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 چکیده

اده ها در حیوانات در سراسر جهان استفای برای درمان بیماریها ترکیبات شیمیایی هستند که امروزه به طور گستردهبیوتیکآنتی سابقه و هدف:

بیوتیک در مواد غذایی مانند تخم مرغ شوند. عدم رعایت زمان منع مصرف و نیز مصرف بیش از میزان توصیه شده، سبب وجود باقیمانده آنتیمی

گیری کننده داشته باشد. هدف از این پژوهش توسعه روشی مناسب جهت اندازه ند اثرات نامطلوبی بر روی سلامت مصرفتواشود که میمی

 ها در تخم مرغ بود.بیوتیکآنتی

 یمایع پخش-مایع هموژن تلفیق شده با میکرواستخراج مایع-در این کار پژوهشی یک روش کارآمد تحت عنوان استخراج مایع ها:مواد و روش

و  های تخم مرغمونهاز ن مبتنی بر حلال اتکتیک عمیق به منظور استخراج پنی سیلین جی، اکسی تتراسایکلین، کلرامفنیکل و داکسی سایکلین

 ها با کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا توسعه داده شد.گیری آنسپس اندازه

ها در های این روش برای آنالیتبودند. حد تشخیص %51تا  15 ها در محدودهآنالیت های استخراجتحت شرایط بهینه استخراج، راندمان :هايافته

 بدست آمده نشانهای آلی اشاره کرد. نتایج توان به مصرف کم حلالنانوگرم بر گرم بود. از مزیت دیگر روش پیشنهادی می 5/3–0/0محدوده 

 های مورد مطالعه آلوده بودند.بیوتیکشده حداقل به یکی از آنتی یهای تخم مرغ بررسدرصد از نمونه 15/25دادند که 

وان این روش تو بنابراین می باشدذکور در تخم مرغ را دارا میهای مبیوتیکگیری آنتیروش توسعه داده شده به خوبی قابلیت اندازه گیري: نتیجه

 نیز طیور به کار گرفت.  را  با هدف افزایش ایمنی غذایی در صنایع  مختلفی از جمله غذا و

  مرغ، حلال اتکتیک عمیق، کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا، تخمDLLMEمایع هموژن، -بیوتیک، استخراج مایعباقیمانده آنتی واژگان كلیدي:

  مقدمه 

با توجه به وسععععت اسعععتفاده از محصعععولات دامی، ایمنی 

های تولید کنندگان، مصرف  ترین اولویتمحصولات یکی از مهم

آلودگی محصععولات باشععد. های نظارتی میکنندگان و سععازمان

شیمیایی و انگلی را  دامی می تواند انواع آلودگی های میکروبی، 

در بر گیرد. بخش مهمی از آلودگی محصععولات دامی به طریق 

ها و   بیوتیک شعععیمیایی در اثر اسعععتفاده از موادی مانند آنتی     

(.  1شعععود  هععا در حین فرآینععد تولیععد ای ععاد می          هورمون  

محصعععول  که  هسعععتند  وبیمیکر ضعععد مواد ها بیوتیک آنتی

 های پایین غلظت در بوده و هامیکروارگانیسم  ثانویه متابولیسم 

 طریق تأثیر از آنها رشد  از ممانعت یا هاباکتری تخریب  به قادر

آنها   زندگی برای مورد نیاز متابولیکی یا سععاختمانی عناصععر بر

ها براسععاس سععاختار شععیمیایی در    باشععند. آنتی بیوتیک می

شعععوند که از جمله     مختلفی تقسعععیم بندی می های  دسعععته 

به  ها می مهمترین آن ید توان  تام     آمینوگلیکوز تالاک ها،   ها، ب

سایکلین  شکلات     هاها و آمفنیکولتترا شاره کرد. م شتی  ا  بهدا

ناگون  ند    گو مال    ای اد  مان تابولیکی، احت  آلرژی، اختلالات م
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سم  سرطان، ای اد  ای اد یوتیک بآنتی به های مقاوممیکروارگانی

