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 چکیده

قلیایی با واکنش حذفی بتا، تشکیل دهیدروآلانین و واکنش با  pHلیزینوآلانین طی تهیه و فرآوري شیر خشک  در اثر حرارت،  :سابقه و هدف
مطالعه طراحی و معتبر سازي روشی مناسب جهت شناسایی و تعیین مقدار لیزینوآلانین در شیر  یندر ا. گردد ترکیبات آمین دار ایجاد می

  .مد نظر قرار گرفت) HPLC(ه از کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا خشک نوزادان  با استفاد
آشکارساز فلورسانس، مشتق سازي توسط دنسیل کلراید، سرعت  ،C18ستون (  HPLCپژوهش ابتدا شرایط بهینه  یندر ا :هامواد و روش

بر اساس شرایط فوق . تعیین شد) و استونیتریل  pH=7، شویش گرادیانت و فاز متحرك شامل بافر فسفات  ml/min  9 /0جریان فاز متحرك 
  .نمونه شیر خشک بررسی شد 10روش معتبر سازي گردید و کارآمدي روش معتبر شده با آنالیز 

حد . به دست آمد R2= 9949/0ضریب همبستگی . گرم بر لیتر، خطی بود میلی  5 - 80نمودار کالیبراسیون در محدوده غلظتی  :هایافته
 Recovery (8/87 _ 7/83(و درصد بازیافت  mg/L 5)Limit of Quantification(و حد تعیین مقدار  mg/L2) Limit of Detection( تشخیص

 Intra dayبراي . سطح منحنی و غلظت به دست آمده محاسبه شد) %RSD(در ارزیابی دقت روش، انحراف استاندارد نسبی . به دست آمددرصد 
مورد از شیرهاي آنالیز شده،  7در  .به دست آمد درصد 4/7و  2/5کمتر از به ترتیب   Inter dayو براي درصد  7/2  و 87/3به ترتیب کمتر از 

  .به دست آمد  LOD, LOQنمونه مقدار آن بین 3لیزینوآلانین شناسایی نشد و در 
در  بوده واین روش در جهت تشخیص و شناسایی لیزینوآلانین در شیرخشک نوزادان از دقت، صحت و کارایی لازم برخوردار  :گیري نتیجه

  .باشد دسترس و مقرون به صرفه می
  لیزینوآلانین، شیر خشک نوزادان، کروماتوگرافی مایع باکارایی بالا، آشکارساز فلورسانس، معتبرسازي :واژگان کلیدي

  مقدمه 
فرآوري مـواد غـذایی گـاهی منجـر بـه تشـکیل ترکیبـات        

این ترکیبات در نتیجه تأثیر عوامل فیزیکـی  . شود مینامطلوب 
تواننـد   آیند و مـی  هاي شیمیایی گوناگون به وجود می و واکنش
تشـکیل ترکیبـات   . غذا تأثیر داشته باشند و سلامت بر کیفیت

ها حین حرارت دهی، فرآوري صـنعتی   سمی حاصل از پروتئین
ن همـراه  اي پـروتئی  و نگهداري معمولاً با کاهش کیفیت تغذیه

واسـطه ماهیـت شـیر و اعمـال      تهیه شـیر خشـک بـه   . هستند

ــه تولیــد ترکیبــات و آلاینــده  هــاي مختلــف  حــرارت منجــر ب
قلیـایی بـا     pHگردند مانند لیزینوآلانین که طی حـرارت و   می

گردد و محصول این واکنش دهیدرو  واکنش حذفی بتا آغاز می
یبات آمـین دار  پذیر بوده و با ترک آلانین است که بسیار واکنش

 یـب مطالعات نشـان داده اسـت کـه ایـن ترک    . دهد واکنش می
قابلیت دسترسی بدن را بـه اسـیدهاي آمینـه     ین کهعلاوه بر ا

دهـد، اثـرات سـمی بـر کلیـه نیـز دارد و        ضروري کـاهش مـی  
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و  DNAهـا و سـنتز    تواند باعث اخـتلال در عملکـرد کلیـه    می
حساس بـودن   شیر خشک نوزادان به جهت. تقسیم میتوز شود

ــه  گــروه هــدف بایــد عــاري از هــر گونــه آلاینــده  اي از جمل
 .)1 -3(لیزینوآلانین باشد 

. تغذیه با شیر مادر بهترین نوع تغذیه بـراي نـوزادان اسـت   
شیر مادر حاوي کلیـه مـواد لازم بـراي رشـد نـوزاد،  برطـرف       

از طرفـی شـیر   . باشـد  ها می اي آن کننده تمامی نیازهاي تغذیه
برخی از فاکتورهاي تنظیم کننـده سیسـتم ایمنـی     مادر حاوي

