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  به نام خدا

 سازمان ملي استاندارد ايران با آشنايي

و  اسـتاندارد  مؤسسـة  مقـررات  و قـوانين  اصلاح قانون 3مادة يك بند موجب به ايران صنعتي تحقيقات و استاندارد مؤسسة
 نشـر  و تـدوين  تعيـين،  وظيفـه  كـه  اسـت  كشـور  رسـمي  مرجـع  تنهـا  1371 مـاه  بهمن مصوب ايران، صنعتي تحقيقات

  .دارد عهده به را ايران) رسمي(اي ملي استاندارده

 29/6/90نام موسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران به موجب يكصد و پنجاه و دومين جلسه شوراي عالي اداري مورخ 
  . جهت  اجرا ابلاغ شده است  24/7/90مورخ  35838/206به سازمان ملي استاندارد ايران تغيير و طي نامه شماره 

 و مراكـز  نظـران  صـاحب  ،كارشناسـان سـازمان    از مركـب  فني هاي كميسيون در مختلف هاي حوزه در ندارداستا تدوين
بـه   توجـه  بـا  و ملـي  مصالح با همگام وكوششي شود مي انجام مرتبط و آگاه اقتصادي و توليدي پژوهشي، مؤسسات علمي،

-مصرف توليدكنندگان، شامل نفع، و حق صاحبان منصفانة و آگاهانه مشاركت از كه است تجاري و توليدي، فناوري شرايط

 مـي  حاصـل  دولتـي  غيـر  و دولتي هاي سازمان نهادها، تخصصي، و علمي مراكز كنندگان، وارد و كنندگان، صادركنندگان

 ارسـال  مربوط فني هاي كميسيون اعضاي و نفع ذي مراجع به نظرخواهي براي ايران ملي نويس استانداردهاي پيش .شود

 عنـوان  بـه  تصـويب  صـورت  در و طـرح  رشـته  آن بـا  مـرتبط  ملي كميتة در پيشنهادها و نظرها از دريافت سپ و شودمي

  .شود مي منتشر و ايران چاپ )رسمي(ملي  استاندارد
 مـي  تهيـه  شده تعيين ضوابط رعايت با نيز صلاح ذي و مند علاقه هاي سازمان و مؤسسات كه استانداردهايي نويس پيش

بدين ترتيب،  .شود مي منتشر و چاپ ايران ملي استاندارد عنوان به تصويب، درصورت و بررسي و طرح ملي كنند دركميتة
ملـي   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 مربوط كه استاندارد
المللـي الكتروتكنيـك    بـين  كميسيون، 1(ISO)استاندارد  المللي بين سازمان اصلي اعضاي از ايران سازمان ملي استاندارد

2(IEC) 3 قانوني شناسي اندازه المللي بين سازمان و(OIML) كـدكس غـذايي    كميسـيون  4رابط تنها به عنوان و است 
5(CAC) خاص هاي نيازمندي و كلي شرايط به توجه ضمن ايران ملي استانداردهاي تدوين در .كند مي فعاليت كشور در 

   .شودمي گيريبهره المللي بين استانداردهاي و جهان صنعتي و فني علمي، پيشرفت هاي آخرين از كشور ،
 كننـدگان، حفـظ   مصرف از يتحما براي قانون، در شده بيني پيش موازين رعايت با تواند سازمان ملي استاندارد ايران مي

اجـراي   اقتصـادي،  و محيطـي  زيسـت  ملاحظـات  و محصولات كيفيت از اطمينان حصول عمومي، و فردي ايمني و سلامت
 عـالي  شـوراي  تصـويب  بـا  وارداتـي،  اقـلام  يـا /و كشـور  داخل توليدي محصولات براي را ايران ملي استانداردهاي از بعضي

 اسـتاندارد  اجـراي  كشور، محصولات براي المللي بين بازارهاي حفظ منظور به تواند مي سازمان . نمايد استاندارد، اجباري

 خـدمات  از كننـدگان  اسـتفاده  بـه  بخشيدن اطمينان براي همچنين . نمايد اجباري را آن بنديو درجه صادراتي كالاهاي

