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 »بسمه تعالي «

 آشنايي با مؤسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران
 است كه عهده دار    مرجع رسمي كشور   تحقيقات صنعتي ايران به موجب قانون، تنها       و مؤسسه استاندارد 

 .ميباشد) رسمي ( استانداردهاي ملي  نشر وظيفه تعيين، تدوين و

اي فني مركب از كارشناسان مؤسسه، صاحبنظران تدوين استاندارد در رشته هاي مختلف توسط كميسيون ه
سعي بر اين   . مراكز و مؤسسات علمي، پژوهشي، توليدي واقتصادي آگاه ومرتبط با موضوع صورت ميگيرد            

است كه استانداردهاي ملي، در جهت مطلوبيت ها و مصالح ملي وبا توجه به شرايط توليدي، فني و فن                      
توليدكنندگان ،مصرف كنندگان،   : انه صاحبان حق و نفع شامل      آوري حاصل از مشاركت آگاهانه و منصف       

پيش نويس استانداردهاي ملي جهت     .بازرگانان، مراكز علمي و تخصصي و نهادها و سازمانهاي دولتي باشد          
نظرخواهي براي مراجع ذينفع واعضاي كميسيون هاي فني مربوط ارسال ميشود و پس از دريافت نظرات                  

) رسمي( ي مرتبط با آن رشته طرح ودر صورت تصويب به عنوان استاندارد ملي                وپيشنهادها در كميته مل   
 .چاپ و منتشر مي شود

پيش نويس استانداردهايي كه توسط مؤسسات و سازمانهاي علاقمند و ذيصلاح و با رعايت ضوابط تعيين                 
 عنوان  شده تهيه مي شود نيز پس از طرح و بـررسي در كميته ملي مربوط و در صورت تصويب، به                         

بدين ترتيب استانداردهايي ملي تلقي مي شود كه بر اساس مفاد              . استاندارد ملي چاپ ومنتشرمي گردد     
تدوين و در كميته ملي مربوط كه توسط مؤسسه تشكيل ميگردد به             )) ۵((مندرج در استاندارد ملي شماره      

 .تصويب رسيده باشد

لي سازمان بين المللي استاندارد ميباشد كه در          مؤسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران از اعضاي اص          
تدوين استانداردهاي ملي ضمن تـوجه به شرايط كلي ونيازمنديهاي خاص كشور، از آخرين پيشرفتهاي                 

 .علمي، فني و صنعتي جهان و استانداردهـاي بين المـللي استفـاده مي نمايد

ت موازين پيش بيني شده در قانون به منظور          مؤسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران مي تواند با رعاي          
حمايت از مصرف كنندگان، حفظ سلامت و ايمني فردي وعمومي، حصول اطمينان از كيفيت محصولات و 
ملاحظات زيست محيطي و اقتصادي، اجراي بعضي از استانداردها را با تصويب شوراي عالي استاندارد                  

 بازارهاي بين المللي براي محصولات كشور، اجراي           مؤسسه مي تواند به منظور حفظ       . اجباري نمايد 
 .استاندارد كالاهاي صادراتي و درجه بندي آنرا اجباري نمايد

همچنين بمنظور اطمينان بخشيدن به استفاده كنندگان از خدمات سازمانها و مؤسسات فعال در زمينه                     
يفيت ومديريت زيست    مشاوره، آموزش، بازرسي، مميزي و گواهي كنندكان سيستم هاي مديريت ك                

محيطي، آزمايشگاهها و كاليبره كنندگان وسايل سنجش، مؤسسه استاندارد اينگونه سازمانها و مؤسسات را               
بر اساس ضوابط نظام تأييد صلاحيت ايران مورد ارزيابي قرار داده و در صورت احراز شرايط لازم،                        

ترويج سيستم بين المللي    . نها نظارت مي نمايد   گواهينامه تأييد صلاحيت به آنها اعطا نموده و بر عملكرد آ           
يكاها ، كاليبراسيون وسايل سنجش تعيين عيار فلزات گرانبها و انجام تحقيقات كاربردي براي ارتقاي سطح                

 .استانداردهاي ملي از ديگر وظايف اين مؤسسه مي باشد
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    پودر خشك  (  يخي  خشك  هايشير خشك  ، مخلوط ”استاندارد كميسيون 
 - اول قسمت  - تعيين مقدار لاكتوز -و پنير فرآوري  شده  ) هاي  يخي  فرآورده 

 “ روش آزمون -روش  آنزيمي ه  از  لاكتوز ببدست آمده گلوكز تعيين

 رئيس  سمت  يا نمايندگي 
 مهدي ، حسيني اداره دامپزشكي استان سيستان و بلوچستان

 ) دكتراي  دامپزشكي  ( 

 اعضاء 
 بهداشتی و آرايشی    ،رت بر مواد غذايي     اداره نظا 

 استان سيستان و بلوچستان

 مراد علي ، اصغري 

 )فوق ديپلم دامپزشكي (

  كلثوم  ،پودينه  اداره دامپزشكي استان سيستان و بلوچستان

 )دامپزشكيليسانس   (  

سازمان صنايع و معادن استان سيستان و               
 بلوچستان

  ه مرضي، حيدري 

  )يعصناليسانس   (  

    فاطمه ،زارعان  اداره دامپزشكي استان سيستان و بلوچستان

 )دامپزشكيليسانس  ( 

   مسعود، سيرغاني كارخانه فراورده هاي گوشتي براسان

  )ليسانس  صنايع  غذايي(  

 بهداشتی و آرايشی    ،اداره نظارت بر مواد غذايي      
 استان سيستان و بلوچستان

 عليرضا ، شهركي 

  ) صنايع  غذاييليسانس (  

 بهداشتی و     ،مواد غذايي     آزمايشگاه  كنترل      
 آرايشی استان سيستان و بلوچستان

  فريبا ،صفاري 

  ) شيميفوق  ليسانس(

 محمد ، عرفاني فرد  فراورده هاي لبني دهكده زاهدانشركت  

  )ليسانس  صنايع  غذايي ( 
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 بهداشتی و     ،مواد غذايي     آزمايشگاه  كنترل      
 استان سيستان و بلوچستانآرايشی 

    مسعود ،فيروزكوهي

 )علوم تغذيهليسانس  ( 

استان  استاندارد و تحقيقات  صنعتي           اداره كل 
   سيستان و بلوچستان

 مينا، ميري قلعه نوي

 ) ليسانس صنايع غذايي فوق(
 دبير 

استان  استاندارد و تحقيقات  صنعتي           اداره كل 
   سيستان و بلوچستان

 ريباف،هرمزي

 )تغذيهليسانس  علوم   (
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فهرست اعضاء شركت كننده در پانصد و چهل و ششمين اجلاسيه كميته ملي 

۶/۱۰/۸۴استاندارد خوراك و فرآورده هاي غذايي و كشاورزي مورخ   
 
 

 سمت يا نمايندگي
 كارشناس استاندارد

 

 رئيس
  فاطمه-مولوي

 )ی در تغذيهفوق ليسانس علوم بهداشت(
 

مسئول كنترل كيفيت و فني محصولات غذايي 
 صيتي

 اعضاء
  محمد رضا-پورحسن 

 )ليسانس صنايع غذايي(

 موسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران
 

  ربكا-جوانشير

 )ليسانس(

 –وزارت بهداشت، درمان و آموزش پزشكي 

 هاي كنترل غذا و دارو آزمايشگاه

  نادر-خانشدي

 )كارشناس(

 موسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران
 

  فتانه -شكرالهي

 )فوق ليسانس(

  سيد عيسي -صفويان  سازمان توسعه تجارت ايران-وزارت بازرگاني 

 )فوق ليسانس(

 –وزارت بهداشت، درمان و آموزش پزشكي 

 هاي كنترل غذا و دارو آزمايشگاه

  فهيمه–فرحناك 

 )فوق ليسانس تغذيه(

  فرج االله –فرهي   دانشكدة داروسازي -علوم پزشكي تهران دانشگاه 

 )دكترا(

  شيرزاد-قبانوري شركت گلين لواشك

 )ليسانس تغذيه(
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  -وزارت بهداشت، درمان و آموزش پزشكي 

  بهداشتی و آرايشی ،ادارة كل نظارت بر مواد غذايي

  جواد -كاظمي شيرازي

 )صنايع غذايی فوق ليسانس(

 ارد و تحقيقات صنعتي ايرانموسسه استاند
 

  هاشمه  -منزوي

 )ليسانس شيمي(

  سعيد –نوروزي  مشاور و نماينده رياست محترم موسسه استاندارد

 )دكترای دامپزشکی(

  فريبا -هرمزي اداره كل استاندارد و تحقيقات صنعتي زاهدان 

 )ليسانس علوم تغذيه(
 
 

 موسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران
 
 

 بير كميته مليد
  منيژه–شريعتي 

 )ليسانس علوم تغذيه(
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                              فهرست  مندرجات  صفحه 