. است که براي کامل شدن سیسـتم ایمنـی نـوزاد مفیـد اسـت     
همچنین تغذیه با شیر مادر باعث افزایش مقاومـت نـوزادان در   

با وجود . شود برابر اختلالات گوارشی، عفونت  تنفسی و تب می
  اینکه شیر مادر اولین انتخـاب بـراي تغذیـه نـوزاد اسـت ولـی      

هاي جایگزین شیر مادر در مواردي که تغذیـه بـا شـیر     فرآورده
باشـد، نقـش مهمـی در     یندمادر غیرممکن، ناکافی و یا ناخوشا

در راسـتاي برطـرف کـردن ایـن نیـاز      . یابنـد  تغذیه نوزادان می
هـا،   اي نوزادان و ایجاد امکان رشد و تکامـل کـافی در آن   تغذیه

)  Infant formula(  ترکیباتی با عنـوان شـیر خشـک نـوزادان    
هـاي اول   اي نوزاد از ماه شیر خشک براي تأمین نیازهاي تغذیه

. طراحی شده است) ماهگی 6( زندگی تا شروع تغذیه تکمیلی 
سـالگی نیـز مـورد     2در بعضی مـوارد شیرخشـک نـوزادان تـا     

  ).2( شود نامیده می  follow upمصرف دارد که 
خشـک و  (شـک  هـاي تهیـه شیرخ   با توجه بـه انـواع روش  

و اســتفاده از حــرارت در فرآینــد پاستوریزاســیون و ) مرطــوب
استرلیزاسیون روي شیر خام اولیـه، امکـان تشـکیل ترکیبـات     

  ).3(ناخواسته از جمله لیزینوآلانین وجود دارد
 Agostino مقدار لیزینـوآلانین  2003در سال  و همکاران ،

. دادنـد  هاي غذاي کودك مورد بررسی قـرار  را در برخی فرمول
بـا    نمونه پودر غذاي کودك یا نمونـه مـایع   23در این مطالعه 

-FMOC  )9و مشتق سازي توسط  HPLCاستفاده از دستگاه 
  ).4(، مورد آزمون قرار گرفتند)فلوئورونیل متیل کلروفرمات 

 Boschin    و همکاران، در یک مطالعه میـزان لیزینـوآلانین
کـازئین و  . (گیري کردنـد  هاي تغذیه وریدي را اندازه در فرمول
اي  هـاي تغذیـه   ها اجزاي اصلی تشکیل دهنده فرمول کازئینات

در فرآیند تولید این محصـولات انجـام تیمـار    . )وریدي هستند
ی و زمـان  حرارتی به منظور اطمینان از ایمنی از لحاظ میکروب ـ

ماندگاري ضروري است و این فرآیند حرارتی منجر به تشـکیل  
  ).5(گردد لیزینوآلانین می

ــال  ــی در سـ ــط 2007در یـــک بررسـ و  Montilla، توسـ
هـاي تخـم مـرغ پختـه،      همکاران، میزان لیزینوآلانین در نمونه

کازئینات تجاري، پنیر تازه، پنیر تازه تهیه شـده از شـیر غنـی    
بررسـی نشـان   . تعیین شـد  GC-FIDبا کمک شده با کازئینات 

داد که لیزینوآلانین در تخم مرغ خـام وجـود نداشـت ولـی بـا      
انجام فرآیند حرارتی و افزایش مدت زمـان، بـه تـدریج میـزان     
لیزینوآلانین افزایش یافت و تشکیل آن در سـفیده تخـم مـرغ    

 ). 6(بیشتر از زرده تخم مرغ بود 
ران بـه بررسـی مقـدار    ، خورشیدیان و همکا1390در سال 

هاي شیر پاستوریزه و اسـتریلیزه   لیزینوآلانین در برخی از نمونه
دوره نگهداري بـر تغییـرات    مصرفی شهر تهران و همچنین اثر

 گـراد  سـانتی درجـه   25لیزینوآلانین در شیر استریل در دماي 
بـا آشکارسـاز    HPLCدر این مطالعه نیز از دسـتگاه   .پرداختند

سازي توسط دانسیل کلراید جهت  تعیـین   فلورسانس و مشتق
 ).7(مقدار لیزینوآلانین استفاده شد

شود و  با توجه به مراحلی که براي تهیه شیر خشک طی می
همچنین انجام فرآیندهاي حرارتی لازم جهت پاستوریزاسـیون  

اندازي روشی کـه بتوانـد ایـن آلاینـده را در      شیر خام اولیه، راه
 .ضروري است ،و تعیین کند شیر خشک نوزادان شناسایی

  هامواد و روش  
، هیدروکسید سـدیم،  %37هیدروکلریک اسید : مواد شیمیایی

ایزوپروپیل الکل و استو نیتریل با درجه کروماتوگرافی مـایع بـا   
آلمـــان، اســـتاندارد  Merckکـــارایی بـــالا ســـاخت شـــرکت 

