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 خدا نام به

 استاندارد ايرانآشنايي با سازمان ملي 

 و تحقیقات استاندارد مؤسسۀ مقررات و قوانین اصلاح قانون 3مادۀ یک بند موجب به ایران صنعتی تحقیقات و استاندارد مؤسسۀ

ی ملی )رسمی( استانداردها نشر و تدوین تعیین، وظیفه که است کشور رسمی مرجع تنها 1331 ماه بهمن مصوب ایران، صنعتی

  .دارد عهده به را ایران

بوه   92/6/29موسسه استاندارد و تحقیقات صنعتی ایران به موجب یکصد و پنجاه و دومین جلسه شورای عالی اداری موور    نام

  .جهت  اجرا ابلاغ شده است 92/3/29مور   33333/996سازمان ملی استاندارد ایران تغییر و طی نامه شماره 

مؤسسوات   و مراکو   نظوران  صواحب  کارشناسان سازمان، از مرکب فنی های کمیسیون در مختلف های حوزه در ارداستاند تدوین

تولیودی،   بوه شورایط   توجوه  با و ملی مصالح با همگام وکوششی شود می انجام مرتبط و آگاه اقتصادی و تولیدی پژوهشی، علمی،

کننودگان،  مصور   تولیدکننودگان،  شوام   نفوع،  و حو   بانصواح  منصوفانۀ  و آگاهانوه  مشوارکت  از کوه  اسوت  تجواری  و فنواوری 

نووی    پوی    .شوود  می حاص  دولتی غیر و دولتی های سازمان نهادها، تخصصی، و علمی مراک  کنندگان، وارد و صادرکنندگان

 از دریافت پ  و شودمی ارسال مربوط فنی های کمیسیون اعضای و نفع ذی مراجع به نظرخواهی برای ایران ملی استانداردهای

 و ایوران اوا    ملی )رسومی(  استاندارد عنوان به تصویب صورت در و طرح رشته آن با مرتبط ملی کمیتۀ در پیشنهادها و نظرها

 .شود می منتشر

کننود   موی  تهیوه  شوده  تعیوین  ضوابط رعایت با نی  صلاح ذی و مند علاقه های سازمان و مؤسسات که استانداردهایی نوی  پی 

بودین ترتیوب،    .شوود  موی  منتشور  و اوا   ایوران  ملوی  اسوتاندارد  عنووان  بوه  تصوویب،  درصورت و بررسی و حطر ملی درکمیتۀ

ملوی   کمیتوۀ  در و تودوین  3 شومارۀ  ایوران  ملوی  اسوتاندارد  در شوده  نوشته مفاد اساس بر که شوند می تلقی ملی استانداردهایی

 .باشد رسیده تصویب هب دهدمی سازمان ملی استاندارد ایران تشکی  مربوط که استاندارد

(ISO)استاندارد  المللی بین سازمان اصلی اعضای از ایران سازمان ملی استاندارد
9المللی الکتروتکنیک  بین ،کمیسیون1

(IEC) و 

3قانونی  شناسی اندازه المللی بین سازمان
(OIML) 2رابط تنها به عنوان و است

 کودک  غویایی    کمیسویون  
3
(CAC)کشوور  در 

پیشورفت   آخرین از کشور، خاص های نیازمندی و کلی شرایط به توجه ضمن ایران ملی استانداردهای تدوین در .کند می فعالیت

  شود.می گیریبهره المللی بین استانداردهای و جهان صنعتی و فنی علمی، های

 سلامت کنندگان، حفظ مصر  از حمایت برای قانون، در شده بینی پی  موازین رعایت با تواند سازمان ملی استاندارد ایران می

 از اجورای بعضوی   اقتصوادی،  و محیطوی  زیسوت  ملاحظوات  و محصووتت  کیفیوت  از اطمینوان  حصول عمومی، و فردی ایمنی و

 اسوتاندارد، اجبواری   عوالی  شوورای  تصویب اب وارداتی، اقلام یا /و کشور داخ  تولیدی محصوتت برای را ایران ملی استانداردهای

-و درجوه  صوادراتی  کاتهای استاندارد اجرای کشور، محصوتت برای المللی بین بازارهای حفظ منظور به تواند می سازمان نماید. 

 در زمینۀ فعال مؤسسات و سازمان ها خدمات از کنندگان استفاده به بخشیدن اطمینان برای همچنین نماید. اجباری را آن بندی

 و مراکو   هوا  آزمایشوگاه  محیطی،زیست مدیریت و کیفیت مدیریت های مسیست صدور گواهی و ممی ی بازرسی، آموزش، مشاوره،

 نظوام  ضووابط  اساس بر را مؤسسات و ها سازمان گونه این سازمان ملی استاندارد ایران سنج ، وسای  کالیبراسیون ) واسنجی(

 آن هوا  عملکرد بر و اعطا ها آن به صلاحیت تأیید گواهینامۀ تزم، شرایط احراز صورت در و کند می ارزیابی ایران تأیید صلاحیت

 انجوام  و گرانبهوا  فلو ات  عیوار  تعیوین  سنج ، وسای  کالیبراسیون ) واسنجی ( یکاها، المللی بین دستگاه ترویج .کند نظارت می

 .است سازمان این وظایف دیگر از ایران ملی استانداردهای سطح ارتقای برای تحقیقات کاربردی

                                                 
1 - International Organization for Standardization 

2 - International Electrotechnical Commission 

3 - International Organization of  Legal Metrology (Organisation Internationale de Metrologie Legale)  

4 - Contact point 

5 - Codex Alimentarius Commission 
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 پيش گفتار

( به روش کرومواتوگرافی  شام  اشکال گلیکوزیله شده)B6 گیری ویتامین اندازه -غیایی  مواد "استاندارد

یوک هو ار و    در و  شده تدوین و مربوط تهیه های توسط کمیسیون آن نوی  پی  که "مایع با کارآیی بات

 وردم 3/19/1329استاندارد خوراك و فرآورده های کشاورزی مور   ملی کمیتۀ اجلاس سیصد و نوزدهمین

سوازمان ملوی   مقوررات   و قووانین  اصولاح  قوانون  3 موادۀ  یک بند استناد به اینک است، گرفته قرار تصویب

  شود.منتشر می ایران ملی استاندارد عنوان به ،1331 ماه بهمن مصوب ایران، استاندارد

خدمات،  و علوم صنایع، زمینۀ در جهانی و ملی های پیشرفت و تحوتت با هماهنگی و همگامی حفظ برای

 تکمیو   و اصولاح  بورای  که پیشنهادی هر و شد خواهد نظر تجدید ل وم مواقع در ایران ملی استانداردهای

 گرفوت.  خواهود  قورار  توجوه  موورد  مربوط فنی کمیسیون در نظر تجدید هنگام شود، ارائیه این استانداردها

  .کرد هاستفاد ملی استانداردهای تجدیدنظر آخرین از همواره بنابراین، باید

 

 خذي كه براي تهيه اين استاندارد مورد استفاده قرار گرفته به شرح زيراست:و ما منبع

 
DIN EN 14663:2006-03, Foodstuffs – Determination of vitamin B6 (including its                

   glycosylated forms) by HPLC. 
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 ل اشکال گليکوزيله شده(شام)  B6گيري ويتامين اندازه -مواد غذايي 

 بالا به روش كروماتوگرافي مايع با كارآيي 

  

 هدف و دامنه كاربرد 1

با استفاده از روش  ،در مواد غیاییB6 گیری می ان ویتامین  تعیین روش اندازه استاندارد،هد  از تدوین این 

اد غیایی خشک، مایع و آبدار این استاندارد، برای کلیه مو. باشد ، می1کروماتوگرافی مایع با کارآیی بات

 کاربرد دارد. 

 
و  3، مشتقات فسفوریله شده2پیریدوکسامین، 3، پیریدوکسال9کسینوپیریدجرمی ج ء  ، مجموعهB6ویتامین : 1يادآوري 
 شود.بیان میکسین وپیریدکه برحسب  ،ستا هاآن 6گلیکوزیله شده-اشکال بتا

 

)غیای کودك(، پوره سیب زمینی، سب یجات با  بر روی سمولینا با شیر اندارد،شرح داده شده در این است روش: 1يادآوري 

3گرم، اعتبار بخشی 199گرم در میلی 91/1گرم تا  199گرم در میلی 932/9از  3ویتامینه ، نوشیدنیگوشت
 شده است.  