 و كيفيـت  مـديريت  هـاي  سيسـتم  صدورگواهي و مميزي بازرسي، آموزش، مشاوره، در زمينة فعال مؤسسات و سازمان ها
 ايـن  سازمان ملـي اسـتاندارد ايـران    سنجش، وسايل )واسنجي(كاليبراسيون  و مراكز ها آزمايشگاه محيطي،زيست مديريت

 لازم، شـرايط  احراز صورت در و كند مي ارزيابي ايران تأييد صلاحيت نظام ضوابط اساس بر را مؤسسات و ها سازمان گونه

كاليبراسـيون   يكاها، المللي بين دستگاه ترويج .كند نظارت مي آن ها عملكرد بر و اعطا ها آن به حيتصلا تأييد گواهينامة
 ايران ملي استانداردهاي سطح ارتقاي براي تحقيقات كاربردي انجام و گرانبها فلزات عيار تعيين سنجش، وسايل )واسنجي(

  .است سازمان اين وظايف ديگر از
  

                                                 
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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  فني تدوين استاندارد كميسيون
كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا وسيله به ها بيوفنل و تعيين شناسايي -روغن زيتون "

)HPLC( - روش آزمون"  
  

  يا نمايندگي/ سمت و                  :رئيس
  شوراي ملي زيتون ايران                 صفافر، حامد

  )فوق ليسانس صنايع غذايي(
  

   :دبير
  - ايراناستاندارد  ملي سازمان                       پيراوي ونك، زهرا

  پژوهشكده غذايي و كشاورزي)            دكتري مهندسي صنايع غذايي(
   

  )حروف الفباءاسامي به ترتيب (: اعضاء
  هاي علمي صنعتي ايرانسازمان پژوهش               اميدي، طيبه

  )فوق ليسانس صنايع غذايي(
  

  -سازمان ملي استاندارد ايران                             مريمشانجاني، بهار 
  هاي غيرفلزياداره كل نظارت بر اجراي استاندارد    )فوق ليسانس صنايع غذايي(
  

  انستيتو تحقيقات تغذيه اي و صنايع غذايي كشور                        يجهخوش طينت، خد
 )فوق ليسانس علوم و صنايع غذايي(

  
   -وزارت بهداشت، درمان و آموزش پزشكي  رئوفي، هومن محمد             

  غذا و دارو سازمان     )ليسانس صنايع غذايي(
  

   -ايران سازمان ملي استاندارد                    رشيدي، لادن                
     پژوهشكده غذايي و كشاورزي           فوق ليسانس مهندسي            (

  )بيوتكنولوژي - شيمي
                               

 
   - سازمان ملي استاندارد ايران                              زينت بخش، ليلا       

  دفتر تدوين استاندارد        )فوق ليسانس تغذيه(
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  )ادامه(تدوين استانداردكميسيون فني  
كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا  وسيله بهها بيوفنلو تعيين  شناسايي -روغن زيتون "
)HPLC( - روش آزمون"  
  

  : اعضاء

  - ايران سازمان ملي استاندارد                             عشرت آبادي، پروين    
  پژوهشكده غذايي و كشاورزي          )          مهندسي صنايع غذاييدكتري 

  
   -وزارت بهداشت، درمان و آموزش پزشكي                                      غفاري، فرحناز

  سازمان غذا و دارو                              )فوق ليسانس تغذيه(
  

  )سهامي خاص (شركت صافولا بهشهر                                     كلانتري، فرانك
  )فوق ليسانس مهندسي شيمي(
  

  )سهامي خاص(شركت فرآيند ابزار روغن                      مالك، فرشته                 
  )صنايع غذايي مهندسي فوق ليسانس(
  

  )سهامي خاص(شركت پارس قو                      محلاتي، حامد             
  )فوق ليسانس ميكروبيولوژي(
  

  -ايران سازمان ملي استاندارد         نانوازاده، سارا                              
  پژوهشكده غذايي و كشاورزي           ) مهندسي صنايع غذايي ليسانس (
  

  صنايع غذايي كارشناس                                      نيكزاد، نسيم
  )س صنايع غذاييفوق ليسان(
 

 - سازمان ملي استاندارد ايران                يوسف زاده، هنگامه

    اداره كل نظارت بر اجراي استانداردهاي غير فلزي                         )ليسانس صنايع غذايي(
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  فهرست مندرجات
 صفحه                                                                                                                    عنوان 