سوئیس و دانسـیل    Bachemساخت شرکت % 99لیزینوآلانین 
  .آمریکا  Sigmaساخت شرکت % 99کلراید 

تهیـه شـده از اسـیدبوریک،    ( pH=9نرمال،  5/0بافر بورات 
  )آلمان  Merckکلرید پتاسیم، هیدروکسید پتاسیم 

تهیــه شــده از دي ( pH=7میلــی مــول،  10بــافر فســفات 
  )آلمان Merckپتاسیم هیدروژن فسفات، اسید فسفریک  

ــره  ــتاندارد ذخی ــی Stock:( 2( اس ــتاندارد   میل ــرم از اس گ
ــوآلانین ــم آن   ) 99(%لیزینـ ــل و حجـ ــتونیتریل حـ  2در اسـ

بـه  ) Stock( لیتر رسانده شد تا محلول اسـتاندارد ذخیـره   میلی
تهیـه شـود تـا در مراحـل بعـدي جهـت        mg/L 1000غلظت 
ــی ــازي غن ــن   ) Spike( س ــاري از ای ــتانداردهاي ک ــه اس و تهی

  .شوداستفاده  استاندارد ذخیره 
ــه از : هــاي شــیر خشــک نــوزادان نمونــه تعــدادي  نمون
هاي شیر خشک پرمصرف بازار که جهت کنترل کیفیت  فرمول

هاي مرجع کنترل غذا و دارو ارسال  و ایمنی به مرکز آزمایشگاه
هـاي کـاري مـورد بررسـی قـرار       شده بودند، بـه عنـوان نمونـه   

  .گرفتند
  سازي نمونه آماده

، )8( 2000و همکاران در سـال   Faistمطابق روش  :هیدرولیز
ــام   ــروتئین تـ ــدا میـــزان پـ جهـــت هیـــدرولیز اســـیدي ابتـ

هاي نوزادان محاسبه شد، مقداري از شیر خشک که  شیرخشک
گرم پروتئین بود توزین و در ارلـن درپـیچ دار، در    25/0حاوي 
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لیتر اسید کلریدریک  میلی 50. لیتر آب مقطر حل شد میلی 15
نسـبت اسـید   . ( تهیـه شـده اضـافه شـد     نرمال به ماتریکس 6

 1بـه   200نرمال افزوده شـده بـه پـروتئین تـام      6کلریدریک 
 22هـا دربنـدي شـدند و بـه مـدت       سـپس ارلـن  ). 9(باشد  می

گراد در آون قرار گرفتند تـا   درجه سانتی 110ساعت، در دماي 
 22پـس از  . لیزینوآلانین تشکیل شده در مـاتریکس آزاد شـود  

. تا حد امکان تغلـیظ گردیـد   ماتریکس خلأ، ساعت، در شرایط
ــط    ــد و توسـ ــل شـ ــر حـ ــداري آب مقطـ ــده در مقـ باقیمانـ

تنظیم شد، حاصل  9در عدد  pHنرمال،  12هیدروکسیدسدیم 
 10به بالن ژوژه منتقل و  حجم نهـایی  توسـط آب مقطـر بـه     

  .لیتر رسانده شد میلی
لیتر از نمونـه شـیر    میلی 5/0به  ):Spike(آلوده کردن نمونه 

، 10خشک هیدرولیز شده طبق مراحل فوق، به ترتیب مقـادیر  
ــره   160، 100، 40، 20 ــر از اســتاندارد ذخی ) Stock(میکرولیت

mg/L1000      ،افزوده شد تا پس از طـی مراحـل مشـتق سـازي
از . به دسـت آیـد   mg/L  80،50،20،10،5هاي کاري  استاندارد

ده، در رسـم نمـودار کالیبراسـیون اسـتفاده     هاي آلو این محلول
لیتر از نمونه شیر خشک هیـدرولیز   میلی 5/0همچنین به . شد

میکرلیتـر   80، 30، 15شده طبق مراحل فوق به ترتیب مقادیر 
اضافه شد و پس از مشـتق سـازي   ) Stock(از استاندارد ذخیره 

 mg/L  40و 15، 5/7هـاي   بـا غلظـت  ) Spike(هاي آلوده  نمونه
هاي آلوده در معتبرسـازي روش، تعیـین    از نمونه. به دست آمد

  .صحت و دقت، استفاده شد
جهت تکمیل مطالعات مربوط به حساسیت، حد تشـخیص   

Limit of detection) (   ــدار ــین مق ــد تعی  Limit of(و ح

quantification(،  4لیتر نمونه آماده شده، مقـادیر   میلی 5/0به 
اندارد ذخیره اضافه  شد تا  پس از طـی  میکرولیتر از است 10و 

