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 مقاله پژوهشی 

ع با یما یبه روش کروماتوگراف شده یغندر آرد و نان  کیدفولیاس يریگ اندازه يارائه روش معتبرساز
  دتکتور فلورسانس يریکارگ هبا ب (HPLC)بالا  ییکارا

  
  ٣زارعگانه يسامال  ،٢محمدرضا وردست ،١يدرير حيام

 
  25/10/1393تاریخ پذیرش  01/08/1393تاریخ دریافت 

 
 دهیچک

 موردتوجـه ر ي ـاخ يهـا  سـال ، در يره غذائيدر ج کيدفولياسن حامل جهت جبران کمبود آهن و يتر مناسب عنوان بهآرد  يساز يغنعمل  :هدف و نهیزم شیپ
افراد در هر جامعه محسوب  يياز مباحث مهم در ارتباط با سبد غذا ييمواد غذا يو کم يفيموضوع کنترل ک که يآنجائن بهداشت قرار گرفته است و از يمسئول

 يري ـگ انـدازه  يبـرا  يمتعـدد  يهـا  روشز واقع گـردد.  يمورد آنال کيدفولياس ازجمله ييتا انواع مواد موجود در مواد غذا لازم استن خصوص يلذا در ا شود يم
ق با توجه به ين تحقيران گزارش نشده است که در ايدر ا حال تابه ينانيمورداطمآسان و  ق،يدق " روشعملاً يده است، وليارائه گرد يدر مقالات علم کيدفولياس

 يت بـالا بـرا  يل حساسيورسانس به دللبالا با استفاده از دتکتور ف يياراکع با يما ينه، روش کروماتوگرافين زميمقالات متعدد در ا يو بررس افتهي انجاممطالعات 
  د. يگرد يطراح شده يغنآرد و نان  يها نمونهدر  کيدفولياسزان يز ميآنال

ن را به کمک پرمنگنات به فرم يتامين ويا يائيميم ساختمان شينمود ين پروژه سعيت فلورسانس نداشته ما در ايخاص کيدفولياس که يآنجائاز  :ها روشمواد و 
 HPLCزان آن توسط دستگاه ياز نمونه آرد و نان، م کيدفولياسون استاندارد و استخراج يبراسيالک ين روش، پس از رسم منحني. در اام ينمائل يفلئوروفور تبد

 ٤٤٠ ينشـر  موج طولنانومتر و  ٢٩٦ يکيتحر موج طولاز دتکتور فلورسانس با  کيدفولياسر يمقاد يريگ اندازهص و يجهت تشخ .رديگ يمقرار  يريگ مورداندازه
 ٨٠بـه   ٢٠زه به نسـبت  يونياز متانول و آب د يفاز متحرک مخلوط عنوان بهآمد.  به دستقه يدق ٠٧/١ کيدفولياس يابر يد. زمان بازدارينانومتر استفاده گرد

 ١٠بـه طـول    C18انـت، سـتون از نـوع    يک پمـپ گراد ي ـشامل  HPLCم يستيد. سيم گرديقه تنظيتر در دقيل يليم ١ فاز متحرکان ياستفاده شد. سرعت جر
   بود. متر يليم ٦/٤متر و قطر يسانت

تـر  يکروگـرم بـر ل  يم ۰۳/۰ص  ين روش حد تشـخ يا و درقرار دارد  يتر در محدوده خطيبر ل کروگرميم ۱/۰-۸ يون در فاصله غلظتيبراسيکال يمنحن:  ها افتهی
، ذکرشـده غلظت  ۳ يبرا يرات درون روزييب تغيزها نشان دادند که ضريج آنالينتا د.يقه ظاهر گرديدق ١٢/١در زمان  کيدفولياسجذب  يمنحن .ديحاصل گرد

ز نشان يها ن ز آنيج آناليقرار گرفتند. نتا يموردبررس ذکرشدهغلظت مختلف  ۳ز ين ين روزيرات بييتغ يقرار داشت. برا ۵تر يکروگرم بر ليم ۰۷/۰ – ۳۷/۲ن يب
 دهنده نشانج ينتا يهر نمونه انجام شد. بررس يسه بار بر رو ها شيآزمان يتر قرار داشت. ايکروگرم بر ليم ۰۹/۳– ۸۲/۷ن يب  ين روزيرات بييب تغيداد که ضر

کـه   دهد يمگرم را نشان  ۱۰۰کروگرم بر يم ۸۵و  ۱۰۲ بيبه ترت ها نانو  آردهادر  کيدفولياس مقدار .هستآرد و نان  يها نمونهدر  درصد۷۲استخراج حدود 
  .باشد يمه نان يپروسه ته يدر ط کيدفولياساز مقدار  يدرصد ۶۷/۱۶کاهش  يايگو
کنترل  يها شگاهيآزمادر  شده يغن يدر آردها کيدفولياسمقدار  يريگ اندازهکنترل و  يز برايک روش آنالي عنوان به تواند يمروش ما نشان داد که  :يریگ جهینت

، صحت و يريرارپذکزان تيزها در خصوص ميحاصل از آنال جينتا رد.يقرار گ مورداستفاده کيدفولياسن مقدار ييتع يق برايک روش ساده و دقي عنوان بهغذا و دارو 
ج يبا نتـا  آمده دست بهج ينتا يز همخوانيباشند و ن يز مين روش آناليا يو عمل يانگر اعتبار علميب يص روش، همگيافت و حد تشخيزان درصد بازيدقت روش، م

