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 به نام خدا

 استاندارد ايرانازمان ملي آشنايي با س

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

استانداردهای ملی )رسمی(  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 استاندارد 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   یدکننودگان، تول شوام   نفوع،  و حو   صواحبان  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 هادهاپیشن 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  یب،تصوو  درصورت و بررسی و طرح 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 به دهدمی سازمان ملی استاندارد ایران تشکی  مربوط که استاندارد

(ISO)استاندارد  المللی بین سازمان اصلی اعضای از ایران زمان ملی استانداردسا
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

 متسلا 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 ارهایباز 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 دیریتم و کیفیت مدیریت های سیستم 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  لکردعم 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

 نوی  پی  که "  رآیی باتبه روش کروماتوگرافی مایع با کا  B1گیری ویتامین اندازه -مواد غیایی  "استاندارد

 ملی کمیتۀ اجلاس یک ه ار و سیصد و نوزدهمین در و شده تدوین و مربوط تهیه های توسط کمیسیون آن

 بوه  اینوک  اسوت،  گرفتوه  قورار  تصویب مورد  3/19/1329استاندارد خوراك و فرآورده های کشاورزی مور  

 ،1331 مواه  بهمن مصوب ایران،مان ملی استاندارد سازمقررات  و قوانین اصلاح قانون 3 مادۀ یک بند استناد

  شود.منتشر می ایران ملی استاندارد عنوان به

خودمات،   و علووم  صنایع، زمینۀ در جهانی و ملی های پیشرفت و تحوتت با هماهنگی و همگامی حفظ برای

ایون   تکمی  و اصلاح یبرا که پیشنهادی هر و شد خواهد نظر تجدید ل وم مواقع در ایران ملی استانداردهای

بنوابراین،   گرفوت.  خواهود  قرار توجه مورد مربوط فنی کمیسیون در نظر تجدید هنگام شود، ارائه استانداردها

  .کرد استفاده ملی استانداردهای تجدیدنظر آخرین از همواره باید

 

 ت:منابع و مآخذي كه براي تهيه اين استاندارد مورد استفاده قرار گرفته به شرح زيراس

 

 
1- DIN EN 14122: 2003, Foodstuffs – Determination of vitamin B1 by HPLC. 
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 به روش كروماتوگرافي مايع با كارآيي بالا  B1گيري ويتامين اندازه -مواد غذايي 

  

 و دامنه كاربردهدف  2

 

با استفاده از روش  ،ییدر مواد غیا B1گیری می ان ویتامین  تعیین روش اندازه استاندارد،هد  از تدوین این 

  .باشد ، می1کروماتوگرافی مایع با کارآیی بات

 
  باشد.آن می ی، ج ء جرمی تیامین ک  و حاوی مشتقات فسفوریله شدهB1ویتامین : يادآوري

 

 

 مراجع الزامي 1

 

بودین   .ها ارجاع داده شوده اسوت   مدارك زیر حاوی مقرراتی است که در متن این استاندارد ملی ایران به آن

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

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

اع داده شده است، همواره آخرین تجدید نظر ها ارج نیست. در مورد مدارکی که بدون ذکر تاری  انتشار به آن

 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

 های آزمون. روش

 

 اصول آزمون 9
 

فرآینود  فسفوریلاسویون طوی   واکن  دِو سپ  هیدرولی  اسیدی  با استفاده ازموجود در مواد غیایی مین تیا

بوه تیووکروم    )قب  و/ یوا بعود از سوتون(    از طری  مشت  سازی HPLCدستگاه استخراج و به وسیله آن یمی 

 شود.گیری میو اندازه تبدی 

 

 

                                                 
1 HPLC : High Performance Liquid Chromatography  
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 مواد و/يا واكنشگرها 4

 

 كليات 4-2

خوال    1ای گیری، اگر دستور دیگوری داده نشوده باشود، فقوط از واکنشوگرهای تج یوه       اندازهدر طی مراح  

اسوتاندارد   مطواب  بوا   1آزمایشگاهی شناخته شده بهره بگیرید. آب مصرفی برای آزمای  باید آب مقطر نوع 

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

 .تقطیر باشد

 
 موادشيميايي و محلول ها  4-1

 

  % HPLC    w(CH3OH) ≥ 99.8متانل با درجه  4-1-2
 

   c(CH3COOH) = 0.02 mol/lاسيد استيک     4-1-1
 

 % w(C4H10O) ≥ 98ايزوبوتانل    4-1-9
 

 % w(NaH2PO4) ≥ 99.8 سديم دي هيدروژن فسفات    4-1-4
 

   % w(HCl) = 36 يد هيدروكلريک اس   4-1-5

 

   c(HCl) = 0.1 mol/l هيدروكلريک اسيد   4-1-6

 

     c(H2SO4) = 0.05 mol/l سولفوريک اسيد   4-1-7

 

 % w(NaOH) ≥ 99 سديم هيدروكسيد   4-1-8
 

 (NaOH) = 150 g/lمحلول سديم هيدروكسيد   4-1-3
 

 (NaOH) = 200 g/lمحلول سديم هيدروكسيد  4-1-21
 

 % w{K3[Fe(CN)6]} ≥ 99 ( III)پتاسيم هگزاسيانوفرات  4-1-22
 

 ( III)محلول پتاسيم هگزاسيانوفرات  4-1-21 {K3[Fe(CN)6]} = 10 g/l 

 

 ( III)محلول قليايي پتاسيم هگزاسيانوفرات  4-1-29 {K3[Fe(CN)6]} = 0.4 g/l 

                                                 
1 Analytical grade    



3 

 

