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 کهئیباشد. از آنجا اشتهوجود د یمانند محصولات لبن یوانیبا منشاء ح ییتواند در مواد غذا یآنها م

گذارد لذا  یم یمنف ریانسان تأث سلامتیبر  کیوتیب یآنت ماندهیباق  یحاو ییمصرف مواد غذا

 موادها در کیوتیب یآنت ی( براMRLs) ماندهیباق مجازاروپا حداکثر  هیمانند اتحاد های نظارتی سازمان

بر  یمبتن کرواستخراجیروش م کی ارائه قیتحق نیهدف ا اند. کرده تعیین دامیبا منشاء  ییغذا

 ن،یکلیتتراسا یها کیوتیب یآنت ماندهیباق سازی پیش تغلیظ و آماده یبرا یسیمغناط یونی یها حلال

با  عیما یکروماتوگراف لهیوس ها به آن گیری و اندازه ریدر پن نیو انروفلوکساس نیکلیتتراسا یاکس

مختلف موثر در  یمنظور اثر پارامترها نیا یبرا است.مجهز به شناساگر آرایه دیودی بوده بالا  ییکارا

مورد  ها تیدر استخراج آنال ریپن کسیاثر ماتر نیشده و همچن یساز نهیو به یاستخراج بررس ییکارا

به  نیکلیو تتراسا نیکلیتتراسا یاکس ماندهیباق رینشان داد که مقاد قیتحق جینتا قرار گرفت. یابیارز

 ماندهیشده بود. باق نییاز حدمجاز تع شیشده ب شیآزما یرهاینمونه از پن 5و  4در  بیترت

به  توان یم یشنهادیروش استخراج پ یایاز مزا نشد. افتیها  از نمونه کی چیدر ه زین نیانروفلوکساس

تحت  کهیطور بالا اشاره کرد به تیها با حساس تیمخلوط آنال زینالامکان آ و بالا یقدرت جداساز

 8/1گیری به ترتیب کمتر از  و اندازه صیو حدود تشخ 80-91ها  بازیافت آنالیت درصد نه،یبه طیشرا

 100های هدف در پنیر ) بیوتیک و بسیار کمتر از حد مجاز تعیین شده برای آنتی گرمنانوگرم در   6و 

 ( بود. گرمنانوگرم در 

 

 :یدیکلمات کل

 ،بیوتیک باقیمانده آنتی

 ،پنیر 

 ،یسیمغناط یونیحلال 

 بالا. ییبا کارا عیما یکروماتوگراف

 

DOI: 10.22034/FSCT.20.139.79 

DOR:20.1001.1.20088787.1402.20.139.5.9 

  
 

 مکاتبات مسئول : 

Samad.Vajdi@iausa.ac.ir 
 

 

 

ایران غذایی صنایع و علوم مجله  
 

www.fsct.modares.ac.ir  مجله سایت:  

 پژوهشی_علمی مقاله

http://www.fsct.modares.ac.ir/


 .......های یونی مغناطیسی مبتنی بر حلال روش استخراجیک  توسعه                                                                  خندقی و همکاران 

80 

 

 

 مقدمه  -1

از  یکیعنوان  بههای آن  و فراورده ریش یمنیبهداشت و ا

برخوردار است.  یاژهیو تی، از اهمییغذا یاصل یها گروه

 که هستند ها کیوتیب یآنت ریش جیرا یهاندهیاز آلا یکی

مورد  یدر صنعت دامپرور ها آناز  یمختلف یگروهها

ها از نولونیها و فلوروکنیکلیتتراسا .رندیگ یاستفاده قرار م

 .[1] روند یها به شمار م تی بیوتیکآن نیتر جیجمله را

در صنعت پرورش دام  ها کیوتیب یاز آنت هیرو یب استفاده

به منظور  ایو  یعفون های مارییجهـت کنتـرل و درمـان ب

 نیا یها ماندهیباق شیمنجر به افزا وان،یرشـد ح کیتحر

ها  آن یها و فراورده ریمانند ش یبا منشأ دام یمواد در غذاها

 شود یم انسانبه بدن  ها ماندهیباق نیا یابیراه تیو در نها

 لیدر غذاها از قب یکیوتیب یآنت یها ماندهیاثرات سوء باق .[2]

