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  به نام خدا

 سازمان ملي استاندارد ايران با آشنايي

 و تحقيقـات  اسـتاندارد  مؤسسة مقررات و قوانين اصلاح قانون 3مادة يك بند موجب به ايران صنعتي تحقيقات و استاندارد مؤسسة

) رسـمي (استانداردهاي ملـي   نشر و تدوين تعيين، وظيفه كه است كشور رسمي مرجع تنها 1371 ماه بهمن مصوب ايران، صنعتي
  .دارد عهده به را ايران

بـه   29/6/90نام موسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران به موجب يكصد و پنجاه و دومـين جلسـه شـوراي عـالي اداري مـورخ      
  . ت  اجرا ابلاغ شده است جه 24/7/90مورخ  35838/206سازمان ملي استاندارد ايران تغيير و طي نامه شماره 

مؤسسـات   و مراكـز  نظـران  صـاحب  ،كارشناسان سـازمان   از مركب فني هاي كميسيون در مختلف هاي حوزه در استاندارد تدوين
توليـدي،   بـه شـرايط   توجـه  بـا  و ملي مصالح با همگام وكوششي شود مي انجام مرتبط و آگاه اقتصادي و توليدي پژوهشي، علمي،
 كنندگان، صادركنندگانمصرف توليدكنندگان، شامل نفع، و حق صاحبان منصفانة و آگاهانه مشاركت از كه است تجاري و فناوري

 ملي نويس استانداردهاي پيش .شود مي حاصل دولتي غير و دولتي هاي سازمان نهادها، تخصصي، و علمي مراكز كنندگان، وارد و

 پيشـنهادها  و نظرها از دريافت پس و شودمي ارسال مربوط فني هاي كميسيون اعضاي و نفع ذي مراجع به نظرخواهي براي ايران

  .شود مي منتشر و ايران چاپ )رسمي(ملي  استاندارد عنوان به تصويب صورت در و طرح رشته آن با مرتبط ملي كميتة در
كننـد   مـي  تهيـه  شـده  تعيـين  ضوابط رعايت با نيز صلاح ذي و مند علاقه هاي سازمان و مؤسسات كه استانداردهايي نويس پيش

بـدين ترتيـب،    .شـود  مـي  منتشـر  و چـاپ  ايـران  ملـي  اسـتاندارد  عنـوان  بـه  تصـويب،  درصـورت  و بررسـي  و طرح ملي دركميتة
 ملي استاندارد كميتة در و تدوين 5 شمارة ايران ملي استاندارد در شده نوشته مفاد اساس بر كه شوند مي تلقي ملي استانداردهايي

  .باشد رسيده تصويب به دهدمي سازمان ملي استاندارد ايران تشكيل كهمربوط 
 و (IEC)2المللي الكتروتكنيك  بين كميسيون، 1(ISO)استاندارد  المللي بين سازمان اصلي اعضاي از ايران سازمان ملي استاندارد

 كشـور  در (CAC)5 كدكس غـذايي   كميسيون 4رابط تنها به عنوان و است (OIML)3 قانوني شناسي اندازه المللي بين سازمان

پيشـرفت   آخرين از كشور ، خاص هاي نيازمندي و كلي شرايط به توجه ضمن ايران ملي استانداردهاي تدوين در .كند مي فعاليت
   .شودمي گيريبهره المللي بين استانداردهاي و جهان صنعتي و فني علمي، هاي

 و سلامت كنندگان، حفظ مصرف از حمايت براي قانون، در شده بيني پيش موازين رعايت با تواند سازمان ملي استاندارد ايران مي
 استانداردهاي از اجراي بعضي اقتصادي، و محيطي زيست ملاحظات و محصولات كيفيت از اطمينان حصول عمومي، و فردي ايمني

 مـي  سازمان . نمايد استاندارد، اجباري عالي شوراي تصويب با وارداتي، اقلام يا/و كشور داخل توليدي محصولات براي را ايران ملي

 اجبـاري  را آن بنـدي و درجـه  صادراتي كالاهاي استاندارد اجراي كشور، محصولات براي المللي بين بازارهاي حفظ منظور به تواند

 آمـوزش،  مشـاوره،  در زمينـة  فعال مؤسسات و سازمان ها خدمات از كنندگان استفاده به بخشيدن اطمينان براي همچنين . نمايد

كاليبراسـيون   و مراكـز  هـا  آزمايشـگاه  محيطـي، زيسـت  مـديريت  و كيفيـت  مـديريت  هاي سيستم صدورگواهي و مميزي بازرسي،
 تأييـد صـلاحيت   نظام ضوابط اساس بر را مؤسسات و ها سازمان گونه اين سازمان ملي استاندارد ايران سنجش، وسايل )واسنجي(

 .كنـد  نظارت مي آن ها عملكرد بر و اعطا ها آن به صلاحيت تأييد گواهينامة لازم، شرايط احراز صورت در و كند مي ارزيابي ايران
 براي تحقيقات كاربردي انجام و گرانبها فلزات عيار تعيين سنجش، وسايل )واسنجي(كاليبراسيون  يكاها، المللي بين دستگاه ترويج

  .است سازمان اين وظايف ديگر از ايران ملي استانداردهاي سطح ارتقاي

                                                 
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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  كميسيون فني تدوين استاندارد

  )بالاكارايي ها به روش كروماتوگرافي مايع با گيري تتراسايكليناندازه - شير خام(
  

  يا نمايندگي/ سمت و  : رئيس
  پور، عليرضا قاسم

  )دكتراي شيمي تجزيه(
  

  هيئت علمي دانشگاه شهيد بهشتي

   :دبير
  زهرهغنوي،

  )زيفوق ليسانس مهندسي كشاور( 
  

  كل اداره -سازمان ملي استاندارد ايران
  نظارت بر اجراي استاندارد

  )ءاسامي به ترتيب حروف الفبا(: اعضاء
  ابوحسين، گيتي

  )فوق ليسانس علوم بهداشتي در تغذيه(
    

  آزمايشگاه هاي مرجع غذا و دارو
  

 اسلامي، زهرا                                             
)                                                            فيتوشيميدكتراي (

  

و  پژوهشكده گياهان–دانشگاه شهيد بهشتي
  دارويي مواد اوليه

  
  بهزاد، آيدا

 )كشاورزيمهندسي فوق ليسانس (

  

