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 15/12/1411تاریخ پذیرش:                                                                                            6/11/1411تاریخ دریافت: 

 چکیده

ه گیرد کها در صنعت پرورش دام و به طور بی رویه برای رشد و درمان دام مورد استفاده قرار میانواع مختلفی از آنتی بیوتیک سابقه و هدف:

مجاز باعث  بیوتیک بالاتر از حدشد. مصرف شیر آلوده به بقایای آنتیدامی مانند شیر خواهد بیوتیکی در محصولاتهای آنتیسبب تجمع باقیمانده

نیات از ها در شیر و لببیوتیکشود. به همین دلیل پایش باقیمانده آنتیبیوتیکی میهای آنتیایجاد سمیت برای انسان و معضل بروز مقاومت

 ای برخوردار است.اهمیت ویژه

های بیوتیکمایع پخشی کنترل شده با دما با استفاده از مایعات یونی برای استخراج آنتی-در این تحقیق روش میکرو استخراج مایع ها:مواد و روش

الا مجهز روش کروماتوگرافی مایع با کارایی بگیری کمی آنها بهشده و اندازه سیلین، کلوگزاسیلین و اریترومایسین از شیر گاو توسعه دادهآموکسی

علاوه اثر پارامترهای مختلف موثر در کارایی استخراج مانند حجم عامل رسوب دهنده و زمان ورتکس ه شناساگر آرایه دیودی صورت گرفت. بهب

 سازی شدند.زنی و دمای محلول آبی بهینهکننده، اثر نمککردن و همچنین نوع و مقدار حلال استخراج

ها در بیوتیکنمونه شیر را نشان داد که همگی بالاتر از حد مجاز بودند. دیگر آنتی 8های شیر وجود آموکسی سیلین در آنالیز نمونه :هايافته

 طوریکههای شیر برخوردار بود بههای هدف از نمونهبیوتیکهای شیر یافت نشد. روش پیشنهادی از کارایی بالایی در استخراج باقیمانده آنتینمونه

-88ها تحت شرایط بهینه، کارایی روش پیشنهادی در استخراج آنالیتبوده و  5/4تا  3تکرارپذیری روش بر اساس درصد انحراف استاندارد نسبی 

 لیتر بدست آمدند.نانوگرم در میلی 8/3و  1/1گیری به ترتیب کمتر از درصد و حدود تشخیص و اندازه 88

های انتخابی در شیر گاو مناسب بوده و حد تشخیص آن کمتر از حداکثر مجاز تعیین گیری آنالیتای اندازهروش توسعه داده شده بر گیري: نتیجه

 باشد.ها میبیوتیکشده برای باقیمانده این آنتی

  مایع پخشی، توسعه روش، کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا-بیوتیک، شیر، میکرواستخراج مایعآنتی واژگان كلیدي:

  مقدمه 

ها موادی هستند که قادر به کشتن یا مهار رشد بیوتیکآنتی

ها در صنعت ای از آنها بوده و بخش عمدهمیکروارگانیسم
ها استفاده دامپروری و برای درمان و پیشگیری از بیماری

عنوان محرک رشد به ها بهبیوتیکشود. همچنین برخی آنتیمی

گردد خوراک می خوراک دام افزوده شده و سبب بهبود کارایی

(1.) 
گرچه سلامت گله حیوانات در نهایت موجب دسترسی 
مصرف کنندگان به محصولات غذایی سالم و با کیفیت بالا و 

 شود ولی از طرفی استفادهقیمت مناسب مانند گوشت و شیر می
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ها نیز مشکلات بهداشتی دیگری مانند بیوتیکرویه از آنتیبی
های بیوتیکی و یا ایجاد واکنشهای آنتیمعضل افزایش مقاومت

دنبال خواهد داشت. در حال زایی را بهآلرژی، سمیت و سرطان

حاضر میانگین جهانی مصرف سالانه مواد ضد میکروبی به ازای 
گرم است میلی 111هر کیلوگرم وزن حیوان تولید شده بیش از 

