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   علوم تغذيه و صنايع غذايي ايرانمجله
  27-40 صفحات،  1386 زمستان، 4، شمارهدومسال 

  
  
  

  براي  T انجماد و كلرآمين  يي بالا، نقطهاهاي كروماتوگرافي مايع با كار  روش مقايسه
  گيري ميزان آبكافت لاكتوز شير اندازه
  4ضا روحاني، ر3، محمدحسين عزيزي2سليمان عباسي  ،1آرمان سعيد آباديان

   ذاييغو صنايع  علوم كارشناس ارشد -1
  sabbasifood@modares.ac.ir: پست الكترونيكي دانشكده كشاورزي، دانشكده تربيت مدرس گروه علوم و صنايع غذايي، استاديار : نويسنده مسئول-2
   تربيت مدرسگاهدانشكده كشاورزي، دانشغذايي، گروه علوم و صنايع  دانشيار -3
   پاك پاستوريزه كارشناس بخش تحقيق و توسعه كارخانه لبنيات-4
  21/9/86 :تاريخ پذيرش                                                                                                   20/3/86 :تاريخ دريافت 

  چكيده
هـا بـا وجـود دقـت      هاي متعددي وجود دارد، ولي برخي از اين روش  آبكافت لاكتوز شير، روش  در حال حاضر براي تعيين درجه      :و هدف سابقه  

هـاي    يي روش اقيمـت، كـار     در ايـن پـژوهش، بـراي يـافتن روشـي مناسـب و ارزان              . بودن، چندان قابـل اسـتفاده نيـستند         به دليل گران      بالا،
  . بررسي قرار گرفت  ميزان آبكافت لاكتوز شير، مورد مقايسه و گيري ه  انداز  براي Tطه انجماد و كلرآمين كروماتوگرافي مايع، نق

گالاكتوزيـداز، توسـط   - ساعت تيمار با آنزيم بتـا 4در اين پژوهش، مقدار لاكتوز شير پس چرخ و ميزان آبكافت لاكتوز، پس از  :ها مواد و روش 
  .دگيري ش  اندازهTطه انجماد و كلرآمين هاي كروماتوگرافي مايع، نق روش

در روش كرومـاتوگرافي،    .  درصد رسيد  5/0 ساعت اول بود و مقدار لاكتوز شير، پس از دو ساعت به كمتر از                2بيشترين تاثير آنزيم در      : يافته ها 
 سـاعت، چنـدان   2پـذيري پـس از    ار درصد بود و نتيجة تكـر 40 ساعت، بيش از 2سطوح زير پيك بعد از ) RSD%(درصد انحراف معيار نسبي    

 انجماد بعد از   انجماد كاهش، ميزان تغييرات كمتر بود و در كل، نقطه  ساعت روند نزولي نقطه2 انجماد هم، پس از  در روش نقطه. مطلوب نبود
در ضـمن،   .  كاهش يافت  C° 0028/0 انجماد     درصد آبكافت لاكتوز، نقطه    1به طوري كه به ازاي      .  داشت -C° 274/0 ساعت، كاهشي معادل     4

 با افزايش آبكافـت    نيز Tدر روش كلرآمين  .  درصد مشاهده نشد   88 انجماد و آبكافت لاكتوز در آبكافت هاي بالاي           ارتباط خطي خوبي بين نقطه    
 دقيقـه   60(ي آبكافـت    طور كلي، در مراحل ابتداي     به.  ساعت كنُد شد   2لاكتوز، ميزان تيوسولفات سديم مصرفي، كاهش يافت و اين روند بعد از             

 Tگيري شده توسط سه روش، تقريبا مشابه بود، ولي پس از اين مدت، ميزان لاكتوز تعيين شده توسط روش كلـرآمين                     ميزان لاكتوزِ اندازه  ) اول
  . اندكي اختلاف داشت،با دو روش ديگر

   انجماد و كروماتوگرافي مايع، استفاده از روش نقطه بين دو روش نقطه) r²=9976/0(با توجه به وجود ضريب تعيين بسيار خوب  :گيري نتيجه
. شود هزينه براي ارزيابي درصد لاكتوز و آبكافت شيرهاي تيمار شده با آنزيم توصيه مي عنوان روشي بسيار مناسب، ساده، دقيق و كم انجماد به

  .ار نشده تشخيص داده شد روش نسبتا دقيقي براي تعيين ميزان لاكتوز در شيرهاي تيمTدر ضمن، روش كلرآمين 

  )HPLC (گالاكتوزيداز، كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا-، بتاTآبكافت لاكتوز، نقطه انجماد، كلرآمين  :واژگان كليدي
 
    مقدمه •

لاكتـوز يـا      امروزه، در اغلب كشورها توليد شيرهاي كم      
براي ايـن منظـور، اغلـب از        . پذير است   بدون لاكتوز امكان  

ن آنزيم آزاد يـا آنـزيم تثبيـت شـده اسـتفاده             روش افزود 
مشكل اين است كـه متاسـفانه بـراي توقـف           . )1(شود    مي

تيمار آنزيمي براي دستيابي به حد مشخـصي از آبكافـت،           

كـه امـروزه از       طوري  به  . روش دقيق و سريعي وجود ندارد     
گيري لاكتوز براي ارزيابي ميـزان        هاي مختلف اندازه    روش

توان بـه چهـار      ها را مي    اين روش . شود  آبكافت استفاده مي  
بندي  گروه شيميايي، آنزيمي، دستگاهي و فيزيكي تقسيم      

ل، يـدومتري و  سـنجي بـا فن ـ    ،  رنگT روش كلرامين . كرد
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روش در  ). 2(هـستند   هاي شـيميايي      احياي مس از روش   
 مقدار  ،آنزيمي كه در نوع خود نسبتاً حساس و آسان است         

كـسيداسيون و احيـاء تعيـين       لاكتوز بـر مبنـاي فراينـد ا       
هـاي دسـتگاهي نـسبتاً دقيـق نيـز            از روش ). 3(شـود    مي

و ) GC(هـــاي كرومـــاتوگرافي گـــازي  تـــوان روش مـــي
را نام بـرد كـه      ) HPLC(كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا      

ي و كيفـي لاكتـوز و              20در    سال اخير براي ارزيـابي كمـ
). 4(اند    رفتههاي شير مورد استفاده قرار گ         ساير تك قندي  

ها گرچه نسبتاً مناسب هـستند، ولـي بـه علـت              اين روش 
هـاي     در بيـشتر كارخانـه     هـا   آنپرهزينه بودن، استفاده از     

همـين   بـه . شير در ايران و جهان، عملي و معقـول نيـست      
گيـري     فيزيكـي، ماننـد انـدازه       هاي  دليل، استفاده از روش   

ان آبكافت آن  انجماد براي ارزيابي كمي لاكتوز و ميز       نقطه
  ).5(پيشنهاد شده است 

 انجمـاد، قـانون رائولـت        گيري نقطه   اساس عمل اندازه  
 حـل    عنوان ماده   توان گفت كه حضور لاكتوز به       است و مي  
   نقطـه  تواند مطـابق ايـن قـانون سـبب كـاهش            شونده مي 

 و    كه شير يـك محلـول پيچيـده        ولي از آنجا  . انجماد شود 
 است، به همين     انواع نمك  قندي و     حاوي مواد حل شونده   

 خـود، ايـن      نوبـه    نيـز بـه      هـا   آندليل ممكن است حضور     
در ضـمن،  ). 6( ويژگي فيزيكي را تحت تـأثير قـرار دهـد   

Chenانجمــاد بــراي تعيــين درجــه  و همكــاران از نقطــه   
شـايد بتـوان از ايـن       ). 7(اند    آبكافت لاكتوز استفاده كرده   

هزينـه بـراي      معنوان يك روش سريع، آسان و ك ـ        روش به 
  . ارزيابي لاكتوز شير و ميزان آبكافت آن استفاده كرد

 كـارايي، دقـت و      ،همين منظور، در پژوهش حاضـر        به
 عنــوان روشــي ســاده و   انجمــاد، بــه صــحت روش نقطــه

عنـوان يـك روش        بـه  Tهزينه با نتايج روش كلـرآمين         كم
 عنوان روشي دقيق،   به HPLCشيميايي استاندارد و روش     

 تا شايد بتـوان روش      پرهزينه، مورد مقايسه قرار گرفت    اما  
  .چرب توصيه كرد مناسبي براي ارزيابي لاكتوز در شير كم

