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اندازه گيري فولات در آرد غني شده به روش استخراج سه آنزيمي و 
  سنجش ميكروبي

  
  

  4 ، مريم هاشمي3 ، سيد محمد موسوي∗ 2 ، سيد عباس شجاع الساداتي1 صدف محرابي
  

   دانش آموخته كارشناسي ارشد، دانشكده مهندسي شيمي، گروه بيوتكنولوژي، دانشگاه تربيت مدرس-1
  تكنولوژي، دانشكده مهندسي شيمي، دانشگاه تربيت مدرسگروه بيو استاد -2
  مدرس تربيت دانشگاه شيمي، مهندسي دانشكده بيوتكنولوژي، گروه استاديار -3

  .استاديار، پژوهشكده بيوتكنولوژي و كشاورزي ايران -4
  )8/4/92: رشيپذ خيتار  23/10/91: افتيدر خيتار(

 
  

  چكيده 
ي گذشته، از اين رو در دو دهه. هاي موردنياز بدن انسان است كه بايد به ميزان كافي توسط بدن دريافت گردد ويتامينيكي از) 9Bويتامين (فوليك اسيد 

چندين روش براي اندازه گيري فوليك اسيد وجود دارد كه در اين پژوهش .  گيري دقيق اين ويتامين در مواد غذايي افزايش يافته استها براي اندازهتلاش
روش اصلي موردنظر روش استخراج سه آنزيمي و سنجش ميكروبي اين ويتامين بود كه به كمك سه آنزيم . ها مورد بررسي قرار گرفته استاز آندو مورد 

 از روش دوم كه بيشتر به منظور مقايسه با نتايج حاصل. انجام شد)  7469ATCC (لاكتوباسيلوس رامنوسيسآلفا آميلاز، پروتئاز و كانژوگاز و باكتري 
نتايج به دست آمده از اين پژوهش حاكي از آن بود كه روش سنجش . روش اول مورد استفاده قرار گرفت روش كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا بود

 درصد 50وداً ميكروبي نسبت به كروماتوگرافي مايع از صحت بالاتري برخوردار است، چرا كه ميزان به دست آمده براي فوليك اسيد به روش ميكروبي حد
تر فوليك بخش زيادي از اين اختلاف مربوط به استخراج كامل. گيري شدبيشتر از مقداري است كه توسط روش كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا اندازه

جش ميكروبي براي تعيين با توجه به اين پژوهش مشخص شد كه روش استخراج سه آنزيمي و سن .گردداسيد كه توسط سه آنزيم مذكور انجام شد، برمي
  .رودميزان ويتامين حساس فوليك اسيد و همچنين فولات كل موجود در آردهاي غني شده مناسب تر از روش كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا به شمار مي

  

  .رايي بالا فوليك اسيد، استخراج سه آنزيمي، سنجش ميكروبي، آرد غني شده، كروماتوگرافي مايع با كا: واژگانكليد

                                                            

  Shoja_sa@modares.ac.ir :مسئول مكاتبات ∗
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   مقدمه-1
اي از تركيبات است كه فعاليت ي فولات معرف خانوادهواژه

هاي در حالي كه فولات تمام شكل. زيستي تقريباً يكساني دارند
هاي اين خانواده كه به طور طبيعي وجود دارند را در بر ويتامين

به شكلي از فولات اطلاق  ، فوليك اسيد)هاگلوتاماتپلي(گيرد مي
باشد شود كه اكسيده، پايدار و به راحتي قابل جذب مي

 زرد فوليك اسيد از لحاظ شكل ظاهري بلور ).مونوگلوتامات(
 ].1[ گرم بر مول است4/441رنگي است كه داراي وزن مولكولي 
هاي متعددي كه سلامتي انسان امروزه به دليل مشكلات و بيماري

 اطمينان از سالم و ي مناسب وكند توجه به تغذيهرا تهديد مي
غني بودن مواد غذايي مورد مصرف جامعه امري مهم و اجتناب 

هاي قلبي عروقي و انواع  علاوه بر بيماري.شودناپذير تلقي مي
هاي كرون، خاصي از سرطان، كمبود فوليك اسيد با بيماري

- آلزايمر، افسردگي، پاركينسون و سندرم خستگي مزمن مرتبط مي

از پژوهشگران مقادير كم فوليك اسيد را با بسياري ]. 2[باشد
دانند كه افزايش مقدار هموسيستئين در پلاسماي خون مرتبط مي