  باشد. ين مسئله ميننده اکد يتائ ير منابع علميسا
  تور فلورسانسک، دتHPLC، يساز يغن، کيدفولياس: يدیلکلمات ک
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  مقدمه
 يا هيتغذاختلالات  نيتر عيشااز  يکي کيدفولياسفقر آهن و  

در زنان در  يخون کمنوع  نيتر مهمو  توسعه درحال يدر کشورها
قرمز کوچک  يها گلبولجاد يو کودکان است که با ا ين باروريسن

سبب  يمارين بي. اگردد يم ن مشخص يزان هموگلوبيو کاهش م
در اثر  يور بهره، کاهش يبهداشت يها مراقبتاتلاف منابع و 

در مادران و کودکان و بالاخره  يماري، ابتلا به بريوم مرگش يافزا
. شود يماز جامعه  يدر بخش بزرگ يو روان يت جسميکاهش ظرف

جامعه حائز  يسطح سلامت ارتقاءز در ين کيدفولياسعلاوه بر آهن، 
در کاهش  کيدفولياسژه يو با توجه به نقش وت بوده ياهم

از  يريشگيک عامل در پي عنوان بهن يتامين ويستئن از ايهموس
نام برد.  توان يمره يو غ ي، سکته مغزيو عروق يقلب يها يماريب

که شامل انتقال  يکيولوژيب وانفعالات فعلدر تمام  کيدفولياس
ن ين همچنيتامين وي. ادينما يمتک کربنه است دخالت  يواحدها

 ييها سلولع ير سريبخصوص تکث يسم اساسين متابوليدر چند
روده دخالت  يمخاط يها سلولد و يقرمز و سف يها گلبولر ينظ

ل خون ين در تشکيتامين ويا ييايميوشيبب نقش ين ترتيدارد و بد
حامل  نيتر مناسب عنوان بهآرد  يساز يغنگردد. عمل  يمشخص م

 ريناپذ جبرانت از تبعات يمسئله و مصونن يا يا شهيرجهت حل 
ن وزارت يتوسط مسئول يره غذائيدر ج کيدفولياسکمبود آهن و 

مواد  يو کم يفيده است. موضوع کنترل کيبهداشت انتخاب گرد
افراد در هر جامعه  يياز مباحث مهم در ارتباط با سبد غذا ييغذا

تا انواع  لازم استن خصوص يلذا در ا شود يممحسوب 
مورد  کيدفولياس ازجمله ييمختلف مواد غذا يها دهنده ليتشک
 يها شکلفولات ( يشکل سنتز کيدفولياسز واقع گردد. يآنال

اد و رفع يز يداريل پاياست که به دل )B9ن يتاميمحلول در آب و
. شود يماستفاده  ييع غذايانسان در صنا يا هيتغذ يها يازمندين
(سنتز  يع سلوليسر ميدر طول دوره رشد و تقس B9ن يتاميو

 يباز ينقش مهم يقرمز خون يها سلولد يدها) و تولينوکلئوت
ن برابر يآرد در حدود چند يساز يغنن منظور ي. به ا)١( کند يم

. )٢( باشد يم ييغذا يها نمونهموجود در  يعيطب يها فولات
فولات  يريگ اندازه، تنها روش يکيولوژيکروبيسنجش م يطورکل به

  . )١(است  AOACتوسط  دشدهييتأکل 
 درخصوص ين روش شامل نبود اطلاعات کافيا يها تيمحدود

از  آمده دست به، تداخل کيدفولياسمنفرد فولات مانند  يها شکل
امروزه  رو نيازاروز است،  ۵زمان معادل  صرف بهاز يبافت نمونه و ن

 يفولات با کروماتوگراف يريگ اندازه يبرا يا گسترده يها پژوهش
 يمختلف يها روش .)٣- ٦ (ع و الکتروفورز صورت گرفته است يما
ده يا ارائه گرديدر نقاط مختلف دن کيدفولياس يريگ اندازه يبرا

به  يلاديم ١٩٩٨و همکاران در سال  Osseyiمثال  طور بهاست 

ن محلول يبه چند شده اضافه کيدفولياسمقدار  HPLCروش 
ک ياز  يريگ اندازه يآنان برا. اند نموده يريگ اندازهآرد را  ازجمله

ز ين يديک مرحله هضم اسيمرحله ساده استخراج همراه با 
در  UVقه بود و از دتکتور يدق ١٥ ياستفاده کردند. زمان بازدار

 ٢ص روش ينانومتر استفاده شده بود. حد تشخ ٢٨٠ موج طول
 يبرا يابينمونه بود. درصد باز تريل کرويم ٢٠نانوگرم در 

کروگرم بر گرم يم ٢٠و  ٠٨/٣ شده اضافه يها غلظتدر  کيدفولياس
  . )٧( بود درصد٩٦و  درصد٩٣ب يآرد به ترت

 يرا برا يا پروژهو همکاران  Gujskaز ين ٢٠٠٥در سال 
انجام دادند که جهت  HPLCبا استفاده از  کيدفولياس يريگ اندازه

