
 

 

  مجله علوم تغذیه و صنایع غذایی ایران
  167- 175 ، صفحات1392 بهار، 1 ، شمارههشتمسال 
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  1390شهر تهران در سال 

  4، ابراهیم آزاد نیا3، مرتضی مشایخ2اقدس تسلیمی، 1نسیم خورشیدیان
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ه علوم تغذیه و صنایع غذایی، دانشگاه علوم پزشکی شهید اي و صنایع غذایی کشور، دانشکد گروه علوم و صنایع غذایی، انستیتو تحقیقات تغذیه مربی: نویسنده مسئول -2
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بهشتی، تهران،  اي و صنایع غذایی کشور، دانشکده علوم تغذیه و صنایع غذایی، دانشگاه علوم پزشکی شهید گروه علوم و صنایع غذایی، انستیتو تحقیقات تغذیه استادیار -3
  ایران

اي و صنایع غذایی کشور، دانشکده علوم تغذیه و صنایع غذایی، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی،  ، انستیتو تحقیقات تغذیهکارشناس آزمایشگاه شیمی مواد غذایی -4
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  21/12/91: تاریخ پذیرش                                                                                                   30/8/91: تاریخ دریافت
  چکیده

فرایندهاي حرارتی پاستوریزاسیون و استریلیزاسیون در شیر به منظور افزایش ماندگاري آن مهم هستند، ولی بـه دلیـل ایجـاد ترکیبـات      :سابقه و هدف
اي که قابلیت دسترسی به اسیدهاي آمینـه ضـروري    به گونه. گذارند ها می اي این فراورده ر کیفیت تغذیهشیمیایی با ایجاد اتصالات ثانویه اثرات نامطلوبی ب

هدف این پژوهش، بررسی میزان لیزینـوآلانین در شـیرهاي پاسـتوریزه و    . هاي انسان دارد یابد ترکیب حاصل اثرات نفروتوکسیسیتی روي کلیه کاهش می
  .بود1390سال ي مصرفی شهر تهران در  استریلیزه

در  N 6هیدرولیز پروتئین شیر، توسط اسید کلریدریک . گیري شد مقدار پروتئین در شیر خام، پاستوریزه و استریل با روش کلدال اندازه :هامواد و روش
رسانده  9به  N12سدیم ي محلول هیدروکسید  آن به وسیله pHپروتئین هیدرولیز شده در آب مقطر حل و . ساعت انجام شد 22به مدت  C110°دماي 

. محلول دانسیل کلرایـد اضـافه شـد    ml1و  pH=9بافر بورات با  ml5/0از محلول صاف شده،  ml5/0سازي لیزینوآلانین آزاد شده، به  به منظور مشتق. شد
  .شد گیري اندازه HPLCها با  دقیقه قرار داده شد و میزان لیزینوآلانین در نمونه 60به مدت  0C40سپس در بن ماري 

هاي شیر خام تهیه شده از مراکز فـروش   هاي لبنی و نمونه ي شیر خام تهیه شده از یکی از کارخانه گیري شده در نمونه مقدار لیزینوآلانین اندازه :هایافته
هاي شیر استریل  و در نمونه mg/kg86-34ي  گیري شده در شیرهاي پاستوریزه در محدوده مقدار لیزینوآلانین اندازه. بود mg/kg 5لبنیات به ترتیب صفر و 

و  30، 15، 7، 1و در روزهاي  C25°ي نگهداري بر تغییرات لیزینوآلانین در شیر استریل در دماي  در بررسی اثر دوره. بود mg/kg 233-112ي   در محدوده
  .مقدار لیزینوآلانین به تدریج افزایش یافت 60

ي مصرفی در شهر تهران وجود دارد و مقدار آن در شیرهاي استریلیزه بیشـتر از پاسـتوریزه    زه و استریلیزهلیزینوآلانین در شیرهاي پاستوری :گیري نتیجه
دهـد کـه مقـدار لیزینـوآلانین در      ي داخلی با سایر کشورها نشان می ي مقادیر لیزینوآلانین در شیرهاي پاستوریزه و استریلیزه علاوه بر این، مقایسه. است

ي شـیر توسـط کودکـان و افـراد بزرگسـال، کنتـرل ترکیـب         با توجه به اثرات سوء این ترکیب و مصـرف روزانـه  . ان بیشتر استشیرهاي مصرفی شهر تهر
  .لیزینوآلانین در شیرهاي پاستوریزه و استریل و کنترل دما و زمان در فرایندهاي حرارتی ضروري است

  نین، کروماتوگرافی مایع با کارایی بالالیزینوآلا، شیر، پاستوریزاسیون، استریلیزاسیون :واژگان کلیدي
  
 مقدمه 

فرایند حرارتی از نظر افزایش ایمنی غـذا، بهبـود کیفیـت    
ها و افـزایش عمـر نگهـداري     حسی و از بین بردن ریزسازواره