 

 مراجع الزامي 1

بودین   .ها ارجاع داده شده اسوت  آنمدارك زیر حاوی مقرراتی است که در متن این استاندارد ملی ایران به 

شود. در صورتی که به مدرکی با ذکر تاریخ  ی از این استاندارد ملی ایران محسوب مییترتیب آن مقررات ج 

ها و تجدید نظرهای بعدی آن مورد نظر ایون اسوتاندارد ملوی ایوران     انتشار ارجاع داده شده باشد، اصلاحیه

ها ارجاع داده شده است، همواره آخرین تجدیدنظر  اریخ انتشار به آننیست. در مورد مدارکی که بدون ذکر ت

 ها مورد نظر است.  های بعدی آنو اصلاحیه

 

 استفاده از مرجع زير براي اين استاندارد الزامي است:

ها و  ویژگی -مورد مصر  درآزمایشگاه تج یه  -، آب1331: سال 1393شماره استاندارد ملی ایران  9-1

 مون.های آز روش

 

                                                 
1
 HPLC: High Performance Liquid Chromatography  

2
 Pyridoxine 

3
 Pyridoxal 

4
 Pyridoxamine 

5
 Phosphorylated derivatives 

6
 β-glycosylated forms 

7
 Multi vitamin 

8
 Validation 
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 اصول آزمون 9

گلیکوزیله شدن دِفسفوریله شدن و  هیدرولی  اسیدی و دِ پیریدوکسال، پیریدوکسامین و پیریدوکسین طی

 شوند.گلیکوزیداز، از مواد غیایی استخراج می-بتا اسید و آن یمی با استفاده از فسفاتاز

 

جداسازی شده  HPLCن( توسط )پیریدوکسال، پیریدوکسامین و پیریدوکسی B6ویتامین مشتقات مختلف 

  از پیوست ث این استاندارد(.     9و  1مراجع ) شوندگیری میاندازه  انروسو با آشکارساز فلو

 

 مواد و/يا واكنشگرها 4

 كليات  4-1

خالص  1ای گیری، اگر دستور دیگری داده نشده باشد، فقط از واکنشگرهای تج یه در طی مراح  اندازه

استاندارد  مطاب  با 1شده بهره بگیرید. آب مصرفی برای آزمای  باید آب مقطر نوع آزمایشگاهی شناخته 

دوبار  آب یا ،ویژگی ها و روش های آزمون –، آب مورد مصر  در آزمایشگاه تج یه 1393ملی ایران شماره 

 تقطیر باشد.

 

 محلول ها مواد شيميايي و 4-1

 % 99.9  برابر و يا بيشتر ازجزء جرمي با  ،(K2HPO4 · 3H2O) دي پتاسيم هيدروژن فسفات  4-1-1

 % 99.0 با درجه خلوص برابر و يا بيشتر از ،  (CH3COONa) بدون كريستال آب سديم استات 4-1-9

 % 99.0 با درجه خلوص برابر و يا بيشتر از ، (Cl3CCOOH) (TCA) اسيد تري كلرواستيک 4-1-4

 mol/l 2.5  ت برابر بابا غلظ ، (CH3COONa)محلول استات سديم  4-1-5

 لیتر برسانید. 1به حجم ( را با آب مقطر 3-2طب  بند گرم از استات سدیم) 993

با غلظت ( ،K2HPO4) دي پتاسيم هيدروژن فسفات )اختياري(، محلول پس ستونواكنشگر  4-1-6

   mol/l 0.15   برابر با  

 1999را به حجوم   و آن کردهمقطر ح  ( را در آب 9-2طب  بند ) گرم دی پتاسیم هیدروژن فسفات9/32

  آن را بگیرید مخلوط کرده و گاز ،سپ  .لیتر برسانیدمیلی

 

                                                 
1 Analytical grade    
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  mol/l 1    با غلظت برابر با ،  (HCl)محلول هيدروكلريک اسيد 4-1-7

   mol/l 0.1    با غلظت برابر با ،  (HCl)محلول هيدروكلريک اسيد  4-1-8

   mol/l 0.2     با غلظت برابر با ،  (HCl)محلول هيدروكلريک اسيد  4-1-3

 mol/l 1     با غلظت برابر با ،  (H2SO4)اسيد سولفوريک محلول 4-1-11 

 درجه سلسيوس 61 درجه سلسيوس تا 41دامنه جوش پتروليوم سبک،  4-1-11

 U/mg 9/51از سيب زميني، فعاليت آنزيمي حدود فسفاتاز اسيد،  4-1-11

 9 مراجعبه اطلاعات بیشتر  کسب برای .مطابقت نماید ،9-13-9-2با بند  بایدده، آن یم مورد استفافعالیت 

 . کنیدمراجعه  پیوست ث این استاندارد 3و

 

 اسيد محلول فسفاتاز 4-1-19

 كليات 4-1-19-1

لیتر آب میلی 19و به آن  کرده( را در یک بشر توزین 19-9-2طب  بند اسید ) گرم فسفاتازمیلی 69مقدار 

این محلول را توازه و  . کنیدرا ح  دقیقه، آن 9 زمان به مدت به کمک هم زدن سپ  نمایید.اضافه مقطر 

 .کنیدصورت روزانه تهیه هب

 

 اسيد كنترل فعاليت فسفاتاز  4-1-19-1

و با اسید  کردهرا در یک بشر توزین کام  رد آگرم  3گرم پوره سیب زمینی یا  3گرم گوشت،  19مقدار  

( و 1-13-9-2طب  بند اسید ) لیتر محلول فسفاتازمیلی یک. کنیداستخراج  ،1-9-6ر بند شده د نوشته

لیتر محلول نمونه استخراج شده میلی 3/19( را به 13-9-2طب  بند ) گلوک یداز-بتالیتر محلول میلی یک

ول شب در و یا در ط کردهگیاری ساعت انکوبه 19. محلول را به مدت حداق  کنیدو مخلوط  بیاف ایید

 لیتر محلول فسفاتازمیلی 9هم خوردن قرار دهید. این مرحله را با به درجه سلسیوس، در حال  33دمای 

 .کنیداسید تکرار 

اه نتوایج غلظوت جرموی ترکیبوات     گیری نمایید. اناناندازه 6-6ها را مطاب  با بند غلظت جرمی ویتامین

نمایود.  باشود، فعالیوت آنو یم موورد اسوتفاده کفایوت موی       در هر دو محلول حاوی نمونه برابور    B6ویتامین 

 دهد.کروماتوگرام، پیک حاص  از پیریدوکسامین فسفات را نشان نمی

                                                 
1 U شرایط استاندارد، تغییر شک  یک  در: این واحد )اغلب واحد بین المللی یا واحد استاندارد نامیده می شود( عبارت است از مقدار آن یمی که

 .میکرومول سوبسترا در دقیقه را کاتالی  می کند
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 U/mg 1/9از بادام. فعاليت آنزيمي حدود گلوكزيداز، -بتا 4-1-14

از  3و  9مراجوع  بوه  اطلاعات بیشوتر   کسب برای .کندمطابقت  9-13-9-2با بند  بایدآن یم مورد استفاده، 

 .کنید مراجعه این استانداردپیوست ث 

 گلوكزيداز-بتامحلول  4-1-15

 كليات 4-1-15-1

لیتور آب مقطور   میلوی  19و بوه آن   کرده( را توزین 12-9-2طب  بند ) گلوک یداز-گرم بتامیلی 199مقدار 

صوورت  هتازه و بو این محلول را  .کنیدرا ح   دقیقه، آن 9 زمان هم زدن به مدتسپ  به کمک  .بیاف ایید

 .کنیدروزانه تهیه 

 گلوكزيداز -بتاكنترل فعاليت   4-1-15-1

 به وسیله و کردهگرم آرد کام  را در یک بشر توزین  3گرم پوره سیب زمینی یا  3گرم گوشت،  19مقدار 

   اسید  فسفاتازل لیتر محلومیلی یک. دهیداستخراج را انجام  عملیات 1-9-6در بند  نوشته شده اسید

لیتر میلی 3/19 ( را به13-9-2طب  بند ) گلوک یداز-بتالیتر محلول میلی یک( و 1-13-9-2طب  بند )

ساعت  19حداق   زمان . محلول را به مدتکنیدو مخلوط  کردهمحلول نمونه استخراج شده اضافه 

ر دهید. این هم خوردن قرا به درجه سلسیوس، در حال 33و یا در طول شب در دمای  کردهگیاری انکوبه

 .کنیدتکرار  بتاگلیکوزیدازلیتر محلول میلی 9مرحله را با 

اوه نتوایج غلظوت جرموی ترکیبوات      . انانکنیدگیری اندازه 6-6ها را مطاب  با بند غلظت جرمی ویتامین

. موی کنود  در هر دو محلول حاوی نمونه برابور باشود، فعالیوت آنو یم موورد اسوتفاده کفایوت          B6ویتامین 

 دهد.گرام، پیک حاص  از پیریدوکسامین فسفات را نشان نمیکروماتو

 (=mol/l  TCA 0.005حاوي mol/l 0.015  با غلظت برابر با اسيد سولفوريک)HPLC فاز متحرک  4-1-16