 در بیوتیکی، نگرانیآنتی درمان در برابر حسععاسععیت کاهش  و

 غذایی را افزایش  مواد ها دربیوتیکآنتی باقیمانده وجود مورد

 (.  2است   داده

ندازه ی برا نالیت  ا اغلب   مختلف در مواد غذایی های  گیری آ

ستفاده های از روش سعه   می کروماتوگرافی ا  یشود. علیرغم تو

گاهی این    کان    ها در سععععال روشدسعععت های اخیر، هنوز ام

ویژه  های بسیار کم به های  با غلظتگیری مستقیم آنالیت اندازه

صولات دامی به در نمونه  طورهای دارای بافت پیچیده مانند مح

له         یک مرح قدور نبوده و  مل م حت عنوان  کا ی اضععععافی ت

های   سعععازی نمونه جهت پیش تظلی  و حذف مزاحمت     آماده 

شد   موردنیاز می بافت نمونه ستخراج مایع  (.3با مایع هموژن –ا

HLLE  Homogenous liquid-liquid extraction  له ( از جم

های  از آن برای اسععتخراج آنالیت توانهایی اسععت که میروش

بر اسعععاس   HLLE(. 0مختلف از مواد غذایی اسعععتفاده کرد    

ها در یک محلول هموژن و اسعععتخراج   فرآیند جداسعععازی فاز   

باشد. شرط اولیه   نظر به درون فاز جداشده می  های موردیتآنال

باشععد. به دلیل فصععل   این روش، تشععکیل محلول هموژن می

سرعت مشترک بسیار بزرگ بین نمونه و فاز آلی حالت تعادل به

ستخراج کوتاه است     حاصل می  (. به عبارتی در 1شود و زمان ا

ستم    سی ساس فرآیندهای   این  سازی فاز بر ا ستخراج با    ها جدا ا

یک روش آسان و کارآمد   HLLE(. 6باشد  می pHنمک، دما و 

ستخراج و تماس با حلال   می شد که هزینه آنالیز، زمان ا های  با

ترین مشعععکل این روش عدم     (. مهم5دهد   آلی را کاهش می 

( بالا   Enrichment factorامکان دسعععتیابی به فاکتور تظلی        

(. برای 5گردد  بالا می باشععد که من ر به حدود تشععخیص می

های میکرواستخراج رفع این مشکل از ترکیب این روش با روش

ستخراج مایع مانند    (Enrichment factorمایع پخشی   –میکروا

ستفاده م   سال  بار در اولین روش که برای (. در این5شود   یا

 حلال گانه شامل  سه   ( معرفی شد، از یک سیستم   11  2116

پخش   حلال  حلال غیرقابل امتزاج با آب(،   کننده   اسعععتخراج

نالیت    فاز  و با آب(  امتزاج قابل   کننده  حلال   ها آبی حاوی آ

 اسععتخراج هایحلال ، مخلوطDLLMEدر  .شععوداسععتفاده می

سرنگ      سرعت به کننده پخش و کننده سط   فاز داخل  به تو

 عمل، سادگی  بالا،گردد. سرعت  می تزریق هاآنالیت  حاوی آبی

نه  یاز و   کم ح م کم، یهزی بالا  فاکتور  نمونه موردن از  تظلی  

(. عدم قابلیت اسععتفاده  11  باشععندمی روش  این مزایای جمله

های آلی سععمی و  های جامد و نیاز به حلالمسععتقیم در نمونه

ستخراج   قیمت بهگران  های هالوژنه کننده  اغلب حلالعنوان ا

ستفاده می  شمار می  هایشود( از محدودیت ا روند  این روش به 

سععازی  آماده ی روش(. هدف از این کار پژوهشععی توسعععه 12 

برای اسعععتخراج و پیش   DLLMEو  HLLEکارآمد مبتنی بر   

سایکل     پنی هایبیوتیکآنتیتظلی   سی تترا ین، سیلین جی، اک

نه     کل و داکسعععی سعععایکلین در نمو مرغ و  های تخم کلرامفنی

  کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا     ه ها با دسعععتگا   گیری آناندازه 

یه د    به دتکتور آرا کار، از حلال   یودیم هز  اسععععت. در این 

تکتیععک عمیق         جععای ( بععهDES  Deep eutectic solventا

کننده در  عنوان حلال اسعععتخراجهای هالوژنه معمولی به    حلال

اسععتفاده شععد که از دیدگاه شععیمی سععبز از   DLLMEمرحله 

ست. اهمیت زیادی برخوردا های اتکتیک عمیق، حلالحلال ر ا

هایی هستند که از مخلوط کردن دو ماده  در بعضی موارد سه    

صل می      شخص حا سبت مولی م شوند. یکی از دو   ترکیب( با ن

ساختار این حلال  ها به عنوان دهنده پیوند  ماده به کار رفته در 

پذیرنده پیوند هیدروژنی عمل           هیدروژنی و  به عنوان  دیگری 

ند می به    ک ند هیدروژنی بین این دو من ر  ای اد    . برقراری پیو

پایین      طه ذوب  با نق یک از   یک زوج یون  طه ذوب هر  تر از نق

 های اتکتیک  حلال شعععود.ها می مواد به کار رفته در تهیه آن    

ستخراج   سبت به    عمیق قدرت ا سبتاً بالایی دارند و ن کنندگی ن

بخار و سعععمیت کمتری    های آلی متداول دارای فشعععار  حلال

 (.13، 10 هستند 

  هامواد و روش 

ش  و بردارینمونه  مرغ در نمونه تخم 31تعداد : یمیاییمواد 

سال     ستان  سطح     به 1355زم ضه در  صادفی از مراکز عر طور ت

بیوتیک شده و برای آنالیز میزان باقیمانده آنتی شهر تبریز تهیه  

 در مرغتخم  محتویاتاه منتقل شععدند. گها به آزمایشععدر آن

در  فریزر داخل در و آوری، هموژن شععدهجمع ظروف اسععتریل

 شد.  گراد نگهداریدرجه سانتی –21دمای 

سععیلین جی، اکسععی تتراسععایکلین،   های پنیبیوتیکآنتی

 ,Sigmaکلرامفنیکل و داکسععی سععایکلین از شععرکت سععیگما  

USA   اسعععتونیتریل ،)ACN  متانول و آب ،)HPLC–grade  از

کلرید، سعععدیم    ( و سعععدیمChemLab, Belgiumشعععرکت   

(،  PChClهیدروکسید، هیدروکلریک اسید، فسفوکولین کلرید     

(، اکتانوئیک اسععید، نونانوئیک  DCAدی کلرو اسععتیک اسععید  

اسععید، دکانوئیک اسععید و دودکانوئیک اسععید از شععرکت مرک   

 خریداری شدند.