مواد غذایی اهمیت بسـیاري دارد، ولـی ممکـن اسـت اثـرات      

 اي مواد غذایی پروتئینی بـه دلیـل   نامطلوبی بر کیفیت تغذیه
  . ایجاد تغییرات شیمیایی و تولید برخی ترکیبات داشته باشد

یــک ) کربوکســی لیــزین-2آمینــو-LAL )2لیزینــوآلانین 
ترکیب غیرطبیعـی اسـت کـه از تیمـار حرارتـی یـا قلیـایی        
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واکـنش تشـکیل    .شـود  غذاهاي حاوي پروتئین تشـکیل مـی  
 -Oلیزینوآلانین با حذف بتـاي گـروه هیدروکسـیل سـرین،     

گلیکوزیل سرین یا گـروه دي سـولفید    -Oن ،فسفوریل سری
ــی  ــاز م ــتئین آغ ــود سیس ــا،  . ش ــذف بت ــایی ح ــول نه محص

ایـن  . اسـت ) آمینواکریلیـک اسـید   -DHA)2 دهیدروآلانین 
پــذیر، محصــول واســطه در تشــکیل  ترکیــبِ بســیار واکــنش

لیزینــوآلانین و ســایر اســیدهاي آمینــه زنوبیوتیــک اســت و 
دار، مانند اسیدهاي آمینـه   نتواند با ترکیبات گوناگون آمی می

بـا اسـید    DHAاز واکـنش  . هاي بیوژن واکنش دهـد  و آمین
 ).  1-8(شود  تشکیل می LALي لیزین،  آمینه

در  اثرات نفروتوکسیک LALمطالعات نشان داده است که 
توانـد موجـب نفروسـیتومگالی،     و مـی  برخی حیوانات داشته

 ــ جراحــت میکروســکپی ســلول ــزایش می ــه، اف ــاي کلی زان ه
و تقسـیم   DNAنوکلئوپروتئین و در نتیجه اختلال در سنتز 

توانـد   به علـت قـدرت شـلاته کـردن مـی       LAL. میتوز شود
هـاي مـس دو    هاي فلـزي عمـدتا یـون    هاي حاوي یون آنزیم

ــالوآنزیم  ــه مت ــه ب ــی و روي را ک ــا  ظرفیت ــالوپروتئین(ه ) مت
 LALاز طرف دیگر، تشکیل ترکیـب  . معروفند، غیرفعال کند

جب کاهش دسترسی به اسید آمینه ضـروري لیـزین و در   مو
-12(شود  اي منبع پروتئینی می نتیجه، کاهش کیفیت تغذیه

9.(   
D,Agostino  مقـدار   2003و همکاران در سالLAL  را در

در آن مطالعه . هاي غذاي کودك بررسی کردند برخی فرمول
مـورد  ) adapted(نمونه پودر غذاي کودك یا نمونـه مـایع   23

از دستگاه  LALها به منظور شناسایی  آن. زمون قرار گرفتندآ
HPLC ي  سازي به وسـیله  و مشتقFMOC )9-   فلوئورونیـل
هـاي پـودري،    در نمونـه . اسـتفاده کردنـد  ) ماتفررولمتیل ک

مقدار لیزینوآلانین کمتر از حد تشخیص روش بود، در حالی 
، در μg/g 86هاي مایع میـزان لیزینـوآلانین بـه     که در نمونه

هـــاي  و در نمونـــه μg/g 390تــا  follow-on هـــاي فرمــول 
growing  بهμg/g514 13(رسید  می .(  

Boschin  میـزان لیزینـوآلانین    2003و همکاران در سال
ــول ــه  در فرم ــاي تغذی ــدي  ه ــاران (ي وری ــتص بیم را ) مخ

هـا اجـزاي اصــلی    کـازئین و کازئینـات  . گیـري کردنـد   انـدازه 
در فراینـد  . غذیه وریدي هستندهاي ت ي فرمول دهنده تشکیل

) استریلیزاسـیون (تولید این محصولات، انجام تیمار حرارتـی  
بــه منظــور اطمینــان از ایمنــی از لحــاظ میکروبــی و زمــان  
ماندگاري ضروري است و این فرایند حرارتی منجر به تشکیل 

LAL 14(شود  می.(  

 Montilla  میزان لیزینوآلانین 2007و همکاران در سال ،
مرغ پخته ،کازئینات تجاري، پنیر تازه، پنیر  هاي تخم نمونهدر 

  تازه تهیه شـده از شـیر غنـی شـده بـا کازئینـات بـه کمـک        
GC-FID )را ) اي یـونی  آشکارسـاز شـعله   -گاز کروماتوگرافی

ها گزارش کردند کـه لیزینـوآلانین در    آن. گیري کردند اندازه
حرارتـی و  مرغ خام وجود نداشت، ولی با انجـام فراینـد    تخم

، بـه تـدریج میـزان لیزینـوآلانین     فرآیند  افزایش مدت زمان
ــتر از زرده   ــفیده بیش ــکیل آن در س ــت و تش ــزایش یاف ي  اف

