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بیوتیکی در  هاي آنتی ها در صنعت پرورش دام سبب تجمع باقیمانده بیوتیک استفاده بی رویه از آنتی
ها  بیوتیک مصرف مواد غذایی حاوي آنتی. شد ، شیر و تخم مرغ خواهدمحصولات دامی مختلف مانند گوشت

به همین دلیل پایش . دارددنبال   را بهبیوتیکی و ایجاد آلرژي هاي آنتی مشکلاتی مانند افزایش مقاومت
ها بخصوص در محصولات غذایی پرمصرف و سودمند مانند شیر و لبنیات از اهمیت  بیوتیک باقیمانده آنتی

در این کار پژوهشی روش میکرواستخراج فاز جامد پخشی براي استخراج . اي برخوردار است ویژه
 شیر و   نمونه50سایکلین از  ین، کلرتتراسایکلین و داکسیهاي تتراسایکلین، اکسی تتراسایکل بیوتیک آنتی

براي این منظور اثر . شد روش کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا توسعه داده گیري کمی آنها به اندازه
پارامترهاي مختلف موثر در کارایی استخراج مانند حجم عامل رسوب دهنده، نوع و مقدار جاذب، قدرت 

نتایج . سازي شد شوینده بهینه دمیدن هوا، نوع و حجم سورفاکتانت و نوع و حجم حلالیونی، زمان و دبی 
 تا 146هاي شیر داراي باقیمانده تتراسایکلین بوده و مقدار آن در محدوده  تحقیق نشان داد که همه نمونه

از مزایاي . فت نشدها یا هاي مورد مطالعه در نمونه بیوتیک دیگر آنتی. لیتر متغیراست  نانوگرم در میلی319
توان به قدرت جداسازي بالا و امکان آنالیز مخلوط آنالیت ها با حساسیت بالا  روش استخراج پیشنهادي می

 درصد و حدود تشخیص در 80-91طوریکه تحت شرایط بهینه، کارایی روش پیشنهادي  اشاره کرد به
 نانوگرم در 63/0-2000ي   در گسترهي خطی روش لیتر و محدوده  نانوگرم در میلی17/0-33/0ي  محدوده

  . لیتر بدست آمدند میلی
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  مقدمه - 1
 و پرمصرف در  هاي رایج بیوتیک ها یکی از آنتی تتراسایکلین

، 1تتراسایکلین صنعت پرورش دام  هستند که عمدتا شامل اکسی
 بوده و روي 4 و کلرتتراسایکلین3سایکلین ، داکسی2تتراسایکلین

استفاده بی رویه از  ].1 [ها موثرند اي از باکتري طیف گسترده
 افزایش بهها در صنعت پرورش دام منجر  بیوتیک آنتی

دامی مانند غذایی  محصولات در این مواد هاي باقیمانده
 راهیابی این در نهایتو ها  هاي آن  شیر و فراورده،گوشت

ماده غذایی آلودگی  .]2 [شود ها به بدن انسان می باقیمانده
ها  بیوتیک آنتیاین گروه از شیر به سودمند و پرمصرفی مانند 

بیوتیکی،  هاي آنتی ش مقاومتعلاوه بر دامن زدن به معضل افزای
منجر به مهار کلسیم شیر شده و میزان این ماده معدنی پراهمیت 

ها در  بیوتیک بنابراین پایش این دسته از آنتی. ]3 [کاهد را می
 و تاکنون مطالعات فراوانی در باشد شیر بسیار حائز اهمیت می

که دلیل مخاطراتی   به].5، 4، 3، 1[است  انجام شده این مورد
بیوتیکی براي مصرف کنندگان دارد، براي  هاي آنتی باقیمانده

 طبق ها بیشینه مقدار مجاز تعریف شده است که این مقدار آن
 در هاي تتراسایکلینی بیوتیک  آنتی باقیماندهبراي 5قوانین کدکس

 استاندارد  میکروگرم در لیتر تعیین شده است و100 شیر گاو
بیوتیک تتراسایکلین،  ، براي سه آنتی نیزملی ایران

 100تتراسایکلین و کلرتتراسایکلین در شیر گاو  اکسی
 را بعنوان حد مجاز بیشینه تععیین نموده استمیکروگرم در لیتر 

]6 ،7[.  
 اي،هاي تجزیه روشهاي چند دهه اخیر در پیشرفتعلیرغم 

هاي بسیار کم با غلظتترکیبات گیري مستقیم امکان اندازه
طور کامل مقدور  هاي داراي بافت پیچیده به ونهویژه در نم به