  

  ها  مواد و روش •
ــول ــواد  محلـ ــا و مـ ــا  :هـ ــزيم بتـ ــداز-آنـ                 گالاكتوزيـ

)3000LAU/ml ( ــسك ــركت نوونورديـــــــ از شـــــــ
)NovoNordisk, Denmark( حــلال اســتونيتريل و آب ،

         از شــــركت كالــــدونHPLC   بــــا درجــــهديــــونيزه
)Caledon, Georgetown, Canada (   ،تيوسـولفات سـديم

، يدات پتاسيم، استات روي، اسيد كلريـدريك،        Tكلرامين  
 درصـد، پـودر اسـيد       8/99پودر نشاسته، اتانول با خلوص      
 گلوكز منوهيـدرات و  (+)  Dاگزاليك، لاكتوز منوهيدرات،

D  (+) گالاكتوز از شركتMerckبراي صاف .   تهيه شدند
 و  mm10هاي سرسرنگي به قطر       ها از صافي    كردن محلول 

 µ45/0غــشاي نــايلوني يــا تفلــوني بــا منافــذي بــه قطــر 
)Resprep, Germany (هاي  در ضمن، نمونه. استفاده شد

 درصد،  5/0چربي كمتر از    (چرخ پاستوريزه شده     شيرِ پس 
ركت لبنيـات   از ش ـ ) 7/6 حدود   pH درصد و    5/4پروتئين  

  . پاك تهران تهيه شد
دسـتگاه كرومـاتوگرافي مـايع بـا كـارايي بـالا            :ها  دستگاه

 ، قـسمت تزريـق   600متشكل از دو دسـتگاه پمـپ مـدل      
، 2414، آشكارســاز ضــريب شكــست مــدل  7725مــدل 

 و انـدازه ذرات     mm6/4× 250ستون كربوهيدرات با ابعاد     
µ5ــيش ــوع    و پ ــتون از ن ــاد  C18س ــا ابع  mm6/4× 20 ب
)Waters, Ireland ( در ضـمن، بــراي تعيـين نقطــه  . بـود  

گـراد    سـانتي  005/0انجماد از دستگاه كرايواستار با دقت       
)Cryostar Funke Gerber, Germany (استفاده شد . 

 3براي ايـن منظـور، ابتـدا         :هاي شير   تيمار آنزيمي نمونه  
چرب را پاستوريزه كرده، سپس با سرد كردن        ليتر شير كم  

 5/1 به ازاي هـر ليتـر شـير، مقـدار            C°9/38 دماي   آن تا 
پس از انتقال . گرم آنزيم بتا گالاكتوزيداز به آن افزوده شد   

 C°9/37هـا بـه گرمخانـة         هاي آزمايش، لولـه     شير به لوله  
 45، 30، 15(مـشخص  زمـاني   هـاي   در فاصله . منتقل شد 

سه عدد لوله حاوي شيرِ )  ساعت4 و 3، 2، 5/1، 1دقيقه و
ــزيم ــهC°78نــي شــده در دمــاي ز آن  دقيقــه 10مــدت   ب
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هـا در      انجماد هر يك از نمونه       سپس نقطه  .شدپاستوريزه  
هـا    و مقدار لاكتـوز آن      نقطه انجماد  سه تكرار توسط روش   

  و كروماتوگرافي با كارايي بـالا      T كلرآمين هاي توسط روش 
   .تعيين شد

  :گيري لاكتوز شير هاي اندازه روش
چــرخ و  ي شــيرهاي پــس ونــهاز نم :روش نقطــه انجمــاد

   داخـل لولـه    ml2لاكتوزِ پاسـتوريزه شـده، هـر كـدام            كم
پس از قرار دادن    . مخصوص دستگاه كرايواستار ريخته شد    

لوله در داخل دستگاه، آن را روشن كرده تـا دمـا بـه زيـر                
 شـير توسـط       انجماد نمونـه    سپس نقطه . صفر درجه برسد  

 عدد مربـوط بـه       نمايشگر  دستگاه، تعيين و از روي صفحه     
  ).3( انجماد قرائت شد  نقطه

مقادير مشخصي از پودر لاكتوز، گلوكز       :T مينآروش كلر 
و گالاكتوز را به دقّت وزن كرده و پس از انتقـال بـه بـالن         

در صـورت حـل     . ندزده شـد   مقداري آب افزوده هم       ژوژه،
 داده شـدند نشدن، چند دقيقه در حمام اولتراسونيك قرار        

پس از حل شـدن كامـل، بـا آب بـه حجـم              . تا حل شوند  
 اسـتاندارد لاكتـوز،      هـاي  رسانده و به اين ترتيـب محلـول       

.  درصد تهيه شـدند    5 و   4هاي    گلوكز و گالاكتوز با غلظت    
هـايي بـا     محلول) سازي  با رقيق ( درصد   4سپس از محلول    

همچنـين،  .  درصد تهيـه شـدند     25/0 و   5/0،  1،  2غلظت  
هاي مختلـف از      با نسبت   درصد قند  4هاي تركيبي    محلول

و دو قنـد    ) لاكتـوز، گلـوكز و گـالاكتوز      (تركيب سه قنـد     
تهيـه  ) گالاكتوز-گالاكتوز و گلوكز  -گلوكز، لاكتوز -لاكتوز(

هـاي شـير      ها و نمونـه     سپس مقدار قند اين محلول    . شدند
تيمار شده و تيمار نشده، مطابق روش استاندارد كلرآمين         

T2(گيري شد   اندازه.(  
  :اتوگرافي مايع با كارايي بالاروش كروم
هـاي اسـتاندارد لاكتـوز، گلـوكز و            محلـول   روش تهيه 
، گلــوكز و مقــادير مشخــصي از پــودر لاكتــوز: گــالاكتوز

   و پـس از انتقـال بـه بـالن ژوژه،           تـوزين دقت    گالاكتوز به 
 هــا آنبـه   ) 50 :50(مقـداري محلـول آب و اسـتونيتريل    

شدن، چنـد دقيقـه      در صورت حل ن    .زده شد افزوده و هم    
پـس  . در حمام اولتراسونيك قرار داده شدند تا حل شـوند        

از حل شدن كامل، با محلول آب و استونيتريل بـه حجـم             
 اسـتاندارد مـادر لاكتـوز،     رسانده و به اين ترتيب، محلـول    

 . شـدند   درصد تهيه  5 و   4هاي    گلوكز و گالاكتوز با غلظت    
، 5/0،  1 ،2هـايي بـا غلظـت         محلول ،سازي  سپس با رقيق  

.  درصد تهيه شـدند    03125/0 و   0625/0،  125/0،  25/0
 ،هاي استاندارد لاكتوز، گلوكز و گالاكتوز      در ضمن، محلول  

صـورت تنهـا      صـورت مخلـوط سـه قنـد و هـم بـه              هم بـه  
 منحنـي    در نهايـت، بـراي تهيـه      . تهيـه شـدند   ) جداگانه(

هاي  ها با غلظت استاندارد لاكتوز، گلوكز و گالاكتوز محلول
 تكـرار بـه دسـتگاه كرومـاتوگرافي         3ختلف هر كدام در     م

  .مايع تزريق شدند
هـاي    از نمونـه   ml5/12مقـدار    :روش استخراج لاكتوز شير   

ليتـري    ميلـي  25هـاي     شير، توسط پيپت، داخـل بـالن ژوژه       
 محلـول آبـي اسـيد         ml625/0سپس مقـدار    . منتقل شدند 

ي  اتـانول بـرا    ml25/6و  ) حجمـي / درصد وزنـي   5(اگزاليك  
 افزوده شده و پس از      ها  آنهاي شير به      رسوب دادن پروتئين  

.  دقيقه با آب به حجـم رسـانده شـدند          5مدت    تكان دادن به  
 دقيقه، مايع بالاييِ شفاف شده را توسـط سـرنگ           10پس از   

هاي آزمايش ريختيم و پس از سـانتريفوژ كـردن            داخل لوله 
  وســيله هــاي شــفاف شــده بــه   دقيقــه، نمونــه15مــدت  بــه

هـا    در نهايـت، نمونـه    ). 8(هاي سرسرنگي صاف شدند       صافي
 ميكروليتري بـه قـسمت تزريـق دسـتگاه          50توسط سرنگ   