(2 .) 
ای برای پایش باقیمانده طور کلی، روش های تجزیهبه
های غربالگری و توان در دو گروه روشها را میبیوتیکآنتی

های مهار میکروبی مانند روش تاییدی طبقه بندی کرد. روش
دلیل اینکه آسان و مقرون به صرفه بوده و قادرند چهار پلیتی  به 

های مختلف را در یک آزمایش واحد پوشش دهد، بیوتیکآنتی
ربالگری پرکاربردترین روش برای تشخیص و بخصوص غ

بیوتیکی در مواد غذایی با منشاء دامی هستند های آنتیباقیمانده

های مثبت کاذب در این اما دقت پایینی داشته و احتمال نمونه
(. از طرفی، با توجه به حدود مجاز 3روش زیاد است )

(Maximum residue limits توصیه شده برای باقیمانده )
 های نظارتیتوسط سازمانها در محصولات غذایی بیوتیکآنتی

(، برای تشخیص مقادیر پایین ppbمانند اتحادیه اروپا )معمولاً 
ای حساس و کارآمد مورد نیاز است. که روش های تجزیه

 (. 4، 5ها است )کروماتوگرافی مایع یکی از آن
ها، یک مرحله عموماً قبل از تجزیه دستگاهی نمونه

ها و پیش تغلیظ آنالیتسازی برای حذف ترکیبات مزاحم آماده

های گوناگونی برای استخراج (. تاکنون روش6مورد نیاز است )
است که روش های مختلف از مواد غذایی ارائه شدهآنالیت

 DLLME (Dispersiveمایع پخشی یا -میکرواستخراج مایع

Liquid-Liquid Microextraction یکی از انواع متداول آن )
در این روش یک حلال پخش کننده (. 8-11رود )شمار میبه

قطبی و  یک حلال استخراج کننده غیرقطبی به محلول آبی 
تزریق و مخلوط نهایی برای جداسازی فازها سانتریفیوژ می 

( دارای نقطه ذوب Ionic liquidsشود. اخیراً مایعات یونی )
پایین، سمیت کمتر و همچنین سازگار با محیط زیست هستند، 

 DLLMEخراج کننده جایگزین برای روش به عنوان یک است
 (. 11، 12اند )پیشنهاد شده

هدف کار پژوهشی حاضر توسعه و معرفی یک روش کارآمد 
سیلین های آموکسیبیوتیکبرای استخراج آنتی

(Amoxicillin( کلوگزاسیلین ،)Cloxacillin و اریترومایسین )
(Erythromycinاز نمونه )منظور از های شیر گاو بود. برای این

روش میکرو استخراج مایع مایع پخشی کمک شده بوسیله 
های گیری باقیماندهمایعات یونی استفاده شده و سپس اندازه

آنتی بیوتیکی با استفاده از کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا 

 HPLC–diode arrayمجهز به شناساگر آرایه دیودی )

detectorگرفت.(  انجام 

  هامواد و روش 

 برداری و مواد شیمیایینمونه
 1411نمونه شیر پاستوریزه در پاییز سال  31تعداد 

های عرضه در شهر تبریز تهیه و در صورت تصادفی از محلبه
ریز تبآزمایشگاه مرکز ایمنی غذا و داروی دانشگاه علوم پزشکی

شده استخراج و آنالیز شدند. تری کلرواستیک تحت شرایط بهینه
متیل ایمیدازولیوم تترا فلوئورو فسفات -3-هگزیل-1اسید، 

([C6MIM][PF6] ،)1-متیل ایمیدازولیوم تترا -3-بوتیل

کلرید با درجه ( و سدیم[PF6][C4MIM]فلوئورو فسفات )
 ,Darmstadt, Merckای از شرکت مرک )¬خلوص تجزیه

Germanyهای مورد بررسی از شرکت بیوتیک( و استاندارد آنتی
( تهیه Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USAسیگما )

منظور کنترل کیفی سیستم کروماتوگرافی، شد. همچنین به
گرم در لیتر( هر روز میلی 251ها )بیوتیکمحلول استاندارد آنتی

 ,HPLC  (Model 1200, DAD systemبار به دستگاهسه

Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA  تزریق و )
 فاکتور تغلیظ و راندمان استخراج مورد ارزیابی قرار گرفت.  