 ،یکیوتیب یآنت یبروز مقاومتها ،یآلرژ یواکنشها جادیا

شده  لیمهم تبد ینگران کیامروزه به  ،ییو سرطانزا تیسم

  [.3] اسـت

ضـروری  ریدر ش یکیوتیب یآنت یهاماندهیباق شیپا نیبنابرا

 یها منظور تاکنون روش نیا یرسـد و برا یبـه نظـر مـ

 ،یکیمونولـوژیا یها شامل آزمون یگوناگون

 کهی. درحال[4] اند ای ارائه شدهـهیو تجز یکیولـوژیکروبیم

 یها روش ایو FPT 1ماننـد  یکیولوژیکروبیهای م شرو

کمتری  تیاز حساس ELISA 2 مانند یکیمونولوژیا

به همراه  عیما یباشد، روش کروماتوگراف یبرخوردار م

 ییشناسا تیاستخراج مختلف، قابل یهاکیاستفاده از تکن

 . [5] بالا را دارند یژگیها با دقت و وکیوتیب یانواع آنت

گیری مستقیم امکان اندازه معمولا ایهای تجزیهروش در

های دارای  در نمونه مخصوصاترکیبات بسیار کم  مقادیر

سازی  استفاده از مراحل آماده وجود ندارد و لذابافت پیچیده 

                                                      
1 - Four plate test 

2 - Enzyme-linked immunosorbent assay 

نمونه آنالیز  قبل از ی موجود در آنها آنالیت تغلیظ ونمونه 

 به دلیل اینکه. [6] ضروری استای  تجزیه های سیستم با

ها، مواد  ها، پروتئینشیر دارای ماتریکسی پیچیده از چربی

 کار رفته برای بههای  روشمعمولا  ،معدنی و لاکتوز است

پیچیده شیر،  ترکیبات گوناگون از تغلیظ پیشاستخراج و 

 مراحل بعدی آنالیز تأثیرگذار است ی بر روی همهبوده و 

[7] . 

های اصلی مورد  یکی از روش  LLEیا  3مایع-استخراج مایع

های مختلف از  سازی و استخراج آنالیت برای آمادهاستفاده 

-مایع استخراجمیکرو  روش. بعدها [8باشد ] میمواد غذایی 

کننده،  ی کاهش حجم حلال استخراجبر پایه پخشی مایع

تر شدن فرآیند استخراج معرفی و کردن و سادهخودکار 

های متعددی در مواد غذایی گوناگون بسیار  برای آنالیت

. امروزه جایگزینی [10, 9] قرارگرفت استفادهمورد 

های شیمیایی با حداقل آلایندگی محیط زیست مانند  حلال

های خطرناک شیمیایی های اتکتیک عمیق با حلال حلال

 . [11دار بسیار مورد توجه است ]وژنمانند ترکیبات هال

مایع با -مایع استخراج های تلفیق روشمطالعه،  نیهدف ا

های  مایع پخشی مبتنی بر حلال-روش میکرواستخراج مایع

 ماندهیباقیونی مغناطیسی در استخراج و پیش تغلیظ 

و  نیکلیتتراسا یاکس ن،یکلیتتراسا یها کیوتیب یآنت

ها با  آن یریگ و اندازه ریپن یها نمونه از نیانروفلوکساس

آرایه  شناساگربالا مجهز به  ییبا کارا عیما یکروماتوگراف

 بود. 4یدیود

 کار  روش -2

 نمونه برداری و مواد شیمیائی  2-1

پنیر نمونه  30های تحقیق حاضر بر روی تعداد  آزمون

های عرضه در  صورت تصادفی از محل به خریداری شده

دانشگاه  یغذا و دارو و در مرکز تحقیقات ایمنیشهر تبریز 

از هر گرم 50شدند. در ادامه  انجام زیتبر یعلوم پزشک

                                                      
3 - Liquid liquid extraction 

4 - High Performance Liquid Chromatography-diode array detector 
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خرد و یکنواخت شده و پس از خروج آب پنیر، نمونه  

