقال یافت و سپس با محلول ۱- بوتانل به حجم رسانده شد. ۵ میلی‌‌لیتر از محلول فوق به لوله‌های خشک درب‌دار وارد شده و به آن ۵ میلی‌‌لیتر از معرف TBA افزوده گردید ( معرف TBA به‌وسیله حل شدن ۲۰۰ میلی‌‌گرم از TBA در ۱۰۰۰ میلی‌‌لیتر حلال ۱- بوتانل پس از فیلتر شدن به دست می‌آید). لوله‌های درب‌دار در حمام آب با دمای ۹۵ درجه سانتی‌گراد به مدت ۲ ساعت قرار گرفته و پس از آن در دمای محیط سرد شدند. سپس مقدار جذب (As) در ۵۳۰ نانومتر در مقابل شاهد آب مقطر (As) خوانده شد. مقدار TBA (میلی‌گرم مالون‌دی‌آلدئید در کیلوگرم بافت ماهی) براساس رابطه زیر محاسبه گردید [11]. 
TBA
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مجموع بازهای نیتروژن فرار TVB-N طبق روش لی و همکاران سنجش شد. بدین صورت که ۱۰ گرم از گوشت چرخ شده ماهی همراه با ۲ گرم اکسید منیزیم و ۲۵۰ میلی‌لیتر آب مقطر داخل بالن کلدال ریخته، سپس چند عدد پرل شیشه‌‌ای به همراه اکتان نرمال (ضد کف) به آن اضافه شد. سپس بالن به دستگاه وصل و به آن حرارت داده شد. در انتهای دستگاه یک ارلن مایر ۲۵۰ میلی‌لیتری نیز حاوی ۲۵ میلی‌لیتر از محلول اسید بوریک ۲ درصد به همراه چند قطره معرف متیل رد قرار داده شد. عمل تقطیر تا گذشت ۳۰ دقیقه از زمان پوشش مواد درون بالن، یا جمع شدن حدود  ۱۲۵ میلی‌لیتر مایع در ارلن ادامه می‌‌یابد محلول اسید بوریک به محض قلیایی شدن با بازهای ازته فرار تقطیر شده زرد رنگ می‌‌شود. عمل تیتراسیون این محلول با اسیدسولفوریک ۱/۰ نرمال تا جایی ادامه می‌‌یابد که اسیدبوریک دوباره قرمز شود. مقدار نیتروژن فرار طبق رابطه زیر محاسبه گردید [12]. 
14× حجم مصرفی تیترانت - مجموع بازهای نیتروژنی فرار (میلی‌گرم/ 100 گرم نمونه)
تجزیه و تحلیل آماری
نتایج در قالب طرح کاملا تصادفی با استفاده از تجزیه واریانس دو طرفه و جهت مقایسه میانگین از آزمون توکی در سطح معنی‌داری ۵ درصد استفاده گردید. اطلاعات و نتايج جمع‏آوري شده از آزمايش‏ها با استفاده از نرم افزار SAS (version 9.0) مورد تجزيه و تحليل آماري قرار گرفت. 
نتايج
مقادیر پراکسید PV بافت ماهی 
در جدول ۱ تغییرات مقادیر پراکسید تیمارهای مختلف در طی نگهداری در یخچال (۱±۴) درجه سانتی گراد مشاهده می‌شود. با گذشت زمان مقادیر پراکسید در همه تیمارها طی مدت نگهداری افزایش یافت، اما این روند در تیمار شاهد در روز ۴ نگهداری دارای جهش قابل ملاحظه‌ای بود و مقدار پراکسید در روز ۴ تا روز ۱۲ نگهداری دارای یک روند افزایشی بود. در سایر تیمارها روند افزایشی تدریجی در کل دوره مشاهده شد. در بین پوشش‌ها کیتوزان، کیتوزان محلول در اسید ۱ درصد کمترین میزان افزایش پراکسید نشان داد. در بین تیمارهای مورد مطالعه در تمامی زمان‌های نگهداری نمونه شاهد بیشترین میزان پراکسید را نشان داد 0.05) >(p و در روز ۱۲ نگهداری کمترین میزان پراکسید در تیمار پوششی کیتوزان محلول در اسید ۱ درصد مشاهده شد 0.05) >(p.
[bookmark: _Toc484697649]جدول 1. تغییرات مقادیر پراکسید  PVتیمار‌های مختلف در طی نگهداری در یخچال(1±4) درجه سانتی گراد. داده‌ها به صورت میانگین سه تکرار ± انحراف معیار بیان شده‌‌اند. حروف کوچک متفاوت بیانگر تفاوت آماری معنی‌دار میان داده‌ها در هر سطر و حروف بزرگ متفاوت بیانگر تفاوت آماری معنی‌دار میان داده‌ها در هر ستون می‌باشد 0.05) >(p.
	تیمار/ زمان
	0
	4
	8
	12