اين يك خطر براي افراد مبتلا به بيماري انسداد عروق محسوب 
هاي قرمز و سفيد فوليك اسيد در ساخته شدن گلبول. شودمي

 كم خوني رو دريافت ميزان كافي آن در درمانمؤثر است، از اين
  ].3[ و افزايش ايمني بدن بسيار مؤثر است

اي و كيفيت نيروي انساني ارتباط تنگاتنگي با هم سلامت تغذيه
دارند لذا همواره بحث امنيت غذايي خانوار از جمله مباحث مهم 

فقر آهن . و مورد توجه برنامه ريزان بهداشتي جهان بوده است
ات آن تمامي افراد جامعه اي است كه اثرشايع ترين اختلال تغذيه

امروزه . دهدبه خصوص زنان و كودكان را تحت تأثير قرار مي
غني سازي مواد غذايي اصلي و پايه، به عنوان راهكاري اساسي و 

ها مورد مؤثر در پيشگيري از اختلالات ناشي از كمبود ريزمغذي
  ]. 4[ قرار گرفته استها توجه دولت

-با فوليك اسيد و ساير ريزمغذي كه غني سازي آرد ها استسال

شود و مشخص ها بطور گسترده و در كشورهاي صنعتي انجام مي
خطر بوده و مورد استقبال شده كه اين روش، ايمن، پايدار و بي

دليل انتخاب آرد براي انجام غني . گيردمصرف كنندگان قرار مي
باشد نان قوت اصلي و روزانه افراد جامعه مي سازي آن است كه

هاي موردنياز بدن تواند حامل مناسبي براي ريزمغذيبنابراين مي

 .باشد چرا كه از دسترسي بالايي بين عموم مردم برخوردار است
 ميكروگرم فوليك 140غني سازي غلات و حبوبات به مقدار 

 ميلادي 1992 گرم از ماده غذايي در سال 100اسيد به ازاي هر 
.  اهميت اين مسئله استتوسط دولت فدرال امريكا گواهي بر

هاي قلبي و خطر تولد هدف از اين تصميم كاهش خطر بيماري
طي اين . كودكان مبتلا به نقايص مجراي عصبي و شكاف كام بود

 400قانون زناني كه در سن باروري بودند ملزم به مصرف 
  ].5[ ميكروگرم فوليك اسيد در روز شدند

ياز به توسعه و بهينه به دليل اهميت زياد فولات در سلامتي، ن
گيري دقيق ميزان فولات در هايي كه قادر به اندازهسازي روش

هاي امروزه روش. رسدمواد غذايي باشند ضروري به نظر مي
رود، اما آنچه باعث گيري فولات به كار  ميمتعددي براي اندازه

به . گيري استشود دقت اندازهبرتري يك روش نسبت به بقيه مي
ل چندگانه فولات، پايداري كم، دشواري استخراج و دليل شك

هاي تشخيص پيچيده آن، آناليز فولات كار آساني به شمار روش
- شكل پلي دارايفولات و مشتقات آن به طور طبيعي. آيدنمي

تعداد زياد مشتقات فولات و مقادير عموماً . باشندگلوتامات مي
اي دشوار ه را به وظيفه در مواد غذايي، آناليز كمي اين مادكم آن

اصول سنجش فولات در مواد غذايي شامل . مبدل ساخته است
 رهايي فولات از بافت سلولي ماده غذايي، -1: سه مرحله است

گلوتامات، و گلوتامات به شكل مونو و دي تجزيه شكل پلي-2
 . تشخيص فعاليت زيستي يا غلظت شيميايي فولات آزاد شده-3

روند عبارتند براي آناليز فولات به كار ميهاي تشخيصي كه روش
از استخراج سه آنزيمي و سنجش ميكروبي، كروماتوگرافي مايع با 

هاي اختصاصي روشهاي ديگري مانند كارايي بالا و روش
 روشي براي 1990ميلر و همكاران در سال ايتن. ]1[زيستي

از  بر استفاده استخراج فولات پيشنهاد كردند كه در آن علاوه
 EC(و آلفاآميلاز ) EC 3.4.27.31(كانژوگاز، از پروتئاز 

 "استخراج سه آنزيمي"شد، اين روش نيز استفاده مي) 3.2.1.1
در اين روش انجام استخراج كامل فولاتي كه يا در . ناميده شد

