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  چكيده 
 .شـوند  در اثر دكربوكسيلاسيون اسيدهاي آمينه آزاد ايجاد ميكه لكولي پايين هستند ووزن مآلي باهاي بيوژن تركيبات نيتروژني  آمين   
هـاي   مـين آ گيـري هيسـتامين و سـاير    جهت اندازه .تنها بالاسآهاي بيوژن در  از جمله غذاهايي هستند كه ميزان آمين شيرهاي  وردهآفر

 مرجـع بـه عنـوان روش    HPLCهـاي  روشكـه از بـين آنهـا     اسـت  ورد استفاده قرار گرفتههاي مختلفي م روش مواد غذاييبيوژن در 
گيـري   فـاز معكـوس جهـت انـدازه     HPLCاين مطالعـه معتبرسـازي روش  هدف د. باش گيري هيستامين در مواد غذايي مطرح مي اندازه

 سـرعت جريـان    بـا  )v/v 18:88(فاز متحرك متشكل از استونيتريل و آب به نسبت  .بودهيستامين در ماست  ml/min5/0    بـه صـورت
هـاي مختلـف از    پـس از تزريـق غلظـت    رديابي گرديدند. nm254 در طول موج UVبا استفاده از دتكتور  ها ايزوكراتيك بوده و پيك

بازيافـت مناسـب در همـه     بدسـت آمـد.   998/0 به ميزان  (r2)كننده استاندارد هيستامين منحني كاليبراسيون خطي بوده و ضريب تعيين
 RSD( . در آزمون تكرارپذيري نيز درصـد انحـراف معيـار نسـبي    برآورد گرديد% 84سطوح آلودگي مشاهده گرديد و ميانگين بازيافت

بودند. نتايج آزمون معتبرسازي نشان داد كـه   mlµ42/0/ و mlµ 14/ 0/ حد تشخيص و حد سنجش نيز به ترتيب بدست آمد. %4/4%)
  .نمودگيري هيستامين در ماست استفاده  توان از اين روش به عنوان يك روش قابل اعتماد و سريع جهت اندازه مي

  

 معتبرسازي ،كروماتوگرافي مايع با كاركرد بالا،ماست ،: هيستامينكليدي هاي واژه
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  مقدمه
وزن ملكولي  آلي با هاي بيوژن تركيبات نيتروژني آمين   

در نتيجــه دكربوكسيلاســيون  اساســاپــايين هســتند كــه 
 دشون ها تشكيل مي اسيدهاي آمينه توسط ميكروارگانيسم

)Bodmeret al., 1999; Aliakbarluet al., 2009(. 
هاي بيوژن در صورتي كه در مقـادير بـالا مصـرف     آمين

 آور در انسـان شـوند   توانند باعث اثـرات زيـان   شوند مي
)Magwamba, 2010(.   در ميكروبيولوژي مواد غـذايي

هـاي   وردهآي بيوژن گاهي مرتبط بـا فسـاد و فـر   ها آمين
هـا در   كننـده  تخميري هستند. افزايش تقاضـاي مصـرف  

افـزايش  بـه   منجـر  جهت بهبود كيفيت و سـلامت غـذا  
 هـاي بيـوژن شـده اسـت     توجه براي مطالعه روي آمـين 

)Victório, 2009.( ــتامين  ،)Histamine( هيســـــ
ــين ــاداورين ،)Putrescine(پوتريسـ  ،)Cadaverine( كـ

ــرامين ــامين ،)Tyramine( تي ــا  ،)Tryptamine( تريپت بت
ــين  ــل ام ــل اتي ــپرمين ،)Β-Phenylethylamine( فني  اس

)Spermine( ــپرميدين ــرين  )Spermidine( و اسـ مهمتـ
 ,Onal( باشـند  مـي  هاي بيـوژن موجـود در غـذاها    مينآ

هاي بيـوژن هيسـتامين تنهـا آمينـي      مينآدر بين  ).2007
بـراي آن تعريـف    g 5.0 mg/100 است كه حداكثر مجاز

 ). 2005et alMcCabe Sellers ,.( شـــده اســـت
از جمله غـذاهايي هسـتند كـه ميـزان      شيرهاي  وردهآفر

 Simon-Sarkadaiet( نهـا بالاسـت  آهاي بيوژن در  آمين

al., 2007.(  ــر ــك ف ــت ي ــذيورده غذاييآماس و از  مغ
هـاي تخميـري شـير در سرتاسـر      وردهآترين فـر  محبوب