	شاهد
	dA01/0±76/0
	cA08/0± 57/2
	bA39/0±52/5
	aA   05/0±13/9

	کیتوزان محلول در اسید ۱ درصد
	02/0± 72/0Ca
	cC 02/0± 86/0
	bD13/0± 34/2
	aD09/0±40/4

	کیتوزان محلول در آب ۱ درصد
	dA03/0± 73/0
	cB02/0± 05/1
	bB13/0± 61/4
	aB02/0±40/8

	کیتوزان الیگوساکارید ۱ درصد
	dA03/0± 73/0
	Bc03/0± 97/0
	bC05/0±09/3
	aC09/0± 45/5



مقادیر pH بافت ماهی
[bookmark: _Toc484697650]در جدول ۲ تغییرات مقادیر pH تیمارهای مختلف در طی نگهداری در یخچال (۱±۴) درجه سانتی گراد مشاهده می‌‌شود. میزان pH در تیمارهای مختلف با گذشت زمان افزایش یافت به‌طوری‌که در نمونه شاهد میزان آن از ۲۴/۶ در روز صفر به ۶۳/۷ در روز ۱۲ نگهداری افزایش یافت بنابراین در نمونه شاهد روز صفر تا روز ۱۲ اختلاف معنی‌دار وجود دارد. در بین تیمارهای مورد مطالعه در تمامی زمان‌های نگهداری نمونه شاهد بیشترین میزان pH را نشان داد 0.05) >(pو در روز ۱۲ نگهداری کمترین میزان pH در تیمار پوششی کیتوزان محلول در اسید ۱ درصد مشاهده شد 0.05) >(p.

جدول 2.  تغییرات مقادیر pH تیمارهای مختلف در طی نگهداری در یخچال (1±4) درجه سانتی گراد. داده‌‌ها به صورت میانگین سه تکرار ± انحراف معیار بیان شده‌‌اند. حروف کوچک متفاوت بیانگر تفاوت آماری معنی‌دار میان داده‌ها در هر سطر و حروف بزرگ متفاوت بیانگر تفاوت آماری معنی‌دار میان داده‌ها در هر ستون می‌باشد 0.05) >(p.
	تیمار / زمان
	0
	4
	8
	12

	شاهد
	dA04/0±24/6
	07/0± 56/6Ca
	bA01/0± 05/7
	aA15/0± 63/7

	کیتوزان محلول در اسید ۱ درصد
	03/0± 97/5dB
	cB07/0± 11/6
	bA01/0± 05/6
	aC05/0± 88/6

	کیتوزان محلول در آب ۱ درصد
	09/0± 32/6bA
	bA04/0± 47/6
	aA01/0± 05/7
	aB13/0± 24/7

	کیتوزان الیگوساکارید ۱ درصد
	04/0± 35/6bA
	bA02/0± 53/6
	aA01/0± 05/7
	aBC04/0± 06/7