-ها و پليبافت غذايي به دام افتاده و يا درگير پيوند با پروتئين

شد، كه اين هدف توسط ب ميساكاريدهاست هدف اصلي محسو
استفاده از پروتئاز و آلفاآميلاز علاوه بر عمليات حرارتي و استفاده 

ها افزايش چشمگيري در ميزان آن. از كانژوگاز تحقق يافت
فولات به دست آمده از استخراج سه آنزيمي نسبت به استخراج 
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 آنزيم پروتئاز براي رهاسازي فولات .تك آنزيمي مشاهده كردند
ز بافت پروتئيني نمونه و آنزيم آلفاآميلاز براي جدا كردن فولات ا

. گيرداز پلي ساكاريدهاي موجود در نمونه مورد استفاده قرار مي
-هاي استخراج شده توسط دو آنزيم مذكور به شكل پليفولات

 لاكتوباسيلوس رامنوسيسجا كه باكتري گلوتامات است و از آن
) شده براي اين روشترين باكتري شناخته مناسب(

-ها تشخيص ميگلوتاماتها را خيلي بهتر از پليمونوگلوتامات

گلوتامات هاي طبيعي به شكل پليچنين اكثر فولاتدهد و هم
-باشند استفاده از يك منبع كانژوگاز به منظور تبديل شكل پليمي

پاسخ رشد باكتري . باشدگلوتامات به مونوگلوتامات ضروري مي
گلوتامات يكسان  به مونو، دي و تريوس رامنوسيسلاكتوباسيل

تر، اين باكتري هاي طولانياست اما در مورد مشتقاتي با زنجيره
هاي ديگر مثل همين طور روش. كندتر عمل ميخيلي آهسته

روش اختصاصي زيستي و كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا هم 
ي مشتقات هاي طولانقادر به جوابگويي خوبي براي زنجيره

گلوتامات به مونو يا به همين دليل براي تبديل پلي. فولات نيستند
 كربوكسي پپتيداز گلوتامات استفاده از آنزيم گلوتاميلدي

 شايان يادآوري ].1[شودانجام مي) كانژوگاز يا فولات هيدرولاز(
است كه استخراج سه آنزيمي و روش ميكروبي در ايران تاكنون 

ي غالب براي آناليز فوليك اسيد تبديل فادهبه روش مورد است
اين در حالي است كه در اغلب كشورها به دليل دقت . نشده است

گيري ويتامين حساسي همچون بالاي اين روش براي اندازه
تا به امروز ]. 6[ فوليك اسيد استقبال زيادي از آن شده است

، ]7[فولات موجود در مواد غذايي مختلفي مانند انواع سبزيجات
، به ]10[ و شير حيوانات مختلف] 9[، حبوبات]8[انواع غلات

. روش استخراج سه آنزيمي و سنجش ميكروبي تعيين شده است
در اين پژوهش از دو روش استخراج سه آنزيمي و سنجش 

گيري ميكروبي و كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا براي اندازه
شد، هدف از اين كار هاي آرد استفاده فولات موجود در نمونه

مقايسه نتايج حاصل از دو روش مذكور و پي بردن به دقت بالاي 
  .روش سنجش ميكروبي بود

  
  
  

  ها مواد و روش-2
   استخراج سه آنزيمي و سنجش ميكروبي-2-1

از شركت سيگما % 98فوليك اسيد استاندارد با خلوص : استاندارد
 استاندارد  محلولpH) 2/7(توسط بافر فسفات . خريداري شد

  ].11[ساخته شد) ng/ml 10(با غلظت 
هاي سطح هاي آرد به صورت تصادفي از نانوايينمونه: هانمونه

شهر خريداري شدند و سپس تا روز آزمايش دور از نور و در 
-هاي آرد به گونه نمونه. درجه سلسيوس نگه داري شدند4دماي 

گرم فوليك اسيد باشند  ميكرو1اي وزن شدند كه حاوي حدوداً 
 گرم از آرد شماره يك، 9/0بر همين اساس ).  گرم1 الي 25/0(
 غني شده شماره دو از آرد 25/0 و شماره دو گرم از آرد 9/0

 ميلي ليتر 20هاي استاندارد و آرد به هر كدام از نمونه. توزين شد
اگر نمونه آردي شامل ( اضافه و مخلوط شد  2/7pHبافر فسفات 

 گرم را توزين 1ر كمتري از فوليك اسيد بود نبايد بيشتر از مقادي
ي نمود بلكه براي جبران آن بايد مقادير بيشتري از محلول نمونه