( را با محلول سودیم هیدروکسوید   21-1-4طب  بند ) (III)لیتر محلول پتاسیم هگ اسیانوفرات میلی 9مقدار 

 .میلی لیتر برسانید 39( به حجم 3-1-2طب  بند )

 .کنیداین محلول را تازه و به صورت روزانه تهیه 
 

 ( III)محلول قليايي پتاسيم هگزاسيانوفرات  4-1-24 {K3[Fe(CN)6]} = 0.5 g/l 

( را با محلول سدیم 21-1-4طب  بند )( III)لیتر محلول پتاسیم هگ اسیانوفرات میلی 3/9مقدار 

 میلی لیتر برسانید. 39( به حجم 3-1-4طب  بند هیدروکسید )
 

 فسفريلاسيون(دِ )آنزيم2آنزيم تاكادياستاز 4-1-25

 برای اندازه گیری اطلاعات دقت استفاده می شود. شود(ین ماده تیامین هیدروکلراید نی  نامیده می)ا تاکادیاستاز: يادآوري
 

   c(CH3COONa . 3H2O) = 2.5 mol/l محلول سديم استات 4-1-26
 

   c(CH3COONa . 3H2O) = 0.5 mol/l محلول سديم استات 4-1-27
 

 HPLC 1فاز متحرك 4-1-28

-9-2طب  بنود  ) درصد  39تا 19 متان ، مناسب حلال )بر اساس ج ء حجمی(های هایی برای مخلوط مثال

 .این استاندارد اطلاعاتی استات اشاره شده در پیوست   بافر و یا بافر فسفاتاستفاده از یا و در آب   (1

 امکان استفاده از موادی با یون های جفت شده وجود دارد.

 

 c(KH2PO4) = 9 mmol/l  (pH=3.5)بافر فسفات  4-1-23

 

 % w(C8H20NCl) ≥ 98  تترا اتيل آمونيوم كلريد  4-1-11

 

 % w(C7H15NaO3S) ≥ 98  سديم هپتان سولفونات  4-1-12
 

 c(CH3COOH) = 50 mmol/l  (pH=4.0)بافر استات  4-1-11

 

 9مواد استاندارد 4-1-19

 
 

 كليات 4-1-19-2

                                                 
1 Taka diastase  

2 Mobile phase 

3 Standard substances 
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. درجه خلوص مواد اسوتاندارد  کنیدهای مختلفی تهیه هتامین کنند را می توانید ازهیدروکلرید کلریدتیامین

بنابراین تزم است غلظت محلول کالیبراسیون به روش بینواب سونجی   ، تواند متفاوت باشدحاوی تیامین می

 تعیین شود. 1بنف ی ماورا

 

 % w(C12H17CIN4OS . HCl) ≥ 99تيامين كلريد هيدروكلريد   4-1-19-1

 

 % w(C12H17CIN4O4PS) ≥ 98كلريد  تيامين منوفسفات  4-1-19-9

 

 % w(C12H19CIN4O7P2S) ≥ 98 )كوكربوكسيلاز( تيامين پيروفسفات كلريد  4-1-19-4

 

 1محلول هاي ذخيره 4-1-14

 

 mg/ml   (C12H17CIN4OS . HCl) 0.1≈هيدروكلريد تيامين كلريد  4-1-14-2

کنید  را به دقت وزن (9-93-9-2طب  بند) هیدروکلرید استانداردرید برای مثال مقدار معینی از تیامین کل

گرم  میلی 19مقدار و به حجم معین برسانید. برای مثال  کرده و درحلال مناسب ح 

وزن لیتری به دقت  میلی 199را در یک بالن اندازه دار  (9-93-9-2طب  بند)هیدروکلرید کلریدتیامین

 سپ  به حجم برسانید.  و( ابتدا ح  6-9-2طب  بند ) اسید و با هیدروکلریک کنید

 باشد.هفته  قاب  نگهداری می 2 زمان درجه سلسیوس به مدت 2این محلول در دمای 

 

  (C12H17CIN4O4PS) ≈ 0.1 mg/ml تيامين منو فسفات 4-1-14-1

را به دقت وزن کنید و درحلال مناسب (3-93-9-2)منوفسفات استاندارد برای مثال مقدار معینی از تیامین

-93-9-2طب  بند گرم تیامین منو فسفات کلراید ) میلی19مقدار ح  و به حجم معین برسانید. برای مثال 

( 6-9-2طب  بند ) اسید و با هیدروکلریک وزن کنیدلیتری به دقت  میلی 199( را در یک بالن اندازه دار 3

 د. سپ  به حجم برسانی وابتدا ح  

 باشد.میهفته قاب  نگهداری  2 زمان درجه سلسیوس به مدت -99این محلول در دمای 

 

  (C12H19CIN4O7P2S) ≈ 0.1 mg/mlتيامين پيرو فسفات  4-1-14-9

را بوه دقوت وزن کنیود و     (2-93-9-2طبو  بنود  پیروفسوفات اسوتاندارد )  برای مثال مقدار معینی از تیامین

طب  کلراید )پیروفسفاتگرم تیامین میلی 19مقدار ل مناسب ح  و به حجم معین برسانید. برای مثال درحلا

                                                 
1 UV-spectrometry 

2 Stock solutions 
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طبو   )اسوید   و با هیدروکلریک وزن کنیدلیتری به دقت  میلی 199( را در یک بالن حجمی 2-93-9-2بند 

 سپ  به حجم برسانید. و ( ابتدا ح  6-9-2بند 

 