ــه   ــك ب ــت و نزدي ــرانه    60 دنياس ــرف س ــد مص درص
ــولات  ــيرمحصـ ــي  شـ ــامل مـ ــران شـ ــود را در ايـ  شـ

)Amakoromoetal., 2012; Pourahmadet al., 2005(. 
هاي بيـوژن در   مينآ گيري هيستامين و ساير جهت اندازه

هـم   هاي مختلفي منتشر شـده اسـت.   روش مواد غذايي
ــاز   اكنـــون تكنيـــك ــاتوگرافي ماننـــد گـ هـــاي كرومـ
ــا  (GC)كرومــاتوگرافي كــارايي  كرومــاتوگرافي مــايع ب

كــارايي  و كرومــاتوگرافي لايــه نــازك بــا (HPLC)بــالا
ــالا ــه ، (HPTLC)ب ــين  الكتروفــورز مويين مزيــت همچن

دارنـد و آنـاليز همزمـان     ها ساير روشبزرگي نسبت به 
 ندسـاز  هاي بيوژن را ممكـن مـي   هيستامين و ساير آمين

)Etienne, 2006.( هــــا نيــــز  از بــــين ايــــن روش
تـرين و   حسـاس  ،به عنـوان كـاراترين   HPLCهاي روش

بــوده و بــه عنــوان روش هــا مطرح روشتــرين  متــداول
مورد گيــري هيســتامين در مــواد غــذايي رفــرانس انــدازه
 HPLCهـاي  با وجود اين تكنيـك . گيرند استفاده قرار مي

هـا و لـوازم    محلول ،مراقبت دقيق ،شبه تجهيزات با ارز
ــد  گــران ــاز دارن ــاهر ني  ,Victório( قيمــت وپرســنل م

2009;Commission Regulation, 2005( .  معتبرسـازي
ارت است از تاييـد  عب SR EN ISO 9000:2001طبق بر

كند تقاضا  ورده كردن هدفي كه ثابت ميآكردن بوسيله بر
براي يك منظور يا كاربرد خاص بـه طـور كامـل قابـل     

هدف از معتبرسازي ايـن اسـت كـه اثبـات      انجام است.
شود كه يك سيستم آناليزي مشخص براي يك ويژگـي  

گـردد.   تجديدپذير مي معين منجر به كسب نتايج دقيق و
سازي برحسب بنابراين بررسي پارامترهاي مختلف معتبر

ضروري  لگري و كمي)غربا ،نيمه كمي ،ناليز (كيفيآنوع 
ــي  ــر م ــه نظ ــابي جهــت  رســد. ب ــورد ارزي فاكتورهاي م

گيـري بوسـيله كرومـاتوگرافي     معتبرسازي روش انـدازه 
 ،دقـت  ،مايع با كـاركرد عـالي عبارتنـد از: خطـي بـودن     

 سنجش) حدو (حد تشخيص  حساسيتوويژگي ،صحت
)Baston et al., 2009.(  مطالعه معتبرسازي هدف از اين

كروماتوگرافي مايع با كـاركرد عـالي    يك روش آناليزي
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گيري ميزان هيستامين در ماست  جهت تشخيص و اندازه
  باشد. مي

  
  

  ها روش مواد و
  مواد شيميايي - 1

كلرايد از شركت سيگما هيستاين هيدروكلرايد و دانسيل 
 ،HPLCبا درجه آب مقطر  ،خريداري شدند. استونيتريل

اسيدكلريدريك نيزاز شركت مـرك خريـداري    و بوتانل
  گرديدند.

  

  تجهيزات - 2
  سيستم كروماتوگرافي شامل

  
  

column:Eurospher250/4.6  C18 Gravity 5 μm with precolumn 

Wellchrom HPLC pump, K-1001 (KNAUER Germany) 

dynamic mixing chamber 

degasser(KNAUER) 

 
UV-detector K-2501 (KNAUER Germany) 

 
  

  
  شرايط كروماتوگرافي - 3

 فاز متحرك متشـكل از اسـتونيتريل و آب بـه نسـبت       
)v/v18:88( سـرعت جريـان    باmL min -15/0   بـوده و

ــاليز  ــوس و    آن ــاز معك ــاتوگرافي ف ــورت كروم ــه ص ب
 nm 254 ها در طول موج گرديد. پيك انجامايزوكراتيك 

تزريـق   HPLCبه دستگاه lμ20 مرديابي گرديدند و حج
زمـان  ها بر اسـاس   تشخيص هيستامين در نمونه گرديد.

