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  بهشتياي و صنايع غذايي كشور، دانشگاه علوم پزشكي شهيد  گروه تحقيقات تغذيه، انستيتو تحقيقات تغذيهمحقق -2
         

  30/11/85 :     تاريخ پذيرش                                                                                           7/9/85: تاريخ دريافت  
  چكيده

 وارد بـدن   ز طريـق سـبزي و ميـوه   اً اكسيداني قوي هستند كـه اساس ـ ا ن، كاروتنوئيدهايي با خاصيت آنتيكاروت-ليكوپن و بتا :سابقه و هدف
هـاي بررسـي     ي پرسـشنامه  گيري سطوح سرمي كاروتنوئيدها براي ارزيابي وضعيت آنتي اكسيداني بدن و نيز براي تعيين رواي                اندازه. شوند  مي

  . كاربرد داردها  و ميوهسبزيهامصرف 
سبتاً سريع و كم هزينه برمبناي كرومـاتوگرافي بـا كـارايي بـالا       اين مطالعه با هدف راه اندازي يك روش آزمايشگاهي معتبر، ن           :مواد و روشها  

در اين مطالعـه، پـس از آزمـودن شـرايط گونـاگون كرومـاتوگرافي، نخـست                 . كاروتن انجام شد  -براي اندازه گيري سطوح سرمي ليكوپن و بتا       
 تحـت   C 40°فاز آلي در دمـاي      . استخراج شدند كاروتن با هگزان    -هاي سرم به كمك اتانول رسوب داده شدند و سپس ليكوپن و بتا              پروتئين

، حجمـي، حـاوي   50:45:5تتراهيـدروفوران، نـسبت   : اسـتونيتريل : متـانول ( اي از فاز متحـرك  گاز ازت، تبخير شد و مادة باقيمانده در آميزه
  . تزريق شدNovopack C18 از آن به ستون µL20حل و )  حجمي1 به 2نسبت (اتر  اتيل و دي) درصد هيدروكسي تولوئن بوتيله01/0

 دقيقـه و كـل زمـان    6/8و  1/5  به ترتيـب nm 472 و طول موج mL/min 5/1كاروتن در ميزان جريان -زمان بازداري ليكوپن و بتا : يافته ها
يـب معـادل    كاروتن در آزمايشهاي متعدد بـه ترت      -ميانگين و انحراف معيار درصد بازيافت ليكوپن و بتا        .  دقيقه به دست آمد    11كروماتوگرافي  

كـاروتن  - درصد و براي بتا75/5 و 6/1تغييرات درون و ميان سنجشي براي ليكوپن به ترتيب معادل          . به دست آمد  % 2/95±7و  % 8/7±5/95
    .  درصد بود5/3 و 3به ترتيب 

نة نسبتاً انـدك آزمـايش، آن    علاوه براينكه زمان و هزي    . آزمونهاي كنترل كيفي حاكي از حساسيت و دقت بالاي اين روش بودند            :گيري نتيجه
كند، در عـين حـال، ايـن روش نيـز ماننـد هـر روش آزمايـشگاهي ديگـري                      را براي مقاصد پژوهشي و به ويژه مطالعات جمعيتي مناسب مي          

ايـن مـساله    روشن كردن   . گيري نمود  توان همزمان اندازه    آناليت را مي  به طور مثال، معلوم نيست با اين روش تا چند           . محدوديتهايي هم دارد  
  .نيازمند مطالعات بيشتري است

  كاروتن-، ليكوپن، بتاHPLC :واژگان كليدي
 
    مقدمه •

هاي   فرنگي و فراورده    ليكوپن كه رنگدانة طبيعي گوجه    
ــيش  ــت، پ ــامين   آن اس ــاز ويت ــك   Aس ــا ي ــست، ام  ني

اكـسيداني   فعاليـت آنتـي   ). 1-3(اكسيدان قوي است      آنتي
، 7(و انساني   ) 4-6(ي  ليكوپن كه در چندين مطالعه تجرب     

 اثـر هـم     Eنشان داده شده است، ظـاهراً بـا ويتـامين           ) 8
ــده  ــستيك (افزاين ــا ).9(دارد ) synergisticسينرژي -بت

ساز  يكوپن، يكي از كاروتنوئيدهاي پيش    كاروتن، برخلاف ل  

، 10( است كـه خـواص آنتـي اكـسيداني دارد            Aويتامين  
 سـرمي   در برخي مطالعات، اثرات محافظتي سـطوح      ). 11

عروقـي گـزارش      كاروتن در برابر بيماريهاي قلبي    -بالاي بتا 
 مؤيــد آن امــا برخــي مطالعــات ديگــر،) 12(شــده اســت 