  گفتار پيش ب

 ۱ هدف  ۱

 ۲ دامنه  كاربرد ۱

 ۳ مراجع  الزامي  ۱

 ۴ اصطلاحات  و تعاريف  ۲

 ۵ اساس  روش  ۳

 ۶  لازم مواد ۳

 ۷ لازموسايل  ۷

 ۸ نمونه  برداري  ۹

 ۹ روش  اجراي  آزمون  ۹

 ۱-۹ آزمايش  و كنترل  روش  كار ۹

 ۲-۹ آماده  كردن  آزمايه  ۱۱

 ۳-۹ آزمونه ۱۱

 ۴-۹ آزمون  محلول  شاهد ۱۲

 ۵-۹ پروتئين  زدايي  ۱۲

 ۶-۹ اندازه  گيري  ۱۳

  جدول برنامه اندازه گيري ۱۴

 ۱۰ ن  نتايج محاسبه  و بيا ۱۶

 ۱۱ دقت  ۱۷

 ۱۲ گزارش  آزمون  ۱۸

  عمليات مناسب ساخت      -الفپيوست     ۲۰
 )الزامي( -نزيميانجام تجزيه  آ  براي
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 گفتار  پيش
و پنير فرآوري  شده     ) پودر خشك  فرآورده  هاي  يخي       ( شير خشك  ، مخلوط  يخي  خشك        "استاندارد  

 روش  -روش  آنزيمي  ه  ده  از  لاكتوز ب     بدست آم  گلوكز تعيين : لاو قسمت    - تعيين مقدار لاكتوز    -
ن يپانصد و چهل و ششم     كميسيون هاي  فني  مربوطه  تهيه  و تدوين  شده  و در             كه  به  وسيله  " آزمون  

. تصويب شد  ٦/١٠/٨٤ورخی و کشاورزی م   ي استاندارد خوراک و فراورده های غذا       جلسه كميته ملي  
 استاندارد و تحقيقات  صنعتي       قانون  اصلاح  قوانين  و مقررات  موسسه       ۳ ماده    يكاستناد بند   ه  اينك  ب 

 .د شوعنوان  استاندارد ملي  ايران  منتشر ميه  ب۱۳۷۱ايران  مصوب  بهمن  ماه  

،  هاي  ملي  و جهاني  در زمينه  صنايع  ، علوم  و خدمات             براي  حفظ  همگامي  و هماهنگي  با پيشرفت       
دهاي  ملي  ايران  در مواقع  لزوم  تجديد نظر  خواهد شد و هر گونه  پيشنهادي  كه  براي  اصلاح                    استاندار

بنابراين  . گرفت  در تجديد نظر بعدي  مورد توجه  قرار خواهد           ،ها ارائه شود     استاندارد اينتكميل  يا  
 .ظر آنها استفاده  كردبايد همواره  از آخرين  تجديد ن  ايران هايبراي  مراجعه  به  استاندارد

در تهيه  و تدوين  اين  استاندارد سعي  شده  است  كه  ضمن  توجه  به  شرايط  موجود و نيازهاي  جامعه،                     
 .امكان  بين  اين  استاندارد و استاندارد ملي  كشورهاي  صنعتي  و پيشرفته  هماهنگي  ايجاد شود درحد

 :  د به كار رفته به شرح زير استمنابع و مآخذي كه براي تهيه اين استاندار
ISO 5765-1-(2002)Dried milk , dried  ice - mixes and  processed cheese -1 

Determination of lactose content" 
Part 1 : Enzymatic method utilizing the glucose moiety  of the lactose 

پودر خشك   (  يخي  خشك       هاي  مخلوط -خشك   شير  "  ۱۳۸۲سال   : ۵۸۰۷ ملي ايران    استاندارد -۲
 مشتق   گالاكتوز تعيين : دوم قسمت    - مقدار لاكتوز     تعيين -و پنير فرآوري  شده      ) فرآورده  هاي  يخي     

 " روش آزمون -روش  آنزيمي   ه شده  از  لاكتوز ب

هاي ها و روش   ويژگي -  استاندارد فرآورده  يخي خوراكي   " ۱۳۷۶سال   :۳۹۶۴استاندارد ملي  ايران        -۳
  "آزمون

 

 ب
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و پنير  ) پودر خشك  فرآورده هاي  يخي (١ يخي  خشك   هاي ، مخلوطشيرخشك
  : اول تعيين  مقدار لاكتوزقسمت  -فرآوري  شده  

 . روش آزمون-روش  آنزيمي ه  ب٣ده  از لاكتوزبدست آم ٢لوكزگتعيين 
 

  هدف  ١
 ، ين روش براي اندازه گيري  مقدار لاكتوز موجود در شير خشك            هدف  از تدوين  اين  استاندارد، تعي      

روش  ه  ده  از لاكتوز ب   بدست آم كز  ويخي  خشك  و پنير فرآوري  شده  با   اندازه گيري  گل          هاي  مخلوط   
 . مي باشد ،آنزيمي

 

  دامنه  كاربرد  ٢ 
مواد  و  ديگر ضورقندهايدر ح ( يخي  خشك     هاي انواع  شير خشك  و مخلوط       استاندارد، درباره  اين   

 .كاربرد دارد ، و پنيرهاي  فرآوري  شده ) احياء كننده
 
  مراجع  الزامي   ٣ 

  . مدارك  الزامي  زير حاوي  مقرراتي  است  كه  در متن  اين  استاندارد به  آنها ارجاع  داده  شده  است

در مورد مراجع  الزامي  داراي       .  شود  بدين  ترتيب  آن  مقررات  جزئي  از اين  استاندارد محسوب  مي             
معهذا  .يا تجديد نظر، اصلاحيه ها و تجديد نظرهاي  بعدي  آن  مدارك  مورد نظر نيست            / تاريخ  چاپ  و    

بهتر است  كاربران  ذينفع  اين  استاندارد، امكان  كاربرد آخرين  اصلاحيه ها و تجديد نظرهاي  مدارك                   
يا تجديد نظر، آخرين     / در مورد مراجع  بدون  تاريخ  چاپ  و         . رار دهند الزامي  زير را مورد بررسي  ق      

 .يا تجديد  نظر آن  مدارك  الزامي  ارجاع  داده  شده  مورد نظر است  / چاپ  و 

 : استفاده  از مراجع  زير براي  كاربرد اين  استاندارد الزامي  است  

  ".هاي  نمونه  برداري  شير و فرآورده هاي  آن شرو "۱۳۸۰سال : ۳۲۶ استاندارد ملي  ايران   ۳-۱ 

                                                 
1- Dried ice-mixes 
2- Glocose 
3- Lactose 
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  اصطلاحات  و تعاريف   ٤ 
 :كار مي روده يا واژه ها با تعاريف  زير ب/ و در اين  استاندارد  اصطلاحات  

  لاكتوز موجود  ۴-۱ 
 و به    ،روش  تعيين  شده  در اين  استاندارد اندازه گيري  مي شود         ه   مقدار لاكتوزي  است  كه  ب       ، منظور

 . بيان  مي گردد ،صورت  درصد وزني

 ١ آزمايه    ۴-۲ 
 تهيه   ، جهت  انجام  آزمايش    ، ، برابر اصول  نمونه  برداري       نمونه اي  است  كه  از نمونه  آزمايشگاهي       

 .مي گردد

 ٢ آزمونه    ۴-۳ 
  هزني  يا حجمي  برداشت    طور و ه   ، از آزمايه  ب    كه  براي  انجام  آزمايش    ،   از آزمايه  است     مقدار معيني 

 .مي شود

 ٣ گرمخانه    ۴-۴ 
 . درجه  سلسيوس  ۲۵ تا ۲۰ بن  ماري  تنظيم  شده  در دماي  ،ست  از اعبارت،  گرم خانه 

  مخلوط  يخي  خشك    ٥-٤ 
 درصد بوده  و پس  از افزودن  مقدار         ۴كه  مقدار رطوبت  آن  برابر يا كمتر از          است ،   فرآورده  خشكي    

 . تبديل  به  مخلوط  آماده  براي  تهيه  فرآورده  يخي  مي گردد ،ي  آبمعين
 

                                                 
1- Test sample  
2- Test portion 
3- Incubation 
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  اساس  روش   ۵ 
 :عبارت است از 

  . به گلوكز  و گالاكتوز١ گالاكتوزيداز-βلاكتوز با با ) هيدروليز(    آبكافت ۵-۱

 )فات   فسفات توسط هگزوكيناز و آدنوزين تري فس        – ۶ –   فسفريله كردن گلوكز به گلوكز          ۵-۲

ATP )  . 