  . كروماتوگرافي مايع تزريق شدند
تاثير عمليات استخراج و صاف كردن روي ميزان لاكتوز         

   :هاي استاندارد محلول
، تـوزين    ابتدا مقادير مشخـصي از لاكتـوز       :روش اول ) الف

 25ي    هـا    به داخل بـالن ژوژه     ها  آنهر يك از    سپس  شد و   
 و پس از اضافه كردن      داده شد ليتري جداگانه انتقال      ميلي

ml5/12 را هـــا آن) 50:50( محلـــول آب و اســـتونيتريل 
سـپس مقـدار    .  تا كاملاً حل شـوند     ندزده شد خوبي هم     به
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٣٠

ml625/0  درصـــد 5( محلـــول آبـــي اســـيد اگزاليـــك 
 ها اضـافه   ه هر يك از آن     اتانول ب  ml25/6و  ) حجمي/وزني
ه  با آب بـه حجـم رسـاند        دادن دقيقه تكان    5 پس از . شد
ليتر از هر محلول توسط        دقيقه، چند ميلي   10پس از   . شد

سرنگ برداشته و پس از صاف كردن با صافي سرسـرنگي           
  .به دستگاه تزريق شدند

ــصي از   :روش دوم) ب ــادير مشخ ــز مق ــن روش ني  در اي
ي   هـا    به داخل بـالن ژوژه     ها  آنز   و هر يك ا    ، توزين لاكتوز

 محلـول   ml5/12سـپس   . داده شد ليتري انتقال      ميلي 25
 اضافه كرده و خـوب     ها  آنبه   ) 50 :50(آب و استونيتريل    

در صـورت عـدم حـل       .  تا كاملاً حل شـوند      زده شدند   هم
ها چند دقيقه در حمام اولتراسونيك قـرار       شدن، بالن ژوژه  

ده استونيتريل به حجم رسـان    ل آب و     با محلو   و داده شدند 
ســپس توســط ســرنگ، مقــداري از هــر محلــول  . شــدند

در نهايت،  . شد صافي سرسرنگي صاف      وسيله  برداشته و به  
 تكرار بـه دسـتگاه كرومـاتوگرافي        3ها هر كدام در       محلول

  .مايع تزريق شدند
منظـور   بـه  :شرايط كروماتوگرافي مـايع بـا كـارايي بـالا        

: اسـتونيتريل  ( از فاز متحرك     جداسازي و شناسايي قندها   
 و  35 : 65 و   30:70،  25 : 75،  20  :80هاي   با نسبت ) آب

در . ليتر در دقيقه اسـتفاده شـد      ميلي 1 و   8/0هاي    سرعت
ــه  ــر، دمــاي 15هــا  ضــمن، حجــم تزريــق نمون  ميكروليت

 و دماي ستون در حد دمـاي آزمايـشگاه        C°40ساز   آشكار
  ).4  ،8، 9(بود 

هاي    انجماد نمونه    پس از تعيين نقطه    :هاي آماري   محاسبه
ــه    ــنجي نمون ــرار، عيارس ــه تك ــير در س ــير و   ش ــاي ش ه

ــول ــه روش   محل ــوكز وگــالاكتوز ب ــوز، گل هــاي آبــي لاكت
هاي لاكتوز، گلوكز و گالاكتوز        و تزريق محلول   Tكلرآمين  

هـاي شـير بـه دسـتگاه كرومـاتوگرافي، اطلاعـات              و نمونه 
  ميـانگين،  . رار گرفتحاصل، مورد تجزيه و تحليل آماري ق      

هـا    انحراف معيار و درصد انحراف معيار نـسبي بـراي داده          
  Excel توسـط نـرم افـزار   ها آنتعيين و نمودار هر يك از 

  .رسم شد
  ها يافته •

قبـل از    :ارزيابي كارايي روش كرومـاتوگرافي مـايع      
هــا بــه دســتگاه  هــاي اســتاندارد و نمونــه محلــولتزريــق 

هـاي مختلـف فـاز متحـرك و          كروماتوگرافي، ابتدا نـسبت   
تغييـر شـرايط    . سرعتِ جريان آن مورد بررسي قرار گرفت      

كروماتوگرافي، تاثير زيادي روي جداسازي قنـدها داشـت         
و سـرعت   ) 20:80(آب  :مثلاً نسبت استونيتريل  ). 1شكل  (

  هاي استاندارد تا حدودي مناسب  براي محلولml1جريان 
چرخِ  پس  در شيرِ    اما اين نسبت براي جداسازي قندها     . بود

گالاكتوزيـداز، چنـدان مناسـب      -تيمار شده بـا آنـزيم بتـا       
هـاي دو قنـدِ      زيـرا جداسـازي پيـك     . تشخيص داده نـشد   

هـاي   ناپذير نبود و زم ـ    گلوكز و گالاكتوز از يكديگر امكان     
هاي  در نتيجه، پيك  . خروج اين دو قند، نزديك به هم بود       

اشـتند در ضـمن،     پوشاني و تـداخل د       هم ، با يكديگر  ها  آن
در . مدت زمان خروج قندها از ستون، نسبتاً طـولاني بـود          

  . ساير موارد نيز نتايج مشابهي مشاهده شد
خــستين مرحلــه در ارزيــابي كمــي قنــدها بــه روش  ن    

HPLC هـاي    با توجه به داده   .  منحني استاندارد است     تهيه
منحنـي اسـتاندارد    ،   1جـدول اولين ستون سمت راسـت      

صـورت     ايـن منحنـي بـه       معادلـه . توز تهيه شد  محلول لاك 
0995/0 - x 0244/0= y و ضـــريب تعيـــين (r²) بـــين 

 محاسـبه   9985/0غلظت لاكتوز با سطح زير پيك معادل        
شد كه مقدار بسيار مناسـبي بـود و در محـدوده غلظتـي              

 درصد لاكتوز، با افزايش غلظـت لاكتـوز ميـزان           5 تا   5/0
.  مناسبي افزايش يافت   سطح زير پيك نيز با تناسب بسيار      

 تـوان از معادلـه       ميزان لاكتوز در شـير مـي        براي محاسبه 
  . چنين نموداري استفاده كردرگرسيون
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هاي   و نسبتml/min 1هاي استاندارد لاكتوز، گلوكز و گالاكتوز تهيه شده در سرعت جريان  هاي محلول  كروماتوگرام -1شكل 

  20:80)  ج35:65)  ب30:70) آب الف:نيتريلمختلفي از استو
  

  HPLC روش هگيري شده ب تاثير تيمارهاي مختلف روي ميزان بازيابي محلول استاندارد لاكتوز اندازه-1جدول 
  )sec×vµ(سطح زير پيك بر حسب ميليون  

محلول استاندارد   )درصد(لاكتوز 
  لاكتوز تيمار نشده

محلول استاندارد لاكتوز 
  استخراج و صاف شده

  محلول استاندارد لاكتوز
  صاف شده

ميانگين سطح زير 
  )ميليون(پيك 

انحراف معيار 
  )ميليون(

درصد انحراف 
  نسبيمعيار 

(%RSD)  
125/0  5/4±5/8  6/4±11  3/5±7  8/8  8/4  5/54  
25/0  6/5±11  5/5±13  4/3±9  11  83/4  43  
5/0  2 ± 24  3 ± 5/23  5/2 ± 5/22  36/23  5/2  7/10  

1  5/1 ± 9/46  86/2 ± 25/42  5/2± 5/43  96/43  28/2  2/5  
2  4 ± 1/92  5/5 ± 75/84  1/4 ± 9/85  58/87  5/4  1/5  
4  2/3 ± 7/169  96/4 ± 3/169  7/5 ± 27/166  43/168  6/4  7/2  
5  3 ± 206  8/3 ± 7/200  2/4 ± 75/199  15/202  6/3  78/1  

 الف

 ب

 لاكتوز

 لاكتوز

 گلوکز و گالاکتوز

 لاكتوز
 ج گلوكز گالاكتوز

 گلوکز و گالاکتوز
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-براي بررسي تاثير مدت زمان تيمـار بـا آنـزيم بتـا            
 هـاي شـيرِ   شـير، نمونـه    يداز روي ميـزان لاكتـوز     گالاكتوز

شـده در قبـل از       پس چرخ، مطابق روش گفته        پاستوريزه
 مقـدار    اسـتخراج و   ها  آنسپس لاكتوز   . تيمار استفاده شد  