سازي نمونه  این امر لزوم استفاده از مراحل آماده .باشدنمی
و هاي بافت نمونه   و حذف مزاحمتها آنالیتتغلیظ  جهت پیش

فرم منطبق با روش آنالیز و سیستم  ها به  همچنین تبدیل آنالیت
مت عمده زمان در این بین قس. ]8[دهد  می نشاناي را  تجزیه

شود و این  ها صرف استخراج ترکیب مورد نظر می تجزیه نمونه
ي مراحل بعدي آنالیز تأثیرگذار است از این  مرحله بر روي همه

                                               
                                               
                                                
1. Oxytetracyclin 
2. Tetracycline 
3. Doxycycline 
4. Chlortetracycline  
5. Codex 

 .]9[ها دارد  گیري آنالیت رو نقش شاخصی در شناسایی و اندازه
ها در شیر هم هاي آنالیز آنالیت مرحله دشوار در همه روش

 که شیر داراي ماتریکسی پیچیده  است چراها استخراج آنالیت
ها، مواد معدنی و لاکتوز است و معمولا  ها، پروتئیناز چربی

 استخراج ترکیبات گوناگون از شیر، کار رفته براي بههاي  روش
  . ]10 [باشند بر بوده و داراي مراحل متعددي می زمان

سازي و استخراج  دو روش اصلی مورد استفاده براي آماده
 یا 6مایع-هاي مختلف از مواد غذایی روش استخراج مایع الیتآن

LLE ]11 ،12 [یا 7و روش استخراج با فاز جامد SPE         
ي کاهش هاي ریزاستخراج بر پایه روشبعدها . است] 14، 13[

تر شدن کننده، خودکار کردن و ساده حجم حلال استخراج
ریزاستخراج  .دفرآیند استخراج معرفی و مورد توجه قرارگرفتن

 1990 اولین روش ریزاستخراج است که در سال 8با فاز جامد
سازي نمونه معرفی تغلیظ و آمادهعنوان یک روش جدید پیش به

تغلیظ با استفاده از این تکنیک امکان استخراج و پیش. ]15[شد 
علاوه  زمان وجود دارد به طور هم ها از ماتریکس نمونه بهآنالیت

هاي دیگر استخراج مانند گرفتگی یب روشاین تکنیک معا
 را LLEهاي سمی در  و استفاده از حلالSPEکارتریج در 

 . ]16 [ندارد

 یک روش کارآمد و نسبتاً توسعهکار پژوهشی حاضر هدف 
تتراسایکلین، هاي  بیوتیک  آنتیاستخراجسریع براي 

 از سایکلین تتراسایکلین، کلرتتراسایکلین و داکسی اکسی
استخراج ریزمنظور از روش  براي این. باشداي شیر میه نمونه

گیري این ترکیبات به و اندازهاستفاده شده فاز جامد پخشی 
روش کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا مجهز به دتکتور آرایه 

 همچنین مقدار .گرفت صورت HPLC-DAD یا  9يدیود
ر اساس  نمونه شیر خام گاو ب50 تتراسایکلین در  بیوتیک آنتی

  .گیري شد روش پیشنهادي پایش و اندازه
  

   کار روش - 2
   و مواد شیمیائینمونه برداري - 2-1

                                               
                                               
                                                
6 .  Liquid liquid extraction 
7. Solid phase extraction 
8. Dispersive solid phase microextraction 
9. High Performance Liquid Chromatography-diode array 
detector 
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 نمونه شیر پاستوریزه و غیرپاستوریزه 50در این کار پژوهشی 
هاي عرضه در شهر تبریز   از محل1399در بهار و تابستان سال 

براي انجام آزمایشات به مرکز صورت تصادفی اخذ و  به
قات ایمنی غذا و داروي دانشگاه علوم پزشکی تبریز منتقل تحقی

لیتر از هر   میلی50در ادامه . در دماي یخچال نگهداري شدندو 
 دور 4000گراد با سرعت   درجه سانتی10نمونه در دماي منفی 

 دقیقه سانتریفیوژ شده و خامه جمع شده 15در دقیقه به مدت 
 جهت آنالیز مورد در سطح هر نمونه جدا و باقیمانده شیر

یک نمونه شیر که از هیچ یک از . استفاده قرارگرفت
بود، از یک   هاي مورد مطالعه در آن استفاده نشده بیوتیک آنتی

