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 چكيده
و(شير در اشكال متفاوت ، پاستوريزه و داراي درصدهاي مختلفي از چربي داراي مقادير متغيري از ...) كامل

مي ويتامين و تكنيك روش. باشد هاي محلول در چربي هاي مختلفي از جمله اسپكتروفتومتر، گاز كروماتوگرافي به منظور ها

و ممكن است مقدارو كيفي ويتامينآناليز كمي  هاي محلول در چربي شير انجام گرفته ولي حساسيت آن ها بالا نبوده

مي ترين تكنيك از مهم. ها را نشان ندهد واقعي ويتامين توان به روش كروماتوگرافي مايع با فشار بالا اشاره هاي مورد استفاده

 در D3 در تحقيق حاضر با استفاده از تكنيك مذكور مقادير ويتامين. اشدب نمود كه از حساسيت بسيار بالايي برخوردار مي

ي شير پاستوريزه ساري در سه ماه اول و. مورد بررسي قرار گرفت1386شير خام كارخانه روش آماده سازي نمونه

و انحر. انجام گرفتAOAC با استفاده از منبع HPLCقرائت با دستگاه   D3اف معيار ويتامين نتايج نشان داد كه ميانگين

و خرداد به ترتيب ، ارديبهشت المللي واحد بين7/159±62/41، 5/196±28/44، 6/202±56در سه ماه فروردين

مي هاي مختلف معني تغييرات ميزان ويتامين در ماه. بر ميلي ليتر بوده است ي نتايج اين تحقيق با ساير. باشد دار مقايسه

ك مطالعات نشان مي و D3ه غلظت ويتامين دهد ، نژاد گاو شيرده ، نورخورشيد به عوامل مختلف از جمله تغييرات فصلي

و نياز به غني سازي شير D3گيري كلي آن كه شير خام داراي مقادير كمي از ويتامين نتيجه. نوع تغذيه بستگي دارد بوده

مي با ويتامين . باشد هاي سنتتيك

، كروماتوگرافي مايع با فشار بالاD3ويتامين: هاي كليدي واژه ، شير خام

 مقدمه-1

،%88شير كامل داراي. گردد شير سوسپانسيون كلوئيدي است كه از مواد جامد در محيط مايع تشكيل مي %6/8آب

و مي%4/3مواد جامد غير چربي مي ترين ويتامين از مهم. باشد چربي . شاره نموداDتوان به ويتامين هاي محلول در چربي

و  ) D2(هاي آرگوكلسيفرول دو فرم از اين ويتامين با نام. شود به تركيبات استروئيدي محلول در چربي گفته ميDويتامين

و كليه به هورمون استروئيدي فعال D3ويتامين. وجود دارند) D3(كوله كلسيفرول با مكانيسم هيدروكسيلاسيون در كبد

مي D2 دي هيدروكسي ويتامين25و1به D2و ويتامين D3 دي هيدروكسي ويتامين25و1 يك ميلي گرم. شود تبديل
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از D3ويتامين. المللي است واحد بين 40000 معادلD ويتامين در7از طريق واكنش فوتوشيميايي  دهيدروكسي كلسترول

و قارچ D2ويتامين. شود پوست توليد مي مي از آرگوسترول در گياهان .4(دشو ها تشكيل (

و تخم مرغ يافت ميD ويتامين ، شير ، كبد ، روغن ماهي تر. شود در برخي از غذاها نظير ماهيان چرب در بيش

، غني از ويتامين  و شكلات ، نان ، مارگارين ، برخي از شيرهاي پودري ، شير فرآيند شده كشورهاي صنعتي مثل انگليس

Dاز. باشند مي  1000 دارايDك فنجان شير غني شده با ويتاميني. باشدميD ويتامين شير انسان حاوي سطح پائيني

و مورد نياز ويتامين. باشدميDالمللي ويتامين واحد بين ، زيرا اين ويتامين به طورDتعيين مقدار دقيق  مشكل است

و از طريق نور خورشيد توليد مي نم از اين. شود طبيعي ).5(باشديرو مقدار دقيق آن قابل بررسي كمي

و بچهD3 كمبود دراز مدت ويتامين مي در نوزادان در بزرگسالان كمبود اين ويتامين باعث. شود ها باعث نرمي استخوان

، كمبود نسبي. گردد استئومالاسي مي و ضايعات پاتولوژيك ، ضعف عضلاني علائم اين بيماري شامل دردهاي اسكلتي

ميهمراه با هيپرپاراهيدروDويتامين  و افزايش ضايعات استخواني .9(باشد زيسم ثانويه (

و عوامل ضد قارچي ايميدازول با فعاليت ويتامين و اين عمل را با مهار كردن تبديلD آكتينومايسين 25 مغايرت داشته

مي توسط آنزيمD هيدروكسي ويتامين1و25بهDهيدروكسي ويتامين روكسي ويتامين هيد25(دهند هاي كليوي انجام

D–1سرب نيز باعث مهار سنتز ويتامين). هيدروكسيلازDشود مي .