سپس هر كدام ). هاي بعدي به كار بردسازيموردنظر را در رقيق
 الي 1/0حدود .  ميلي ليتر رسانده شدند50با آب مقطر به حجم 

 دقيقه در دماي 15ا اضافه و به مدت ه ميلي ليتر ضد كف به آن1
 درجه سلسيوس اتوكلاو و پس از آن مجدداً به هر 123-121
  .]11[ ميلي ليتر بافر اضافه شد10ارلن 

 ميلي 50 گرم محيط كازئي فوليك اسيد در 7/4: تهيه مايه تلقيح
ليتر آب مقطر حل و تا نقطه جوش حرارت داده شد، سپس در 

 ميلي گرم 25ي ليتر آب مقطر و  ميل50حمام يخ سرد شد و 
 ميلي ليتر 5/0پس از آن با . سديم آسكوربات به آن افزوده شد

 22/0محلول فوليك اسيد استاندارد رقيق شده مخلوط و از فيلتر 
سپس در شرايط . ميكرون جهت سترون سازي عبور داده شد

 ميلي ليتر از 1سترون، يك ويال باكتري ليوفيليزه موردنظر به 
 ميلي ليتر از اين 15/0در اين مرحله .  آماده شده اضافه شدمحلول

 ميلي ليتر محيط كشت مايع ريخته شد و به مدت 100تعليق در 
در اين .  درجه سلسيوس گرماگذاري شد37 ساعت در دماي 18

 ميلي ليتر آب مقطر با هم مخلوط و سپس 3 ميلي ليتر و 12ميان 
 باكتريايي كشت. اتوكلاو شد و در حمام يخ خنك شد

 ميلي ليتر از محلول 10گرماگذاري شده در حمام يخ خنك و 
محلول حاصل به . خنك شده به آن اضافه شد% 80گليسرول 
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 ميلي 2هاي محلول به قسمت. آرامي اما به خوبي به هم زده شد
مايه . ليتري تقسيم و در ظروف مخصوص و سترون ريخته شد

  درجه سلسيوس - 20 ماه در فريزر 3تلقيح حاصله به مدت 
مايه تلقيح عملياتي نيز با مخلوط كردن . داري داشتقابليت نگه

 ميلي ليتر 48 ميلي ليتري تهيه شده با 2هر يك از محلول هاي 
  ].11[محلول نمك سترون تهيه شد

آسپرژيلوس آنزيم پروتئاز و آلفاآميلاز گرفته شده از : هاآنزيم
كت سيگما خريداري  و پلاسماي موش صحرايي از شراورزائي

محلول آنزيم هاي آلفاآميلاز و پلاسماي موش صحرايي . شد
. ها در آب يون زدايي شده به دست آمدتوسط حل شدن آن

فولات طبيعي موجود در آلفاآميلاز و پلاسماي موش صحرايي 
 10 به 1توسط مخلوط كردن محلول آنزيم با پودر ذغال به نسبت 

  .]11[ ساعت حذف شد حجمي روي يخ به مدت يك-جرمي
 ميلي ليتر محلول پروتئاز به هر 016/0 :استخراج سه آنزيمي

 درجه 37 ساعت در دماي 3نمونه اضافه و همگي به مدت 
پس از گرماگذاري، آنزيم پروتئاز . سلسيوس گرماگذاري شدند

 درجه سلسيوس و يا قرار 100 دقيقه اتوكلاو در دماي 3توسط 
وش غيرفعال شد و سپس تمامي ها در حمام آب جدادن ارلن

 ميلي ليتر محلول آلفاآميلاز به هر 1بعد از آن . ها خنك شدندارلن
 درجه سلسيوس 37 ساعت در دماي 2ارلن اضافه و به مدت 

 ميكروليتر محلول كانژوگاز به هر 50گرماگذاري شد، در ادامه 
 درجه سلسيوس 37 ساعت در دماي 3ارلن اضافه و به مدت 

 دقيقه و در دماي 3ها به مدت پس از آن آنزيم. شدگرماگذاري 
ها به  درجه سلسيوس اتوكلاو و غيرفعال شدند و دماي آن100

ها با هيدروكلريك اسيد  تمام نمونهpH. دماي محيط رسانده شد
.  ميلي ليتر رسانده شد100 تنظيم و با آب مقطر به حجم 5/4در 

ها با عبور از صافي هاي استاندارد و نمونههر كدام از محلول
  ].11[كاغذي، براي مراحل بعدي آماده شدند