ايسه بـا محلـول اسـتاندارد انجـام شـد و      مقدر بازداري 
پيـك   ميزان هيستامين بر اساس محاسبه سطح زيرتعيين 

	.انجام گرديد
  سازي محلول استاندارد آماده - 4

از هيسـتامين دي هيدروكلرايـد بـه     مگر ميلي 5مقدار    
 ليتر رسانده شد. ميلي 50طور دقيق وزن شده و به حجم 

 1/0 سپس با افزودن مقادير مختلـف اسـيد كلريـدريك   

هـاي مختلـف اسـتاندارد     غلظـت  مولار به محلول اوليـه 
  بدست آمد.

  سازي نمونه آماده - 5
مستقيما داخل يك لوله ماست گرم از نمونه  10مقدار    

 ليتر اسـيد كلريـدريك   ميلي 20سانتريفوژ وزن گرديد و 
دقيقـه بـا    2مولار به آن اضافه شد. سپس به مـدت   1/0

سوسپانسـيون   گرديـد.  يكنواخـت اده از هموژنايزر استف
ــه مــدت rpm 12000 حاصــل در دور  4دقيقــه در  20ب

ــه ــيوس درج ــانتريفوژ  سلس ــد.س ــي   گردي ــايع روي م
ا با همـان شـرايط   مانده مجدد آوري و رسوب باقي جمع

و مايع رويي حاصل با قبلـي مخلـوط    سانتريفوژ گرديد
ليتـر رسـانده    ميلـي  50به حجم  مولار 1/0شد و با اسيد

انجـام  سپس استخراج با حلال آلـي (بوتانـل) هـم     شد.
 5بـه ايـن صـورت كـه در يـك لولـه آزمـايش         .گرديد
ليتر بوتانل مخلوط  ميلي 5ليتر استخراج اسيدي را با  ميلي



  نيا و همكاران دي

از نمونه  )1
 3ـر كـدام   

ح وسط سبه
 معادلـه  و د

و  ف شـده  
998 /0r2= 

 هـاي  غلظت
 بـه  مربـوط 

Retention

Reddy an

مريم جاهد               

0و  4,30,20
وهـ كلرايد شده

د. پس از محاس
ون رسم گرديد

Y=395 تعريـف
ز بــه صــورت

غ تزريق از صل
م پيك دستگاه،

 n( مانبـازداري 

.  

  

 d( باشـد   مـي   

                           

Linearit(	

 mlg(ف 

‐1µ 0
ن دي هيدروكل

HPL تزريق شد
حني كاليبراسيو

 516x+41067

نيــز )٢r( ننــده
حاص مودارهاي

د به هيستامين 
زم حدود درن 
گرديدخارج ه 

  ين

دي در نتـايج

                           

  ها ته
y(خطي بودن

غلظت مختلف 4
ستامينندارد هي

LCبه دستگاه 

 هر غلظت منح
صـورت  بـه  

تعيــين كنريب
نم در .ست آمد

استاندارد لف
هيستامين ندارد

Ti ( 7/4 دقيقه

 استاندارد هيستامي

عمـد خطاي ن
Battu, 20(.  

                           

بـا  
بـه
 بـا
ت
ـيد
باع
)1- 

بـه
ري
 2لا

ـل

يافت
1-

   4
استان
بار ب
زير
خط
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بدست
مختل
استان
ime

م حاصل از تزريق 

 ون
 گر

ميزان
009

                ي ...     

سـتخراج آلـي
ب رسـانده شـد.
ستخراج آلـي

و تحـت ط شده
ليتـر اسـ ميلـي

ــب ــول اش  محل
نسيل كلرايـد
قل گرديـد و ب

دار نگـه  ـيوس
ت شرايط خلا

محلول حاصـ 
  يق گرديد.

كروماتوگرام - 1 ل

آزمو نتايج يكي
بيـانگ واقع در 

گيري اركرد بالا در اندازه

شد. اسمخلوط
رpH5/11 بـه
ليتر اس ميلي 1ها 

مولار مخلوط 1 
1سـپس   ـد.
ــر 5 ميكروليت

ليتر محلول دان
منتقآون د و به

سلسـدرجه  40
شك كردن تحت

 اضافه گرديد.
تزرماتوگرافي

شكل

نزدي معني به ز
كميت اين سبه

كروماتوگرافي مايع با كا

مخدقيقه  2دت 
 شده و سـود

ه سازي نمونه ق
د كلريدريك 

خشـك گرديـ 
ــولار 1  00،م

ل ميلي 1ديم و 
شد ه آن اضافه

0عت در دماي 
ت پس از خش
ونيتريل به آن
 به ستون كروم

Accuracy(  
ناليزك روش آ

محاس است. عي

معتبرسازي روش ك
 

26 

كرده و به مد
نمك اشباع
منظور مشتق

اسيددو قطره 
شرايط خلا
ــدريك كلري
بيكربنات سد

ml mg 5( به
ساع 1مدت 

در نهايت شد.
ليتر استو ميلي
شده و فيلتر

  
 