 يها نانو  شده يغن يآردهادر  کيدفولياسر يسه مقاديمقا
مراحل  ريتأثنمودند که  ين سعين محققيبود. ا شده پخته

ج يدا کنند. نتاين پيتامين وير ايون و پخت را در مقاديفرمانتاس
را  کيدفولياساز مقدار  يدرصد ٢١تا  ١٢کاهش  آمده دست به

در  UVو دتکتور  C18ن منظور از ستون يا يمعلوم نمود. برا
ن از دتکتور فلورسانس در ينانومتر و همچن ٢٩٠ موج طول
نانومتر و  ٣٥٦ ينشر موج طولنانومتر و  ٢٩٠ يجييهت موج طول

تا  درصد٥/٠ان در محدوده يگراد صورت بهل يتريفاز متحرک استون
 ٢٠٠٦و همکاران در سال  Nelson. )٨(استفاده شد  درصد٥/١٧

 يها قرصدر  کيدفولياسمقدار  يريگ اندازه يبرا يزوتوپيدو روش ا
مجهز به دتکتور  HPLCر عناصر با يو سا ها نيتاميو يحاو

 يها روش) ارائه نمودند. LC/MS/MS( يجرم ياسپکتروسکوپ
و حد  تر عيوسک سه برابر يناميد يمحدوده خط يدارا شده ارائه
 ينانوگرم برا ٠٦/٠ يريگ اندازهنانوگرم و حد  ٠٢/٠ص يتشخ

 HPLCاز  ٢٠٠٦و همکاران در سال   Prieto.)٩(بود  کيدفولياس
 شده يغندر محصولات غلات  کيدفولياس يريگ اندازه يبرا
توسط  يساز خالص نمودند. مراحل شامل استخراج و يانداز راه

مجهز  HPLC روشبا  ها نمونهبود. سپس  يتينيآف يکروماتوگراف
در  روشد. ين مقدار گردييو فلورسانس تع UV يبه دتکتورها
 CVبود. مقدار  يتر خطيکرو مول بر ليم ۱/۰-۳ يفاصله غلظت

ک روز يدر  يريگ اندازه يبرا ينمونه تجارت ٥در  کيدفولياس يبرا
 روشن ياست. ا آمده دست به درصد٢/٧ يروز متوال ٥و در  درصد٢

 داشت يخوب يهمخوان يولوژيکروبيم روشبا 
)١٠(.Lebiedzinska   ياز کروماتوگراف ٢٠٠٨و همکاران در سال 

 ييايميبالا فاز معکوس کوپل شده با دتکتور الکتروش ييع با کارايما
 يفيک يريگ اندازه يبرا يزيآم تيموفق طور بهرا  يکولومتر

 استفاده يا غلهو محصولات  شده يغن يها وهيم آبدر  کيدفولياس
را و مشتق آن  کيدفولياسخوب  ينمودند. روش قادر به جداساز

 مولار يليم ٤٠ يغلات فراهم نمود. فاز متحرک حاو يها نمونهدر 
ل با يترياستون درصد٨ک هفت آبه و يباز يم فسفات ديبافر سد
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 عنوان به C18قه بود و از ستون يبر دق تريل يليم ٩/٠ان يسرعت جر
  . )١١( فاز متحرک استفاده شده بود

 يو همکاران روش کاملاٌ معتبر Deconinck ٢٠١١در سال 
در  کيدفولياسر يمقاد يو کم يفيک يريگ اندازه يبرا UHPLCاز 

 يها روشط شروع کار از يارائه نمودند. شرا ييدارو يها فراورده
مختلف  يها ستونط ين شرايانتخاب شد. با ا HPLC يقبل يکار

UHPLC ،HTTM C18-P ،C18 ،C18-HI  وC18-B 
و دو فاز  يقرار گرفت و پس از انتخاب ستون دو فاز آب يموردبررس

ت قرار گرف يموردبررسان يگراد طور بهفاز متحرک  عنوان به يآل
)١٢(.Jin   ک و يزوکراتيساده، ا يروش ٢٠١٢و همکاران در سال
 يريگ اندازه ي) براHPLCبالا ( ييع با کارايما يا از کروماتوگرافيپا
 B9ن يتاميو و Cو  B1, B2, B3, B5, B6 يها نيتاميو
ن منظور يا ين ارائه نمودند. برايتاميو يها قرص) در کيدفولياس(

 يل حاويتريط و از استونيمح يدر دما يمعمول C18ک ستون ياز 
 ٣حدود  pHدروژن فسفات با يه يد وميآمون مولار يليم ٥٠

بر  تريل يليم ٥/٠ان يک) با سرعت جريد فسفريبا اس شده تيتثب(
 ٢٠٠٨و همکاران در سال   Alaburda.)١٣( قه استفاده نمودنديدق
ن يبا ا شده يغن يرا در آردها کيدفولياسمقدار  HPLCبا  يلاديم
 UVن روش از دتکتور ينمودند. در ا يريگ اندازهن را يتاميو

 ياستفاده شد. مراحل شامل استخراج با تامپون تترابورات و تر
بوده است  جيبه کمک کارتر يساز خالصد و سپس يک اسيکلرواست