 ب                                                                    ايران استاندارد سازمان مليآشنايي با 

  ج                      كميسيون فني تدوين استاندارد                                                      
  د                      پيش گفتار                                                                                

  ز                               مقدمه
  1            هدف                                                                                               1
  1     دامنه كاربرد                                                                                             2
  1     مراجع الزامي                                                                                            3
  1                                                                                           اصول روش        4
  2      يا واكنشگرها                                                                                / مواد و  5
   3                                                          وسايل لازم                                         6
          4      نمونه برداري                                                                                           7
  4                                 روش آزمون                                                                 8
  5                           بيان نتايج 9 

           8           گزارش آزمون                                                                                  10
 9                                           نتايج آزمون بين آزمايشگاهي) اطلاعاتي(پيوست الف   11
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  يش گفتارپ

كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا  وسيلهبه ها بيوفنلو تعيين  شناسايي - روغن زيتون" استاندارد
)HPLC( - يك  كه پيش نويس آن در كميسيون هاي مربوط تهيه و تدوين شده  است و در "روش آزمون

 1391/ 28/08اجلاس كميته ملي استاندارد خوراك و فرآورده هاي كشاورزي مورخ  هزار و صدو نودمين
قانون اصلاح قوانين و مقررات موسسه  3اينك به استناد بند يك ماده . مورد تصويب قرار گرفته است

، به عنوان استاندارد ملي ايران منتشر مي 1371استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران، مصوب بهمن ماه 
 .شود

هاي ملي و جهاني در زمينه صنايع، علوم و خدمات، براي حفظ همگامي و هماهنگي با تحولات و پيشرفت
كه براي اصلاح و تكميل استانداردهاي ملي ايران در مواقع لزوم تجديدنظر خواهد شد و هر پيشنهادي 

. اين استانداردها ارائه شود، هنگام تجديدنظر در كميسيون فني مربوط مورد توجه قرار خواهد گرفت
  .بنابراين، بايد همواره از آخرين تجديدنظر استانداردهاي ملي استفاده كرد

  :است  منبع و ماخذي كه براي تهيه اين استاندارد مورد استفاده قرار گرفته به شرح زير
1- COI/T.20/Doc No 29: 2009. Determination of biophenols in olive oils by HPLC
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 2كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا به وسيله 1هابيوفنلو تعيين  شناسايي  -روغن زيتون
)HPLC ( - روش آزمون  

  
  هدف   1

قطبي  بيوفنوليجزيي  تركيبات مقدارتعيين  ، شناسايي واستخراج ،هدف از تدوين اين استاندارد
)BMP(3فلاونوئيدها و 5ها، ليگنان4، مانند مشتقات طبيعي و اكسيده شده اولئوروپين و ليگستروسايد ،

   .در انواع روغن زيتون مي باشد HPLC به روش 6اسيدهاي فنوليك
  دامنه كاربرد 2
 گرم بر كيلوگرمميلي 30از  اين روش گيرياندازه بازه و انواع روغن زيتون كاربرد داردبراي  اين استاندارد 

  .باشدگرم بر كيلوگرم مي ميلي 800تا 
  
  مراجع الزامي   3

. ها ارجاع شده است مدارك الزامي زير حاوي مقرراتي است كه در متن اين استاندارد ملي ايران به آن
  .بدين ترتيب آن مقررات جزيي از اين استاندارد ملي ايران محسوب مي شود 

ر صورتي كه به مدركي با ذكرتاريخ انتشارارجاع داده شده باشد ، اصلاحيه ها و تجديد نظرهاي بعدي آن د
در مورد مداركي كه بدون ذكر تاريخ انتشار به آن ها ارجاع . مورد نظر اين استاندارد ملي ايران نيست 

  .نظر است داده شده است ، همواره آخرين تجديد نظر و اصلاحيه هاي بعدي آن ها مورد
  :استفاده از مراجع زير براي اين استاندارد الزامي است 

  .تهيه آزمونه - هاها و چربيروغن 3226استاندارد ملي ايران شماره   2-1
  .نمونه برداري - هاي خوراكيها و چربيروغن:  493استاندارد ملي ايران  شماره   2-2
  