که در   DES یبرای تهیه : روش تهیه حلال اتکتیک عمیق  

  DLLME کننده در مرحله  عنوان حلال اسعععتخراجاین کار به

فاده می  ما         اسعععت قاتی  کار قبلی گروه تحقی به  شعععود، مشعععا

عنوان گیرنده پیوند هیدروژنی  با دی       کلراید به  فسعععفوکولین

سید به عنوان دهنده پیوند        سید و دودکانوئیک ا ستیک ا کلروا
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سبت  شده و به داخل  م 1:1:1های مولی هیدروژنی  به ن خلوط 

(. سعععپس  11( لیتری منتقل شعععدند  میلی 11ی آزمایش  لوله 

  61دقیقه درون حمام آب با دمای      21ی آزمایش به مدت    لوله 

سانتی درجه شد. پس از اعمال حرارت، لوله ی  ی گراد قرار داده 

دقیقه ورتکس شعععده و م دداً به حمام آب  3آزمایش به مدت 

رارت و ورتکس کردن دو بار دیگر  ی اعمال حمنتقل شد. چرخه

صل گردید که همان      شد و درنهایت مایع همگنی حا نیز تکرار 

های ذکر اسععت که نسععبت حلال اتکتیک موردنظر بود. شععایان

گر         ی لی د و   1:1:3، 1:2:2، 1:2:1، 1:1:2، 3:1:1، 1:1:2مو

ها  کدام از آنبررسععی قرار گرفتند ولی در هی  ( نیز مورد1:3:1

تیک تشکیل نشد. تشکیل حلال اتکتیک عمیق تهیه    حلال اتک

سید: دودکانوئیک    فسفوکولین  شده از  ستیک ا کلراید: دی کلروا

به طور کامل   HNMRو  FTIRهای اسععید با اسععتفاده از روش 

 و تحلیل قرار گرفته است. مورد ت زیه

ستخراج  مرغ  مخلوط سععفیده و  گرم از نمونه تخم 3: روش ا

شده(   شده با آنالیت   زرده هموژن  سپایک  نانوگرم بر  111ها  ا

ح می اسععتات -درصععد وزنی 21لیتر محلول میلی 1/1گرم(، 

فه     51/1روی و  ید اضعععا شعععده و مخلوط  گرم سعععدیم کلر

سپس       آمده بهدست به شد.  لیتر میلی 2صورت دستی هم زده 

ستونیتریل به مخلوط افزوده  ست شده و مخلوط به  ا آمده به  د

ورتکس گردید. پس از سعععانتریفیوژ مخلوط به   دقیقه   3مدت  

عت       1مدت   با سعععر قه  فاز رویی      1111دقی قه،  دور بر دقی

شده و    شده( برداشته    استونیتریل حاوی آنالیت های استخراج  

به یک ویال کوچک منتقل گردید. سپس به استونیتریل حاصل 

میکرولیتر از حلال اتکتیک سعععنتز شعععده     61از مرحله قبل   

سید        حلال تهیه ستیک ا سفوکولین کلراید: دی کلروا شده از ف

و دودکانوئیک اسید( اضافه شد. در ادامه کار، مخلوط حاصل با      

شد.   میلی 1سرعت به داخل  سرنگ به  لیتر آب دیونیزه تزریق 

مدت     به  قه در   1سعععپس محلول  قه   1111دقی دور بر دقی

ل میکرولیتر از حلا 11سعععانتریفیوژ گردید که در اثر این عمل 

اتکتیک در انتهای لوله آزمایش جمع شععده و برای آنالیز کمی  

 تزریق گردید.   HPLCبه 

ستگاه   ست به: کروماتوگرافی شرایط آنالیز با د یابی  منظور د

ا  هاعتماد سیستم کروماتوگرافی، جداسازی آنالیت   به نتایج قابل

نه        فت. شعععرایط بهی نه صعععورت گر   HPLCدر شعععرایط بهی

 Agilent, 1200 DAD System, USA    بععرای آنععالععیععز )