 کیجهت آنالیز مورد استفاده قرارگرفت.  گرم از آن 2مقدار 

 یها کیوتیب یآنتاز  بودن یاز عار نانیمطپس از اپنیر نمونه 

(، BT combo test kit) زایالا تیمورد مطالعه با استفاده از ک

 ارمورد استفاده قر یساز نهیبه دنیعنوان نمونه بلانک در فرا به

های تتراسایکلین،  بیوتیک گرفت. محلول مادر از آنتی

 ,Sigma-Aldrich) انروفلوکساسینتتراسایکلین و  اکسی

USA ندگرم در لیتر در متانول تهیه شدمیلی 50( به غلظت .

از شرکت  مطالعهشیمیایی مورد استفاده در این  سایر مواد

Merck ای بوده است. آلمان و با درجه خلوص تجزیه 

 استخراج طیشرا یساز نهیهب  2-2

به منظور دستیابی به روش استخراج با کارایی بالا، اثر 

عوامل موثر در مرحله اول استخراج شامل نوع حلال 

های استونیتریل، متانول و  استخراج کننده )از بین حلال

 5/2تا  1ین مقادیر از ب)استون(، مقدار حلال انتخاب شده 

درصد  30تا  15، قدرت یونی )با افزودن مقادیر (لیتر میلی

 2تا  5/0های  در حجم NaClاز نمک  حجمی/ وزنی

( و دقیقه 7تا  1(، زمان سونیکاسیون )در مدت زمان لیتر میلی

مایع -همچنین عوامل موثر در مرحله میکرواستخراج مایع

از عمیق مغناطیسی ) شوینده اتکتیک نوع حلال پخشی شامل

 تتراکلرو ومیدازولیمیا لیمت-3هگزیل -1های  حلال میان

-1فرات و  تتراکلرو ومیدازولیمیا لیمت-3 بوتیل -1فرات، 

( و اثر فرات کلرو برومو دی دی ومیدازولیمیا لیمت-3 بوتیل

درصد  10های صفر تا  نمک زنی )با بکارگیری غلظت

( بر روی کارایی استخراج مورد NaClاز  حجمی/ وزنی

ها از روش بررسی قرارگرفتند. برای بررسی این پارامتر

استفاده شد. تاثیر این عوامل با  "یک پارامتر در یک زمان"

ها در شرایط مقایسه سطح زیر پیک حاصل از آنالیت

  .[6]اند مختلف مورد ارزیابی قرار گرفته

 روش استخراج  2-3

در این کار پژوهشی تلفیق روش استخراج فاز مایع و روش 

 های اتکتیک حلالمایع پخشی بر پایه -میکرواستخراج مایع

های  بوتیک تغلیظ آنتیبرای استخراج و پیش عمیق مغناطیسی

از نمونه  تتراسایکلین و انروفلوکساسینتتراسایکلین، اکسی 

 ریم نمونه پنگر 2است. برای این منظور  پنیر توسعه داده شده

 یبر رو ومنتقل  شیلوله آزما کیبه داخل  سازی شده آماده

درصد  25) دیکلر میمحلول سد تریل یلیم یکآن 

. مخلوط اضافه شدمتانول  تریل یلیم یک( و ی/حجمیوزن

قرار  کیتحت امواج اولتراسون قهیدق 4حاصل به مدت 

 ییشده و فاز رو فوژیسانتر لوطمخ نیسپس ا گرفته و

مورد مطالعه( برداشته شده  یها کیوتیب یآنت ی)متانول حاو

 لیمت 3-لیهگز-1 یسیمغناط یونیحلال  تریکرولیم 54و با 

مخلوط حاصل با  .تتراکلروفرات مخلوط شد ومیدازولیمیا

 5/2) دیکلر میبه داخل محلول سد یاشهیسرنگ ش کی

 کیحلال پخش شده با  و( پخش یحجم-یدرصد وزن

جهت  ،ییشده و پس از جدا کردن فاز رو یآور آهنربا جمع

 ,HPLC-DAD  (Agilent1200- DAD systemبا  زیآنال

USA)   گرفتمورد استفاده قرار. 