و به صورت ميسلD جذب ويتامين ي كوچك ، گردش هاي وابسته به نمك از طريق روده هاي صفراوي انجام گرفته

بهكD هيدروكسي ويتامين25جذب مشتقات قطبي نظير. گيرد آن در بدن از طريق لنف صورت مي م تر وابسته

مي نمك و افزودني اين مشتقات به طور معني. باشد هاي صفراوي هاي غذايي وجود نداشته اگر چه مقادير داري در غذا

و شير يافت ميD هيدروكسي ويتامين25بسيار جزئي از  ).9(شود در گوشت

كها و عروق دچار صرع، بيماريفرادي كل، اسهال مزمن هاي قلب واي، مشكلات روده، كبد يا لوزالمعدهيه، اختلالات

كه. نمايندبا پزشك خود مشورت بايدD، قبل از مصرف ويتاميندن هست)بيماري سيستم ايمني(ساركوئيدوز  در زناني

).9(استفاده نمايندDنبايد بيش از حد مجاز از ويتاميندندوران حاملگي يا شيردهي هست

ميتD از آن جايي كه ويتامين و به مدت زيادي در بافت باقي توان نيازمندي روزانه ماند نمي وسط بدن توليد شده

در. نسبت اين ويتامين را دقيقاً مشخص نمود ، ميزان ، جنسيت نياز به اين ويتامين به فاكتورهاي مختلف از جمله سن

ب و مقدار پيگمانتاسيون پوست ، فصول به طور متوسط)19،12،10.(ستگي داردمعرض قرار داشتن در برابر نور خورشيد

اخيرا توسط انستيتو غذا. باشدميIU 400-200كه بايد هر فرد روزانه دريافت نمايد در حدودDمقدار غلظتي از ويتامين 

و زن تا حدود سنDو تغذيه ايالات متحده ميزان نياز روزانه ويتامين  و بزرگسالان مرد ، بچه ها در51را براي نوزادان
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ازو در خانم ) 5mg/ روز(روزانه  / 200IUحدود  از51هاي بالاتر و مردان بالاتر  سال ميزان دريافتي ويتامين70 سال

D3 در حدود روز /IU 400 600 ياIU 3و1( گزارش شده است.(

و كيفي ويتامين  Vanden Berg.م گرفته است نيز مطالعاتي انجاHPLC با استفاده از دستگاهD در ارتباط با آناليز كمي

غنيوD در شير خشك غني شده از ويتامينD به منظور آناليز كمي وكيفي ويتامين HPLC از دستگاه 1986در سال

مي1/0هاي با استفاده از اين روش تا غلظت. نشده استفاده نمود و تشخيص نانو گرم از اين ويتامين را توان رديابي نموده

).18(داد 

هاي سنتتيك به منظور غني سازي محصول توليد شده استفاده هاي محلول در چربي از ويتامين ظور جبران ويتامين به من

و همچنين افراد پير گزارش شده استDفرآيند غني سازي شير با استفاده از ويتامين. گردد مي از. در كودكان مدرسه اي

ي اين ويتامين و با درصد خاصي به اشا D3ها مي توان به ويتامين جمله ره نمود كه به صورت روتين در ايران انجام گرفته

از( شير خشك نوزادان اضافه مي گردد  .دارند D3 در گرم ويتامينIU 1در شيرهايي كه كم تر در غني سازي شيرهاي)

كه بيش تر از حد استاندارد باعD3بسته بندي شده بايد به اين نكته توجه داشت كه مقدار ويتامين  ث بروز عوارض ديگر

كه).11،13،14(باشد، نگردد ميDناشي از مصرف بالاي ويتامين نتايج تحقيقات در ايالات متحده حاكي از آن است

).9( سن دچار هيپرويتامينوز هستند65از افراد بالاي% 20

و تغييرات اين ويتامين را D3تامينو همكارانش اقدام به غني سازي پنير پاستوريزه با ويUpreti، 2002 در سال  نموده