  ). 13(اند  نبوده
در عين حال، اثرات ضدسرطاني كاروتنوئيدها، شـامل        

). 15،  14(كاروتن هم نشان داده شده است       -ليكوپن و بتا  
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ظت كاروتنوئيدها گيري غل در بيشتر اين مطالعات، از اندازه
در خون براي ارزيابي وضعيت آنتي اكـسيداني يـا ارتبـاط            

 از سـوي ديگـر،    . آن با ابتلا به بيماريها استفاده شده است       
گيري سـطوح سـرمي كاروتنوئيـدها بـراي ارزيـابي            اندازه
 هم بـه     هاي بررسي مصرف سبزي و ميوه        پرسشنامه روايي

يار داشتن يـك  از اين رو، در اخت). 16-19( كار رفته است
گيـري    روش مناسب، معتبر و نـسبتاً سـريع بـراي انـدازه           

سطوح خوني كاروتنوئيدها به عنوان يك ابزار پژوهشي در         
اي روي اسـترس اكـسيداتيو و         بسياري از مطالعات تغذيـه    

هـاي بررسـي      ارتباط آن با بيماريها يـا روايـي پرسـشنامه         
            در ايــــن مطالعــــه، . مــــصرف كــــاملاً ضــــرورت دارد

ــدازه ــا از     روش ان ــرمي دوت ــطوح س ــان س ــري همزم   گي
ــا   ــذايي، بتـ ــدهاي غـ ــرين كاروتنوئيـ ــاروتن -فراوانتـ               كـ

ــالا  و ليكــوپن،  ــارايي ب ــا ك ــاتوگرافي ب ــا دســتگاه كروم      ب
high-performance liquid chromatography (HPLC) 

اندازي و سپس آزمونهاي متعدد كنترل كيفـي بـرروي           راه
نتايج اين آزمونها حـاكي از دقـت و اعتبـار           .  انجام شد  آن

  .نسبتاً بالاي اين روش بودند
  مواد و روشها  •

انـدازي روش، از يـك نمونـة سـرم            بـه منظـور راه     :مباني
هـاي   ابتـدا پـروتئين  . استفاده شد) pool serum(آميخته 

 ليكوپن و ،سرم به كمك اتانول رسوب داده شدند و سپس  
فـاز آلـي در دمـاي       . ان استخراج شـدند   كاروتن با هگز  -بتا
°C40     يـر شـد و مـادة باقيمانـده در           تحت گـاز ازت، تبخ

ــزه ــر   آمي ــاز متحــرك و دي اتيــل ات ــسبت (اي از ف  2:1ن
  . حل و به ستون تزريق شد) حجمي
هگزان،هيدروكسي تولوئن بوتيلـه    -n متانول، اتانول،    :مواد

butylated hydroxyl toluene (BHT) اســتونيتريل و ،
 ,HPLC (Romilتتراهيدروفوران، همگي با درجة خلوص 

UK)   دي اتيـل اتـر ،(BDH, India)   اسـتاندارد ليكـوپن ،
(Sigma Aldrich, Cat.No. L9879)  و اسـتاندارد بتـا ،-

   (Fluka, Cat.No. 22040)كاروتن 
 مجهـز بـه آشكارسـاز فـرابنفش         HPLC دسـتگاه    :ابزارها

UV730D)  همگــي ازYoung Lin, South Korea( ،
  . و چاپگرNovopack C18 (Waters, USA)ستون 

  روش كار

استانداردهاي مختلف ليكوپن    :تهية محلولهاي استاندارد  
و )  ميكروگرم در دسي ليتر    150 و   120،  60،  30،  15،  6(

روگـرم   ميك250 و 200، 100، 50، 25،  10(كـاروتن   -بتا
  .در فاز متحرك تهيه شد) ليتر در دسي

هــا،  بــراي رســوب دادن پــروتئين :آمــاده ســازي نمونــه
µL1000     اتانول بـه µL 500         20 نمونـة سـرم، افـزوده و 

 هگـزان   µL1000سپس  . ثانيه با همزن برقي هم زده شد      
 شـد   ثانيـة ديگـر بـا همـزن مخلـوط          60به آن افـزوده و      

فاز رويي به يك ويـال تزريـق، منتقـل          ). مرحلة استخراج (
 آلي هگـزان در     فاز. مرحلة استخراج، دوباره تكرار شد    . شد
°C40             زير جريان گاز ازت، تبخير و رسوب حاصله بـا فـاز 

بـه  )  حجمـي  1 بـه    2نسبت  (متحرك حاوي دي اتيل اتر      
  .اين نمونه به ستون تزريق شد.  رسانده شدµL500حجم 

 ,Novo Pack C18, 4 µmسـتون   :شرايط كروماتوگرافي

20cm    ميزان جريان ،mL/min 5/1   فشار ،psi 1350  فاز ،
تتراهيـدروفوران  :اسـتونيتريل :رك متـشكل از متـانول     متح

)50:45:5 ،v/v/v ( ــاوي ــق  BHT% 01/0ح ــم تزري ، حج
sample loop :µL 20  طول مـوج آشكارسـاز ، :nm 472 .