لیتر محلول سوولفوریک  میلی 13( را در 2-9-2طب  بند ) کلرواستیک اسیدگرم تریمیلی 313± 3مقدار 

. سوپ  بوا آب   کنیود لیتری منتقو    یکدار و به بالن اندازه کرده( ح  19-9-2د طب  بن) یک موتر اسید

 .آن را بگیریدو گاز  کردهمخلوط سپ ، مقطر به حجم برسانید. 
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 براي كف زداييروغن سيليکون،  17 -4-1

 1مواد استاندارد 4-1-18

 كليات 4-1-18-1

مختلفوی تهیوه    کنندگانتامینتوان از میرا  (PN) ( و پریدوکسینPL) (، پیریدوکسالPM) پیریدوکسامین

را هوا  نمود. به دلی  احتمال اختلا  درجه خلوص مواد اسوتاندارد، تزم اسوت غلظوت و درجوه خلووص آن     

 (.3-99-9-2و  2-12-9-2 هایبند طب ) کنیدگیری اندازه

ر و يا با درجه خلوص براب  ،(C8H12N2O2 · 2HCl) دي هيدروكلريد (PM) پيريدوكسامين 4-1-18-1

 % 98   بيشتر از

 % 98   با درجه خلوص برابر و يا بيشتر از ، (C8H9NO3 · HCl)هيدروكلريد (PL) پيريدوكسال 4-1-18-9

 % 98  با درجه خلوص برابر و يا بيشتر از،  ( C8H11NO3 · HCl)هيدروكلريد (PN) پريدوكسين 4-1-18-4

 1هاي ذخيرهمحلول 4-1-13

 μg/ml (ppm)511  با جرم حجمي تقريبي، دي هيدروكلريد ريدوكسامينمحلول ذخيره پي 4-1-13-1

با  آن را و کرده( را توزین 3-13-9-2طب  بند ) هیدروکلریددیگرم پیریدوکسامینمیلی 13/3مقدار 

برسانید. این محلول در لیتر میلی 199به حجم  (3-9-2طب  بند ) موتر 1/9 اسیدمحلول هیدروکلریک 

 ماه پایدار است. 9مدت درجه سلسیوس به  -13هفتوه و در دمای  یکمدت  لسیوس به درجه س 2دمای 

 μg/ml (ppm) 511 با جرم حجمي تقريبيهيدروكلريد،  محلول ذخيره پيريدوكسال 4-1-13-1

با محلول  آن را و کرده( را توزین 3-13-9-2طب  بند ) هیدروکلریدپریدوکسالگرم میلی 2/69مقدار 

 2برسانید. این محلول در دمای لیتر میلی 199به حجم ( 3-9-2طب  بند ) موتر 1/9 سیدهیدروکلریک ا

 ماه پایدار است. 9مدت درجه سلسیوس به  -13هفتوه و در دمای  1مدت  درجه سلسیوس به 

 μg/ml (ppm) 511 با جرم حجمي تقريبي ، هيدروكلريد پريدوكسينمحلول ذخيره  4-1-13-9 

با محلول  آن را و کردهتوزین  ( را2-13-9-2طب  بند ) هیدروکلرید ینپریدوکس رمگمیلی 3/69مقدار 

درجه  2برسانید. این محلول در دمای میلی  199به حجم ( 3-9-2طب  بند ) هیدروکلریک اسید

 ماه پایدار است. 9درجه سلسیوس به مدت  -13هفتوه و در دمای  1مدت  سلسیوس به 

 هاي غلظتآزمون 4-1-13-4

 (، پیریدوکسووال 1-12-9-2طبو  بنود   ) پیریدوکسووامین های ذخیووره  لیتر از محلولمیلی یک ،ترتیب به

 39های انودازه دار  ( را به طور جداگانه به بالن3-12-9-2طب  بند ) و پریدوکسین (9-12-9-2طب  بند )

                                                 
1 Standard substances 
2 Stock solution 
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جم برسوانید. میو ان   ( به ح3-9-2طب  بند )هیدروکلریک اسید با محلول  آن را و کردهلیتری منتق  میلی

محلوول  متوری، در مقابو    سوانتی  1کووارت    1نمایوه طوول مووج مربووط و در    هوا را در  محلوول ایون  جیب 

بوه  ) گیوری نماییود   به روش بیناب سونجی انودازه  )به عنوان شاهد(  (3-9-2طب  بند )هیدروکلریک اسید 

 ..(مراجعه کنید 1جدول 

( 1) فرمول با استفاده ازلیتر، به میکروگرم در میلیرا ، B6 ،iρ غلظت جرمی هر یک از ترکیبات ویتامین 

 :کنیدمحاسبه 

 

 (:1فرمول)

 

 که در آن:

iρ    محلول ذخیرهلیتر ، پیریدوکسال و پریدوکسین، به میکروگرم در میلیپیریدوکسامینغلظت جرمی 

A   کثریدر طول موج حدا ، پیریدوکسال و پریدوکسینپیریدوکسامین هایمقدار جیب محلول maxλ  

 (مراجعه کنید 1به جدول ) 

iε    ضریب جیب مولکولیPM ،PL  یاPN  درpH تعریف شده است 1گونه که در جدول مناسب همان 

Mi مولکولی  جرمPM ،PL  وPN تعریف شده است 1گونه که در جدول به ترتیب مواد استاندارد، همان 

V   در این ضریب رقت( جاV = 50) 

F     ترکیبات ویتامین ضریب تبدیB6 بدون اسید 

        بوه 99-9-2و  3-12-9-2بوه   9-12-9-2هوای دقیو    محاسوبه غلظوت   بورای های جرموی را  این غلظت

 به کار برید. 2-9-99-6

 
  B6تركيبات ويتامين  هايي براي ضرايب جذب موليمثال-1جدول 

F Mi 

g.mol 
–1 

iε 

mmol
-1

.cm
-1 maxλ تركـــيبات حلال 

623/9 1/921 9/3 929 mol/l HCl, pH ~1 1/9 PM . 2 HCl
a 

391/9 6/993 9/2 933 mol/l HCl, pH ~1 1/9 PL . HCl
b 

393/9 6/993 6/3 921 mol/l HCl, pH ~1 1/9 PN . HCl
c 

a     PM . 2 HCl   =(9-13-9-2طب  بند ) دی هیدروکلرید پیریدوکسامین 
b         

PL . HCl =(3-13-9-2طب  بند ) هیدروکلرید پیریدوکسال  
c         

PN . HCl= (2-13-9-2طب  بند ) هیدروکلرید پریدوکسین 

                                                 
1 Cell 

FV
MA

i

i
i 
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 هاي استانداردمحلول 4-1-11

 μg/ml (ppm) 10  با جرم حجمي تقريبي (،PM) پيريدوكسامين Ιمحلول استاندارد  4-1-11-1

 اسوید  با محلول هیدروکلریک ( را1-12-9-2طب  بند ) پیریدوکسامینلیتر از محلول ذخیره میلی 9مقدار 

 روزانوه  بوه طوور  و توازه  به صورت  محلول را لیتر برسانید. میلی 199( به حجم 3-9-2طب  بند ) موتر1/9

 .کنیدتهیه 

 μg/ml (ppm) 10  با جرم حجمي تقريبي (،PL) پيريدوكسال Ιمحلول استاندارد  4-1-11-1

 ( را با محلوول هیودروکلریک اسوید   9-12-9-2ب  بند ط) پیریدوکسالاز محلول ذخیره لیتر میلی 9مقدار 

 روزانوه  بوه طوور  و توازه  به صورت  محلول را لیتر برسانید. میلی 199( به حجم 3-9-2طب  بند )موتر 1/9

 .کنیدتهیه 

 μg/ml (ppm) 10 (، با جرم حجمي تقريبي PN) پريدوكسين Ιمحلول استاندارد  4-1-11-9

 ( را بوا محلوول هیودروکلریک اسوید    3-12-9-2طب  بند ) پریدوکسین خیرهاز محلول ذلیتر میلی 9مقدار 

 روزانوه  بوه طوور  و تازه به صورت  محلول را لیتر برسانید. میلی 199( به حجم 3-9-2طب  بند ) موتر 1/9

 .کنیدتهیه 

 μg/ml (ppm) 1  با جرم حجمي تقريبي (،PM) پيريدوكسامين Πمحلول استاندارد 4-1-11-4

 ( را با محلول هیدروکلریک1-99-9-2طب  بند ) پیریدوکسامین Ιلیتر از محلول استاندارد میلی 19مقدار 

 بوه طوور  و توازه  بوه صوورت    محلول را لیتر برسانید. میلی 199( به حجم 3-9-2طب  بند )موتر 1/9اسید 

 .کنیدتهیه  روزانه

 μg/ml (ppm) 1 ي (، با جرم حجمي تقريبPL) پيريدوكسال Πمحلول استاندارد 4-1-11-5

 ( را بوا محلوول هیودروکلریک   9-99-9-2طب  بنود  ) ریدوکسالپ Ιلیتر از محلول استاندارد میلی 19مقدار 