از اسـتاندارد   mg/L  5و  2هـاي  مراحل مشـتق سـازي، غلظـت   
  .لیزینوآلانین در ماتریکس شیرخشک نوزادان به دست آید

گـرم   میلـی  100جهت تهیه محلول مشتق ساز،: مشتق سازي
ایزوپروپیـل   تـوزین و در ) %99(از مشتق سـاز دانسـیل کلرایـد   

 ــ ــا   میلــی 10ه الکــل حــل و حجــم آن ب ــر رســانده شــد ت لیت
لیتـر از نمونـه    میلـی  5/0به .  به دست آید mg/L 1000غلظت

در مراحـل قبلـی،   ) هیـدرولیز شـده  (شیر خشک آمـاده شـده   
لیتـر   و یک میلی) =9pHنرمال و  5/0(لیتر بافر بورات  میلی5/0

 2اضافه شده و به مـدت  ) mg/L1000(محلول دانسیل کلراید 
زده شد، سـپس بـه مـدت یـک سـاعت در      شدت بهم  دقیقه به

گراد و دور از نور قرار گرفت تـا مرحلـه    درجه سانتی 40دماي 
این مرحلـه   هاي آماده شده در نمونه .مشتق سازي تکمیل شود

گــراد قابــل  درجــه ســانتی -40بــه مــدت دو هفتــه در دمــاي 
هر نوبـت کـاري    ها  در در این پژوهش نمونه. نگهداري هستند
هاي آماده شده در این مرحله  نمونه. هیه شدندبه صورت تازه ت

میکرولیتـر   20بـه میـزان   ) میکرونی 45/0(پس از فیلتراسیون 
  .تزریق شدند HPLCبه دستگاه 

بـا  اسـتفاده از   ): HPLC(کروماتوگرافی مایع با  کارایی بالا
 Ultimateمجهز به پمپ مـدل   Dionexمدل   HPLCسیستم 

 مــدل) Degasser( بـا دو ورودي حــلال، سیسـتم گــازدا   3000
CSI6150 ستون ،Hichrome ( C18) P5 ODS   به طـولmm 

پـر   m5 که بـا ذراتـی بـا ابعـاد      mm 6/4و قطر داخلی  250
، RF2000 Fluorscence Dionexشـده، آشکارسـاز فلورسـانس   

نـانومتر وشـویش    550و طول موج نشر  330طول موج تهییج 
  بـافر فسـفات بـا   ( Aز متحـرك شـامل دو بخـش    گرادیانت، فا

7= pH  15: 85و اســتونیتریل بــه نســبت ( وB )اســتونیتریل (
  ml/minسـرعت جریـان    و) 1جدول ( بندي طبق جدول زمان

لیزینوآلانین بـا تزریـق   . روش ارتقاء پیدا کرد و معتبر شد ،9/0
، جـدا،  24در دقیقـه   اًمیکرولیتر از نمونه آماده شده، حدود 20
افـزار   از نـرم  یـري گ ها با بهره داده. ناسایی و تعیین مقدار شدش

Chromeleon version 6.60  بندي شدند جمع.  
  

  لیزینوآلانین گیري اندازه در استفاده مورد گرادیانی برنامه .1جدول 

%B  )فاز متحرك(  %A  )سرعت جریان  )فاز متحرك   
  )لیتر در دقیقه میلی (

  )دقیقه(زمان 

  زمان اولیه 9/0  20  80
80  20  9/0  5 /5  
42  58  9/0  5/15  
42  58  9/0  5/30  
80  20  9/0  5/31  
80  20  9/0  5/46  
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 ١٤٠

جهـت تهیـه نمـودار کالیبراسـیون از     : یبراسـیون نمودار کال
، 80، 60، 40، 20 ،10مقــادیر mg/L 1000اســتاندارد ذخیــره

لیتر از محلـول دانسـیل    میکرولیتر برداشته شد، یک میلی 100
نرمـال،   5/0(لیتـر بـافر بـورات     میلی 5/0و )mg/mL 10(کلراید
pH=9 ( 2شده بـه   زدایی یونبه آن افزوده و حجم نهایی با آب 
 40لیتر رسانده شد، سپس به مدت یک ساعت در دمـاي   میلی

سازي  از نور قرار گرفت تا مرحله مشتقگراد و دور  درجه سانتی
از  mg/L 50، 40، 30، 10،20، 5هـاي    تکمیل شـود و غلظـت  

هـاي   میکرولیتـر از اسـتاندارد   20. لیزینوآلانین بـه دسـت آیـد   
تزریـق شـد و از سـطح زیـر       HPLCساخته شده بـه دسـتگاه   