تولید کننده تهیه و پس از اظمینان از عاري بودن آن از 
                 بیوتیک با استفاده از کیت الایزا  هاي آنتی باقیمانده

)BT combo test kit(عنوان نمونه بلانک در فرایند  ،  به
                      .سازي روش مورد استفاده قرار گرفت بهینه

    تتراسایکلین، هاي  بیوتیک محلول مادر از آنتی
                               سایکلین تتراسایکلین، کلرتتراسایکلین و داکسی اکسی

)Sigma-Aldrich, USA(  گرم در لیتر  میلی50به غلظت
سایر موادشیمیایی مورد استفاده در این . در متانول تهیه شد

اي   آلمان و با درجه خلوص تجزیهMerckتحقیق از شرکت 
  .بوده است

  سازي شرایط استخراج هینهب- 2-2
به منظور دستیابی به راندمان استخراج و فاکتور تغلیظ بالا، اثر 

، 50از بین مقادیر( دهنده ب عامل رسومقدار مانند عوامل موثر
، نوع )کلرواستیک گرم از اسید تري  میلی250 و 200، 150، 100

 از 250 و 200، 150، 100، 50مقادیر از میان  (و مقدار جاذب
با  (، قدرت یونی)شده  فعالکربنو C18 ،PSA 1 جاذب 3

حجمی از نمک /  درصد وزنی10افزودن مقادیر صفر تا 
NaCl(دمیدن هوا و دبی، مدت زمان  ) سرعت با بررسی
 40 الی 5در بازه لیتر در دقیقه   میلی7/0 تا 1/0هاي  جریان

هاي  از بین سورفاکتانت(نوع و حجم سورفاکتانت ، )ثانیه
 1000 الی 500زانتات، بتائین و دودسیل بتائین در مقادیر 

شوینده  نوع و حجم حلال، )صورت جداگانه گرم به میلی
، 250، 200، 150، 100هاي  حجمرسی با بر(عمیق  اتکتیک

                   هاي   میکرولیتر از هر یک از حلال400و 300

                                               
                                               
                                                
1  . Primary secondary amine   

بوتیل  پروپانوئیک اسید، تري-کلرید بوتیل آمونیم تري
استیک -کلرید بوتیل آمونیم گلیکول و تري اتیلین-کلرید آمونیم

براي . بر روي کارایی استخراج مورد بررسی قرارگرفتند) اسید
یک "هاي موثر در روش پیشنهادي از روش ررسی پارامترب

تاثیر این عوامل با مقایسه .  استفاده شد"پارامتر در یک زمان
ها در شرایط مختلف مورد حاصل از آنالیتسطح زیر پیک 

  .]5[اند ارزیابی قرار گرفته

  روش استخراج- 2-3
در این کار پژوهشی روش ریزاستخراج فاز جامد پخشی شناور 

عنوان  هاي اتکتیک عمیق به کاربرد حلالده با هوا و با ش
هاي  بوتیک تغلیظ آنتیبراي استخراج و پیششویشگر 

 10ابتدا مقدار . است هشدتوسعه داده تتراسایکلینی از نمونه شیر 
 نانوگرم در 25لیتر از نمونه شیر شاهد آلوده شده با غلظت  میلی
هاي مورد مطالعه یا  بیوتیک لیتر از هر کدام از آنتی میلی
 150هاي حقیقی به داخل یک لوله آزمایش منتقل و  نمونه
. کلرواستیک به داخل نمونه اضافه شد گرم اسید تري میلی

مدت یک دقیقه ورتکس و پس از آن  مخلوط حاصل به
در مرحله بعد کل فاز رویی برداشته و به . سانتریفوژ گردید

سپس . منتقل شد) لیو شک(ساز  داخل یک لوله استخراج دست
گرم   میلی500همراه  گرم از جاذب کربن فعال به  میلی100

پس . عنوان سورفاکتانت به داخل محلول اضافه گردید بتائین به
 4/0از آن قسمت باریک لوله خمیده به جریان هوا با دبی 

 ثانیه متصل شد تا بتائین و هوا 30لیتر بر دقیقه به مدت  میلی
در . زغال فعال در سطح محلول شودباعث جمع شدن جاذب 

آخرین مرحله فاز رویی با یک اسپاتول برداشته و به داخل یک 
 میکرولیتر از حلال 250میکروتیوب منتقل شده و بر روي آن 