 روشاصول     4

بيوفنولي قطبي از روغن زيتون با استفاده از محلول جزيي تركيبات  اين روش بر پايه استخراج مستقيم
گيري اندازهشناسايي و نانومتر  280در طول موج  UVبا كمك آشكار ساز  HPLCمتانول بوده كه توسط 

  .گيرد به عنوان استاندارد داخلي در اين روش مورد استفاده قرار مي 7يكژسيريناسيد  .مي شود
ها، فلاونوئيدها و فنوليك اسيدها و مشتقات ليگستروسايد، ليگنان بيعي و اكسيد شدهمقدار اولئوروپين ط

  . شودبرحسب ميلي گرم بر كيلوگرم تيروزول بيان مي
  

                                                 
1- Biophenol 
2- High performance liquid chromatography  
3- Biophenolic minor polar 
4- Natural and oxidised oleuropein and ligstroside   
5- Lignans 
6- Flavonoids and phenolic acids  
7- Syrinjic acid     
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  واكنشگرها يا / و مواد    5

اين روش ممكن است نياز به استفاده از تجهيزات و مواد شيميايي خطرناك داشته باشد و تمام : هشدار
بنابراين رعايت تمامي نكات ايمني در . ي در رابطه با اين روش ممكن است بيان نشده باشدنكات ايمن

  طول آزمايش ضروري است
مناسب براي استفاده در دستگاه خلوص بايد  استفاده مورد واكنشگرهاي و شيميايي مواد تمامي

  .باشند داشتهكروماتوگرافي مايع با كارايي بالا 
 ) V/V% (85اورتوفسفريك اسيد،  1- 5

 متانول، مناسب براي كروماتوگرافي 2- 5

 استونيتريل، مناسب براي كروماتوگرافي 3- 5

 آب، مناسب براي كروماتوگرافي 4- 5

، )B(، متانول )H3PO4 )V/V) (A% 2/0داراي آب  جهت شستشوي گراديان از سه حلال 5- 5
 . گاز باشد بدونشستشو بايد هاي محلول . استفاده مي شود)C(استونيتريل 

  .باشد 1ايد به صورت ارائه شده در جدولشستشو ببرنامه 
  

 HPLCبرنامه شستشوگراديان  -1جدول 

 زمان

  )دقيقه(
 جريان

(ml/min)

A 
%)(  

B 
%)(  

C 
(%)  

0  00/1  96  2  2  
40  00/1  50  25  25  
45  00/1  40  30  30  
60  00/1  0  50  50  
70  00/1  0  50  50  
72  00/1  96  2  2  
82  00/1  96  2  2  

  
 درصد 98با خلوص مساوي و بيشتر از  )تيروزول(اتانول ) هيدروفنيل -4( - 2 6- 5

 با خلوص مساوي و بيشتر از) اسيد سيرينجيك( بنزوئيك اسيد  هيدروكسي 4متوكسي دي 5و3 7- 5
97 % 

  )حجمي /حجمي(  20به  80آب با نسبت /متانول: محلول استخراج 8- 5

 ) يكژينتيروزول و اسيد سير(محلول  استاندارد كاليبراسيون خارجي  9- 5

در ) 7-5 بندبا مطابق (گرم از اسيد سيرينجيك  015/0و ) 6 - 5بندبا مطابق (گرم از تيروزول  030/0
 ) 2- 5بند با مطابق(ميلي ليتري 10بالن 
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  20/80آب  /محلول متانول. ليتري انتقال دهيدميلي 10محلول را به درون بالن  از ميكروليتر100
)V/V(را به حجم برسانيد . 