به دليل اينكه بخش عمده بافت آرد را : استخراج تك آنزيمي
دهند از اين رو در استخراج نشاسته و پلي ساكاريدها تشكيل مي

تك آنزيمي تنها از آنزيم آلفاآميلاز براي استخراج فولات استفاده 
انژوگاز براي تجزيه فولات استفاده نشد و جا كه از كشد، اما از آن

همچنين در مواد غذايي غني شده بخش عمده فولات موجود به 
باشد از اين رو مقدار فولات اندازه گيري شكل فوليك اسيد مي

شده در اين قسمت به عنوان مقدار فوليك اسيد موجود در نمونه 

م گرفت و ها مانند قسمت قبل انجاتهيه محلول. در نظر گرفته شد
استخراج آنزيمي نيز با حذف مراحل موردنياز براي پروتئاز و 

  .كانژوگاز كه در قسمت قبل ذكر شد به همان صورت انجام شد
در اين قسمت بيست و : هاي استانداردسنجش ميكروبي نمونه

.  ميلي متر مورد استفاده قرار گرفت20×150يك لوله آزمايش 
كه هر كدام سه بار (حلول استاندارد شش غلظت مختلف از م

همراه با ريز (  و1 و 2 و 3 و 4 و 5با افزودن مقادير ) تكرار شدند
  ميلي ليتر از محلول استاندارد رقيق 0 )بدون ريزاندام( و 0) اندام

. ها ساخته شددر هر گروه سه تايي از لوله) ng/ml3/0 (شده 
 09/0 و 12/0 و 15/0ودند از اين شش غلظت به ترتيب عبارت ب

 نانوگرم در ميلي ليتر، كه اولين گروه سه 0 و 0 و 03/0 و 06/0و 
تايي داراي غلظت صفر به عنوان شاهد استفاده شد و به آن 

 .]11[ تلقيحي صورت نگرفت

دوازده لوله آزمايش با ابعاد مشابه آنچـه بـراي       : هاي آزمايش نمونه
كه در  . ها آماده شد  هر يك از نمونه   استانداردها به كار رفت، براي      

 ميلـي ليتـر از      4 و   3،  2،  1ها بـه ترتيـب      هر گروه سه تايي از لوله     
 .ي رقيق شده مربوطه ريخته شدمحلول نمونه

ها توسـط آب مقطـر بـه حجـم          هاي استاندارد و نمونه   تمامي لوله 
 ميلي ليتـر    5ها  سپس به تمامي لوله   .  ميلي ليتر رسانده شد    5نهايي  

تمـامي  . يك اسيد فري دابل استرنت بيسال مديوم افـزوده شـد          فول
 درجـه سلـسيوس     121-123 دقيقـه در دمـاي       6ها به مـدت     لوله

پس از اتوكلاو به منظور به حداقل رسـاندن واكـنش           . اتوكلاو شد 
-اي شدن كه بين آمينواسيدها و قندها در محيط پايه رخ مـي            قهوه

 به آمينواسـيدهاي    دهد و باعث تيره شدن رنگ و كاهش دسترسي        
لـوگيري از آسـيب ديـدن       شود و همچنين به دليـل ج      ضروري مي 

سـپس بـا رعايـت      . ها سريعاً خنـك شـدند     مايه تلقيح، تمامي لوله   
شرايط سترون، به جز گروه سه تايي كه به عنـوان شـاهد اسـتفاده               

 ميكروليتر از مايه تلقـيح عمليـاتي افـزوده          50ها  ي لوله شد به بقيه  
 درجـه  37 سـاعت در دمـاي   22ها به مدت  سپس تمامي لوله  . شد

پس از گرماگذاري مشاهده شد كـه در        . گرماگذاري شد سلسيوس  
هر لوله به مقدار متناسب با غلظت موجود در لوله، بـاكتري رشـد              

كدورت ناشـي از رشـد بـاكتري در هـر لولـه توسـط           . كرده است 
 نانومتر و با اسـتفاده از       600دستگاه اسپكتروفوتومتر در طول موج      

  .]11[اي خوانده شدسل شيشه
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  افي مايع با كارايي بالا كروماتوگر-2-2
بـا افـزودن فوليـك      : هاي استاندارد فوليك اسيد   سازي نمونه آماده  

)  7pH (هـاي مختلـف بـافر فـسفات    اسـيد اسـتاندارد بـه حجـم    
 ميكروگرم بر ميلـي     1/0 -8/0هاي  هاي استاندارد با غلظت   محلول