پروپانوئیک اسید - کلرید بوتیل آمونیوم اتکتیک عمیق تري
کمک امواج اولتراسونیک،  ها به پس از واجذبی آنالیت. شد ریخته
 HPLC ) Agilent1200- DADل رویی به دستگاه محلو

system, USA (تزریق شد.  
   کروماتوگرافی شرایط آنالیز با دستگاه- 2-4
منظور دستیابی به حداکثر تفکیک و نتایج قابل اعتماد در  به

ها در شرایط بهینه  سیستم کروماتوگرافی، جداسازي آنالیت
 ها بیوتیک آنتی براي آنالیزدستگاه   شرایط بهینه. صورت گرفت

 .است   ذکر شده1 در جدول
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Table 1 Optimized condition of the HPLC-DAD for analysis of the selected tetracyclins in cow milk  
Zorbax SB–Aq C18 column, l=10 cm, ID= 4.6 mm, Particle size= 3 μm Column 

Gradient elution Elution type 
A gradient elution composed of solvent A (water containing formic acid 

(0.5%), and solvent B (acetonitrile: methanol, 33.3:66.6 (v/v)) were used as 
follows: from 0.0 to 3.0 min, 80% A and 20% B, from 3.0 to 6.0 min, a 

linear gradient from 20 to 80% B; from 6.0 to 7.0 min, 80% A and 20% B. 
Mobile phase 

Temperature: 40 °C, Loop= 50 μL Injector 

Monitoring of the analytes was done at 335 nm  for tetracycline and 
oxytetracycline, and 296 nm doxycycline and Chlortetracycline Detection wavelength 

  

  اي مشخصات تجزیهبررسی  - 2-5
 براي آنالیز سموم منظور اعتبارسنجی روش بکاررفته  به

ارگانوفسفره در این تحقیق، پس از ترسیم نمودار معیارگیري، 
، )LOD (2حدتشخیص، )LR (1محدوده خطی روش

راندمان  ،)%RSD (4، تکرارپذیري)LOQ (3گیري حداندازه
محاسبه بررسی و  )EF (6 فاکتور تغلیظو) ER (5استخراج

  .]17[شدند 
 ي شیرهابررسی اثر ماتریکس در نمونه- 2-6

 شیر ممکن ها، لیپیدها، قندهايمواد مختلفی از جمله پروتئین
هاي مورد مطالعه تداخل ایجاد  بیوتیک گیري آنتیاست در اندازه

 10هاي شیر، منظور بررسی اثر ماتریکس در نمونه نماید لذا به
 نانوگرم 10 و 5، 2هاي هاي حقیقی با غلظتلیتر از نمونهمیلی

هاي مورد مطالعه  بت به هر کدام از آنتی بیوتیکلیتر نسبر میلی
شده و تحت شرایط بهینه با روش پیشنهادي استخراج و با  آلوده

HPLCلیتر آب دیونیزه میلی10سپس .  مورد آنالیز قرارگرفت
ها آلوده شد و سپس مورد استخراج ها از آنالیتبا همان غلظت

اي بدست آمده یههاي تجزبا مقایسه سیگنال. و آنالیز قرارگرفت
هاي شیر و آب دیونیزه، اثر ماتریکس براي هر یک از نمونه
  .]18 [مورد ارزیابی قرارگرفت

  
  نتایج و بحث  - 3
سازي عوامل موثر در   نتایج بهینه- 3-1

  استخراج
  دهنده مقدار ماده رسوب -3-1-1

                                               
                                               
                                                
1. Linear range 
2. Limit of detection 
3. Limit of quantitation 
4. Relative standard deviation 
5. Extraction recovery 
6. Enrichment factor 

توانند مزاحمت عواملی مانند دهنده می عوامل رسوب
در . ها و غیره را حذف کنند رنگدانه،ریدهاساکاها، پلی پروتئین

هایی که دارد کلرواستیک با توجه به مزیتاین میان اسید تري
گیرد  با توجه به این که اي مورد استفاده قرار میطور گسترده به

دهی تمام  کلرواستیک قادر به رسوبمقدار کم اسید تري
 نمونه را تواند ماهیتها نیست و مقدار زیاد آن میپروتئین

 ].19[ باشدسازي مقدار آن حائز اهمیت می تغییر دهد، بهینه
 نشان داد که کارایی استخراج 1-3نتایج به دست آمده در شکل 

افزایش یافته و کلرواستیک ترياسید گرم از   میلی150تا مقدار 
گرم به   میلی150بنابراین . ماندپس از آن تقریبا ثابت باقی می

  .دش انتخاب کلرواستیکتري اسید نهعنوان مقدار بهی

 
Fig1 Optimization of precipitating agent amount. 