 ها در بخش زیر خلاصه شده است.بیوتیکآنتی

 1/1فاز متحرک مورد اسعععتفاده مخلوط آب دیونیزه حاوی 

سید و متانول می   شویش آنالیت  درصد فرمیک ا شد. برنامه  ا  هبا

ستفاده از      شامل ا ستون  دقیقه و   1درصد متانول به مدت   1از 

 15در محدوده زمانی درصعععد متانول  51سعععپس تظییر آن به

ستفاده      دقیقه می 1دقیقه و تثبیت به مدت  ستون ا شد.نوع  با

متر، قطر  سععانتی 11به طول  Poroshell 120 EC–C18شععده 

میکرومتر بود.در طول         5/2متر و قطر ذرات     میلی    3داخلی   

گراد ثابت نگه داشععته درجه سععانتی 31 آنالیز دمای سععتون در

 11ا اسعععتفاده از لوو روداین  میکرولیتر ب  11شعععده و هر بار  

و   211، 361های میکرولیتری به سععیسععتم گردید. طول موج 

به ترتیب برای آشکارسازی اکسی تتراسایکلین و داکسی         251

 کلرامفنیکل انتخاب شدند.       سیلین جی وپنی سایکلین،

به منظور رسععیدن به : اسااتخراج شاارایط سااازی  بهینه

مان    ند ها       را فاکتور بالا،اثر  و   HLLEی مختلف موثر در های 

DLLME        مورد بررسعععی قرار گرفت. بدین منظور فاکتورهای

درصد وزنی/ح می( و ح م  در   31تا  11غلظت  در محدوده 

لیتر( محلول استات روی، مقدار نمک میلی 2.1تا  1.1محدوده 

حدوده       مک در م قادیر مختلفی از ن با افزودن م   1.1تا   1.51 

 1ایزوپروپانول( و ح م  در محدوده  گرم(، نوع  اسععتونیتریل و

مان      میلی 3تا   مدت ز نده و  لیتر( حلال اسعععتخراج/پخش کن

کس     ت مرحلععه      5و  1، 3، 1ور یقععه( در  ق نوع   HLLEد و 

فسفوکولین کلراید: دی کلرواستیک    های اتکتیک شامل  حلال

ستیک         سفوکولین کلراید: دی کلروا سید، ف سید: اکتانوئیک ا ا

، فسععفوکولین کلراید: دی کلرواسععتیک اسععید: نونانوئیک اسععید

ستیک        سفوکولین کلراید: دی کلروا سید و ف سید: دکانوئیک ا ا

 51تا   61اسعععید: دودکانوئیک اسعععید( و ح م  در محدوده        

ستخراج کننده، اثر نمک  با افزودن نمک به   میکرولیتر( حلال ا

درصد وزنی/ح می( و سرعت    11تا  1آب دیونیزه در محدوده 

دور بر دقیقه( و مدت     5111و  6111، 1111 ،0111، 3111 

  DLLMEدقیقه( سعععانتریفیوژ در مرحله     5و  1، 3، 1زمان   

 سازی گردید.بهینه

ه کار رفت منظور اعتبارسن ی روش به به: ایمشخصات تجزیه  

یری یا  گ، پس از ترسععیم نمودار معیارهابیوتیکآنتیبرای آنالیز 

(،  Linear range  منحنی کالیبراسعععیون، محدوده خطی روش

 Limitگیری  (، حد اندازهLimit of detectionحد تشععخیص  

of quantification  م ذور ضععریب همبسععتگی، تکرارپذیری ،)

 Relative standard deviation; RSD% راندمان اسععتخراج ،)

 Extraction recovery; ER    و فاکتور تظلی  در ماتریس تخم )

 (.16مرغ بررسی و محاسبه شدند  

ترین غلظتی که با درجه اطمینان قابل        پایین  حد کمی بودن: 

گیری نمود.  قبولی در آزمایشععگاه به صععورت عملی بتوان اندازه

که در آن     کالیبراسعععیون  برای این منظور غلظتی از منحنی 
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سیگنال به نویز برابر     سبت  شد، برابر   11ن در نظر  LOQمی با

 شود.گرفته می

سه براب  ترین غلپایین حد تشخیص:  سیگنال آنالیت  ر ظتی که 

باشععد. بر اسععاس این تعریف و   سععیگنال های زمینه  نویز( می

، عدد مربوط به حد  LOD، برای محاسععبه LOQمقایسععه آن با 

 ضرب خواهد شد.    3/1کمی بودن به 

حدوده خطی:  ظت    برای این منظور محلول م با غل های   هایی 

پیشععنهادی   ها با روشمختلف سععاخته خواهد شععد این محلول

اسعععتخراج شعععده و با کرماتوگرافی مایع انالیز خواهند شعععد.        

های مختلف در اکسعععل ای به ازای غلظتهای ت زیهسعععیگنال

صله بین       شد. در این نمودار فا سم خواهد  تا جایی که  LOQر

درصععد از حالت خطی انحراف نشععان دهد به عنوان   1منحنی 

 محدوده خطی در نظر گرفته خواهد شد.

ظت     برای این منظور محلول پذیری: تکرار  یک غل هایی در 

ها با  تکرار تهیه خواهند شععد. این محلول 6مشععخص با حداقل 

سیگنال       شده و  ستخراج  شنهادی ا ای برای های ت زیهروش پی

ستاندارد       سپس میزان انحراف ا شود.  تکرار هر غلظت ثبت می 

 زاسععبه و به عنوان معیاری انسععبی برای آنالیزهای تکراری مح

 پذیری گزارش خواهد شد. تکرار

 

 

 هايافته 
 HLLEسازی شرایط استخراج در مرحله بهینه

تات روی     ظت محلول اساا فاده از     : تأثیر غل تایج اسعععت ن

درصعععد وزنی/ح می( محلول  31تا   11های مختلف   غلظت 

شکل    ستات روی در  شان داده  -1ا ست. با توجه به   الف ن شده ا

ستخراج با   ستات روی تا   نتایج، کارایی ا افزایش غلظت محلول ا

ماند.    یافته و پس از ثابت می    درصعععد وزنی/ح می افزایش  21

درصعععد وزنی/ح می به عنوان   21بنابراین در مطالعات بعدی     

 غلظت بهینه محلول استات روی انتخاب شد.

ستات روی  ستفاده از  : تأثیر حجم محلول ا نتایج مربوط به ا

لیتر( از محلول اسعععتات  میلی 1/2تا   1/1های متفاوت    ح م

ب  -1ها در شععکل دهنده پروتئینروی به عنوان عامل رسععوب

اند. با توجه به نتایج کارایی اسعععتخراج با افزایش         آورده شعععده

ستات روی تا     یافته و پسلیتر افزایش میلی 1/1ح م محلول ا

 کند.  ازآن کاهش پیدا می

مک بر روی  برای بررسعععی اثر افزایش  : تأثیر مقدار نمک    ن

مک    HLLEی کارایی اسعععتخراج در مرحله    قادیر مختلف ن ، م

ی آزمایشععی اضععافه گرم( به نمونه 1/1تا  51/1سععدیم کلرید  

شعععد. با توجه به نتایج با افزایش بیشعععتر مقدار نمک کارایی            

یدا می    کاهش پ نابراین   اسعععتخراج  به عنوان   51/1کند. ب گرم 

 مقدار بهینه نمک انتخاب شد.

 

 
سازی ح م محلول استات روی ب(، سازی غلظت محلول استات روی  الف(، بهینه: بهینه HLLEسازی شرایط استخراج در مرحله بهینه. 0شکل 

کننده  د(سازی ح م حلال استخراج/پخش کننده  ج(، بهینهسازی نوع حلال استخراج/پخش بهینه
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ستخراج  أثیرت برای انتخاب حلال : پخش کننده/نوع حلال ا

های ایزوپروپانول و اسععتونیتریل  حلال مناسععب در این مرحله 

-1با توجه به نتایج حاصعل  شعکل    مورد آزمایش قرار گرفتند.