حنی لیزینوآلانین جهـت رسـم نمـودار کالیبراسـیون اولیـه،      نم
. تریکس عـاري از لیزینـوآلانین اسـتفاده شـد    جهت انتخاب مـا 

، سـطح زیـر   y، غلظـت و  x. محاسبه شد  y=axbمعادله خط 
  .منحنی لیزینوآلانین است

ــه صــورت    20 ــر از اســتانداردهاي تهیــه شــده ب میکرولیت
ــوده  ــاتریکس آل ــه   Spiked (5 ،10،20 ،50، 80  mg/L( م ب

HPLC سطح زیر محنی لیزینـوآلانین جهـت رسـم    . تزریق شد
نمـودار کالیبراســیون اسـتفاده شــد، معادلــه خـط بــه صــورت    

y=axb  و ضریب همبستگی (R2)  محاسبه  شد.  
  معتبرسازي روش

با اسـتفاده از تعیـین میـزان بازیافـت      ):  Accuracy(  صحت
)Recovery ( ــی ــبه مـ ــود محاسـ ــر از   20). 10( شـ میکرولیتـ

و  15،  5/7غلظتـی   در سطوح) Spiked(هاي آلوده شده  نمونه
mg/L 40  ساخت، بـه دسـتگاه    3و از هر کدامHPLC   تزریـق

ــد ــت     . ش ــزان غلظ ــد  می ــبه درص ــق محاس ــت از طری بازیاف
بـه  )  Spiked(لیزینوآلانین بازیافت شده به میزان اضـافه شـده  

نیز محاسبه ) %  RSD(دست آمد و درصد انحراف معیار نسبی
  .شد

ــه ):Precision( دقــت ــار  یلهوســ محاســبه دقــت روش ب معی
ــک روز  ــذیري در یـ ــوالی  3و در  (intra-day) تکرارپـ روز متـ

)inter_day (انجام شد )11، 12.( 
 هاي آلوده شده به منظور بررسی دقت در یک روز، از نمونه

)Spiked (ــطوح ــی  در س   mg/L  40Spikeو 15،  5/7غلظت
همچنـین بـه   . گردید و در سه نوبت  بـه دسـتگاه تزریـق شـد    

  روز پی در پـی، در سـطوح  غلظتـی    3 منظور بررسی دقت در
تهیـه شـد و    Spike ، سه نمونه از طریـق mg/L  40و 15،  5/7

سطح زیـر منحنـی    . تزریق شد  HPLCدر سه نوبت به دستگاه 
لانین هر پیک و درصد انحراف معیار نسـبی هـر پیـک لیزینـوآ    

  .محاسبه شد
و حـد تعیـین مقـدار    ) (LODحد تشخیص   ،حساسیت

)LOQ :(  کمترین غلظتی که در یک ماتریکس قابل تشـخیص
  LODباشـد بـه عنـوان    گیري نمی به دقت قابل اندازه است ولی

شود و کمترین غلظتی که با دقـت و صـحت قابـل     شناخته می
تعریـف    LOQبـه عنـوان   باشـد  گیـري مـی   قبول، قابـل انـدازه  

از نسبت سیگنال به نـویز   LOQو  LOD براي تعیین . شود می
 10:1و نسـبت    LODبراي تعیین 3:1نسبت . شود استفاده می
   .)13 -16( رود کار میه ب  LOQ براي تعیین 

نمونه از مـوارد پرمصـرف بـازار کـه جهـت       10 :کاربرد روش
ل هاي مرجع کنتر کنترل کیفیت و سلامت به مرکز  آزمایشگاه

غذا و دارو ارسال شده بـود بـا روش فـوق مـورد ارزیـابی قـرار       
 Excel 2010کلیـه نتـایج بـه دسـت آمـده بـا برنامـه         .گرفـت 

   .پردازش شد
 هایافته  

در شناسـایی و تعیـین    HPLCشرایط بهینه شده دسـتگاه  
مقـــدار لیزینـــوآلانین در شیرخشـــک نـــوزادان و همچنـــین 
کروماتوگرام به دست آمده از سه غلظت آلوده شده در سـطوح  

  . آمده است 1شکل در گرم بر لیتر   میلی 50، 20، 10
سـازي روش اجرایـی بـه شـرح زیـر       نتایج حاصل از معتبر

  .است
معادلـه خــط  ارزیــابی خطـی بـودن و تعیــین    :خطـی بـودن  

ــاتریکس آب در ــف   5کالیبراســیون در م ــی مختل ســطح غلظت
)3n=(    ،4033/0، جهت تعیـین نمونـه عـاري از لیزینـوآلانین- 
x1923/0=y  9953/0و ضریب رگرسیون =R2    به دسـت آمـد 
  .)1نمودار ( 