)١٤(. 
مورد مصرف  يآردها يساز يغنران عمل يدر ا نکهيا باوجود

 يبرا يروش عمل يول گردد يمانجام  کيدفولياسبا  ها ينانوائ
وجود  شده يغن يدر آردها کيدفولياسمقدار  يريگ اندازهکنترل و 

ق يک روش ساده و دقيم که ين پروژه ما بر آن شديندارد لذا در ا
  .مييبنما يانداز راه کيدفولياسن مقدار ييتع يبرا
  

  مواد و روش کار
ن پژوهش مواد خالص با درجه خلوص يبات بکار رفته در ايترک

  از: اند عبارتبودند که  يدر حد کروماتوگراف
) و Sigma-aldrich(چ يآلدر - گماياز شرکت س کيدفولياس

م ي)، سددرصد٢٥اک (ي)، محلول آمون٨٥%W/Wک (يد فسفرياس
م منو يد، پتاسيدروژن پراکسيه م پرمنگنات،ياستات، پتاس

دروژن فسفات و متانول با درجه يه يم ديدروژن فسفات، پتاسيه
) Merckاز شرکت مرک ( يهمگ يخلوص در حد کروماتوگراف

  د. يه گرديته
  :مورداستفاده يها دستگاه

ن پژوهش عبارت بودند يبکار رفته در ا يشگاهيزات آزمايتجه
 CECIL Biotech 2003ساخت شرکت  HPLCاز: دستگاه 

degasser, Ultrafluor detector, CE 4300, 

Chromatography system manager CE 4900(  
) با دقت ALC(مدل  ACCULABتال ساخت شرکت يجيترازو د
  گرم ٠ /٠٠٠١

  ST 04مدل  Pars Azma Coساخت شرکت  يسيهمزن مغناط
 3031مدل  GFL Coکرساخت شرکت يش
 Mixing block MB-102مدل  Bioer Coکرساخت شرکت يش

 5810مدل  Eppendorf Coکرساخت شرکت يفوژ شيسانتر
لتر يمجهز به ف  ELGAزه کننده ساخت شرکت يونيدستگاه آب د

LC 136 
  pHlab 827 مدل Metrohmمتر ساخت شرکت  pHدستگاه 

پارس نهند  ينر ساخت شرکت مهندسيک کليدستگاه اولترا سون
 Parsonic 2600Sمدل 
 ون:يبراسيکال ياستانداردها و رسم منحن يساز آماده

لورسانس ف ت کميحساس يدارا کيدفولياسنکه يبا توجه به ا
در حضور بافر  کيدفولياسابتدا  يآشکارساز منظور بهلذا  باشد يم

- نو يآم - ٢توسط پرمنگنات به فلئوروفور،   ٤حدود  pHاستات در 
ل و سپس يد تبديک اسيليکربوکس -٦ –ن يديپتر يدروکسيه -٤

هم غلظت با ت فلورسانس داشته ويخاصکه  موردنظرب يترک
  ).١قرار گرفت (شکل  يريگ مورداندازهبود  کيدفولياس

ميکروليتر از نمونه استاندارد در محدوده  ١٠براي اين منظور 
 ١٤٠، ٤نمونه استاندارد در  pHغلظتي انتخاب و پس از تثبيت 
ميکروليتر محلول  ٥٠مولار،  ٢/٠ميکروليتر بافر استات به غلظت 

شده و به  مولار به نمونه استاندارد موردنظر اضافه ١/٠پرمنگنات 
 ٦٠دقيقه در دماي  ٤و سپس  شود يهم زده مبدقيقه  ١مدت 

دور بر دقيقه توسط شيکر هم  ٦٠٠گراد و با سرعت  درجه سانتي
ده شده تا در اين دما واکنش تبديل اسيدفوليک به فلئوروفور ز

 ٥٠طور کامل صورت گيرد. حال با افزودن حدود  موردنظر به
مولار مازاد پرمنگنات به منگنز  ٧٥/٠اکسيژنه  ميکروليتر محلول آب

)ІІثانيه اولتراسونيک  ٣٠پس از  استاندارد نمونه و شده يل) تبد
 ٢٠خواهد بود که حدود  HPLC شدن آماده تزريق به دستگاه

ميکروليتر از اين نمونه به دستگاه تزريق و توسط دتکتور 
 .)١٥(صورت گرفته است  يريگ فلورسانس آشکارسازي و اندازه
مقادير اسيدفوليک از دتکتور  يريگ جهت تشخيص و اندازه

موج نشري  نانومتر و طول ٢٩٦ يکيموج تحر فلورسانس با طول
 ٠٧/١ده گرديد. زمان بازداري براي اسيدفوليک نانومتر استفا ٤٤٠

مختلف اسيدفوليک به  يها دقيقه به دست آمد. با تزريق غلظت
متفاوتي نيز توسط آشکارساز حاصل  يها سيستم، شدت پاسخ

آمده، يک منحني استاندارد  دست به يها که با کمک داده گردد يم
مختلف  يها برحسب شدت پاسخ آشکارساز نسبت به غلظت
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. نتايج مربوط به اين گردد يحلول استاندارد اسيدفوليک ترسيم مم
دهنده وجود يک رابطه خطي بين غلظت ماده مؤثره  منحني نشان