 سازی شرایط استخراج بهینه
ل عنوان عامکلرواستیک بهبرای این منظور مقدار اسید تری

 251و  211، 151، 111، 51دهنده )از بین مقادیررسوب
دقیقه( قبل  5گرم( و همچنین زمان ورتکس کردن )یک تا میلی
ر  های شینتریفیوژ شیر برای جداسازی رسوب پروتئیناز سا
-سازی شد. همچنین عوامل موثر در مرحله استخراج مایعبهینه

کننده )از بین مایعات مایع پخشی شامل نوع حلال استخراج
[(، حجم حلال )با PF4C][6MIM[ و ]PF6C][6MIMیونی ]

 نی )بازمیکرولیتر(، اثر نمک 151و  61، 51اضافه کردن مقادیر 
درصد  5افزودن مقادیر متفاوتی از نمک در محدوده صفر تا 

 01تا  51حجمی( و تنظیم دمای محلول آبی در دماهای -وزنی
سازی گردید. برای بررسی عوامل مؤثر در درجه سلسیوس بهینه

 "یک پارامتر در یک زمان"شده از روش روش توسعه داده
ح زیر پیک حاصل از استفاده و تاثیر این عوامل با مقایسه سط

ها و (. این آزمون13ها در شرایط مختلف بررسی شد )آنالیت
صورت تکرار انجام و نتایج به 3های اعتبار بخشی روش در آزمون

 انحراف استاندارد بیان شدند. ±ها میانگین داده

 روش استخراج
 مایع پخشی کنترل-این مطالعه بر پایه روش استخراج مایع

منظور استخراج شده با دما  با استفاده از مایعات یونی به
های شیر گاو توسعه بیوتیکی از نمونههای آنتیباقیمانده

کمک کروماتوگرافی مایع با ها بهگیری آنشده و اندازهداده
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ت. اسی صورت گرفتهکارائی بالا مجهز به شناساگر آرایه دیود
لیتر نمونه شیر حاوی میلی 5برای این منظور، ابتدا مقدار 

های مورد مطالعه به داخل یک لوله آزمایش منتقل بیوتیکآنتی
گرم تری کلرواستیک اسید اضافه شد. میلی 151و بر روی آن 

دقیقه ورتکس شده و سپس با سرعت  3مخلوط حاصل به مدت 

دقیقه سانتریفوژ گردید. سپس  5دت دور در دقیقه به م 4111
میلی لیتر از فاز رویی )حاوی آنتی بیوتیک های مورد مطالعه(  2

 3میلی لیتر محلول سدیم کلرید به غلظت  4برداشته شده و با 
میکرولیتر از  51حجمی مخلوط شد. پس از آن، -درصد وزنی
متیل ایمیدازولیوم تترا فلوئورو فسفات -3-هگزیل-1مایع یونی 

ه داخل محلول آزمایشی اضافه و  محلول در داخل حمام آب ب
درجه سلسیوس قرار داده شد تا مایع یونی کاملآً  81در دمای 

حل شود. سپس محلول در داخل حمام آب یخ قرار گرفت. در 
این مرحله حلالیت مایع یونی در محلول آزمایشی کاسته شده 

پخش می  و این حلال به صورت قطرات ریزی در داخل محلول
ین نششود. محلول ابری شکل حاصله سانتریفوژ شده و فاز ته