   آزمون هاي غلظت 4-1-14-4

 اسید ( را با هیدروکلریک9-93-9-2طب  بند کلریدهیدروکلرید )میلی لیتر از محلول ذخیره تیامین 19مقدار

متوری، در   سوانتی  1را در س  کوارت    میلی لیتر برسانید و می ان جیب آن 199( به حجم 6-9-2طب  بند )

در سو  مرجوع بوه    ( 6-9-2طبو  بنود   )اسید نانومتر در مقاب  هیدروکلریک  923حدود بیشینه طول موج 

 .گیری کنید. اندازه ماورای بنف  بیناب سنجبا استفاده از دستگاه  ،عنوان شاهد

 لیتر را با استفاده از فرمول زیر محاسبه کنید: غلظت جرمی به میکروگرم در میلی 

 

421

1010000247 



 

 که در آن:

247 نانومتر؛ 923در  هیدروکلرید ستاندارد تیامین کلریدجیب محلول ا 

 موتر 1/9اسید هیدروکلراید در هیدروکلریک  ضریب جیب محلول یک درصد تیامین کلراید 291

1%سانتی متری ) 1 ( و در س 6-9-2طب  بند )  

1cmA)؛ 

 .ی  سازیفاکتور رق     19

 

 محلول هاي استاندارد   1-15 -4

 

 µg /ml to  10 µg /ml   (C12H17CIN4OS . HCl) 1 ≈هيدروكلريد تيامين كلريد  4-1-15-2

( را 9-93-9-2طب  بند کلریدهیدروکلرید )لیتر از محلول ذخیره تیامین میلی 19تا  1 مقدار به وسیله پیپت،

هیودروکلریک  حلال مناسب بوه عنووان مثوال    سپ  با  کردهلیتری منتق   میلی 199دار  به داخ  بالن اندازه

 ( به حجم برسانید. 6-9-2طب  بند )اسید 

 باشد.میماه قاب  نگهداری  1درجه سلسیوس در تاریکی به مدت  2این محلول در دمای 

 

 µg /ml  (C12H17CIN4O4PS) 1 ≈تيامين منو فسفات    4-1-15-1

( را بوه  3-93-9-2طبو  بنود   ) منوفسوفات لیتر از محلول ذخیره تیامین میلی 19 تا 1 مقدار به وسیله پیپت،

اسوید  هیدروکلریک حلال مناسب به عنوان مثال سپ  با  کردهلیتری منتق   میلی 199دار داخ  بالن اندازه

 (  به حجم برسانید. 6-9-2طب  بند )

 باشد.میب  نگهداری ماه قا 1درجه سلسیوس در تاریکی به مدت  2این محلول در دمای 

 

 µg /ml  (C12H19CIN4O7P2S) 1≈تيامين پيرو فسفات    4-1-15-9
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( را بوه  2-93-9-2طبو  بنود   پیروفسفات )لیتر از محلول ذخیره تیامین میلی 19تا  1مقدار به وسیله پیپت، 

اسوید  هیدروکلریک مناسب به عنوان مثال با حلال سپ   کردهلیتری منتق   میلی 199دار داخ  بالن اندازه

 ( به حجم برسانید. 6-9-2طب  بند )

 ماه قاب  نگهداری می باشد. 1درجه سلسیوس در تاریکی به مدت  2این محلول در دمای 

 
 

 وسايل        5

 

 كليات 5-2

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

 

 .های تعیین شدهگیری جیب در طول موج  قادر به اندازه، 2ج ماوراي بنفشسن بيناب 5-1

 

دسوتگاه اتووکلاو بوه منظوور اسوتخراج بورای مثوال انوواع         ، وسيله گررم كننرده  دستگاه اتوكلاو يا/ 5-9

 .الکتریکی یا حمام آب یکنندهگیری فشار و دما، دستگاه گرمهای مجه  به سیستم اندازهدستگاه

 

بوا طوول    3، آشکارسواز فلورسوان   9دارای یک پمپ، وسویله ت ریو  کننوده نمونوه    ، HPLCسيستم  3-2

نوانومتر و   299و  366به ترتیوب در طوول مووج هوای      :های تهیجی و نشری تنظیم شده به عنوان مثالموج

 .2گیر سیستم ارزیابی مانند انتگرال

 

  HPLCهاي ستون  5-5

 
 كليات 5-6-2

نیو    اسوت را  شوده  استفادهاستاندارد ملی  این غیر از آن اه در ،متفاوتندازه ذرات یا ابعاد اهایی با ستون از

به منظور تضمین نتایج یکسان، باید پارامترهای جداسازی با شورایط موورد اسوتفاده    . کنیداستفاده  یدتوانمی

 3هوای موورد نظور در خوط پایوه     تطبی  داده شود. معیار کارایی برای ستون تج یه مناسب، تفکیوک آنالیوت  

 باشد.می

 

                                                 
1 UV Spectrometer 

2 Sample injecting device 

3 Fluorescence detector 

4 Integrator 

5 Base line 
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RP 60 به عنوان مثال 1ایتج یهستون ، 1ن اكسايشستو پيش 5-6-1
جون  بسوتر ذرات سویلیکابل بوا     با  

 متر. میلی  939تا  199 متر  و طول میلی 6/2تا  9/2میکرومتر، قطر  3اندازه ذرات 

 

تا  9/2طر ق، میکرومتر 3، اندازه ذرات LC-18 ای به عنوان مثالستون تج یه، 9اكسايشستون  پس 5-6-9