 به  ٢ گالاكتوزيداز دي هيدروژناز   -β فسفات  در حضور كاتاليزور       – ۶ -اكسيداسيون گلوكز     ۳ – ۵
 . احيا مي گردد NADPH به +)NADP( ٣ فسفوگلوكونات  كه همراه آن – ۶اسيد 

 . نانومتر۳۴۰بيناب سنج در طول موج  با NADPH   اندازه گيري ميزان جذب محلول  ۴ – ۵

 .    محاسبه مقدار لاكتوز فرآورده از روي اين جذب۵- ۵
 
  لازم   مواد ٦

 مگر اينكه  در    ، در اين  استاندارد، تمامي  واکنش گرهاي  مورد استفاده  بايد خالص  آزمايشگاهي  باشد             
 .اين  استاندارد به  موارد خاص  ديگري  اشاره  شده  باشد

 دوبار تقطير شده      كمينه بايستي    ،هاي  آنزيمي  استفاده  مي شود    لول آبي  كه  براي  آماده  سازي  و تهيه  مح       
خلوص  كمينه   كه  داراي     ، بايد آب  مقطري  باشد    ،باشد و آبي  كه  براي  اهداف  ديگري  استفاده  مي شود         

 .معادل  با آب  مقطر باشد
 

مكن است به صورت     ، م  ۷ – ۶ و   ۵ – ۶ و   ۳-۶واکنش گر هاي سفارش شده در بندهاي         – يادآوري
 .كيت آماده در دسترس باشد 

 

                                                 
1-β- Galactosidase 
2-β- Galactosidase dehydrogenase 
3- Nicotinamide adenine dinucleotide 
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  محلول  فروسيانور پتاسيم   ۶-۱
را در آب  مقطر حل  كنيد      ) سه آبه   (داراي  سه  مولكول  آب      ) II(١ گرم  از پتاسيم  هگزا سيانوفرات        ۶/۳ 

 . خوب  مخلوط  نماييد آن را ميلي  ليتر رسانده  و۱۰۰به  حجم  در بالن حجمي و 

 محلول  سولفات  روي    ٢-٦ 
 در بالن    را در آب  مقطر حل  كنيد و       )هفت آبه  (  داراي  هفت  مولكول  آب     ٢ گرم  از سولفات  روي      ۲/۷ 

 . خوب  مخلوط  نماييد آن را ميلي  ليتر رسانده  و۱۰۰ به  حجم  حجمي

  نرمال  ١/٠ محلول  هيدروكسايد سديم    ٣-٦ 
 ميلي  ليتر   ۱۰۰۰ به  حجم      در بالن حجمي   در آب  مقطر حل  كنيد و     را  ٣ گرم  از هيدروكسيد سديم       ۴ 

 . خوب  مخلوط  نماييد آن رارسانده  و

 ۶/۶  برابر pH محلول  بافر سيترات  با   ۶-۴ 
يك  ٥ گرم  از اسيد سيتريك       ۰۴۲/۰ و  ) دو آبه    (  با دو مولكول  آب     ٤ گرم  ازتري  سديم  سيترات    ۸/۲ 

 با   ،سپس. ميلي  ليتر آب  حل  نماييد      ۴۰حدود  را در   هفت آبه    ٦منيزيم  سولفات   گرم  از    ۶۲۵/۰و  آبه  
  ۲۰ مولار در دماي       ۱/۰سديم   مولار و يا محلول  هيدروكسايد         ۲افزودن  محلول  اسيدسولفوريك      

ده  و   ميلي  ليتر رسان   ۵۰  تنظيم  كنيد و با آب  مقطر به  حجم            ۶/۶  ± ۱/۰  را برابر     pH  ،  درجه  سلسيوس 
 .خوب  مخلوط  نماييدآن را 

نگهداري  ماه    ۳ مدته   ب ، درجه  سلسيوس   ۵ در يخچال  با دماي  بين  صفر تا           مي توانيد  اين  محلول   را   
 .كنيد

   ۶/۷ برابر  pH با  (TEA)تري اتانول آمينمحلول  بافر  ٥-٦
در يزيم سولفات هفت آبه      گرم من  ۲۵/۰ با     را ٧ محلول بافر تري اتانول آمين هيدروكلرايد      گرم    ۰/۱۴

 ميلي  ۵حدود   درجه  سليسوس  با     ۲۰را در    pH ميلي  ليتر آب  مقطر حل  كنيد و سپس             ۸۰حدود  

                                                 
1- K4 Fe(CN)6 .3H2 O 
2- ZnSo4 .7 H2o 
3- NaOH 
4- C6H5O7.Na3.2H2O 
5- C6H8O7 .H2O 
6- MgSO2 PO4  
7- C6H15NO3.HCL 
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   تنظيم  كنيد و با آب  مقطر به  حجم              ۶/۷   ± ۱/۰ مولار، برابر     پنجمحلول  سديم  هيدروكسايد    ليتر  
 .مخلوط  نماييدآن را خوب  ميلي  ليتر رسانده  و ۱۰۰

 هشت هفته مدت   ه   ب ، درجه  سلسيوس   ۵ين  محلول  را مي توانيد در يخچال  با  دماي  بين  صفر تا                 ا
 .نگهداري  كنيد

 NAD P/ ATP/TEA + محلول  بافر   ۶-۶
 ۹۸ - ۹۹ تقريبي     خلوص با (١فسفات دي سديم   ميلي  گرم  از نيكوتيناميد آدنين  دي  نوكلئوتيد         ۶۵ 

 ۹۹ – ۱۰۰ تقريبي     خلوص با (۳  تري فسفات دي سديم       -۵"دنوزين   ميلي گرم آ   ۱۷۰با  را  ) درصد
 . حل  نماييد،)۵-۶بند طبق (تري اتانول آمين  ميلي  ليتر از محلول  بافر ۳۰در  )درصد

 هفته  نگهداري    ۲مدت   ه   ب ، درجه  سلسيوس   ۵ اين  محلول  را مي توانيد در يخچال  با دماي  بين  صفر تا            
 .كنيد

در محلول  سولفات        ٢)منشاءاشرشياكلي با    ( گالاكتوزيداز       -سيون  بتا    سوسپان ۶-۷ 
  .۶  تقريبي  pH مول  در ليتر با  ۲/۳  ٣آمونيوم

 ٥عنوان  سوبسترا   ه  لاكتوز ب (در ميلي  ليتر    ٤ واحد ۶۰ كمينه ، گالاكتوزيداز   - فعاليت  سوسپانسيون  بتا    
  .خواهد بود )  درجه  سلسيوس۲۵در دماي  

 ۱۲ به  مدت     ، درجه  سلسيوس   ۵ول  سوسپانسيون  را مي توانيد در يخچال  با دماي  بين  صفر تا             اين  محل 
كه  اين  سوسپانسيون  مورد استفاده  قرار مي گيرد، ظرف  حاوي  اين  محلول  را             زماني. ماه  نگهداري  كنيد  

 . قرار دهيد،در داخل  يخ  خرد شده 
 

  - α ٦ فروكتوزيداز- درصد از بتا ۰۰۱/۰ بيشينه اگالاكتوزيداز   حاوي    يك  سوسپانسيون  بت- يادآوري  

                                                 
1- C21 H26 N7 O17 P3Na2 
2- C10 H14 N5 O13P3Na2 
3- ß – Galactosidase (from Esherichia colli) 
4- Ammonium sulfate solution 
5- Substrate 
 
 

6- ß - Fructosidase 
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 كه  بر حسب  فعاليت      ٤اكسيداز -   NADH ٣يداز گلوكوز - آلفا   ٢ ، گلوكزدي  هيدروژناز   ١گالاكتوزيدار
 .مي باشدنيز مناسب  است ويژه  بتا گالاكتوزيداز محاسبه  شده  

 
   در محلول  سولفات            ٥) مخمرهانشاء   با م   (HK/G6P-DH سوسپانسيون     ۶-۸ 

 .۶  تقريبي  pH مولار با  ۲/۳آمونيوم  
 درجه سلسيوس   ۲۵در دماي    واحد  در ميلي  ليتر         ۲۸۰  كمينه   ٦هگزوكيناز   فعاليت  سوسپانسيون    

 ۲۵در دماي    ميلي  ليتر    بر واحد     ۱۴۰  كمينه    فسفات دهيدروژناز  -۶–و فعاليت  گلوكز     خواهد بود   
 .خواهد بود سلسيوس درجه 

يكسال مدت   ه   ، ب  درجه  سلسيوس  ۵اين  سوسپانسيون  را مي توانيد در يخچال  با دماي  بين  صفر تا               
كه  اين  سوسپانسيون  را استفاده  مي كنيد، ظرف  حاوي  اين  محلول  را در داخل                 زماني  .نگهداري  كنيد 
 . قرار دهيد  ،يخ  خرد شده

 
 فسفوگلوكونات  -۶ درصد از     ۰۱/۰ داراي    بيشينهكه    HK/G6P-DHانسيون   يك  سوسپ  -يادآوري   

/۰۲ ايزومراز و حاوي بيشينه      - درصد فسفوگلوكو    ۰۰۲/۰فسفو گلوكوموتاز حاوي بيشينه      دهيدروژناز و 
  نيزمناسب   محاسبه شده است   HK/G6P-DH  درصد  از گلوتاتيون ردوكتاز كه برحسب فعاليت ويژه         ۰

 . مي باشد

 
  استاندارد لاكتوز  محلول ٩-٦

 .   داراي  يك  مولكول  آب  در ميلي  ليتر آب  مقطر٧ ميلي  گرم  لاكتوز۸/۰ با غلظت  

 ميلي  ليتر   ۵۰۰ حل  كنيد و سپس  به  حجم           ، ميلي  گرم  از لاكتوز منوهيدرات  را در آب  مقطر           ۴۰۰ 
 .خوب  مخلوط  نماييدآن را رسانده  و 

                                                 
1- ά  - Glactocosidase 
2- Glucose dehydrogenase  
3- α- glucosidase 
4- NADH-Oxidase 
5- HK/G6P-DH 
6-(EC.1.1.1.48) 
7- C12H22O11.H2O 
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 روز نگهداري    ۲مدت   ه  ب  درجه  سلسيوس  ،   ۵ در يخچال  با دماي  بين  صفر تا          اين  محلول  را مي توانيد   
 .كنيد

 .  درجه  سلسيوس  برسانيد۲۰ ، دماي  اين  محلول  را به  از استفادهپيش 
 

 خشك  شده  و به  وزن       ، درجه  سلسيوس   ۸۷ در دماي     پيش از آن    لاكتوز منوهيدرات  بايد      - ۱ يادآوري   
 . باشد ثابت  رسيده