میـزان لیزینـوآلانین در کازئینـات تجـاري بـه      . مرغ بود تخم
mg/kg 605 تهیــه شــده از شــیر (در پنیــر تــازه . رســید مــی

در شـیر   LALمقـدار  . لیزینوآلانین وجود نداشت) پاستوریزه
و در پنیر تهیه شده از شیر غنی شـده   mg/kg 69پاستوریزه 

گیـري شـد     انـدازه  mg/kg  6/207-142با کازئینات در حدود
)15 .(  

با در نظر گرفتن این نکات، این تحقیق براي اولین بار در 
کشور و  به منظور بررسی میـزان لیزینـوآلانین در شـیرهاي    

  .انجام شد 1390مصرفی در شهر تهران در سال 
 ها مواد و روش 

ــیمیایی  ــواد ش ــید   :م ــدروکلریک اس ــدیم %)37(هی ، س
هیدروکسید، دي پتاسیم هیدروژن فسفات، اسید فسـفریک،  

از  HPLCي  بوراکس، ایزوپروپیل الکل و استونیتریل با درجه
اسـتاندارد لیزینـوآلانین از شـرکت    ) آلمـان ( Merckشـرکت  
Bachem )ــوئیس ــد از ) س ــیل کلرای ــرکت  و دانس  Sigmaش

  . تهیه شد) آمریکا(
. روش انجام این تحقیق از نوع توصیفی بود: هاي شیر  نمونه

ي  برداري، از شیرهاي پاستوریزه و اسـتریلیزه  به منظور نمونه
اي بـزرگ   هاي زنجیره مصرفی در شهر تهران که در فروشگاه

و ســوپرمارکت هــاي محلــی عرضــه  شــهروندو  رفــاهماننــد 
تعـداد  . بـرداري صـورت گرفـت    نوبت نمونـه شوند، در دو  می

هــاي شــیر  و تعــداد نمونــه 28هــاي شــیر پاســتوریزه  نمونـه 
براي اطمینان از عدم وجـود لیزینـوآلانین   . بود 24استریلیزه 

 5نمونـه از کارخانـه و    1(ي شـیر خـام    نمونه 6در شیر خام 
ــی  ــروش محصــولات لبن ــه از مراکــز ف ــه و مقــدار ) نمون تهی

رایط   هـا در ش ـ نمونـه . گیري شـد ها اندازه آنلیزینوآلانین در 
گاه انتقال یافتند و حداکثر یک روز پـس از    مناسب به آزمایش

  . ها انجام شد نمونه برداري آزمایش
ا   معتبرسازي روش اندازه گیري لیزینوآلانین در شیر بـ

HPLC :    محلول استاندارد لیزینـوآلانین بـا غلظـتppm1  و
] سـازي   ت کالیبراسیون و غنیهاي مورد نظر جه سپس غلظت
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بـه منظـور   . در سـطوح مختلـف تهیـه شـد    ) spiking(نمونه 
هایی از محلول استاندارد تهیـه و   بررسی خطی بودن، غلظت

. هـا صـورت گرفـت    مراحل مشتق سازي مانند نمونه روي آن
ي  نتــایج حاصــل بیــانگر خطــی بــودن منحنــی در محــدوده

دل بـرازش روش  لیتـر و م ـ  میلـی / نانوگرم  5-75هاي  غلظت
  : عبارت بود از  

 64/430 +x 26/367= y   9944/0و = R2 
. روز کاري در نظر گرفته شـد  6براي بررسی صحت روش 

لیتـر از اسـتاندارد    نـانوگرم در میلـی   100و  60و  30مقادیر 
ي شیرِ از قبل هیدرولیز شده اضافه  لیزینوآلانین به یک نمونه

غلظـت  . ه تزریـق شـد  سپس به دستگاه و سازي شد و مشتق
ــی شــده   ــه غن ــا اســتفاده از ) spike(لیزینــوآلانین در نمون ب

مقـدار لیزینـوآلانین در   . منحنی کالیبراسیون محاسـبه شـد  
درصـد  . ي شیر قبل از غنی کردن نیز محاسبه شده بود نمونه

بازیابی براي هـر مقـدار، از تقسـیم غلظـت لیزینـوآلانین در      
لظت این ترکیب در خود ي شیر غنی شده به مجموع غ نمونه
درصد بازیـابی  . ي شیر و غلظت غنی شده محاسبه شد نمونه

  . درصد بود 92تا  83به دست آمده 
ي شیر  به منظور محاسبه دقت، لیزینوآلانین از یک نمونه

بار در شرایط یکسان استخراج و به دستگاه تزریق شد و به  5
وش دقـت ر . گزارش شد ) RSD(صورت انحراف معیار نسبی 

  . به دست آمد 2/7-5/4
به منظور محاسبه و نمایش حساسیت روش از دو کمیـت  

و حـد تعیـین مقـدار    ) Limit of Detection(حـد تشـخیص   
)Limit of Quantification ( حـد تشـخیص بـا    .استفاده شـد