غلظـت  . همة مراحل آزمايش در دمـاي اتـاق انجـام شـد           
 Autochrom 2000نمونــه هــا بــا اســتفاده از نــرم افــزار 

  .محاسبه شد
 ـ    بـراي تعيـين درسـتي و دقـت          :يآزمونهاي كنترل كيف

روش، از تعيــين دامنــة خطــي بــودن، حــد آشكارســازي، 
درصد بازيافـت و تكرارپـذيري آن در يـك روز و روزهـاي          

  .متوالي استفاده شد
 بــراي :)range of linearity(دامنـة خطـي بـودن    ) الـف 

ــاي    ــا غلظتهـ ــوپن بـ  150 و 120، 60، 30، 15، 6ليكـ
كـاروتن بـا غلظتهـاي     -تـا ليتر و براي ب     ميكروگرم در دسي  

ليتـر     ميكروگرم در دسي   250 و   200،  100،  50،  25،  10
  . منحني استاندارد تهيه شد

 حد آشكارسـازي  :)detection limit(حد آشكارسازي ) ب
با رقيق سازي متوالي كمترين غلظـت بـه كاررفتـه بـراي             

كاروتن - و براي بتا   6براي ليكوپن   (تهية منحني استاندارد    
كه داراي پيك قابل تشخيص ) ليتر  در دسي ميكروگرم 10

  . باشد، تعيين شد
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 براي غني سازي :)recovery percent(درصد بازيافت ) ج
و ) µg/dL150( از استاندارد ليكـوپن      µL 20نمونة سرم،   

 نمونة سرم افزوده و    µL 500به  ) µg/dL250(كاروتن  -بتا
حاوي ( از آن µL20سپس . مانند نمونة معمولي آماده شد

ng 2/1    ليكوپن و ng0/2 بـه سـتون،    ) كاروتن اضـافي  - بتا
  .  تزريق و سپس درصد بازيافت، محاسبه شد

 براي تعيين تكرارپذيري آزمايش،      :)precision(دقت  ) د 
با آزمايش مكرر يك نمونة واحد سرم آميخته در يـك روز        

 -تغييــرات درون و ميــانو روزهــاي متــوالي، بــه ترتيــب 
  . تعيين شدintra-and inter-assay variationsسنجشي

  
  

  يافته ها •
-براي ليكـوپن و بتـا  ) retention time(زمان بازداري 

ــب    ــه ترتي ــاروتن ب ــان   6/8و  1/5ك ــل زم ــه و ك  دقيق
). 2 و 1شـكلهاي  ( دقيقه به دست آمـد   11كروماتوگرافي  

منحني استاندارد هردو كاروتنوئيـد تـا غلظـت نهـايي بـه             
رسازي براي ليكوپن و حد اشكا). 3شكل (شكل خطي بود 

ليتـر    دسـي   ميكروگرم در  5/3 و   4/1كاروتن به ترتيب    -بتا
-ميانگين و انحراف معيار درصد بازيافت ليكوپن و بتا        . بود

و % 5/95±8/7كاروتن در آزمايشهاي متعـدد بـه ترتيـب          
سنجـشي  -تغييرات درون و ميان   . به دست آمد  % 7±2/95

 -و براي بتا  %  75/5و  % 6/1براي ليكوپن به ترتيب معادل      
  . بود% 5/3و %  3كاروتن به ترتيب 

  
  

                                                                            
    ليكوپن                                                                                                                                        

     ليكوپن                     
   كاروتن                                                                            -    بتا

   كاروتن-  بتا                                                                                                   
  
                                                                                          

   كروماتوگرام استانداردهاي ليكوپن -1شكل         
  كاروتن-و بتا

پيك .  كاروتن در نمونة سرم- هاي ليكوپن و بتا  پيك- 2شكل 
  .تن استكارو- كاروتن، احتمالاً مربوط به آلفا- كوچك نزديك به بتا

  )الف(

y = 1.0444x
R2 = 0.9925
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y = 0.7481x
R2 = 0.9966