 یکروماتوگراف  با دستگاه زیآنال طیشرا  2-4

 ،یکروماتوگراف ستمیدر سکارایی بالا به  یابیمنظور دست به

صورت گرفت.  نهیبه طیدر شرا ها بیوتیک تیآن یجداساز

 است. ذکر شده 1در جدولدستگاه   نهیبه طیشرا
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Table 1: Optimized condition of the HPLC-DAD for analysis of the selected antibiotics in cheese samples 

Xbridge C18 column, L=5 cm, ID= 4.6 mm, Particle size= 3.5 μm Column 

Gradient elution Elution type 

A mixture of deionized water containing 0.2% formic acid (A) and methanol: 

ACN (30:70, v/v) (B) was utilized as the mobile phase at a flow rate of 0.2 mL 

min–1 with the following gradient elution: 80% A and 20% B, a linear 

gradient from 20 to 80% B from 3.0 to 6.0 min, a linear gradient from 20 to 

80% A from 6.0 to 8.0 min, and with 80% A and 20% B for 2 min 

Mobile phase  

Temperature: 40 °C, Loop= 50 μL Injector 

Monitoring of the analytes was done at 335 nm  for tetracycline and 

oxytetracycline, and 280 nm for enrofloxacin 

Detection wavelength 

 

 ای مشخصات تجزیهبررسی   2-5

استخراج آنتی منظور اعتبارسنجی روش بکاررفته برای  به

، 1در این تحقیق، پس از ترسیم نمودار معیارگیری ها بیوتیک

(، LOD) 3حدتشخیص(، LR) 2محدوده خطی روش

(، راندمان %RSD) 5(، تکرارپذیریLOQ) 4گیری حداندازه

 .(12)( محاسبه شدند EF) 7( و فاکتور تغلیظER) 6استخراج

 بررسی اثر بافت پنیر در استخراج  2-6

 ی موجود در پنیرلیپیدها و هاپروتئین ی از قبیلمواد

های مورد مطالعه تداخل  بیوتیک آنتی استخراجدر  توانند می

 های در نمونه 8بافتمنظور بررسی اثر  به لذا ایجاد نماید

 25و  10های های حقیقی با غلظتاز نمونه دو گرم، پنیر

های  لیتر نسبت به هر کدام از آنتی بیوتیکنانوگرم بر میلی

شده و تحت شرایط پیشنهادی استخراج و  لودهآمورد مطالعه 

ها پس  مقادیر آنالیت مورد آنالیز قرارگرفت. سپس HPLCبا 

از اجرای روش پیشنهادی با استفاده از منحنی کالیبراسیون 

                                                      
1 - Calibration curve 

2 - Linear range 

3 - Limit of detection 

4 - Limit of quantitation 

5 - Relative standard deviation 

6 - Extraction recovery 

7 - Enrichment factor 

8 - Matrix 

ها  محاسبه و مقادیر غلظتی یافت شده به مقادیر اولیه آنالیت

صورت درصد بازده استخراج نسبی  تقسیم و تیایج به

 .[13] گردید گزارش

 

 نتایج و بحث  -3

 

 مرحله اول سازی عوامل موثر در نتایج بهینه  3-1

 استخراج

 نوع و حجم حلال استخراج کننده   3-1-1 

 ییها یژگیو یدارا دیبا ال یک حلال استخراج کننده ایده

با  یدوفاز ستمیس لیتشک برای آب در نییپا تیحلال ماند

 طیمح با یسازگار ،مطلوب یکیآب، رفتار کروماتوگراف

 . با در نظرقیمت باشد حتی الامکان ارزان و بوده  ستیز

استون  و استونیتریل، متانولسه حلال  ،خواص نیا گرفتن

 .[14در این کار مورد مطالعه قرار گرفتند ]

های  روش ییکارا دری کننده نقش مهم حجم حلال استخراج

 فاز حجم افزایش آن سبب افزایش طوریکه به دارد استخراج

 بنابراین و ظیتغل و فاکتور شدهشده پس از استخراج  جمع

 ی. ازطرفافتی خواهند کاهش زین ای هیتجز هایگنالیس

را کم  رییو تکرارپذ استخراجیی کاهش حجم حلال، کارا
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 .[15ضروری است ] کنندهاستخراج های حجم حلالسازی  بهینهلذا  کند می

 

Fig1: Selection of extraction solvent type and volume in LLE step. 

