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 به نام خدا

 آشنايي با سازمان ملي استاندارد ايران

 ،3159قانون تقویت و توسعه نظام استاندارد، ابلاغ شده در دی مااه   9 مادۀ  یک بند موجب به ایران لی استانداردسازمان م

  .دارد عهده به استانداردهای ملی را نشر و رسانی تدوین، به روز تعیین، وظیفۀ

نظران مراکز و مؤسساا   صاحب ،های فنی مرکب از کارشناسان سازمان های مختلف در کمیسیونتدوین استاندارد در حوزه

شود و کوششی همگام باا مصاالم ملای و باا توجاه باه شارایط        علمی، پژوهشی، تولیدی و اقتصادی آگاه و مرتبط انجام می

-صااحبان حاو و نفاع، شاامل تولیدکننادگان، مصار        ۀتولیدی، فناوری و تجاری است که از مشارکت آگاهاناه و منصافان  

شاود.  دولتی حاصال مای  های دولتی و غیرکنندگان، مراکز علمی و تخصصی، نهادها، سازماندکنندگان، صادرکنندگان و وار

شود و پس  های مربوط ارسال می نفع و اعضای کمیسیوننویس استانداردهای ملی ایران برای نظرخواهی به مراجع ذی پیش

به عنوان استاندارد ملی )رسمی(  ،صور  تصویبملی مرتبط با آن رشته طرح و در  ۀاز دریافت نظرها و پیشنهادها در کمیت

 شود.ایران چاپ و منتشر می

کنناد   نیز با رعایت ضوابط تعیین شده تهیه مای  صلاحذیمند و  های علاقه که مؤسسا  و سازمان نویس استانداردهایی پیش

شاود. بادین ترتیاب،     مای چااپ و منتشار    ملای ایاران   بررسی و درصور  تصویب، به عنوان اساتاندارد  ،درکمیته ملی طرح

ملای اساتاندارد    ۀتادوین و در کمیتا   9 رۀاستاندارد ملی ایران شاما  مقررا  شود که بر اساس استانداردهایی ملی تلقی می

 به تصویب رسیده باشد. شود تشکیل میایران استاندارد  در سازمان ملیمربوط که 

(ISO) للای اساتاندارد  الم ایران از اعضای اصلی سازمان بیند سازمان ملی استاندار
 المللای الکتروتکنیاک   کمیسایون باین   ،3

(IEC)2 شناسی قاانونی  المللی اندازه و سازمان بین (OIML)
 کمیسایون کادکس غایایی    5اسات و باه عناوان تنهاا راباط      1

(CAC)
 هاای خاا    کند. در تدوین استانداردهای ملی ایران ضمن تاوجه به شرایط کلی و نیازمندی در کشور فعالیت می 9

 شود. گیری می المللی بهره های علمی، فنی و صنعتی جهان و استانداردهای بین کشور، از آخرین پیشرفت

کننادگان، حفا     بینی شده در قاانون، بارای حمایات از مصار      تواند با رعایت موازین پیش سازمان ملی استاندارد ایران می

محیطای و اقتصاادی، اجارای       و ملاحظاا  زیسات  سلامت و ایمنی فردی و عمومی، حصول اطمینان از کیفیت محصاو  

بعضی از استانداردهای ملی ایران را برای محصو   تولیدی داخال کشاور وایاا اقالام وارداتای، باا تصاویب شاورای عاالی          

المللای بارای محصاو   کشاور، اجارای اساتاندارد        تواند به منظور حف  بازارهای باین . سازمان میکنداستاندارد، اجباری 

کننادگان از خادما     باه اساتفاده   بخشایدن . همچناین بارای اطمیناان    کناد بندی آن را اجباری  های صادراتی و درجهکا 

مادیریت کیفیات و    هاای سیسات  گاواهی   مشاوره، آموزش، بازرسی، ممیزی و صادور  ۀها و مؤسسا  فعال در زمین سازمان

گوناه   اساتاندارد ایان   ساازمان ملای  وساایل سانجش،    (الیبراسیون)کها و مراکز واسنجی  محیطی، آزمایشگاه مدیریت زیست

کناد و در صاور  احاراز شارایط  زم،      ها و مؤسسا  را بر اساس ضوابط نظام تأییاد صالاحیت ایاران ارزیاابی مای      سازمان

ایل المللی یکاها، واسانجی وسا   کند. ترویج دستگاه بین ها نظار  میها اعطا و بر عملکرد آنگواهینامۀ تأیید صلاحیت به آن

سنجش، تعیین عیار فلزا  گرانبها و انجام تحقیقا  کاربردی برای ارتقای سطم استانداردهای ملی ایاران از دیگار وظاایف    

 .است سازماناین 

 

                                                 
1- International Organization for Standardization 

2- International Electrotechnical Commission 

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

4- Contact point 

5- Codex Alimentarius Commission  
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 کمیسیون فني تدوين استاندارد

           کروستینو  کل گیري سافرانال، پیکروکروسین، کروسیناندازه -زعفران »                       

 «روش آزمون -با کارايي بالا مايع کروماتوگرافي وسیلهبه

 