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200

0 50 100 150 200 250 300

(ug/dL) غلظت

وج 
ر ا
زيــ

ح 
ــط
س

  
  كاروتن-سطح زير منحني براي ليكوپن و بتا). ب(كاروتن -و بتا) الف( منحني هاي كاليبراسيون ليكوپن -3شكل 

 .)غلظتهاي بالاتر آزمايش نشد( ميكروگرم بر دسي ليتر به طور خطي افزايش مي يافت 250 و 150 به ترتيب تا 
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 بحث •
  اسـترس اكـسيداتيو، يـا      امروزه اعتقاد بر اين است كه     

هـا بـه      هـا و پرواكـسيدان      اكـسيدان  عدم تعادل ميان آنتي   
هـا، در ايجـاد بـسياري از بيماريهـا يـا           سوي پرواكـسيدان  

عوارض آنها، مانند بيماريهاي قلبي عروقي در مبتلايان به         
، آسيب  )22(، اختلالات اعصاب محيطي     )21،  20(ديابت  
از ايـن   . دخالـت دارد  )  24(، و نارسايي قلبي     )23(عروقي  

اكسيداني، دست كـم بـه عنـوان          رو، ارزيابي وضعيت آنتي   
حتـي گـاهي    . اي دارد   يك ابـزار پژوهـشي، اهميـت ويـژه        

اي ه ـ  اكـسيدان   يابد كـه سـطوح سـرمي آنتـي          ضرورت مي 
 گيـري شـود   شوند، اندازه مهمي كه از راه غذا دريافت مي

)25 ،26.(  
انـد كـه     دهاگون نـشان دا    از سوي ديگر، مطالعات گون    

گيري سطوح سرمي كاروتنوئيـدها ممكـن اسـت در            اندازه
 و سبزي    هاي بررسي مصرف ميوه     پرسشنامهتعيين روايي   

اي كه به تازگي      در مطالعه ). 16-19(داشته باشند   كارايي  
در تايوان انجام پذيرفت، فراوانترين كاروتنوئيدهاي خـون        

بنابراين، ). 27(كاروتن و ليكوپن گزارش شد -به ترتيب بتا
دراختيار داشتن روشي نسبتاً ساده و قابـل اعتمـاد بـراي            

گيري اين دو كاروتنوئيد مي تواند در گسترة نـسبتاً            اندازه
  . اي به كار آيد وسيعي از مطالعات تغذيه

ــه ــكي   در مطالعـ ــد دامپزشـ ــراي مقاصـ ــه بـ             اي كـ
ــدازه ــه   روي انــ ــرم ســــگ بــ ــوپن ســ                   گيــــري ليكــ

ن                                                   انجـــام شـــد، پژوهـــشگران از ســـتو   HPLC روش
BDS RP-C18 column (150 mm x 4.6 mm), 5 µm  و

ــاز متحــرك اســتونيتريل ــانول : ف ــسبت (مت ــه ن  50:50ب
در .  استفاده كردند  mL/min 5/1با ميزان جريان    ) حجمي

 و درصـد    µg/dL200-3اين حال، دامنة خطـي بـودن را         
از مزاياي ايـن روش     . گزارش كردند % 97بازيافت را بالاي    

-بتـا -عبارت بودند از به كارگيري استاندارد داخلـي اتيـل         
بـراي  (كاروتنـات، زمـان بـازداري نـسبتاً مناسـب           -8'-آپو

و )  دقيقـه  5 و   11ليكوپن و استاندارد داخلي بـه ترتيـب         
شي بـه   سنج ـ- و ميـان   -تغييـرات درون  (دقت نسبتاً بـالا     

، با اين حال، در اين روش     ). 28) ( درصد 1/3 و   8/1ترتيب  
گيـري     تنها يك كاروتنوئيد اندازه    بر خلاف مطالعه كنوني،   

  . شد

در مطالعة جالب ديگـري، پژوهـشگران بـا اسـتفاده از       
روش گراديان و غلظتهاي مختلف متـانول و كلريـدمتيلن          

وئيد  كاروتن 51در زمانهاي متفاوت توانستند غلظت خوني       
). 27(را تعيـين نماينـد      ) كـاروتن -شامل ليكـوپن و بتـا     (

هرچند اين مطالعه از بعد پژوهشي بـسيار درخـور توجـه            
گيـري   اي عمـلاً انـدازه     است، در بيـشتر مطالعـات تغذيـه       

همگي اين كاروتنوئيدها ضرورت نمي يابد و در عين حال، 
 مـورد سـنجش آزمـايش را بـسيار     هـاي  تعداد زياد آناليت  