 متر. میلی 939تا 199 و طول متر میلی 6/2

 

بوا   :های آزمایه از صافی غشایی برای مثوال عبور فاز متحرك به هنگام عبور محلول، 4دستگاه صافي 5-7

 میکرومتر، قب  از استفاده یا ت ری ، موجب اف ای  طول عمر ستون خواهد شد. 23/9اندازه روزنه 

 

 Tسیستم مناسب توزیع واکنشگر، لوله رابط نووع  ، 5 و لوله مشتق ساز پمپ واكنشگر پس ستون   5-8

 .میلی متر 33/9 × متر 19و لوله مشت  ساز برای مثال 

 

 

 روش اجراي آزمون 6

 

 آماده سازي آزمايه 6-2

آزمایه یا نمونه آزمایشگاهی را همگن و یکنواخت کنید. مواد زبر و خشن را به وسویله آسویاب مناسوب خورد     

هوا جهوت اجتنواب از قورار      مانند سرد نمودن ابتودایی نمونوه   ،. اقدامات احتیاطیکنیدمخلوط  مجدداً کرده و

 انجام پییرد. باید، به مدت طوتنی گرفتن در معرض دمای بات

 

 6آماده سازي محلول نمونه آزمون 6-1

 

   استخراج 6-1-2

. کنیدو به یک ارلن مایر منتق   وزن کردهقت گرم از آزمایه را به د 19 الی 9 مقدار برای مثال ،مقدار معینی

( یووا 6-9-2طبوو  بنوود ) اسووید لیتوور هیوودروکلریک میلووی 999 تووا 69 حجووم مشخصووی از سووپ  بووه آن

دهانوه ظور  را بوا     .شود 3از  بیشتر نباید ،این محلولpH (  اضافه کنید. 3-9-2طب  بند ) اسیدسولفوریک

یا حمام  ،دقیقه 39 زمان درجه سلسیوس به مدت 191در دمای را در اتوکلاو   ساعت پوشانده و آن یشیشه

 دقیقه قرار دهید. 69 زمان لسیوس به مدتدرجه س 199 با دمای آب

                                                 
1 Pre-column oxidation 

2Analytical Column 

3 Post-column oxidation  

4 Filter device 

4Post-Column reactor pump and derivitization tube 

6 Sample test solution 
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توان میرا ط برای هیدروکلریک اسید ایهای مطالعات مراک  تحقیقاتی نشان داده است که محدوده وسیعی از شرداده :يادآوري

 .زمان کوتاهتر خواهد شد ،ی باتترهادقیقه( در دما 69دقیقه تا  13زمان مدت جه سلسیوس ، در 139تا  23به کار برد. )دمای 

 

 تيمار آنزيمي  6-1-1

اسوتات  محلول سدیم  ، با استفاده ازفعالیت آن یمی به منظورعصاره را  pH، اتاقدمای  تاپ  از خنک کردن 

-2طب  بنود  فسفریلاسیون )مناسب آن یم دِ ( و اف ودن مقدار13-9-2طب  بند ( یا )16-9-2طب  بند بند )

برای فعالیت آنو یم بوه کواربرده     ،زمان مناسبمدت . مخلوط به دست آمده را در دما و کنید(، تنظیم 9-13

 کردهدار تیره منتق  گیاری کنید. پ  از خنک کردن تا دمای اتاق، محلول را به یک بالن اندازهخانهشده گرم

 (.Ve) کنیدمناسب دیگر تا رسیدن به حجم مورد نظر رقی   حلالرا با آب مقطر یا   آنو 
 

-9-2طبو  بنود   ( یوا ) 16-9-2طب  بند در صورت استفاده از تاکادیاستاز، با استفاده از محلول سدیم استات بند )  :2يادآوري

 2منظور فعالیوت آن یموی بوه     عصاره را به pH(، 13-9-2طب  بند گرم در هر گرم نمونه، تاکادیاستاز )میلی 199( و اف ودن 13

 .کنیدگیاری خانهساعت گرم 92الی  16 زمان به مدت ،درجه سلسیوس 26تا  33مخلوط حاص  را در دمای  .برسانید

 

توانود در  فسفریلاسیون کام  میدِ مورد استفاده بستگی دارد. و آن یمِ 2فسفوریلاسیون به ماتریک  نمونهواکن  دِ  :1يادآوري

 صورت پییرد.زمان کوتاهتر 

 

    از   معینوی ای حواوی مقودار   نمونوه  بوا  را مرحلوه آن یموی  ، بهینوه  9فسفوریلاسویون دِدسوتیابی بوه   به منظوور  

گیوری  . با انودازه دهیدمنوفسفات به آزمونه، انجام یا تیامین ،فسفاتتیامین اف ودنفسفات و یا با  B1ویتامین 

 شود.کفایت روش تایید می ،می ان تیامین حاص 

مقدار تیامین  تواند حاوی تیامین باشد.، می 3فسفوریلاسیون، تاکا دیاستازن یم مورد استفاده جهت واکن  دِآ

 در محاسبات نتیجه آزمون در نظر گرفته شده است. وارد شده توسط آن یم،

 اكسيداسيون تيامين به تيوكروم  6-1-9

 اكسايش پيش ستون  6-1-9-2

-9-2طبو  بنود   (، محلول استاندارد )9-9-6طب  بند فرآیند آن یمی )ص  از حامیلی لیتر از نمونه  1مقدار 

لیتور محلوول    میلی 1ها و به هر یک از ویال کرده( یا محلول شاهد را به ویال یا ظرو  مناسب منتق  93-9