 رئیس:
 رضادوست، حسن

 (شیمیفیتو )دکتری

 سمت و /يا محل اشتغال:

وهشکده گیاهان و مواد او.لیه ژپ – دانشگاه شهید بهشتی

 دارویی 
  

  دبیر:

 احمدی، نادیا

 صنایع غیایی( مهندسی دکتری علوم و)

هاای  وردهراکده صنایع غیایی و فا پژوهش -پژوهشگاه استاندارد

 کشاورزی
 

  

  ) اسامی به ترتیب حرو  الفبا( اعضاء:

 آریامنش، خوشنود

ارشد شیمی تجزیه()کارشناسی  

 آزمایشگاه پرتوبشاش )سهامی خا (

  

 اداره کل استاندارد استان خراسان رضوی افضلیان، فرشید

 ارشد شیمی()کارشناسی
 

 

 محمد، سارازاده دوستوردیالله

 صنایع غیایی(مهندسی ارشد علوم و )کارشناسی

 )سهامی خا (مهر ایرانیان  زعفران مصطفویشرکت 

  

 سمیه، بیگلری

 علوم و صنایع غیایی( -یزمهندسی کشاور )کارشناسی

 )سهامی خا ( آزمایشگاه واحد زعفران ویرامان

  

 تقتمش، آنا

 )کارشناسی علوم ومهندسی صنایع غیایی( 

 کت زعفران اسفندان )گلیران( )سهامی خا (شر

  

 تقی هروی، ندا

 اصلاح نباتا ( -رشد مهندسی کشاورزیا)کارشناسی

 شرکت شهر بابانا )سهامی خا (

  

 درستی، صدیقه

 )کارشناسی ارشد علوم و مهندسی صنایع غیایی()

دفتر نظار  بر استاندارد صنایع  -سازمان ملی استاندارد ایران 

 آرایشی، بهداشتی و حلال غیایی،

  

 مهری ،دهجی

 (علوم و مهندسی صنایع غیایی)کارشناسی 

 چین الماس سحر )سهامی خا (شرکت تک



 0437ال : س)چاپ اول(70632استاندارد ملي ايران شمارۀ 
 

 

 ه 
 

 سمت و /يا محل اشتغال: )اسامی به ترتیب حرو  الفبا( اعضا:

 ذکائیان، سحر

 ارشد مهندسی شیمی()کارشناسی

 شرکت زعفران مصطفوی مهر ایرانیان )سهامی خا (

  

 رشیدی، معصومه

 ارشد شیمی تجزیه()کارشناسی

 -سازمان غیا و دارو -وزار  بهداشت، درمان و آموزش پزشکی

 های مرجع غیا، دارو و تجهیزا  پزشکیاداره کل آزمایشگاه

  

 رضایی، مری 

 )دکتری داروسازی(

 -سازمان غیا و دارو -وزار  بهداشت، درمان و آموزش پزشکی

 های مرجع غیا، دارو و تجهیزا  پزشکیاداره کل آزمایشگاه

  

 رضوی آذرخیاوی، کمال

 )دکتری داروسازی(

 -سازمان غیا و دارو -وزار  بهداشت، درمان و آموزش پزشکی

 های مرجع غیا، دارو و تجهیزا  پزشکیاداره کل آزمایشگاه

  

 رهنما، سعیده

 غیایی( عصنای مهندسیارشد علوم و )کارشناسی

 )سهامی خا ( آزمون یچرانآزمایشگاه زعف

  

 زاده، فرشتهزمان

 )کارشناسی علوم و مهندسی صنایع غیایی(

 یاقو  گستر فردوس )سهامی خا ( شرکت

  

 سلیمانی دینانی، پرویز

 (محیط زیست –شیمی  ارشد)کارشناسی

 یمیا شنگر  پارس )سهامی خا (شرکت پژوهشی ک

  

 لهاشکوری، عطاء

 )دکتری داروسازی(

 گاه شهید بهشتی  دانش

  

 صفایی، آزاده

 )کارشناسی علوم و مهندسی صنایع غیایی(

 )سهامی خا (مسعود عدلی شرکت زعفران 

  

 اکبرزاده، غزالهعلی

 )دکتری شیمی تجزیه(

هاای  وردهراپژوهشکده صنایع غیایی و فا  -پژوهشگاه استاندارد

 کشاورزی

  

 آراسته، علیمردانی

 (صنایع غیایی هندسیمعلوم و  ارشد)کارشناسی

 شرکت نوین زعفران )سهامی خا (

 
 ر، سودابهفشااعین

 صنایع غیایی( مهندسی دکتری علوم و)

 مرکز تحقیقا  و آموزش کشاورزی و منابع طبیعی خراسان رضوی
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 سمت و /يا محل اشتغال: )اسامی به ترتیب حرو  الفبا( اعضا:

 فتوحی، لیلا

(دکتری بیوفیزیک)  

 دانان ویرا )سهامی خا (شرکت شیمی

  

 فرجی، محمد

 )دکتری شیمی تجزیه(

هااای وردهراپژوهشاکده صاانایع غایایی و فا    -پژوهشاگاه اساتاندارد  

 کشاورزی

  