  يام نورپ علمي دانشگاهعضو هيأت 

  ، عبدااللهتوسلي
  )دكتراي شيمي تجزيه(
  

  سازمان دامپزشكي كشور
  

  خليلي، مهسا
  )فوق ليسانس شيمي تجزيه(
  

  شركت فن آوري هاي نوين دارويي آتيه
  

  سياوش رضا زاده،
  )فوق ليسانس محيط زيست(
  

  اداره كل محيط زيست استان قزوين

  رضوي سطوني، هاشم
  )صنايع غذايي فوق ليسانس(
  

  شركت بهاران گل
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  )ادامه(كميسيون فني تدوين استاندارد 
  يا نمايندگي/ سمت و  : اعضاء
    آزاده صنعي،

  )فوق ليسانس مهندسي كشاورزي(
  

  طراوت خراسان ارسپ شركت
  

  محمد مراد، فرج اللهي
  )دكتراي تخصصي بيوشيمي باليني و بيولوژي مولكولي(
  

  علوم پزشكي ايرانعضو هيأت علمي دانشگاه

                                   ريمم ،داناقبادي 
  )دكتراي ژنتيك مولكولي(
  

  پژوهشگاه  - سازمان ملي استاندارد ايران 
  استاندارد

  
  غفاري، مريم

  )ليسانس صنايع غذايي(
  

  )سهامي خاص(شركت پاكبان 

  غنوي، زهرا
  )فوق ليسانس مهندسي كشاورزي(
  

  زيست استان قزوين اداره كل  محيط

  كاظمي، فرشته                                            
  )ليسانس شيمي كاربردي(
  

  پايش زيست مبنا  شركت

  كرمي، روح االله
  )دكتراي شيمي دارويي(
  

  مركز تحقيقات شيمي دارويي و گياهي 
  شيراز

  محمودي ميمندي، معصومه
  )فوق ليسانس سم شناسي(

  پژوهشگاه  - سازمان ملي استاندارد ايران
  گروه پژوهشي مواد غذايي-استاندارد

  
  نازنين                                                مصلح،

    )ليسانس مهندسي صنايع غذايي(
  

  استان البرزاستاندارد اداره كل 
  

  منصوره                                   ،مظاهري
  )بيوتكنولوژي-شيمي ليسانس مهندسيفوق (
  

  پژوهشگاه  - سازمان ملي استاندارد ايران 
  گروه پژوهشي مواد غذايي-استاندارد
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  )ادامه(كميسيون فني تدوين استاندارد 
  يا نمايندگي/ سمت و  : اعضاء
                                    شهپر ،مقدمي

  )ميكروبيولوژيفوق ليسانس (
  

  پژوهشگاه  - سازمان ملي استاندارد ايران 
  ميكروبيولوژيگروه پژوهشي -استاندارد

  
  سعيدملايي،

  )شيميي فيتوادكتر(
  

و پژوهشكده گياهان  -هشتيدانشگاه شهيد ب
  مواد اوليه دارويي

  
  فرهاد  ،موسي خاني

  )ميكروبيولوژيي ادكتر (
  پايش زيست مبنا شركت
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 گفتارپيش

نويس آن كه پيش "ها به روش كروماتوگرافي مايع با كارآئي بالاگيري تتراسايكليناندازه - شير خام "استاندارد 
اجلاس كميته ملي استاندارد       ن هزارو دويست و شصت و نهمي تدوين شده و درمربوط تهيه و هاي در كميسيون

قانون اصلاح قوانين و مقررات  3مورد تصويب قرار گرفته است، اينك به استناد بند يك ماده 20/7/1392 مورخ
     ان منتشران استاندارد ملي ايربه عنو، 1371ب بهمن ماهمصوستاندارد و تحقيقات صنعتي ايران، موسسه ا

  . شودمي
ي صنايع، علوم و خدمات، هاي ملي و جهاني در زمينهولات و پيشرفتمي و هماهنگي با تحبراي حفظ همگا
نظر خواهد شد و هر پيشنهادي كه براي اصلاح و تكميل اين لي ايران در مواقع لزوم تجديداستانداردهاي م

اين، بايد بنابر. يون فني مربوط مورد توجه قرار خواهد گرفتكميس نظر درانداردها ارائه شود، هنگام تجديداست
 .نظر استانداردهاي ملي استفاده كردهمواره از آخرين تجديد

  
 :منابع و مĤخذي كه براي تهيه اين استاندارد مورد استفاده قرار گرفته به شرح زير است

  
ار و شيوه نگارش استانداردهاي ملي ايران ساخت مربوط به، مقررات 1386سال : 5استاندارد ملي ايران شماره  - 1
  ).تجديدنظر سوم( –

2- AOAC: 2010,Multiple Tetracyclin Residues in MilkMetal Chelate Affinity-Liquid 
Chromatography Method-Chapter 33, P. 52. 
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  كروماتوگرافي مايع با كارايي بالاها به روش گيري تتراسايكليناندازه -شير خام
  

  هدف    1
به روش كروماتوگرافي  گاو خامهاي باقي مانده در شير اندارد، تعيين مقدار تتراسايكلينهدف از تدوين اين است

  .مي باشد ،مايع با كارايي بالا
  

  دامنه كاربرد  2
  .كاربرد دارد ،گاو خامها در شير سايكلينگيري ميزان تترابراي اندازه ،اين استاندارد

 

  مراجع الزامي   3
بدين . ها ارجاع داده شده است به آنملي ايران مدارك الزامي زير حاوي الزاماتي است كه در متن اين استاندارد 

  . دنشومحسوب مي ملي ايران ترتيب آن الزامات جزئي از اين استاندارد
ها و تجديدنظرهاي بعدي آن شده باشد، اصلاحيه در صورتي كه به مداركي با ذكر تاريخ انتشار ارجاع داده

ها ارجاع داده شده است،  مورد مداركي كه بدون ذكر تاريخ انتشار به آن در. موردنظر اين استاندارد نيست
  .ها موردنظر است هاي بعدي آنهمواره آخرين تجديدنظر و اصلاحيه

  :    ستاستفاده از مراجع زير براي كاربرد اين استاندارد الزامي ا
ها و  ويژگي –مورد مصرف در آزمايشگاه تجزيه  -آب ،1381سال : 1728شماره اندارد ملي ايران است  3-1