، اسيد  گرم بر ميلي ليترميلي 030/0تيروزول : حلول كاليبراسيون خارجي به صورت زير استغلظت م
  . گرم بر ميلي ليترميلي 015/0يك ژسيرين

  . داري كرد نگه سلسيوسدرجه  4دماي  بامحلول فوق را مي توان براي مدت سه ماه در يخچال 
  
 ) سيرينجيك  اسيد(محلول استاندارد داخلي  10- 5

ميلي ليتري وزن و با محلول  10را در بالن  )7-5بند  با مطابق(از اسيد سيرينجيكگرم  015/0
ميلي  يك) 3-6بند با مطابق(با پيپت  .به حجم برسانيد) 8-5بند با مطابق) (V/V( 20/80آب /متانول

 آب/با محلول متانولريخته و  )2-6بند  با مطابق(ميلي ليتري 100درون بالن  از محلول حاصل را ليتر
20/80 )V/V) (ميلي گرم بر  015/0غلظت نهايي به دست آمده . به حجم برسانيد) 8-5مطابق با بند

 . ميلي ليتر مي باشد

  . داري كرد نگه لسيوسدرجه س 4سه ماه در يخچال در دماي  محلول فوق را مي توان براي مدت
  
 وسايل لازم  6

  :مورد نياز استعلاوه بروسايل معمول آزمايشگاهي، وسايل و تجهيزات زير 
 × مترسانتي 25( C18مجهزبه ستون فاز معكوس  ،)HPLC(كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا  6-1

 UV، داراي دتكتورA° 100،يميكرومتر ١ODS-2 5اسفريزورب نوع، )مترميلي6/4
ركورد تعيين  ،دماي اتاقدر  ،انتگرال گيريقابليت نانومتر و  280اسپكتروفتومتري با طول موج 

 شودنجام ميانانومتر 400تا  200در طول موج  ٢فتوديوددتكتور  با ،شناسايي به منظور فيطي
 . تسهيل مي گردد

  Aليتري نوع ميلي 100و  ليتريميلي10هايدر اندازه ،حجميبالن  6-2

 ميكروليتري  5000و ميكروليتري  1000،  ميكروليتري100هاي در اندازه ،پيپت 6-3

 ليترميلي10دازه در دار، در ان آزمايش لوله 6-4

 هاي آزمايشبراي لوله ،زن هم 6-5

 استخراج اولتراسونيك حمام 6-6

 ميكرومتر  PVDF 45/0متر، نوع ميلي13  سرنگ سرفيلتر 6-7

 دور در دقيقه  5000مناسب  با سرعت  سانتريفوژ 6-8

 گرم  ±001/0، با دقت  ي آزمايشگاهيترازو 6-9

  يميلي ليتر 5، سرنگ پلاستيكي 6-10

  
                                                 
1 - Spherisorb  
2 - Photodiod 
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  ونه بردارينم     7

جامعه مورد نمونه برداري گر  نمايان واقعيبايد به طور  آزمايشگاه دريافت مي شود، از سوينمونه اي كه 
اين استاندارد روش نمونه .تغيير نكرده باشد يا و در طي حمل و نقل و انبارداري آسيب نديده و  باشد

استفاده  493در استاندارد ملي ايران شماره از روش نمونه برداري ارائه شده . برداري را در بر نمي گيرد
  .يدكن
  
 روش انجام آزمون     8

 آماده سازي نمونه   1- 8

. وزن كنيدبا دقت گرم از روغن زيتون را  0/2 ،)4-5بند  با مطابق(ميلي ليتري در دار  10در لوله آزمايش
درب بالن . ه وزن شده اضافه كنيدرا به نمون) 5-10بند با مطابق(ميلي ليتر از محلول استاندارد داخلي  1

 با مطابق(ميلي ليتر  5. دهيد )5- 5بند با مطابق ( ثانيه آن راتكان 30را بسته و براي مدت زمان حداقل 
دقيقه آن  1 براي "دقيقا ،را به آن افزوده) 5-5بند با مطابق() V/V( 20/80آب /محلول متانول) 6-3بند
دقيقه در دماي اتاق عمل استخراج را  15براي ) 6 -6بند با مطابق(در حمام اولتراسونيك . دهيد تكانرا 

فاز . كنيد) 8-6بند  با مطابق(دقيقه سانتريفوژ  25دور بر دقيقه به مدت  5000درسرعت . انجام دهيد
 45/0برداشته و با فيتلر )10-6بند  با مطابق(ميلي ليتري 5را با استفاده از سرنگ پلاستيكي  رويي

  . ، صاف كنيدPVDFميكرومتري 
  
 HPLCآناليز    2- 8

دقيقه با محلول  5ستون كروماتوگرافي بايد به مدت . شن كنيدرا يك ساعت قبل از آناليز رو UV دتكتور
  . دهيدشستشو ) V/V/V( 2/2/96استونيتريل /متانول)/ V/V( H3PO4 %2/0آب ) (تركيب آغازي(شستشو 