 ]. 12[ليتر تهيه شد

 ميلي ليتـر بـافر      50  گرم از هر نمونه آرد با      5: هاآماده سازي نمونه  
 دقيقه و با    30مخلوط به دست آمده به مدت       . فسفات مخلوط شد  

سپس با سرعت   .  دور بر دقيقه در شيكر قرار داده شد        150سرعت  
در ايـن   .  دقيقه سـانتريفوژ شـد     15 دور بر دقيقه و به مدت        3500

 45/0مرحله روماند حاصله جمع آوري و پـس از عبـور از فيلتـر               
آمـاده  ]. 12[ تزريق بـه سـتون كرومـاتوگرافي شـد        ميكرون، آماده   

پس % 1استونيتريل خالص و استيك اسيد      : سازي فازهاي متحرك  
ــافي  ــتون  45/0از عبـــور از صـ ــاده ورود بـــه سـ  ميكـــرون آمـ
  ].12[ كروماتوگرافي شدند

در ايـن آزمـايش روش الوشـن        : برنامه عبور فاز متحرك از ستون     
برنامـه  .  ستون به كار رفتگراديانت براي عبور فازهاي متحرك از  

 92 درصـد اسـتونيتريل و       8 حجمـي    -گراديانت با نسبت حجمي   
 دقيقـه بـه   12آغاز شد و پس از گذشت      ) 1(%درصد استيك اسيد    

) 1(% درصـد اسـتيك اسـيد        74 درصـد اسـتونيتريل و       26تركيب  
 دقيقه ثابت ماند و پـس از آن         6اين تركيب درصد به مدت      . رسيد
اين تركيب  .  از دو فاز رسيد    50-50ب درصد    دقيقه به تركي   8طي  

 8 دقيقه مجدداً بـه      5 دقيقه ثابت و پس از آن در طول          10به مدت   
برگشت، سـپس   ) 1(% درصد استيك اسيد     92درصد استونيتريل و    

  ].12[  دقيقه در همين حال باقي ماند9
  

   نتايج-3
   استخراج سه آنزيمي و سنجش ميكروبي-3-1

نوري يا همان كدورت ناشي از رشد پس از خواندن دانسيته 
 1هاي مختلف استاندارد، همانطور كه در شكل باكتري در غلظت

هاي شود منحني كدورت بر حسب غلظت براي نمونهمشاهده مي
  .استاندارد رسم شد

  

  
منحني استاندارد حاصل از روش استخراج سه آنزيمي و  1شكل 

  سنجش ميكروبي
خوانده شده براي هر نمونه، غلظـت       هاي نوري   با توجه به دانسيته   

طبق نتـايج بـه     . يابي شد  استاندارد درون  نمونه موردنظر در منحني   
 83/1دست آمده غلظت فولات موجود در آرد شماره يك برابر با            

  . ميكروگرم در هر گرم نمونه بود81/1و در آرد شماره دو 
   استخراج تك آنزيمي و سنجش ميكروبي-3-2

خراج تك آنزيمي انجام شده توسط آلفـاآميلاز        مقاديري كه در است   
براي فوليك اسيد موجود در نمونه هـا بـه دسـت آمـد بـراي آرد                 

 و براي آرد شماره دو      83/0، براي آرد شماره دو      06/1شماره يك   
  . ميكروگرم در هر گرم نمونه بود58/1غني شده 

   كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا-3-3
گيري فولات كـل    نات آزمايشگاه براي اندازه   با توجه به اينكه امكا    

با اين روش امكان پذير نبود لذا تنها مقدار فوليـك اسـيد موجـود          
زيرا تعيين مقدار فـولات بـا       . ها در اين قسمت تعيين شد     در نمونه 

اين روش مستلزم استفاده از تمـامي مـشتقات فـولات بـه عنـوان               
هـاي كـشور وجـود       كه امكان آن در اكثر آزمايشگاه      استاندارد بود 

هـاي  هاي حاصـل از تزريـق نمونـه        با توجه به كروماتوگرام    .ندارد
استاندارد به ستون كروماتوگرافي مشخص شد كه سطح زيـر هـر            

بـه  . پيك متناسب با غلظت نمونه اسـتاندارد مربـوط بـه آن اسـت       
ها نياز بـه رسـم منحنـي اسـتاندارد     منظور تعيين غلظت بقيه نمونه   