 
 ارائه    تعيين و   واکنش گرها كه  توسط  توليدكننده       قابليت مصرف    از تاريخ  توليد و انقضاء      - ۲ يادآوري   

 . آگاهي  داشته  باشيد،مي شود

 
كار برده  شود، حجم      ه  اگر يك  سوسپانسيون  آنزيمي  غير از فعاليت  ويژه  خود ب               - ۳يادآوري   

 . طور نسبي  افزايش  يا كاهش  يابده بايد ب، ) ۱-۶-۹بند طبق  (۱دول   شده  در ج نوشتهسوسپانسيون 

 
 به   ،)۸-۶بند  (و  ) ۶-۶بند  (،  )۴-۶بند   (  :شده  در بندهايي  شامل    نوشته   واکنش گرهاي    - ۴ يادآوري   

 .صورت  تركيبات  آماده  ممكن  است  در دسترس  باشد

 
  لازم وسايل   ۷ 

 :به ويژه وسائل مشروحه زير است ،  اهي  معمول  در آزمايشگاه وسايل  و لوازم  آزمايشگ

  ترازوي  دقيق  آزمايشگاهي   ١-٧ 
  . ميلي گرم۱/۰ با دقت  تقريبي   ،يك  ميلي  گرم  قابليت  توزين  تابا

 ظروف شيشه اي   ٢-٧ 
 .ميلي  ليتري  ۲۵۰ و۵۰بشرهاي  ارلن و  

  پي  پت هاي  مدرج   ٣-٧ 
 . ميلي  ليتر۱/۰ ميلي  ليتري  با تقسيمات  ۱۰و  ۵درج   پي  پت هاي  م
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  پي  پت هاي  حجمي  ٤-٧ 
 . ميلي  ليتر۱۰و ۵، ۱  ،۲/۰ ،۰۵/۰  پي  پت هاي  حجمي

 ١) ژوژه   ( حجمي بالن  ۷-۵ 
 . ميلي  ليتر۱۰۰  با حجم بالن   هاي

  كاغذ صافي  ٦-٧ 
 .تر سانتي  م۱۵ كاغذ صافي  متوسط  به  قطر تقريبي  

 ٢قيف  صافي      ۷-۷
 .  سانتي  متر۷ باقطر حدود 

 ٣ بيناب  سنج   ۷-۸ 
 به  پهناي  يك      ٤، مجهز به  نمايه    ، نانومتر ۳۴۰مناسب  جهت  اندازه گيري  در طول  موج          بيناب سنج     

 .سانتي  متر براي  عبور نور

 ٥  زن  پلاستيكي   هم ۷-۹ 

 .ه هاي  بيناب  سنج  يزيم  در داخل  نما مناسب  جهت  مخلوط  كردن  نمونه  و آن

 ٦ ميله  شيشه اي   ١٠-٧ 
 . جهت  خيساندن  و له  كردن  نمونه  ، ميلي  متر۱۵۰ ميلي  متر و طول  ۶ با قطر 

  حمام  آب   ١١-٧ 
 درجه  سلسيوس  و مناسب  براي  قراردادن  جالوله اي            ۲۵ تا   ۲۰دماي    قابليت  نگهداري  آب  در      با

 .) ۸-۷بند طبق (ه هاي  بيناب  سنج  ي نما مخصوص
 

 درجه  سلسيوس    ۲۰ كه  دماي  اتاق  زير       ، در صورتي  لازم  است    تنها ها  يهخانه گذاري  نما  گرم - يادآوري 
  .باشد

                                                 
1- One – Markvolumetric flasks 
2- Filter funnles   
3- Spectrometer 
4- Cell 
5- Plastic paddles 
6- Glass rods 
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 ١ دستگاه هم زن  ۷-۱۲ 
مخلوط بايد  ( مناسب  جهت  درست  كردن  سوسپانسيون  پنير فرآوري  شده  مورد آزمون              دستگاه هم زن  

 ) .كن به آساني قابل تميز شدن باشد

   گرم خانه۷-۱۳
 . درجه سلسيوس ۸۷   ± ۲گرم خانه ترموستات دار و قابل كنترل در دماي 

   آسياب و خرد كن۷-۱۴
بايد داراي قابليت آسياب نمودن و خرد كردن پنير بوده و به آساني قابل تميز شدن                 آسياب و خرد كن   

 . باشد
 
 ٢ ي نمونه  بردار ۸

هاي  نمونه  برداري     روش "۱۳۸۰سال  : ۳۲۶ملي  ايران      نمونه  برداري  بايد مطابق  با استاندارد      ۸-۱
 . باشد "،شير و فرآورده هاي  آن 

  ، صدمه  نديده  و يا     يك  بهر بوده    و نماينده   بايد معرف   ، نمونه اي  كه  آزمايشگاه  دريافت  مي كند     ۸-۲
  كه  همه  اين  موارد    ، بايد توجه داشت    و نگهداري  تغيير كيفي  نكرده  باشد        در حين  حمل  و نقل    اينكه  

 .در صحت  و درستي  نتيجه  آزمون  موثر مي  باشد 
 
  روش  اجراي  آزمون    ٩ 

  آزمايش  و كنترل  روش  كار  ١-٩ 

وجود داشته   زير  مشروحه در    يك  يا چند شرط       ، در صورتي كه    براي  تشخيص  وجود لاكتوز      ۹-۱-۱ 
  :آزمون  كنترلي  زير بايد انجام  گيرد، باشد

۶طبق  بند    (٣ ATP/TEA+ NADP/ تهيه  شده تازه    بافر هاي   در صورت  استفاده  از محلول      ۹-۱-۱-۱ 

                                                 
1- Mixer 
2- Sampling 
1- NADP+ /ATP/TEA 
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-۶طبق  بند    (٢ HK/G6p-DH و يا سوسپانسيون   ) ۷-۶طبق  بند    (١، سوسپانسيون  بتاگالاكتوزيداز      )۶-
۸(.  

سوسپانسيون  بتاگالاكتوزيداز  يا  / و)۶-۶بند  طبق   (ATP/TEA+ NADP/محلول  بافر اگر  ۹-۱-۱-۲ 
مدت  بيش  از دو    ه  كه  در يخچال  ب   )۸-۶طبق  بند    (HK/G6p-DHو يا سوسپانسيون     ) ۷-۶بند  طبق  (

 . بدون  استفاده  نگهداري  شده  باشد  ،هفته

 . شده  باشد آغاز" كار آناليز مجددا كه   آزمايشگاهي    ليتفعاعدم  از يك  دوره  پس   ۹-۱-۱-۳ 

  .  هرگاه شرايط موجود انجام چنين آزموني را ايجاب نمايد ۹-۱-۱-۴ 

 ميلي  ليتر از    ۱۰ و   ۵ به  ترتيب     ، ميلي  ليتري   ۱۰۰ حجمي بوسيله  پي  پت  به  داخل  دو بالن           ۹-۱-۲ 
 اضافه  كنيد و سپس  كار      ،ي  ليتر آب  مقطر    ميل ۵۰و در حدود    ) ۹-۶بند  طبق  (محلول  استاندارد لاكتوز    

 . ، ادامه  دهيد  تعيين  شده  است۶-۹و ۵-۹را طبق  روشي  كه  در بندهاي  

 را با استفاده از فرمول      )۹-۶ بندطبق   ( ٤را در محلول  استاندارد       ٣ مقدار لاكتوز منوهيدرات      ۹-۱-۳
 :محاسبه  نماييدبا استفاده  از مقادير زير  ، ۱–۱۰ مشروحه در بند۳

 ۳ V = ۵۰۰  ۹-۶بند طبق (حجم  محلول  استاندارد لاكتوز {  ميلي  ليتر  ({ 

 ۴ V = ۵ ۲-۱-۹بند طبق (حجم  محلول  استاندارد لاكتوز مصرفي  {  ميلي  ليتر ۱۰ و  ({ 

 ۵ V = ۱۰۰  ۲-۱-۹بند طبق    (٥حجم  كل  محلول  استاندارد رقيق  شده {  ميلي  ليتر  ({ 

دست  آمده  براي  هر دو      ه   ، درصد ب  دست  آوردن  مقدار خلوص  لاكتوز منوهيدرات       ه   با ب  ۹-۱-۴ 
 . درصد خواهد بود ۱۰۰    ± ۲ در حدود ،محلول  رقيق  شده 

 ، بين  اين  محدوده  نباشد، واکنش گرها را كنترل  نماييد، روش  مورد استفاده  را بررسي  كرده  و                 اگر نتايج 
 .ا و شرايط  بيناب  سنج  را بازبيني  نماييد دقت  پي  پت ه

 .دست  آوردن  نتايج  مناسب  و درست  بعمل  آوريد ه اقدام  لازم  را جهت  ب

 .دست  آيد ه آزمايش  را تكرار كرده  و روش  كار را كنترل  نماييد تا نتايج  رضايت  بخش  ب

                                                 
2-ß – glactose suspension 
3- HK/G6p-DH  
4- C12H22O11.H2O 
5- sٍtandard solution  
6- diluted standard solution  
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 ١آماده  كردن   آزمايه    ٢-٩

  خشك شيرخشك و مخلوط هاي يخي۹-۲-۱

 ، به گونه اي     نمونه  آزمايشگاهي  را به  يك  ظرف  درپوش  دار و نفوذناپذير نسبت  به  هوا، منتقل  كنيد                
كه  ظرفيت  آن  حدود دو برابر حجم  آزمايه  باشد، سپس  در پوش  ظرف  را بلافاصله  محكم  كرده  و                      