همچنین ارزیابی خطی بودن روش آنالیز با استفاده از رسم 
بـه  ) =3n(ت مختلف غلظ 5نمودار غلظت سطح زیر منحنی در 

نمـودار  . بـود  =x1994/0y -7405/0معادلـه خـط    . دست آمد
تـا   5کالیبراسیون براي سطح  زیر منحنی  در محدوده غلظـت  

mg/L 80  9949/0خطی بود و R2=   2جـدول  (محاسبه شـد ،
  ).2نمودار 
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  ماتریکس شیرخشک نوزاد در یترلگرم بر  یلیم 50، 20، 10هاي مربوط به استاندارد لیزینوآلانین  در سه غلظت  کروماتوگرام. 1شکل

  

  
  آب لیزینوآلانین در  از آمده به دست خط معادله و  کالیبراسیون منحنی .1نمودار

  

  
  نوزادان شیرخشک در کالیبراسیون منحنی  .2نمودار

  

y = 0.1923x - 0.4033
R² = 0.9953
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 ١٤٢

  کالیبراسیون لیزینوآلانین نتایج خطی بودن  .2جدول 
 درصد انحراف معیار نسبی

RSD) (%  
  میانگین مساحت به دست

  انحراف معیارآمده  
  )Spiked(  غلظت افزوده شده
mg/L)(  

3/11%  1/0  6/0  0/5  
1/1%  1/0 3/1  0/10  
0/4%  1/0 03/3  0/20  
4/6%  5/06/8  0/50  
6/1%  2/16/15  0/80  

1994/0    Slope 
  )(R2 رگرسیون    9949/0

n 3=  

  
و  LOD : ) (LOQ و حد تعیین مقدار) LOD(حد تشخیص

RSD    مربوطه به ترتیـبmg/L 2 و   3/11% وLOQ   وRSD 
  ).3جدول (  بود 8/13و  mg/L  5مربوطه به ترتیب 

 7/87تـا    6/83محدوده بازیافت به دسـت آمـده بـین    : صحت
درصد  7/2تا  RSD (%91/0( بود و درصد  انحراف معیار نسبی

   .)4جدول(بود 
  

نتایج تکرار پذیري در یک روز و در سـه روز متـوالی در   : دقت
  .ارائه شده است 6و  5جداول 

گیري میـزان لیزینـوآلانین    نتایج حاصل از اندازه: کاربرد روش
نمونه شیرخشک  پر مصرف بازار با روش فوق در  10در تعداد 

 LOQو   LODنمونـه بـین    3نمونه، غیرقابـل شناسـایی در    7
  .)7جدول (نشان داد 

  
  تعیین شده براي لیزینوآلانین  LOQو  LODنتایج  .  3جدول 

RSD%  مساحت*  mg/L)(پارامتر  غلظت  
9/13  03/0  2/0  2  LOD 
3/11  07/0   6/0  5  LOQ  

SD     میانگین*  

  
  )Recovery(یابی  صحت روش بر اساس بازیافت ارزنتایج  .4جدول 

 %) (RSD درصد انحراف معیار نسبی بازیافت
  

  غلظت افزوده شده  انحراف معیار میانگین درصد بازیافت
 mg/L)( )Spiked(   

1/1  9/0 7/83  5/7  
8/2  4/2 8/87  0/15  
9/0  8/0 6/85  0/40  

  
 )Intra – Day(در یک روز   نتایج حاصل از بررسی معیار سنجی دقت روش .5جدول 

  درصد انحراف معیار نسبی مساحت
 %) (RSD به دست آمده
  

  غلظت به دست آمده میانگین    SD میانگین سطح
(mg/L)   SD 

9 =n  

  )spiked( سطوح آلوده شده
mg/L)(  

5/2  01/051/0  07/0 3 /6  5/7  
9/3  07/09/1  4/0 2/13  0/15  

01/0  06/01/6  3/0 2/34  0/40  
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  ) Inter_Day(نتایج حاصل از  بررسی دقت در چند روز  .6جدول 
شده غلظت افزوده   روز اول    روز دوم    روز سوم

)Spiked(mg/L)( *)%RSD(  میانگین مساحت  SD  %RSD)*(  میانگین مساحت  SD  %RSD)*(  میانگین مساحت  SD  
4/7  04/05/0  7/2  01/0 5/0  5/2  01/05/0  5/7  
2/5  05/09/1  9/2  05/07/1  8/3  07/08/1  0/15  
2/3  2/03/6  8/2  1/09 /5  01/1  06/008/6  0/40  

 نسبی   معیار انحراف درصد*      

  هاي مجهول شیر خشک نوزادان با روش معتبر شده نتایج آلودگی لیزینوآلانین در نمونه.  7جدول 
  کد اختصاري نمونه  )n=3(میزان لیزینوآلانین 