تزریق شد. برای دستیابی به  HPLC-DADشده به سیستم 
شرایط کارکرد  حداکثر تفکیک در سیستم کروماتوگرافی،

HPLC-DAD 1ها مطابق جدول بیوتیکبرای جداسازی آنتی 
  .انتخاب شد

  اعتبارسنجی روش
معیارگیری یا منحنی کالیبراسیون، پس از ترسیم نمودار 

ها، یکبیوتکار رفته برای آنالیز آنتیای روش بهمشخصات تجزیه

(، Limit of detectionشامل فاکتورهایی از قبیل حد تشخیص )
(، تکرارپذیری Limit of quantificationگیری )حد اندازه

(RSD%فاکتور تغلیظ و راندمان استخراج، ارزیابی و محاسبه ،) 
 (.14شدند )

  هايافته 
 های موثر در استخراج سازی پارامترنتایج بهینه

شان داد که   نتایج بهحجم عامل رسوب دهنده:   دست آمده ن

گرم از اسید تری کلرو استیک بهترین   میلی 151افزودن مقدار 
ستخراج سه آنالیت مورد مطالعه    نتیجه را از نظر افزایش بازده ا

داشتتتت. از این رو در ادامه مطالعه از این مقدار عامل رستتتوب 
 دهنده استفاده شد.  

بررستتتی اثر این پارامتر با     مدت زمان ورتکس کردن نمونه:   

نه  ید و در    مخلوط نمودن نمو های شتتتیر پس از افزودن استتت

های مختلف صتتورت گرفت. نتایج نشتتان داد ستته دقیقه  زمان
 ایهای تجزیهستتیگنال ها ستتبب افزایشورتکس نمودن نمونه

 شده و پس از آن بازده استخراج کاهش یافت.

مک زنی:   تا     اثر ن قدرت یونی محیط  مک و افزایش  افزودن ن

درصتتد وزنی/حجمی از کلرید ستتدیم منجر به افزایش  2مقدار 
صور که در نمودار      شد. همان ستخراج  شاهده     1کارایی ا قابل م
سیگ      ستفاده از مقادیر بیشتر نمک  ست، در ا ای های تجزیهنالا

ها کاهش یافت لذا در ادامه مطالعه از افزودن         مربوط به آنالیت   
 درصد نمک استفاده شد. 2

مایع   کننده:  نوع حلال استتتخراج تا دو  یونی  در این راستتت

دیده    1که در نمودار مختلف مورد استتتتفاده قرار گرفت.  چنان   
رو متیل ایمیدازولیوم تترا فلوئو  -3-هگزیل -1شتتتود، حلال می

 های موردفستفات دارای بیشتترین کارایی در استتخراج آنالیت   
 نظر بود و برای آزمایشات بعدی انتخاب شد.

ای بر استتاس حجم های تجزیهبررستتی ستتیگنالحجم حلال: 

ستخراج  شان داد که افزایش حجم حلال از  حلال ا  51کننده ن

  هایمیکرولیتر ستتتبب تغییر راندمان استتتتخراج آنالیت 81به 
شد. از این مورد  صرف کم حلال آلی،  مطالعه ن  51رو به دلیل م

 عنوان حجم بهینه حلال انتخاب گردید. میکرولیتر به

فاز آبی:    مای  نه نقش موثری در     د حاوی نمو مای محلول  د

تواند کارایی روش را بهبود بخشد. برای  کارایی روش دارد و می
در  به دستتتت آوردن دمای بهینه، آنالیزها در دماهای مختلف        

حدوده   تایج        01تا   51م جام شتتتد. ن جه ستتتلستتتیوس ان در
ستخراج آنالیت  1آمده )شکل دست به شان داد که بازده ا ها تا  ( ن

ماند. لازم به درجه ستتلستتیوس افزایش و ستتپس ثابت می  81

گراد مایع  درجه سانتی  51توضیح است که در دماهای کمتر از   
ستخراج کننده      شده به عنوان حلال ا ستفاده  در محلول یونی ا

 نمونه حل نشد.   