 
  جاذب و مقدار ماده نوع  -3-1-2

        براي استخراج در این کار پژوهشی از یک ماده جامد 
ماده . شدهاي شیر استفاده هاي مورد بررسی از نمونهآنالیت

هاي منظم باشد تا بتواند بندي نهجامد بایستی داراي ابعاد و دا
. ها پخش گرددطور یکنواخت در داخل محلول حاوي آنالیت به

از طرف دیگر این جاذب باید قابلیت جداشدن از داخل نمونه 
شیر طی فرایند سانتریفیوژ را داشته و از قدرت جذب بالایی 

 با در نظر گرفتن این شرایط سه جاذب ]. 20[برخوردار باشد 
C18  ، PSA کننده  عنوان جاذب استخراج شده به  فعالکربن و

با توجه به نتایج بدست آمده در استفاده از . انتخاب گردید
مقدار  .رسدکربن فعال کارایی استخراج به بیشترین مقدار می
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هاي موثر در کارایی روش ریزاستخراج جاذب نیز جزو پارامتر
ی استخراج به این تاثیر در کارای. باشدفاز جامد پخشی می

نسبت فاز جامد جاذب به حجم محلول نمونه مربوط است 
طوریکه در مقادیر کم جاذب نسبت فاز کم بوده و راندمان  به

باشد و با افزایش مقدار جاذب نسبت فازها  استخراج پایین می
از این ]. 20[یابد افزایش یافته و راندمان استخراج افزایش می

با توجه به نتایج نمایش . شودرو مقدار جاذب باید بهینه 
گرم جاذب کربن فعال،   میلی100، مقدار 3- 3شده در شکل  داده

  .عنوان مقدار بهینه انتخاب گردید به
  

 
Fig 2 Selection of sorbent type. 

 

 
Fig 3 Optimization of sorbent amount. 

 
 مدت زمان و دبی دمیدن هوا  -3-1-3
ي جاذب در روش حاضر از دمیدن منظور پخش و شناورساز به

هوا منجر به افزایش سطح تماس جاذب با . هوا استفاده شد
زمان به شناورسازي جاذب با کمک  محلول آزمایشی شده و هم

رو سرعت دمیدن هوا  از این]. 21[کند  سورفاکتانت کمک می
زمان آن بایستی مورد  به داخل محلول آزمایشی و مدت

ر اساس نتایج با افزایش سرعت جریان ب. سازي قرارگیرد بهینه
اي افزایش یافته  هاي تجزیه لیتر در دقیقه سیگنال  میلی4/0هوا تا 

ها  کاهش سیگنال. مانده و مجدداً کاهش یافت و پس از آن ثابت
زمان کم تماس  دلیل مدت تواند به  هواي سریعتر می در جریان

ز بررسی ادست آمده  نتایج به. جاذب با محلول آزمایش باشد
 نیز نشان داد که راندمان استخراج تا زمان دمیدن هوا مدت

از . ماند  ثانیه افزایش و پس از آن تقریباً ثابت می30زمان  مدت
 . ثانیه در ادامه آزمایشات انتخاب شد30رو  این

  نوع و حجم سورفاکتانت-3-1-4
سورفاکتانت در کنار جریان هوا منجربه شناور شدن فاز جامد 

در سطح محلول شده و امکان جداکردن آن بدون نیاز جاذب 
از طرف دیگر حضور . کند به سانتریفیوژ را فراهم می

ها به سطح  سورفاکتانت منجر به افزایش قدرت جذب آنالیت
رو نوع و حجم سورفاکتانت  از این]. 21[شود  جاذب جامد می

نتایج نشان داد که در بین . بایستی مورد بررسی قرار گیرد
داري وجود ندارد و  هاي مورد مطالعه تفاوت معنی رفاکتانتسو

به دلیل در دسترس بودن بتائین، این سورفاکتانت براي مراحل 
 نشان داد ارزیابی مقدار سورفاکتانت نیزنتایج . آتی انتخاب شد

که راندمان استخراج با افزایش مقدار سورفاکتانت کاهش 
گرم فاز جامد   میلی500از از آنجائیکه در مقادیر کمتر . یابد می

جاذب بر روي محلول آزمایشی شناور نشد لذا ادامه آزمایشات 
  .شد گرم از بتائین انجام  میلی500با 

 
Fig4 Selection of surfactant type. 

 

 
Fig 5 Optimization of surfactant amount.  