 نیا، میلادفرنام

ریزی(ارشد برنامه)کارشناسی  

 های تحول و پیشرفت ریاست جمهوریمرکز همکاری

  

 پور، علیرضاقاس 

 )دکتری شیمی تجزیه(

 پژوهشکده گیاهان و مواد اولیه دارویی –شگاه شهید بهشتی دان

  

 نازحفر، قلاسی مود

 صنایع غیایی( مهندسی)دکتری علوم و 

و مطالعااا  تطبیقاای  دفتاار  - سااازمان ملاای اسااتاندارد ایااران   

 المللیاستانداردهای بین

  

 کامیار، مرضیه

 رشد شیمی تجزیه()کارشناسی

 -ساازمان غایا و دارو   -پزشاکی  وزار  بهداشت، درماان و آماوزش  

 های مرجع غیا، دارو و تجهیزا  پزشکیاداره کل آزمایشگاه

  

 هسیزاده، انکامکار قربان

 صنایع غیایی( -)کارشناسی مهندسی شیمی

 شرکت زعفران مصطفوی مهر ایرانیان )سهامی خا (

  

 محسنی، عاطفه

ارشد شیمی تجزیه()کارشناسی  

   )سهامی خا (شرکت بازرسی کا ی تجار

  

 محمدخانی، الهام

ارشد شیمی تجزیه()کارشناسی  

 شرکت زردبند )سهامی خا (

  

 فهیمهمحمودی، 

 صنایع غیایی( مهندسی)دکتری علوم و 

 موسسه پژوهشی علوم و صنایع غیایی

  

 مشعوفی، میترا

 صنایع غیایی( مهندسی)کارشناسی علوم و 

 شرکت زعفران بهرامن )سهامی خا (

  

 شهره، ملاکیان

  صنایع غیایی( مهندسیارشد علوم و )کارشناسی

 اداره کل استاندارد استان خراسان رضوی
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 سمت و /يا محل اشتغال: )اسامی به ترتیب حرو  الفبا( اعضا:

 نوجوان، فرشته

 صنایع غیایی( -)کارشناسی مهندسی شیمی

 شرکت توس زعفران برادران )سهامی خا (

 مهدی نورمحمدی،

ریزی(ارشد برنامه)کارشناسی  

 های تحول و پیشرفت ریاست جمهوریمرکز همکاری

 نعمتی، سارا 

 صنایع غیایی( مهندسیارشد علوم و )کارشناسی

 

 شرکت نوین زعفران )سهامی خا (

 نیکونژاد، مری 

 )دکتری داروسازی(

 -ساازمان غایا و دارو   -وزار  بهداشت، درماان و آماوزش پزشاکی   

 های مرجع غیا، دارو و تجهیزا  پزشکیکل آزمایشگاهاداره 

 وزیرزاده، بیتا

 صنایع غیایی( –ارشد مهندسی شیمی )کارشناسی

 زاده )سهامی خا (شرکت بازرگانی صباغ

 هدایتی، وحیده

شناسی()دکتری زیست  

 شرکت داناژن پژوه )سهامی خا (

 ويراستار:

 کوروش، رحمانی

 (غیایی صنایعمهندسی علوم و  دکتری)

 

 ایران مرکز ملی تایید صلاحیت –سازمان ملی استاندارد ایران 
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 هرست مندرجاتف

 صفحه                          عنوان

 ط پیش گفتار

 3 کاربرد ۀهد  و دامن    3

 3 مراجع الزامی    2

 3 اصطلاحا  و تعاریف    1

 2 روش آزمون    5

 9                                                                               گزارش آزمون            9

 گیری اجزای کروستین،             های مربوط به اندازهدهنده( کروماتوگرامپیوست الف )آگاهی

 کروسین کل، سافرانال، پیکروکروسین

5 

 گیری اجزای          ه مربوط به اندازهافتاده های رویدهنده( کروماتوگرامپیوست ب )آگاهی

 کروستین، کروسین کل، سافرانال و پیکروکروسین 

38 

 های کروسین ایزومر            های الگوی جیب مولکول دهنده( کروماتوگرامپیوست پ )آگاهی

 nm988الی  nm288ترانس،کروسین ایزومر سیس، پیکروکروسین و سافرانال در ناحیه 

33 

 32 شده زعفران                خشک دهنده( ترتیب شویش اجزای اصلی کلالهآگاهیپیوست   )

 31 دهنده( نتایج معتبرسازی روش آزمون                                          پیوست ث )آگاهی
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 پیش گفتار

کروماتوگرافی  سیلهوبه کروستینو  کل گیری سافرانال، پیکروکروسین، کروسیناندازه -زعفران» استاندارد

است، تهیه و تدوین شده  بر اساس پژوهش انجام شدهنویس آن که پیش «وش آزمونر-با کارایی با  مایع

اجلاسیه کمیتۀ ملی صنایع  هزار و نهصد و پنجاه و دومینیک درهای مربوط، پس از بررسی در کمیسیون

قانون تقویت و  9استاندارد به استناد بند یک مادۀ اینک این تصوب شد.  3582ا89ا25 مورخ غیایی