در. در طي فرآيند توليد مورد آزمايش قرار دادند ،30 به مدتoC70وي از روش صابوني كردن قليايي  استفاده كرده

و در نهايت با استفاده از در Upreti).17( تعيين غلظت نمود HPLCعمل استخراج را با استفاده از اترپتروليوم انجام داده

و نتايج انتهاي فرآيند نشان داد كه ويتامين 100IU/28gبه ميزان D3خط توليد پنير از ويتامين بدون D3 استفاده نموده

مي هيچ Co29-21 ماه نگه داري پنير در دماي9نتايج تحقيق وي حاكي از آن است كه در طول. ماند گونه تغييري باقي

 دقيقه در دماي5ايجاد نمي شود، ولي به هنگامي كه پنير به مدت D3مين هيچ گونه تغييري در غلظت ويتاCo6-4و

Co232 در حدود ، مي D3از غلظت ويتامين%25-30 قرار داده شود نتايج همچنين نشان داد كه اضافه. گردد كاسته

و طعم پنير ايجاد نمي ).17(كند نمودن ويتامين هيچ گونه تغييري در بو

. بوده كه به طور طبيعي در غذاهاي غني شده وجود دارندD داراي مقادير بسيار بالايي از ويتامين هاي حيواني فرآورده

و روغن كبد ماهي منابع بسيار خوبي از ويتامين ، ساردين ، سالمون كم. باشندمي D3ماهيان آب شور نظير هرينگ مقادير

، روغن D3تري از ويتامين  ، كره ، گوشت گوساله ، تنقلات از نظر دارا. گياهي وجود دارددر تخم مرغ ، ميوه جات گياهان

و شكلات با درصدهاي. باشند فقير ميDبودن ويتامين  ، غلات ، كره، مارگارين ، شير مصرفي در ايالات متحده آمريكا
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داده كه ميزان نتايج نشان).16(در غذا رعايت گرددDسازي شده تا مقدار مجاز ويتامين غنيDمختلفي از ويتامين 

در صورتي كه با ). اندازه گيري با استفاده از روش بيولوژيكي( بوده استIU 70-35در حدود در شير گاو D3ويتامين 

).1(باشدميIU 80-50 در حدودD3انجام آزمايش هاي اسپكتروفتومتري مشخص گرديد كه ميزان ويتامين 

كLuce تحقيقات تر در شير گاوي كه به چراگاه برده ميDه ميزان ويتامينو همكارانش حاكي از آن است شود بيش

به عبارت ديگر نور خورشيد در گاوهاي شيرده باعث افزايش. شوند از گاوهايي است كه در مكاني تاريك نگه داري مي

 بستگي به نوع جيره او به اين نتيجه رسيد كه غلظت فاكتور ضد راشيتيستم در شير گاو. شود در شير آن ها ميDويتامين 

و همچنين درجه دريافت نور توسط گاو دارد .15(غذايي (Chick گرم از چربي شير گاو25/0و همكارانش پي بردند كه

نور خورشيد ميزان. گرم از چربي شير گاو تغذيه شده از علف در جاي تاريك بوده است6/0تغذيه شده در مرتع برابر با 

مي برا2آن را تاDويتامين   را در گاوهايي كه در معرض نورDو همكارانش ميزان ويتامين Dutcher).6(دهد بر افزايش

و نتايج نشان داد كه غلظت ويتامين ، مورد ارزيابي قرار دادند بيش تر از گاوهايي بود كه در جايDخورشيد قرار داشتند

.8(تاريك قرار داشتند  (

ها-2  مواد وروش
ي شير پاستوريزه ساري بوده كه از مناطق مختلف شهرستان ساري هاي مور نمونه د بررسي شامل شيرهاي خام كارخانه

و تحويل كارخانه داده مي شد  1386 عدد بود كه در سه ماه اول سال60ها تعداد نمونه). آوري مركز جمع( جمع آوري

. نمونه بوده است20 هاي مورد بررسي در هر ماه تعداد نمونه. مورد آزمايش قرار گرفتند

و هاي شير خام از چند جايگاه نمونه برداري به صورت تصادفي انجام گرفته بدين ترتيب كه نمونه نمونه برداري شده

دليل انجام اين كار تحويل شيرهاي مختلف با درصد. پس از مخلوط شدن به عنوان يك نمونه واحد در نظر گرفته شد

ب چربي ميهاي متفاوت به كارخانه ي كار تاثيرگذار باشد وده كه به نمونه. توانست در نتيجه ها در كنار زنجيره سرد