  .)تجديد نظر اول(هاي آزمون روش
  .ير براي كنترل باقي مانده داروئيبرداري شروش نمونه ،1380سال : 5658شماره ندارد ملي ايران استا  3-2

 اصطلاحات و تعاريف  4

  :رودزير به كار ميتعاريف  اصطلاحات و ،استاندارداين در 
4-1  

  1شيرخام
شيرخام مايعي است مترشحه حاصل از دوشش كامل پستان دام سالم حداقل چهار روز پس از زايمان كه با 

سال :  5561مطابق با استاندارد ملي ايران (اصول صحيح، تغذيه و نگهداري شده باشد و در شرايط بهداشتي 
                                                 

1- Raw milk  



2 

 

دوشيده شده و تحت هيچ شرايطي آب يا ماده ديگري به آن اضافه و يا از آن كسر نگرديده باشد، ) 1379
  .گونه عمليات فرآوري روي آن انجام نشده باشد باشد و هيچ 1همچنين شير خام بايد فاقد آغوز

  .رد شوددرجه سلسيوس س 4بلافاصله پس از دوشش خنك نموده و در شرايط مناسب تا  شيرخام را–1يادآوري 

  .درجه سلسيوس تحويل گرفته شود و يخ زده نباشد 8خام بايد با دماي كمتر از  شير–2يادآوري 

4-2    
  حد تعيين مقدار

شود و مفهوم ميگيري اندازه ،ه با صحت و دقت قابل قبولترين غلظت از تتراسايكلين در نمونه است، ككم
  . باشد، ميتقسيم بر شيب منحني كاليبراسيون ،برابر با ده برابر انحراف معياررياضي آن 

4-3    
  2استخراج

  .شودگفته مي ،كوچكستون با استفاده از  ،ها از نمونه مورد آزموناسايكلينبه جداسازي تتر
4-4  

  3نمونه شاهد
  .شودگفته مي، ها باشدتتراسايكلين بدونكه  ،گاو خامشير به نمونه 

4-5  
  4صحت

  . شودگفته ميكه در نمونه وجود دارد،  آن نتيجه آزمون با ميزان واقعيبه نزديكي يا توافق بين 
4-6  

  5دقت
ن و معيشرايط  در، كه ستقل بر روي يك نمونه يكنواختهاي مدست آمده از آزمونبه نزديكي بين نتايج به

  . شودنجام شده باشد، گفته ميمشخص ا

  .گيرداين استاندارد براي تعيين دقت مورد استفاده قرار مي 8-4و  7- 4دو تعريف نوشته شده به شرح زير در بندهاي  –يادآوري 

                                                 
1-Colostrum 
2- Extraction 
3- Blank 
4- Accuracy 
5- Precision 
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4-7  
  1پذيريتكرار

يك  و با استفاده از ،يك نمونه، در يك آزمايشگاهروي  بر ررهاي مكّدست آمده از آزمايشج بهبه نزديكي بين نتاي
اني كوتاه، تكرارپذيري با فاصله زممورد استفاده، شرايط مشابه، از نظر آزمايش كننده و دستگاه  درروش آزمون، 

  .شودگفته مي
4-8  

  2تجديد پذيري
 دريك روش آزمون،  با استفاده ازيك نمونه، كه روي  بررر هاي مكّدست آمده از آزمايشبين نتايج بهبه نزديكي 

انجام شده  گاه متفاوت از آزمايشگاه اولكننده، دستگاه و آزمايشآزمايشافراد متفاوت  توسطشرايط مختلف، 
  . شودگفته ميپذيري باشد، تجديد

4-9  
  نمونه كنترل مثبت

صورت دستي اضافه شده  به  ،هاي تتراسايكلينمشخصي از استانداردمعين و كه به آن مقدار  ،اي از شيربه نمونه
  . شودگفته مي، باشد

4-10  
  كنترل منفينمونه 

 .شودايكلين باشد، گفته ميكه عاري از تتراس ،اي از شيربه نمونه

  
  اساس روش 5

استخراج  ،سانتريفوژ و به كمك بافر سديم سوكسينات وسيله به گاو، خامهاي موجود در نمونه شيرتتراسايكلين
شسته شده و  ،كوچكستون  .شودعبور داده مي ،هاي كي ليت فلزيحاوي رزين كوچكستون از  ،شده و سپس
محلول  سپس، .شودمي 3شويش ،McIlvaine-EDTA-NaClبافر  وسيله به هاي متصل به ستونتتراسايكلين

  . شودتزريق مي كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا،و به دستگاه  شدهفيلتر حاصل 
 
 
  

                                                 
1- Repeatability 
2- Reproducibility 
3- Elution 
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  يا واكنشگرها/ومواد  6

توان تنها از يا معرف ها اعلام نشده است، ميو در مواردي كه درجه خلوص مواد ، گيريدر طي مراحل اندازه
  .يا بالاتر، بهره گرفت 1اي آزمايشگاهيمواد با خلوص تجزيه

  استانداردهاي تتراسايكلين  6-1
 ، دوكسي5، مينوسايكلين4، تتراسايكلين3هاي هيدروكلريد دمكلوسايكلين، و نمك2تاندارد اكسي تتراسايكليناس

  .استفاده شوند ،8و كلروتتراسايكلين 7، متاسايكلين6سايكلين
ا درجه خلوص ب، در صورتي كه از ملح %99: براي مثال. استفاده شوند ،لااستانداردهاي تتراسايكلين با درجه خلوص با -يادآوري

  . نظر قرار گيردموردتر استفاده شود، اين موضوع بايد در محاسبه پايين

  روماتوگرافي مايع با كارايي بالا، با درجه خلوص مناسب كدو آبهاگزاليك اسيد   6-2
  سديم هيدروژن فسفات بدون آب دي  6-3
  آبه دو9مين تترااستيك اسيدآسديم اتيلن دي  دي  6-4
  كلريد سديم  6-5
  سيتريك اسيد يك آبه  6-6
  سوكسينيك اسيد  6-7
  سديم هيدروكسيد  6-8

در  و سته شودمحكم بطور بهظرف بايد  ين، دركند و بنابرارطوبت هوا را جذب ميسيد به سرعت جامد سديم هيدروك –يادآوري 
  .شودداري نگه ،جاي خشك و بيرون از يخچال