  نوع و حجم حلال شوینده-3-1-5
سمیت دلیل  تیک عمیق بههاي اتک در پژوهش حاضر از حلال

نتایج حاصل از بررسی این پارامتر ]. 14[شد   استفادهتر آنها کم
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 که  انتخاب شده اتکتیک عمیقهاينشان داد که در بین حلال
هاي جذب شده باید داراي دو ویژگی قابلیت شویش آنالیت

 جاذب و قابلیت انحلال در فاز آلی و آبی بوده تا قابل توسط
          بوتیل آمونیم ، تري]20[ باشد HPLCم تزریق به سیست

حجم حلال . داشتپروپانوئیک اسید بیشترین کارایی را -کلرید
باشد چراکه با شوینده نیز پارامتر موثر در روش پیشنهادي می

شده رقیق بوده و  ها در فاز شسته آنالیت،افزایش حجم
د لذا حجم حلال بایستی مور] 22[شود فاکتورتغلیظ کم می

 میکرولیتر از 150ها حجم  بر اساس یافته. بهینه سازي قرار گیرد
 .حلال بالاترین کارایی را در روند استخراج نشان داد

  
Fig 6 Selection of elution solvent type. 

 

 
Fig7 Optimization of elution solvent volume. 

  اثر نمک زنی -3-1-6

هاي آبی  نمک به محلولهاي استخراج، افزایشعموماً در روش
 اول اینکه حضور نمک باعث افزایش نیروي. دو اثر متقابل دارد

ها در فاز آبی یونی فاز آبی شده و باعث کاهش حلالیت آنالیت
شود در نتیجه  کننده میها به داخل حلال استخراجو انتقال آن

دوم این که افزایش نمک به . یابداستخراج افزایش میراندمان 
کننده در فاز  تواند محلولیت حلال استخراجیط استخراج میمح

آبی را نیز کاهش داده و منجر به افزایش حجم فاز آلی 
تواند باعث کاهش سیگنال شود که این امر میشده  جمع

کدام از اثرات بر هر ].23[ سازي شود اي در اثر رقیق تجزیه
امل غالب صورت تأثیر آن ع دیگري برتري داشته باشد در این

 راندمان NaCl با افزایش مقدار در این مطالعه. خواهد بود
 آزمایشات در غیاب نمک یافت پساستخراج کاهش 

 . گرفت صورت

  اي روشنتایج مشخصات تجزیه- 3-2
اي روش حاضر تحت شرایط بهینه بدست  پارامترهاي تجزیه

هاي حاصله در محدوده  معادله رگراسیونی براي داده. آمدند
هاي استانداردي با با استفاده از محلول(بررسی مورد 
، 250، 125، 62، 30، 15، 10، 5، 5/2، 25/1، 6/0هاي  غلظت

هاي مورد  بیوتیک لیتر از آنتیگرم بر میلی نانو2000 و 500
ترسیم و از منحنی کالیبراسیون محدوده خطی روش ) مطالعه

حد تشخیص و حد . ها بدست آمد براي هر یک از آنالیت
هایی در نظر گرفته  گیري روش به ترتیب برابر غلظت اندازه

 و 3شدند که در آن ها نسبت سیگنال به نویز به ترتیب برابر با 
منظور بررسی تکرارپذیري و دقت روش از  به. باشند  می10

محاسبه . استفاده شد %) RSD(انحراف استاندارد نسبی
هاي محلول  فاکتورتغلیظ از مقایسه مساحت پیک آنالیت

هاي موجود در شیر پس  استاندارد با مساحت پیک آنالیت
اجراي روش پیشنهادي و پس از انجام استخراج صورت 

 2اي روش در جدول  نتایج حاصل از مشخصات تجزیه. گرفت
  .ارائه شده است

Table 2 Quantitative features of the developed method for the selected tetracyclins 
Analyte LRa LODb LOQc r2d RSD%e ER ± SDf EF ± SDg 

Tetracycline 1.13-2000 0.33 1.13 0.995 4.9 84 ± 3 56 ± 3 
Chlortetracycline 0.63-2000 0.17 0.63 0.994 5.9 91 ± 4 60 ±  8 