N.D*  1نمونه  
N.D   2نمونه  
N.D   3نمونه  
N.D   4نمونه  
N.D   5نمونه  
N.D   6نمونه  
N.D   7نمونه  

LOD<cc<LOQ   8نمونه  
LOD<cc<LOQ   9نمونه  
LOD<cc<LOQ   10نمونه  

  *Not Detected:غیر قابل تشخیص 
  
  بحث  

گیري لیزینوالانین مسـتلزم جداسـازي لیزینـوآلانین     اندازه
اسـاس   بـر  . هـا  و مسـتلزم هیـدرولیز اسـت     متصل به پروتئین

مطالعات انجام شـده، در مقابـل هیـدرولیز قلیـایی و آنزیمـی،      
هـاي شـیر خشـک کـه باعـث       بهترین روش هیدرولیز پروتئین

شود و حداکثر جداسازي این آنالیـت   لیزینوآلانین نمی  تخریب
کند روش هیدرولیز اسـیدي بـه    را از شبکه پروتئینی فراهم می

ساعت در درجه  22نرمال و به مدت  6کمک اسید کلریدریک 
  .)4، 17-19( شود گراد انجام می درجه سانتی 110حرارت 

گیــري  هــایی کــه بــراي انــدازه در مطالعــات قــدیمی روش
انـد، شــامل روش   لیزینـوآلانین در مـواد غــذایی بـه کـار رفتــه    

و اسـتفاده از نـین هیـدرین     (TLC) کروماتوگرافی لایـه نـازك  
 ) ی تعـویض یـونی  براي شناسایی لیزینوآلانین و کرومـاتوگراف 

Ion Exchange Choromatography)      بودنـد ولـی امـروزه از
رافی ماننـد کرومـاتوگرافی مـایع بـا     گهاي  کروماتو دیگر روش
براي تعیین مقادیر بسیار کم لیزینوآلانین  (HPLC) کارایی بالا

ــی  ــتفاده م ــود اس ــتفاده از   ). 20( ش ــز اس ــه نی ــن مطالع در ای
، )2جـدول  (بالا با شرایط مطلوب  کروماتوگرافی مایع با کارایی

هـاي   قابل اطمینان بود و امکان دسترسی و اجرا در آزمایشـگاه 
  .کنترل فراهم است

هاي  مشتق سازي  عموماً به منظـور افـزایش امکـان     روش
تشخیص و بـالا بـردن حساسـیت آشکارسـازهاي جـذب پرتـو       

ــنفش و فلورســانس مــورد  (UV-Visible) مرئــی -مــاوراي ب
اسـت   یبـاتی دانسیل کلراید یکـی از ترک . گیرد ار میاستفاده قر

که براي تبدیل نمودن مواد فاقد خاصیت فلورسانس به ترکیب 
ایـن ترکیـب بـا    . شـود  داراي خاصیت فلورسانس اسـتفاده مـی  

هاي آمین اولیه و ثانویه به وسیله جـایگزینی نوکلئـوفیلی    گروه
فونیک سـول  -5دي متیل آمینو نفتالن  -1دهد و به  واکنش می

شود که یک ترکیب با خاصیت فلورسانس بـالا   اسید تبدیل می
 ـ   است و براي مشتق سازي نمونه ه ها قبل از تزریق بـه سـتون ب

و همکـاران   D,Agostina وسیله در مطالعاتی که به. رود کار می
اتیـل متیـل    -فلـورو  9انجام شد از مشتق ساز  2002در سال 

ساز استفاده شـده   به عنوان مشتق (FMOC-CL) کلروفورمات
هــاي اســتخراج فــاز  از ســتون HPLC  و قبــل از تزریــق بــه

سازي آنالیت استفاده شـد کـه ایـن     جهت خالص  (SPE)جامد
در ایـن مطالعـه، بـا اسـتفاده از     . بـر اسـت   روشی گران و هزینه

 هـاي  مشتق ساز دانسیل کلراید، لزومی بـه اسـتفاده از سـتون   

SPE   باشد نمی.  
اســتفاده شــد کــه   C18هــاي ســتون در ایــن مطالعــه  از

بـر روي آن پوشـش داده   ) ODS(هاي اکتا دسیل سـیلان   گروه
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ــده ــفات و     ش ــافر فس ــوطی از ب ــز مخل ــرك نی ــاز متح ــد و ف ان
استونیتریل بـود کـه در کنـار هـم شـرایط مطلـوبی را جهـت        

 تأییـد مطالعات قبلی نیـز ایـن مـورد را    . جداسازي فراهم نمود
  .)7، 8( نمایند می

اده از آشکارسـاز فلورسـانس ایـن اسـت کـه در      علت اسـتف 
تر است و از آنجایی  بسیار حساس UV مقایسه با آشکارسازهاي