  آبه 5سولفات مس   6-9
  روماتوگرافي مايع با كارايي بالااتانول، با درجه خلوص مناسب ك  6-10
  كارايي بالاروماتوگرافي مايع با متانول، با درجه خلوص مناسب ك  6-11
  روماتوگرافي مايع با كارايي بالااستونيتريل، با درجه خلوص مناسب ك  6-12

                                                 
1- Analytical grade 
2- Oxytetracycline 
3- Demeclocycline 
4- Tetracycline 
5- Minocycline 
6- Doxycycline 
7- Methacycline 
8- Chlortetracycline 
9- Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
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 مخصوصاست كه از آب بهتر ( با درجه خلوص مناسب كروماتوگرافيآب مقطر ديونيزه شده،   6-13

  .)كروماتوگرافي كه تحت تابش فرابنفش قرار گرفته باشد، استفاده شود
  1رزين هاي كي ليت فلزي  6-14

پيوند كوالانسي تشكيل مي دهد و  ،با اپوكسي%  20ايمينو دي استيك اسيد با تشكيل محيط سوسپانسيوني در اتانول  –يادآوري
  . داري شودبايد در يخچال نگه ،بنابراين

  .McIlvaine-EDTA-NaClفر با    6-15
طبق (ن فسفات بدون آب سديم هيدروژ دي گرم از 9/10و ) 6-6طبق بند (گرم از سيتريك اسيد يك آبه  9/12

به آن را  ،)13-6طبق بند (آب مقطر وسيله بهحل كرده و  ،ليتريميلي  1000را در يك بالن حجمي ) 3-6بند 
  .  داري كنيد نگه ،حجم برسانيد و محلول را در يخچال

گرم از نمك  2/29و ) 4- 6طبق بند (آبه  دواستيك اسيد  سديم اتيلن دي آمين تترا دي گرم از نمك 2/37
 با استفاده از بافر ،منتقل كنيد و سپس ،ميلي ليتري 1000را به يك بالن حجمي ) 5- 6طبق بند (سديم كلريد 
McIlvaine، عبور دهيد ،ميكرومتر 2/0فيلتر نايلوني د و محلول را از آن را به حجم برساني.  

  .پايداري دارد ،از دو هفته تردر مدت كم نهايي در دماي اتاقمحلول  -1يادآوري 

  . ، همان محلول فيلتر شده آن استMcIlvaine-EDTA-NaClمنظور از بافر  ،در اين آزمون -2يادآوري 

  سود سوزآور مولار 10محلول     6-16
منتقل كنيد و با آب مقطر  ،ميلي ليتري 50را به بالن حجمي ) 8- 6طبق بند (گرم از سديم هيدروكسيد  0/20
  .داري كنيد نگه ،آن را به حجم برسانيد و اين محلول را در دماي اتاق ،)13-6طبق بند (

 ،تر از مقدار محاسبه شدهدر صورتي كه جامد سديم هيدروكسيد رطوبت جذب كرده باشد، مولاريته محلول نهايي كم –يادآوري
  . يابدافزايش مي ،تيتراسيون مولار سود سوزآور درميلي  10آيد و حجم مصرفي محلول به دست مي

  pH=0/4مولار سديم سوكسينات با  1/0افر ب    6-17
منتقل كنيد و در  ،ميلي ليتري 1000را به يك بالن حجمي ) 7-6طبق بند (گرم از سوكسينيك اسيد  8/11

طبق ( ورمولار سود سوزآ 10 با محلولآن را حل كنيد و  ،)13- 6طبق بند (تر از يك ليتر آب مقطر كممقدار 
به يك ليتر  ،)13-6طبق بند (حجم آن را با آب مقطر  تنظيم كنيد و نهايتاً ،0/4آن را روي  pH )16-6بند

  .كنيدداري  نگه ،برسانيد و محلول را در يخچال

  .كنيد خودداريآن ات خارجي در محلول، از مصرف ماه و يا در صورت مشاهده ذريكمدت از گذشت  پس–يادآوري

                                                 
 .قابل تهيه استدر بازار ي تاين رزين به شكل تجار - 1



6 

 

  ميلي مولار سولفات مس 10محلول     6-18
حجم  حل كنيد و ،)13-6طبق بند (آب مقطر  مقداريرا در ) 9-6طبق بند (آبه  5گرم از سولفات مس  5/0

  كنيد داري نگه درجه سيلسيوس، 25اين محلول را در  .برسانيد ميلي ليتر 200نهايي آنرا به 
  حجمي اتانول-حجمي% 20محلول     6-19

منتقل كنيد و با آب مقطر  ،ميلي ليتري 1000را به بالن حجمي ) 10- 6طبق بند (ميلي ليتر از اتانول  200
  . داري كنيد نگه ،آن را به حجم برسانيد و در يخچال ،)13-6طبق بند (

  .محكم ببنديدطور بهظرف را بايد  ر است و بنابراين، درافرّ نسبتاً دماي اتاقدر  ،اين محلول –يادآوري

  1فاز متحرك    6-20

  :Aحلال     6-20-1
  ميلي مولار اگزاليك اسيد 10حلول م  1- 6-20-1

منتقل كنيد و با آب  ،ميلي ليتري 1000را به بالن حجمي ) 2-6طبق بند (آبه  2گرم از اگزاليك اسيد  26/1
  .آن را به حجم برسانيد ،)13-6طبق بند (مقطر 

  .است2به مدت يك ماه پايدار ،اين محلول –يادآوري 

  :Bحلال   2- 6-20-1
  )11-6طبق بند (متانول   2-1- 6-20-1
  )13- 6طبق بند (مقطرآب   2-2- 6-20-1
  )12-6طبق بند (استونيتريل   2-3- 6-20-1

  .عبور داده شوند ،ميكرون 2/0منافذ ايلوني با حلال ها بايد از فيلتر ن همه -1يادآوري 

، تا 8:22متانول به نسبت :استونيتريلممكن است از  Bشود، حلال هاي دوتايي استفاده مياگر از سيستم پمپ-2يادآوري 
شرح د تا سيستم مناسب در حالت شواستفاده  ،8:22:70هاي به نسبتمتانول :استونيتريل:ميلي مولار اگزاليك اسيد 10محلول 

 .حاصل گردد،2-4-10داده شده در بند 

  