 

  قدرت یونی  3-1-2

 توسعه داده شده درت یونی در کارایی روشقبررسی تأثیر 

 ی از نمک سدیم کلرید به داخلفمقادیر مختلبا افزودن 

های آبی در  به محلول نمک ش. افزاینجام شدفازآبی ا

ی ضمن اینکه عنهای استخراج اثر دوگانه دارد ی روش

 کاهشی و ونی یرونی شباعث افزای تواند نمک می حضور

 راندمان جهدر فازآبی شده و در نتی هاتآنالی تحلالی

تواند باعث  دهد، از سوی دیگر می شاستخراج را افزای

 تانتشار آنالی بفاز آبی و کاهش ضری تهیسکوزوی شیافزا

استخراج گردد  راندماندر فازآبی شده و منجر به کاهش 

[16]. 
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Fig2: Optimization of salt addition effect in LLE step. 

 

  سونیکاسیونمدت زمان   3-1-3

 شیبه منظور افزا کیامواج اولتراسوندر روش حاضر از 

 یمورد بررس هایتیسطح تماس آنالانحلال کامل و افزایش 

رو مدت  نیاستفاده شده است. از ا کننده حلال استخراجبا 

موثر  یشنهادیروش پ ییدر کارا کیزمان امواج اولتراسون

 خواهد بود.
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 Fig3: Optimization of sonication time. 

 
 

سازی عوامل موثر در مرحله دوم  نتایج بهینه  3-2

 استخراج

عمیق  نوع و حجم حلال استخراج کننده اتکتیک  1-3-2

 مغناطیسی 

ی کی DLLMEکننده در مرحله  انتخاب نوع حلال استخراج

 دیکننده با  شد. حلال استخراجبا یمهم م یپارامترها از

تا بتوانند آنالیت را  را داشته باشند یدر فاز آب پخش تیقابل

نیز فاز آلی همچنین در  و جذب کنند. استخراجخوبی  به

. [17]د نباش HPLCتم یسقابل تزریق به س حل شده و

نمود  یآور جمع ها را به نحوی بتوان این حلال دیبا علاوه به

ی یونی مغناطیسی ها حلال یکار پژوهش نیدر ا. [11]

(MILs)1 بر پایه حلال ( های اتکتیک عمیقDES)2  برای

از تر  گردید که هم سمیت آن  کم انتخاباین منظور 

دارد  3ای در شیمی سبز های دیگر است و کاربرد ویژه حلال

حلال و آنالیت محلول در آن  یجداسازتوان  هم میو  [18]

راحتی  در پایان عملیات استخراج به یک آهنرباتوسط را 

  .[11]انجام داد 

                                                      
1 - Magnetic ionic liquid solvent 

2 - Deep eutectic solvent 

3 - Green chemistry 

باشد در روش پیشنهادی می موثرحجم حلال نیز پارامتر 

تغلیظ  ا رقیق بوده و فاکتورهآنالیت ،که با افزایش حجم چرا

حجم حلال بایستی مورد بهینه سازی لذا  [10] شود کم می

در این مطالعه حداقل حجم حلال اتکتیک که قرار گیرد. 

میکرولیتر از  10حجم   DLLMEبتوان در پایان عملیات

 54را به سیستم کروماتوگرافی تزریق نمود )یعنی  آن

 میکرولیتر( مورد استفاده قرار گرفت.
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Fig4: Selection of elution solvent type and volume in DLLME step. 