 بوه طوور  و توازه  به صوورت   محلول را لیتر برسانید. میلی 199( به حجم 3-9-2طب  بند ) موتر 1/9 اسید

 .کنیدتهیه  روزانه

 μg/ml (ppm) 1 (، با جرم حجمي تقريبي PN) پريدوكسين Πمحلول استاندارد 4-1-11-6

 ( را بوا محلوول هیودروکلریک   3-99-9-2طب  بند ) پریدوکسین Ιلیتر از محلول استاندارد میلی 19مقدار 

 بوه طوور  و توازه  به صوورت   محلول را لیتر برسانید. میلی 199( به حجم 3-9-2طب  بند ) موتر 1/9 اسید

 .کنیدتهیه  روزانه

 HPLCل درجه خلوص كروماتوگرافي توسط كنتر 2-1-11-7

 به صورت زیر کنترل نمود. HPLCتوان با خلوص مواد استاندارد را می

-99-9-2، 1-99-9-2طب  بندهای )را  PNو  PM, PLشام   Ιهای استاندارد های معینی از محلولحجم

رجه خلوص مواد (. د2-6)طب  بند  کنیدو آنالی   کرده ت ری  HPLC( به دستگاه 3-99-9-2 و 9

  ( محاسبه کنید:9) فرمول با استفاده ازاستاندارد را 

 



  

3 

 

 (:9فرمول)

 

 که در آن:

Ri  خلوص ماده استاندارد درجهiبه درصد ، 

xi  سطح زیر پیک ماده استانداردi 

B    بدون در نظر گرفتن پیک محلول(. 1مجموع سطوح زیر پیک مواد آلوده کننده( 

 

 ،صوورت  ، در غیور ایون  درصد باشود  23 بی  ازمساوی یا  بایدمواد استاندارد درجه خلوص کروماتوگرافی 

 های استاندارد جدیدی بسازید.برید یا محلول مواد استاندارد جدیدی به کار

 (PM, PL, PN)محلول كاليبراسيون مخلوط شده 4-1-11
  μg/ml 1/1تا  μg/ml 11  با جرم حجمي ،1

( یوا  3-12-9-2توا   1-12-9-2طبو  بنودهای   ) PNو  PM ،PLهوای ذخیوره   معینی از محلوول های حجم

دار ( را به یک بوالن انودازه  6-99-9-2تا  1-99-9-2طب  بندهای ) PNو  PM ،PL  های استانداردمحلول

 طبو  بنود   ) اسید هیدروکلریکلیتر محلول میلی 3/6به آن  ،و در صورت ل وم کردهلیتری منتق  میلی 99

و در ادامه بوا محلوول    pH = 3/2 در(، 3-9-2طب  بند سدیم )با محلول استات . سپ کنید( اضافه 2-9-3

را با آب مقطر به حجم برسانید آن ،سپ  تنظیم نمایید. pH = 3 در (19-9-2طب  بند اسید ) سولفوریک

 .های کالیبراسیون()محلول کنیدو مخلوط 

محلول کالیبراسیون  HPLCب  از ت ری  به قشود. در صورت ل وم، می پیشنهادنقطه کالیبراسیون  3 حداق 

 .کنیدرقی  سازی مخلوط شده را با فاز متحرك 

 

 وسايل        5

 كليات   5-1

 زیر نی  مورد نیاز است:به شرح اف ون بر وسای  معمولی آزمایشگاه، وسای  

                                                 
1
 Contaminating substances 

2
 Mixed calibration solution 

Bx

x
R

i

i
i
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 .های معینگیری جیب در طول موج قادر به اندازه، 1بيناب سنج ماوراي بنفش   5-1

اتوکلاو آزمایشگاهی، آون یا حمام آب با قابلیت هم زدن، با قابلیت تنظیم در دمای ، كندستگاه گرم   5-9

 .درجه سلسیوس 33

با طول موج  9آشکار ساز فلوروسان ، 1دارای یک پمپ، وسیله ت ری  کننده نمونه،  HPLCسيستم    5-4

و مجه  به   4گیر نانومتر و انتگرال 329متر و نانو 929تهییج و نشر قاب  تنظیم به ترتیب در طول موج های 

 باشد.می 5مشت  ساز پ  ستون

 2، قطرμm 3با اندازه ذرات  RP C18 مانند:  ،ستون فاز معکوسبراي مثال ، HPLCستون هاي    5-5

mm  طول ،mm 6939. است. شرح داده شدههای دیگر، در پیوست ب مثال  

 صا  نمودن فاز متحرك و محلول آزمایه از میان صافی غشایی.جهت ، 3كننده حلال دستگاه صاف   5-6

میکرومتور، قبو  از   23/9 با عبور از صافی غشائیی با انودازه منافوی   صا  نمودن فاز متحرك و محلول آزمایه

 استفاده یا ت ری ، طول عمر ستون را اف ای  خواهد داد.

 روش اجراي آزمون 6

 آماده سازي آزمايه 6-1

. موواد زبور و خشون را بوه وسویله یوک آسویاب یوا         کنیدآزمایشگاهی را همگن و یکنواخت  آزمایه یا نمونه

هوا   . مراحلی از جمله سرد نمودن ابتودایی نمونوه  کنیدمجدداً مخلوط  کرده و آن راکننده مناسب خرد مایع

 انجام پییرد.  بایدجهت اجتناب از قرار گرفتن در معرض دمای بات در بلند مدت، 

 8ازي محلول آزمايهآماده س 6-1

 استخراج 6-1-1

 كليات 6-1-1-1

با  :جدا شود، برای مثال آن بهتر است اربیدرصد(،  93)بی  از  هایی با می ان اربی باتبرای نمونه

 .قب  از هیدرولی  اسیدی 2به کمک پترولیوم سبکتیمارهای پی در پی 

                                                 
1 UV Spectrometer 
2 Sample injecting device 
3 Fluorescence detector 
4 Integrator 
5 post column derivatisation 

تواند استفاده شوند.شاخص های جداسازی برای است می شرح داده شدهاستاندارد  در ایناه ز آنستون هایی با قطر یا اندازه ذرات اختصاصی تر ا 6

انین موادی به منظور حصول نتایج معادل تضمین شده اند. فاکتور کارایی برای ستون های تج یه ای مناسب قدرت تفکیک خط پایه نمونه های 

 موردآزمون درنظر گرفته می شود.
7 Filter device 
8 Sample test solution 
9 Light petroleum 



  

19 

 

 .شودمی( پیشنهاد 13-9-2طب  بند ) مواد کف زا، استفاده از اند قطره روغن سیلیکون تیماردر 

pH   کاه  یابد وزن نمونه شود،می سفارشصورت  در غیر این باشد. یکحدود  بایدمحلول استخراج شده 

طبو   )یوک مووتر    ( یا حتی2-9-2طب  بند ) موتر 9/9 مثال: برای) با غلظت بات اسید یا از هیدروکلریک

 استفاده شود.( 3-9-2بند 

 % مانند: غلات، شير خشک، 11 كمتر از)ميزان آب  خشک هايفرآوردهاز  استخراج 6-1-1-1

 خشک( هايسبزي

 139و به ارلن مایر  کردهتوزین را  گرمحد میلی در( 1-6طب  بند ) گرم آزمایه همگن شده 19گرم تا  یک

به آن  (3-9-2طب  بند ) موتر 1/9 لیتر محلول هیدروکلریک اسیدمیلی 39 .کنیدلیتری منتق  میلی

 یک باشد. حدودمحلول  pHکنترل کنید تا  و کردهمخلوط آن را و  بیاف ایید

قرار دقیقه  39 زمان به مدتدرجه سلسیوس  199دمای  در( 3-3طب  بند )دستگاه گرم کن محلول را در 

منتقو   لیتوری  میلی 199را تا رسیدن به دمای اتاق، خنک نمایید. سپ  به بالن اندازه دار آن ،داده سپ 

 .کنید)با روغن سیلیکون روی خط نشانه را بپوشانید( و مخلوط  با آب مقطر به حجم برسانید آن را و کرده

تیوه   .کنیود ( g 3000) و یا سانتریفوژ کردهرا صا  هیدرولی  اسیدی لیتر محلول حاص  از میلی 39حدود 

)محلوول آزمایوه    کنیود منتقو    ،ای قابو  در بنودی  رویی محلول سانتریفوژ شده را به یوک بطوری شیشوه   

  .استخراجی(

و  ها% مانند: گوشت، سبزي 11 بيشتر ازميزان آب ) مايع و آب دار هايفرآوردهاستخراج از  6-1-1-9

 ها(آب ميوه

و به ارلن مایر  کردهتوزین گرم در حد میلیرا ( 1-6طب  بند ) گرم آزمایه همگن شده 29تا  گرم 9مقدار 

به آن  (3-9-2طب  بند ) یک موتر لیتر محلول هیدروکلریک اسیدمیلی 19 .کنیدق  لیتری منتمیلی 139

یک  حدودمحلول  pHنمایید وکنترل کنید تا  لیتر رقی میلی 39و با آب مقطر تا حجم حدود  کردهاضافه 

 باشد.