ان زمو  . محلول نمونه آزمون را بورای مودت  بیاف ایید( 12-9-2طب  بند )( III)قلیایی پتاسیم هگ اسیانوفرات 

را بوه دسوتگاه     آن ک دقیقه(ی زمان معین )برای مثال:مدت  پ  از تکان دهید. ثانیه( 19معین )برای مثال: 

HPLC (مراجعه کنید این استاندارد پیوست اطلاعاتی 1-جدول  به . )کنیدت ری   2فاز معکوس 
 

                                                 
1 Sample matrix 

2 Dephosphorylation 

3 Taka diastase 

4 Reversed phase HPLC system 
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 و سوپ   ( اسوتخراج 3-9-2بند طب  ای وبوتانول )میلی لیتر 3/1 در یدتوانمحلول اکسید شده را میمتعاقباً، 

ترکیبات م احم و محافظت از  (. به منظور رفعفسفریک اسید)برای مثال: با  کنیدت ری   عصاره استخراجی را

صوورت   3توسط استخراج فاز جامود  9شود و یا عم  پاکسازی 1شود که خنثی سازیتوصیه می، HPLCستون

 پییرد.

. شوود  مهوار ها( موجود در برخی مواد غویایی،  )مانند:پلی فن  تواند توسط موادیتیامین به تیوکروم می سیوناکسیدا يادآوري:

 . شود؛ هر اند در سایر مواد غیایی نی  می تواند مشاهده شوداین امر اغلب در مواد غیایی حاوی کاکائو ایجاد می

، (spick)تیامین به عصاره نمونه  اردِبا اف ودن حجم مشخصی از محلول استاند شود،توصیه می ؛اگر انین اشکالی به وجود آید

شوود، مرحلوه   در صورتی که بازیافت خیلوی پوایین باشود توصویه موی      قب  از واکن  اکسیداسیون، می ان بازیافت کنترل شود.

مجه  به سیستم اکسیداسویون پو  سوتون انجوام      HPLCپاکسازی عصاره با استفاده از رزین تبادل کاتیونی و یا با استفاده از 

 د.پییر

 

 شناسايي توسط اكسيداسيون پيش ستون  6-1-9-1

ت ریو    HPLCهای حاوی نمونه بوه دسوتگاه   های معینی از محلول های کالیبراسیون را همانند محلولحجم

های مج ای کروماتوگرام محلول حاوی نمونه و محلول استاندارد، تیوکروم . با مقایسه زمان بازداری پیککنید

  .کنیدرا شناسایی 

 .شودتواند منجر به شناسایی پیک  ودن مواد استاندارد به محلول مورد آزمون، هم انین میاف

 دنبال گردد، جداسازی و اندازه گیری رضایت بخ  خواهد بود. ذکر شده در زیرانانچه شرایط 

 (  مراجعه كنيداين استاندارد  HPLCشرايط جايگزين - و پيوست اطلاعاتي پ 2-شکل الفبه )

                                                                                          

Lichrospher  :فاز ساکن   
®
 60 RP Select B

   ؛mm  2 ×  mm939و ابعاد µm 3، اندازه ذرات  (2

 ؛(99-9-2طب  بند ) استات(، بافر 1-9-2طب  بند )متان   :فاز متحرك 

 ؛ ml/min3/9 جریان :  می ان 

  ؛µl99 حجم ت ری   : 

 .nm 233نشر : طول موج و  nm 366: طول موج تهییج  سنجی؛فلوروآشکارسازی   : 

 

                                            پس ستون اكسيداسيون  6-1-9-9

به  تیامین ،(12-9-2طب  بند هگ اسیانوفرات )و طی واکن  با محلول اکسیداسیون پ  ستون  با استفاده از

( را از طریو   12-9-2طبو  بنود   واکنشگر هگ اسیانوفرات ). جهت تشکی  تیوکروم، شودمیتیوکروم اکسید 

  . بیاف ایید (ml/min 3/9 به طور مداوم )مثال: HPLCشک ، به حلال  Tاتصال  لوله
 

                                                 
 1-Neutralize 

2-Clean up 

3-Solid phase extraction 
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گیرد. سدیم هیدروکساید قرار می( برای مثال تحت تاثیر: غلظت 3-3-9-6طب  بند پ  ستون )مرحله اکسیداسیون  :يادآوري

 .کنیدو بالعک  جبران  می ان جریانبا کاه   یدتوان( را می12-9-2طب  بند محلول هگ اسیانوفرات ) های باتیغلظت

 

 پس ستون شناسايي توسط اكسيداسيون  6-1-9-4

ت ریو    HPLCاه های حاوی نمونه به دسوتگ های کالیبراسیون را همانند محلولاز محلول مناسبیهای حجم

های مج ای کرومواتوگرام محلوول حواوی نمونوه و محلوول اسوتاندارد،       زمان بازداری پیک ی. با مقایسهکنید

هوم انوین موی توانود منجور بوه        ،اف ودن مواد استاندارد به محلول نمونوه آزموون   .کنیدرا شناسایی  تیامین

 .شودشناسایی پیک 

 .گیری رضایت بخ  خواهد بودجداسازی و اندازه ،کنیددنبال  ذکر شده در زیرانانچه شرایط 

      .(مراجعه كنيداين استاندارد  HPLCشرايط جايگزين - و پيوست اطلاعاتي پ 1-شکل الفبه ) 

                                                                                       