مقادیر مربوط به آزمون تیوباربیتوریک اسید TBA بافت ماهی
در جدول ۳ تغییرات شاخص تیوباربیوتیک اسید تیمارهای مختلف در طی نگهداری در یخچال (۱±۴) درجه سانتی گراد مشاهده می‌‌شود. میزان تیوباربیوتیک اسید در تیمار‌های مختلف با گذشت زمان افزایش یافت، این افزایش به مراتب در تیمار شاهد با شدت بیشتری همراه بود به‌طوری‌که در نمونه شاهد میزان آن از ۴۷/۰ در روز صفر به ۸۸/۳ میلی‌گرم مالون‌آلدهید در روز ۱۲ نگهداری افزایش یافت 0.05) >(p. در بین تیمارهای مورد مطالعه در تمامی زمان‌های نگهداری نمونه شاهد بیشترین میزان تیوباربیوتیک اسید را نشان داد 0.05) >(p و در روز ۱۲ نگهداری کمترین میزان تیوباربیوتیک اسید در تیمار پوششی کیتوزان محلول در اسید ۱ درصد مشاهده شد 0.05) >(p.  

[bookmark: _Toc484697651]جدول 3.  تغییرات مقادیر تیوباربیوتیک اسید TBA تیمارهای مختلف در طی نگهداری در یخچال (1±4) درجه سانتی گراد. داده‌‌ها به صورت میانگین سه تکرار ± انحراف معیار بیان شده‌‌اند. حروف کوچک متفاوت بیانگر تفاوت آماری معنی‌دار میان داده‌ها در هر سطر و حروف بزرگ متفاوت بیانگر تفاوت آماری معنی‌دار میان داده‌ها در هر ستون می‌باشد 0.05) >(p.
	تیمار/ زمان
	0
	4
	8
	12

	شاهد
	dA01/0±37/0
	Ac02/0± 73/0
	Bb13/0± 19/2
	Aa05/0± 88/3

	کیتوزان محلول در اسید ۱ درصد
	02/0± 35/0Ac
	Bc01/0± 39/0
	Cb03/0± 49/1
	Da05/0± 90/1

	کیتوزان محلول در آب ۱ درصد
	Ac02/0± 35/0
	Bc06/0± 44/0
	Ab04/0± 88/2
	Ba08/0± 16/3

	کیتوزان الیگوساکارید ۱ درصد
	Ac03/0± 36/0
	Bc03/0± 46/0
	Bb15/0± 18/2
	Ca07/0± 78/2



مقادیر بازهای ازته فرارB  TVN- بافت ماهی
در جدول ۴ تغییرات شاخص بازهای ازته فرار تیمارهای مختلف در طی نگهداری در یخچال (۱±۴) درجه سانتی گراد مشاهده می‌‌شود. میزان بازهای ازته فرار در تیمارهای مختلف با گذشت زمان افزایش یافت به‌طوری‌که در نمونه شاهد میزان آن از ۴۵/۸ در روز صفر به ۵۵/۴۷ میلی‌گرم نیتروژن در ۱۰۰ گرم بافت ماهی در روز ۱۲ نگهداری افزایش یافت. در بین تیمارهای مختلف در کل دوره نگهداری تفاوت معنی‌داری از نظر میزان بازهای ازته فرار مشاهده شد 0.05) >(p به‌طوری‌که در روز ۱۲ نگهداری تیمار پوششی کیتوزان محلول در اسید ۱ درصد همواره کمترین میزان بازهای ازته فرار را نشان داد 0.05) >(p و بیشترین میزان بازهای ازته فرار در نمونه شاهد مشاهده شد 0.05) >(p.