  .محاسبه شد 1 ي استفاده از معادله
  )1ي  معادله

LOD= 
3Sy/x 
m 

Sy/x ــ  ــت در  انحــراف اســتاندارد شــاهد ب ــک آنالی ــر پی راي ه
پنجم مقدارتفاضل حـد بـالایی و    کروماتوگرافی معادل با یک

 m. اطـراف پیـک آن آنالیـت اسـت    ) noise(پایینی نویزهاي 
الیبراسـیون  ي رگرسـیون منحنـی ک   شیب مربوط به معادلـه 
بـا اسـتفاده از    تعیـین مقـدار  حـد    .آنالیت مورد نظـر اسـت  

  . محاسبه شد 2 ي معادله
حد تعیین مقدار لیزینوآلانین توسط روش بـه   و حد تشخیص

  . بود ppm 83/0و  25/0کار رفته به ترتیب 
          )2ي  معادله

LOD= 
3Sy/x 
m 

ابتدا میـزان پـروتئین در   : گیري مقدار لیزینوآلانین اندازه
و با دسـتگاه   AOAC) 991/20(هاي شیر مطابق روش  نمونه

گیري پروتئین فقط  ازهاند). N×6.38(تعیین شد  Fossکلدال 
ي  به منظور تعیین حجم اسید کلریدریک مورد نیاز در مرحله

هیدرولیز انجام شـد نسـبت پـروتئین بـه اسـید بـه منظـور        
بـه منظــور هیـدرولیز پــروتئین   ).  1(بــود  1:200هیـدرولیز  

به منظور آزاد کردن لیزینوآلانین متصل بـه  (هاي شیر  نمونه
هاي  به نمونه N 6کلریدریک اسید  ml50) هاي شیر پروتئین
در ) لیتـر شـیر   میلـی  5/6حـدود  (گرم پروتئین  25/0حاوي 

هـا در حضـور    هر یک از ویال. هاي درپیچ دار اضافه شد ویال
هـا   ي اکسیژن از فضاي بالاي نمونه گاز نیتروژن جهت تخلیه

سـاعت در آون   22ها به مدت  سپس ویال. کاملا دربندي شد
°C110 هـا حـرارت داده شـد تـا      س نمونـه سـپ . قرار گرفتند

ي جامـد   مـاده . ي اسـید کلریـدریک تبخیـر شـود     مانده باقی
ي محلول  آن به وسیله pHمانده در آب مقطر حل شد و  باقی
پس از آن بـا اضـافه کـردن آب    . رسانده شد 9به  N12سود 

در بالن حجمی رقیق شـدند و   ml25ها تا حجم  مقطر، نمونه
بلافاصله عمـل  . لولز صاف شدند ي غشاي استات س به وسیله

از محلول  ml5/0به . مشتق سازي با دانسیل کلراید انجام شد
،  M 5/0( بـافر بـورات    ml5/0ي هـر نمونـه    هیدرولیز شـده 

9=pH  ( وml1   محلول دانسیل کلرایـد)1گـرم در   میلـی  10 
دقیقه بـه   2اضافه شد و به مدت ) لیتر ایزوپروپیل الکل میلی

پـس از آن در شـرایط دور از نـور بـه     . شـد شدت به هم زده 
ــدت  ــاري   60م ــن م ــه در ب ــدند  C40°دقیق ــرار داده ش . ق

هفتـه در دمـاي    1سـازي شـده بـه مـدت      هاي مشـتق  نمونه
°C25-  تشــخیص و تعیــین مقــدار . قابــل نگهــداري بودنــد

مجهـز بـه    Younglinمـدل  ( HPLCلیزینوآلانین با دستگاه 
ل با فـاز معکـوس   با دو ورودي حلا SP930Dیک پمپ مدل 

phenomenex C18  به طولmm 250   و قطر داخلـیmm6/4 
 μl 20و تزریـق  ) پـر شـده اسـت    mμ5که با ذراتی با ابعـاد  

لیزینوآلانین استخراج شده و استفاده از آشکارساز فلورسانس 
)Marathon (   و طـول مـوج نشـر     330در طول مـوج تهیـیج

  . صورت گرفت) نانومتر 550
ي نگهداري بر تغییـرات لیزینـوآلانین    بررسی اثر دوره
به منظور بررسی تغییرات لیزینوآلانین در : در شیر استریل

ــاي   ــداري شــیر اســتریل در دم ــک  C25°طــول دوره نگه ی
ي شیر استریل تهیه شد و میـزان لیزینـوآلانین  آن در    نمونه

گیـري   روز پس از  تولیـد انـدازه   60و  30، 15، 7، 1روزهاي 
  .شد
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 ١٧٠

ــه و تحل ــاريتجزی ــل آم ــادیر  : ی ــودن مق ــال ب ــدا نرم ابت
برداري با آزمون  بار نمونه 2گیري شده در  لیزینوآلانینِ اندازه

داري بـین   شاپیروویلکز بررسی و پس از آن، اخـتلاف معنـی  
گیري شده بار اول و دوم بـا اسـتفاده از آزمـون     مقادیر اندازه