سپس سطح زير پيك هـر      .  تعيين شد  HPLCكمك     به آن
. ها، از روي كروماتوگرام مربوطـه، رسـم شـد           يك از نمونه  

 2در ضمن، در شكل     .  است  ه شده  آورد 2نتايج در جدول    
هايي از كروماتوگرام محلول استاندارد لاكتوز، گلوكز         نمونه

   .و گالاكتوز و شير تيمار شده با آنزيم ارائه شده است
 زمـاني   هـاي    در فاصـله   2هـاي جـدول     با توجه به داده   

سرعت )  ساعت 2  و 5/1،  1 ، دقيقه 45،  30،  15(مشخص  

 بـسيار   ،وي آبكافت لاكتـوز   گالاكتوزيداز ر -عمل آنزيم بتا  
 سـاعت   2سرعت عمل و فعاليت آنزيم بعـد از         . سريع بود 

طور چشمگيري كاهش يافت و بيشترين تاثير آنزيم در           به
 منحني   در ضمن، با استفاده از معادله     .  ساعت اوليه بود   2

تيمـار  ( بـدون آنـزيم       استاندارد لاكتـوز، شـير پاسـتوريزة      
د كه پـس از تيمـار بـا          درصد لاكتوز بو   9/4حاوي  ) نشده

 مقـدار   ، سـاعت  2گالاكتوزيداز و سـپري شـدن       -آنزيم بتا 
 درصد و ميزان آبكافت لاكتـوز       5/0به كمتر از    لاكتوز آن   
بعد از اين مـدت، رونـد آبكافـت        .  درصد بود  88در حدود   

  .لاكتوز بسيار كند شد
  

  

  

  
  چرخ تيمارشده  شير پس) ب  گلوكز و گالاكتوز استاندارد لاكتوز،) هاي الف نمايش كروماتوگرام -2شكل 

   دقيقه30 به مدت، گالاكتوزيداز-توسط آنزيم بتا

 گلوكز و گالاكتوز  لاكتوز

 گلوكز و گالاكتوز وزلاكت
 الف

 ب
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  چرخ  هاي شير پس تاثير طول مدت تيمار آنزيمي روي ميزان لاكتوز نمونه -2جدول 
 HPLCگيري شده با روش  اندازه

  ) sec×vµ (سطح زير پيك برحسب ميليون   مدت زمان تيمار با آنزيم
  گلوكز و گالاكتوز  RSD%  لاكتوز  )دقيقه(

  لاكتوز
 )درصد(

آبكافت لاكتوز 
  )درصد(

  0  9/4  -  65/6  205±3/13  0پاستوريزه 
15    7/9±154  2/6  3/7±76  65/3  5/25  
30    7/12±103  3/12  7/9±115  42/2  6/50  
45  3/11±73  4/15  7/10±107  68/1  65  
60  1/10±2/64  5/15  10±135  46/1  6/70  
75  3/7±4/50  6/14  3/9±149  12/1  5/77  
90  5/8±32  1/18  5/11±179  69/0  9/85  

120  5/7±28  7/26  5/10±182  58/0  88  
180  1/6±5/16  36  1/9±190  31/0  6/93  
210  5/5±14  39  5/10±195  24/0  95  
240  4/5±3/13  40  4/9±198  22/0  5/95  
270  5/5±12  45  5/10±199  19/0  96  

  
  با اسـتفاده از نقطـه      :ي انجماد  هيي روش نقط  اارزيابي كار 

انجماد، مقـدار لاكتـوز موجـود در شـير و ميـزان درصـد               
هاي تيمار شـده بـا آنـزيم تعيـين       آبكافت لاكتوز در نمونه   

 انجماد    نقطه   بين درجه  3جدول  هاي    با توجه به داده   . شد
طـوري    بـه   .  مستقيمي مشاهده شد    و ميزان لاكتوز، رابطه   

 در مراحـل اوليـه، سـريع بـود و            انجمـاد   كه كاهش نقطه  
 سـاعت، رونـد     2منحني، شيب تندي داشت؛ ولي پـس از         

به عبارت ديگر، فعاليت آنزيم     .  انجماد كم شد   ة نقط نزوليِ
 بـود، ولـي      بسيار سريع و قابـل ملاحظـه       ،در مراحل اوليه  

 انجمـاد     در ضـمن، نقطـه     . ساعت كـاهش يافـت     2پس از   
 در  -Cº 274/0 دلهاي شير تيمار شده، كاهشي معا       نمونه
  . ساعت نشان داد4مدت 

براي بررسي صحت و    :  T ارزيابي كارآيي روش كلرآمين     
گيري ميـزان     براي اندازه  Tارزيابي عملكرد روش كلرآمين     

هـاي آبـي     لاكتوز شير تيمار شده با آنـزيم، ابتـدا محلـول          
هاي مختلف تهيه شد و       گلوكز و گالاكتوز با غلظت      لاكتوز،

هـاي   سولفات سديم مصرفي براي غلظـت     سپس ميزان تيو  
با توجه بـه مقـدار تيوسـولفات        . مختلف قندها تعيين شد   

آن گـاه   . سديم مصرفي، منحني هر يك از قندها رسم شد        
 هر منحني، ميزان تيوسولفات مصرفي       با استفاده از معادله   

  .براي هر غلظتي از قند و برعكس به دست آمد

 لاكتوز، گلـوكز     بين غلظت سه قند    3شكل  با توجه به    
 ضـريب   ،و گالاكتوز با ميزان تيوسـولفات سـديم مـصرفي         

 جالب اينكه ميزان مصرف      نكتة. تعيين خوبي وجود داشت   
ها  قندي  هاي مشابه توسط تك    تيوسولفات سديم در غلظت   

تقريباً معادل نصف تيوسولفات سـديم      ) گلوكز و گالاكتوز  (
در بـوده در ضـمن،      ) لاكتـوز  (هـا   مصرفي توسط دوقنـدي   

هاي بالا ميزان مصرف تيوسولفات توسط گـالاكتوز،         غلظت
  .اندكي كمتر از گلوكز بود

y = -0.4971x + 6.0839 لاکتوز
R2 = 0.9983

y = -0.8058x + 6.0534 گلوکز 
R2 = 0.9949y = -0.8547x + 6.0496 گالاکتوز 

R2 = 0.9914

0

1

2
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4
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6

0 1 2 3 4 5 6
غلظت قند (درصد)

 (m
l )   

ات
ولف

ـــ
وس

ف تي
ــر

صـ
ر م

ــدا
مقـ

  
 نمايش ارتباط مصرف تيوسولفات سديم با غلظت -3شكل 

  )▲ ( و گالاكتوز)■(، گلوكز )●(قندهاي لاكتوز 
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  چرخهاي شير پس  تاثير طول مدت تيمار آنزيمي روي نقطه انجماد و ميزان لاكتوز نمونه -3جدول 
  )%(آبكافت لاكتوز   )%(لاكتوز   )Cº(نقطه انجماد   )دقيقه (مدت تيمار با آنزيم

  0  99/4  -5436/0±0035/0  )شاهد( 0 
15   0023/0±6212/0-  58/3  3/27  
30   0034/0±6935/0-  35/2  52  
45   0028/0±7234/0-  82/1  63  
60   0032/0±7466/0-  41/1  2/71  
75   0029/0±7610/0-  16/1  7/76  
90   0020/0±7827/0-  78/0  5/84  

120   0030/0±7943/0-  57/0  5/88  
180  0023/0±8050/0-  38/0  92  
210   0037/0±8078/0-  33/0  3/93  
240   0023/0±8158/0-  29/0  94  
270   0023/0±8171/0-  24/0  95  

  
هاي آبي تكي حاوي لاكتوز، گلـوكز        ل پس از بررسي محلو   
 درصد از تركيب دو نـوع       4ي  هاي حاو  و گالاگتوز، محلول  

گـالاكتوز  -گـالاكتوز و گلـوكز    -گلوكز، لاكتـوز  -قند لاكتوز 
شـود،    مشاهده مي  4جدول  گونه كه در     همان. بررسي شد 
هــايي كــه حــاوي لاكتــوز زيــاد بودنــد، عــدد   در محلــول
بـا عـدد    ) مقدار تيوسـولفات سـديم مـصرفي      (عيارسنجي  