ميکروگرم بر  ٨تا  ١/٠و شدت پاسخ آشکارساز در محدوده 
و معادله  R2 =  0.999ليتراست. مقدار ضريب همبستگي منحني 

  ).٢شد (شکل حاصل  Y = 1.227X + 0.095منحني برابر 

عنوان فاز متحرک مخلوطي از متانول و آب دي يونيزه به  به
 ١استفاده شد. سرعت جريان موبايل فاز  ٨٠به  ٢٠نسبت 

شامل يک پمپ  HPLCليتر در دقيقه تنظيم گرديد. سيستم  ميلي
 ٦/٤سانتيمتر و قطر  ١٠به طول  C18گراديانت، ستون از نوع 

  متر بود.  ميلي
  

  يريگ مورداندازهبه فلئوروفور   کيدفولياسل يواکنش تبد ):1(شکل 
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  تر.يبر ل کروگرميم ١/٠ – ٨ يدر محدوده غلظت کيدفولياساستاندارد  يها نمونهون يبراسيو نمودار کال  کروماتوگرام ):2(شکل 
 

  :يقيحق يها نمونه يساز آماده
ن پژوهش از يبکار رفته در ا يها نمونهن تعداد ييدر تع

 به تعداد زيمورد آنال يها نمونهد. حجم ياستفاده گرد يمطالعات قبل
 در مناطق يه بر اساس پراکندگيدر سطح شهر اروم ينانوائ ٣٠

 ٣٠مناطق فوق تعداد  يمختلف شهر انتخاب و از تمام يائيجغراف
 يراد.  بيگرد يآور جمعهمزمان  طور بهعدد آرد  ٣٠عدد نان و 

ا نان يگرم از نمونه آرد  ٥ مقدار هم يقيحق يها نمونهاستخراج 
 pHاز محلول بافر فسفات با  تريل يليم ٥٠و توسط  گردد يمن يتوز

قه يدق ٣٠نمونه به مدت  کننده استخراجمحلول  عنوان به ٩حدود 
کر هم زده شد و پس از يتوسط ش گراد يسانتدرجه  ٣٠ يدر دما

به مدت  موردنظر، نمونه ٧ک  در يد فسفرينمونه با اس  pHت يتثب
فوژ شد. سپس يقه سانتريدور بر دق ٣٥٠٠قه و با سرعت يدق ١٥
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 ١٠د و عبور داده ش يکرونيم ٤٥/٠لتر ياز ف شده استخراجمحلول 
استاندارد پس از  يها نمونهمشابه  يتر از نمونه استخراجيکروليم

تر بافر استات به يکروليم ١٤٠توسط  ٤نمونه در حدود  pHت يتثب
مولار به  ١/٠تر محلول پرمنگنات يکروليم ٥٠مولار،  ٢/٠غلظت 
قه هم زده شده و سپس يدق ١و به مدت  شده اضافه موردنظرنمونه 

دور بر  ٦٠٠و با سرعت  گراد يسانتدرجه  ٦٠ يقه در دمايدق ٤
ل ين دما واکنش تبديکر هم زده شده تا در ايقه توسط شيدق
رد. حال با يکامل صورت گ طور به موردنظربه فلئوروفور  کيدفولياس

مولار مازاد  ٧٥/٠ ژنهياکس آبتر محلول يکروليم ٥٠افزودن حدود 

 ٣٠پس از  ستانداردا نمونه و شده ليتبد) ІІپرمنگنات به منگنز (
خواهد بود  HPLCق به دستگاه يک شدن آماده تزريه اولتراسونيثان

ق و توسط ين نمونه به دستگاه تزريتر از ايکروليم ٢٠که حدود 
صورت گرفته است  يريگ اندازهو  يدتکتور فلورسانس آشکارساز

)٨(.  
دو کروماتوگرام از دو نمونه آرد و نان به  ٤و  ٣ يها شکلدر 
 ؛ کهدر هر مورد آورده شده است کيدفولياسک مربوط به يهمراه پ
را در نان و آرد با دقت بالا را  کيدفولياسق يدق يريگ اندازهامکان 

 .دهد يمش ينما
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  نمونه آرد يبرا کيدفولياسکروماتوگرام  ):3(شکل 
  
  
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  نان نمونه يبرا کيدفولياسکروماتوگرام  ):4(شکل 
  
 يها غلظت، يريگ روش اندازه تيحساسن حد ييتع يبرا  :يريگ اندازهت روش ين حد حساسييتع

ه شده و پس از انجام يته کيدفولياسمختلف از محلول استاندارد 
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به دستگاه  موردنظرل به فلئوروفور يو تبد يساز آمادهمراحل 
 يريگ اندازهت روش يحساسد تا حد يق گرديتزر يکروماتوگراف

کروگرم يم ۰۳/۰ص  ين روش حد تشخيمشخص گردد. در ا ،نمونه
  د.يتر حاصل گرديبر ل

  دقت و صحت روش: يبررس
 يه ايج) روش تجزينتا يريزان دقت و صحت (تکرارپذيم

ز نمونه يج حاصل از آناليانتخاب شده با محاسبه دقت و صحت نتا
و  Intra-dayرات ييزان تغين منظور مياست. به ا يابيقابل ارز