 شود.عنوان استاندارد ملی ایران منتشر میبه ،3159توسعه نظام استاندارد، ابلاغ شده در دی ماه 

ساختار و شیوۀ  -)استانداردهای ملی ایران 9استانداردهای ملی ایران بر اساس استاندارد ملی ایران شمارۀ 

های ملی و جهانی در تحو   و پیشرفت باحف  همگامی و هماهنگی  برای د.شوننگارش( تدوین می

د شد و هر نلزوم تجدیدنظر خواه صور ایران در  ملیهای زمینه صنایع، علوم و خدما ، استاندارد

نظر در کمیسیون فنی مربوط این استانداردها ارائه شود، هنگام تجدید تکمیلپیشنهادی که برای اصلاح و 

بنابراین، باید همواره از آخرین تجدیدنظر استانداردهای ملی ایران استفاده  قرار خواهد گرفت. توجه مورد

 کرد.

 و تدوین این استاندارد مورد استفاده قرار گرفته به شرح زیر است:  که برای تهیه نتیجه پژوهشی

 ه زعفران نقاطکنترل کیفیت متابولیتی عصاره کلال یقاتیقو همکاران، طرح تح حسنرضادوست،  -

پژوهشکده گیاهان و مواد اولیه  ،دانشگاه شهید بهشتی ،3588تا 3154های سال ،مختلف کشور

 ا 599ا988 شمارۀقرارداد  ،دارویی
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وسیله به کروستینو  کل کروسینگیري سافرانال، پیکروکروسین، اندازه -زعفران

 آزمونروش  -با کارايي بالا مايع کروماتوگرافي

 کاربرددامنۀ و هدف     0

 ، کروسینپیکروکروسین ،سافرانالگیری ترکیبا  برای اندازه یتعیین روش هد  از تدوین این استاندارد،

 است.  با  کاراییکروماتوگرافی مایع با  وسیلهبهزعفران  در و کروستین کل

   با نام علمی زراعی ی زعفرانهای گل کلالهحاصل از شده انواع زعفران خشک این استاندارد برای

Crocus sativus L. کاربرد دارد. عصارهو  1پودر ،2ای بریده، رشته3ایرشته صور به  

 مراجع الزامي    7

 شده داده رجاعها ا صور  الزامی به آندر مراجع زیر ضوابطی وجود دارد که در متن این استاندارد به

 د.نشو می محسوب استاندارد نای از جزئیضوابط  آن ،ترتیب بدین است.

 آن بعدی تجدیدنظرهای و ها اصلاحیه باشد، شده داده ارجاع انتشار تاریخ ذکر بامرجعی  به کهصورتی در

 شده داده ارجاع ها آن به انتشار تاریخ ذکر بدون که یراجعم مورد در .نیست آور الزام استاندارد این برای

 است. آور برای این استاندارد الزام بعدی های هاصلاحی و تجدیدنظر آخرین همواره است،

 است: الزامی استاندارد اینکاربرد  برای زیر جعامر از استفاده

 هاویژگی -زعفران ،295-3 ۀشمار استاندارد ملی ایران  7-0

های ها و روشویژگی - مورد مصر  در آزمایشگاه تجزیه آب، 3924 ۀشماراستاندارد ملی ایران  7-7

 آزمون

 اصطلاحات و تعاريف      0

نیز  زیرتعاریف  ،259-3استاندارد ملی ایران شمارۀ اصطلاحا  و تعاریف علاوه بر  ،در این استاندارد

 کاربرد دارند:

                                                 
1- Filament 

2 - Cut filament 

3 - Powder form 
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0-0 

 کروماتوگرافي مايع با کارايي بالا

HPLC                           
High Performance Liquid Chromatography  

 و فاز متحرک پر شدهدر یک ستون فلزی  ،ماتوگرافی است که در آن فاز ساکنهای کرویکی از روش

کند. تمایل متفاو  ترکیبا  مختلف نسبت به فازهای ساکن و متحرک، میبا فشار از آن عبور )مایع( 

 .شودمی جداسازی اجزای مخلوطمنجر به 

0-7 

 کروماتوگرام

chromatogram 

طیفی در بعد زمان و شد  ماورای بنفش -آشکار ساز ناحیه مرئی خروجی دستگاه کروماتوگرافی مایع با

را  گیری کلاله زعفران دهنده عصاره حاصل از عصاره ی تشکیلاجزاجداسازی ترکیبا  یا که  جیب است

  دهد.نشان می

 روش آزمون     4

 واکنشگرها/يا مواد و   4-0

 و آب مورد استفاده ون بودهمواد مورد استفاده باید دارای کیفیت مناسب برای آزمو ها  تمام محلول

 ، باشد.3924 ۀشمارمطابو با استاندارد ملی ایران 

 59%لوص خاستاندارد کروستین با  محلول  4-0-0

 53%با درصد خلوص کل استاندارد کروسین حلول م   4-0-7

  59%با خلوص  0استاندارد کروسین محلول  4-0-0

  59%استاندارد پیکروکروسین با خلوص  محلول  4-0-4

 29%استاندارد سافرانال با خلوص  محلول   4-0-9

 HPLCتانول با درجه خلوص م   4-0-6

 HPLCاستونیتريل با درجه خلوص   4-0-2
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 HPLCبا درجه خلوص  ( DMSO) 0کسايدودي متیل سولف  4-0-8