هاي  و تعداد نمونه  ) بيش از يك ساعت    (گير  ي و وقت  طولان
در . كنـد   قابل آزمايش در يـك روز را بـسيار محـدود مـي            

حالي كه با روش معرفي شـده در ايـن مطالعـه بـه طـور                
ــايش  ــا 15متوســط آزم ــاري  20 ت ــر روز ك ــه در ه  نمون

  .پذير مي باشد امكان
-گيري همزمان آلفـا    دازهپژوهشگران فرانسوي براي ان   

كـاروتن و   -شـامل بتـا   ( كاروتنوئيد   5رتينول و   رول،  توكوف
ــوپن ــه روش  ) ليك ــسان ب ــرم ان ــب HPLCدر س  از تركي

مــشابهي ولــي بــا نــسبتهاي متفــاوتي از مــواد بــراي فــاز 
، بـه   THF:اسـتونيتريل : متـانول  (متحرك استفاده كردنـد   

 هـا  آشكارسازي آناليت ولي براي   )  حجمي 75:20:5نسبت  
 photodiodeعمـولي از  بـه جـاي آشكارسـاز فـرابنفش م    

array (PDA)   ــوج ــول م ــه ط  450 و 325، 290 در س
ي را بـه    به اين ترتيب، كروماتوگراف   . نانومتر استفاده كردند  

جالب .  دقيقه انجام دادند   20روش ايزوكراتيك و در عرض    
اينكه در اين مطالعه، با وجود استفاده از استاندارد داخلي          

 ضـمن اسـتخراج بـا       اكسيدان به نمونـه در     دن آنتي و افزو 
به بالا و تغييرات % 85هگزان، ميزان بازيافت كاروتنوئيدها 

). 29(گـزارش شـد     % 5/9سنجشي بـراي ليكـوپن      -درون
روش معرفي شده در اين مطالعه افزون بر سادگي بيشتر،          
بازيافت بالاتر و تغييرات درون سنجشي بسيار كمتـري را          

  .باشد مينشان داد كه حاكي از دقت نسبتاً بالاي آن 
با اينكه از روشهاي پيشرفته تر، ماننـد طيـف سـنجي            

گيــري  هــم بــراي انــدازه) mass spectrometry(جرمــي 
كــاروتن و ليكــوپن، -كاروتنوئيــدهاي ســرم، بــه ويــژه بتــا

استفاده شده، ولي در بيـشتر ايـن مطالعـات، بـه نـسبت               
بـه  . روشهاي ارزانتر، دقت بـالاتري گـزارش نـشده اسـت          

گيري ليكـوپن، آلفـا و       اي براي اندازه   العهمثال، در مط  طور
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ــا ــا  -بتـ ــرم بـ ــاروتن سـ ــدة HPLCكـ ــه روش پيچيـ  بـ
atomospheric pressure chemical ionization mass 

spectrometry (APCI-MS)    و بـا فـاز متحـرك متـانول  :
سنجـشي  -تغييـرات درون  ) ، حجمـي  70:30(استونيتريل  

به % 5/6و  % 2/11سنجشي  -و تغييرات ميان  % 3/5و  % 10
كـه  ) 30(كاروتن به دست آمد     -اترتيب براي ليكوپن و بت    

در مقايسه بـا روش معرفـي شـده در ايـن مطالعـه دقـت                
  .دهد بيشتر را نشان نمي

نتــايج مطالعــة كنــوني حــاكي از دقــت، حــساسيت و 
تكرارپذيري بسيار بالاي روش معرفي شـده اسـت، عـلاوه           

 را بـراي    براينكه زمان و هزينة نسبتاً انـدك آزمـايش، آن         
مقاصد پژوهشي و بـه ويـژه مطالعـات جمعيتـي مناسـب             

در عـين حـال، ايـن روش نيـز ماننـد هـر روش               . كند  مي
به طور مثال،   . آزمايشگاهي ديگري محدوديتهايي هم دارد    

تـوان    معلوم نيست بـا ايـن روش تـا چنـد آناليـت را مـي               
روشـن كـردن ايـن مـساله        . همزمان انـدازه گيـري نمـود      

  . بيشتري استنيازمند مطالعات
  سپاسگزاري

اين مطالعه در قالب يـك طـرح پژوهـشي بـا بودجـة              
اي و صنايع غذايي كشور و تمامـاً          انستيتو تحقيقات تغذيه  

اي آن مركـز انجـام شـده          در آزمايشگاه پژوهشهاي تغذيه   
است كه بدينوسيله مراتـب تـشكر و قـدرداني خـود را از              

  .ميدار سئولان و همكاران محترم اعلام ميم
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