قرار قه دقی 39 زمان به مدتدرجه سلسیوس  199دمای  در( 3-3طب  بند )دستگاه گرم کن محلول را در 

لیتوری منتقو    میلوی  199دار . سپ  به بالن انودازه کنیدا تا رسیدن به دمای اتاق، خنک ر آن ،داده سپ 

 .کنید)با روغن سیلیکون روی خط نشانه را بپوشانید( و مخلوط  با آب مقطر به حجم برسانید آن را و کرده

تیوه   .کنیود ( g 3000) و یا سانتریفوژ کردهرا صا  هیدرولی  اسیدی لیتر محلول حاص  از میلی 39حدود 

)محلوول آزمایوه    کنیود منتقو    ،ای قابو  در بنودی  رویی محلول سانتریفوژ شده را به یوک بطوری شیشوه   

  .استخراجی(

انتقال گروه  راهمثال: از  برای. شودایجاد تواند می تغییر اشکال مختلف ویتامین به یکدیگر ،کردن اتوکلاو هنگامدر  :يادآوري

1آمین
 9شود )به مراجع میآمین آزاد، مشاهده  هایی با تعداد باتی گروهدر گوشت پخته شده یا در نمونه به ویژهاین مورد  .

  مراجعه کنید(.این استاندارد از پیوست ث  3و 

                                                 
1 Transamination 
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 1 تغيير شکلآنزيمي و مراحل  تيمار 6-1-1

       پیوند پیریدوکسین با دارایکه  (ماهی و گوشت، شیرمانند: ) های غیایی با منشاء حیوانیبرای نمونه

 باشد.گلوک یداز تزم نمی-بتا، عملیات آن یمی با هستند گلوک یدی-بتا

در مواد غیایی با منشاء حیوانی، با یا بدون  B6که نتایج می ان ک  ویتامین  ،دهدنشان میها آزمای 

از پیوست ث  3و  9)به مراجع  یکدیگر است )برای عملیات آن یمی( تقریباً مشابه گلوک یداز-استفاده از بتا

 این استاندارد مراجعه کنید(. 

لیتری میلی 99را به ارلن مایر  3-1-9-6و  9-1-9-6 هایاز بند استخراجی آزمایهلیتر محلول میلی 3/19

 یکمقدار . کنیدتنظیم  3/2 ± 1/9 ( در3-9-2طب  بند ) با محلول استات سدیم راآن pHو  کردهمنتق  

-9-2طب  بند ) گلوک یداز-بتالیتر محلول میلی یک( و 13-9-2طب  بند ) لیتر محلول اسید فسفاتازیلیم

گیاری انکوبه ،ساعت 19حداق  زمان و به مدت . ارلن مایر را پوشانده کنیدو مخلوط  بیاف ایید( را به آن 13

 .قرار دهیدهم خوردن  به درجه سلسیوس، در حال 33و یا در طول شب در دمای  کرده

تنظیم  3( در حدود 19-2طب  بند اسید ) سولفوریکبا محلول  را آن pHدمای اتاق،  تاپ  از خنک شدن 

با آب مقطر به حجم برسانید.  آن را و کردهلیتری منتق  میلی 99سپ  محلول را به بالن اندازه دار  .کنید

لیتر از محلول صا  شده میلی 3 مقدار .دکنیدار خشک صا  با کاغی صافی این آن را تکان دهید وآنگاه 

قاب  نگهداری  روز 3مدت  درجه سلسیوس به 2در دمای ابتدایی را دور بری ید. محلول آزمایه صا  شده، 

 باشد.می

و در صورت نیاز با فاز  کردهصا   (6-3طب  بند ) لیتر را با صافی غشاییمیلی 9، حدود HPLCبرای آنالی  

 .دکنیمتحرك رقی  سازی 

 1آماده سازي محلول واكنشگر شاهد 6-9

 99را به ارلن مایر  (3-9-2طب  بند ) موتر 1/9 اسید هیدروکلریکلیتر محلول میلی 3/19مقدار 

      ( در3-9-2طب  بند ) محلول استات سدیممیلی لیتر  3/9با  را آن pHو  کردهلیتری منتق  میلی

لیتر میلی یک( و 13-9-2طب  بند اسید ) ر محلول فسفاتازلیتمیلی یک کنید. مقدارتنظیم  3/2 1/9±

 و به مدت. ارلن مایر را پوشانده کنیدو مخلوط  بیاف ایید( را به آن 13-9-2طب  بند ) بتاگلوک یدازمحلول 

درجه سلسیوس،  33در دمای آن را و یا در طول شب  کردهگیاری گرمخانه آن را ساعت 19حداق   زمان

  .ردن قرار دهیدهم خو به در حال

 3( در حدود 19-9-2طب  بند )اسید  سولفوریکبا محلول  راآن pHدمای اتاق،  تاپ  از خنک شدن 

با آب مقطر به حجم  آن را و کردهلیتری منتق  میلی 99سپ  محلول را به بالن اندازه دار  .کنیدتنظیم 

لیتر از محلول صا  میلی 3. کنیدصا  آن را تکان دهید و با کاغی صافی این دار خشک  آنگاه برسانید.

 شده ابتدایی را دور بری ید. 

                                                 
1 Transformation 
2 Reagent blind solution 
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صا  نموده و در صورت نیاز با  (6-3طب  بند ) لیتر را با صافی غشاییمیلی 9، حدود  HPLCبرای آنالی 

 .کنیدفاز متحرك رقی  سازی 

 HPLCشرايط  6-4

و  PM ،PLهای پیک برای 1جداسازیخط پایه به ایجاد منجر  باید، HPLCعملیات جداسازی در دستگاه 

PN شود و دیگر مواد موجود در نمونه. 

 پی  رود، جداسازی و اندازه گیری رضایت بخ  خواهد بود. طب  شرایط آزمایشگاهی زیر آزمون اهانان

 (.را ببینید این استاندارد پیوست ب هایشک )

 

 3- 3 مطاب  با بند   :HPLCستون 

 16-9-2بند مطاب  با     فاز متحرك:

  ml/min 3/1   شدت جریان:

  µl39تا  µl1   حجم ت ری :

 .nm 329نشر:  طول موج؛ nm 929: طول موج تهییج  ؛وسنجیفلور  آشکارسازی: 

 

 شناسايي 6-5

و  (3-6طب  بند ) واکنشگر شاهدهای (، محلول9-9-6طب  بند ) های مناسبی از محلول آزمایهحجم

به دستگاه  ،2-6 شده در بند نوشتهشرایط  دررا  (91-9-2طب  بند ) وط شدههای کالیبراسیون مخلمحلول

HPLC   کنیدت ری. 

، PMکروماتوگرام محلول حاوی نمونه و محلول های اسوتاندارد،   مج ایبا مقایسه زمان بازداری پیک های 

PL  وPN  دهیود انجام  را  کشناسایی پی،  9پ  ستون با استفاده از یدتوانانین میهم .کنیدرا شناسایی ،

-3طب  بند ) 3مشت  ساز پ  ستون با استفاده از pH =6/6مانند:  یاید.اف ای  می  pHصورت،  در اینکه 

در  طوول مووج تهیویج    .آشکارسازی با(6-2طب  بند ) پ  ستون واکنشگر ml/min 1/9شدت جریان  ( با2

nm 339  در  طول موج نشروnm 329 ایون اسوتاندارد  پیوسوت ث   3و  2 ، 9مراجوع  بوه  ) شوود انجام می 

 (.کنید مراجعه

 339به  تهییج اف ای  طول موج منجر به (6-9-2طب  بند ) پ  ستون ، طی استفاده از واکنشگرpHاف ای   :يادآوري

بهبود  هابرخی از ماتریک های به علت کاه  پیک ماتریک  هابرای بعضی پییری  ، به علاوه، انتخابشودنانومتر می

 (.پیوست ث این استاندارد مراجعه کنید 3و  2،9 به مراجعد )یابمی

                                                 
1
 Base-line separation 

2 post column 
3 post column derivatisation 
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  گيرياندازه 6-6

، بوه دسوتگاه   2-6شده در بند  نوشتهای از محلول استاندارد و محلول آزمایه تحت شرایط های مشابهحجم

HPLC   اندازه گیری به روش کالیبراسیون خارجی، سطح زیر منحنی حاص  از نمونوه را  برای .کنیدت ری 

