
 

 

 

Standard Operating Procedure (SOP) 

 

 انجام تست تشخیص اپیوئیدهاروش 

  



 به نام خدا

  مقدمه:

مرحله اصلی  2این روش شامل این روش جهت تشخیص مواد مخدر و روانگردان سنتی و صناعی کاربرد دارد. 

 ( می باشد. TLCو جداسازی با استفاده از کروماتوگرافی لایه نازک ) Liquid-Liquid Extractionاستخراج 

 مواد و وسایل مورد نیاز: 

 TLCپلیت  -1

 لوله استخراج -2

 ( Eمحلول استخراج ) -3

 ( F1فاز متحرک ) -4

 ( F2فاز متحرک ) -5

 روش آزمایش: 



ابتدا نمونه های ادرار انسانی که در شرایط کنترل شده و حضوری تهیه شده است را با تست های نواری به روش 

و طبق  Le-Multi TLCغربالگری آزمایش نموده و موارد مثبت را با توجه به نوع موارد مثبت اولیه به روش 

 دستورالعمل حاضر مورد آزمایش قرار دهید.

 نگهداری شود. درجه سانتیگراد -20همان روز آزمایش نمی شود در دمای اگر نمونه ای در  نکته:

 روش کار: 

 مایع-مراحل استخراج مایع -الف

ادرار به لوله استخراج افزوده و به خوبی هک بزنید. به این ترتیب  ml 5ابتدا درپوش ویال استخراج را بردارید.  -1 

 که ویال استخراج را چند بار سر و ته کنید. 

ثانیه ورتکس  30ثانیه بدقت هم بزنید.  20-30از محلول استخراج را به نمونه اضافه کرده و  ml 4سپس  -2

 سانتریفوژ نمایید. rpm 3000-4000دقیقه با دور  5دقیقه شیک نمایید و سپس  5-10یا نموده و 

 70-80( ریخته و در دمای ml 10-5محلول شفاف رویی را با سمپلر برداشته و درون بشر انگشتانه ای )بشر  -3

 تبخیر نمایید. درجه سانتیگراد به آرامی 

 : هنگام برداشتن قسمت شفاف بالایی دقت نمایید که از محلول کدر پایینی برداشت نشود. 1نکته 

 دقیقه به طول انجامد.  15: زمان تبخیر مدت 2نکته 



بشر بماند( آنرا از روی هات پلیت برداشته تا  قطره در داخل 5-6قبل از تبخبر کامل محلول داخل بشر ): 3نکته 

 حرارت بالا به آنالیت های مورد بررسی آسیب نرساند. 

 (: Blottingو لکه گذاری ) TLCآماده سازی صفحه  -ب

سانتیمتری از پایین با مداد مسیر لکه گذاری را به آرامی خط  1را برداشته و در فاصله حدود  TLCصفحه  -1

 کشی کنید. مواظب باشید سیلیکاژل سطح صفحه خراشیده نشود. 

درجه سانتیگراد فعال  80-100دقیقه در دمای  20به مدت حدود  TLCقبل از انجام لکه گذاری باید صفحه  -2

درجه سانتیگراد تنظیم  70-80ر از هات پلیت استفاده نمایید و سپس دمای آنرا در محدوده شود. برای این منظو

 نمایید. 

قطره متانول به آن اضافه  2-3هنگام لکه گذاری در صورت نیاز و در صورت تبخیر شدن کامل محتوی بشر،  -3

 تا محتوای بشر کاملا در متانول حل شود.  نموده و به خوبی تکان دهید

د که توجه نماییحلول بدست آمده را با پیپت پاستور و به دقت در مسیر خط کشی شده لکه گذاری کنید. م -4

 خراشیده نشود.  TLCلکه ها کوچک باشد و صفحه 

 با دقت لکه گذاری نمایید.  TLCاز محلول استاندارد آنالیت مورد نظر نیز در یک طرف صفحه  -5

 تهیه فاز متحرک -ج



داخل تانک ریخته و به آرامی هم  F2محلول  µl 300را با  F1محلول  ml 9برای بررسی موارد مثبت اپیوئیدها 

دقیقه صبر کنید تا فضای تانک اشباع شود. توجه نمایید که تانک کاملا تمیز باشد و درب  15-20بزنید. سپس 

ی شده و خنک شده را درون تانک قرار لکه گذار TLCآن کاملا بسته بماند. پس از اشباع شدن تانک، صفحه 

آنرا خارج نموده و چند دقیقه به آن فرصت دهید  TLCدهید. پس از حرکت فاز متحرک تا نزدیک به انتهای پلیت 

دقیقه کاملا  5-8درجه سانتیگراد به مدت  60-70تا در دمای آزمایشگاه تبخیر سطحی شده و سپس در دمای 

 خشک شود. 

 ر باندهای ظاهر شده: آشکارسازی و تفسی -د

پس از خشک شدن کامل پلیت، آنرا با معرف هگزاکلروپلاتینات اسپری نموده و سپس باندهای ایجاد شده را با 

 بند ایجاد شده در استاندار مقایسه نمایید. 

ی لدر فاصله کوتاهی پس از اسپری کردن پلیت، باندهای مربوط به آنالیت های مورد نظر ظاهر می شوند و نکته:

 تا خشک شدن کامل پلیت صبر کنید تا باندهای مربو به غلظت های کم به خوبی ظاهر شوند.
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