 .وط  نماييدمخل"  ، مكرراآزمايه  را با تكان  دادن  و وارونه  كردن  ظرف

 )فرآوري شده (شده   پنير پروسس۹-۲-۲

خرد و  ) ۱۴-۷طبق بند   (لايه رويي پنير را جدا كرده و مقداري از نمونه را توسط آسياب يا خرد كن                  
اگر نمونه خوب يكنواخت نشده باشد، مي توانيد با          . آسياب نموده ، به سرعت آن را مخلوط كنيد           

 .، اين كار را تكرار نماييد شدت بيشتري يا با مخلوط كن قويتري

  به گونه اي كه،    نمونه  آزمايشگاهي  را به  يك  ظرف  درپوش  دار و نفوذناپذير نسبت  به  هوا، منتقل  كنيد              
ظرفيت  آن  حدود دو برابر حجم  آزمايه  باشد، سپس  در پوش  ظرف  را بلافاصله  محكم  كرده  و آزمايه                    

 .مخلوط  نماييد"  ، مكررادن  ظرفرا با تكان  دادن  و وارونه  كر

مقداري آب به آن اضافه نموده و       . ،  منتقل نماييد   )ارلن ماير   / بشر( نمونه را به يك ظرف شيشه اي        
 .خوب مخلوط كنيد تا سوسپانسيون يكنواختي حاصل شود 

 ٢ آزمونه   ۹-۳ 
ب  يك  ميلي  گرم  وزن  كرده  و       را با تقري  ) ۲-۲-۹ و   ۱-۲-۹ هايبندطبق  ( يك  گرم  يا بيشتر از آزمايه        

 ميلي  ليتر آب     ۲۰نمونه  مورد آزمون  را حدوداً در        .  منتقل  نماييد  ،)۲-۷بند  طبق  (داخل  ارلن  ماير    ه  ب
 سپس  با استفاده  از يك       .حل  كنيد ،   سلسيوس  رسيده  است   ۵۰ تا   ۴۰ به  دماي     پيش از آن    مقطري  كه      

 پس از آن   م  زده  و مخلوط  كنيد       ه به) ۱۲-۷بند  طبق  (يا مخلوط  كن       )۱۰-۷طبق بند (ميله  شيشه اي    
 . منتقل  نماييد  ، ميلي  ليتري۱۰۰ حجميمحتويات  آنرا به  يك  بالن  

 : زير توجه   نماييد  مشروحه در در هنگام  برداشت  آزمونه  جهت  اندازه گيري  به  موارد

 .اشد  آزمونه  بايد نشان  دهنده  آزمايه  ب- 

 . ميكروگرم  باشد ۱۰ تا ۵بين  "  بيناب سنج بايد ترجيحا نمایه مقدار لاكتوز در - 

                                                 
1-Test sample  
2-Test portion  
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  گلوكز نمونه  اندازه گيري مي شود   آزمون    كه  براي   ، بيناب سنج  نمایهدر   )A ۲(  محلول    ١ جذب    - 

 . باشد ۴/۰ تا ۱/۰بين " بايد ترجيحا، ] ۱-۱۰ رجوع  شده  به  بند[ 

يا كمتر باشد، بيش  از يك  گرم  آزمايه  مورد نياز          درصد   ۲/۰ ، مقدار لاكتوز     تجزيه  نمونه   اگر در عمل    - 
 ،)۱-۵-۹طبق  بند   ( ، پروتئين  و مواد ديگر       در چنين  مواردي  حجم  رسوب  مربوط  به  چربي         . است   

 .) ]۱-۱۰بند طبق  ( V ۳رجوع  شود به  [ ممكن  است  تاثير قابل  توجهي  بر حجم  محلول  داشته  باشد 

 ٢ تهي آزمون  محلول   ۹-۴ 
مشروحه در  گرهاي    ها و واکنش   اين  كار با استفاده  از محلول       .  را دوبار انجام  دهيد     تهي آزمون   
 . انجام  مي گيرد ، و بدون  آزمونه۶-۹ و ۵-۹بندهاي  

 ٣ پروتئين  زدايي   ۹-۵

 ميلي  ۱۰۰درون بالن حجمي     به  ترتيب     ،)۳-۹بند  طبق    (٤ به  سوسپانسيون  يا محلول  آزمون        ۹-۵-۱ 
 :ليتري

و ) ۲-۶بند  طبق  ( ميلي  ليتر محلول  سولفات  روي        ۵و  ) ۱-۶بند  طبق  ( ميلي  ليتر فروسيانور پتاسيم       ۵ 
 از افزودن  هر يك  از اين         پس. اضافه  كنيد ) ۳-۶بند  طبق  ( ميلي  ليتر محلول  هيدروكسايد سديم         ۱۰

"  ميلي  ليتر رسانده  و كاملا     ۱۰۰خوب  مخلوط  كنيد و با آب  مقطر حجم  محلول  را به             آن را    محلول ها،
 پيشمحتويات  بالن  را    .  در همان  حالت  ساكن  بماند      ، دقيقه ۳۰   زمان مدته  مخلوط  نماييد و بگذاريد ب    

 .از صاف  كردن  دوباره  مخلوط  نكنيد 

 اولين  قسمت  از محلول  صاف  شده  را        . يك  كاغذ صافي  عبور دهيد     مايع  شفاف  رويي  را از       ۹-۵-۲ 

 ) .مورد استفاده قرار ندهيد ( دور بريزيد 

                                                 
1-Absorbance  
2-Reagent blank test  
3-Deproteination 
4-Test solution  
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  اندازه گيري   ٦-٩ 

 برنامه اندازه گيري ١-٦-٩

 ،  سيترات - NAD+    از استفاده  دماي  محلول  بافر     پيش انجام  دهيد و   ،۱ جدول    مطابقاندازه گيري  را   
)  درجه سلسيوس  ۲۰ تا   ۲۵دماي بين    ( از اندازه گيري  به  دماي  اطاق     پيش   و آب  را      محلول  بافرفسفات 

 :د اضافه  نمائي، هانمايهداخل  ه  زير را بمشروحهمقادير با استفاده  از پي  پت  ، .برسانيد
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 ١ برنامه  اندازه گيري - ١جدول  
 :محلول  آزمون  شاهد براي  

 لاكتوزگلوكز          گلوكز

 مونه  يا آزمون  استاندارد براي ن

 لاكتوزگلوكز          گلوكز

 
 

 
  ميلي ليتر۲/۰

 ـــ

 ميلي ليتر۰۵/۰

 ـــ

  ميلي ليتر۱

 
  ميلي  ليتر۲/۰

  ميلي  ليتر۰۵/۰

 ـــ

 ـــ

  ميلي  ليتر۱

 
  ميلي  ليتر۲/۰

 ـــ

  ميلي  ليتر۰۵/۰

  ميلي  ليتر۱

 ـــ

 
  ميلي  ليتر۲/۰

  ميلي  ليتر۰۵/۰  

 ـــ

  ميلي  ليتر۱

 ـــ

 هاي  بيناب نمايه داخل  ه با پي  پت  ب هاي  زير را محلول
 : منتقل  نماييد،سنج

 .)۶-۶بند طبق  (NAD+  -  محلول  بافر سيترات-

 .)۷-۶بند طبق ( گالاكتوزيدار - بتا سوسپانسيون   -

 .)۶بند طبق ( آب  -

 )۲-۵-۹بند طبق ( صاف  شده  نمونه  يامحلول  استاندارد -

 .)۲-۵-۹بند طبق ( صاف  شده  محلول  شاهد -

           مخلوط  نماييد و اگر لازم  باشد درداخل  ،)۹-۷بند طبق (زن  پلاستيكي    را با استفاده  از همبيناب سنج هاي  نمايهمحتويات     

 :ار دهيد  قر ، دقيقه۱۵زمان  ، به مدت  سلسيوس   درجه  ۲۰حمام  آب  با دماي  بيش  از   

  ميلي  ليتر۱

  ميلي  ليتر۱

  ميلي  ليتر۱

  ميلي  ليتر۱

  ميلي  ليتر۱

  ميلي  ليتر۱

  ميلي  ليتر۱

  ميلي  ليتر۱

 )۶-۵بند طبق ( محلول  بافر فسفات  -

 )۶بند طبق ( آب  -

ه  در مجاورت  هوا و ي  را در هر نماA ۰ول      ، مقادير جذب  محلدو دقيقهمدت زمان ه هاي  را مخلوط  نماييد و پس  از يمحتويات  نما   
 :اندازه گيري  نماييد                     نانومتر ۳۴۰در طول  موج  

 : ها اضافه  نماييدنمايهداخل  ه  زير را بمشروحه ، مقاديربا استفاده  از پي  پت

  سوسپانسيون  بتاگالاكتوزدي  هيدروژناز- ر ميلي  ليت۰۵/۰    ميلي  ليتر۰۵/۰  ميلي  ليتر۰۵/۰  ميلي  ليتر۰۵/۰  

]HK/G6P -DH)  [ ۸-۶بند طبق( 

      درجه  سيلسيوس  ۲۰ي  بيناب سنج را مخلوط  نماييد و اگر لازم  باشد آنرا در حمام  آب  با دماي  بيش  از نمايه هامحتويات    