و پس از آماده ي اكولوژي درياي خزر انتقال داده شد ، با استفاده از دستگاه آزمايشگاه شيمي پژوهشكده سازي اوليه

HPLC و مقدار كمي ويتامين . مشخص گرديدD3 قرائت

تد به لحاظ نمونه ، نمونهبرداري و در حداقل زمان ريجي از كارخانه مورد آزمايش قرار) ساعت3تا2( ها به سرعت

. هاي مختلف نياز به يكسان سازي چربي نبود ها به لحاظ بررسي مخلوط نمونه در بررسي نمونه. گرفتند مي
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 آماده سازي محلول نمونه-2-1

ا200-300 به و به مدت ميلي ليتر از شير خام مقدار مشخصي و پتاس اضافه نموده ، سديم اسكوربات 45ز اتانول

و. دقيقه عمل رفلاكس انجام گرفت و اتر دو پترول شست ، محلول رفلاكس دو بار با آب مقطر، اتانول پس از سرد شدن

و جدا شدن لايه. شو داده شد و شو يافته به قيف جدا كننده ، لايه پس از انتقال محلول شست آبي را به قيف هاي مختلف

و شو  و عمل شست و پنتان انجام گرفت) چندين مرتبه(ديگر انتقال داده ، فاز آبي را دور. با اتانول پس از اين مرحله

و سه مرتبه با محلول پتاس  و فاز پنتاني را به قيف ديگر انتقال داده و سپس محتويات3ريخته و شو داده  درصد شست

و شو داده شدنداستخراجي با معرف فنل فتالئي محلول به دست آمده از اين مرحله را آبگيري.ن تا مرز خنثي شدن شست

ي دستگاه روتاري در دماي  و به وسيله ، به پنتان آبگيري شده، آنتي اكسيدان اضافه كرده تا درجه سانتي40كرده گراد

در. خشك شدن كامل تبخير گرديد ي خشك شده را و فاز متحرك ميلي ليتر مخل2باقي مانده ـ(وط تولوئن تولوئن

و محلول فوق جهت تزريق به دستگاه 95:5با نسبت) هگزان ، طول ODS انگليس، ستون CECIL مدل(HPLC حل كرده

) ميكروليتر INJ: 100و Flow/Rate: 1 ml/min ،Mobile Phase : Methanol ،Range : 0.5 نانومتر، UV = 254موج

و تعيين مقدا ستون تصفيه را قبل از به كار گيري با مخلوط الكل آميليك).13(ها استفاده گرديدر ويتامينجهت شناسائي

، سپس با فاز15ليتر در دقيقه به مدت حداقل ميلي6با جريان)10+90(و هگزان به نسبت  و شو داده  دقيقه شست

و شو حداقل به مدت ، عمل شست ).1،2،4،13،14( دقيقه ادامه يافت20متحرك

ي محلول استاندارد از ويتامين-2-2 ها تهيه

و در مقداري تولوئن حل 100يك بالن وزن مشخصي از مخلوط استانداردهاي مورد نظر را به  ميلي ليتري انتقال داده

و با همان تولوئن به حجم رسانده شد به ميلي10سپس. كرده ليتري ديگر يليم100يك بالن ژوژه ليتر از اين محلول را

و با فاز متحرك  ـ هگزان(منتقل كرده شد) تولوئن را25پس از اين مرحله،. به حجم رسانده  ميلي ليتر از محلول فوق

و با فاز متحرك، به حجم رسانده شده كه بر اساس نوع غلظت هر 100يك بالن ژوژه مجددا به  ميلي ليتري منتقل نموده

، واحد بر . غلظت محاسبه گرديدIU/m1 حسبيك از استانداردها

 HPLC كاليبر كردن دستگاه-2-3

ي استاندارد طبق دستور العمل بالا، و زمان 100-200 با توجه به تهيه  ميكروليتر از استاندارد را به دستگاه تزريق نموده

و بلندي پيك و ستون تصفيه ، با توجه به تغييرا هاي ويتامين بازداري ستون آناليز شدها .ت احتمالي فاز متحرك، مشخص



) 

و بحث-3  نتايج

و انحراف معيار ويتامين و خرداد به ترتيب در ماهD3 ميانگين ، ارديبهشت ±28/44، 6/202±7/56هاي فروردين

.1و شكل1جدول( بوده است(IU)ليتر ميلي/ المللي واحد بين62/41±7/159، 5/196 و كم ترين ميز) ان بيش ترين

( بوده است) خرداد ماه(100و 250و) ارديبهشت(130و 280،) فروردين(110و 310 به ترتيب D3ويتامين 