 

  اثر نمک زنی   2-3-2

توضیح داده شد، افزایش نمک  2-1-3همانگونه که در بند 

کدام از اثرات بر های آبی دو اثر متقابل دارد و هربه محلول

صورت تأثیر آن عامل  دیگری برتری داشته باشد در این

راندمان  مرحله از آزمایشدر این غالب خواهد بود. 

درصد افزایش یافته و  5/2 تا NaClاستخراج با افزایش 

درصد  5/2سپس ثابت ماند لذا در ادامه کار از افزودن 

 . کلرید سدیم برای استخراج بالاتر استفاده شد
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Fig5: Selection of ionic strength effect in DLLME step. 

 

  افتهیروش توسعه  یکم یها یژگیونتایج   3-2

ای روش حاضر تحت شرایط بهینه بدست  پارامترهای تجزیه

ها یک معادله رگراسیون )با استفاده از  آمده و برای داده

از مختلفی های  های استاندارد با غلظتمحلول

( ترسیم شد. محدوده خطی های مورد مطالعه بیوتیک آنتی

حنی کالیبراسیون بدست ها( از من )برای هر یک از آنالیت

گیری روش برای  آمد. حد تشخیص و حد اندازه

ها نسبت سیگنال به نویز به ترتیب  هایی که در آن غلظت

باشند در نظر گرفته شد. تکرارپذیری و  می 10و  3برابر با 

%(   RSDدقت روش با محاسبه انحراف استاندارد نسبی)

ایسه مساحت زیر تعیین گردید. فاکتورتغلیظ با استفاده از مق

های موجود در  های محلول استاندارد و آنالیت پیک آنالیت

شیر پس اجرای روش پیشنهادی محاسبه گردید. نتایج 

ارائه شده  2حاصل از ارقام شایستگی روش در جدول 

 است.

 

 

 

Table 2: Quantitative features of the developed method for the selected antibiotics 
Analyte LR

a
 LOD

b
 LOQ

c
 r

2d
 RSD%

e
 ER ± SD

f
 EF ± SD

g
 MRLs 

h
 

Tetracycline 6.0-500 1.8 6.0 0.996 4.9 72 ± 5 72 ± 5 100 

Enrofloxacin 4.0-500 1.2 4.0 0.995 5.9 76 ± 4 76 ± 4 100 

Oxytetracycline 2.3-500 0.7 2.3 0.999 8.3 79 ± 2 79 ± 2 100 

a) Linear range (ng g
−1

), b) Limit of detection (S/N = 3) (ng g
−1

), c) Limit of quantification (S/N = 10) (ng g
−1

), d) 

Coefficient of determination, e) Relative standard deviation (n = 6), f) Extraction recovery ± standard deviation (n = 

3), g) Enrichment factor ± standard deviation (n = 3), h) Maximum residue limits set by the European Committee 

 

توسعه روش  یا یهتجز هایپارامتر برخی مقایسه 3در جدول

گیری،  حد اندازه یص،حد تشخمحدوده  یلاز قب داده شده

با چند روش  ها،  راندمان استخراج آنالیتو  تکرارپذیری

 لبنی های از نمونه ها تتراسایکلین استخراج برای رفته کار به

شود ارقام  چنانچه مشاهده میاست.   شده نشان داده

شایستگی روش حاضر قابل مقایسه و یا حتی بهتر از 

 های اشاره شده است.  روش
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Table 3: Comparison of the developed method with other methods in the extraction of drug residues in dairy 

products by HPLC. 

Reference ER
d
 

(%) 

RSD
c
 

(%) 

LOQ
b
 

(ng g
−1

) 

LOD
a
 

(ng g
−1

) 

Sample Method 

[19] ≥69 ≤7 50-600 10-200 Cheese A 

[20] ≥70 ≤8.4 5.1-28.4  1.5-8.5 Milk B 

[21] ≥51.3 ≤10.12 - 4.53-9.06 Milk C 

[22] ≥86 ≤6.2 51.5-63.7  17.2-21  Milk D 

This study ≥72 ≤8.3 2.3-6.0 07-1.8 Cheese E 

A) QuEChERS method coupled with HPLC-DAD, B) DLLME based on hydrophobic deep eutectic solvents 

coupled with HPLC-UV, C) Ionic Liquid Assisted DLLME coupled with HPLC-DAD, D) Liquid extraction method 

coupled with HPLC-DAD, E) Deep eutectic solvent-based DLLME method coupled with HPLC-DAD. 

a) Limit of detection. b) Limit of quantification. c) Relative standard deviation. d) Extraction recovery.  