[bookmark: _Toc484697652]جدول 4.  تغییرات مقادیر بازهای ازته فرار B TVN- تیمارهای مختلف در طی نگهداری در یخچال (1±4) درجه سانتی گراد. داده‌‌ها به صورت میانگین سه تکرار ± انحراف معیار بیان شده‌‌اند. حروف کوچک متفاوت بیانگر تفاوت آماری معنی‌دار میان داده‌ها در هر سطر و حروف بزرگ متفاوت بیانگر تفاوت آماری معنی‌دار میان داده‌ها در هر ستون می‌باشد 0.05) >(p.
	تیمار/ زمان
	0
	4
	8
	12

	شاهد
	Ac09/0±45/8
	Bc08/0± 08/9
	Ab52/0± 63/24
	Aa28/0± 55/47

	کیتوزان محلول در اسید ۱ درصد
	02/0± 48/8Ac
	Cc01/0± 75/8
	Db52/0± 60/12
	Da21/0± 14/25

	کیتوزان محلول در آب ۱ درصد
	Ad12/0± 39/8
	Ac05/0± 85/10
	Bb04/0± 58/20
	Ba37/0± 49/30

	کیتوزان الیگوساکارید ۱ درصد
	Ac03/0± 48/8
	CBc08/0± 91/8
	Cb31/0± 81/13
	Ca07/0± 87/26