 به عنوان حلال بهینه انتخاب شد. استونیتریلج(، 

بررسعععی این : کننده  پخش/اسااتخراجحجم حلال  تأثیر 

بازه   لیتر مورد بررسعععی قرار گرفت.   میلی 3تا   1ی پارامتر در 

شان داده -1نتایج حاصل در شکل    اند. با توجه به نتایج  شده د ن

لیتر راندمان   میلی 2 حاصعععل با افزایش ح م اسعععتونیتریل تا     

 یابد.  ازآن کاهش می یافته و پساستخراج افزایش 

 3آمده  دسععتبا توجه به نتایج به :زمان ورتکسمدت  تأثیر

ستخراج مؤثر آنالیت های مورد مطالعه کافی بوده     دقیقه برای ا

زمان بهینه ورتکس برای مراحل بعدی انتخاب و به عنوان مدت 

 گردید.

 DLLMEسازی شرایط استخراج در مرحله بهینه

ستخراج   ، هنبرای انتخاب حلال بهی: کنندهتأثیر نوع حلال ا

   ها مورد آزمایش قرار گرفتند. انتخاب حلال   حلال های مختلف  

که در پژوهش اخیر اثبات باشد با توجه به کارایی بالای آنها می

ست    شکل    11  شده ا ست آمده   الف( -2(. با توجه به نتایج بد

ید: دی        حلال اتکتیک تشعععکیل شعععده از فسعععفوکولین کلرا

سید     سید: دودکانوئیک ا ستیک ا ستخراج به  کلروا  عنوان حلال ا

 کننده بهینه برای مراحل بعدی انتخاب گردید.

 
: انتخاب  DLLMEسازی شرایط استخراج در مرحله بهینه .2شکل 

بررسی اثر نمک در  الف(،  DLLMEکننده در مرحله  حلال استخراج

  ب( DLLMEی مرحله

 

سی اثر نمک   DLLME ر افزایش نمک در مرحلهاث: زنیبرر

سی قرار گرفت. نتایج به  نیز مورد ست برر شکل  د ب(  -2آمده  

کارایی اسعتخراج کاهش   نشعان دادند که با افزایش مقدار نمک  

ست که به   شایان  یابد.می سان بودن ح م فاز   ذکر ا منظور یک

شده در مرحله   ته شین    میکرولیتر( و قابل 11 ± 1/1ی دوم  ن

به   1نمک از  مقایسعععه بودن نتایج با یکدیگر، با افزایش مقدار        

کننده  حلال درصععد وزنی/ح می ح م حلال اسععتخراج   11

فسفوکولین کلراید: دی کلرواستیک اسید: دودکانوئیک  اتکتیک 

میکرولیتر  03به  61( مورداستفاده در روش پیشنهادی از اسید

آمده مطالعات بعدی      دسعععتکاهش یافت. با توجه به نتایج به         

  گرفت.  بدون حضور نمک صورت

ستخراج   تأثیر ح م حلال اسععتخراج : کنندهحجم حلال ا

حلال اتکتیک فسعععفوکولین کلراید: دی کلرواسعععتیک کننده  

( دیگر پارامتر مؤثر بر کارایی استخراج  اسید: دودکانوئیک اسید  

سععازی دارد. در این مرحله با افزایش  باشععد که نیاز به بهینهمی

ر، ح م فاز  میکرولیت 51به  61کننده از ح م حلال اسععتخراج 

سانتریفیوژ از       ته شنهادی و  شده پس از اجرای روش پی شین  ن

نابراین    25به   11 میکرو لیتر از  61 میکرولیتر افزایش یافت. ب

 حلال اتکتیک سنتز شده به عنوان ح م بهینه انتخاب شد. 

زمان سععانتریفیوژ در این مرحله پارامترهای سععرعت و مدت

 آمده کارایی استخراج دست بهاند و طبق نتایج سازی شده  بهینه

  یافته و پسدقیقه افزایش  1دور بر دقیقه و  1111تا سعععرعت 

 1دور بر دقیقه و   1111رو سعععرعت  مانند. ازاین  ازآن ثابت می  

زمان بهینه سععانتریفیوژ انتخاب دقیقه به عنوان سععرعت و مدت

 شدند.

پس از بهینه نمودن  : اعتباربخشاای به روش پیشاانهادی    

مؤثر در این روش، روش پیشععنهادی تحت شععرایط  پارامترهای

(اعتباربخشععی شععده و نتایج   FDA )16بهینه با دسععتورالعمل 

ست به شان داده  1آمده در جدول د اند. با توجه به نتایج  شده ن

ست به شی دارای مقادیر     آمده روش ارائهد شده در این کار پژوه

LOD  وLOQ    6/10و  5/3–0/0های  به ترتیب در محدوده–

شان   نانوگرم بر گرم می 0/12 شند که ن   ی کارایی بالایدهندهبا

گیری مقادیر اندک از   شعععده و قابلیت آن برای اندازه   روش ارائه 

باشعععند. فاکتور تظلی  مناسعععب       آنالیت های موردمطالعه می     

ی  (، محدوده 15–51(، راندمان اسعععتخراج بالا  %   155–221 

سیع    ضری نانوگرم بر  0/12-111خطی و گیری ب اندازهگرم(، 

در یک روز به و تکرارپذیری خوب   (2r ≥ 5555/1مناسعععب  

یب بین   یت درصععععد 3/3– 1/1ترت های روش  ( از دیگر مز

   باشند.  پیشنهادی می
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 های موردمطالعه در نمونه تخم مرغبیوتیکای روش پیشنهادی برای آنتیهای ت زیهویژگی .0جدول 

 