Supelco  :فاز ساکن
®
 LC-18-D

   ؛mm 6/2 ×  mm939و ابعاد  µm 3ه ذرات ، انداز  (2

(، حاوی یک گرم در لیتر 12-9-2طب  بند بافر فسفات ) ؛(1-9-2طب  بند )متان   : فاز متحرك

طب سدیم هپتان سولفونات ) mmol/l 3و  (99-9-2طب  بند تی  آمونیوم کلراید )اتترا 

 ؛(33:63( )91-9-2بند   

 ؛ml/min1 جریان:  می ان

 ؛ µl99 : حجم ت ری 

  ؛(12-9-2طب  بند ) (III)هگ اسیانوفرات محلول قلیایی پتاسیم  : ستونپ  واکنشگر

 ؛ml/min 3/9  شدت جریان واکنشگر:

 .nm 229نشر : طول موج و  nm 363: طول موج تهییج   سنجی؛آشکارسازی: فلورو

 
 هیدروکسوی اتیو (   -1) تیوامین یوا   -هیدروکسی -1یک پیک اضافه مربوط به  ممکن است،ها برخی نمونه درآنالی   :يادآوري

      .مشاهده شودتیامین در کروماتوگرام 

    

 اندازه گيري 6-9

گیری یوا ارتفواع   گیری به روش کالیبراسیون خارجی، سطح زیر منحنی حاص  از نمونه را انتگرالجهت اندازه

تایج پیک مشوابه حاصو  از مواده اسوتاندارد     و مقادیر متناظر را با ن کردهگیری پیک حاص  از نمونه را اندازه

 .  کنید. خطی بودن منحنی کالیبراسیون را کنترل کنیدمقایسه 

 

 محاسبهروش  7

گیری یا از روش ساده شده زیر محاسبه را بر اساس منحنی کالیبراسیون انجام دهید یا از برنامه های انتگرال

 :کنیداستفاده 
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و  کرده محاسبه با استفاده از فرمول زیر تیامین کلراید هیدروکلراید بر حسب راB1 ویتامین  ((wج ء جرمی 

 .گ ارش کنیدگرم نمونه 199گرم در به میلی

       
1000

100







sst

ets

mA

vA
w

 

 که در آن:

Ats   )؛تیوکروم محلول نمونه آزمون در واحدهای سطح یا ارتفاع سطح زیر منحنی یا ارتفاع پیک )قله 

Ast   ؛یا ارتفاع پیک تیوکروم محلول استاندارد در واحدهای سطح یا ارتفاع سطح زیر منحنی 

 Ve   ؛حجم محلول نمونه آزمون به میلی لیتر 

    ؛کلراید هیدروکلراید در محلول استاندارد به میکروگرم در میلی لیتر غلظت جرمی تیامین 

ms    ؛وزن نمونه به گرم 

  ؛گرم 199در  فاکتور محاسبه  199

 گرم.  199گرم در گرم به میلی 199میکروگرم در  فاکتور تبدی  1999

 

 329/9نتیجوه را در فواکتور   ، (C12H17CIN4OS)بور حسوب تیوامین    B1ویتامین  ((wج ء جرمی جهت بیان 

 .کنیدضرب 

 

 دقت 8

 كليات    8-2

بوا یوک بررسوی     1226مین در سوال  گیری تیا برای اندازه HPLCهای متفاوت اطلاعات مربوط به دقت روش

،  بور روی  1هوا گیری و آزمون استاندارد المللی، به نیابت از طر  کمیسیون اروپایی برنامه اندازهای بین مقایسه

(121نمونووه آرد کاموو  
9

 (CRM ، شوویر خشووک(CRM 421) ،مخلوووط  هووایسووب ی(CRM 485)  جگوور ،

 .(اطلاعاتی این استاندارد - تهیه و تنظیم شده است )پیوست ب (CRM 487)شده خشک
 

9تکرارپذيري   8-1
 

یک آزمای  که روی یک ماده مشخ  مورد آزمون، به وسیله یک  دست آمده از  تغییرپییری در نتیجه به

ترین دوره زمانی ممکن به دست آمده باشد، نباید در بیشتر  ، در کوتاه کارگیری همان تجهی اتآزمایشگر، با به

 بیشتر باشد.r  از حد تکرار پییری  موارد، 2درصد 3از 

 

 مقادیر تیامین کلراید هیدروکلراید عبارتند از:

                                                 
1 European Commission's Standards Measurement and Testing Programme 
2 Certified Reference Material 
3   Repeatability  

 درصد نباشد. 3استاندارد تکرار پییری زمانی قاب  قبول است که اختلا  تکرار آزمای ، بیشتر از در این  -2
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آرد کام :     
_

x = 239/9  100/mg  g  r = 923/9   100/mg  g  

خشک شیر:      
_

x =  623/9  100/mg  g  r = 931/9   100/mg  g 

مخلوط هاییسب  :   
_

x = 923/9  100/mg  g  r = 932/9   100/mg  g 

    : جگر
_

x = 393/9  100/mg  g  r 933/9   100/mg  g 

 
 

 2يريتجديدپذ   8-9

های مستق ، روی یک ماده مشخ  مورد  از نتایج آزمونتغییرپییری در نتیجه میانگین به دست آمده 

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

 .بیشتر باشد Rدرصد موارد، از حد تجدید پییری  3 گیرد، نباید در بیشتر از 

 

 مقادیر تیامین کلراید هیدروکلراید عبارتند از: 

آرد کام :     
_

x = 239/9  100/mg  g  R = 129/9   100/mg  g 

شیر خشک:     
_

x = 623/9   100/mg  g  R = 923/9   100/mg  g 

مخلوطهای یسب  :  
_

x = 923/9  100/mg  g  R = 133/9   100/mg  g 

جگر :             
_

x = 393/9  100/mg  g  R = 693/9   100/mg  g 

 

                                                 
1 - Reproducibility  
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 گ ارش آزمون       2

 های زیر باشد: دارای آگاهی گ ارش آزمون باید 

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

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

 تاری  نمونه برداری.  2-3

 اطلاع(. وجود و )در صورت روش نمونه برداری  2-2

 آزمایشگاه. یاز سو تاری  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

 تاری  انجام آزمون.  2-3

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

 ممکن است روی نتایج آزمون موثر باشد.   