 های شیر گاوها در نمونهبیوتیکی کروماتوگرافی مایع با کارائی بالا به منظور آنالیز باقیمانده آنتیشرایط بهینه. 1جدول 

 میکرومتر  5/3متر و قطر ذرات: میلی 6/4متر، قطر خارجی: سانتی 5به طول  Xbridge C18ستون  نوع ستون

 شویش گرادیانی نوع شستشو

درصد با سرعت  31به  81: مخلوط استونیتریل و متانول با نسبت حجمی Bگرید، حلال  HPLCدرصد  2/1: فرمیک اسید Aحلال  ترکیب فازمتحرک

 لیتر در دقیقه میلی 2/1جریان 

 Bدرصد حلال  81تا  21دقیقه: گرادیان خطی از  6تا  3 اعمال گرادیاننحوه 

 Aدرصد حلال  81تا  21دقیقه: گرادیان خطی از  6-8

 درصد B =21درصد، حلال  A =81دقیقه: حلال  2

 درجه سانتیگراد  41میکرولیتر و دمای ستون در  51لوپ:  کنندهتزریق

 نانومتر 285نانومتر و اریترومایسین در  206نانومتر ، کلوگزاسیلین در  335سیلین در آموکسی موج آشکارسازیطول
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 بیوتیکی از شیر گاوهای آنتیسازی عوامل موثر در کارایی روش پیشنهادی برای استخراج باقیماندهبهینه  .1شکل 

 

 ای نتایج مشخصات تجزیه

تحت شرایط بهینه  ای روش حاضرپارامترهای تجزیه

های کالیبراسیون با (. منحنی14محاسبه و ارائه گردیدند )

های مورد مطالعه و رسم اسپایک کردن هشت غلظت از آنالیت

یافته  ها پس از اجرای روش توسعهای آنالیتسیگنال تجزیه

ها از ترسیم شد و محدوده خطی روش برای هر یک از آنالیت

یری گمد. حد تشخیص و حد اندازهمنحنی کالیبراسیون بدست آ

ه ها نسبت سیگنال بهایی که در آنروش به ترتیب برابر غلظت

باشد درنظر گرفته شد. تکرارپذیری و می 11و  3ترتیب نویز به

  (% RSD)دقت روش با استفاده از انحراف استاندارد نسبی

نانوگرم در  25محلول حاوی  6منظور حاصل شد. برای این

با شرایط یکسان و در حالت بهینه استخراج  هااز آنالیت لیترمیلی

ها نشان از بر اساس مساحت زیر پیک  RSD شدند. درصد

تکرارپذیری بالای روش ارائه شده دارد. نتایج اعتبارسنجی روش 

 ارائه شده است. 2پیشنهادی در جدول 

 های شیر گاوها از نمونهبیوتیکپیشنهادی در استخراج باقیمانده آنتیای روش مشخصات تجزیه. 2جدول 

فاکتور      راندمان 

 تغلیظ

درصد انحراف استاندارد 

 (=n 6) نسبی 

 گیریحد اندازه

نانوگرم در )

 (لیترمیلی

 حد تشخیص

نانوگرم در )

 (لیترمیلی

ضریب 

 (2rتعیین )

 محدوده  خطی 

نانوگرم در )

 (لیترمیلی

 حد مجاز

نانوگرم در )

 (لیترمیلی

 

 آنالیت

  در یک روز بین روزها 

88 ±  2   105 ±   5  6/3 1/3 8/3 1/1 008/1  سیلینآموکسی 4 511-8/3 

82 ± 4 215 ± 11  1/4  2/3  1/3  0/1  کلوگزاسیلین 31 511-1/3 004/1 

88 ± 5 108±  11  5/4  8/3  1/2  6/1  اریترومایسین 41 511-1/2 000/1 
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 123                                                                          1412 بهار، 1، شماره هجدهممجله علوم تغذیه و صنایع غذایی ایران، سال 