تایج به  : های حقیقی آنالیز نمونه    31آمده از آنالیز   دسعععتن

شععده در سععطح شععهر تبریز با    مرغ عرضععهنمونه مختلف تخم

فاده از  با          HPLCاسعععت نه  یک موجود در نمو بازداری پ مان   ز

دهند که در پنج  اسعععتاندارد مربوطه مطابقت دارد( نشعععان می

درصععد( باقیمانده   25/10شععده  های آزمایش مرغنمونه از تخم

حدوده     آنتی کل  در م یک کلرامفنی   36تا   21ی غلظتی بیوت

نه تخم     هار نمو  03/11مرغ  نانوگرم بر گرم( وجود دارد. در چ

ی غلظتی  بیوتیک اکسی تتراسایکلین  محدوده  درصد( نیز آنتی 

نه          30تا   15 یک نمو فت شعععد. در  یا  56/2نانوگرم بر گرم( 

نانوگرم بر   21یک کلرامفنیکل    بیوتدرصعععد( نیز هر دو آنتی

نانوگرم بر گرم( پیدا شدند. اثر   15گرم( و اکسی تتراسایکلین    

های حقیقی نیز مورد بررسعععی قرار گرفت.    ماتریکس در نمونه  

ها  بیوتیکهای مختلف از آنتیها با غلظتبرای این منظور نمونه

شده      سپایک  سبت به هر کدام از   11و  21ا نانوگرم بر گرم ن

شد. نتایج       بیوتیکها( و با آنتینالیتآ سه  شده مقای های یافت 

سبی در بازه   شان داد که مقادیر بازیابی ن درصد    115تا  50ی ن

 قرار دارد.    

، الف( تزریق مستقیم استاندارد HPLC‒DADهای کروماتوگرام .3شکل  

لیتر(، گرم بر میلی 11آنتی بیوتیک های مورد مطالعه  هر کدام به غلظت 

نانوگرم بر  111 ب( نمونه تخم مرغ اسپایک شده با آنالیت ها به غلظت 

نمونه تخم مرغ اسپایک نشده پس از اجرای روش پیشنهادی.   گرم و  ج(

: داکسی سایکلین، پیک 2: اکسی تتراسایکلین، پیک شماره 1پیک شماره 

 : کلرامفنیکل.0: پنی سیلین جی و پیک شماره 3شماره 

  بحث 
سوب     در ستات روی برای ر شی از نمک ا دهی این کار پژوه

سایر ترکیبات موجود در      های تخمپروتئین شد   ستفاده  مرغ ا

تخم مرغ به داخل حلال اسععتخراج کننده منتقل نشععده و در  

ایش  طورکلی با افزکنند(. بهفرآیند استخراج مشکلی ای اد نمی  

داده و   لها کمپلکس تشععکیهای فلزی با پروتئیننمک، کاتیون

یت آن  کاهش    حلال نه  ته و در نتی ه پروتئین     ها در نمو ها   یاف

ایزو الکتریک اکثر   pH(. به دلیل اینکه    15کنند   رسعععوب می

باشعععد اسعععتفاده از محلول    می 6تا   0ها در محدوده   پروتئین

ها  اسعععتات روی بهترین انتخاب برای رسعععوب دادن پروتئین   

 باشد.  می

شده پارامتر دیگری است   ادهح م محلول استات روی استف  

تواند کارایی اسعععتخراج را تحت تأثیر قرار دهد. یکی از      که می 

های اسععتخراج مختلف های افزایش بازده اسععتخراج در روشراه

.  باشعععدافزایش قدرت یونی محلول با افزودن نمک به نمونه می

ستخراج، افزایش نمک دو اثر متقابل دارد.   عموماً در روش های ا

مک می   اول ای که افزودن ن یت          ن  کاهش حلال عث  با ند  توا

سبب افزایش انتقال آن   آنالیت شده و در نتی ه  ا  هها در نمونه 

ستخراج گردد. دوم این که  به داخل فاز آلی و افزایش راندمان  ا

ی نمونه را افزایش داده و با کاهش     افزایش نمک، ویسعععکوزیته  

وی أثیر منفی بر رتواند تهای مورد نظر میضریب انتشار آنالیت  

کدام از اثرات بر دیگری برتری کارایی استخراج داشته باشد. هر   

   داشععته باشععد در این صععورت تأثیر آن عامل غالب خواهد بود 

(. به همین خاطر اثر مقدار نمک باید بررسععی شععود.   15، 15 

به عنوان عامل جدا           کار پژوهشعععی از نمک  همچنین در این 

محلول هموژن تشععکیل شععده   کننده فازی و برای شععکسععتن  

شود. همانطور که در بالا اشاره شد، در مقادیر کمتر استفاده می

ی جدایش فازی رخ نداده  سیستم دو فازی  گرم پدیده 51/1از 

 شود( و روش پیشنهادی قابل اجرا نیست.تشکیل نمی

  HLLEکننده در مرحله درروش پیشنهادی حلال استخراج  

نده د به عنوان حلال پخش  له  کن فاده     DLLMEر مرح اسعععت

سازی حلال مورداستفاده ضروری بوده و  شود. بنابراین بهینهمی

 

 آنالیت

 

 محدوده خطی

 نانوگرم بر گرم(  

 حد تشخیص

 نانوگرم بر گرم(  

 گیریحد اندازه

 نانوگرم بر گرم(  

م ذور ضریب 

 همبستگی

انحراف استاندارد 

 نسبی  %(

   6n=) 

 ±راندمان استخراج 

 انحراف استاندارد

 3n=) 

 ±فاکتور تظلی  

 انحراف استاندارد

 3n=) 