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



12 

 

 پيوست الف

 )اطلاعاتي(

  HPLCهايي از كروماتوگرام هاي سيستم  مثال

 
 

Lichrospher  :فاز ساکن
®
 60 RP Select B

  ؛mm  2 ×  mm939و ابعاد µm 3، اندازه ذرات  (2

 ؛(29:69( )99-9-2(، بافر استات )1-9-2)متان    :فاز متحرك

  ؛ml/min3/9 جریان:   می ان

  ؛µl99 حجم ت ری : 

 .nm 233نشر : طول موج و  nm 366: طول موج تهییج  ؛سنجیآشکارسازی: فلورو

 
 مربوط به جداسازي تيامين به صورت استاندارد تيوكروم HPLCمثال يک سيستم  -2-شکل الف

 يستون مشتق سازي پيشبا استفاده از 
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Supelco  :فاز ساکن

®
 LC-18-D

   ؛mm 6/2 ×  mm939و ابعاد  µm 3، اندازه ذرات   (2

  c(NH4H2PO4) =10 mmol/l (pH =3/3) ( 12-9-2طب  بند ) فسفاتبافر  ;(1-9-2)متان   :فاز متحرك

نات سدیم هپتان سولفو mmol/l 3و  (99-9-2طب  بند ) آمونیوم کلرایدتترا اتی   g/l 1 حاوی

 ؛(33:39( )91-9-2طب  بند )

 ؛ml/min 3/1می ان جریان: 

 ؛ µl3 حجم ت ری  : 

 ؛(12-9-2طب  بند ( )III: محلول قلیایی پتاسیم هگ اسیانوفرات )پ  ستونواکنشگر

 ؛ml/min 3/9شدت جریان واکنشگر: 

 .nm 233نشر : طول موج و  nm 366: طول موج تهییج ؛آشکارسازی: فلوروسنجی

 مربوط به جداسازي استاندارد تيامين  HPLCهايي از يک سيستم مثال -1-شکل الف

 (c)،گوشت پخته شده  (b)، برنج پخته شده  (a)در كاهومشتق سازي پس ستون اده از با استف
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 پيوست ب

 )اطلاعاتي(

 اطلاعات مربوط به دقت

ن بين طي آزمو 2-، اطلاعات ارايه شده در جدول ب Study guidlines EU SMTبر اساس 

 تعيين شده است. ،زمايشگاهيآ

 
 مخلوط  هايسبزياطلاعات مربوط به دقت براي آرد كامل و شيرخشک،  -2 –جدول ب 

 نمونه ها
CRM 121 

 آرد كامل
CRM 421 

 شيرخشک
CRM 485 

 مخلوط ياهسبزي

 1226 1226 1226 سال آزمون بین آزمایشگاهی

 19 12 13 ها  تعداد آزمایشگاه

 9 9 9 اه تعداد نمونه

 های باقیمانده پ  از حی  آزمایشگاه هایی تعداد آزمایشگاه

 ها خارج از محدوده بوده است عملکرد آن که نتیجه
13 12 19 

 صفر صفر صفر ها )آزمایشگاه ها( خارج از محدوده تعداد

 33 39 63 تعداد نتایج پییرفته شده

،مقدار میانگین 
_

x (100/mgg) 239/9 623/9 923/9 

 ts.ve .fa snaem 932/9 936/9 932/9 (mgg/100) میانگین انحرا  معیار

 sr  913/9 993/9 919/9تکرارپییریانحرا  معیار 

 9/2 3/3 9/3 %تکرارپییری ضریب پراکندگی 

 r [r=2.83×sr] ،100/mgg 923/9 931/9 932/9 حد تکرارپییری

 sR  ، 100/mgg 933/9 933/9 963/9تجدید پییریانحرا  معیار 

 3/13 9/13 3/11 %تجدید پییری ضریب پراکندگی 

 R  [R=2.83×sR] ،100/mgg 129/9 923/9 133/9 تجدید پییریحد 
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كودك، شير خشک، آرد با  غذاي ، TUBE FEEDING SOLUTION يدقت برااطلاعات مربوط به  -1 –جدول ب 