دار نبـودن تفـاوت، از    زوجی تعیین شد و به دلیـل معنـی   تی
هـاي بعـدي    گیري براي آزمون بار اندازه 2یانگین مقادیر در م

بـه منظـور بررسـی آمـاري و تعیـین اخـتلاف       . استفاده شـد 
گیـري شـده    دار بین میانگین مقادیر لیزینوآلانین اندازه معنی

هاي پاستوریزه و اسـتریلیزه از آزمـون تـی مسـتقل      در نمونه
هـا    ي داده سطح احتمال قابل پذیرش براي همه. استفاده شد

05/0 <P هـا توسـط نـرم افـزار      کلیه داده.در نظر گرفته شد

نمودارهـا بـا   . تجزیه و تحلیل آماري شـدند  SPSS 16 آماري
  .رسم شد Excelاستفاده از نرم افزار 

 هایافته  
ــیر     ــه ش ــک نمون ــود در ی ــوآلانین موج ــاتوگرام لیزین کروم

ظـت  میانگین غل. نشان داده شده است 1پاستوریزه در شکل 
هـاي شـیر پاسـتوریزه و اسـتریلیزه در      لیزینوآلانین در نمونه

مقـدار لیزینـوآلانین در شـیرهاي    . آورده شده است 1جدول 
نمـودار   .استریلیزه بسیار بـالاتر از شـیرهاي پاسـتوریزه بـود    

مربوط به تغییـرات لیزینـوآلانین در شـیرهاي اسـتریلیزه در     
نشـان   2ل در شـک  C25°روزهاي مختلف نگهداري در دماي 

بـا افـزایش مـدت زمـان نگهـداري، مقـدار       . داده شده اسـت 
  .لیزینوآلانین به تدریج افزایش یافت

  
 ي مقدار لیزینوآلانین در نمونه هاي پاستوریزه مقایسه

Pa2>pa9>pa11>pa4>pa7>pa5>pa12>pa13>pa5>pa1>pa14>pa8>pa10>pa3>pa6         
 ي استریلیزهي مقدار لیزینوآلانین در نمونه ها مقایسه

St7>St6>St9>St10>St11>St8>St2>St5>St3>St4>St1>st12  
  
  
  

 
  ي شیر پاستوریزه گیري لیزینوآلانین در یک نمونه کروماتوگرام مربوط به اندازه .1شکل

و قطر درونی  mm 250طول به  phenomenex C18جداسازي در ستون . ، و فاز آلی استونیتریل pH=7فاز متحرك به صورت مخلوطی از بافر فسفات با 
mm6/4  با ذراتی به ابعادmμ5نانومتر 550و  330نشر به ترتیب  هاي تهییج و  ، طول موج.  

  

  لیزینوآلانین
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  برداري هاي شیر پاستوریزه و استریلیزه در دو بار نمونه گیري شده در نمونه میانگین مقادیر لیزینوآلانین اندازه. 1جدول

میانگین مقدار   ي شیر نمونه
  )mg/kg(ینلیزینوآلان

میانگین مقدار   ي شیر نمونه
  )mg/kg(لیزینوآلانین

Pa1 35/45  St1  28/110  
Pa2  46/86  St2  03/146  
Pa3  75/35  St3  41/132  
Pa4  60/64  St4  96/118  
Pa5  39/49  St5  28/140  
Pa6  52/35  St6  59/224  
Pa7  55/58  St7  54/232  
Pa8  03/41  St8  11/155  
Pa9  3/73  St9  52/213  

Pa10 15/40  St10  21/197  
Pa11 94/64  St11  02/159  
Pa12 13/54  St12  35/97  
Pa13 85/49      
Pa14 33/43      

Pa :                              پاستوریزه St : استریلیزه 

  

  

124.89 130.57

162.21

183.76

215.34
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روزهاي نگهداري
  

  C25°هداري در دماي ي نگ تغییرات لیزینوآلانین طی دوره. 2شکل                              
  
  
 بحث  

گیري  اندازه:  HPLCگیري لیزینوآلانین با دستگاه  اندازه
لیزینوآلانین در مواد غذایی مستلزم آزادسـازي لیزینـوآلانین   

هاي مختلفی بـراي جداسـازي    روش. متصل به پروتئین است
. آبکافت آنزیمی، قلیـایی و اسـیدي   : لیزینوآلانین وجود دارد

، لیزینوآلانین را به طور کامل آزاد نمی کنـد  آبکافت آنزیمی 
. و روش آبکافت قلیایی موجب تخریب لیزینوآلانین می گردد

با توجه به این کـه لیزینـوآلانین در شـرایط اسـیدي پایـدار      
تري نسـبت بـه دو روش    است، آبکافت اسیدي روش مناسب

و همین روش براي آزادسازي لیزینـوآلانین  ) 16(دیگر است 
 ، ) D.Agostino )2003. هاي شیر به کار گرفته شد در نمونه