آب /مايكروليتر ازمحلول متانول 20آزمايش تنها با تزريق تزريق اوليه را بدون استفاده از نمونه مورد 
)V/V) ( بند  با مطابق(ميكروليتر از محلول استاندارد كاليبره خارجي20. دهيد انجام) 8-5بند با مطابق
 1را براي ) RF( 1فاكتور پاسخ. نانومتر ثبت كنيد 280را تزريق كرده و كروماتوگرام را در طول موج  )9- 5

  RFنسبت . محاسبه كنيد) 1-9بند با مطابق( ميكروگرم از اسيد سيرينجيك 1تيروزول و  ميكروگرم از
عدد بدست آمده را ياد داشت . شودناميده مي  RFsyr/tyrاسيد سيرينجيك به تيروزول را محاسبه كنيد كه 

  ). 2- 9بند  با مطابق(كنيد 
نانومتر  280يق كنيد و كروماتوگرام را در تزر HPLCمايكروليتر از محلول نمونه نهايي را به دستگاه  20

كنيد  بررسي دقت نتايج را دو بار شناسايي را براي نمونه يكسان به طور جداگانه انجام دهيد و. ثبت كنيد
   .تا نتايج در حد دقت روش مورد نظر باشد

از . دهدمي را نشان مجزاتركيبات با ها در روغن زيتون بكر يك كروماتوگرام معمولي از بيوفنل1شكل
  . آيدمي مقدار كل به دست  ،مجزاهاي مجموع پيك

                                                 
1 - Response factor 
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ميلي ليتر  0/1با سرعت ) V/V( 1/1استونيتريل /متانولستون كروماتوگرافي  را با محلول در انتهاي روز 
  . داريد نگه) V/V( 1/1استونيتريل /و ستون را در متانول بشوييددقيقه  15 مدت زمان بر دقيقه براي

  

  
مربوط به شناسايي پيك مربوط به بيوفنل ها در روغن زيتون فرا بكر درطول  HPLCروماتوگرام ك:  1شكل 

  نانومتر 280موج 
 بيان نتايج      9

 )RF(خارجي  اسيونكاليبر هاي محاسبه استاندارد  9-1

  :به شرح زير محاسبه مي شود 1طبق فرمول خارجي  اسيونكاليبر هاي استانداردفاكتور پاسخ محاسبه 
             سيرينجيك اسيد تزريق شده بر / ناحيه سيرينجيك اسيد ) = سيرينجيك اسيد(  RF1µg       1فرمول

  حسب ميكروگرم
RF1µg )تيروزول تزريق شده بر حسب ميكروگرم/ ناحيه تيروزول ) = تيروزول.  

  
  )RRF1(محاسبه نسبت بين دو فاكتور پاسخ   9-2

  :به شرح زير محاسبه مي شود 2طبق فرمول  محاسبه نسبت بين دو فاكتور پاسخ
  )تيروزول( RF1µg) / سيرينجيك اسيد( RFsyr/tyr  =RF1µg            2فرمول 
نتايج نهايي بايد بر حسب . قرار گيرد 1/5 ± 4/0بايد ثابت باشد و بايد در محدوده  RFsyr/tyr مقدار

  . شودخلي استفاده ميسيرينجيك اسيد به عنوان استاندارد دا .تيروزول بيان شود
  

                                                 
1- Ratio response factor 
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 محاسبه مقدار بيوفنل در روغن زيتون بكرروش    9-3

ها، فلاونوئيدها و فنوليك اولئوروپين طبيعي و اكسيد شده و مشتقات ليگستروسيد، ليگنان(مقدار بيوفنل 
هاي كروماتوگرافيك گيري مجموع نواحي پيكوسيله اندازهه ، برحسب ميلي گرم بر كيلوگرم ب)اسيدها

  : آيددست ميه ، نتايج بدون اعشار ب3طبق فرمول ) 1جدول  مطابق با(شود بيان مي
   3فرمول 

                                                             :كه در آن
∑A= هيدروكسي تيروزول، تيروزول، اولئوروپين طبيعي و (ها مجموع نواحي پيك بيوفنل