      . آورده شـده اسـت  2ي در شـكل  اسـت، كـه ايـن منحن ـ   
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، 86/0مقادير فوليك اسيد اندازه گيري شده براي آرد شماره يك 
 89/0 و براي آرد شماره دو غني شده 59/0براي آرد شماره دو 

  .ميكروگرم در هر گرم نمونه بود

  
منحني استاندارد حاصل از روش كروماتوگرافي مايع با كارايي  2شكل 

  بالا
  

     بحث -4
هـا ذكـر شـد بـا اسـتفاده از روش            طور كه در قسمت يافتـه     همان

 سه آنزيمي و سنجش ميكروبي مقـادير بيـشتري فوليـك     استخراج
بـه ايـن    . گيـري شـد   اسيد از بافت ماده غذايي استخراج و انـدازه        

نتـايج حاصـل از روش سـنجش ميكروبـي بـراي آرد             ترتيب كـه    
آرد شـماره دو     و بـراي     41%، براي آرد شماره دو      23%شماره يك   
 بيشتر از نتايج حاصل از روش كروماتوگرافي مايع         77%غني شده   

تـوان گفـت كـه مقـدار        به طور ميـانگين مـي     . با كارايي بالا است   
گيري شده بـه روش اسـتخراج سـه آنزيمـي و            فوليك اسيد اندازه  
 بيشتر از مقـداري اسـت كـه توسـط روش            48%سنجش ميكروبي   

نتايج بـه دسـت     . گيري شد  بالا اندازه  كروماتوگرافي مايع با كارايي   
آمــده در ايــن قــسمت بــا نتــايج بــه دســت آمــده توســط ســاير  

 درصــدي 50 و 40، 30پژوهــشگران كــه حــاكي از بيــشتر بــودن 
گيـري شـده بـه روش اسـتخراج سـه           مقادير فوليك اسـيد انـدازه     

آنزيمي و سنجش ميكروبي نسبت به كروماتوگرافي مايع با كارايي          
  .]13,1[نگي داشتبالا بود هماه

هـا پيونـد بـين فـولات و بافـت مـاده             در استخراج آنزيمي، آنزيم   
شـود، امـا در     شكنند و به اين ترتيب فولات آزاد مـي        غذايي را مي  

روش كروماتوگرافي مايع با كارايي بـالا روي فوليـك اسـيد تنهـا              

-گيرد در نتيجه مـي    يك استخراج شيميايي توسط بافر صورت مي      

. تمال استخراج ناقص در اين روش بيشتر اسـت        توان گفت كه اح   
تواند يكي ديگر از دلايل راندمان پايين كروماتوگرافي مايع نيز مي          

در مورد مقدار   . هاي استخراج فاز جامد باشد    عدم استفاده از ستون   
كمتر فوليك اسيد موجود در آرد شماره دو نسبت بـه آرد شـماره              

-دت زمان طـولاني نگـه     توان گفت كه شايد به دليل م      يك نيز مي  

داري اين آرد، فوليك اسيد موجود در آن به تركيبات ديگر تجزيه            
 ماه پس از تهيـه در آزمايـشگاه         5شده باشد زيرا اين آرد به مدت        

داري شد، اين در حالي است كه آرد شماره يك بلافاصله پس            نگه
از آنجاييكه فاكتور مـدت زمـان   . از تهيه مورد آزمايش قرار گرفت    

 داري در پايداري فولات و مشتقات آن نقش مهمي ايفـا مـي              نگه
كند و در پژوهش هاي بسياري اهميت اين فاكتور سـنجيده شـده             

 وجـود مقـادير كمتـر فـولات و فوليـك اسـيد در آرد                ،]14[است
روش اسـتخراج سـه   . شماره دو نيز ميتواند به همـين دليـل باشـد          

ولات كل موجود   گيري ف آنزيمي و سنجش ميكروبي قادر به اندازه      
ها نيز بود، اين در حالي است كه به دست آوردن مقـادير             در نمونه 

فولات كل به روش كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا به دليل عدم            
ديگر . دسترسي به تمامي استانداردهاي مشتقات فولات ميسر نبود       

اينكه اگر امكان دسترسي به تمـامي مـشتقات فـولات بـه عنـوان               
 مهيا باشد، به دست آوردن مقدار فـولات كـل از طريـق              استاندارد

جمع مقادير مربوط به هر يك از مشتقات در مقايسه با حالتي كـه              
در روش سنجش ميكروبي مقدار فولات كـل بـه صـورت يكجـا              