 HPLCبا درجه خلوص  مقطرآب  4-0-5

 mg/L 133با غلظت   کروستین ذخیره محلول استاندارد  4-0-03

mg3  حجمی( را وزن کرده و به بالن 3-3-5طبو زیربند ) کروستیناز پودر استاندارد mL38  منتقل

 به حج  برسانید.( 4-3-5طبو زیربند ) کسایدودی متیل سولف کرده و با حلال

 mg/L933ت با غلظ  کل کروسین ذخیره محلول استاندارد   4-0-00

mg9 حجمی( را وزن کرده و به بالن 2-3-5طبو زیربند ) کل از پودر استاندارد کروسین mL38  منتقل

 به حج  برسانید.( 28 به 48)با نسبت آب -انولمتکرده و با حلال 

 mg/L933با غلظت  3کروسینمحلول استاندارد ذخیره    4-0-07

mg9  حجمی( را وزن کرده و به بالن 1-3-5طبو زیربند ) 3کروسیناز پودر استاندارد mL38 منتقل 

 به حج  برسانید.( 28به 48آب )با نسبت -تانولمکرده و با حلال 

 mg/L933با غلظت پیکروکروسین  ذخیره محلول استاندارد  4-0-00

mg9  حجمیرا وزن کرده و به بالن ( 5-3-5طبو زیربند ) پیکروکروسیناز پودر استاندارد mL38 نتقل م

 به حج  برسانید. ( 28 به 48)با نسبت آب -تانولمه و با حلال کرد

 mg/L0333با غلظت سافرانال  ذخیره محلول استاندارد  4-0-04

µL35 حجمیبالن  و بهرا وزن کرده  (9-3-5طبو زیربند استاندارد سافرانال ) محلولز ا mL38  منتقل

 سانید.( به حج  بر28به 48 با نسبت)آب -تانولمکرده و با حلال 

  دهامحلول استاندارد مخلوط استاندار   4-0-09

mg 3کروستین، mg93کروسین 35ا، mg38 و پیکروکروسین mg29 و به بالن  را وزن کرده سافرانال

 .برسانیدبه حج   (28به  48)با نسبت  آب-تانولمبا حلال و  کردهمنتقل  mL38 حجمی

 لیبراسیون استاندارد جهت رسم منحني کا هايمحلول   4-0-06

، برای پیکروکروسین µg/mL988 تا µg/mL9 هایدر گستره استانداردهای های مناسبی از محلولرقت

µg/mL9تا 8ا µg/m388و برای سافرانال µg/mL38 تا µg/mL988 در حلال متانول 3برای کروسین-

متیل دیحلال  در کروستینبرای  µg/mL388 تا 8اµg/mL9و  (28به  48 حجمی با نسبتآب )

 تهیه کنید. سولفوکساید
                                                 
1 -Dimethyl sulfoxide (C2H6OS) 
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 (HPLC مقطر با درجه خلوص آب)  Aفاز متحرک   4-0-02

  زدایی نیست، فاز متحرک را حداقل به مد در صورتی که دستگاه کروماتوگرافی مجهز به سیست  گاز

 زدایی کنید. گاز ،در حمام اولتراسونیک min18زمان 

 (HPLCوص استونیتريل با درجه خل) B  فاز متحرک  4-0-08

 وسايل  4-7

 g 3330/3دقت با ترازوي آزمايشگاهي   4-7-0

          حمام اولتراسونیک  4-7-7

       منافا  قطار  و  mm00قطار بدناه   باا  از جنس نايلون يا استات سلولز  بار مصرفيکسرسرنگي فیلتر  4-7-0

µm49/3   

 اقل ملحقات زير:با حد (HPLC)ستگاه کروماتوگرافي مايع با کارايي بالا د  4-7-4

 کانالهدو پمپ  4-7-4-0

 0آرايه ديودي آشکارساز 4-7-4-7

 7سیستم گاز زدا  4-7-4-0

  μm9mm× 6/4 × mm793با ابعاد  08Cفاز معکوس  ستون کروماتوگرافي  4-7-4-4   

ها، از ستون محااف  اساتفاده کنیاد. اساتفاده از     جهت افزایش طول عمر و کاهش احتمال آلودگی ستون

 است.های مشابه در صور  داشتن قدر  تفکیک مناسب نیز قابل کاربرد ر ستونسای

  lμ73لوپ تزريق با حجم   4-7-4-9

 سیستم تزريق خودکار يا دستي 4-7-4-6  

 شرح زير:به شرايط دستگاه جهت تزريق 4-7-4-2

  mL/ min 3/0 سرعت جريان فاز متحرک 4-7-4-2-0

 nm 793  ،nm 038 ،nm 443گیري موج اندازهطول 4-7-4-2-7

 min 93 1زمان اجرا 4-7-4-2-0

                                                 
1-Diod array detector  

2-Degasser 

3-Run time   
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 شويش گرادياني 4-7-4-2-4

 39-3-5)به زیربند  Aبا شویش گرادیانی با استفاده از فاز متحرک  اصلی زعفراناجزای جداسازی 