 های حقیقینتایج آنالیز نمونه  3-3

نمونه پنیر طبق شرایط بهینه با روش  30تعداد 

-HPLCپیشنهادی تغلیظ و تخلیص شدند و سپس با 

DAD های کروماتوگرام  3مورد آنالیز قرار گرفتند. شکل

های مورد  بیوتیک مربوط به تزریق مستقیم استاندارد آنتی

گرم در کیلوگرم(، میلی 10مطالعه )هر کدام به غلظت 

نانوگرم در گرم و  50ده با غلظت نمونه شیر اسپایک ش

 دهد. ی شیر اسپایک نشده را نشان مییک نمونه

 
Fig 3: Typical HPLC–DAD chromatograms of direct injection of standard solution of the target analytes (A), 

spicked milk (B) and unspiked milk sample (C) after performing the developed method. Peak identification: (1) 

Tetracycline, (2) Enrofloxacin, (3) Oxytetracycline. 
 

ها با های حاصل از نمونهمقایسه کروماتوگرام

استاندارد وجود برخی از  کروماتوگرام حاصل از نمونه

به آن اشاره  3ها را نشان داد که در جدول  تیکبیو آنتی

ها از  گیری غلظت آنالیت منظور اندازه شده است. به

 روش افزایش استاندارد استفاده شد.
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Table 3: Residual amounts of target antibiotics in cheese samples 

TET ENRO OXT sample  TET ENRO OXT sample 

15 ± 0.6 ND 119 ± 4 Cheese # 16  13 ± 0.5 ND ND Cheese # 1 

ND ND ND Cheese # 17  7 ± 0.13 ND ND Cheese # 2 

ND ND ND Cheese # 18  45 ± 2 ND 126 ± 5 Cheese # 3 

ND ND ND Cheese # 19  116 ± 11 ND ND Cheese # 4 

17 ± 0.3 ND ND Cheese # 20  ND ND ND Cheese # 5 

55 ± 1 ND ND Cheese # 21  ND ND ND Cheese # 6 

116 ± 13 ND 116 ± 5 Cheese # 22  ND ND ND Cheese # 7 

52 ± 3 ND 97  ± 8 Cheese # 23  59 ± 3 ND 117  ± 12 Cheese # 8 

31 ± 0.4 ND ND Cheese # 24  21 ± 0.5 ND ND Cheese # 9 

118 ± 5 ND ND Cheese # 25  128 ± 2 ND ND Cheese # 10 

26 ± 0.3 ND ND Cheese # 26  26 ± 0.1 ND ND Cheese # 11 

ND ND ND Cheese # 27  11 ± 0.09 ND ND Cheese # 12 

99 ± 5 ND ND Cheese # 28  119 ± 4 ND ND Cheese # 13 

46 ± 0.7 ND ND Cheese # 29  26 ± 0.3 ND ND Cheese # 14 

ND ND ND Cheese # 30  ND ND ND Cheese # 15 

OXT: Oxytetracycline, ENRO: Enrofloxacin, TET: Tetracycline, ND: not detected. 

 های پنیرنتایج بررسی اثر بافت نمونه   3-4

های با مقایسه سیگنالها  بافت در استخراج آنتی بیوتیک تاثیر

و آب  پنیر نمونه تعداد ششای بدست آمده برای تجزیه

ها تأثیر نمونه بافتکه  دادنتایج نشان  شد کهدیونیزه ارزیابی 

 محسوسی در کارایی روش پیشنهادی ندارند. 