  
( صحت -2

صحت يك   
واقع ميزان با
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 ،mgkg-1 15، 10صحت روش آناليز با افزودن مقادير    
گيـري درصـد    به نمونه و اندازهاستاندارد هيستامين  از 5

براي ميزان بازيافت  تعيين گرديد. )Recovery( بازيافت

كه مطابق با بار تكراربدست آمد 3هر سطح از آلودگي با 
ــماره  جــــــــدول .باشــــــــد مــــــــي 1 شــــــ

  
  

  نتايج حاصل از بازيافت مقادير مختلف هيستامين افزوده شده به نمونه ماست -1جدول شماره 
  mg kg-1ميزان هيستامين افزوده  mg kg-1ميانگين ميزان بازيافت شده  ميانگين درصد بازيافت

6/82 13/4 5  
3/84 43/8 10	

9/84 74/12 15	

	
 )repeatability( تكرارپذيري -3

 آمـده  بدست نتايج پراكندگي ميزان بيانگر روش دقت   
 نمونه يك روي بر شده انجام مشابه سري آزمون يك از

 .باشد مي واحد

تكرارپذيري يكـي از معيارهـاي تعيـين ميـزان دقـت         
پـذيري   ميزان تكرار). CDER, 1994( روش آناليز است

-mg kg( يـك رقـت يكسـان    بار تكـرار  6ناليزبا آروش 

  .باشد مي 2و مطابق با جدول شماره  ) بدست آمد110
  

 پذيري روش آناليزميزان تكرار -2جدول 

RSD% غلظت  تكرار)mg kg-1(  
4/4 6 10  

  

 )Sensitivity( حساسيت -4

به منظور محاسـبه و نمـايش حساسـيت روش از دو       
و حـد   Limit of detection:LODكميت حد تشـخيص 

شـد.حد  استفاده  Limit of quantitation:LOQ سنجش
تشخيص و حد سنجش  مقـدار غلظتـي از مـاده مـورد     
ــه   آزمــايش اســت كــه نســبت پيــك ايجــاد شــده آن ب

 ,FDA( باشـد  10و  3هاي خط زمينه به ترتيـب   نوسان

2000.(  
ــا اســتفاده از منحنــي كاليبراســيون      ايــن دو كميــت ب

ــد  ــبه گرديدن ــور  محاس ــن منظ ــراي اي ــيب. ب ــط ش  خ
 مســـتقل جملـــه انحـــراف معيـــار و (a) كاليبراســـيون

 قـرار  در روابط را آنها كه است نياز مورد (Sb)رگرسيون
ــي ــيم م ــن   LOQ=10*Sb/a.وLOD=3*Sb/a ده ــر اي ب
   ترتيب به و حد سنجش دير حد تشخيصمقا اساس

‐1 mlgµ 14/0 1‐و mlgµ42/0.بدست آمد  
  

  گيري نتيجهبحث و 
فاز  HPLCهدف از اين مطالعه معتبرسازي يك روش   

گيري ميزان هيسـتامين در ماسـت    معكوس جهت اندازه
بــود. فاكتورهــايي كــه جهــت معتبرســازي روش مــورد 

ــودن   ــد شــامل خطــي ب ــرار گرفتن ، صــحت، بررســي ق
پــس از رســم منحنــي  .حساســيت بــودو  تكرارپــذيري

) محاسبه گرديـد كـه   ٢r( كننده تعيينكاليبراسيون ضريب 
مقدار بوده و رابطه مناسب بين 995/0اين ميزان بالاتر از 
دهد. ميـانگين بازيافـت كـه جهـت      و پاسخ را نشان مي

% بود كـه  84گيري گرديد.  زمايش اندازهآبررسي صحت 
 ).FDA, 2012( درصـد قـرار دارد   80-120در محدوده 

ــت     ــزان دق ــين مي ــذيري و تعي ــي تكرارپ ــت بررس جه



  نيا و همكاران مريم جاهدي                                                                                                             گيري ...      معتبرسازي روش كروماتوگرافي مايع با كاركرد بالا در اندازه
 