 . قرار دهيد  ، دقيقه۱۵  زمان مدت ه ب  

 . ، در مجاورت  هوا اندازه گيري  نماييد  را در هر نمايهA   ۱۵ول   مقادير جذب  محل  

 ها را اندازه گيري  كنيد، اگر واكنش  متوقف  نشده  بود  ، يكبار ديگر، مقادير جذب  هر كدام  از محلول دقيقه۵  كمينهبعد از   

 .دامه  دهيد دقيقه  ا۵ها را در فواصل    قرائت  مقادير جذب  هر كدام  از محلول 

 . تكرار مي شود تا مقادير جذب  افزايش  پيدا نكند، دقيقه اي ۵   زمانيطور متوالي  در فواصل ه اين  زمان  ب  

 
 

                                                 
1- Determination Scheme 
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  محاسبه  جذب   ٢-٦-٩ 

 ،  دقيقه  گرم خانه گذاري، افزايش  جذب  صورت  نگرفت         ۱۵  مدت زمان   اگر پس  از   ۹-۶-۲-۱ 
 :دست  مي آيد ه  زير ب مشروحه در  از فرمولنمايهمقدار جذب  هر 

0AAA t −=  
 :كه در آن 

۰ A  =از افزودن  سوسپانسيون   پيش ارزش  عددي  جذب  اندازه گيري  كه در آن HK/G6P-DH  از 

At )۱۵ A (  =  دقيقه  گرم خانه گذاري ۱۵  مدت زمان ازپسارزش  عددي  جذب  اندازه گيري  شده  

فرمول  دقيقه  متوقف  نشد، محاسبه  جذب  از           ۱۵  مدت زمان    از پساگر واكنش      ٢-٢-٦-٩
  :دست  مي آيده  زير ب مشروحه در

 

)(
5
1)( 50 −−−−= Ttt AAAAA 

  :آنكه  در 

 ۰ A  = از افزودن  سوسپانسيون         پيش كه  1  جذب ارزش  عددي HK/G6p-DH،     اندازه گيري  شده  
 .است  

 t A =  از زمانپس ارزش  عددي  جذب  كه    t  اندازه گيري  شده  است  ،گرم خانه گذاري  دقيقه  . 

 ۵- t A =        ۵ از زمان        پس ارزش  عددي  جذب  كه- t      اندازه گيري  شده    ،  دقيقه  گرم خانه گذاري 
 .است  

 ٢تصديق  ۹-۶-۳ 

 تكرار شود   ،۲-۶-۹ و   ۱-۶-۹ بندهايمشروحه در    بايد روش     ، باشد ۵۰۰/۰اگر افزايش  جذب  بيش  از    
 . استفاده  شود ،)۲-۵-۹طبق  بند ( مناسب   شدهو همچنين  از يك  محلول  رقيق  شده  و صاف  

 

                                                 
1- The numerical value 
2 - Verification 
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 محاسبه  و بيان  نتايج      ۱۰ 

  محاسبه      روش۱۰-۱ 
 :دست  مي آيد ه  ب به شرح زير۱ فرمول   با استفاده از ميزان  لاكتوز

 
 )۱(فرمول 

[(A 1 –A 3) – (A 2 – A 4 )]×M r   V 1 × V 3 × V 5 ١٠٠ WL = K L                     
×       V 2     × V 4 

× 
m  

 
 :آنكه  در 

 L W  =درصد وزني  بيان  مي گردد  ر حسب كه  ب،ميزان  لاكتوز . 

 ۱ A   =        آزمايه  يا آزمون  استاندارد براي  لاكتوز و       ) ۲-۶-۹(ارزش  عددي  جذب  محاسبه  شده  در بند
 .گلوكز

 ۲ A  = آزمايه  يا آزمون  استاندارد براي  گلوكز) ۲-۶-۹(ارزش  عددي  جذب  محاسبه  شده  در بند. 

 ۳ A = آزمون  شاهد براي  لاكتوز و گلوكز) ۲-۶-۹( ارزش  عددي  جذب  محاسبه  شده  در بند. 

 ۴ A = آزمون  شاهد براي  گلوكز) ۲-۶-۹( ارزش  عددي  جذب  محاسبه  شده  در بند. 

 r M =     بدون آب     1براي  لاكتوز خشك       :   ارزش  عددي  جرم  مولكولي  لاكتوز    ،r M    ۳/۳۴۲  برابر 
 . مي باشد ۳۱/۳۶۰  برابر r M ، 2و براي  لاكتوز داراي  يك  مولكول  آب   

 K =       3 ضريب  جذب  مولي  NADPH        سانتي  متر مربع    بر مول        (   نانومتر   ۳۴۰  در طول  موج
i.e.6.3 x 106 

 L  =يك  سانتي  متر ( بر حسب  سانتي  متر ۰ضخامت  نمايه هاي  بيناب سنج(. 

 ۱ V =ميلي  ليتر ۳/۳( بر حسب  ميلي  ليتر ۰ مقدار حجم  كل  مايع  نمايه هاي  بيناب سنج (. 

 ۲ V =   ميلي  يك   ( نمايه هاي  بيناب سنج بر حسب  ميلي  ليتر           در)  صاف  شده    (يق شده  مقدار حجم  رق
 .)ليتر 

 ۳ V = ميلي ليتر ۱۰۰  (بر حسب  ميلي  ليتر) ۱-۵-۹( مقدار حجم  محلول  آماده  شده  در بند .( 
                                                 
1- Anhydrous latose 
2- Lactose manohydrate 
3- The,olar absorption coeffcient   
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 ۴ V =        ۹بند  طبق  (دست  آمده    ه  كه  از محلول  رقيق  شده  ب     ) ۲-۵-۹بند  ( مقدار حجم  مايع  صاف  شده
 .بر حسب  ميلي ليتر ) ۶-۳-

 ۵ V =بر حسب  ميلي ليتر) ۳-۶-۹بند ( از محلول  رقيق  شده  دست  آمده ه  مقدار حجم  ب.  

 m =  بر حسب  گرم  )  ۲-۳-۹بند طبق (  مقدار جرم   آزمونه. 

 . ، آنرا در محاسبه  منظور كنيد دست  آمدهه    عدد منفي  بA- ۲ A ۴ اگر براي   
 

 به شرح زير به دست ۲فاده از فرمول با است  V ۳ ، بيش  از يك  گرم  باشد،     اگر جرم  نمونه- يادآوري  
  :مي آيد

 
  )۲(     فرمول 

       P – ٣=  ١٠٠ V 
   :آن كه  در

 P =  بر حسب  ميلي  ليتر١مقدارحجم  رسوب  . 

 : دست  آيد ه  فرمول  زير محاسبه  مي شود، باز راه مي تواند از تركيب  تقريبي  آزمونه  كه  كه 

  )پروتئين  بر حسب  گرم    + (۶۵/۰ ) نشاسته  بر حسب  گرم    + ۵۵/۰گرم    بر حسب     ٢خاكستر نامحلول   (
 .P = ۱/۱ )چربي  بر حسب  گرم+ (۷۳/۰

    بيان  نتايج   ٢-١٠ 
 . گزارش  نماييد ، نتايج  را تا سه  رقم  اعشار

 
 
 
 
 
 
 

                                                 
1- precision 
2- Insoluble ash 
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 ١ دقت   ۱۱ 

 ٢    تكرار پذيري   ۱۱-۱ 
 با ، بر روي  يك  آزمونه        كه  توسط  يك  آزمايش  كننده     نتيجه  آزمون  مستقل        اختلاف  جذب  بين  دو    

 ۵ نبايد از    ، آزمايشگاه  و در يك  فاصله  زماني  كوتاه  انجام  شده  باشد           يك ، در  يكسان  ، روش  تجهيزات
 .بيشتر باشددرصد 

  درصد ۶ درصد و براي  پنيرفرآوري  شده          ۳ اين  مقدار براي  شير خشك  و مخلوط  يخي  خشك              
 . مي باشد انگين عددي نتايج آزمون،مي

 ٣ تجديدپذيري    ۱۱-۲ 
   با آزمونه يك   ، بر روي       ين  دو نتيجه  آزمون  مستقل  كه  توسط  دو آزمايش  كننده            ب اختلاف  جذب    

 ، در دو آزمايشگاه  مختلف   و در يك  فاصله  زماني  كوتاه  انجام  شده  باشد،                يكسان   تجهيزات  و   روش   
 .بيشتر باشد درصد ۵ از نبايد

  درصد ۱۴ درصد و براي  پنير فرآوري  شده          ۶ اين  مقدار براي  شير خشك  و مخلوط  يخي  خشك             
 . مي باشد ميانگين عددي نتايج آزمون،

 
 ٤ گزارش  آزمون       ۱۲ 

  :بايد داراي آگاهي هاي زير باشد  گزارش  آزمون  

   .ي  براي  شناسايي  كامل  نمونه  مورد آزمون تمام  جزئيات  و اطلاعات  ضرور ۱۲-۱ 

 . روش  نمونه  برداري   ۱۲-۲ 

 .١٣٨٥سال : ٥٨٠٧ -١طبق استاندارد ملي ايران   روش  آزمون   ۱۲-۳ 

  .مراجع  الزامي منابع و   ۱۲-۴ 

 . نتايج  حاصل  از انجام  آزمون   ۱۲-۵ 

                                                 
1- Precision 
2- Repeatability 
3-Reproducibility  
4-Test report 
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 . گذاشته  است   هر شرايطي  كه  بر روي  نتايج  آزمون  تاثير ۱۲-۶