 نانومتر 280در ) ها، فلاونوئيدها و فنوليك اسيدهاوسيد، ليگناناكسيدشده و مشتقات ليگستر

A syr.acid  =نانومتر  280يك در ژناحيه استاندارد داخلي سيرين  
  فاكتور استفاده شده براي بيان نتايج برحسب ميلي گرم بر كيلوگرم   =1000

W  =وزن روغن استفاده شده برحسب گرم  
RRFsyr/tyr = ان نتايج نهايي برحسب تيروزول ضريب تكثير براي بي  

Wsyr.acid=  ميلي ليتر محلول  1سيرينجيك اسيد استفاده شده به عنوان استاندارد داخلي در
  . اضافه شده براي نمونه بر حسب ميلي گرم
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  شناسايي پيك بيوفنل ها - 2جدول
  *و زمان احتباس نسبي) UVبيشينه جذب ( مقادير بيشينه جذب

بيشينه جذب  PRT بيوفنل  ماره پيكش
UV)(  

  230-280  62/0  هيدروكسي تيروزل  1
  230-275  80/0  تيروزل  2
  260  96/0  اسيد والينيك  3
  325  99/0  اسيد كافئيك  4
  280  00/1  )استاندارد داخلي( يك ژاسيد سيرين  5
  310  10/1  وانيلين  6
  310  12/1  اسيد پارا كوماريك  7
  232-285  20/1  روزلاستات هيدروكسي  تي  8
  325  26/1  اسيد فروليك  9
  325  31/1  ارتو اسيد كوماريك  10

a11،11  235 -280  -  اكسيدشده آلدئيديدي فرم ، ونكروپئين آگلياولئومتيل   وكسيدكرب   
   235 - 280  45/1  ون، فرم دي آلدئيديكدكربوكسي متيل  اولئوروپئين آگلي 12
  230- 280  48/1  اولئوروپئين   13
  235- 280  52/1  ون، فرم دي آلدئيديكاولئوروپئين آگلي  14
  230- 280  54/1  تيروزل استات  15

a16 ،16  235- 270  63/1  دكربوكسي متيل  ليگستروسيد آگليكون، فرم دي آلدئيدي اكسيدشده  
  235- 275  65/1  دكربوكسي متيل  ليگستروسيد آگليكون، فرم دي آلدئيدي   17
  232- 280  69/1  پينورسينول - استوكسي 1ينورسينول، پ  18
  270  73/1  اسيد سيناميك   19
  235- 275  74/1  فرم دي آلدئيدي، ليگستروسيد آگليكون  20

b21، a21،21  235- 280  -  اكسيد شده و هيدروكسلي  آلدئيدي فرمون، كاولئوروپئين آگلي  
  255- 350  79/1  لوتئين 22
  235- 280  87/1  و هيدروكسلي آلدئيدي فرمون، كاولئوروپئين آگلي  23

b24 ،a24،24  235 - 275  -  اكسيد شده و هيدروكسيلي  فرم آلدئيدي، ليگستروسيد آگليكون   
  230-270- 340  98/1  آپيجنين 25
  255- 350  -  متيل لوتئين  26
  235- 275  03/2  و هيدروكسيلي فرم آلدئيدي، ليگستروسيد آگليكون  27
  .انجام گرفته است HPLC-MSشناسايي با . اسيدسيرينجيك، محاسبه مي شودزمان بازداري نسبي با توجه به زمان بازداري  * 
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 گزارش آزمون    10

  :هاي زير باشدگزارش آزمون بايد داراي آگاهي
  شناسايي كامل نمونه براي  اطلاعات لازم  تمام 10-1
  به كاربرده شده  برداريروش نمونه  10-2
  ملياستاندارد اين روش آزمون طبق  10-3
  ر اين استاندارد آورده نشده و بر روي نتيجه اثرگذار استشرايط ديگري كه د 10-4

اعداد نبايد ( .بر حسب ميلي گرم بر كيلوگرم روغن بيان شود ،آزمايش به دست آمده جيانت 10-5
  )اعشاري باشند