Inter-day ب يق محاسبه مقدار انحراف استاندارد و ضرياز طر
  .رديگ يمقرار  يانس مورد بررسيوار

  :Inter-day راتييتغ يبررس
غلظت مختلف محلول  Inter-day ،۳رات ييش تغيپا منظور به

قرار  ي) مورد بررسppmا يتر يگرم بر ل يلي(م کيدفولياساستاندارد 
سه روز فوق در  يها نمونهک از يهر يريگ اندازهبار تکرار  ۳ج يگرفتند. نتا

  در جدول آورده شده است. يمتوال

  
  کيدفولياسمختلف محلول استاندارد  يها غلظت Inter - dayرات ييتغ يبررسج مربوط به ينتا ):1(جدول 

  mg L-1(  SD Precision  Accuracyشده  ( يريگ اندازهن غلظت يانگيم  )mg L-1غلظت استاندارد (  فيرد

۱  ۲/۰  ۱۹/۰  ۰۰/۰  ۳۷/۲  ۸/۹۸  
۲  ۴  ۲۷/۴  ۱۷/۰  ۹۵/۳  ۹/۱۰۶  
۳  ۷  ۹۸/۶  ۳۵/۰  ۰۷/۵  ۷/۹۹  

  

  :Intra-day راتييتغ يبررس
غلظت  ۳ز ين بار نيا، Intra-dayرات ييتغ شيپا منظور به

ج تکرار يقرار گرفتند. نتا يمورد بررس کيدفولياسمتفاوت محلول 

در جدول  يروز متوال ۳فوق در  يها نمونهک از يهر يريگ اندازه
  آورده شده است.

  
  کيدفولياسمختلف محلول استاندارد  يها غلظت Intra-dayرات ييتغ يج مربوط به بررسينتا ):2(جدول 

  mg L-1(  SD Precision  Accuracyشده  ( يريگ اندازهن غلظت يانگيم  )mg L-1غلظت استاندارد (  فيرد

۱  ۲/۰  ۲۱/۰  ۰۱/۰  ۳۲/۷  ۹/۱۰۱  
۲  ۴  ۱۵/۴  ۳۲/۰  ۸۲/۷  ۷/۱۰۳  
۳  ۷  ۹۴/۶  ۲۱/۰  ۰۹/۳  ۲/۹۹  

نمونه  ۵، يقيحق يها نمونهدر  Inter-dayرات ييش تغيپا منظور به  :يقيدر نمونه حق Inter-day راتييتغ يبررس
هر نمونه  يبا سه تکرار برا يتصادف طور بهنمونه نان  ۵آرد و 

  ) خلاصه شده است.۳ج حاصل در جدول (يشد و نتا يريگ اندازه
  

  در پنج نمونه آرد و نان کيدفولياس Inter – dayرات ييتغ يج مربوط به بررسينتا ):3(جدول 

  فيرد

  نمونه نان  نمونه آرد

  mg g-1(  SD  Precision( کيدفولياس  SD Precision  )mg g-1( کيدفولياس

۱  ۱۹/۱  ۱۴/۰  ۸۳/۱۱  ۹۸/۰  ۰۷/۰  ۹۹/۶  

۲  ۹۸/۰  ۰۸/۰  ۶۴/۸  ۹۵/۰  ۰۲/۰  ۱۹/۲  

۳  ۱۳/۱  ۰۷/۰  ۰۲/۶  ۹۵/۰  ۰۱/۰  ۷۳/۰  

۴  ۱۷/۱  ۱۴/۰  ۶۲/۱۱  ۷۸/۰  ۰۲/۰  ۱۰/۲  

۵  ۸۵/۰  ۰۲/۰  ۷۹/۱  ۶۷/۰  ۰۹/۰  ۸۰/۱۲  
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  :کيدفولياسزان استخراج يدرصد م
ک يک نمونه آرد و ي کيدفولياسدرصد استخراج  يبررس منظور به

ش استاندارد درصد ينمونه نان برداشته شده و به روش افزا
 کيدفولياسند استخراج يکس آرد و نان در فراياستخراج و اثر ماتر

هر نمونه  يشات سه بار بر روين آزمايقرار گرفت. ا يمورد بررس
ج ينتا ي). بررس۴د (جدول ير حاصل گرديج زيانجام شده و نتا

آرد  يها نمونهدر  کيدفولياس درصد۷۲استخراج حدود  دهنده نشان
  .دهد يمو نان را نشان 

  
  استخراجش استاندارد و درصد يج مربوط به افزاينتا ):4(جدول 

 درصد استخراج
 ش استاندارديبدون افزا ش استاندارديبا افزا

 فيرد نمونه
Precision SD کيدفولياس )mg g-1( Precision SD کيدفولياس )mg g-1(  

 ۱ آرد ۵۴/۰ ۰۴/۰ ۴۱/۷ ۷۵/۰ ۰۷/۰ ۳۳/۹ ۳۶/۷۲
 ۲ نان ۵۱/۰ ۰۳/۰ ۹۳/۶ ۷۰/۰ ۰۵/۰ ۱۴/۷ ۵۹/۷۲

  

 ها یافته
 يبرا يمتعدد يها روشز اشاره شد، يکه در مقدمه ن طور همان
" عملاً يوجود دارد ول يمحافل علمدر  کيدفولياس يريگ اندازه