و مقادیر متناظر را بوا نتوایج پیوک     کردهگیری یا ارتفاع پیک حاص  از نمونه را اندازه کنید و گیریانتگرال

 .کنیدمقایسه  ،مشابه حاص  از ماده استاندارد
 

 محاسبهروش  7

به  (6( تا )3) هایمعادله طی گیری یا های انتگرالبرنامه ،محاسبه را بر اساس منحنی کالیبراسیون 7-1

 :دهیدانجام  رح زیرش

 

           (:      3معادله)

 

 (:      2معادله)

 

 (:      3معادله)

 

 (:      6معادله)

 

 که در آن:

yi      جرمPM ،PL  یاPN  ( که با محاسبه 9-9-6طبق بند ) لیتر محلول آزمایهمیلی 99به میکروگرم در

 های کالیبراسیونیا منحنی 1گرایی خطیه از هم)قله( با استفاد ارتفاع پیک يا زیر منحنی سطح   

 .است شده گیریاندازه    

m       جرم نمونه به گرم 

ai  وbi  برای  9گراییضرایب همPM ،PL  یاPN  پایه غلظت و سوطح  گرایی خطی بر با استفاده از همکه 

 های کالیبراسیون محاسبه شده اند.منحنی محلول زیر         

ai       دارمق y  منحنی کالیبراسیون برایPM ،PL  وPN 

bi      شیب منحنی کالیبراسیون 

xi       سطوح زیر منحنی تصحیح شدهPM ،PL  وPN محلول آزمایه 

Pi      سطوح زیر منحنیPM ،PL  وPN محلول آزمایه 

Bi      سطوح زیر منحنیPM ،PL  وPN  محلول واکنشگر شاهد 

F     (6) خارج قسمت معادله 

                                                 
1
 Linear regression 

2
 Regression coefficients 

iii abxy 

iii BPx 

1V

V
F 

1000

100


F

m

y
w i
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w   ج ء جرمی پیریدوکسامین (PMپیریدوکسال ،) (PLیا پیریدوکسین ) (PN  بوه میلوی )  199گورم در

 نمونه گرم     

V    (، -1-9-6طب  بند )و  (9-1-9-6طب  بند ) حجم ک  محلول حاص  از استخراج اسیدی نمونه بند

 لیتربه میلی 

V1   (، بوه 9-9-6طبو  بنود   ) ر عملیات آن یموی حجم محلول حاص  از استخراج اسیدی مورد استفاده د

 لیترمیلی  

گرم نمونه با  199گرم در بر حسب پیریدوکسین به میلی B6، ویتامین wمحاسبه ج ء جرمی،   7-1

 (:3) استفاده از معادله

 

 (:3دله)معا

 

 که در آن :

wPM    گرم نمونه 199گرم در مقدار پیریدوکسامین به میلی 

wPL     گرم نمونه 199گرم در کسال به میلیمقدار پیریدو 

wPN     گرم نمونه 199گرم در مقدار پیریدوکسین به میلی 

 PNبرای محاسبه بر حسب  PMفاکتور   1,006

 PNبرای محاسبه بر حسب  PLفاکتور   1,012

  .کنید گ ارش ،گرم نمونه 199گرم در را بر حسب پیریدوکسین به میلی B6مقدار ویتامین   7-9

ایون   .کنیدنتیجه را برحسب پیریدوکسین هیدروکلرید گ ارش  916/1در صورت ل وم، با استفاده از ضریب تبدی    :ورييادآ

 شود. نوشته آزمون در گ ارش طور مشخصتبدی  باید به 

 

 دقت 8

 كليات    8-1

، ISO 5725 طب در یک آزمون بین آزمایشگاهی  B6گیری ویتامین اطلاعات مربوط به دقت برای اندازه

1و توسط  تهیه و تنظیم
 Bgvv (این استاندارد مراجعه کنید پیوست الفبه ) اجرا شده است.  

شده است.  نوشته این استاندارد در پیوست الف به طور خلاصه ،روش ج ئییات مطالعه مشترك بر روی دقتِ

غیر از  هاییریک ماتو  آنالیتهای بین آزمایشگاهی، در دامنه غلظت مقادیر به دست آمده از آزمون

 .کاربرد ندارد، این استاندارد شرح داده شده استمواردی که در پیوست الف 

                                                 
1 Bundesinstitut für gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinärmedizin 

(German Federal Institute for Consumer protection and veterinary medicine) 

PNPLPM wwww  012,1006,1
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قابلیت اجرا و اعتبار این روش توسط مطالعات دیگر بر روی مواد غیایی مختلوف از جملوه گوشوت، مواهی،     

 .(د مراجعه کنیدپیوست ث این استاندار 3و 9به مراجع )ها و غلات، آزمون شده است شیر، سب یجات، میوه

های مواتریک  غویا بوا    ای به خوبی تجدیدپییر است و تنها  تعداد معدودی تداخ  نسبی پیکنتایج تج یه

بین سوطح زیور   گرایی خطی همبستگی خوب و افتد. هماند، اتفاق مییکدیگر، که به راحتی قاب  جداسازی

در  ، B6ویتامین  ک  انحرا  معیار نسبیدر محلول کالیبراسیون وجود دارد.  PNو  PM ،PLپیک و غلظت 

 درصد متغیر است. 6درصد تا  9گیری در مواد غیایی مختلف، بین یک مجموعه از سه تا پنج اندازه

 9به مراجوع  ) درصد متغیر است 193درصد تا  33اضافه شده به مواد غیایی، بین  PNو  PM ،PL 1بازیابی

بوا ایون روش در موواد غویایی بوا       B6ویتوامین   ک  گیریاندازه .(پیوست ث این استاندارد مراجعه کنید 3و

های بودون عملیوات   باتتری نسبت به روش بازدهی)حاوی پیریدوکسین گلیکوزیله شده(، از  منشاء گیاهی

 (.پیوست ث این استاندارد مراجعه کنید 3و  3، 9به مراجع ) آن یمی، برخوردار است

9تکرارپذيري   8-1
 

یک آزمای  که روی یک ماده مشخص مورد آزمون، به وسیله یک  دست آمده از  تیجه بهتغییر پییری در ن

، در کوتاهترین دوره زمانی ممکن به دست آمده باشد، نباید در  آزمایشگر، با به کارگیری همان تجهی ات

 بیشتر باشد.r  موارد، از حد تکرار پییری  3درصد 3بیشتر از 

 

 سمولینا با شیر، پودر

سامینپیریدوک   
_

x =0.065 100/mg  g  r = 0.008   

  پیریدوکسال
_

x =0.080  100/mg  g  r = 0.022   

  پیریدوکسین
_

x =0.523 100/mg  g  r = 0.067    

B6 ویتامین                
_

x =0.667 100/mg  g  r = 0.084    

 پوره سیب زمینی، پودر

  پیریدوکسامین
_

x =0.163 100/mg  g  r = 0.016   

  پیریدوکسال
_

x =0.032  100/mg  g  r = 0.012   

دوکسینپیری   
_

x =1.008 100/mg  g  r = 0.080    

B6 ویتامین                
_

x =1.204 100/mg  g  r = 0.089    

 )غیای کودك(با گوشت  هاسب ی

  پیریدوکسامین
_

x =0.043 100/mg  g  r = 0.005   

  پیریدوکسال
_

x =0.009  100/mg  g  r = 0.004  

                                                 
1 Recovery 
2   Repeatability 

 درصد نباشد. 3در این استاندارد تکرار پییری زمانی قاب  قبول است که اختلا  تکرار آزمای ، بیشتر از  3
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  پیریدوکسین
_

x =0.047 100/mg  g  r = 0.010    

B6 ویتامین                
_

x =0.107 100/mg  g  r = 0.011    

 

 دنی ویتامینهینوش

  پیریدوکسامین
_

x =0.004 100/mg  g  r = 0.003   

  پیریدوکسال
_

x =0.004  100/mg  g  r = 0.003   

  پیریدوکسین
_

x =0.374 100/mg  g  r = 0.056    

B6 ویتامین                
_

x =0.380 100/mg  g  r = 0.056    
 

 1تجديدپذيري  8-9

های مستق ، روی یک ماده مشخص مورد  تغییر پییری در نتیجه میانگین به دست آمده از نتایج آزمون

استفاده از تجهی ات متفاوت توسط آزمایشگرهای متفاوت انجام  های مختلف و با آزمون، که در آزمایشگاه

 مقادیر عبارتند از: د.بیشتر باش Rدرصد موارد، از حد تجدید پییری  3 گیرد، نباید در بیشتر از 