اشت و   اختلاف كمتري د   3شكل   منحني    حاصل از معادله  
با كاهش ميزان لاكتوز محلول، ايـن اخـتلاف نيـز بيـشتر             

هاي حـاوي گلـوگز و گـالاكتوز،         همچنين، در محلول  . شد
ميزان اختلاف عدد حاصل از عيارسنجي، نسبت بـه عـدد           

اين مسئله احتمالاً بيانگر    . محاسبه شده، اندكي بيشتر بود    
هـاي لاكتـوز،      براي محلـول   Tآن است كه روش كلرآمين      

  . تر از ساير قندهاست بمناس
ــوگز  در ضــمن، در محلــول  +هــاي حــاوي دو قنــد گل

گالاكتوز، با افزايش يـا كـاهش هـر يـك از قنـدها، عـدد                
هاي حاوي لاكتوز، به ميـزان       عيارسنجي نسبت به محلول   

 بـه بيـان ديگـر، ميـزان         .تغيير كرد ) ml3/0حدود  (كمي  
هـا كمتـر از       قنـدي   تيوسولفات سديم مصرفي توسط تـك     

هـاي    و اين مسئله در محلـول      بود) احياكننده(ها    نديدوق
هاي آبـيِ حـاوي دو       آبيِ حاوي يك قند، نسبت به محلول      

شود كه مقـدار     مشاهده مي  4جدول  در  . تر بود  قند، واضح 
هاي آبـي حـاوي      تيوسولفات سديم مصرفي توسط محلول    

ــوكز در غلظــت مــشابه -دو قنــد لاكتــوز ــا ) لاكتــوز(گل ب
.  كمي بيشتر بود   ،گالاكتوز-هاي آبي دو قند لاكتوز     محلول

اين مسئله نيز بيانگر اختلاف اندك گلوكز و گـالاكتوز در           
  . استTفرايند واكنش كلرآمين 
هـاي   هاي آبي دوتـايي، محلـول      ل پس از بررسي محلو   

قنـد   درصد سه    5هاي   تايي بررسي شدند نتايج محلول      سه
   نـشان داده شـده     5دول  در ج ـ ) گـالاكتوز +گلوكز+لاكتوز(

ها نيز در اثر افزايش غلظـت لاكتـوز،          در اين محلول  . است
عدد حاصل از عيارسنجي با عددِ محاسبه شـده از طريـق            

خواني داشت، ولي با كاهش     ْ  بيشتر هم  3شكل  هاي   معادله
ني خوا لاكتوز و افزايش ميزان گلوكز و گالاكتوز، ميزان هم        

  . كم شد) عيارسنجي و محاسبه شده(اين دو عدد 

y = 3.0352x - 5.9228
R2 = 0.9999

0

1

2

3

4

5

6

0 1 2 3 4 5
تيوسولفات مصرفی ( ميلی ليتر)

د  )
رص

( د
ز   
تو
لاک

ت 
لظ
غ

  
لاكتوز در   سديم برحسبميزان مصرف تيوسولفاتارتباط  -4شكل 

   درصد از سه نوع قند مختلف5محلول حاوي 
همچنين، براي به دست آوردن غلظت لاكتوز در شـير        

چرخ تيمار شده با آنزيم      هاي شير پس   بدون تيمار و نمونه   
مقـدار  ،   3شـكل هاي    با استفاده از معادله    گالاكتوزيداز-بتا

هـاي مختلـف سـه قنـد در          عدد عيارسنجي بـراي نـسبت     
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 درصد محاسبه و سپس نمودار مربوط به مقـدار          5غلظت  
كـاهش لاكتــوز، طــي آبكافـت آنزيمــي در مقابــل ميــزان   

طـور كـه در    همـان . مصرف تيوسولفات سـديم رسـم شـد       
 عمـودي    محـور  ،شود، در ايـن نمـودار       مشاهده مي  4شكل

 درصد در نظـر     5براساس ميزان تغييرات لاكتوز بر مبناي       
كه با كاهش مقدار لاكتـوز، ميـزان دو          طوري به. گرفته شد 

. قند گلوكز و گـالاگتوز بـه همـان انـدازه افـزايش داشـت              
 ميـزان لاكتـوز     4شـكل     سرانجام، بـا اسـتفاده از معادلـه       

  . شيرهاي تيمار شده با آنزيم تعيين شد

 لاكتـوز در     له، ابتدا بـا اسـتفاده از معادلـه        در اين مرح  
بـدون  (چـرخ     ميزان لاكتوز موجود در شـير پـس        3شكل  
 4شـكل     تعيين شد سـپس بـا اسـتفاده از معادلـه          ) تيمار

. ميزان لاكتوز موجود در شيرهاي تيمار شده مشخص شد        
بـدون  (گيري لاكتوز شير پاسـتوريزه   نتايج حاصل از اندازه  

گالاكتوزيـداز در   - ر شده با آنزيم بتا    و شيرهاي تيما  ) تيمار
در ضمن، عدد عيارسنجي    .  نشان داده شده است    6جدول  

  .بود  ml1/6آب مقطر توسط تيوسولفات سديم در حدود 
  

  هاي حاوي دو نوع قند مختلف ارتباط ميزان مصرف تيوسولفات سديم با غلظت قندها در محلول -4جدول 

  ) درصد4(محلول قند 
)L/Glu+Ga/Glu(  

 
  0+4 5/0+5/3 1+3  2+2  3+1  5/3+5/0  4+0  

  63/2  86/2  04/3  39/3  75/3  93/3  09/4  اي محاسبه  گالاكتوز+لاكتوز  35/2  55/2  7/2  35/3  7/3  9/3  15/4  عيار سنجي
  گلوكز+لاكتوز  65/2  7/2  9/2  4/3  85/3  95/3  15/4  عيار سنجي

  83/2  03/3  18/3  5/3  8/3  95/3  09/4  اي محاسبه
  62/2  7/2  73/2  77/2  81/2  85/2  87/2  اي محاسبه  كتوزگالا+گلوگز  35/2  35/2  4/2  45/2  5/2  6/2  65/2  عيار سنجي

  هاي حاوي سه نوع قند مختلف ارتباط ميزان مصرف تيوسولفات سديم با غلظت قندها در محلول -5جدول 
  محلول قند

  ) درصد5(
 

  
5/2+5/2+0  

L+Glu+Ga  
2+2+1  

L+Glu+Ga  
5/1+5/1+2  

L+Glu+Ga  
1+1+3  

L+Glu+Ga  
5/0+5/0+4  

L+Glu+Ga  
0+0+5  

L+Glu+Ga  
  59/3  28/3  94/2  61/2  28/2  95/1  اي محاسبه   گالاكتوز+گلوكز+لاكتوز  55/3  15/3  8/2  4/2  1/2  78/1  عيار سنجي

  ر شده تاثير طول مدت تيمار آنزيمي روي مقدار تيوسولفات سديم مصرفي و ميزان آبكافت لاكتوز شيرهاي تيما -6جدول 
  گالاكتوزيداز-با آنزيم بتا

 مدت زمان تيمار با آنزيم
  )دقيقه(

   تيوسولفات سديم مصرفي
  )ليتر ميلي(

  لاكتوز
  )درصد(

  آبكافت لاكتوز
  )درصد(

  0  09/5  55/3  0پاستوريزه 
15   2/3  8/3  3/25  
30  85/2  7/2  46  
45   65/2  12/2  3/58  
60   55/2  82/1  2/64  
75  5/2  7/1  6/66  
90   45/2  51/1  5/70  

120   4/2  4/1  5/72  
180  3/2  05/1  4/79  
210   3/2  05/1  4/79  
240   2/2  75/0  2/85  
270   15/2  6/0  3/86  
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٣٦

 بحث •
 با روش كروماتوگرافي و تاثير تغيير نسبت و سـرعت           بارهدر

 ،  30:70 ،   35:65صـورت     هـا بـه    نسبت حـلال  (فاز متحرك   
ليتـر    ميلـي  8/0 و   1 و سرعت فاز متحرك      20:80 و   25:75

روي كيفيت جداسازي قندها بايد يادآور شد كـه         ) در دقيقه 
تغيير شرايط كروماتوگرافي روي جداسازي قنـدها تـاثيرات         

در نهايت، با توجه به مناسب بودن كيفيـت         . متفاوتي داشت 
ــك  ــازي پي ــسبت      جداس ــدها، ن ــازداري قن ــان ب ــا و زم ه