مي).1جدول .(P<0.05)دار نبوده است هاي مختلف معني در ماهD3دهد كه ميانگين تغييرات ويتامين نتايج نشان

تر).5(باشدميIU100چربي، حدود%2 در شير حاوي D3 غلظت ويتامين نتايج اين تحقيق حاكي از غلظت بيش

، آزمايش بر روي شير خام. برداري شده بوده است در شيرهاي خام نمونهD3ويتامين  دليل بيش تر بودن اين ويتامين

)5/3تا3( بوده كه داراي چربي بيش تري  و در نتيجه. بوده است%  در فرآيند پاستوريزه نمودن شير، ميزان چربي

مي غلظت ويتامين ).17(يابد هاي محلول در چربي كاهش

و پائيز داراي مقادير بيش تريDو همكارانش حاكي از آن است كه درصد ويتامين Ernest نتايج در فصول تابستان

و زمستان بوده است ش هاي در ماهDبدين ترتيب كه بيش ترين درصد ويتامين. نسبت به فصول بهار و و تير، مرداد هريور

هر(1/3-7/27 در شير گاو هولشتاين ازDتغييرات ويتامين. كم ترين مقدار آن نيز در ماه اسفند ديده شده است واحد

نتايج).7(در نوسان بوده است) usp/ واحد هر ليتر(8/4–8/43 از Guernseyو مقدار آن در شير گاو  ) usp/ ليتر

ي آن با فصل  و مقايسه ، نشاندهنده مقادير كم تر ويتامين Ernestبهار مطالعه تحقيق حاضر هاي در نمونهDو همكارانش

ي حاضر بوده است و سال 1996 تا 1995هاي در فصل بهار در سالDبدين ترتيب كه ميانگين غلظت ويتامين. مطالعه

و ميانگين غلظت 283و IU 228 در گاو هولشتاين به ترتيب1997 تا 1996هاي  در فصل بهار در سالDويتامين بوده

نتايج).7( بوده است 270و IU 228 به ترتيب Guernsey در گاو 1997 تا 1996هايو سال1996 تا 1995هاي

 7/159و 5/196، 6/202 در سه ماه مورد بررسي به ترتيب D3دهد كه ميانگين غلظت ويتامين تحقيق حاضر نشان مي

،Dان طوري كه اشاره شد اختلاف در غلظت ويتامينهم. المللي بوده است واحد بين ، نژاد گاو  به عوامل مختلف محيطي

و .بستگي دارد... نوع تغذيه

 گيري نتيجه-4

 در شير خام در حد نسبتاً قابل قبولي قرار دارد ولي به دنبال انجام فرآيندهاي مختلف در D3 هر چند ميزان ويتامين

، ميزان ويتامينشير از قبيل پاستوريزاسيو و هموژنيزاسيون و D3هاي محلول در چربي شير از جمله ويتامينن  كاهش يافته

هاي محلول آناليز ويتامين. سازي با اين ويتامين داشته تا درصد كمبود جبران گردد رو شير توليد شده نياز به غني از اين



))

با. گرفته است در كم تر مركزي انجامHPLCدر چربي با استفاده از دستگاه  براي دست يابي به نتايج مستدل در ارتباط

، زيرا تر در شيرهاي توليد شده در ساير استان هاي محلول در چربي نياز به انجام آزمايش هاي كامل ويتامين ها است

و هوايي تاثير بسزايي بر درصد ويتامين و آب . هاي محلول در چربي در شير دارد شرايط اقليمي

ي شير پاستوريزه در شهرستان ساريD3ميانگين تغييرات ويتامين:1شكل  در شير خام نمونه برداري شده از كارخانه

، ارديبهشت وخرداد ماهD3 مقدار ويتامين–1جدول ي ساري در فروردين ي شير پاستوريزه  در شيرهاي خام نمونه برداري شده از كارخانه

بر(1386 ) تكرار در هر آزمايش3ميانگين )( ميلي ليتربر حسب واحد بين المللي

)بر حسب واحد بين المللي بر ميلي ليتر(D3 ويتامين

 خرداد ارديبهشت فروردين رديف خرداد ارديبهشت فروردين رديف

1160 170 150 11130 160 180 

2180 160 190 12180 130 130 

3130 210 180 13290 130 210 

4190 250 250 14160 200 130 

5250 280 200 15195 180 145 

6220 220 160 16166 160 100 

7240 200 180 17196 190 100 

8260 270 100 18250 220 150 

9110 230 220 19275 250 160 

10 160 150 140 20310 170 120 
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