  

                                                 
1- Mobile phase 

 .ساختار و غلظت نداردمنظور اين است كه در مدت يك ماه تغيير -2
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  هاي استانداردمحلول  6-20-2

باشد و بايد در دماي پس از تهيه محلول ذخيره اوليه ميماه  3ها مدت هاي استاندارد، زمان انقضاي آنتمام محلول -1ادآوري ي
  .داري شوند نگه ،درجه سلسيوس 10پايين تر از 

  پس از آن و  مقطرشستشو دهيد و به وسيله آب ،اي آزمايشگاهي را با كلريدريك اسيد يك نرمالظروف شيشه -2يادآوري 
از آلودگي جانبي  شستشو به وسيله كلريدريك اسيد يك نرمال، از ديد احتياط، به دليل جلوگيري. كشي كنيدآب ،وسيله متانولبه

  .باشدمي ،هابا تتراسايكلين

  محلول ذخيره اوليه  6-20-2-1
در يك ظرف  جداگانهطور  به را) 1-6طبق بند (ميلي گرم از هر يك از استانداردهاي نامبرده شده  10

در متانول  ،منتقل كنيد و سپس ،ميلي ليتري تيره رنگ جدا 100مخصوص، وزن كرده و به يك بالن حجمي 
انجام و اين مخلوط را به خوبي تكان دهيد تا انحلال كامل  ، آن را حل كرده و به حجم برسانيد)11-6بند طبق(

  .استppm 100غلظت محلول هاي به دست آمده . گيرد
  .)براي حل شدن نمونه افزوده شوددر ابتدامقطر در صورت نياز چند قطره آب (

  .پايدار هستند،سلسيوسدرجه  10ماه در دماي  2اين محلول ها به مدت  –يادآوري  

  محلول ذخيره ثانويه      6-20-2-2
بالن حجمي  يك به دقت برداريد و به ،را با پي پت  )15-6طبق بند (ذخيره اوليه ميلي ليتر از هر محلول  5/0

به حجم برسانيد و آن را خوب آن را  ،)11-6طبق بند (منتقل كنيد و با متانول  ،ميلي ليتري تيره رنگ 50
  .استppm 1غلظت محلول به دست آمده . مخلوط كنيد

  . پايدار است،سلسيوسدرجه  10روز در دماي  5مدت تر از در كم ،اين محلول –يادآوري 

  1هاي استاندارد كروماتوگرافي براي تهيه منحني كاليبراسيونمحلول     6-20-2-3

 .بايد به شكل روزانه تهيه شوندها آنبه دليل عدم پايداري  ،هااين محلول–يادآوري 

  ppb150غلظت   6-20-2-3-1
و با استفاده  نيدمنتقل ك ،ليتريميلي  5ها را به يك بالن ول استاندارد ثانويه تتراسايكلينميلي ليتر از محل 75/0

به حجم نهايي برسانيد، غلظت اين محلول نسبت ، آن را )1- 20-6طبق بند (McIIvain-EDTA-NaCl از بافر 
 .استppb150 به هر يك از استانداردهاي تتراسايكلين برابر با

  

                                                 
1- Calibration curve 
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 ppb100غلظت   6-20-2-3-2

ميلي ليتر  2منتقل كرده و به آن  ،)بالن ژوژه يا ويال: مانند( ظرف مناسبيرا به  ppb150يلي ليتر از محلول م 4
  .اضافه كنيد، )1- 20-6طبق (McIIvain-EDTA-NaCl بافر 

  ppb50غلظت   6-20-2-3-3
ميلي ليتر  2منتقل كرده و به آن  ،)بالن ژوژه يا ويال: مانند(را به ظرف مناسبي ppb100ميلي ليتر از محلول  2

  .داضافه كني ،)15-6بند  طبق(McIIvain-EDTA-NaCl بافر 
 ppb20لظت غ  6-20-2-3-4

ميلي ليتر  4منتقل كرده و به آن  ،)بالن ژوژه يا ويال: مانند(را به ظرف مناسبي ppb150ميلي ليتر از محلول  1
  .كنيد اضافه ،)15-6طبق بند (McIIvain-EDTA-NaCl بافر 

در ،  75و  ppb 10 ،25 ،50استانداردهاي كروماتوگرافي به ترتيب با غلظت هاي150و  ppb 20 ،50 ،100هايمحلول–يادآوري
  .نمونه شير رقيق نشده معادل هستند

  كنترل هاي محلول سازي آماده  6-20-3
  .كرد ستفادهكامل ا شيرنمونه  از بايدهاي كنترل نمونه تهيه براي

  .باشد تتراسايكلين از عاري كهاستفاده كنيد از شيري  :يمنف ترلنكنمونه   6-20-3-1
  نانوگرم تتراسايكلين بر  60و  30، 15براي تهيه اين نمونه، مقادير : مثبتنمونه كنترل   6-20-3-2

   5ميكروليتر از محلول ذخيره ثانويه به  300و 150، 75د به ترتيب يبا ،به اين منظوركنيد اضافه  ،ليترميلي
  .، اضافه شودليتر از شير كنترلميلي

  
  وسايل  7

  :باشدبشر، قيف، بالن، ارلن، وسايل ديگر مورد نياز به شرح زير مي: علاوه بر تجهيزات معمولي آزمايشگاه، شامل
   nm350با طول موج  ،مپ كروماتوگرافي مايع گراديان، آشكارساز فرابنفشپ  7-1
  اندازه ذره پنج ميكرومتربا  ،mm 6/4×mm 150،endcap18PLRP-SC ستون كروماتوگرافي  7-2
  سانشامل مواد پركننده يك )2- 7طبق بند (مناسب ستون  ،cm 2محافظ ستون، به طول   7-3
  ميلي ليتر 2با حجم  ،سيستم تزريق  7-4

 .اگر دستگاه بتواند با حجم هاي كمتري حساسيت نشان دهد، مي توانيد از اين حجم لوپ ها استفاده كنيد - يادآوري
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  يليتري با در داراي واشر تفلون 2با حجم مناسب  ،ايشيشهظروف    7-5

  .استفاده كردداري حلال كروماتوگرافي مايع  براي نگهشيشه اي آزمايشگاهي روف بايد از ظ –يادآوري