ر در  ليت ـ  ميلـي  1و سرعت جريـان     ) 30:70(آب  :استونيتريل
هـا   هاي استاندارد و نمونه    دقيقه براي جداسازي قند محلول    

گيـري لاكتـوز      عنوان شرايط مناسب انتخاب شد و انـدازه         به
  . ها در اين شرايط انجام پذيرفت نمونه
 تاثير انجام عمليـات اسـتخراج و صـاف            با مقايسه  بارهدر

تـوان   مي) 1جدول(هاي استاندارد لاكتوز      كردن روي محلول  
ه انجام اين تيمارها تغيير چشمگيري در سطح زيـر           ك گفت

 يعني اِعمـال تيمارهـاي      ،هاي مشابه ايجاد نكرد     پيك غلظت 
هاي اسـتاندارد      محلول ةگيري شد  مختلف روي غلظت اندازه   

گونـه كـه ملاحظـه       همـان . لاكتوز، تـاثير چنـداني نداشـت      
 درصـد،   125/0 بـه    5شود، با كاهش غلظـت لاكتـوز از          مي

 5/54 بـه    78/1از  ) RSD%(نحـراف نـسبي     ميزان درصـد ا   
هـا نـشانگر نـاتواني روش        درصد افزايش يافت و ايـن يافتـه       

HPLC ــدازه ــراي ان ــوز در     ب ــدار لاكت ــين مق ــري و تعي گي
لازم به گفتن است كه     .  درصد است  5/0هاي كمتر از     غلظت

با ) Detection Limit(كمترين مقدار قابل شناسايي لاكتوز 
  . درصد تعيين شد031/0حدود روش كروماتوگرافي در 

. انـد    نتايج مـشابهي گـزارش كـرده        هم ساير پژوهشگران 
Chavez-Servin  ــاران و ــراي   ) 9(همك ــد ب ــزارش كردن گ

ــا روش   ــير بـ ــدهاي شـ ــازي قنـ ــوط HPLCجداسـ  مخلـ
 مخلــوط مناســبي بــود، 25:75آب بــه نــسبت  :اســتونيتريل

 درصد با سطح زير پيك،      5/1تا  2/0 غلظتي    لاكتوز در دامنه  
ارتباط خطي خوبي داشـت و ضـريب تعيـين آن در حـدود              

همچنين، به دليل درصد انحراف معيـار نـسبي         .  بود 998/0
ــود و   مناســب، روش از تكــرار پــذيري مناســبي برخــودار ب

 025/0كمترين مقدار غلظت لاكتوزِ قابل شناسـايي حـدود          
 درصـد  98 تـا  93درصد و ميزان بازيابي لاكتـوز در حـدود          

  . گزارش شد

تـوان     نيـز مـي    2جدول  توجه به نتايج ارائه شده در       با  
 ساعت به   2چنين استنباط كرد كه آبكافت لاكتوز در مدت         

رسد، با افزايش مـدت زمـان، رونـد           بيشترين مقدار خود مي   
و درصـد انحـراف     يابـد     شدت كاهش مـي   ه  آبكافت لاكتوز ب  

هاي پايين لاكتـوز      ها، در غلظت    سطح زير پيك  معيار نسبي   
 2هـاي بـالاي       و سطوح زير پيك بـراي نمونـه       % 30بيش از   

 هـا   آنپـذيري     ساعت از دقت بالايي برخوردار نبوده و تكـرار        
بنابراين، شايد بتوان گفت كـه روش       . چندان مطلوب نيست  

 درصـد   5/0تـر از      هاي پايين   كروماتوگرافي مايع براي غلظت   
هاي بالا    ، ولي براي غلظت   نيستلاكتوز، چندان قابل اعتماد     

  .ئن و قابل اعتماد استمطم
 انجماد نيز غلظت لاكتـوز بـا         گيري نقطه   در روش اندازه  

 مستقيمي داشـت و بـا كـاهش غلظـت            نقطه انجماد، رابطه  
  معادلـه در ضمن،   .  نقطه انجماد هم كاهش پيدا كرد      ،لاكتوز

 و ميزان ضريب    x0572/0 = y- 8278/0منحني به صورت    
 99/0معـادل  انجمـاد  نقطه  بين غلظت لاكتوز و      (r²)تعيين  

تـوان در      مـي   محاسبه شـد كـه بـا اسـتفاده از ايـن معادلـه             
شيرهاي تيمار شده، به ازاي هـر درصـد از غلظـت لاكتـوز،              

 انجمـاد، غلظـت لاكتـوز را بـه           نقطه انجماد و به ازاي نقطه     
ــاني. دســت آورد ــين، زم ــاد حــدود   همچن ــه نقطــه انجم ك

C°79/0-   ده به كمتـر از   بود، ميزان لاكتوز در شير تيمار ش
 درصـد،   5/0تـر از      هاي پـايين     درصد رسيد و در غلظت     5/0

 ارزيـابي   بـه بيـان ديگـر،     . ارتباط خطي خوبي وجود نداشت    
با روش نقطـه    ) درصد5/0كمتر از   (هاي پايين لاكتوز      غلظت

  .انجماد نيز چندان دقيق نيست
 عكـس    همچنين، نقطه انجماد با آبكافت لاكتوز، رابطـه       

تفاده از نقطه انجماد و ارتبـاط آن بـا مقـدار            داشت كه با اس   
دسـت    توان ميزان درصـد آبكافـت لاكتـوز را بـه            لاكتوز مي 

نقطـه   بين آبكافت لاكتـوز و       (r²)ميزان ضريب تعيين    . آورد
 ايـن     بود كه بـا اسـتفاده از معادلـه         99/0معادل  انجماد نيز   
ازاي هر درصد از آبكافت لاكتوز، سـرعت          توان به   منحني مي 

. هش نقطه انجمـاد شـير تيمـار شـده را بـه دسـت آورد               كا
 درصد آبكافت لاكتوز، نقطه 1ازاي  براساس همين معادله، به

به عبارت ديگـر، بـه      .  كاهش يافت  C°0028/0انجماد شير   
 انجمـاد   چرخ، نقطه  درصد از لاكتوز شير پس1ازاي آبكافت   
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 88همچنين، در آبكافت كمتر از      .  افت داشت  C°056/0آن  
د، ارتباط خطـي بـسيار خـوبي، بـين نقطـه انجمـاد و               درص

ولي با افزايش ميـزان آبكافـت،       . آبكافت لاكتوز وجود داشت   
  .اين ارتباط كم شد

   Nijplelsانجماد   گزارش كردند كه نقطه و همكاران 
  به كمك رابطه توان محلول آبي لاكتوز را مي

M
XK

T = -∆ 
 حل   غلظت مادهXهش نقطه انجماد، كا: ∆T. به دست آورد

 وزن M و 86/1 ضريب ثابت كرايواستار معادل Kشونده، 
 گزارش كردند كه با ها آن.  حل شونده است مولكولي ماده

 درصد 5توجه به اين رابطه، در اثر آبكافت كاملِ محلول 
). 10( كاهش يافت - C°273/0لاكتوز، نقطه انجماد آن 

Baer گيري نقطه انجماد  از روش اندازهنيز ) 5( و همكاران
براي تعيين آبكافت لاكتوز آب پنير به عنوان روشي سريع 

 1 گزارش كردند كه به ازاي آبكافت ها آن. كردند استفاده 
 درصد لاكتوز، نقطه 5درصد از لاكتوز آب پنير و محلول 

 درجه 04258/0 و 04374/0ترتيب   بهها آنانجماد 
 در پژوهشي هم كه توسط ).5(گراد كاهش يافت  سانتي
Kreft و همكاران روي تاثير آبكافت لاكتوز در كاهش نقطه 

 لاكتوز %100انجماد انجام گرفت، گزارش شد كه آبكافت 
 ميلي هرتووت يا 281باعث كاهش نقطه انجماد در حدود

هاي انجام شده  در پژوهش ).11(گراد شد  سانتي  ميلي250
مشابهي گزارش شده توسط ساير پژوهشگران هم نتايج 

 گزارش كردند،  و همكارانVasiljevicكه  طوري  به.است
 درصد در 1گالاكتوزيداز با غلظت -بيشترين تاثير آنزيم بتا

 ساعت بوده و با افزايش 2 تا 5/1 و زمان C°65دماي 
در ضمن، . غلظت آنزيم، سرعت فعاليت آن بيشتر شده است