 های حقیقیآنالیز نمونه

مورد  هایبیوتیکروش پیشنهادی در استخراج آنتیقابلیت 

ها ( شیر در استخراج آنالیتMatrixمطالعه و بررسی اثر بافت )

شیر گاو تحت شرایط  نمونه 31ها در تعداد گیری آنبا اندازه

 HPLC-DADهای سازی شده انجام شد. کروماتوگرامبهینه

باقیمانده  شیر دارای نمونه 8دهند که تعداد حاصل نشان می

ها بالاتر از حدمجاز باقیمانده سیلین بوده و همگی آنآموکسی

ی مورد هابیوتیکلیتر بود. دیگر آنتینانوگرم در میلی 4یعنی 

کروماتوگرام محلول  1ها یافت نشد.. شکلمطالعه در نمونه

گرم در میلی 11ها )هر کدام به غلظت بیوتیکاستاندارد آنتی

 51های انتخابی )یر آلوده شده به آنالیتهای شلیتر(، نمونه

 دهد. لیتر( و یک نمونه حقیقی شیر نشان میمیکروگرم در میلی

 
(، Aمحلول استاندارد ) HPLC-DADکروماتوگرام های  .2شکل 

( و نمونه شیر بدون Bهای هدف )نمونه شیر اسپایک شده با آنالیت

سیلین، آموکسی(: 1( پس از اجرای روش پیشنهادی. )Cاسپایک )

 (: اریترومایسین.3(: کلوگزاسیلین، )2)

 

 ها و لاکتوزبه دلیل اینکه مواد مختلفی مانند پروتئین

ل ها تداخگیری آنالیتموجود در بافت شیر ممکن است در اندازه

ایجاد نماید، صحت روش و اثر بافت در کارایی روش ارائه شده 

ده های شیر اسپایک شهها از نمونبیوتیکاز طریق استخراج آنتی

های استاندارد تعیین گردید های مختلفی از محلولبا غلظت

(. مقادیر بازیابی نسبی بدست آمده نشان داد ماتریکس 14)

 ها در کارایی روش پیشنهادی تاثیر ناچیزی دارد.نمونه

مطالعه اثر بافت شیر در کارایی روش  .3جدول

 های شیر گاونمونهها از بیوتیکاستخراج باقیمانده آنتی

 مقادیر بازیابی نسبی ±انحراف استاندارد  آنالیت

 5نمونه 4نمونه 3نمونه 2نمونه 1نمونه

 لیتر اسپایک شدندنانوگرم در میلی 5ها به غلظت همه نمونه با مخلوط آنالیت

 08±5   05±8 01±2 03±8 05±4 نسیلیآموکسی

 08±4    06±5 04±5 01±4 04±2  کلوگزاسیلین

   02±6 03±5 08±2 08±2 00±4 اریترومایسین

 لیتر اسپایک شدندنانوگرم در میلی 51ها به غلظت همه نمونه با مخلوط آنالیت

 01 ±4 05 ±3  06 ±2 111 ±3 02 ±4 نسیلیآموکسی

 03 ±3  05 ±3 04 ±5 03 ±4  01 ±5  کلوگزاسیلین

   08 ±3  05 ±6  04 ±4  02 ±8  04 ±3 اریترومایسین

 

  بحث 
توانند مزاحمت موادی از قبیل دهنده میعوامل رسوب

ها و غیره را در استخراج ساکاریدها، رنگدانهها، پلیپروتئین

های متداول های فاز آبی شیر حذف کنند و یکی از روشآنالیت

های شیر استفاده از اسید تری کلرو استیک این کار در نمونه

 دهیکلرواستیک قادر به رسوبتری (. مقدار کم اسید5است )

-ها نخواهد بود و از طرفی، مقدار زیاد آن نیز میکامل پروتئین

 سازی مقدار آنتواند سبب تغییر ماهیت نمونه شود لذا بهینه

 (. 15لازم است )