 . ، گزارش  گردد دست  آمدهه  ، نتيجه  نهايي  ب در صورت  تكرار پذيري ۱۲-۷

 .تاريخ انجام آزمون   ۱۲-۸

 .نام و نام خانوادگي و امضاء آزمايش كننده  ۱۲-۹



 

20 

 پيوست   الف

  نزيمي   براي  انجام  تجزيه  آ١ عمليات مناسب ساخت

 )الزامي(

 كليات   ۱- الف 
  شيميايي     تجزيه روش هاي     تجزيه   آنزيمي  غالباً نسبت  به  ساير         ساخت براي انجام   مناسب    عمليات 

  .ناشناخته تر است

 توجه   ، ، به  هر كدام  از قواعد     دست  آوردن  نتايج  دقيق  و با صراحت  كافي        ه   مي گردد، براي  ب    سفارش 
هاي  آزمايشگاهي  مناسب را كه       اصول  روش  اعد  و   ، قو  از آزمايش  پيش ،  بنابراين. بيشتري  اعمال  شود  

 . ، مطالعه  كنيد  استه داده  شد شرحدر زير 

 ٢ ها  واکنش گر        ۲- الف

كه  در    آلوده كننده  ،   ، غلظت فعاليت  ويژه (درجه  مشخص      ي  با ئها  از آنزيم    تنها  ۱-۲- الف 
 . گردد استفاده ، )فعاليت  آنزيمي  دخالت  دارند و حلال

 ، شكل  نمكي  يا اسيدي  و      درجه  خلوص (   با درجه  مشخص        ٣يئها  از كوآنزيم   تنها  ۲-۲- الف
 . استفاده  گردد ،)ها ناخالصي

 . برخوردار باشند آزمايشگاهيها ، بايد از درجه  تجزيه اي   واکنش گر ساير  ۳-۲- الف 

ه هاي  ديگر ب   واکنش گر ساير و    يهاي  آنزيم  ل آبي  كه  براي  تهيه  و آماده  سازي  محلو        ۴-۲- الف 
 . شده  باشد ٤رود بايد دوبار تقطير كار مي

 بايد تقطير شده     ۰رود هاي  نمونه  بكار مي     آبي  كه  براي  تهيه  و آماده  سازي  محلول         ۵-۲- الف 
 .  باشد)ديونيزه (٥باشد يا عاري  از هر گونه  يون 

                                                 
1 - Good laboratory practice (GLP) 
2-Reagents  
3- Coenzymes 
4- Doubly glass –distilled   

 )De-ionized (.آبي كه توسط يك دستگاه آب مقطرگيري با جنس شيشه ياپيركس تهيه شده باشد -۵
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ها بايد بر اساس  دستور       ها و سوسپانسيون  يا محلول  آنزيم        نگهداري  واکنش گر   ۶-۲- الف  
 . نگهداري  مي شوند ، درجه  سلسيوس ۸ تا ۲در دماي  "  معمولا، كهالعمل  مربوط باشد

 . نبايد منجمد شوند ي آنزيمهاي سوسپانسيون  ۷-۲- الف 

رف آن خوداري   از مص  ، هنگامي  كه  تاريخ  مصرف  يك  واکنش گر گذشته  باشد            ۸-۲- الف 
 نمونهمقادير مختلف     هاي  استاندارد با   ها را كه  بوسيله  محلول     اينكه  اثرات  اين  واکنش گر      و يا  نموده  

 .باشد  بايد متناسب  با غلظت  آنها،دست  آمده ه جذب هاي  ب. آزمايش  مي شود، كنترل  كنيد

 بايد تا دماي  اتاق  گرم  شود       استفاده،ز   ا  پيش ،  هاي  بافر خارج  شده  از يخچال       محلول ۹-۲- الف 
 ١  و فتومتري   بيناب سنجيهاي نمايه  ۳-الف .

  شيشه اي  يا پلاستيكي  با طول  مسير عبور نور به  ضخامت  يك  سانتي  متر هايازنمايه  ۱-۳- الف 

 .استفاده  شود 
 

 : داراي  مزاياي  زير مي باشد نمايه هاي  پلاستيكي  نسبت  به  نمايه هاي  شيشه اي  -  يادآوري 

 .د ن مي باش قيمت ارزان  ويكبار مصرف  - الف  

 . را ممكن  مي سازد آناليزهاتعداد بيشتري  از انجام  - ب  

) تطابق(سازگاري، نمايه هاي  پلاستيكي  با توجه  به  خصوصيات  جاذب  آنها           سري نمونه    بين  يك     -پ 
 .بيشتري  دارند 

 
شوند، طول  مسير عبور      از نمايه ها در دستگاه  قرارداده  مي      يجديدسري  ي  يك     وقت ۲-۳- الف 

 :گردد  به  شرح  زير بررسي  مي) ٢نمايه  هايي  از جنس  كوارتز(نور نمايه ها در مقابل    نمايه هاي  شاهد 

  هر يك  از      )A ۱ (  و جذب   نموده و نمايه هاي  پلاستيكي  را با آب  پر          )نمايه كوارتز    (   نمايه  دقيق  
 .اندازه گيري  كنيد ، آنها را در مقابل  هوا 

 و  نمودهپر  )  ميلي  گرم  در ميلي  ليتر      ۱۵/۰" تقريبا ( NADH ، نمايه ها را با محلول          از آبكشي  پس 
 . اندازه گيري  نماييد ،را در مقابل  هوا)  A ۲ ( ، جذب  دوباره  با اين  محلول

                                                 
1-photometric   
2-(e.g.quartz cell) 
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 . محاسبه  نماييد ، )نمايه  شاهد و نمايه هاي  پلاستيكي (نمايه براي  هر دو   راA - ۲ A ۱ مقدار  

 . داشته  باشد ٢معني  دار ١ف ختلا  بين  دو گونه  از نمايه ها، نبايد اA - ۲ A ۱  اختلاف 

 درصد از جذب خالص نمايه شاهد باشد،  درصد ميانگين              ۵/۰بيشتر از     A - ۲ A ۱اكر اختلاف   
 ۱-۸به بند   (را در محاسبه ، اعمال نماييد          ) L( اسبه نموده و طول مسير جذب         اختلاف را مح  
 ) .مراجعه كنيد

 و اطراف  نمايه هاي  نوري      ، استفاده  كنيد  ٣ هميشه  از نمايه هاي  تميز و بدون  خراش           ۳-۳- الف 
 . ، خشك  و تميز نماييد وسيله  يك  دستمال  نرمه  ب تنهارا 

 جذب  نمايه  آزمون  نمونه  را در مقابل  نمايه  آزمون  شاهد                    ،مي شود سفارش  ۴-۳- الف 
درست  نخواهد  ٤دست  آمده  از مقدار جذب  خود آزمون  شاهد        ه   چون  اطلاعات  ب   ،اندازه گيري  نكنيد 

ف   اندازه گيري  كنيد و ميزان  اختلا     ،ميزان  جذب  نمايه هاي  آزمون   نمونه  و شاهد را در برابر هوا            . بود  
 .را محاسبه  نماييد 

 اندازه گيري    ، جذب  يك  نمايه  آزمون  شاهد يا نمونه  را در برابر يك  نمايه  خالي                  ۵-۳- الف 
 . )٥علت  انتشار نوره ب(نكنيد 

يا اينكه  بوسيله    .  مخلوط  نماييد  ،زن  پلاستيكي    محتويات  يك  نمايه  را با يك  هم         ۶-۳- الف 
 . را محكم  در بندي  كرده  و به  آرامي  تكان  دهيد  ، نمايه ٦پارافيلم

 . نماييد خارج ، را از ديواره  نمايه ها٧ ، حباب هاي  هوا زن وسيله  همه  ب ۷-۳- الف 

 . اجتناب  گردد ، از خراش  دار كردن  اطراف  نمايه هاي  نوري 

 . استفاده  نماييد  ،ن  نمونه  و شاهد ، جهت  اندازه گيري  آزمو  هميشه  از يك  نوع  نمايه ۸ -۳- الف 
 
  قرار   ٢ نمايه  ي در جا  در جهت مشخص  را  ١  يا كوارتزي   ٨ هميشه  نمايه هاي  شيشه اي    ۹ -۳- الف 

                                                 
1- deviate 
2- significantly 
3- unscratched 
4- Blank 
5- Light diffusion 
6- Parafilm 
7- Air bubbles 
1- Glass cells 



 

23 

 .  كنيد٣ين  منظور يك  طرف  نمايه  نوري  را علامت  گذاري  ه ادهيد ، ب

 ها و فتومترها  بيناب سنج ۴- الف

ه ، فتومتر ب  [   ) ≥ nm ۱۰(  نانومتر يا كمتر     ۱۰ ٤باندبا پهناي     از يك  بيناب سنج        ۱-۴- الف 
   يا يك  بيناب        ≥  nm ۱۰(  نانومتر يا كمتر      ۱۰ باندبا پهناي    ] شرط  همراه  داشتن  صافي  داخلي          

 . ، استفاده  نماييد ٦ فتومتر مجهز به  يك  لامپ  بخار جيوه ٥خطي  

  NADPH يا   NADH جذب      بيشينه بايد با    ،اب سنج يا فتومتر فيلتر دار     دست  آمده  از بين   ه   اندازه هاي  ب 
 . استفاده  شود ، نانومتر۳۴۰در طول  موج  