Bosch )2007 ( وCorpert )2008 ( ــت ــز از روش آبکافـ نیـ
اسیدي براي استخراج لیزینوآلانین از غذاهاي حاوي پروتئین 
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گیـري لیزینـوآلانین    براي اندازه). 3، 11، 13(استفاده کردند 
ی هم نازك و تعویض یون لایه هایی مانند کروماتوگرافی روش

ذکـر   دو روش با توجه به این که. اند مورد استفاده قرار گرفته
کمتري براي شناسایی و تعیین مقدار  حساسیت و دقتشده 

لیزینوآلانین در شیرهاي حرارت دیده دارند، در این پـژوهش  
دقـت و حـد تشـخیص بـالاتري      HPLCروش . به کار نرفتند

بـه کـار    دارد و به همین دلیل، این روش در تحقیـق حاضـر  
به منظـور ایجـاد خاصـیت فلوئورسـانس بـالا در      ). 17(رفت 

ها و افزایش امکان تشخیص  لیزینوآلانین جدا شده از پروتئین
مشتق سازي با  و بالا بردن حساسیت آشکارساز فلوئورسانس،

فلوئورونیـل   -FMOC )9کلرایـد و ترکیـب    دانسـیل ترکیب 
ازي و ســ بــراي خــالصامــا . انجــام شــد) متیــل کلروفرمــات

بـه یـک روش    FMOCجداسازي مشتقات حاصل از ترکیـب  
نیـاز اسـت کـه موجـب     ) استخراج بـا فـاز جامـد   (جداسازي 

با توجه به موارد ذکـر  . شود طولانی شدن زمان جداسازي می
شده و ایجاد مشتقات لیزینوآلانین با خاصـیت فلوئورسـانس   

  ).4، 14(بالا از دانسیل کلراید استفاده شد 
هـاي شـیر خـام،     گیري لیزینـوآلانین در نمونـه   اندازه

ي شیر خامِ تهیه شده از  در نمونه: پاستوریزه و استریلیزه 
ــد    ــل از فراینـ ــات قبـ ــه لبنیـ ــیون و (کارخانـ پاستوریزاسـ

ي  نمونـه  5، لیزینوآلانین وجود نداشت و در )استریلیزاسیون
شیر تهیه شـده از مراکـز فـروش محصـولات لبنـی، مقـادیر       

ــفر و    لیزی ــب ص ــه ترتی ــوآلانین ب ــود mg/kg 5ن ــاً . ب اساس
لیزینوآلانین ترکیبی است که در اثر فراینـدهاي حرارتـی یـا    

شود و چون شیر خام قبل از  ها تشکیل می قلیایی در پروتئین
تحویل به کارخانه لبنیات تحت هیچ گونه فرایند حرارتی یـا  

از  در یکـی . گیـرد، لیزینـوآلانین نـدارد    شـیمیایی قـرار نمـی   
هاي شیر خام مراکز فروش لبنیات لیزینوآلانین وجـود   نمونه

داشت که احتمالا به دلیل حرارت دادن شیر خام بـه منظـور   
 Faist. افزایش زمان ماندگاري آن تا هنگام فروش بوده است

نمونه از شـیرهاي   6مقدار لیزینوآلانین را در  2000در سال 
  ).17(گزارش کرد  mg/kg 24-4ي  خام در محدوده

ــدازه  ــوآلانینِ ان ــادیر لیزین ــیرهاي   مق ــده در ش ــري ش گی
ــتوریزه ــدوده    پاس ــران در مح ــهر ته ــرفی در ش  ي  ي مص

mg/kg86-5/35  هـاي   در بین نمونـه ). 1جدول (قرار داشت
شیر پاستوریزه، بالاترین غلظت لیزینوآلانین مربوط به نمونه 

pa2    بود کـه معـادلkg/mg 46/86  کمتـرین غلظـت   . اسـت
مشـاهده   kg/mg 52/35با مقـدار   pa6آلانین در نمونه لیزینو

  . شد

هاي شـیر پاسـتوریزه، مقـادیر لیزینـوآلانین      در بین نمونه
نزدیـک   pa13و  pa1 ،pa5 ،pa8 ،pa10هـاي   موجود در نمونه

و   pa4 ،pa7،pa9هـاي   به یکدیگر بود کـه نسـبت بـه نمونـه    
pa11 تري است در حد پایین .  

Faist ــادیر  2000مـــان در ســـال و همکـــاران در آل مقـ
 mg/kg47-17ي  لیزینوآلانین شیر پاستوریزه را در محـدوده 

برابر کمتر از مقادیر گزارش شـده   2گزارش کردند که حدود 
هاي شیر پاستوریزه مصـرفی در شـهر تهـران اسـت      در نمونه

)17 .( 
ي  گیـري شـده   هاي شیر استریلیزه، مقادیر اندازه در نمونه

LAL ــدوده ــت mg/kg 232-35/97ي  در مح ــالاترین . اس ب
و ) St7 )kg/mg 54/232ي  مقــدار لیزینــوآلانین در نمونــه  