بحث 
میزان استاندارد برای پراکسید، مقادیر 20-10 میلی اکی‌والان بر کیلوگرم چربی گزارش شده است و مقادیری بیش از این نشانه‌ای از اکسیداسیون چربی‌ها محسوب می‌گردد [13]. نتایج مقادیر پراکسید تیمارهای مختلف در طول دوره نگهداری در یخچال حاکی از افزایش میزان پراکسید همه تیمارهای مورد مطالعه در طی زمان نگهداری بود .روکش‌های کیتوزانی خواص ممانعت کنندگی خوبی نسبت به اکسیژن دارند، پوشش کیتوزانی که به‌طور مستقیم روی سطح گوشت ماهی به کار می‌روند ممکن است به‌صورت یک مانع مناسب بین گوشت ماهی و محیط اطراف عمل نمایند و بنابراین نفوذ اکسیژن به سطح گوشت ماهی را کم کنند. همان‌طور که مشاهده می‌شود نتایج تحقیق حاضر بیانگر تاثیر تیمارهای پوششی کیتوزان در کاهش میزان پراکسید نمونه‌های تحت مطالعه می‌باشد [14]. در تحقیق حاضر با گذشت زمان تا روز ۱۲ میزان پراکسید به‌طور معنی‌داری در تمام تیمارها افزایش یافت که این امر به‌واسطه اکسیداسیون چربی‌ها می‌باشد. نقیبی و همکاران (۲۰۱۶) و فرج‌زاده و همکاران (۲۰۱۶) گزارش کردند که با افزایش زمان نگهداری میزان پراکسید در کلیه نمونه‌ها تا پایان دوره در حال افزایش بود. با توجه به نتایج به‌دست آمده از تیمار کنترل، افزودن لیکوپن به صورت مجزا و یا در ترکیب با کیتوزان در کاهش میزان پراکسید بافت عضله کارایی بالایی داشت، اما در این بین فیله‌های غوطه‌ور شده در محلول‌های کیتوزان و سطوح بالای لیکوپن، دارای میزان پراکسید به مراتب کمتری بودند در فرآیند پیچیده اکسیداسیون چربی اسیدهای چرب غیر اشباع با اکسیژن مولکولی واکنش داده و تولید رادیکال‌‌های آزاد می‌کنند. رادیکال‌های پراکسی چربی  (ROOo) با مولکول‌های دیگر اسید چرب ترکیب شده و تشکیل هیدروپراکسید و رادیکال‌های آزاد دیگر می‌نماید، تکرار این واکنش‌ها در نهایت باعث ایجاد تجمعی از هیدروپراکسیدها خواهد شد. آنتی‌اکسیدان‌ها با اهدای یک اتم هیدروژن یا الکترون آزاد باعث تشکیل ترکیبات پایدار می‌شوند، یا ممکن است از طریق شلاته‌کردن یون‌های فلزی (عوامل پرواکسیداسیون) یا فرونشاندن اکسیژن یگانه با حذف پراکسید، اثر مثبت خود را در جلوگیری از فساد اعمال کنند [15 و 16].
pH، یکی از پارامترها برای نشان دادن کاهش کیفیت گوشت در زمان نگهداری است. افزایش pH اثر قابل توجهی بر کیفیت محصول طی دوره نگه‌داری دارد که می‌تواند باعث کاهش کیفیت محصول شود [17]. افزایش pH در تیمار شاهد و هر یک از تیمارهای پوششی را می‌توان به افزایش تولید بازهای فرار مثل آمونیاک، تری‌متیل‌آمین، فعالیت‌های آنزیمی باکتری‌ها و آنزیم‌های درونی دانست [18]. محمدزاده و همکاران، (2013) گزارش کردند که افزایش pH گوشت به دلیل تجزیه ترکیبات نیتروژنی در طول نگهداری در یخچال است که می‌تواند باعث رشد باکتری‌ها و کاهش کیفیت و در نهایت فساد ماهی باشد [19]. در مطالعه حاضر نیز با افزایش مدت زمان نگهداری در یخچال میزان pH افزایش یافت که همسو با نتایج فوق بود. موسوی و همکاران (1396) گزارش کردند که در نمونه تیمارها که عبارت بودند از شستن گوشت چرخ شده با آب معمولی، با محلول آبی حاوی ۲ درصد کیتوزان وشستن با محلول آبی حاوی ۵ درصد کیتوزان pH در نمونه تیمار کیتوزان محلول در اسید ۵ درصد نسبت به تمامی تیمارها کمتر بود، که دلیل آن ماهیت اسیدی محلول کیتوزان بود. آن‌ها بیان کردند که در بین تمامی تیمارهای مورد مطالعه در تمامی زمان‌های نگهداری کمترین میزان pH در تیمار پوششی کیتوزان محلول در اسید5% مشاهده شد. در تحقیق حاضر نیز کیتوزان محلول در اسید ۱ درصد عملکرد بهتری در مقایسه با دو نوع کیتوزان دیگر داشت که حاکی از اسیدی بودن آن بود، که تایید کننده نتیجه تحقیق مذکور بود. حداکثر میزان pH برای محصولات قابل مصرف 5/7-7 عنوان شده است که در این تحقیق تمام تیمارهای بجز تیمار کیتوزان محلول در اسید ۱ درصد به این میزان رسیده‌اند [20]. 
تیوباربیوتیک اسید از شاخص‌های اندازه‌گیری اکسیداسیون ثانویه چربی‌ها بر اساس محتوای مالون‌دی‌آلدهید می‌باشد. مالون‌دی‌آلدهید به‌واسطه اکسید شدن هیدروپرواکسیدها به مواد نظیر آلدئید و کتون، تشکیل می‌شود. چنین ترکیباتی می‌توانند شامل آمین‌ها، نوکئلوتید‌ها و نوکلئیک‌اسید، پروتئین، فسفولیپید‌ها و همچنین دیگر آلدئید‌های تولیدی در پایان اکسیداسیون چربی باشند. اجاق و همکاران (۲۰۱۰) میزان اولیه کمتری از تیوباربیتوریک اسید را برای فیله قزل‌آلای رنگین‌کمان پوشش شده با کیتوزان غنی شده با عصاره دارچین ملاحظه کردند (از 08/0 در نمونه پوشش شده تا 09/0 در نمونه شاهد). جون و همکاران (2002) مقادیر کمتری از تیوباربیوتیک اسید در ماهیان کاد و هرینگ پوشش شده به‌وسیله کیتوزان در مقایسه با نمونه‌های شاهد طی 12 روز