28 

محاسـبه گرديـد كـه اخـتلاف بـين       RSD درصدزمايشآ
دهـد و در   ناليز يـك نمونـه واحـد را نشـان مـي     آنتايج 

سـازي روش  جهت معتبر .محدوده قابل قبولي قرار دارد
تامين در مواد غذايي مطالعات مختلفـي  گيري هيس اندازه

يونيونـگ   اي كـه توسـط   در مطالعـه  .انجام گرفته اسـت 
تحـت عنـوان بهبـود روش     سوان و كنگ كياتيكـاجورن 

هـاي تخميـري    ردهوآهـاي بيـوژن از فـر    مـين آاستخراج 
 ثـــر اســـتفاده از امـــواج صـــوتي، اصـــورت گرفـــت

)Sonication( هاي تخميـري   وردهآدر ميزان باز يافت فر
و انحراف معيـار  ميانگين از جمله ماست بررسي گرديد. 

هاي ماست در مورد اسـتخراج همـراه    بازيافت در نمونه
و در مـورد عـدم    2/79 ± 8 با استفاده از امـواج صـوتي  

ــتفاده  ــواج صــوتياس ــد. 8/77 ± 4 از ام در  بدســت آم
در ايتاليـا دو   سـينكينا توسـط   2004اي در سـال   مطالعه
الكتروفــورز مويينــه جهــت تشــخيص  و  HPLC روش

در هر  .عتبارسنجي شدنداماهي تن كنسرو هيستامين در 
بـود. حـد    999/0لاتر از با كننده تعييندو روش ضريب 

 HPLCmg به ترتيب بـراي  تشخيص و حد سنجش نيز

kg-1 1و mg kg-12  و براي الكتروفـورز  mg kg-1 5/0 و 

mg kg-11   در مـورد بازيافـت و انحـراف    بدسـت آمـد .
 HPLC بـراي  %4و  %92نتايج معيار نسبي نيز به ترتيب 

در بررسـي   .مـد براي الكتروفـورز بدسـت آ  %3و  %85و 
جهـت   2008و همكاران در سال  بتسان ه توسطديگر ك

ــدازهمعتبرســازي رو هــاي بيــوژن در  گيــري آمــين ش ان
بـالاتر از   كننـده  تعيـين ضريب  گوشت مرغ انجام گرفت

بـود. حـد   % 93و ميزان بازيافت براي هيسـتامين   996/0
سـنجش نيـز در مـورد هيسـتامين بـه      تشخيص و حـد  

  بدست آمد. mlgµ070/0 1‐و mlgµ 035/0 1‐ترتيب

با توجه به مقايسه انجام شده، نتـايج بدسـت آمـده از       
. مشـابهت دارد اين تحقيق با نتـايج سـاير محققـين نيـز     

دهد كه  سازي روش آناليز نشان مينتايج حاصل از معتبر
به عنوان يـك   فاز معكوس HPLCتوان از اين روش مي
گيري هيسـتامين   ش قابل اعتماد و سريع جهت اندازهرو

 و در ماست استفاده كرد. زمان بازداري كوتاه هيسـتامين 
هـاي ايـن روش    از ويژگـي اده فـاز متحـرك   تركيب س ـ

جويي در زمان  و به خصـوص   باشد  كه باعث صرفه مي
ــي    ــيميايي مـــ ــواد شـــ ــرف مـــ ــردد مصـــ .گـــ
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Abstract 
   Biogenic amines are organic, basic nitrogenous compounds of low molecular weight that are mainly 
generated by the enzymatic decarboxylation of amino acids by microorganisms. Dairy products are 
among the foods with the highest amine content. A wide variety of methods and procedures for 
determination of histamine and biogenic amines have been established. Amongst, HPLC method is 
considered as reference method. The aim of this study was to validate Reversed Phase HPLC method 
determination of histamine in yoghurt. The mobile phase consisted of acetonitrile/water (18:88 v/v) and 
the flow rate was set at 0.5 ml/min using isocratic HPLC. Detection was carried out at 254 nm using UV-
detector. Calibration curve that was constructed using peak area of standards was linear and value of 
correlation coefficient (r2) was estimated at 0.998. Good recoveries were observed for histamine under 
investigation at all spiking levels and average of recoveries was 84%. The RSD% value from 
repeatability test was found to be %4.4. Limit of detection and limit of quantitation were 0.14 and 0.42 
µ/ml, respectively. The results of validation tests showed that the method is reliable and rapid for 
quantification of histamine in yoghurt. 
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