  سلسيوسدرجه  -80تا -50بين  سرمايي با محدوده ،فريزر   7-6
  دار از جنس پلي پروپيلنتيوپ هايي با درپيچ   7-7
  توزين ظروف   7-8
  Aكلاس  ميلي ليتري 1000و  100، 5بالن هاي حجمي    7-9
  دار پنج ميلي ليتريپت حبابپي   7-10
  پت قابل تنظيم يك ميلي ليتريپي   7-11
  cm 23پت پاستوربه طول پي   7-12
  لوله آزمايش1زنهم   7-13
  يخچال آزمايشگاهي   7-14
  ميلي ليتر 05/0-00/1ميكروليتر و  200- 10هاي  با قابليت اندازه گيري حجم ،ت اتوماتيكپپي   7-15
  ليتر 1، 2، 4با ظرفيت هاي  ،HPLCسيستم فيلتراسيون براي حلال     7-16
ميكرومتر و قطر  2/0 منفذ به قطراندازه با  ،66از جنس نايلون صافي هاي سرسرنگي يك بار مصرف    7-17

  ميلي متر 25
  سلسيوسدرجه  10با قابليت تنظيم در دماي  ،داريخچال 2سانتريفوژ    7-18
  .ميلي ليتري يك بار مصرف از جنس پلي پروپيلن مجهز به فريت 10 ،3ستون كوچك    7-19
  ).19-7طبق بند ( كوچكداشتن ستون  براي نگه 4قفسه    7-20
ميلي ليتر براي حذف پروتئين هايي با وزن مولكولي بيش  5/2با ظرفيت اولترافيلترهاي سانتريفوژي     7-21

اولترافيلترها را از طريق از استفاده،  پيش دقيقاً( هاهزار دالتون، بدون تغيير در غلظت تتراسايكلين 30از 
هيد تا ميلي ليتر آب مقطر بشوييد و سپس، آن را تكان د 2دقيقه با  15به مدت زمان  g×1500سانتريفوژ در 

  ).تمامي آب حذف شود

                                                 
1- Vortex mixer 
2- Centrifuge 
3- Mini column 
4- Rack 
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  ميلي ليتري با درب پيچي 15لوله سانتريفوژ     7-22
  ميكرون 2/0به قطر با منافذ 66از جنس نايلون  ،HPLCفيلتر حلال     7-23
  
  اي آزمايشهاي شيشهبا لوله 1گيري خودكاراي دستگاه نمونهويال شيشه    7-24

  . گيري را داردباشد، زيرا ظروف با اين درجه حداقل خطاي اندازه Aگيري حجمي، بايد داراي درجه ظروف اندازه -1يادآوري 

  .ندباش آن ها وجود دارد، بايد كاليبرههاي آزمايشگاهي كه امكان كاليبراسيون كليه دستگاه -2يادآوري 

  
  بردارينمونه 8

روش نمونه برداري شير براي كنترل  ،1380سال : 5658 شماره برداري بايد مطابق با استاندارد ملي ايران نمونه
  . نمونه دريافت شده بايد نماينده واقعي محموله باشد. انجام گيرد ،باقي مانده دارويي

  
 يشاداري نمونه پيش از آزمنگه 9

در صورتي كه امكان . آزمايش كنيد ،و آن را به سرعت كردهداري هنگ ،داخل يخچال بايد را) تازه(شير خام 
 - 50 سرماين را در ظروف پلاستيكي پلي پروپيلن، تقسيم نموده و در آ آزمايش سريع نمونه شير ميسر نباشد،

  .داري كنيد نگه ،درجه سلسيوس -80تا 

دهيد و آن را به آرامي  قرار ،درجه سلسيوس 30در زمان آزمايش، شير يخ زده را در حمام نيم گرم آب با دماي حدود  -يادآوري 
  .و مخلوط كنيد كردهذوب 

 آزمونروش اجراي  10

 كوچكآماده سازي ستون    10-1

تكان دهيد تا حالت سوسپانسيون  ،را با حركت چرخشي)14-6طبق بند (ليت فلزيهاي كيبطري حاوي رزين
-ميلي ليتري از رزين 7/0، )15-7طبق بند (ميلي ليتري 1ت اتوماتيك ي پبا استفاده از پ ،سپس. تشكيل شود

شير انتهاي ستون را باز كنيد و اجازه بدهيد بافري را كه . منتقل كنيد ،كوچكليت فلزي را به ستون هاي كي
با . ها را تغيير دهيددر صورت نياز مي توانيد مقدار رزين. اي از آن عبور كندايد، به شكل قطرهاضافه كرده

                                                 
1-Auto injector 
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ميلي ليتر محلول سولفات مس  2 پس از آنبشوئيد و  ،مرتبه 3ها را طي رزينمقطر ميلي ليتر آب  2استفاده از 
  . بشوئيد ،طي دو مرتبهمقطر ميلي ليتر آب  2ستون را دوباره با . اضافه كنيد ،به آن را )18-6طبق بند(

آبي رنگ، حجم بستر بايد  Cu+2ميلي ليتر  7/0سفيد باقي بماند و در اثر جذب به رنگ يك سوم انتهاي ستون بايد  -1آوريديا
  . ميلي ليتر باشد 2/1تا  1بين 

مدت محلول تست در  14تا  10 طوري كه،كرد، بهزمان در چند گروه تهيه شكل همه توان بمي را كوچكستون  -2يادآوري 
  .داستخراج شون ،ساعت 8زمان 

  ها از شيراستخراج تتراسايكلين     10-2
 15زمان  مدت به و كنيد منتقل ،مصرف سانتريفيوژ يك بار آزمايش لوله يك به را شير نمونه از ليتر ميلي 5

 ،سپس .كنيد جدا را رنگ كرم بخش و كنيدژ سانتريفوسلسيوس،  درجه10دماي درg×1500 سرعت با دقيقه
 اين به.كنيد منتقل ،ديگر سانتريفوژ لوله يك به )متريسانتي23( پاستور پتپي از استفاده با را پاييني لايه

 چربي لايه . كنيد منتقل ،بعدي لوله به را آن زير شير و كنيد سوراخ ،پت پاستوريپ با را رويي چربي لايه ،منظور
ببنديد،  را لوله در كنيد، اضافه ،بدون چربي شير به سوكسينات سديم ليتر بافر يليم 10. يدبريز بيرون را