بـه دسـت   ) St12 )kg/ mg35/97ي  کمترین مقدار در نمونه
  . آمد

هــاي شــیر اســتریلیزه، مقــدار لیزینــوآلانین در  در نمونــه
ــه ــاي  نمون ــایر   St1و  St12ه ــر از س ــدیگر و کمت ــابه یک مش
نیز  St9و  St6 ،St7هاي  بود و در نمونههاي استریلیزه   نمونه

  . ها بود تقریباً مشابه و بیشتر از سایر نمونه
هـاي   شیرهاي استریلیزه در آلمـان در سـال   LALمقادیر 

، )mg/kg60-0 )17بــــه ترتیـــــب   2000و  1991، 1983
kg/mg186-49 )18( ،mg/kg 75-15 )19 (  در . بـوده اسـت

آلانین در شــیر مقــدار لیزینــو 1982کشــور هلنــد در ســال 
در  1987در سال  Antillaو ) mg/kg 50-10 )20استریلیزه 

 ). 21(بود  mg/kg83-50کشور فنلاند 
هـاي   ي بین مقادیر لیزینوآلانین موجود در نمونـه  مقایسه

دهد که  شیر خام و شیرهاي پاستوریزه و استریلیزه نشان می
دار  اختلاف مقدار لیزینوآلانین بین این سه نـوع شـیر معنـی   

دار  بین مقدار لیزینوآلانین در  اختلاف معنی). P>05/0(است
ــه ــیرهاي اســتریلیزه،       نمون ــتوریزه بــا ش هــاي شــیر پاس
ــان ــده نش ــوآلانین در    دهن ــتر لیزین ــزان بیش ــکیل می ي تش
در فراینـد پاستوریزاسـیون   . هاي شیر اسـتریلیزه اسـت   نمونه

ثانیـه اعمـال    15به مـدت   C72°شیر طبق استاندارد، دماي 
شود، در حالی که در فرایند استریلیزاسیون دمـاي بـالاتر    می

)°C150-135   ــدت ــه م ــه 2-5ب ــی ) ثانی ــال م ــود و  اعم ش
ها شیر در فرایند استریلیزاسـیون در معـرض دمـاي     پروتئین

گیرند و لیزینـوآلانین بیشـتري نیـز در ایـن      بالاتري قرار می
در کـازئین شـیر، قطعـات مختلـف     . شود ها تشکیل می نمونه

هاي فسفات هستند و با  پروتئینی وجود دارند که حامل گروه
تعـداد  . ي سرین اتصال استري دارنـد  ي اسید آمینه مانده باقی
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هـاي فسفوسـرین موجـود در هـر مـول از قطعـات        باقیمانده
کازئین در کـازئین شـیر بـه     -s0α،αs1 ،αs2 ،β , κپروتئینی 

مانـده   از شکسـتن بـاقی  . اسـت  1و  5، 10-13، 8، 9ترتیـب  
ي دهیدروآلانین  مانده هاي کازئین، باقی ل فسفوسرین در ملکو

پـذیر بـوده و موجـب ایجـاد      شود که بسیار واکـنش  ایجاد می
اتصالات عرضی با گروه آمین اپسـیلون اسـید آمینـه لیـزین     

شوند و  موجود در همان زنجیر پروتئینی یا زنجیر دیگري می
د استریلیزاسـیون بـه   در فراین ـ. آید لیزینوآلانین به وجود می

هـاي بیشـتري شکسـته شـده و      دلیل دماي بالا، فسفوسرین
میــزان دهیـــدروآلانین تشـــکیل شــده افـــزایش یافتـــه و   

. شـود  هاي استریلیزه ایجاد مـی  لیزینوآلانین بیشتري در شیر
وجود ترکیبات بتالاکتوگلوبولین و آلفالاکتـالبومین در شـیر   

یزینـوآلانین  نیز موجـب تشـکیل اتصـالات عرضـی شـده و ل     
  ). 22، 23(شود  تشکیل می

ي نگهداري بر تغییرات لیزینوآلانین در شـیر   اثر دوره
ي  در بررسی تغییـرات لیزینـوآلانین در طـول دوره   : استریل

در روزهاي مختلـف   C25°نگهداري شیر استریلیزه در دماي 
مشخص شد که مقدار لیزینوآلانین به ) 60و  30، 15، 7، 1(

 در Cattaneo گـزارش  در). 2شـکل  (یابد  یتدریج افزایش م

 تغییـرات  اسـتریلیزه، میـزان   هاي شـیر  نمونه در 2008 سال

 ي دوره در C23° دمـاي  هاي شـیر در  نمونه در لیزینوآلانین
 نگهداري ي دوره انتهاي تا  LALمیزان  .شد بررسی نگهداري

 فعالیـت  تغییـرات  این علت). 24( کرد پیدا افزایش تدریج به

 لیزینـوآلانین  شدن آزاد و  )هاي پروتئولیتیک آنزیم( آنزیمی

 ولـی  اسـت،  ذکر شده شیر در هاي موجود به پروتئین متصل

نگرفتـه   قرار بررسی و آزمایش مورد عملی طور به مسئله این
  ).  25(زمینه لازم است  این در بیشتري مطالعه است و