 .شودانجام  3( مطابو با جدول مراجعه شود 34-3-5به زیربند ) Bمراجعه شود( و فاز متحرک 
 بالاکارايي با  عيما يکروماتوگراف يانيگراد يامه شستشوبرن -0 جدول

 زمان رديف

(min) 

سرعت جريان فاز متحرک 

(mL /min) 

 فاز آبي

)%( 

 فاز آلي

)%( 

3 8 3 58 38 

2 9 3 58 38 

1 29 3 28 48 

5 18 3 28 48 

9 19 3 8 388 

9 58 3 8 388 

9 59 3 58 38 

4 98 3 58 38 

 مونروش اجراي آز      4-0

 سازي آزمايهآماده    4-0-0

  mg98 وزنبا  ایو سپس آزمایهبسایید زعفران در یک هاون چینی  شدهخشک  کلالهمقدار کافی ابتدا 

 د.کنی وزن (3-2-5)طبو زیربند  ترازو وسیلهبه

نال و از کروستین و سافرااجزای گیری  ترتیب برای اندازهبه ه و از آنصا  کرد ،ریفوژاز سانتمحلول را پس 

 د.کنیو پیکروکروسین استفاده  کل کروسیناجزای گیری  برای اندازه آن شدهبار رقیو 9محلول 

آب  – متانولحلال  mL 4منتقل کرده و مقدار  mL38 یبه بالن حجم گیری، آزمایه را منظور عصارهبه

 با min28تا  min39 زمان به مد  را هیآزما. سپس دیاضافه کن آن به( 38 به 58حجمی )با نسبت

در  رنگ شود.کلاله زعفران بی تا در نهایت پودر دادهقرار مورد استخراج  کیاولتراسوناستفاده از دستگاه 

به  (38به  58)با نسبت آب -منتقل کرده و با حلال متانول mL38 حجمیبه بالن  را این مرحله محلول

 حج  برسانید.

اجزای گیری  ترتیب برای اندازهرنگی صا  کرده و از آن بهبا فیلتر سرس کردنمحلول را پس از سانتریفوژ 

بارای  ( 38باه   58)باا نسابت   آب -شده آن با حالال متاانول  رقیوبار  9کروستین و سافرانال و از محلول 

 و پیکروکروسین استفاده کنید. کل کروسین اجزایگیری  اندازه

 سازي ستون پیش از تزريقآماده  4-0-7
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)طبو  Aترکیب درصدی از فاز متحرک  min38 زمان کمینه مد بهای استاندارد، هقبل از تزریو محلول

از ستون  3اmL / min 8را با سرعت جریان ( 34-3-5)طبو زیربند  B فاز متحرک و( 39-3-5زیربند 

 عبور دهید.

 هاي استاندارد تزريق محلول  4-0-0

 و کروستین کل ین، سافرانال، کروسینپیکروکروس استانداردهای های مناسب تهیه شده از محلولرقت

جهت رس   را( 39-3-5وا یا محلول استاندارد مخلوط استانداردها )طبو زیربند ( 39-3-5زیربند  )طبو

  تزریو کنید. دستگاه کروماتوگرافی مایع با کارایی با منحنی کالیبراسیون به 

ترتیاب از غلظات کمتار باه     را به وستینپیکروکروسین، سافرانال، کروسین کل و کر های استانداردمحلول

 غلظت بیشتر به دستگاه کروماتوگرافی تزریو کنید.

 شستشوي ستون پس از آزمون    4-4-4

 min 39 زمان به مد و سپس  min 39 زمان به مد  کمینه( 5-3-5)طبو زیربند  مقطر با آب را ستون

 شستشو دهید. 3اmL / min 8جریان با سرعت  ( 9-3-5)طبو زیربند  استونیتریل با

 اجزاءکروماتوگرام شناسايي    4-4-9

بازداری استاندارد مربوط  ها با زمانبا انطباق زمان بازداری آنرا  اجزای مورد آزمونشناسایی هرکدام از 

ها در ناحیه و با توجه به الگوی جیبی آنمربوط به همان جزء ( λmaxموج ماکزیم  )طولدر جزء به هر 

  و کروسین کروستین  گیری کمی منظور اندازهبه. )به پیوست پ مراجعه شود( دهید انجامش فرابنف-مرئی

گیری پیکروکروسین و سافرانال کروماتوگرام به  و برای اندازه nm558موج باید در طول  کروماتوگرام کل،

 های مربوط به از مشخص کردن پیک پس ثبت شوند. nm184و  nm298های  موج ترتیب در طول

 را ها گیری سطم زیرمنحنی هرکدام از پیک استفاده از روش انتگرال با اجزای مورد آزمونهرکدام از 

کروستین،  اجزای گیری های مربوط به اندازهکروماتوگرام در مورد برای کسب آگاهی .کنیدمشخص 

افتاده مربوط  ههای رویکروماتوگرام و در موردالف به پیوست  پیکروکروسین و سافرانال ،کل کروسین

به منظور مشخص در زعفران پیکروکروسین  و ، سافرانالکل کروستین، کروسین اجزایگیری  به اندازه