 سمولینا با شیر، پودر

  پیریدوکسامین
_

x =0.065 100/mg  g  R = 0.035   

سالپیریدوک   
_

x =0.080  100/mg  g  R = 0.071   

  پیریدوکسین
_

x =0.523 100/mg  g  R = 0.151    

B6 ویتامین                
_

x =0.667 100/mg  g  R = 0.193    

 ینی، پودرپوره سیب زم

  پیریدوکسامین
_

x =0.163 100/mg  g  R = 0.089   

  پیریدوکسال
_

x =0.032  100/mg  g  R = 0.022   

  پیریدوکسین
_

x =1.008 100/mg  g  R = 0.314    

B6 تامین وی               
_

x =1.204 100/mg  g  R = 0.369    

 )غیای کودك(با گوشت  هاسب ی

  پیریدوکسامین
_

x =0.043 100/mg  g  R= 0.013   

  پیریدوکسال
_

x =0.009  100/mg  g  R= 0.013  

  پیریدوکسین
_

x =0.047 100/mg  g  R= 0.021    

                                                 
1 Reproducibility 
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B6 ویتامین                
_

x =0.107 100/mg  g  R= 0.039   

 ویتامینه نوشیدنی

  پیریدوکسامین
_

x =0.004 100/mg  g  R= 0.005   

  پیریدوکسال
_

x =0.004  100/mg  g  R= 0.005   

  پیریدوکسین
_

x =0.373 100/mg  g  R= 0.086    

B6 ویتامین                
_

x =0.380 100/mg  g  R= 0.095   

 گزارش آزمون       3

 های زیر باشد: گ ارش آزمون باید دارای آگاهی 

 .)نوع نمونه، منشاء نمونه، عنوان( ی نمونهیهای تزم برای شناسا کلیه آگاهی 2-1

 طب  استاندارد ملی ایران به شماره ....روش آزمون   2-9

 تاریخ نمونه برداری.  2-3

 اطلاع(. وجود و )در صورت ریروش نمونه بردا  2-2

 آزمایشگاه. از سوی تاریخ دریافت نمونه  2-3

 نتایج به دست آمده و واحدهایی که با آن نتایج بیان شده است.  2-6

 مشاهده شده در جریان آزمون.  خاصهرگونه نکته   2-3

 تاریخ انجام آزمون.  2-3

          نشده است یا به طور اختیاری انجام گرفته و    هر گونه کارهای دیگری که در این استاندارد نوشته  2-2

 ممکن است روی نتایج آزمون موثر باشد.   

 نام و نام خانوادگی و امضای آزمون کننده.  2-19
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 پيوست الف

 )اطلاعاتي(

 اطلاعات مربوط به دقت
 

اطلاعات مربوط به  است. شرح داده شدهدر پیوست   HPLC اطلاعات موجود با به کارگیری روش های 

از و  ، تهیه و تنظیمISO 5725در یک آزمون بین آزمایشگاهی مطاب  با   B6گیری ویتامیندقت برای اندازه

1انستیتوی ملی آلمان برای حمایت از مصر  کنندگان و داروهای دامپ شکی سوی
 شده است. اجرا  

 
 اطلاعات مربوط به دقت سمولينا با شير، پودر -1 –جدول الف 

 سمولينا با شير، پودر نمونه

B6 ويتامين پريدوكسين پريدوكسال پريدوكسامين آناليت
a 

 9999 9999 9999 9999 سال آزمون بین آزمایشگاهی

 11 11 11 11 ها  تعداد آزمایشگاه

 3 3 3 3 ها تعداد نمونه

 هایی های باقیمانده پ  از حی  آزمایشگاه تعداد آزمایشگاه

 خارج از محدوده بوده است عملکردشان که نتیجه
19 19 19 19 

 33 33 33 33 تعداد نتایج پییرفته شده

مقدار میانگین،
_

x (mg /100 g) 963/9 939/9 393/9 663/9 

 Sr   (mg /100 g) 993/9 993/9 992/9 939/9،  تکرارپییریانحرا  معیار 

 RSDr  %  6/2 9/19 6/2 3/2 ،تکرارپییریضریب پراکندگی 

 r[r=2.8× Sr]   (mg /100 g) 993/9 999/9 963/9 932/9 ،حد تکرارپییری

 SR      (mg /100 g) 913/9 993/9 933/9 963/9،تجدید پییریانحرا  معیار 

 RSDR  % 3/99 3/31 1/19 9/19 ،تجدید پییریضریب پراکندگی 

 R[R=2.8× SR] (mg /100 g) 933/9 931/9 131/9 123/9   ،تجدید پییریحد 

  2/23 3/22 9/23 %مقدار متوسط بازیابی، 

  3/2 9/3 2 %انحرا  معیار بازیابی، 

  93 99 93 تعداد نتایج مورد استفاده برای محاسبه بازیابی

  B6    a= ویتامین  996/1 + پیریدوکسامین919/1 پیریدوکسال +پیریدوکسین  

 

 

                                                 
1 BgVV (Bundesinstitut für gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinärmedizin, German Federal 

Institute for Consumer protection and veterinary medicine). 
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 به دقت پوره سيب زميني، پودراطلاعات مربوط  -1 –جدول الف 

 پوره سيب زميني، پودر نمونه

B6 ويتامين پريدوكسين پريدوكسال پريدوكسامين آناليت
a 

 9999 9999 9999 9999 سال آزمون بین آزمایشگاهی

 19 19 19 19 ها  تعداد آزمایشگاه

 3(2) 3(2) 3(2) 3(2) ها تعداد نمونه

 هایی از حی  آزمایشگاههای باقیمانده پ   تعداد آزمایشگاه

 عملکردشان خارج از محدوده بوده است که نتیجه
2 2 2 2 

 22 22 22 22 تعداد نتایج پییرفته شده

مقدار میانگین،
_

x (mg /100 g) 163/9 939/9 993/1 992/1 

 Sr   (mg /100 g) 996/9 992/9 993/9 939/9،  تکرارپییریانحرا  معیار 

 RSDr  %  3/3 3/19 3/9 3/9 ،تکرارپییریب پراکندگی ضری

 r[r=2.8× Sr]   (mg /100 g) 916/9 919/9 939/9 932/9 ،حد تکرارپییری

 SR      (mg /100 g) 931/9 993/9 111/9 131/9،تجدید پییریانحرا  معیار 

 RSDR  % 9/12 9/93 9/11 2/19 ،تجدید پییریضریب پراکندگی 

 R[R=2.8× SR] (mg /100 g) 932/9 999/9 312/9 362/9   ،یتجدید پییرحد 

  3/29 9/33 3/23 %مقدار متوسط بازیابی، 

  2/2 2/3 2/2 %انحرا  معیار بازیابی، 

  99 99 12 تعداد نتایج مورد استفاده برای محاسبه بازیابی

  B6    a= ویتامین  996/1 + پیریدوکسامین919/1 پیریدوکسال +پیریدوکسین  
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 )غذاي كودک(با گوشت  هاسبزياطلاعات مربوط به دقت  -9 –جدول الف 

 با گوشت  هاسب ی نمونه

B6ويتامين  پريدوكسين پريدوكسال پريدوكسامين آناليت
a 

 9999 9999 9999 9999 سال آزمون بین آزمایشگاهی

 2 2 2 2 ها  تعداد آزمایشگاه

 3(9) 3(9) 3(9) 3(9) ها تعداد نمونه

 هایی های باقیمانده پ  از حی  آزمایشگاه تعداد آزمایشگاه

 عملکردشان خارج از محدوده بوده است که نتیجه
3 3 3 3 

 33 33 33 33 تعداد نتایج پییرفته شده

مقدار میانگین،
_

x (mg /100 g) 923/9 992/9 923/9 193/9 

 Sr   (mg /100 g) 999/9 991/9 993/9 992/9،  تکرارپییریانحرا  معیار 

 RSDr  %  2/2 2/13 9/3 6/3 ،تکرارپییریضریب پراکندگی 

 r[r=2.8× Sr]   (mg /100 g) 993/9 992/9 919/9 911/9 ،حد تکرارپییری

 SR      (mg /100 g) 993/9 993/9 993/9 912/9،تجدید پییریانحرا  معیار 

 RSDR  % 9/11 3/39 3/13 3/19 ،تجدید پییریضریب پراکندگی 

 R[R=2.8× SR] (mg /100 g) 913/9 913/9 991/9 932/9   ،تجدید پییریحد 

  2/33 6/29 1/23 %مقدار متوسط بازیابی، 

  9/19 9/19 3/2 %انحرا  معیار بازیابی، 

  12 16 13 تعداد نتایج مورد استفاده برای محاسبه بازیابی

  B6    a= ویتامین  996/1 + پیریدوکسامین919/1 سالپیریدوک +پیریدوکسین  
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 دني چند ويتامينهياطلاعات مربوط به دقت نوش -4 –جدول الف 