ران ارائه نشده است که يدر ا حال تابه ينانيمورداطمق و يروش دق
ن يمقالات متعدد در ا يو بررس افتهي انجامبا توجه به مطالعات 

بالا با استفاده از دتکتور  يياراکع با يما ينه، روش کروماتوگرافيزم
در  کيدفولياسزان يز ميآنال يت بالا برايل حساسيفلورسانس به دل

ن يقرار گرفت. در ا مورداستفاده شده يغنآرد و نان  يها نمونه
ون استاندارد و استخراج يبراسيالک يروش، پس از رسم منحن

 HPLCزان آن توسط دستگاه ياز نمونه آرد و نان، م کيدفولياس
(دقت و  يريتکرارپذ يبررس منظور بهقرار گرفت.  يريگ مورداندازه
 ين روزيو ب يرات درون روزييز، تغيستم و روش آناليصحت) س

ب يزها نشان دادند که ضريج آناليقرا گرفتند. نتا يز مورد بررسين
 ۳۷/۲ – ۰۷/۵ن يغلظت ذکر شده، ب ۳ يبرا يرات درون روزييتغ

غلظت مختلف ذکر شده  ۳ز ين ين روزيرات بييتغ يقرار داشت. برا
ب يز نشان داد که ضريها ن ز آنيج آناليقرار گرفتند. نتا يمورد بررس

ش يقرار داشت. روش افزا ۰۹/۳ – ۸۲/۷ن يب  ين روزيرات بييتغ
کس آرد و يدرصد استخراج و اثر ماتر يبررس منظور بهز ياستاندارد ن
ن يقرار گرفت. ا يمورد بررس کيدفولياسند استخراج ينان در فرا

ج ينتا يهر نمونه انجام شد. بررس يشات سه بار بر رويآزما
آرد و نان  يها نمونهدر  درصد۷۲استخراج حدود  دهنده نشان

  باشد. يم
 

  يریگ جهینتبحث و 
در  يا هيتغذاختلالات  نيتر عيشااز  يکي کيدفولياسفقر آهن و 

ن يدر زنان در سن يخون کمنوع  نيتر مهمو  توسعه درحال يکشورها
ت از يمسئله و مصون يا شهيرو کودکان است. جهت حل  يبارور

، نان يره غذائيدر ج کيدفولياسکمبود آهن و  ريناپذ جبرانتبعات 
محسوب شده و به  يرانيا يها خانوادهقوت غالب اکثر  عنوان بهکه 

و با در نظر گرفتن  رديگ يمدر دسترس همه قرار  يسادگ
امر  يحامل برا نيتر مناسب عنوان بهمختلف، آرد  يپارامترها

ده است. ين وزارت بهداشت انتخاب گرديتوسط مسئول يساز يغن

ل يتا انواع تشک لازم است ييمواد غذا يو کم يفيکنترل کمنظور به
 کيدفولياس ازجمله ييمختلف مواد غذا يها دهنده

 واقع گردد.  يريگ مورداندازه
 يمقالات علمدر  کيدفولياس يريگ اندازه يبرا يمختلف يها روش

ت فلورسانس يخاص کيدفولياس که يآنجائ. از ده استيارائه گرد
را به فرم  کيدفولياسم ينمود يد سعين روش جديا در ندارد لذا ما،

ل يات فلورسانس تبديان ساختن خصوصيفلئوروفور جهت نما
و همکاران در کشور ژاپن  Ichinose يآقا ١٩٩٣بنمائم. در سال 

ط يتوسط پرمنگانات در مح کيدفولياسون يداسيبا اکس
فلورسانس  يرا با اسپکتروفتومتر کيدفولياستوانستند  يشگاهيآزما

رات ييده آنان را با تغين پروژه ايند که ما در ايبنما يريگ اندازه
ن روش يا در . )۱۵(م ياده نموديک پيولوژيط بي، در محيشتريب

موجود در آرد  کيدفولياس pHم يابتدا بعد از عمل استخراج و تنظ
ط يموجود در مح کيدفولياسون يداسيو نان اقدام به اکس شده يغن

نانومتر و  ٢٩٦ يکيتحر موج طولم و با دتکتور فلورسانس با ينمود
م. ينمود يريگ اندازهجذب حاصله را نانومتر  ٤٤٠ ينشر موج طول

با  يک ماده قويتوسط پرمنگانات  کيدفولياسون يداسيدر اثر اکس
-amini-4-hydroxy pteridine-6-2ت فلورسانس بنام يخاص

carboxylic acid   ات يش خصوصي. افزاگردد يمحاصل
را  يريگ اندازهت روش يحساس تواند يم کيدفولياس يفلورسانس

 يها طيمحن کاربرد آن را در يش داده و همچنيار افزايبس
نه ير مواد    زميکس و ساياد ماتريار زيک بخاطر وجود بسيولوژيب
  د.يتر بنما يآن را اختصاص يريگ اندازه، يا

م ين روش استخراج را مورد مطالعه قرار دادين روش چنديما در ا
ون به فرم يداسياکسم محلول حاصله را با کمک مرحله يکه بتوان

 Alaburda يت روش استخراج آقايکه در نها ام ينمائل يفعال تبد
با  يرات عمده جهت سازگارييل با تغياز کشور برز ۲۰۰۷در سال 