دهد که در شیرهاي پاستوریزه  نتایج این تحقیق نشان می
ي مصرفی در شهر تهران، لیزینوآلانین وجود دارد  استریلیزهو 

سـازي بـا ترکیـب دانسـیل کلرایـد،       و مشتق HPLCو روش 

گیــري ترکیــب لیزینــوآلانین در  روش مناســبی بــراي انــدازه
مقـدار  . هاي شیر خـام، پاسـتوریزه و اسـتریلیزه اسـت     نمونه

مـاي  لیزینوآلانین در شیرهاي استریلیزه به دلیل فرایند در د
تر نسبت بـه شـیرهاي پاسـتوریزه بیشـتر      بالا و زمان طولانی

شیرهاي خام چون تحـت هـیچ فراینـد حرارتـی قـرار      . است
ــی ــد   نم ــود ندارن ــوآلانین وج ــد، لیزین ــیاري از . گیرن در بس

ها ممکن است به دلیل بالا بودن آلـودگی میکروبـی    کارخانه
مـا  شیرهاي خام دریافتی و فرسوده بودن تجهیزات، کنترل د

و زمان به درستی صورت نگیـرد و بـه منظـور از بـین بـردن      
ها،  دما و مدت زمـان حـرارت دادن افـزایش     میکروارگانیسم

یابد کـه در نتیجـه لیزینـوآلانین بیشـتري در شـیر تشـکیل       
ي لیزین موجود در پـروتئین شـیر کـه     شود و اسید آمینه می

ــر تشــکیل    یکــی از اســیدهاي آمینــه ضــروري اســت، در اث
این کار به معنی کاهش . نوآلانین غیر قابل دسترس شودلیزی

ي مقــادیر  چنــین، مقایســه هــم. اي شــیر اســت ارزش تغذیــه
هـاي شـیر پاسـتوریزه و اسـتریلیزه در      لیزینوآلانین در نمونه

تحقیق حاضر با نتایج گزارش شده در کشورهاي دیگر نشان 
زه دهد که مقدار ترکیب لیزینوآلانین در شیرهاي پاستوری می

با توجه به . ي مصرفی در شهر تهران بیشتر است و استریلیزه
صدمات حرارتی فراینـدها بـر شـیرهاي مصـرفی و ترکیبـات      
ایجاد شده که اثرات زیانباري بر سلامت انسان دارند، کنترل 
ــتوریزه و     ــیر پاس ــد ش ــی در تولی ــدهاي حرارت ــق فراین دقی

  .استریلیزه ضروري است
  سپاسگزاري

ي  ل یک طرح پژوهشی است کـه بودجـه  این پژوهش حاص   
 اي و صنایع غـذایی کشـور   انستیتو تحقیقات تغذیهآن توسط 

ي همکاران  بدین وسیله از مسئولان و کلیه. تأمین شده است
محترم آن مرکز به ویژه معاونت محترم پژوهشی سپاسگزاري 

  .شود می
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Background and objective: Milk pasteurization and sterilization processes prolong its shelf-life and also 
promote the safety of dairy products. On the other hand, these processes can also have adverse effects on 
the nutritional quality and safety of milk and dairy products. Formation of cross-linkages between amino 
acids in the protein molecules may produce undesirable compounds, e.g., lysinoalanine (LAL), resulting 
in reduced availability of some of the essential amino acids, as well as nephrotoxicity effects. The aim of 
this project was to determine the LAL content of pasteurized and sterilized milks consumed in the City of 
Tehran.  

Materials and Methods: Determination of protein in milk samples was done by the Kjeldahl method. 
Hydrolysis of milk proteins was done using 6N hydrochloric acid and placing the samples in the oven at 
110 0C for 22 hours. The hydrolyzed protein samples were then dissolved in distilled water and the pH 
was adjusted to 9 by addition of 12N sodium hydroxide. For derivitization of the liberated LAL, 
dansylation was done by adding dansyl chloride (10mg/ml isopropyl alcohol) at 40°C for 60 minutes. LAL 
then measured in the samples by high performance-liquid chromatography.  

Results: The LAL content of raw milk samples obtained from a milk processing plant and dairy shops 
was zero and 5 mg/kg, respectively, while it was 35-86mg/kg in the pasteurized, and 110-233mg/kg in the 
sterilzed, samples. In addition, the  data showed that the LAL content of sterile milk samples would 
increase gradually at days 1, 7, 15, 30 and 60 during storage at 25°C.  

Conclusion: The findings of this study show that lysinoalanine is prsesent in both pasteurized and 
sterilized milks, it being higher in the latter.  In addition, the lysinoalanine contents of pasteurized and 
sterilized milks consumed in Tehran are higher than those in other countries. Considering that both 
children and adults consume milk daily in Tehran, controlling lysinoalanine content in pasteurized and 
sterilized milks marketed (by contolling time amd temperature) is of utmost importance.   

Keywords: Milk, Pasteurization, Sterilization, Lysinoalanine, HPLC 
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