Doxycycline 0.78-2000 0.23 0.78 0.998 8.3 90 ± 2 59 ± 4 
Oxytetracycline 0.96-2000 0.29 0.96 0.999 6.6 80 ± 3 52 ±  3 

a) Linear range (ng ml−1)  
b) Limit of detection (S/N = 3) (ng ml−1) 
c) Limit of quantification (S/N = 10) (ng ml−1) 
d) Coefficient of determination 
e) Relative standard deviation (n = 5) 
f) Extraction recovery ± standard deviation (n = 3) 
g) Enrichment factor ± standard deviation (n = 3) 
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منظور ارزیابی کارایی روش پیشنهادي در استخراج  به
اي روش  ، برخی پارامترهاي تجزیههاي مورد نظر بیوتیک آنتی

درصد گیري،  حد اندازه تشخیص، حاضر از قبیل محدوده حد
کار   با چند روش بهها،  میزان بازیافت آنالیتاستاندارد و  انحراف

هاي مختلف مقایسه   از نمونهها تتراسایکلینرفته براي استخراج 
همه ارقام شایستگی . است   به آن اشاره شده3شد که در جدول

ه طوریک  است بهدیگرهاي  روش حاضر قابل مقایسه  با روش

طور قابل گیري و حد تشخیص بدست آمده به اندازه مقادیر حد
 راندمان استخراجها بوده و تر از سایر روشتوجه پایین

تر از سایر  قابل مقایسه یا حتی پایین ، روش حاضرها در آنالیت
مقدار پایین انحراف استاندارد دارا بودن  .باشد میها   روش

، لاي روش پیشنهادي استدهنده تکرارپذیري با نسبی که نشان
  . باشداین روش میدیگر مزیت 

Table 3: Comparison of the proposed method with other methods in the extraction and determination 
of the tetracyclins determined by HPLC. 

Reference ERd 
(%) 

RSDc 
(%) LOQb LODa Sample Sample preparation 

method 

24 75-102.6 ˂10 ˂15 
(ng g-1) 

˂10 
(ng g-1) Meat and liver A 

1 70-113 ˂8.4 5.1-28.4 
(ng ml-1) 

1.5-8.5 
(ng ml-1) Milk B 

25 83.07-106.3 ˂15.5 100.3-105.6 
(ng ml-1) 

100.6-109.7 
(ng ml-1) Milk C 

26 76.5-95.5 ˂11 10-33 
(ng g-1) 

4.4-12 
(ng g-1) Meat D 

Present 
work 80-91 ˂8.3 0.63-1.13 

(ng ml-1) 
0.17-0.33 
(ng ml-1) Milk E 

A) Accelerated solvent extraction  method. B) Dispersive liquid–liquid microextraction based on hydrophobic 
deep eutectic solvents. C) QuEChERS Dispersive Extraction method. D) solid liquid extraction performed by 

two phase freezing method. E) dispersive solid-phase micro-extraction method. a) Limit of detection. b) Limit of 
quantification. c) Relative standard deviation. d) Extraction  recovery. 

  

  هاي حقیقی نتایج آنالیز نمونه- 3- 3
 شیر طبق شرایط بهینه با روش پیشنهادي تغلیظ و  نمونه50

 مورد آنالیز قرار HPLC-DADتخلیص شدند و سپس با 
هاي مربوط به تزریق مستقیم   کروماتوگرام3شکل. گرفتند

 10هر کدام به غلظت (هاي مورد مطالعه  بیوتیک استاندارد آنتی
ي شیر اسپایک نشده را نشان و یک نمونه) گرم در لیترمیلی
ها با هاي حاصل از نمونهمقایسه کروماتوگرام. دهدمی

 استاندارد نشان داد که همه کروماتوگرام حاصل از نمونه
هاي شیر آلوده به تتراسایکلین در بالاتر از حد مجاز تعیین  نمونه

ها در  بیوتیک شده توسط استاندارد ملی ایران بوده و سایر آنتی
گیري غلظت  منظور اندازه به. هاي شیر وجود نداشتند نمونه

 . ها از روش افزایش استاندارد استفاده شد آنالیت

  
Fig 8 Typical HPLC–DAD chromatograms of 

direct injection of standard solution of the target 
analytes at a concentration of 10 ng L−1 (I) and 
unspiked milk sample (II) after performing the 

developed method. Peak identification: (1) 
Tetracycline, (2) Chlortetracycline, (3) 

Doxycycline, (4) Oxytetracycline. 
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  هاي حقیقیبررسی اثر ماتریکس در نمونه- 3-4
اي بدست آمده هاي تجزیهاثر ماتریکس شیر با مقایسه سیگنال

دیونیزه مورد ارزیابی هاي حقیقی و آب براي هر یک از نمونه

ها آمده نشان داد که ماتریکس نمونهنتایج بدست . قرارگرفت
  . تأثیر محسوسی در کارایی روش پیشنهادي ندارند