 12 ± 221 0 ± 51 3/3 5555/1 0/12 5/3 111-0/12 اکسی تتراسایکلین

 6 ± 155 2 ± 15 1/1 5551/1 6/10 0/0 111-6/10 داکسی سایکلین   

 12 ± 211 0 ± 65 ¼ 5555/1 1/10 2/0 111-1/10 سیلین جی   پنی

 5 ± 211 3 ± 51 5/0 5551/1 2/13 1/0 111-2/13 کلرامفنیکل
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ستخراج آنالیت های موردمطالعه از   علاوه بر قدرت کافی برای ا

بافت نمونه و تشععکیل سععیسععتم دوفازی در حضععور نمک باید   

کننده مورداسعععتفاده در   قابلیت پخش مؤثر حلال اسعععتخراج  

 (.21اشته باشد  را نیز د DLLMEمرحله 

کننده پارامتر مهم دیگری اسعععت که       ح م حلال پخش

  HLLEها از بافت نمونه را در مرحله تواند اسععتخراج آنالیتمی

را تحت تأثیر قرار  DLLMEو تشععکیل محلول ابری در مرحله 

 . (21سازی شود  دهد و باید بهینه

برای افزایش سععطح   در این کار پژوهشععی، فرآیند ورتکس  

شی حاوی آنالیت تماس بین نمونه ستخراج ی آزمای  ها و حلال ا

و تسعععریع  HLLEکار رفته در مرحله  کننده  اسعععتونیتریل( به

سرعت انتقال جرم آنالیت    ستخراج   ها به داخل قطرات فرآیند ا

یابد( استفاده شده و مدت  کننده افزایش میریز حلال استخراج 

 را تحت تأثیر قرار دهد.  تواند کارایی استخراجزمان آن می

ستخراج   حلال شتن  کننده باید دارای ویژگیا هایی نظیر دا

و   ت کم در آبیدانسععیته بیشععتر یا کمتر نسععبت به آب، محلول

شد     سب با شی   22رفتار کروماتوگرافیکی منا (. در این کار پژوه

های اتکتیک عمیق به دلیل سععمیت کم، سععنتز آسععان از حلال

قیمت  های آلی سعععمی و گران جای حلال ن به ها و ارزان بود آن

شد. در بین این حلال    ستفاده  شتر    ها، حلالا سیته بی های با دان

ها پس از سانتریفیوژ آسان باشد  گردیدند تا برداشتن آنانتخاب 

 23  .) 

ثر در ؤهای م کننده از دیگر پارامتر   ح م حلال اسعععتخراج

ست که نیاز به بهینه DLLME روش  . ح م حلال سازی دارد  ا

ستخراج  شده پس از   آوریتواند ح م فاز آلی جمعکننده می ا

تاثیر   پذیری نتایج و کارآیی اسععتخراج را تحتاسععتخراج، تکرار

کننده  با افزایش ح م حلال اسعععتخراج  قرار دهد. به طور کلی

یابد، از سععوی دیگر این افزایش  اسععتخراج افزایش میراندمان 

شدن    سبب رقیق  ستخراجی و من ر به  آنالیتح م  ها در فاز ا

 (.20شود  ای میهای ت زیهکاهش فاکتور تظلی  و سیگنال

به آب         مک  با افزودن ن قدرت یونی محلول آبی  افزایش 

له   ند اثرات مختلفی  در  نیز می DLLMEدیونیزه در مرح توا

بخش بالا ذکر شد( بر روی کارایی استخراج داشته باشد و نیاز      

 ازی دارد.سبه بهینه

برای جدایش فازها و  DLLMEان ام سعععانتریفیوژ درروش 

یت     آوری قطرات حلال اسعععتخراج جمع نال های  کننده حاوی آ

(. بنابراین پارامترهای  20باشععد  شععده ضععروری میاسععتخراج 

سرعت و مدت     شامل  سانتریفیوژ می مرتبط با آن    توانندزمان 

 کارایی استخراج را تحت تأثیر قرار دهند. 

هادی در اسعععتخراج      کارایی روش پیشعععن برای بررسعععی 

شنهادی از  های ت زیهها، برخی پارامتربیوتیکآنتی ای روش پی

گیری، محدوده خطی و درصععد  جمله حد تشععخیص، حد اندازه

( برای 21-25های قبلی گزارش شععده  انحراف نسععبی با روش

های مختلف مقایسععه شععد که در  ها از نمونهاسععتخراج آنالیت

به آن اشعععاره شعععده اسعععت. حد تشعععخیص و حد       2ول جد 

شنهادی پایین اندازه سایر   گیری روش پی سه با   تر و یا قابل مقای

ها اسععت. تکرارپذیری روش نیز بهتر و یا قابل مقایسععه با   روش

بععاشععععد. همچنین محععدوده خطی روش کععارهععای قبلی می

ها اسععت. تر و یا قابل مقایسععه با سععایر روشپیشععنهادی وسععیع

آمده در این بخش بیانگر این واقعیت اسععت که دسععتج بهنتای

پذیر و          مد، حسعععاس، تکرار کارآ هادی روشعععی  روش پیشعععن

نالیز آنتی  قابل   ای  ه های مذکور در نمونه   بیوتیک اعتماد برای آ

 باشد.مرغ میتخم

 

 

 های مختلف با روش های مشابهها از نمونهبیوتیکآنتیمقایسه کارایی روش پیشنهادی در استخراج  .2جدول 

 محدوده خطی نمونه روش

)1-( ng g 

 حدتشخیص

)1-( ng g 

 حداندازه گیری

)1-( ng g 

 درصدانحراف استاندارد

 نسبی   %(

 منبع

 21 5/3-1/0 5/2-1/3 5/1-1/1 1-1111 تخم مرغ الف

 26 51/6-0/11 12-25 5/1-1/12 - گوشت ب

 25 6/0-5/0 5/13-0/25 2/0-2/5 0/21-0/311 عسل ج

 روش حاضر 1/0-1/1 0/12-6/10 5/3-0/0 0/12-111 تخم مرغ د
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های اکسعععی  بیوتیک با توجه به نتایج بدسعععت آمده، آنتی       