  .مراجعه شود ببه پیوست  های جداسازیشدن محدوده

 محاسبه  4-4-6

های استاندارد های مناسب تهیه شده از محلولرقتدست آمده برای هبمنحنی زیربا استفاده از سطم 

 لیبراسیون های کامنحنی، (39-3-5زیربند  )طبو کروستینو  کل یکروکروسین، سافرانال، کروسینپ

در موردنظر  اجزایآزمون، غلظت  مورداجزای از معاد   خط هر یک از با استفاده رس  کنید.  رامربوط 

  محاسبه کنید. 3 فرمولمطابو با را  زعفران

(3)                                                                   
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 که در آن:

C    موردنظر در نمونه برحسب  یاجزامقدار عددی غلظتmg/L؛ 

Y    ؛مونموردنظر در نمونه مورد آز اجزایمقدار عددی سطم زیر پیک مربوط به 

b   ستاندارد؛مقدار عددی عرض از مبدأ منحنی کالیبراسیون ترکیب ا 

a   .مقدار عددی شیب منحنی کالیبراسیون ترکیب استاندارد 

  هاهایی که به کروسین مجموع سطم زیر تمام پیک Yجای مقدار گیری کروسین کل، به در مورد اندازه

 .شود می محاسبهشوند، در رابطه  نسبت داده می

را وسین و سافرانال در زعفران ، پیکروکرکروستین، کل های کروسینترکیب کدام ازهردرصد نهایی 

 محاسبه کنید. 2فرمول  مطابو با

 (2)                                                        % 100
% .

C V
m

St purity M


 


 

 که در آن:

m    ؛%برحسب  نمونهدر موردنظر  اجزایمقدار درصد 

C    برحسب  ونمورد آزم عفرانز  موردنظر در عصاره اجزایمقدار غلظتg/mLµ ؛ 

V   گیری برحسب مقدار حج  بالن مورد استفاده برای عصارهmL؛ 

St.purity  ؛%درصد خلو  ترکیب استاندارد برحسب مقدار 

M    بر حسب مورد آزمون زعفران  عصارهمقدار جرمmg. 

 باشد. 8ا55از  ترذکر است که ضریب همبستگی نقاط منحنی کالیبراسیون باید بزرگ زم به

  آزمونگزارش     9

 های زیر باشد:گزارش آزمون باید حداقل دارای آگاهی

 ؛مشخصا  کامل نمونه  9-0

  ؛تاریخ دریافت نمونه  9-7

  ؛تاریخ انجام آزمون  9-0

  ؛گیریبا واحد اندازه همراه  گیری شدهمقادیر کمی اندازه  9-4

 ؛این استاندارد کار رفته با ارجاع بهروش آزمون به  9-9

 ؛نندهککننده و تاییدوننام و نام خانوادگی و امضای آزم   9-6

  ؛دست آمده از آزموننتیجه به   9-2
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کار گرفته شده همه جزئیاتی که در این استاندارد مشخص نشده و از سوی آزمایشگاه به  9-8

 چه ممکن است روی نتایج آزمون تأثیر داشته باشد. است و هر آن
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 پیوست الف

 (دهندهآگاهي)

و  سافرانال، کل ینکروسین، تکروس اجزايگیري  مربوط به اندازههاي کروماتوگرام

 پیکروکروسین

در  پیکروکروسین و سافرانال ،کل کروستین، کروسین اجزای گیری های مربوط به اندازهکروماتوگرام

 است. 3-شکل الف مطابو با زعفران

 
(، پ)ب(، سافرانال)کل )الف(، کروسینکروستین اجزايگیري  هاي مربوط به اندازهکروماتوگرام -0 -کل الفش

 (تپیکروکروسین)

 

 

 پ ت

 الف ب
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 پیوست ب

 (دهندهآگاهي)

 و کروستین، کروسین، سافرانال اجزايگیري  افتاده مربوط به اندازههمهاي رويکروماتوگرام

 پیکروکروسین 

 

 و ، سافرانالکل کروستین، کروسین اجزایگیری  افتاده مربوط به اندازهه های رویکروماتوگرام

 است. 3-شکل ب مطابو باهای جداسازی به منظور مشخص شدن محدودهدر زعفران پیکروکروسین 

 
 

)ب(، کل کروستین)الف(، کروسین اجزايگیري  افتاده مربوط به اندازههمهاي رويکروماتوگرام-0-شکل ب

 ( تپیکروکروسین) و (پسافرانال)

 

 

 

 

793nm 
038nm 
443nm 
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 پیوست پ

 (دهندهآگاهي)

، ايزومر سیس ینکروس ،ايزومر ترانس کروسین هاي هاي الگوي ج ب مولکول کروماتوگرام

  nm 233  تا nm 733سافرانال در ناحیه  و پیکروکروسین

 و وسین، پیکروکرایزومر سیس ، کروسینایزومر ترانس کروسین های های الگوی جیب مولکولکروماتوگرام

 است. 3-پشکل  مطابو با nm 988تا  nm 288در ناحیه  سافرانال

 
هاي کروسین ايزومر ترانس)الف(، کروسین ايزومر  هاي الگوي ج ب مولکولکروماتوگرام -0-پشکل 

  nm 233الي nm 733( در ناحیه تسافرانال) و (پسیس)ب(، پیکروکروسین)

 

 

 

 

 

 ت پ
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 تپیوست 

 (دهندهآگاهي)

 زعفران شدهخشک اصلي کلاله اجزايترتیب شويش 

 3- جدول  مطلبو باها  زعفران برحسب زمان بازداری آن شدهخشک اصلی کلاله اجزایترتیب شویش 

 است.