 
Table 4 Results of assays to check the sample matrix effect for the analytes 

Mean relative recovery ± standard deviation (n = 3) 
Sample4 Sample3 Sample2 Sample1  Analyte 

All samples were spiked with each analyte at a concentration of 2 ng ml−1 
98 ± 4  90 ± 4  96 ± 4  97 ± 4 Tetracycline 
97 ± 4  92 ± 4  94 ± 3  91 ± 5  Chlortetracycline 
98 ± 5  99 ± 3  96 ± 4  92 ± 3  Doxycycline 
98 ± 6  90 ± 5  93 ± 5  97 ± 4 Oxytetracycline 

All samples were spiked with each analyte at a concentration of 5 ng ml−1 
95 ± 4  97 ± 4  98 ± 4  94 ± 5  Tetracycline 
92 ± 4  95 ± 5  93 ± 3  95 ± 7  Chlortetracycline 
93 ± 7  96 ± 4  95 ± 5  94 ± 6  Doxycycline 
98 ± 3  90 ± 6  96 ± 3  97 ± 3 Oxytetracycline 

All samples were spiked with each analyte at a concentration of 10 ng ml−1 
94 ± 3  97 ± 3  96 ± 2  97 ± 3  Tetracycline 
98 ± 4  90 ± 4  91 ± 4  97 ± 5 Chlortetracycline 
96 ± 5  92 ± 4  93 ± 4  99 ± 4  Doxycycline 
95 ± 3  90 ± 4  94 ± 5  92 ± 4  Oxytetracycline 

  
   کلیگیري نتیجه -3-5

شده در مطالعه حاضر از  روش توسعه داده در اجراي 
کمک هوا و سورفاکتانت براي پخش ذرات فاز  شناورسازي به

هاي  منظور شستن آنالیت هاي اتکتیک عمیق به جامد و از حلال
از جمله مزایاي روش . استفاده شدشده در فاز جامد  جذب

سادگی، قابل اعتماد بودن، ارزان بودن، توان به  هادي میپیشن
نتایج . هاي آلی و زمان آنالیز کوتاه اشاره کردمصرف کم حلال

باشند اي مطلوب میهاي تجزیهدست آمده نشان دهنده پارامتر به
 80-91 استخراج هايطوریکه تحت شرایط بهینه راندمان به

 نانوگرم در 17/0-33/0ي  درصد و حدود تشخیص در محدوده
 63/0-2000ي  ي خطی روش در گستره لیتر و محدوده میلی

  . لیتر بدست آمدند نانوگرم در میلی
آمیزي بر روي انواع  طور موفقیت روش مذکور به

گرفت و  هاي شیر انجام هاي مورد مطالعه در نمونه بیوتیک آنتی
داراي هاي شیر  داد که همه نمونه هاي حقیقی نشان آنالیز نمونه

بیوتیک تتراسایکلین بوده و مقدار آن در محدوده  باقیمانده آنتی
دیگر . لیتر متغیراست  نانوگرم در میلی319 تا 146
  .ها یافت نشد هاي مورد مطالعه در نمونه بیوتیک آنتی
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Excessive use of antibiotics in the production of livestock has led to the accumulation of 
antibiotic residues in various livestock products such as meat, milk and egg. Consumption 
of foods containing antibiotics leads to problems such as increased antibiotic resistance 
and allergies. For this reason, monitoring residual antibiotics, especially in high-
consumption and beneficial food products such as milk and dairy products, is of particular 
importance. In this research, a dispersive solid-phase micro-extraction method for the 
extraction of tetracycline, oxytetracycline, chlortetracycline and doxycycline antibiotics 
from 50 milk samples and their quantitative measurement by HPLC was developed. For 
this purpose, the effect of various parameters affecting the extraction efficiency such as 
the volume of the precipitating agent, the type and amount of solid adsorbent, ionic 
strength, aeration time and flow rate, type and amount of surfactant and type and volume 
of elution solvent were optimized. The results showed that all milk samples contained 
tetracycline residue and its concentration varied in the range of 146 to 319 ng / ml. No 
other antibiotics were found in the samples. The advantages of the proposed extraction 
method include high separation power and the possibility of analyzing a mixture of highly 
sensitive analytes, so that under optimal conditions, recoveries of the proposed method 
ranging from 80 to 91%, the LOD were in the range of 0.17-0.33 ng / ml and the linear 
range was in the range of 0.63-2000 ng / ml. 
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