دور  با دقيقه 30زمان مدت به و كنيد يكنواخت خوبي هب ،آن كردن ته و سر مرتبه چند با را لوله محتواي
g×1500ستون روي از مستقيماً را شفاف رويي محلولآن گاه،  .كنيد ژوسانتريف سلسيوس، درجه 10 دماي در، 

 از مسير خوبي هب محلول دهيدكه اجازه .كنيد در دو مرحله اضافه، نبود كافي حجم مخزن اگر .عبوردهيد
 د،نش ديده رزين بالاي مايعي هيچ ديگر كه اين از پس. كنيد خودداري ،ستون بستر كردن پخش از عبوركند،

 . شويد بعدي مرحله وارد

 .شود خشك نبايد ستون-1 يادآوري

 ليتر ميلي2 ،آب، سپس ليتر ميلي2ميلي ليتر بافر سديم سوكسينات، 2 با ترتيب به را ستون ،در اين مرحله
 .بشوييدمقطر  آب ليتر ميلي 2و متانول

  .دارند زيادي اهميت بالا بازدهي آوردن دسته ب براي بعدي مرحله دو-2 يادآوري

بافر . نماييد كوچكوارد ستون ) 15-6بند طبق(McIlvaine-EDTA-NaClميلي ليتر بافر  7/0±05/0به دقت 
. كرده را دور بريزيدمحلول عبور . بريزيدبدون پخش شدن بستر ستون در آن  قطره قطره هاي ستون،را از ديواره

. شويش دهيد را از ستون،تتراسايكلين ها  McIlvaine-EDTA-NaClميلي ليتر بافر  5/2±05/0دن وبا افز
 يخچال در آناليز زمان تا را آن و كنيد جمع آزمايش لوله يكشده را كه بايد آبي رنگ باشد، در  شويشمحلول 

 را لتراسيونفي. دكني آوريجمع ،سانتريفيوژي فيلترهاي بالايي حفره در مستقيم طور هب را آن يا و داريدنگه
  . دهيد انجام ،3-10بند  مطابق
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  .باشد سفيدرنگ به مرحله ستون بايد دراين-3يادآوري

ميلي  2مرتبه با  3ستون را طي . ستون را تميز كنيد McIlvaine-EDTA-NaClميلي ليتر بافر  3-2با افزودن 
، 20% اتانول از اضافي مقدار با را ونست. دبشويي ،ميلي ليتر اتانول 10-5 وسيلهبه مقطر و پس از آنليتر آب 
  .داريدنگه يخچال درآن را  و ببنديد را آن در پركنيد،

 مجدداً تا كنيد ته و سر خوبي به مرتبه چند را ستون بايد، كنيد استفاده ستون از نوبت بعدي در اين كه از پيش-1يادآوري 
  .شود تشكيل، سوسپانسيوني حالت

 اجازه وكرده  باز را ستون انتهاي شير وكنيد  باز را ستون سر ، شود مي استفاده دوباره مدتي ازپس  ستون از وقتي -2يادآوري 
 از استفاده اب. يدده تغيير را هارزين مقدار مي توانيد نياز صورت رد. دعبوركن آن از ايقطره شكل به ايد كرده اضافه كه بافري دهيد

 2 با دوباره را ستون .كنيد اضافه، آن به مس سولفات محلول ليتر ميلي 2 و بشوييد، مرتبه 3طي را هارزينمقطر،  آب ليتر ميلي 2
ميلي ليتر  7/0باقي بماند و در اثر جذب  سفيدبه رنگ  بايد ستون انتهاي سوم يك .بشوييد، مرتبه دو طيمقطر  آب ليتر ميلي

Cu2+  ميلي ليتر باشد 2/1تا  1آبي رنگ، حجم بستر بايد بين.  

افزوده ) ميكروگرم در ميلي ليتر 5بيشتر از (ها شير فاسد و يا شيري با مقادير زياد تتراسايكلين هايي كه به آنستون -3 يادآوري
  .، قابل استفاده مجدد نيستندباشد شده

  .داري هستندماه قابل نگه2شوند، حداقل براي مدت داري در صورتي كه ستون ها در شرايط مناسب نگه

  اولترافيلتراسيون     10-3
به  رامحلول . به اولترافيلتراسيون، منتقل كنيدرا  2-10شويش حاوي تتراسايكلين ها حاصل از مرحله ي  محلول

 ادامه زماني تا را سانتريفيوژ واقع رد. كنيد سانتريفيوژ، دقيقه در دور 5000سرعت با دقيقه90 -30مدت زمان 
  .شود جمعپاييني،  فاز در محلول از ليتر ميلي 1 از تر بيش تا دهيم مي

 و مسدود به منجر و دهد مي رسوب تشكيل به راحتي و است ناپايدار، كرديد آوري جمع 2-10بند  در كه محلولي -1يادآوري
 .كنيد زدايي پروتئين حتماً تزريق از پيش را نمونه هايمحلول، بنابراين شود،مي كروماتوگرافي دستگاه شدن ستون تخريب

 سر فيلتر از تزريق از پيش و باشد شده دارينگه يخچال در آناليز زمان تا آزمايش لوله در شده آوري جمع نمونه اگر -2يادآوري
  .شود حذف مي تواند مرحله اين شود، عبور داده سرنگ

  كروماتوگرافي     10-4
- 4- 10طبق بند( داي كرده آماده كه را نمونه محلول و كروماتوگرافي استاندارد هايمحلول از مساوي هايحجم 
  .كنيد تزريق، كروماتوگرافي دستگاه به )1

  شرايط سيستم كروماتوگرافي     10-4-1
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  فاز متحرك  1- 10-4-1
از  پس. دهيدعبور  ،ميلي ليتر بر دقيقه از ستون 1با سرعت جريان را  Aاز فاز % 100براي تزريق محلول نمونه، 

  به تركيبي از حلال ،با شيب ثابتدقيقه 5 مدت زمان دقيقه فاز متحرك را در طول 1مدت زمان گذشت 
A-دقيقه با سرعت  11 زمان اين شرايط به مدت. تغيير دهيد ،درصد 22:8:70ه نسبتاستونيتريل ب-متانول