که در آشکارسازهاي  فلورسانس هم طول مـوج تهیـیج و هـم    
کنـد، لـذا ایـن آشکارسـاز بسـیار       طول مـوج نشـر تغییـر مـی    

 ،گر بوده و براي تجزیه مقادیر بسیار کم مـاده در نمونـه   انتخاب
باشـد کـه در ایـن پـژوهش نیـز از ایـن آشکارسـاز         مناسب می
  . استفاده شد

گیـري   مقایسه نتایج مربوط بـه معتبـر سـازي روش انـدازه    
دهد که روش بـه   لیزینوآلانین  با نتایج سایر محققین نشان می

گیـري   کار رفته، روش مناسـب و قابـل اعتمـادي بـراي انـدازه     
ضـریب همبسـتگی   . باشـد  میمحتواي لیزینوآلانین شیرخشک 

نزدیک به یک نشان دهنده خطی بودن منحنـی کالیبراسـیون   
  ).15(هاي تهیه شده است  در سطح غلظت

LOD  وLOQ ــه ترتیــــــب (  روش   در ) mg/L5 و 2بــــ
ــده توســـط      ــزارش شـ ــادیر گـ ــا مقـ ــه بـ   Boscha مقایسـ

 50( ،2007در سـال   Montilla، )100gr pro /mg 2/15و  5 (

کمتري است که نشان دهنـده حساسـیت    مقادیر) mg/l 152و
 .)6، 21( باشـند  هـاي قبلـی مـی    بیشتر روش نسـبت بـه روش  

بایـد کمتـر یـا مسـاوي       LOQبراي   RSD شود که توصیه می
   ).16(کوچک نشان دهنده دقت روش است  RSD. باشد% 15

با توجه به حساس بودن مصرف کننـدگان ایـن فـرآورده،     
شود لذا قابل قبـول   م استفاده میاز بهترین نوع شیر خا معمولاً

بودن میزان محتواي لیزینوالانین در این محصول توجیه پـذیر  
هـاي صـنعتی ایـن     است لیکن به دلیـل اینکـه در شیرخشـک   

حساسیت وجود ندارد و ممکن است که از شیر خام با کیفیـت  
بالا تهیه نشـوند و یـا بـه دلیـل آلـودگی میکروبـی شـیر خـام          

 ـ ودن تجهیـزات، کنتـرل دمـا و زمـان  بـه      دریافتی و فرسوده ب
درستی صورت نگیرد و در نتیجه میزان لیزینـوآلانین در شـیر   

شـود   بنـابراین پیشـنهاد مـی   . هاي صنعتی افزایش یابـد  خشک
هاي صنعتی نیز مورد مطالعه  میزان این آلاینده در شیر خشک

  . و بررسی قرار گیرد
ــگزاري ــرم : سپاسـ ــاران محتـ ــه مســـئولان و همکـ  از کلیـ

آزمایشگاهی غذا  یقاتهاي مرجع کنترل و مرکز تحق آزمایشگاه
قـدردانی  و دارو که ما را در انجام این پژوهش یـاري رسـاندند   

  .شود می
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Background and Objectives: Lysinoalanine (LAL) is created in the course of preparation of infant formula 
during the heat processing, alkaline pH,  elimination, dehydroalanine production and reaction with amines 
group. Produced LAL not only results in losses of necessary amino acids’ content, but also could cause 
nephrotoxic effects. So the formulated infant formula must be free from LAL. In this study, HPLC for 
detection and determination of LAL was developed and validated. 

Materials and Methods: HPLC conditions were optimized (C18 Column, Fluorescence detector, Column 
temperature 30℃, flow rate 0.9 ml/min. Mobile phase consisted of mixed phosphate buffer, pH: 7, 
acetonitrile and pure acetonitrile in gradient elution), and LAL was dansylated by adding dansyl chloride. 
The method was validated according to the above conditions. 10 infant formula brands were analyzed 
according to the validated method. 

Results: The calibration curve for concentration versus LAL peak area (R2= 0.9949) was linear in the range 
of 5_80 mg/L. LOD and LOQ were 2 and 5 mg/L respectively, and the accuracy result (recovery range) was 
within 83.6-87.7%. Assessment of precision showed that the relative standard deviation (RSD%) of 
concentration  and area peak of spike samples in the intra-day study  were less than 2.7%  and 3.8% 
respectively, and in inter-day study were less than 7.4% and 5.2%, respectively. In the analyzed infant 
formula in seven samples, LAL was not detectable, and it was detected between LOD and LOQ only in three 
samples. 

Conclusion: This method is a valuable validated way, available, reliable and cost benefit in LAL detection 
and determination in infant formula. 

Keywords: Lysinoalanine, Infant formula, HPLC, Fluorescence detector 
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