نگهداری در سرما به‌دست آوردند. ساتیول و همکاران (2007) کاهش میزان فساد اکسیداسیونی را در نمونه‌های ماهی سالمون صورتی طی نگهداری منجمد گزارش کردند. همچنین نتایج مشابهی توسط موهان و همکاران (2012) در مورد ماهی کاد و هرینگ هندی گزارش کردند [21]. لوپز-کابالرو و همکارن (2005) نیز قدرت شلاته‌کنندگی یون‌های فلزی و یا ترکیب کیتوزان با چربی را که علل آنتی‌اکسیدان بودند کیتوزان می‌داند. نتایج این تحقیقات با نتایج مطالعه حاضر مطابقت دارد. افزایش این شاخص درطول مدت نگهداری ممکن است بهدلیل افزایش آهن آزاد و دیگر پراکسیدان‌ها در گوشت باشد. همچنین، آلدئیدها به‌عنوان محصولات ثانویه اکسیداسیون از شکست هیدروپراکسیدها ایجاد می‌شوند و روند افزایش هیدروپراکسیدها می‌توانند دلیل بر این امر باشند. لازم به ذکر است که بر اساس نظر آبورگ و همکاران (1993) شاخص تیوباربیتوریک اسید نمی‌تواند میزان دقیقی از سرعت اکسیداسیون چربی را نشان دهد زیرا مالون‌آلدهید با سایر ترکیبات بدن ماهی واکنش می‌دهد. این ترکیبات می‌تواند آمین‌‌ها، نوکلئوزید‌ها و نوکلوییک‌اسیدها، پروتئین‌‌ها، فسفولیپید‌ها و سایر آلدهیدها که ترکیبات انتهایی اکسیداسیون چربی هستند باشد. این واکنش‌‌ها می‌‌تواند در گونه‌‌های مختلف متغیر باشد [22]. بازهای نیتروژنی فرار کل TVB-N یکی از شاخص‌های تازگی ماهی است که تعداد زیادی از ترکیبات فرار همانند آمونیاک، متیل‌آمین، دی‌متیل‌آمین، تری‌متیل‌آمین و دیگر ترکیبات مشابه را بر می‌گیرد که در نتیجه فعالیت‌های باکتریایی تولید می‌شود [23]. سوخت و ساز باکتریایی آمینواسید‌ها در ماهی منجر به تجمع آمونیوم، مونواتیل‌‌آمین، دی‌اتیل‌آمین، تری‌اتیل‌آمین و سایر بازهای فرار می‌‌شود که همگی بر بد طعمی ماهی تاثیر‌گذار هستند [24]. سنجش بازهای ازته فرار کل TVB-N به‌عنوان یک تست شیمیایی جهت تعیین سلامتی و بهداشت ماهی انجام می‌گیرد. افزایش مقدار بازهای ازته در مطالعه حاضر در تمامی نمونه‌ها طی دوره نگهداری را می‌توان با فعالیت‌های باکتری‌های مولد فساد مرتبط دانست. میزان بالای فعالیت باکتری‌ها ترکیباتی نظیر تری‌متیل‌آمین‌اکساید و پپتید‌ها و آمینو‌اسیدها را به بازهای فرار می‌شکند. در کل دوره نگهداری در نمونه‌های پوشش داده شده همواره مقدار بازهای ازته فرار نسبت به نمونه شاهد کمتر بود. افزایش باکتری‌های عامل فساد در مدت زمان نگهداری، میزان افزایش بازهای ازته فرار کل را تایید می‌کند زیرا مقدار بازهای ازتةکل با افزایش فعالیت باکتری‌های عامل فساد و آنزیم‌های داخلی افزایش می‌یابد [25]. لوپز-کابالرو و همکاران (۲۰۰۵) اثر محافظتی پوشش ترکیبی کیتوزان-ژلاتین را در کم‌کردن میزان بازهای ازته فرار و متعاقباً فساد میکروبی را گزارش نمودند. از آنجا که حضور باکتری‌‌ها در گوشت منجر به اتولیز پروتئین‌‌ها و تجزیه آن‌ها [26] و شکستن ترکیباتی از جمله تری‌متیل‌آمین‌اکسیدها، پپتید‌ها، آمینواسید‌ها و غیره می‌‌شود [27].
نتیجه‌گیری 
با توجه به تقاضای مصرف‌کنندگان برای دسترسی به مواد‌غذایی با کیفیت بالا و نگرانی آن‌ها به دلایل مشکلات ناشی از مصرف نگهدارنده‌های مصنوعی و نیز نگرانی‌های زیست محیطی ناشی از تجمع پلیمرهای مصنوعی، تکنولوژی استفاده از پوشش‌های زیست‌تخریب پذیر با خواص آنتی‌اکسیدانی و ضد‌باکتریایی بالا می‌توان جایگزین مناسبی باشد. لذا در تحقیق حاضر اقدام به تهیه پوشش‌های طبیعی با خواص آنتی‌اکسیدانی و ضد‌باکتریایی بالا از کیتوزان‌های مختلف که شامل کیتوزان معمولی (محلول در اسید ۱ درصد)، کیتوزان محلول در آب ۱ درصد و کیتوزان الیگوساکارید ۱ درصد و نموده و از آن‌ها در نگهداری فیله فیل ماهی در شرایط نگهداری در یخچال (1±4) درجه سانتی گراد استفاده شد تا محصولی با کیفیت بالاتر و ایمن‌تر به دست مصرف‌کنندگان رساند. در بررسی پارامترهای آنالیز شیمیایی کیتوزان محلول در اسید ۱ درصد کمترین میزان تغییرات را طی زمان نگهداری در یخچال نشان داد بنابراین تیمار کیتوزان محلول در اسید ۱ درصد نسبت به سایر تیمارها نتایج بهتری نشان داد. به‌طور‌کلی نتایج تحقیق حاضر تکنولوژی استفاده از پوشش‌های خوراکی کیتوزان را در حفظ کیفیت اولیه و افزایش ماندگاری فیله فیل ماهی را طی نگهداری در یخچال مورد تایید قرار می‌دهد. لذا کیتوزان به‌عنوان پوشش می‌تواند تقاضای مصرف کنندگان به مواد‌غذایی عاری از مواد شیمیایی را تامین نموده و نیاز آن‌ها به مواد‌غذایی با کیفیت بالاتر و ایمن و ارزانتر را تامین نماید. با توجه به اینکه میزان قابل توجهی کیتین به شکل ماده زاید در کارخانه‌های فرآوری آبزیان تولید می‌شود لذا می‌توان از شکل استیل‌زدایی شده آن یعنی کیتوزان جهت پوشش محصولات غذایی و افزایش ماندگاری آن‌ها بهره جست.