 چند ويتامينه نوشيدني نمونه

B6ويتامين  پريدوكسين پريدوكسال پريدوكسامين آناليت
a 

 9999 9999 9999 9999 سال آزمون بین آزمایشگاهی

 11 11 11 11 ها  هتعداد آزمایشگا

 3 3 3 3  ها تعداد نمونه

 هایی های باقیمانده پ  از حی  آزمایشگاه تعداد آزمایشگاه

 عملکردشان خارج از محدوده بوده است که نتیجه
19 19 19 19 

 33 33 33 33 تعداد نتایج پییرفته شده

مقدار میانگین،
_

x (mg /100 g) 992/9 992/9 333/9 339/9 

 Sr   (mg /100 g) 991/9 991/9 999/9 999/9،  تکرارپییریانحرا  معیار 

 RSDr  %  9/93 9/93 2/3 3/3 ،تکرارپییریضریب پراکندگی 

 r[r=2.8× Sr]   (mg /100 g) 993/9 993/9 936/9 936/9 ،حد تکرارپییری

 SR      (mg /100 g) 999/9 999/9 939/9 932/9،تجدید پییریانحرا  معیار 

 RSDR  % 6/33 22 9/3 3/3 ،تجدید پییریضریب پراکندگی 

 R[R=2.8× SR] (mg /100 g) 993/9 993/9 936/9 923/9   ،تجدید پییریحد 

  9/23 3/22 1/23 %مقدار متوسط بازیابی، 

  2/3 9/6 2/11 %انحرا  معیار بازیابی، 

  93 93 93 تعداد نتایج مورد استفاده برای محاسبه بازیابی

  B6    a= ویتامین  996/1 + پیریدوکسامین919/1 پیریدوکسال +پیریدوکسین  
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 پيوست ب

 )اطلاعاتي(

 B6جهت تعيين تركيبات ويتامين   HPLCهايي ازشرايط بهينه مثال

 

 آزمايشگاه
ستون 

 جداسازي
 قطر

mm×mm 

 دما
0
C 

 جريان فاز متحرک
ml/min 

 min ري زمان بازدا nmتشخيص 
EM EX PNd PLc PMb 

1a 
LUNARP C18, 

5µm 2×939 39 
H2SO4(C=0.015mol/l) 

TCA(C=0.005mol/l)3/1 حاوی 
329 929 2/11~ 3~ 3~ 

1b 

LUNARP 

C18, 5µm 
2×939 39 H2SO4(C=0.015mol/l) 

TCA(C=0.005mol/l)حاوی 

 K2 HPO4و معر  پی  ستون: 

3/1 

3/9 

329 339 9/11~ 2/6~ 2/9~ 

2 
LUNARP 

C18, 5µm 
2×939 39 H2SO4(C=0.015mol/l) 

TCA(C=0.005mol/l)3/1 حاوی 
329 929 13~ 2/3~ 3~ 

3 

AQUA 

C18,5µma 

Precolumn:RP 

C18,5µm 

2×939 
3×2 

39 
H2SO4(C=0.015mol/l) 

TCA(C=0.005mol/l)حاوی 
9 

3/1 

329 929 2/6~ 

2/6~ 

3/2~ 

2/3~ 

9/9~ 

3/9~ 

4 

LiChrospher 60 

RP C8 Select B, 

5µm 

2×939 39 H2SO4(C=0.015mol/l) 

TCA(C=0.005mol/l)حاوی 

 91تا  12دقیقه،متانول،  12صفر تا 

 دقیقه

3 

329 929 1/6~ 3/2~ 3/9~ 

5 

Nucleosil 120 

C18, 5µm 

Precolumn: RP 

C18 

2×939 02~ 
H2SO4(C=0.015mol/l) 

TCA(C=0.005mol/l)9 حاوی 

329 929 3~ 2/2~ 9~ 

6 
LUNARP 

C18, 5µm 
2×939 39 H2SO4(C=0.015mol/l) 

TCA(C=0.005mol/l)9 حاوی 
329 929 9/2~ 3/6~ 3/9~ 

7 
LUNARP 

C18, 5µm 
2×939 39 H2SO4(C=0.015mol/l) 

TCA(C=0.005mol/l)9 حاوی 
329 929 3/11~ 3/6~ 3/9~ 

8 
LUNARP 

C18, 5µm 
2×939 39 H2SO4(C=0.015mol/l) 

TCA(C=0.005mol/l)9 حاوی 
329 929 2/11~ 2/6~ 3/9~ 

9 
Spherisorb 80 

ODS-2, 5µm 
2×939 39 H2SO4(C=0.015mol/l) 

TCA(C=0.005mol/l)9 حاوی 
329 929 1/16~ 2/19~ 3/3~ 

10 

LUNARP C18, 

5µm 
2×939 39 H2SO4(C=0.015mol/l) 

TCA(C=0.005mol/l)حاوی 

 K2 HPO4و معر  پی  ستون: 

1 

3/9 

329 339 2/93~ 2/13~ 2/6~ 

 
a    

Phenomenex, 125A;  
b
 
 
PM= Pyridoxamine,  

c   
PL= Pyridoxal,  

d  
PN= Pyridoxine 
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 پيوست پ

 )اطلاعاتي(

 هايي براي ضرايب جذب موليمثال
 

  B6( تركيبات ويتامين εجذب مولي)هايي براي ضرايب مثال -1-جدول ب

 maxλ حلال ها تركيب

nm 

ε 

mmol
-1

.cm
-1 

Mw 

g.mol
-1 

 mol/l 1/9 ،1pH~ 929 6/3 6/993هیدروکلریک اسید  دوکسین هیدروکلریدپیری
 mol/l 1/9 ،3pH= 3/393 3/3 6/993بافر فسفات  پیریدوکسین هیدروکلرید

 mol/l 1/9 ،1pH~ 933 (9/2 )26/3 6/993هیدروکلریک اسید  پیریدوکسال هیدروکلرید

 mol/l 1/9 ،3pH= 333 99/3 1/923بافر فسفات  فسفات-3΄-پیریدوکسال

 mol/l 1/9 ،1pH~ 929 9/3 1/921هیدروکلریک اسید  پیریدوکسامین دی هیدروکلرید

 mol/l 1/9 ،3pH= 933 6/2 1/921بافر فسفات  پیریدوکسامین دی هیدروکلرید

 mol/l 1/9 ،3pH= 396 33/3 1/921بافر فسفات  فسفات هیدروکلرید-3΄-پیریدوکسامین
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        پيوست ت 

 طلاعاتي()ا

      اشکال     

 
 شدت فلورسان      LUی شک : راهنما

 

 شرایط عملیات:

 3-3مطاب  با   :           HPLCستون 

 16-9-2با مطاب    فاز متحرك:              

 ml/min 3/1 شدت جریان:             

 nm 329، طول موج نشر:  nm929 ؛ طول موج تهییج:  ومتریفلور   : یآشکارساز
 

 مواد استاندارد و نمونه پوره سيب زمينينمودارهاي  -1-شکل ت



  

93 

 

 

         ثپيوست 

 )اطلاعاتي(

 كتابنامه

 

[1] Bognár, A.: Bestimmung von Vitamin B6 in Lebensmitteln mit Hilfe der 

Hochdruckflüssig- Chromatographie (HPLC). Z Lebensm Unters Forsch A, 1985, 181: 200 – 

205. 

[2] Bognár, A., Ollilainen, V.: Influence of Extraction on the Determination of Vitamin B6 in 

Food by HPLC. Z Lebensm Unters Forsch A, 1997, 204: 327 – 335. 

[3] Metzler, D. E., and Snell , E. E.: Spectra and Ionisation Constants of the Vitamin B6 - 

Group and Related 3-Hydroxypyridine Derivates. Journal of the American Chemical Society. 

1955, 77: 2431 – 2437. 

[4] Bitsch, R., Möller, J., J Chromatogr., 1989, 463: 207 – 211. 

[5] Ollilainen, V.: HPLC Analysis of Vitamin B6 in Agricultural and Food Science in Finland. 

Department of Applied Chemistry and Microbiology University of Helsinki 1999. Vol. 8: No. 

6: 515 – 619. 

[6] Bergaentzle, M., Arella, F., Bourguignon, J.B., Hasselmann, C.: Determination of vitamin 

B6 in foods by HPLC; A collaborative study. Food Chemistry, 1995, 52: 81 – 86. 

[7] Ndaw, S., Bergaentzle, M., Aoude-Werner, D., Hasselmann, C.: Extraction procedures for 

the liquid chromatographic determination of thiamin Riboflavin and vitamin B6 in foodstuffs. 

Food Chemistry 2000, 71, 129 – 138. 

[8] ISO 5725, Precision of test methods – Determination of repeatability and reproducibility 

for a standard test method by inter-laboratory tests
1.  

                                                 
1 ISO 5725:1986 is withdrawn and replaced by ISO 5725-1, ISO 5725-2, ISO 5725-3, ISO 5725-4 and ISO 5725-6, all 

edition 1994 as well as ISO 5725-5:1998. 