- درصد آنزيم بتا1ميزان تغييرات نقطه انجماد شير، حاوي 
هرتووت   ميلي270 در حدود Cº37گالاكتوزيداز در دماي 

 ضريب تعيين بين نقطه ها آن . ساعت بوده است8در مدت 
 گزارش 9966/0انجماد و درصد آبكافت لاكتوز را در حدود 

  ). 12(كردند 
عنوان يك دو قندي احيـا         لاكتوز به  Tدر روش كلرآمين    

، سپس اضافي   شود  مي اكسيده   T  كلرآمين  وسيله  كننده، به   
شود و توليـد       با افزودن يدور پتاسيم، اكسيد مي      Tكلرآمين  

د بـه روش عيارسـنجي بـا              . كنـد   يد مي  در پايـان، مقـدار يـ

در نتيجـه،   . شـود   گيري مـي   محلول تيوسولفات سديم اندازه   
، مقـدار   )آب( شـاهد      آزمايـشي و نمونـه      اختلاف بين نمونـه   

ر نتيجه مقدار لاكتـوز موجـود در        كلرآمين مصرف شده و د    
البته لازم به گفتن است كه امروزه از        . دهد شير را نشان مي   

گيـري   عنوان يك روش استاندارد بـراي انـدازه         اين روش به    
ولي برخي فعـالان    . شود  لاكتوز شير تيمار نشده استفاده مي     

تعيين ميـزان آبكافـت نيـز       بخش صنعت از اين روش براي       
 جـاي تعمـق     ها  آنكه ميزان صحت نتايج     كنند    استفاده مي 

به همين دليل، در اين پژوهش سعي شد كارايي ايـن           . دارد
هـاي ايـن    با توجه بـه يافتـه  . روش، مورد آزمايش قرار گيرد    

شود كه روش كلـرآمين، روش مناسـبي         بررسي مشاهده مي  
براي تعيين لاكتوز شير بوده، ولي با افزايش آبكافت لاكتوز،          

 نظـر بـه تفـاوت       هـا و    قنـدي    غلظـت تـك    به دليل افـزايش   
مين، ميزان مـصرف تيوسـولفات      آ با كلر  ها  آنپذيري    واكنش

رد ميـزان   سديم، روند غيرمتعارف داشته و در نتيجـه، بـرآو         
سادگي  اي با چنين روشي به  پيچيده لاكتوز در چنين سامانه

ها بيانگر ايـن واقعيـت هـستند كـه            اين يافته . ممكن نيست 
هـاي لاكتـوز، مناسـب       يشتر براي محلول   ب Tروش كلرآمين   

هاي شـير، ميـزان      است و چون طي آبكافت لاكتوز در نمونه       
يابـد، ايـن روش، فاقـد دقـت           گلوكز و گالاكتوز افزايش مـي     

  .كافي است
براي تـشخيص ميـزان لاكتـوز        Hilton و   Macara البته

 را پيـشنهاد و     Tهـاي لبنـي، روش كلـرآمين         شير و فراورده  
ه روش كلرآمين نسبت به روش يـدومتري         ك كردندگزارش  

تـر و كنتـرل      به علت طـولاني بـودن زمـان واكـنش، دقيـق           
 نيز روش يدومتري    Fineبعدها  . )13(تر است  آزمايش، آسان 

هاي مناسب براي تـشخيص ميـزان         را از روش   Tو كلرآمين   
لاكتوز شير معرفي كرد و عنوان كرد كه نتايج حاصـل از دو             

كي با هم دارند، به طوري كه ميزان        روش، اختلاف بسيار اند   
 درصد لاكتوز در حد پـاييني       6 الي   4هاي   خطا براي غلظت  

ــود  ــه عنــوان يــك روش  ). 14(ب ــرآمين ب امــروزه، روش كل
هـاي    گيري لاكتوز شير توسط سـازمان       استاندارد براي اندازه  

هـاي شـير، مـورد        المللي فراورده   استاندارد و فدراسيون بين   
هـاي پـژوهش حاضـر نـشان          نتايج يافتـه  استفاده بوده، ولي    

دهد كه دقت اين روش بـراي شـيرهاي تيمـار شـده بـا                 مي
  .آنزيم، كمتر از شيرهاي تيمار نشده است
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هاي مطرح شده در رابطه با كارايي         حال با توجه با بحث    
از سه روش مورد آزمون در اين پژوهش به بررسـي           هركدام  

گونـه كـه      همان. شود  مي  ها پرداخته     ميزان همبستگي روش  
شـود، ارتبـاط خـوبي بـين ميـزان             مشاهده مـي   5در شكل   

 شده توسط روش كروماتوگرافي مايع در       گيري  لاكتوزِ اندازه 
گالاكتوزيداز با ميـزان    -شيرهاي تيمار شده توسط آنزيم بتا     

. لاكتوز محاسبه شده توسط روش نقطه انجماد وجود داشت        
، تفـاوت   اين دو روش از نظر سـنجش ميـزان لاكتـوز شـير            

اين موضـوع، بيـانگر ارتبـاط    . چنداني نسبت به هم نداشتند  
به بيان ديگر، .تنگاتنگ و قابل اعتماد بين اين دو روش است

 عنـوان يـك روش قابـل     تـوان بـه   از روش نقطه انجماد مـي    
گيـري ميـزان لاكتـوز يـا تعيـين ميـزان              اعتماد براي اندازه  

گيري  توز اندازهدر ضمن، ميزان لاك. آبكافت آن استفاده كرد
ــر از روش  شــده توســط روش نقطــه ــدكي كمت  انجمــاد، ان

دليل  كروماتوگرافي مايع بود كه اين موضوع ممكن است به          
ها طي فرايند آبكافـت آنزيمـي لاكتـوز و            تشكيل چندقندي 

  .  باشدها آنتداخل 
 در  Tگيري شده توسط كلرآمين      همچنين، لاكتوز اندازه  

  م، نـسبت بـه دو روش نقطـه        شيرهاي تيمار شـده بـا آنـزي       
انجماد و روش كروماتوگرافي مايع كمتر بود كـه علـت ايـن             
موضوع نيز ممكن است مربوط به حـساسيت ناكـافي روش           

هاي پايين لاكتـوز و حـضور قنـدهاي           به غلظت  Tكلرآمين  
 دقيقـه   60(در مراحل ابتـدايي آبكافـت لاكتـوز         . ديگر باشد 

 ،توســط ســه روشگيــري شــده  ميــزان لاكتــوز انــدازه) اول
نزديك به هم بودند، ولي پس از سـپري شـدن ايـن مـدت،               
ميزان لاكتوز تعيين شده توسط روش كلرآمين بـا دو روش           

  ). 5شكل(ديگر، اختلاف اندكي را نشان داد 
با توجه به يافته هاي اين بررسـي مـشاهده شـد كـه در      

 انجماد و    روند تغييرات آبكافت لاكتوز نيز هر دو روش نقطه        
ماتوگرافي مايع شباهت فراوانـي بـا هـم داشـتند، ولـي             كرو

گيري شده توسط روش كلرآمين  درصد آبكافتِ لاكتوزِ اندازه
T  ــود و حــداكثر ميــزان  انــدكي كمتــر از دو روش قبلــي ب

در )  دقيقه 210(اختلاف آبكافت لاكتوز در يك زمان مشابه        
بود؛ در حـالي كـه ايـن اخـتلاف بـراي دو               درصد 15حدود  

  . درصد بود2 انجماد و كروماتوگرافي حدود  هروش نقط
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گيري شده شيرهاي تيمار شده   اندازهنمايش ميزان لاكتوز -5شكل 

 روش ●گالاكتوزيداز با استفاده از سه روش نقطه انجماد -با آنزيم بتا
  )▲( و روش كروماتوگرافي مايع ■ Tكلرآمين 

Jeon   و Saunders         گزارش كردند كـه طـي آبكافـت
 سـاعت، درصـد     4 و مـدت     C°37لاكتوز در دمـاي     آنزيمي  

 انجماد، كمتر    گيري شده با روش نقطه     آبكافت لاكتوزِ اندازه  
 9/2اين اختلاف در حـدود      . از روش كروماتوگرافي مايع بود    

 علت اين تفـاوت را      ها  آن. بود) آبكافت لاكتوز ( درصد   7/6تا  
و ها طي فرايند آبكافت لاكتوز در شير          به تشكيل چندقندي  