های مهم در اجرای روش استخراج توسعه یکی از پارامتر

باشد. حلال کننده میداده شده، انتخاب نوع حلال استخراج

کننده بایستی حلالیت کمی در فاز آبی داشته و قابلیت استخراج

پخش شدن در آن را داشته باشد. از طرف دیگر این حلال یا 

آوری آن با باید دارای دانسیته متفاوت از آب باشد تا جمع

 (. 6سانتریفیوژ ممکن باشد )

 حجم این حلال نیز بازده استخراج و تکرارپذیری نتایج را

دهد یعنی حجم بالای حلال سبب افزایش تاثیر قرار میتحت

شده پس از استخراج، کاهش فاکتور تغلیظ و حجم فاز جمع

ای خواهد شد. ضمنا کاهش های تجزیهبنابراین کاهش سیگنال

حجم حلال نیز موجب کاهش کارایی استخراج و تکرارپذیری 

سازی شود کننده باید بهینهاستخراج گردد لذا حجم حلالمی

کننده در (. در این مطالعه افزایش حجم حلال استخراج16)

ای همیکرولیتر تاثیری در افزایش سیگنال 51مقادیر بالاتر از 

 51های کمتر از ذکر است که در حجمای نداشت. لازم بهتجزیه

میکرولیتر حجم فاز ته نشین شده کم بوده و نتایج تکرارپذیر 

 نبود. 

وسیله افزایش کلرید محلول آزمایشی به ایجاد قدرت یونی

تواند سبب کاهش میزان دسترسی سدیم ضمن اینکه می
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 ها به داخل حلالهای آنالیت به آب و بنابراین انتقال آنمولکول

 شود، ازکننده و در نتیجه افزایش کارایی استخراج  استخراج

طرفی نیز ممکن است حل شدن حلال استخراج کننده در فاز 

شده و را کاهش داده و منجربه افزایش حجم فاز آلی جمعآبی 

(. لذا یکی 18سازی شود )ای در اثر رقیقکاهش سیگنال تجزیه

های استخراج است که نیاز به از پارامترهای موثر در اکثر روش

 سازی دارد. ارزیابی و بهینه

دمای فاز آبی از دیگر عوامل مؤثر در فرآیند پیشنهادی است 

تواند موجب پخش بهتر که گرم شدن محلول آبی میطوریبه

حلال استخراج کننده در محلول آبی شده و با تغییر ضرایب 

انتشار سرعت استخراج را تحت تأثیر قرار دهد و در نتیجه، سطح 

تماس بین حلال و نمونه افزایش یافته و سرعت انتقال و 

تواند ما میها بهبود پیدا میکند. البته افزایش داستخراج آنالیت

ها به داخل فاز آبی سبب کاهش راندمان با انتشار بیشتر آنالیت

ای ای در دماههای تجزیهاستخراج شود. بنابراین مقادیر سیگنال

 (. 18مختلف تغییر خواهد کرد )

منظور ارزیابی کارایی روش پیشنهادی در استخراج به

 روش ایهای انتخابی، برخی پارامترهای تجزیهبیوتیکآنتی

ز ها اکار رفته برای استخراج این آنالیتحاضر با چند روش به

های شیر مقایسه شد. این بررسی نشان داد مقادیر نمونه

د طوریکه حباشد بهشایستگی روش ارائه شده قابل قبول می

 1/1تشخیص بدست برای آموکسی سیلین در تحقیق حاضر )

 های انجام شده بالیتر(، قابل مقایسه با روشنانوگرم در میلی

تر کروماتوگرافی مایع مجهز به شناساگرهای بسیار حساس

(LC-MS/MSبود که در آن ) ها حد تشخیص این آنالیت یک

( بوده 21لیتر )نانوگرم در میلی 0/1( و 10لیتر )نانوگرم در میلی

 0/1است. همچنین حد تشخیص کلوگزاسیلین بدست آمده )