 ها  زعفران برحسب زمان بازداري آن شدهخشک اصلي کلاله اجزايترتیب شويش  -0-ت جدول

 نام ترکیب رديف

زمان 

بازداري 

 )دقیقه(

طول موج 

 گیري  اندازه

 (نانومتر)

 توضیحات

 - 298 31ا3 ± 8ا2 پیکروکروسین 3

25ا9 ± 8ا2 سافرانال 2  184 - 

 a 3کروسین 1
b
R1= β-D-gentiobiosyl 

R2= β-D-gentiobiosyl 
 39ا49 ± 8ا2 ایزومر ترانس

 

558 
 

علت غلظت  ممکن است به

 پیک آن دیده نشود. ،ک 

 R1= β-D-gentiobiosyl 2کروسین  5

R2= β-D-entiobiosyl 
39ا24 ± 8ا2 ایزومر ترانس  558 

علت غلظت  مکن است به

 پیک آن دیده نشود. ،ک 

 R1= β-D-gentiobiosyl 1کروسین  9

R2= β-D-gentiobiosyl 
39ا51 ± 8ا2 ترانسایزومر   558 

علت غلظت  ممکن است به

 پیک آن دیده نشود. ،ک 

 

9 
 R1= β-D-gentiobiosyl 5کروسین 

R2= β-D-glucosyl 

35ا99 ± 8ا2 ایزومر سیس  558 
پیک این ترکیب از شد  

 بیشتری برخوردار است.

 - 558 39ا88 ± 8ا2 ایزومر ترانس

 

9 
9 کروسین  

R1= β-D-gentiobiosyl 

R2= β-D-glucosyl 
28ا94 ± 8ا2 ایزومر سیس  558 - 

39ا19 ±8ا2 ایزومر ترانس  558  

 

4 
9 کروسین  

R1= β-D-gentiobiosyl 

R2= β-D-glucosyl 
23ا15 ± 8ا2 ایزومر سیس  558 - 

34ا83 ± 8ا2 ایزومر ترانس  558  

9 کروسین 5  R1= β-D-gentiobiosyl 

R2= H 
34ا58 ± 8ا2 ایزومر ترانس  558 - 

4 کروسین 38  R1= β-D-gentiobiosyl 

R2= H 
22ا33 ± 8ا2 ایزومر ترانس  558 - 

29ا5 ± 8ا2 کروستین 33  558 - 
a  باشد.شود و به عنوان جز اصلی کروسین کلاله زعفران میاین جزء کروسین آلفا نیز نامیده می 
b R1  وR2 باشند.  های عاملی کربوکسیلیک اسیدی دو انتهای کروسین میتعداد گلوکزهای متصل به گروه 
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 ثپیوست 

 دهنده()آگاهي

 نتايج معتبرسازي روش آزمون

 است. 2-و ث 3-ثجدول  مطابو بان آزمو روشنتایج معتبرسازی 

 نتايج معتبرسازي روش آزمون -0-ثجدول 

 ونکالیبراسیمعادله  اجزاء
 خطي گستره

(µg/mL) 

 مبستگيه ضريب
R² 

شخیص تحد 
(µg/mL) 

کمي  حد
(µg/mL) 

8اY=26959X+13829 988-9 554 پیکرو کروسین 8ا89  8ا34   

8ا555 8اY=132512X+23662 388-9 سافرانال 8ا83  8ا81   

8اY=91789X+1E+06 988-38 559 کل کروسین 8ا2  8ا9   

8ا559 8اY=179676X+20622 98-9 کروستین 8ا89  8ا39   

 

 نتايج معتبرسازي روش آزمون اطلاعات تکمیلي -7-ثجدول 

 

 ءاجزا

 آماره

کل کروسین  0کروسین کروستین پیکروکروسین سافرانال

 0برحسب کروسین

8ا89 39 8ا2 (mg/l)میانگین غلظت  28 18 

 Srانحراف استاندارد تکرارپ يري 
(mg/l) 

8ا81 8ا885 2   3ا4 3ا9 

 CVr تکرارپ يري واريانسضریب 

(mg/l) 
9 5 9 5 4 

 r = 2.8 × Srحد تکرارپ يري  

(mg/l) 
8ا45 9ا9  8ا83   9 5ا2 

 SRانحراف استاندارد تجديدپ يري 
(mg/l) 

8ا85 3ا3  8ا881   1ا1 2ا9 

 CVRواريانسضريب تجديدپ يري 
(mg/l) 

12 9 22 35 38 

 R = 2.8 × SRحد تجديدپ يري  

(mg/l) 
8ا83 1ا3 8ا33  5ا2 9ا4 