 بايد در طول  موج      ، اين  مقادير حاصل  از يك  فتومتر با يك  بيناب  خطي  بوسيله  يك  لامپ  بخار جيوه               
 . استفاده  شود ، نانومتر۳۳۴ يا ۳۶۵

 
 ۳۶۵ و   ۳۴۰،  ۳۳۴در طول  موج هاي       NADPH   و  NADH  مولي جذب  ريب     ض  -   يادآوري 

  :شرح  زير مي  باشده  كه  ب،نانومتر اندازه گيري  مي شود

 . سانتيمتر مربع  بر مول ۱۸/۶*۱۰۶) : جيوه  ( نانومتر ۳۳۴ در NADPH و NADH - الف  

  .بع  بر مول سانتيمتر مر۳/۶*۱۰۶  :   نانومتر ۳۴۰ در NADPH و NADH - ب 

 . سانتيمتر مربع  بر مول ۵/۳*۱۰۶ :     ) جيوه( نانومتر  ۳۶۵ در NADPH  -پ 

 . سانتيمتر مربع  بر مول ۴/۳*۱۰۶  :     نانومتر ۳۶۵ در NADH -ت

 
  كنترل  خطي   ۲-۴- الف 

اشته    وجود د    NADH  يا    NADPH  بين  جذب  و غلظت       ۰/۲ بايد يك  نسبت  خطي  بالاتر از جذب         
 : موارد زير را كنترل  كنيد  .باشد

 را در برابر هوا       ۰A   ميلي  ليتر از آب  مقطر را به  داخل  يك  نمايه  منتقل  نموده  و جذب                   ۲ - الف 

                                                                                                                                               
2- Quartz  cells    
3- Cell holder 
4- Mark 
5- Band width < 10nm   
6- Spectrum line 
7- Mercury vapor lamp  
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 .اندازه گيري  كنيد 

ده  و  را به  داخل  نمايه  انتقال  دا     )  ميلي  گرم  در ميلي  ليتر     NADH)  ۵/۰  ميلي  ليتر از محلول       ۱/۰ - ب 
 .  را اندازه گيري  كنيد A ۱و سپس  جذب    محتويات  نمايه  را مخلوط  نماييد

 :محاسبه  نماييد به شرح زير ۳ فرمول   استفاده از را با )rn A( ميزان  كاهش  جذب  

 ) ۳(فرمول 

   
5.3
1.2)( 011 ×−= AAAr 

 :كه در آن

۱ A =    شده محلولبدست آمده از جذب اندازه گيري ارزش  عددي  NADH ب( در بند  ( 

 ۰ A =  الف( در بند بدست آمده از جذب اندازه گيري شده آب ارزش  عددي  ( 

 . را تكرار نماييد ، )ب( داده  شده  در قسمت  شرح دفعه  روش  ۱۴  -پ

اسبه  محبه شرح زير     ۴ فرمول    با استفاده از   را    )rn A(  ١ ، كاهش  جذب      از هر دو بار اندازه گيري     پس
 :نماييد 

  ) ۴(فرمول 

       5.3
)( 0

VAAA nrn ×−=  

 :كه در آن  

n A =دست  آمده  در اندازه گيري   ه  ارزش  عددي  جذب  بn. 

 V =   حجم  محتويات  نمايه  در اندازه گيري  n. 

 برابر    موجود در نمايه  را در        NADH ، نمودار مقدار در صد محلول             براي  هر اندازه گيري     -ت
 .دست  آيد ه بايد يك  خط  مستقيم  ب.  كاهش  جذب ها رسم  نماييد٢نمودار هم  تراز  

                                                 
1- Reduced absorbance 
2- Corresponding 
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  ١ هاي  برداشت  نمونه  پي  پت هاي  خودكار و ديگر دستگاه ۵- الف 

 ، طبق  دستورالعمل     هاي  برداشت  نمونه     از پي  پت هاي  خودكار و ديگر دستگاه          ۱-۵- الف 
 .تفاده  نماييد  اس ،سازنده  دستگاه

 . استفاده  نماييد  ، از پي پت  هايي  با نوك  مناسب ۲-۵- الف 

هاي   هاي  حجمي  و تكرارپذيري  پي پت  هاي  خودكار و ديگر دستگاه                ويژگي ۳-۵- الف 
 : ، به  شرح  زير كنترل  نماييد طور مرتبه برداشت  نمونه  را ب

 . توزين  نماييد ، tان    يك  بشر حاوي  آب  را در مدت  زم- الف 

دقت  در  ه   ، آب  را به  داخل  بشر منتقل  كرده  و ب          هاي  برداشت  نمونه    بوسيله  پي  پت  يا دستگاه      - ب 
 . ، وزن  كنيد  از اولين  توزينپس  دقيقه  t+ ۱مدت زمان  

را  ) ب( در قسمت     ح  داده  شده   شر ، روش     مرتبه ۹ ،   با پي  پت  يا ديگر وسايل  برداشت  نمونه          -پ 
 .تكرار نماييد 

  t+ ۱۲  دقيقه  ،   t+ ۱۱هاي     ، بشر را در مدت  زمان      بدون  پي  پت  يا ديگر وسايل  برداشت  نمونه         -ت 
هاي  تبخير شده  ازدست  رفته       وزن.   دقيقه  توزين  نماييد    t+ ۱۵  دقيقه  ،     t+ ۱۴ ،    دقيقه  t+ ۱۳ ،  دقيقه

 .ييد  محاسبه  نما،را در دقيقه ٢

 را بوسيله آب، محاسبه     هاي  برداشت  نمونه   پي  پت  يا دستگاه    كاهش حجم هاي برداشتي توسط       -ث
 .نماييد 

 ، در   ٣ حجم  بعضي  پي  پت هاي  خودكار بوسيله  حرارت  منتقل  شده  از كف  دست                   ۴-۵- الف  
 . مدت  زمان  طولاني  مي تواند تاثير گذار باشد

 گونه   كنترل  كنيد و از استعمال  اين     ) ۳-۵- الف(  داده  شده  در بند      شرحيله  روش     اين  پديده  را بوس   

 . خودداري  نماييد، پي  پت  ها

  را در محلول  يا سوسپانسيون        ٤ ، چندين  بار نوك  پي  پت      از استفاده  از پي  پت      پيش  ۵-۵-الف 

                                                 
1- dispensers 
2- evaporation loss 
3- evaporation loss 
4- Tip of the hand   
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، يك  نوك    براي هر نمونه يا محلول      نتقال  شود   مورد نظر فرو برده  تا آغشته  گردد و براي  محلول  هر ا           
 .كار ببريد ه پي  پت  جديد ب

 ، كوآنزيم  و محلول  نمونه  را به  گوشه هاي  مختلف  نمايه              ، بافر، آنزيم  پي پت آب      ۶-۵- الف 
 ).پايين ترين  قسمت  ممكن  وارد كنيد نوك  پي  پت  را تا(منتقل  كنيد  

 
ممكن  است  بر روي     )  ميكروليتر ۵۰ تا   ۱۰  (١محلول  آنزيم  /  جزيي  از سوسپانسيون        مقدار  - ۱ يادآوري   

 .زن  مخلوط  گردد   ، بوسيله  همداخل  نمايه  برده  شده  و بامحتويات  داخل  نمايهه  ، بزن هم

 
   . دوري كنيد ٢ ه كردن از آلود  ۷-۵- الف 

 ٣    ساير اطلاعات  مفيد ۶- الف 

وسيله  اندازه گيري  جذب  دو محلول  با       ه  اشتباهات  آشكار را ب     تداخل هاي  ممكن  و   ۱-۶- الف 
 بايد متناسب  با غلظت         ،دست  آمده  ه  جذب هاي  ب .  كنترل  نماييد    ،غلظت هاي  مختلف  تجزيه اي   

 .تجزيه اي  باشد 

اين  استاندارد بايستي    . كنيد استفاده    ،د براي  كنترل  واكنش هاي  آنزيمي     ار از يك  استاند   ۲-۶- الف 
 . در نظر گرفته  شود ٤عنوان  يك  استاندارد كاري ه ب

 
  مراجع قانوني و ذيصلاح كشور      دارند، مي تواند از      ٥مرجع  موادي  كه  تائيديه  خلوص            -يادآوري    

مان  بين  المللي     ساز  استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران و مراجع معتبر بين المللي مانند              مانند موسسه  
 . باشد ،٦يااداره  مرجع  جامعه  اروپا ) اداره  استانداردهاي  بين  المللي  سابق(استاندارد و تكنولوژي  

 
 يك  آزمون  كنترلي  را در حضور محلول  نمونه  انجام  دهيد، مقدارتجزيه اي  اضافه                  ۳-۶-الف 

 . در محلول  نمونه  موجود بوده  است  ز آن پيش ا ، بايد در حدود همان  مقداري  باشد كه  شده

                                                 
1- Solution/suspension   
2- Contamination 
3- Other useful information   
4- Working standard 
5- Certified purity 
6- European Community Bureau of Reference (B.C.R) . 
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و از استفاده مجدد آن        استفاده  كنيد      ،زن  پلاستيكي   براي  هر نمايه  از يك  هم         ۴-۶- الف 
 .نماييدخودداري 

 
 .زن   ناچيز است و بنابراين در نظر گرفته نمي شود   مقدار مايع  باقيمانده  بر روي  هم- يادآوري  
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