10-6 RRF استفاده شده در محاسبات 

 .كنيدرا اعلام  بدست آمدهج اينت بررسي شده است، در پايان گزارش،تكرارپذيري  در صورتي كه 10-7

 تاريخ انجام آزمون  10-8

 محل انجام آزمون 10-9

  نام ونام خانوادگي و امضاء آزمايش كننده 10-10
  
 
 
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 



٩ 
 

  الفپيوست 
  )اطلاعاتي(

 نتايج آزمون بين آزمايشگاهي

     
 IOC دبيرخانه اجرايي از سويآزمايشگاه 17در  دقت روش با استفاده از آزمون مشترك بين ازمايشگاهي

  .آزمايشگاه ها از هشت كشور مختلف بودند .  نجام شدا 2008در سال 
  :انجام شد به شرح زير آزمايش روي پنج نمونه

  )ايتاليا(روغن زيتون فرا بكر  -Aنمونه 
  )اسپانيا(روغن زيتون فرا بكر  -Bنمونه 
  )تونس(روغن زيتون فرا بكر  -Cنمونه 
  )اسلووني(روغن زيتون فرا بكر  -Dنمونه 
  )يونان(تون فرا بكر روغن زي -Eنمونه 
  )ايتاليا(روغن زيتون فرا بكر  -Rنمونه 

المللي به صورت آماري مطابق با استانداردهاي بين IOCنتايج آزمايش مشاركتي توسط دبيرخانه اجرايي
 Grubbو  Cochranهاي نتايج خارج از محدوده به دست آمده با استفاده از آزمون. تهيه شدند 5727ايزو 

  .ر يك از نتايج آزمايشگاهي و هر نمونه مورد آزمايش قرار گرفتندبراي تعيين ه
 

  : جداول فهرست
N: هاي شركت كنندهتعداد آزمايشگاه  

Outliers :ها با مقادير خارج از محدودهتعداد آزمايشگاه  
Mean : ميانگين نتايج پذيرفته شده  

r: و مواد آزمايشگاهي يكسان در يك آزمايشگاه با آزمايش  تفاوت مطلق بين دو نتيجه آزمون كه با روش عددي كه اختلاف
   .كمتر از آن باشد% 95كننده و تجهيزات يكسان در بازه كوتاهي از زمان با سطح احتمال 

Sr : تكرار پذيري انحراف معيار  
Sr: انحراف معيار  تكرار پذيري  

RSDr (%) : ضريب تغيير تكرار پذيري)Sr × 100/mean(  
R :با روش ومواد آزمايشگاهي يكسان در حاصل از كه غير وابسته منفردمطلق بين دو نتيجه آزمون  فعددي كه اختلا

  . .كمتر از آن باشد% 95سطح احتمال  در، غير يكسانآزمايشگاه هاي متفاوت با آزمايش كننده ها و تجهيزات 
SR: قابليت تكثير انحراف معيار  

RDSR (%) : ضريب تغيير تجديد پذيري)SR ×100/mean(  
HOR: مقدار HORRAT تجديدپذيري براي ،] RSDR theor  /RSDR actual [ = )logC5/0- 1(2  وC  غلظت تركيبات

  .باشدمي)   Horwitzمعادله( 10بيان شده با قدرت 
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 mg/1000g)(، مقدار پلي فنلنتايج تجزيه و تحليل آماري براي  1- الفجدول 

  
  

  شاخص هاي آماري
  نمونه  نمونه  نمونه  نمونه  نمونه  نمونه
A B C  D  E  R 

 mg/kg)(  694 573 153 343 297 301 ميانگين

N 17  17  17  17  17  17  
تعداد آزمايشگاه ها داراي نتايج خارج از 

 محدوده

3  3  1  2  2  2  

 درتعداد آزمايشگاه ها داراي نتايج 
  محدوده

14  14  16  15  15  15  

  30  30  30  32  28  28  هاتعداد آزمون 
R  29  36  18  24  22  17  
sr  4/10  7/12  4/6  7/8  7/7  2/6  

RSDr(%) 2  2  4  3  3  2  
R 101  84  60  63  77  32  
SR 0/36  9/29  3/21  4/22  5/27  5/11  

RSDR(%)  5  5  14  7  9  4  
HOR 9/0  8/0  9/1  0/1  4/1  6/0  

 