ميلي ليتر  5/1دقيقه با سرعت جريان  2مدت زمان طي  پس از آنميلي ليتر بر دقيقه برقرار است و  1جريان 
  .باز گرديد ،Aحلال % 100به  با شيب ثابتبر دقيقه 
 از استفاده هنگام صورتي كه در. شود منطبق اوليه شرايط با تا دهيد كافي فرصت دستگاه به، بعدي تزريق از پيش-1يادآوري
 روبرو اشكال با گيرياندازه و شد بزرگ هايپيك شدن ظاهر به منجر و داد رخ مناسب زداييگاز مشكلات عدم گرادياني سيستم

. دمي كن كمك مشكل ينا حل به حدي تا، هاتزريق بين زمان افزايش، و Aبه فاز  %5-2استونيتريل  از كمي مقادير افزايشد، ش
 .مقطر تهيه كنيد آب با متانول جاي به راذخيره ثانويه  محلول استاندارد تا باشد لازم است ممكن اهيگ

  .شوند تهيه گيريروزاندازههمان  در بايد و هستند ناپايدار ها تتراسايكلين آبي محلول، باشيدكه داشته توجه-2يادآوري 

استفاده از هراز  پس وپيش  .داريدنگه، يك به يك نسبت به استونيتريل و آب مخلوط در بايد راكروماتوگرافي  ستون -3يادآوري 
 دقيقه 15-10زمان مدت به دقيقه بر ليتر ميلي1جريان سرعت با را) 13-6طبق بند (مقطر  آب، )پايان كار عملي آن نوبت( ستون

  .دهيد عبور، ستون از

  UVآشكارساز   2- 10-4-1
  .تنظيم كنيد ،نانومتر 355آشكارساز را در طول موج 

  ١زمان اجرا  3- 10-4-1
  . تعيين مي شود ،دقيقه 20زمان اجرا به مدت زمان 

  تزريق  4- 10-4-1
و با توجه به حساسيت  حجم تزريق مي تواند متفاوت باشد. استفاده كنيد ،ميلي ليتري 2 ي با حجم تزريقاز لوپ
هاي مساوي به سيستم تزريق گيري صحيح بايد حجمبراي اندازه. ميلي ليتر باشد 5/0-1تواند بين ساز مي آشكار
محلول استاندارد كروماتوگرافي تزريق شود و به اين وسيله درستي  ريق يك بار، يكتز 10- 5بهتر است هر . شود

  . كنترل شود ،2ريزمان بازدا

  هاشناسايي پيك  5- 10-4-1
  :است زير شكله ب هاتتراسايكلين شويش ترتيب

 .سايكليندوكسيمينوسايكلين، اكسي تتراسايكلين، تتراسايكلين، دمكلوسايكلين، كلروتتراسايكلين، متاسايكلين، 

                                                 
1-  Run time 
2-  Retention time 
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  بررسي پايداري استخراج  6- 10-4-1
يش ، ب)McIlvaine-EDTA-NaClيعني در بافر ( نيستند پايدار اتاق دماي در اسيدي شرايط در هاتتراسايكلين

 در تخريب از ناشي حصولاتم. شودمي تخريب ،ساعت 24 مدت زمان در كلروتتراسايكلينو  تتراسايكلين% 50از 
اكسي اغلب با  و دهندمي نشان خود از فاز وسيله به شدن شسته به بيشتري تمايل تركيب اصل با مقايسه

 در وژيفرسانت مراحل كليه بايد ،مشكلي چنين بروز از جلوگيري رايب. دشونمي خارج ستوناز  تتراسايكلين
 و شوند آناليز ،سازيآماده از پس ساعت 4مدت زمان  تا حداكثر ها ونهنم. دگيرانجام  سلسيوسدرجه 10دماي

 يخچال در روز 2 از تركممدت  براي كوچكستون  از شده آوريجمع محلول .شوند دارينگه يخچال در حتماً يا
  .شوند دارينگه فريزر در هفته يك از تركمبراي مدت  و

  هاي تشخيص كاركرد صحيح سيستم كروماتوگرافيآزمون   10-4-2
 شود تزريق دستگاه به كروماتوگرافي استاندارد محلول بايد ،هانمونه از سري هر براي سيستم صحت كنترل براي

  :باشد نيز برقرار زيربه شرح  شرايط علاوه به و

 حضور ناحيه در ،شودمي تزريق بافر فقط وقتي يا و نگرفتهانجام  تزريقي دستگاه در وقتي   10-4-2-1
  .ظاهرشود نبايدي هيچ پيك تتراسايكليني هاپيك

  .باشيم داشته پيك دستگاه ستون به كلروتتراسايكليناستاندارد  نانوگرم 10تزريق صورت در  10-4-2-2

اكسي  جداسازي.شوند جدا هم از ه،پاي خط به نزديك يا پايه خط در نظر مورد تركيب هفت هر  10-4-2-3
 70% از بيش بايد سايكليندوكسي  متاسايكلين وجداسازي  و 90% از بيشبايد  تتراسايكلينو  تتراسايكلين

  .باشد

  .باشد تكرارپذير و ثابت ،مختلف هايتزريق طول در نظر مورد تركيبات بازداري زمان  10-4-2-4
  .شدبا خطي شكله ب نظر مورد گسترهدر بايد استاندارد منحني  10-4-2-5

  .باشد داشته مطابقت حقيقيمقادير  با بايد ،شودمي نظرگرفته رد استاندارد منحني رسم براي كه غلظتي گستره
كار گرفته به روشهاي اصلي و براي تنظيم از تزريق نمونه شهاي منفي و مثبت را پيكنترل  10-4-2-6

  . انجام دهيد ،شده
  محاسبه نتايج 11

 زير معادله طبق را ها غلظت و كنيد رسم كاليبراسيون منحني ،كروماتوگرافي استانداردهاي از هريك براي
 :كنيد محاسبه
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          P=mC+b                        معادله

 :كه در آن

P =نمونه به مربوط پيك رتفاعا اي پيك زير سطح  
m =شيب خط  
C= ليتر ميلي بر نانوگرم برحسب ،دستگاه به شده تزريق نمونه تتراسايكلين غلظت  
b =عرض از مبدأ  

  .باشد خطي بايد هاتتراسايكلين از يك هر براي كاليبراسيون منحني
 در سازيرقيق فاكتور( دكني تقسيم 2به را آمده دست هب غلظت بايد شير نمونه در غلظت گيرياندازه براي

  .)كوچكستون 
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