ری تر از مقادیر این پارامتر در بکارگینلیتر( پایینانوگرم در میلی

نانوگرم در  2در مطالعات دیگر یعنی  LC-MS/MSروش 

علاوه حدود تشخیص اریترومایسین در (. به10لیتر است )میلی

دو تحقیق انجام شده بوسیله کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا 

( 22)لیتر نانوگرم در میلی 25( و 21لیتر )نانوگرم در میلی 11

گزارش شده است که بسیار بالاتر از حد تشخیص بدست آمده 

باشد. همچنین در لیتر( مینانوگرم در میلی 6/1در این کار )

ها، روش توسعه داده شده مقادیر قابل مقایسه با سایر روش

 (21، 22) و تکرارپذیری (10، 21) قبولی برای راندمان استخراج

  های هدف ارائه کرده است.آنالیت

 گیرینتیجه

این کار پژوهشی روش میکرو استخراج مایع مایع پخشی 

کنترل شده با دما  با استفاده از مایعات یونی برای استخراج و 

ن، سیلیهای آموکسیبیوتیکتغلیظ باقیمانده آنتیپیش

اده های شیر گاو با استفکلوگزاسیلین و اریترومایسین در نمونه

ائی بالا استفاده شد. سادگی روش، مایع با کاراز کروماتوگرافی

های سبز و با سمیت کمتر را قابل اعتماد بودن، مصرف حلال

اعتبار  توان از جمله مزایای روش توسعه داده شده بر شمرد.می

ای مطلوب بود های تجزیهبخشی روش نشان دهنده پارامتر

درصد و فاکتور تغلیظ  88ای که راندمان استخراج بالای گونهبه

حاصل شد. همچنین حد تشخیص روش  105ش از بی

پیشنهادی کمتر از حداکثر مجاز تعیین شده برای باقیمانده این 

 آمیزی بر رویطور موفقیتها بود. روش مذکور بهبیوتیکآنتی

 های حقیقی فقط وجودهای شیر انجام گرفت و آنالیز نمونهنمونه

مگی بالاتر نمونه شیر را نشان داد که ه 8آموکسی سیلین در 

 از حد مجاز بودند. 
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Background and Objectives: Different types of antibiotics are used indiscriminately in animal husbandry for the growth 

and treatment of livestock, which cause accumulation of antibiotic residues in livestock products such as milk. Long-term 

consumption of milk contaminated with antibiotic residues above the permissible limits is harmful to human health, 

causing antibiotic resistance problems. Therefore, monitoring of antibiotic residues in milk and dairy products is 

particularly important. 

Materials and Methods: In this study, temperature-controlled ionic liquid-assisted dispersive liquid-liquid 

microextraction  method was developed for the extraction of amoxicillin, cloxacillin and erythromycin residues from cow 

milk and their assessment were carried out using high-performance liquid chromatography equipped with a diode array 

detector. Furthermore, effects of various parameters on the extraction efficiency such as volume of precipitating agent 

and vortexing time, type and quantity of extracting solvent, effects of salt addition and temperature of aqueous solution 

were optimized. 

Results: Analysis of milk samples showed presence of amoxicillin in eight milk samples, all of which included values 

greater the permissible limits. No other antibiotics were detected in the milk samples. The suggested method included 

high efficiencies in extracting the target antibiotic residues from milk samples. Therefore, repeatability of the method 

based on relative standard deviation proportion included 3–4.5. Under optimal conditions, extraction recoveries were in 

range of 78–87% and the limits of detection and quantification less than 1.1 and 3.7 ng/ml were reported, respectively. 

Conclusion: The developed method is appropriate for the determination of selected analytics in cow milk and its detection 

limit is lower than the maximum residue limits for the residues of these antibiotics. 

Keywords: Antibiotic, Milk, DLLME, Method development, HPLC 
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