 ميوه و مخمر

 نمونه ها
TUBE 

FEEDING 

SOLUTIO

N 

غذاي 

 كودك
شير 

 خشک

آرد با 

 ميوه
 مخمر

 1223 1223 1223 1223 1223 سال آزمون بین آزمایشگاهی

 19 19 19 19 19 ها  تعداد آزمایشگاه

 1 1 1 1 1 ها تعداد نمونه

 های باقیمانده پ  از حی  آزمایشگاه هایی شگاهتعداد آزمای

 ها خارج از محدوده بوده است عملکرد آن که نتیجه
3 19 19 19 19 

 صفر صفر صفر صفر 9 ها )آزمایشگاه ها( خارج از محدوده تعداد

 99 99 99 99 16 تعداد نتایج پییرفته شده

،مقدار میانگین 
_

x (100/mgg) 11/9 9/9 36/9 92/1 31/1 

 sr  91/9 99/9 92/9 93/9 19/9تکرارپییریانحرا  معیار 

 2 3 3 3 3 %تکرارپییری ضریب پراکندگی 

 r [r=2.83×sr] ،100/mgg 99/9 93/9 1/9 9/9 32/9 حد تکرارپییری

 sR  ، 100/mgg 92/9 92/9 93/9 12/9 13/9تجدید پییریانحرا  معیار 

 13 12 16 91 39 %تجدید پییری ضریب پراکندگی 

 R  [R=2.83×sR] ،100/mgg 1/9 19/9 93/9 33/9 23/9 تجدید پییریحد 

 و مکمل غذايي پودر شکلاتاطلاعات مربوط به دقت براي غلات،  -9 –جدول ب 

 غلات غلات نمونه ها
پودر 

 شکلات
 ذاييمکمل غ

 1223 1223 1223 1223 سال آزمون بین آزمایشگاهی

 19 19 19 19 ها  تعداد آزمایشگاه

 1 1 1 1 ها تعداد نمونه

 های باقیمانده پ  از حی  آزمایشگاه هایی تعداد آزمایشگاه

 ها خارج از محدوده بوده است عملکرد آن که نتیجه
2 2 2 2 

 1 1 1 1 (ها )آزمایشگاه ها خارج از محدوده تعداد

 13 13 13 13 تعداد نتایج پییرفته شده

،مقدار میانگین 
_

x (100/mgg) 29/1 23/9 33/1 263 

 sr  96/9 13/9 13/9 32تکرارپییریانحرا  معیار 

 3 3 6 2 %تکرارپییری ضریب پراکندگی 

 r [r=2.83×sr] ،100/mgg 16/9 22/9 36/9 111 حد تکرارپییری

 sR  ، 100/mgg 93/9 21/9 93/9 33تجدید پییریانحرا  معیار 

 13 12 12 12 % تجدید پییریضریب پراکندگی 

 R  [R=2.83×sR] ،100/mgg 33/9 16/1 3/9 919 تجدید پییریحد 
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 پيوست پ

 )اطلاعاتي( 

 ايگرينج HPLCسيستم هاي 

 جداسازي و اندازه گيري رضايت بخش مي باشد.  چنانچه شرايط كروماتوگرافي زير اعمال گردد،

 جايگرين HPLCشرايط سيستم هاي  -2-جدول پ

نوع 

 اكسيداسيون

ميزان 

 جريان
ml/min 

 آشکارسازي

 فلوروسنجي(

 )نشر تهييج /
nm 

 فاز متحرك 
(V:V) 

 ابعاد ستون
mm × mm 

 فاز ساكن

 233/363 3 پ  ستونی
 pH= c(KH2PO4)=0.1 , 7.4اتانل/بافر فسفات  

mol/l 
 (50:50) 

6/2×939 Radial silica ® 10 µm 
 

 299/363 1 پ  ستونی

 pH= c(KH2PO4)=9 ,3.3 متانل/بافر فسفات 

mmol/l 

 c(C8H20NCl)=1 g/l  حاوی تترا اتی  آمونیوم کلراید   

 c(C7H15NaO3S)=5 mmol و سدیم هپتان سولفونات 

/l 
(35:65) 

6/2×939 

Supelco® LC-18-D2) 
5 µm 

 

 233/333 3/1 پ  ستونی
 سدیم هگ ان سولفوناتمتانل/

c(C6H13NaO3S.H2O)= 1mmol/l , pH= 3 

 (70:30) 

6/2×939 Eurospher RP-18 

5 µm 
 

 233/333 1 پ  ستونی

 c(NaH2PO4)=10فسفات سديم دي هيدروژن

mmol/l            سديم پركلرات/         
c(NaClO4)=0.15 mol/l  

(50:50) 

6/2×939 
Eurospher 100-C18 

5 µm 
 

 233/366 3/9 پی  ستونی
 pH=4 ,متانل/بافر استات

c(CH3COONa)=50mmol/l 

(40+60) 

6/2×939 Lichrospher® 60 RP 

Select B2) 

 5 µm 
 

 233/366 3/9 پی  ستونی
 =2.3pHمتانل/بافر استات

c(CH3COONa)=0.5mol/l , (40:60) 
6/2×939 µ-Bondapak radial 18 

5 µm 
 

 233/333 1 پی  ستونی
 pH=  ,  c(KH2PO4)=0.1 mol/l  4فسفاتمتانل/بافر 

(70:30) 

6/2×939 Spherisorb ODS2       

  5 µm 
 

 229/363 3/1 پی  ستونی
 (80:20)دی متی  فرمامید پتاسیم دی هیدروبن فسفات/

   
   c(KH2PO4)=10 mmol/l 

 
 

6/2×939 
Lichrospher® RP18 

10 µm 

 233/366 1 پی  ستونی
 (40:60)متانل/آب 

 =pH 2.3با اسید استیک تا    pHتنظیم 
6/2×139 Hamilton PRP-1 

5 µm 

 233/366 1 پی  ستونی
 (35:65)  متانل/آب

 =pH 2تا  % w(NH3)=25با آمونیاك   pH تنظیم 
1/2×139 Hamilton PRP-1 

5 µm 

 229/363 1 نیپی  ستو
 Hypersil NH2APS2 939×6/2 (95:5)دي كلرو متان/متانل 

5 µm 
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 تپيوست 

 )اطلاعاتي( 

 كتابنامه
 

 