تشکر و قدردانی: نگارنده از گروه فرآوری محصولات شیلاتی و صنایع غذایی دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان کمال تقدیر و تشکر را دارد.
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	The aim of this study was to investigate the effect of chitosan as a natural preservative. Farmed fish were washed and filleted. In this study, 3 types of chitosan were investigated: acid-soluble chitosan, water-soluble chitosan and oligosaccharide chitosan. The fillets were immersed in the above solutions for 30 seconds, and then removed, and after 2 minutes, the immersion was repeated. Control samples were uncovered. The fillets were then placed at room temperature (20 °C) for 2 hours to form a coating on the fillets. 192 pieces of 100 g fish fillets were divided into 4 treatments and each treatment was divided into 4 times: treatment one as a control (without preservative), the second treatment containing 1% acid-soluble chitosan, the third treatment containing 1% water-soluble chitosan and the fourth treatment containing 1% Chitosan oligosaccharides. All samples were stored in refrigerator at 4±1 °C and their chemical parameters (Peroxide, pH, Thiobarbituric acid, Total Volatile Nitrogen) were measured on (0, 4, 8 and 12) days. All the indices of treatments had increasing trend over time. Only in the pH index of 1% acid-soluble chitosan had an irregular trend. 1% acid-soluble chitosan had the most positive effect in all treatments. Due to increase in chemical indices in all treatments, the addition different of chitosans to fish fillets could prevent or reduce them.
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