Table 4: Results of assays to check the cheese matrices effect for the selected antibiotics. 
Mean relative recovery ± standard deviation (n = 3)  

Analyte Sample 6 Sample 5 Sample 4 Sample 3 Sample 2 Sample 1 

All samples were spiked with each analyte at a concentration of 10 ng g
−1 
95 ± 4 98 ± 2 90 ± 1 96 ± 2 90 ± 5 94 ± 3 Tetracycline 

89 ± 4 92 ± 5 91 ± 4 92 ± 2 95 ± 4 96 ± 5 Enrofloxacin 

94 ± 4 99 ± 1 91 ± 2 92 ± 5 94 ± 3 93 ± 4 Oxytetracycline 

All samples were spiked with each analyte at a concentration of 25 ng g
−1 
87 ± 5 88 ± 2 90 ± 4 91 ± 4 95 ± 5 89 ± 4 Tetracycline 

99 ± 1 99 ± 5 91 ± 2 95 ± 2 94 ± 3 92 ± 4 Enrofloxacin 

97 ± 5 90 ± 4 99 ± 5 101 ± 3 94 ± 5 95 ± 2 Oxytetracycline 
  

 گیری کلی نتیجه  3-5

روش پیشنهادی در مطالعه حاضر از تلفیق دو  در اجرای 

مایع پخشی -روش استخراج فاز مایع و میکرواستخراج مایع

برای استخراج  عمیق مغناطیسی های اتکتیک حلالبر پایه 

های تتراسایکلین، اکسی تتراسایکلین و  بوتیک باقیمانده آنتی

های  از مزیتاستفاده شد. انروفلوکساسین از نمونه پنیر 

سادگی و زمان آنالیز توان به  روش توسعه داده شده می

 یکم یها یژگیوکوتاه و سبز بودن روش اشاره کرد. 

استخراج ببیش از  هایمانند راندمان ارائه شدهروش  مطلوب

 7/0-8/1ی  درصد و حدود تشخیص در محدوده 72

ال، بر کارایی مناسب  لیتر و تکرارپذیری ایده نانوگرم در میلی

های هدف در  بیوتیک روش حاضر در استخراج و آنالیز آنتی

طور  روش مذکور بهعلاوه  های پنیر تاکیید دارد. به نمونه

ای مورد مطالعه در ه بیوتیک آمیزی بر روی آنتی موفقیت

های حقیقی  گرفت و آنالیز نمونه انجام پنیرهای  نمونه

تتراسایکلین و  مقادیر باقیمانده اکسیداد که  نشان
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نمونه از پنیرهای آزمایش  5و  4تتراسایکلین به ترتیب در 

 شده بیش از حدمجاز تعیین شده بود. باقیمانده

 فت نشد.ها یا نمونهیک از  انروفلوکساسین نیز در هیچ

 تعارض منافع -4

 نویسندگان هیچگونه تعارض منافعی ندارند.
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ABSTRACT ARTICLE INFO  

Antibiotics are used for treatment of infectious diseases in animals and also 

as growth promoters in animal husbandry. Therefore, especially in cases of 

excessive use, their residual amounts can be present in foods of animal 

origin such as dairy products. Since the consumption of food containing 

antibiotic residues has a negative effect on the human health, authorized 

organizations such as the European Union have set maximum residue 

limits (MRLs) for antibiotics in food of animal origin. This research aimed 

to present a deep eutectic solvent-based extraction procedure for 

preparation and preconcentration of tetracycline, oxytetracycline and 

enrofloxacin residues in cheese samples and their determination by high-

performance liquid chromatography equipped with a diode array detector. 

For this purpose, the effect of various parameters on the extraction 

efficiency was investigated and optimized, and the effect of the cheese 

matrix on the extraction of analytes was also evaluated. The results showed 

that the residual amounts of oxytetracycline and tetracycline in 4 and 5 

samples of the tested cheeses, respectively, were determined above the 

permissible limits. Enrofloxacin residue was not found in any of the 

samples. From the advantages of the proposed extraction method, we can 

point out the high separation power and the possibility of highly sensitive 

analyzing of mixed analytes, so that under optimized conditions, the 

recovery percentage ranges were 80-91 and the limits of detection and 

quantification were respectively less than 1.8 and 6 ng/g, which is much 

lower than MRLs set for target antibiotics in cheese (100 ng/g). 
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