د. در روش حاضر عمل استخراج با يانتخاب گرد يمرحله بعد
به مدت  ينمونه واقع ۹حدود  pHت ياستفاده از بافر فسفات و تثب

و سپس باکاهش  شود يمدرجه به هم زده  ۳۰ يدماقه در يدق ۳۰
pH  ل ي. دلگردد يمفوژ يک نمونه سانتريد فسفريتوسط اس ۷به
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 به دستش در صد استخراج و يبخاطر افزا  pHرات يين تغيا
نه يم زميتا بتوان باشد يمآوردن محلول با ظاهر صاف و همگن 

. نمونه ميداشته باش ياز مواد مزاحم در رسم کروماتوگراف يعار
از آن بعد از  يلتره شده و مقدارمشخصيفوژ فياز سانتر آمده دست به

بکمک بافر استات با محلول پرمنگنات مجاور  ۴در  pHت يتثب
ل شدن واکنش يدرجه جهت تکم ۶۰ ي. نمونه در دماگردد يم

 ژنهياکس آبت با افزودن يو در نها شود يمون به هم زده يداسياکس
ق يک آماده تزريمازاد پرمنگنات حذف شده ونمونه بعد از اولتراسون

  است. يبه ستون کروماتوگراف
روش ارائه شده توسط گروه ما از لحاظ در صد استخراج مورد 

از مقالات  يقرار گرفت و اگر چه مقدار آن نسبت به بعض يابيارز
 ياستخراج بکار رفته توسط آقا يها روش ازجملهکمتر بود  يعلم

Alaburda  وOsseyi بودن روش و بالا بودن  ياختصاص يول
ک بخاطر يولوژيب يها طيمحن روش را در يا تواند يمت آن يحساس
به همراه مواد مزاحم  کيدفولياسر کمتر يبامقاد يريگ اندازهامکان 

نکه در يبا توجه به ا يد. از طرفيتر بنما يار متنوع، کاربرديبس
لتر نمودن با يمدت و ف يطولان يميروش ارائه شده مرحله آنز

شدن  ين مراحل موجب طولانيج وجود ندارد که ايکارتر
را خواهد داشت که  يجانب يها نهيهزش يو افزا يريگ اندازه

  د.يبر روش ما به حساب آ يتيمز تواند يم
با  يروش عمل کي عنوان به تواند يمن روش يا اوصاف فوق يبا تمام
کنترل و کوتاه  يها شگاهيآزمات انجام آن در يت بالا، قابليحساس

مقدار  يريگ اندازهکنترل و  يبراش مناسب باشد. يبودن زمان آزما
وجود  يروش مناسب رانيدر ا شده يغن يدر آردها کيدفولياس

 کيدفولياسزان يم توان يمه با استفاده از روش ارائه شده کندارد 
ج حاصل از يقرار داد. نتاز يق مورد آناليدق طور بهدر آرد و نان را 

زان ي، صحت و دقت روش، ميريرارپذکزان تيزها در خصوص ميآنال
و  يانگر اعتبار علميب يهمگ ،ص روشيافت و حد تشخيدرصد باز

 آمده دست بهج ينتا يز همخوانيو ن باشند يمز ين روش آناليا يعمل
  .باشد يمن مسئله يننده اکد يتائ ير منابع علميج سايبا نتا
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Abstract 
Background & Aims: Folic acid is one of the important hematopoietic agents necessary for proper 
regeneration of the blood forming elements and their functioning. Since humans cannot synthesize 
folates, they must be obtained from dietary sources. The most important dietary sources of folates are 
fortified foods and cereal products with folate content of 50-200 μg/100 g. In Iran the majority of 
people consume bread as an ideal food because of its low price and availability. The objective of this 
study was to develop a simple and precise High Performance Liquid Chromatography (HPLC) method 
for determination of folic acid in enriched wheat flours and bread. 
Materials & Methods: The method combines several procedures including an extraction technique, 
oxidation of folic acid to increase fluorescent properties, and an improved HPLC with fluorescence 
detection method. The method was performed on a C18 analytical column. The mobile phase 
consisted of a mixture of methanol and pure water (20/80).The elute was continuously monitored 
using a fluorescence detector (λex 296 nm and λem 440 nm). 
Results: The standard curve for folic acid passed through the origin and was linear over the range 0.1 
– 8µg/L. The peak of folic acid appeared as sharp with retention times of 1.12 minutes. The intra-day 
coefficient of variation was evaluated in the range of 3.09-7.82 µg/L. The Inter day coefficients of 
variation for the method ranged between 2.37 and 5.07 µg/L. The accuracy of the method ranges 
between 99.2% and 103.7% for intra-day analysis and 98.8% and 106.9% for inter-days analysis. The 
limit of determination for folic acid was 0.03µg/L. The mean concentration of folic acid was 102 µg 
and 85 µg per 100 gram of flour and bread respectively. The amount of folic acid was decreased 
during preparation and fermentation process (16.67%). 
Conclusions: The obtained results indicated that this method is a rapid, sensitive, and precise 
technique for measurement of folic acid in enriched wheat flours and breads. 
Keywords: Folic acid, HPLC, Flour, Bread 
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