بـا  . خوانده مي شود، مي تواند از خطاي بيشتري برخوردار باشـد           
ش اسـتخراج  توجه به نتايج به دست آمده و مطالب گفته شـده رو         

گيـري ميـزان ويتـامين      سه آنزيمي و سنجش ميكروبي براي اندازه      
گيـري بـه    ترين روش اندازه  حساسي همچون فوليك اسيد مناسب    

اميد است اين روش در ايـران نيـز همچـون ديگـر             . رودشمار مي 
) 1(در جدول   . كشورها مورد استقبال و استفاده بيشتري قرار گيرد       

ش صـورت گرفتــه و تمــامي مزايــا و  اي بــين ايــن دو رومقايـسه 
             .هـا بـه طـور خلاصـه آورده شـده اسـت      معايـب آن 
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 معايب مزايا مراحل كليدي اساس روش

  سنجش ميكروبي

ميزان رشد باكتري وابسته بـه فـولات        
وجـود در   متناسب با مقـدار فـولات م      

رشد باكتري توسط تغيير    . محيط است 
 .شودگيري ميكدورت محلول اندازه

استخراج فولات از بافت ماده غذايي،      
-دكانژوگاسيون، رشد باكتري، انـدازه    

 .گيري كدورت

هزينه پايين تجهيزات موردنياز، پاسخ     
يكسان بـه اكثـر ايزومرهـاي فـولات،         

گيــري مونــو تــا پلــي توانــايي انــدازه
هـا، بـسيار حـساس، دقـت        تگلوتاما
گيري تا كمتر از مقادير نانوگرم،      اندازه

 .استاندارد طلايي براي آناليز فولات

احتمال تحريك يا بازماندن باكتري از      
رشد توسط تركيباتي غيـر از فـولات،        

بـر بـودن روش،     دشوار بودن و زمـان    
ــش و مهــارت     ــتن دان ــستلزم داش م

داري مناسـب و    ميكروبيولوژيكي، نگه 
 .س باكتريحسا

  كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا

جداسازي كروماتوگرافيك ايزومرهاي   
فولات بر اسـاس پاسـخ دتكتـور بـه          

 .استانداردها

سازي فولات  استخراج فولات، خالص  
اســـــتخراج شـــــده، جداســـــازي 
كروماتوگرافيك ايزومرهـاي فـولات،     
تشخيص و كمي سازي مقادير فولات      

 .هاباتوجه به پاسخ استاندارد

ــه   ــسبت ب ــودن روش ن ــصاصي ب اخت
 .برخي ايزومرهاي فولات

هزينه بالاي تجهيزات موردنيـاز، نيـاز       
به استاندارد براي تمـامي ايزومرهـاي       

تشخيص تـا  (فولات، حساسيت پايين    
، نامناسب براي دي و     )حد ميكروگرم 

تـر  هـا، مقـادير پـايين     پلي گلوتامـات  
گيري شده نسبت به    فولات كل اندازه  

 . ميكروبيروش سنجش
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Nowadays because of several problems and diseases that treat human health, considering special 
attention to suitable nutrition and achieving confidence about safe and rich content foods is a very 
important and unavoidable issue. Folic acid is one of required vitamins for our body that must be 
provided sufficiently. So there are numerous efforts has been done for more reliable measuring of this 
vitamin in foods. There are several methods available for measuring folic acid. In this research, two 
methods have been investigated. The main mentioned method was tri-enzyme extraction and 
microbiological assay which performed by α-amylase, protease, conjugase and a folate dependent 
microorganism which was Lactobacillus rhamnosus. Second method was High performance liquid 
chromatography that is performed in order to proving reliability and accuracy of the first method. 
Final results of this research showed that tri-enzyme extraction and microbiological assay has more 
accurate results comparing to high performance liquid chromatography. The reason is that the amount 
of folic acid detected by microbiological assay is about 50% more than those detected by High 
performance liquid chromatography. The main reason for existence of this difference in indicated 
values is due to complete extraction in microbiological assay. We concluded that tri-enzyme extraction 
and microbiological assay has more efficiency than High performance liquid chromatography to 
determine accurate amount of sensitive vitamins such as folic acid. In addition, by this method the 
amount of total folate can be determined. 
 
Key word: Folic acid, Tri-enzyme extraction, Microbiological assay, Enriched flour, High 
performance liquid chromatography 
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