سایکلین و کلرامفنیکل در نمونه  ضور      هاتترا شده ح سی  ی برر

سایکلین       بیوتیکدارند و آنتی سی  سیلین جی و داک های پنی 

ها وجود ندارد  دلیل این امر قیمت بالاتر       کدام از نمونه  در هی 

س  سیلین جی و داکسی  های پنیبیوتیکآنتی تفاده  سایکلین و ا

باشععد(. مقایسععه مقادیر  های سععنگین میاز آنها در پرورش دام

بیوتیک اکسعععی تتراسعععایکلین با حد م از       یافت شعععده آنتی  

نده این آنتی   با  ما یک   قی نه تخم 25بیوت  011مرغ  ( در نمو

شان        شت جهانی( ن سازمان بهدا ستاندارد  نانوگرم بر گرم طبق ا

 بیوتیک در دهد که خوشعععبختانه مقدار باقیمانده این آنتی         می

 شععده کمتر از حد م از پیشععنهاد مرغ بررسععیهای تخمنمونه

بیوتیک شعععده اسعععت. این در حالی اسعععت که باقیمانده آنتی      

سی های تخمکلرامفنیکل در نمونه   یشده  در محدوده  مرغ برر

نانوگرم بر گرم( یک مسععئله جدی به شععمار    36تا  21غلظتی 

های بیوتیک طبق دسعععتورالعملرود زیرا مصعععرف این آنتیمی

در  بیوتیکالمللی منع شعععده  حد م از باقیمانده این آنتی  بین

شععده   غ صععفر در نظر گرفتهمرهای دامی از جمله تخمفرآورده

نده آن نشعععان      ما باقی نده اسعععت( و  بالا برای   ده ی ریسعععک 

در  بیوتیکیآنتی هایباقیمانده باشعد. وجود ها میکنندهمصعرف 

مصرف داروهای    کنترل در فقدان دلیل به است  ممکن مرغ،تخم

 ذکرشده  موارد نظر گرفتن در بدون دارو از استفاده  دامپزشکی، 

صرف   توجه به مدت عدم و دارویی برچسب  در زمان پرهیز از م

با توجه نتایج اثر ماتریکس، ماتریکس       (. همچنین 25  باشعععد 

شععده تأثیر محسععوسععی در کارایی روش   های بررسععی نمونه

 های موردمطالعه ندارند.بیوتیکپیشنهادی برای استخراج آنتی

 گیرینتیجه

ضر، باقیمانده چهار آنتی  لین،  سی بیوتیک  پنیدر مطالعه حا

اکسعععی تتراسعععایکلین، کلرامفنیکل و داکسعععی سعععایکلین( در 

بررسعععی و   HPLCمرغ با اسعععتفاده از دسعععتگاه های تخمنمونه

تعیین مقدار شعععد. در این کار پژوهشعععی، قبل از آنالیز کمی       

تلفیق  HLLEشععده از روش جدید و کارآمد  های بررسععینمونه

مبتنی بر حلال اتکتیک عمیق که به عنوان  DLLMEشعععده با 

شناخته می  حلال سبز  ستخراج و پیش تظلی    های  شوند برای ا

 های های موردمطالعه اسعععتفاده شعععد. آنالیز نمونه       بیوتیک آنتی

ها به از آن درصعععد 15/25مرغ موردمطالعه نشعععان داد که تخم

کل آلوده   ظت      اکسعععی تتراسععععایکلین و کلرامفنی ند. غل بود

ها بالاتر و غلظت اکسعععی تتراسعععایکلین     کلرامفنیکل در نمونه  

 تر از حداکثر باقیمانده م از بود.  پایین

گونه تعارض منافعی برای    نویسعععندگان هی   : تعارض منافع  

 اعلام ندارند.
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Background and Objectives: Antibiotics are chemical compounds, which are extensively used in the treatment of 

diseases in animals worldwide. Ignorance or negligence of the withdrawal time and use of antibiotics more than that 

prescribed have resulted in the presence of antibiotic residues in food products such as eggs that can include adverse 

effects on the consumer health. The aim of this study was to develop an appropriate method to assess antibiotics in eggs. 

 Materials & Methods: In the present study, an efficient method called homogeneous liquid-liquid extraction in 

combination with deep eutectic solvent-based dispersive liquid–liquid microextraction was developed for the extraction 

of penicillin G, oxytetracycline, chloramphenicol and doxycycline from egg samples and then analyses were carried out 

using high performance liquid chromatography. To achieve high extraction recoveries, effects of various parameters 

including concentration and volume of the zinc acetate solution, salt quantity, type and volume of the extraction/dispersive 

solvent and vortexing time were investigated and optimized in HLLE step as well as type and volume of the extraction 

solvent, ionic strength and rate and time of the centrifuging procedure in DLLME step. 

Results: Under the optimum extraction conditions, extraction recoveries were in the ranges of 59–75%. Detection limits 

of the method for analytes were in the range of 3.7–4.4 ng g–1.  Consumption of small volumes of the organic solvents 

has been addressed as another advantage of this method. Moreover, 35 egg samples were analyzed with the highlighted 

method and results indicated that 28.58% of the investigated egg samples were contaminated by at least one of the listed 

antibiotics. 

Conclusion: The current developed method could effectively assess contents of the antibiotics in eggs. 

Keywords: Antibiotic residue, Homogenous liquid-liquid extraction, Dispersive liquid-liquid microextraction, Deep 

eutectic solvent, High-performance liquid chromatography, Eggs 
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