ها را به منبع و مقدار آنزيم، غلظت          ميزان تشكيل چندقندي  
  .)15 (سوبسترا، دما و زمان عملكرد آنزيم نسبت دادند

گيري غلظت     ميزان كارايي سه روش اندازه       براي مقايسه 
ه صــورت هــا بــ لاكتــوز شــير، ميــزان ضــريب تعيــين روش

 6شـكل   گونـه كـه در         همـان  .نمودارهاي دوتايي رسم شـد    
  شــود، ميــزان ضــريب تعيــين دو روش نقطــه يمــشاهده مــ

 حدود  Tكلرآمين  – و كروماتوگرافي مايع   Tكلرآمين  –انجماد
في مايع در كروماتوگرا–انجماد    و براي دو روش نقطه 989/0

 كه اين ميزان، ارتباط خوب ايـن  محاسبه شد0/ 997حدود  
  . دهد ها را نشان مي روش

 ـ   (6در ضمن، با توجه بـه شـكل          ) ف و ب  نمودارهـاي ال
 2تر از  هاي پايين  شود كه براي لاكتوز در غلظت      مشاهده مي 

هاي لاكتوز در دو روش       درصد، همبستگي كمي بين غلظت    
ــاد ــه انجمـ ــرآمين –نقطـ ــاتوگرافي Tكلـ  و دو روش كرومـ

 6 وجــود دارد، در حــالي كــه در شــكل Tكلــرآمين –مــايع
  درصد لاكتوز، ارتباط5/0هاي بالاتر از    در غلظت ) ج نمودار(

كروماتوگرافي مـايع   –انجماد نسبتاً خوبي بين دو روش نقطه       
نقطه انجماد و كروماتوگرافي    (يعني هر دو روش،     . برقرار بود 
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گيـري   هاي مناسب و قابل اطميناني براي انـدازه      روش) مايع
، ولـي روش    هـستند  درصد   5 الي   5/0  لاكتوز شير در دامنه   

)  درصـد  5ا   ت ـ 2(هاي بالاي لاكتوز      كلرآمين فقط در غلظت   
  .روش مناسبي است

Nijplelsاز دو روش آنزيمـــــي و روش  و همكـــــاران 
گيري نقطه انجماد براي تعيين ميزان لاكتـوز شـير و             اندازه

گالاكتوزيداز استفاده كردند   -شيرهاي تيمار شده با آنزيم بتا     
 اعــلام 994/0و ميــزان ضــريب تعيــين دو روش را حــدود 

 سنجش ميزان لاكتوز     هم براي  Jeon و   Kwak). 10(كردند  
هـاي   گالاكتوزيـداز از روش   -شيرهاي تيمار شده با آنزيم بتا     

 گـزارش  هـا  آن. كروماتوگرافي مايع و آنزيمي استفاده كردند     
كردند كه هر دو روش، نتايج مشابهي بـراي ميـزان لاكتـوز             
شير نـشان دادنـد و در روش كرومـاتوگرافي مـايع، ميـزان              

. ي بيشتر از روش آنزيمي بـود      گيري شده، اندك   لاكتوزِ اندازه 

گيري لاكتوز   همچنين، روش كروماتوگرافي مايع براي اندازه     
شير نسبت بـه روش آنزيمـي، روش نـسبتاً مناسـبي بـود و        

  ). 4(دقت عمل و صحت فراواني داشت 
گيـري    توان نتيجه   هاي بررسي حاضر مي     با توجه به يافته       

ب، بـين   دليل وجـود ضـريب تعيـين بـسيار خـو            كرد كه به  
ــه ــث ، از روش     يافت ــورد بح ــه روش م ــل از س ــاي حاص ه
عنوان يـك روش سـاده، سـريع،          گيري نقطه انجماد به     اندازه
ي      هزينه، دقيـق و قابـل اعتمـاد بـراي انـدازه             كم گيـري كمـ

ويـژه هنگـام    ه   مقدار آبكافت لاكتوز در شير ب       لاكتوز، تعيين 
 لاكتوز و مـشخص كـردن زمـان توقـف تيمـار              شير كم   تهيه

 بـراي   Tهمچنـين، روش كلـرآمين      . آنزيمي اسـتفاده كـرد    
تعيين ميـزان لاكتـوز شـيرِ بـدون تيمـار، مناسـب و بـراي                

هـاي بـالاتر لاكتـوز،       هاي تيمار شده با آنزيم در غلظت       شير
  . تشخيص داده شد مناسب

y = 1.1349x - 0.7811
R2 = 0.988
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y = 1.0097x - 0.051
R2 = 0.9978
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  لفهاي مخت  توسط روشگيري لاكتوز نمايش ميزان همبستگي نتايج اندازه -6شكل 

 Tروش كروماتوگرافي مايع در مقابل روش كلرآمين ) ب                                                                 Tروش نقطه انجماد در مقابل روش كلرآمين ) الف
  روش كروماتوگرافي مايع در مقابل روش نقطه انجماد) ج

    

 الف ب

 ج

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  و همكارانآباديان آرمان سعيد../ . كروماتوگرافيهاي مقايسه روش
 

40

٤٠

• References

. هاي آن  و فراوردهشيمي و فناوري شير. عباسي، سليمان .1
  .1386،نامه، دانشگاه تربيت مدرس درس

ترجمه، . ، شيمي تجزيه مواد غذاييسيروين اس جيمز .2
 ص، 315. دانشگاه اروميه: اروميه . اصغرخسروشاهي اصل

1376.   
3. Zadow JG. Whey and Lactose Processing. 

London: Elsevier Applied Science. 1992. 

4. Kwak HS, Jeon IJ. Comparison of high performance 
liquid chromatography and enzymatic method for the 
measurement of lactose in milk. J. Food Sci, 1988; 53: 
975–976. 

5. Baer RJ, Frank JF, Loewenstein M. Freezing point 
measurement of lactose hydrolysis in acid whey and 
lactose solutions. Journal of Association of Official 
Analytical Chemists, 1980; 63: 587–590. 

6. Marshall R T, Goff HD, Hartel R W. Ice Cream. 6 td 
ed. Kluwer Academic and Plenum, New York, USA, 
2003.  

7. Chen S L Y, Frank J F, Loewenstein M. Estimation of 
lactose hydrolysis by freezing point measurement in 
milk and whey substrates treated with lactases from 
various microorganisms. Journal of Association of 
Official Analytical Chemists, 1981; 64: 1414–1419. 

8. Ferreira IMPLVO, Gomes AMP, Ferreira MA 
Determination of sugars and some other compounds in 
infant formulae, Follow-up milks and human milk by 
HPLC-UV/RI. Carbohydrate Polymers, 1998; 37: 225–
229. 

9. Chavez-Servin JL, Castellote AI, Lopez-Sabater AC. 
Analysis of mono-and disaccharides in milk-based 
formulae by high-performance liquid chromatography 
with refractive index detection. Journal of 
Chromatography, 2004; 1043: 211–215.. 

10. Nijplels HH, Evers PH, Novak G, Ramet JP. 
Application of cryoscopy for the measurement of 
enzymatic hydrolysis of lactose. J. Food Sci, 1980; 45: 
1684–1687. 

11. Kreft M, Jelen P. Stability and activity of β-
galactosidase in sonicated cultures of Lactobacillus 
delbrueckii subsp. Bulgaricus 11842 as affected by 
temperature and ionic environments. J. Food Sci, 2001; 
65: 1364–1368. 

12. Vasiljevic T, Jelen P. Lactose hydrolysis in milk as 
affected by neutralizers used for the preparation of 
crude β-galactosidase extracts from Lactobacillus 
bulgaricus 11842. Innovative Food Science and 
Emerging Technologies, 2002; 3: 175–184. 

13. Hilton CL, Macara FIC. The determination of aldose 
sugars by means of chloramine- T, with special 
reference to the analys of milk products. The Analyst, 
52, 668. 

14. Fine J. The iodimetric method of determining lactose 
in milk. J.  Biochem, 1932; 37: 569–572. 

15. Jeon IJ, Saunders SR. Effect of oligosaccharide 
formation on the cryoscopic measurements of enzymatic 
hydrolysis of lactose in dairy products. J. Food Sci. 
1980; 51: 245–246. 

 

 

www.SID.ir


