
  قابل چاپ است

روش استخراج فاز جامد پخشی تلفیق شده با کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا در  توسعه

و مطالعه  مرغتخم یهانمونه ازپر کاربرد  های تتراسایکلینیبیوتیکآنتی زانیم اندازه گیری 

 تاثیر امواج میکرویو در مقدار آن ها

 

  مرغتخم یها نمونه از ینیکلیتتراسا یهاکیوتیب یآنتاستخراج فاز جامد پخشی 
 

 

 
 

 چکیده
ها در حیوانات در سراسر جهان استفاده ای برای درمان بیماریها ترکیبات شیمیایی هستند که امروزه به طور گستردهبیوتیکآنتی    

 غذایی مواد در بیوتیکمانده آنتیباقی وجود سبب شده، توصیه میزان از بیش مصرف نیز و مصرف منع زمان شوند. عدم رعایتمی

ها در بیوتیکمانده آنتیپایش باقی بنابراین .داشته باشد کنندهمصرف سلامت بر روی نامطلوبی تواند اثراتشود که میمی مرغتخممانند 

هدف از این مطالعه توسعه روش  مرغ اهمیت فراوانی دارد.ویژه در محصولات پرمصرف مانند تخممواد غذایی بههای مختلف نمونه

در کار پژوهشی  بنابراین باشد.مرغ میتخم یهادر نمونهپرکاربرد  های تتراسایکلینیبیوتیکآنتی زانیمگیری الیز کارآمد برای اندازهآن

استخراج مایع پخشی برای  -جامد پخشی ترکیب شده با میکرواستخراج مایعاستخراج فاز سازی مبتنی بر حاضر یک روش آماده

ارائه داده  مرغتخم یهااز نمونه( نیکلیو کلروتتراسا نیکلیسایداکس ن،یکلیتتراسا ن،یکلیتتراسایاکس) ایکلینیتتراس یهاکیوتیبیآنت

 نهیبه طیتحت شرا شوند.ای آنالیز میهای استخراج شده با کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا مجهز به دتکتور دیود آرایهشود. آنالیتمی

حاصل شدند. راندمان استخراج  گرم بر گرمنانو 54/0-83/0و  16/0-25/0 هایدر محدوده بیبه ترت یرگیو اندازه صیحدود تشخ

( نمونه بررسی شده 15نمونه از  6)در  نیکلیتتراسایاکس زیها ناز نمونه یبدست آمد. در تعداد 65-82%  در محدوده روش ارائه شده

آنتی بیوتیک  زانیم تواندیم ی بیوتیک های مورد مطالعه نشان داد که این امواجمطالعه تاثیر امواج فرابنفش در میزان آنتشد.  افتی

 کاهش دهد. طور قابل توجهی را به مورد مطالعه

 بالا، ییبا کارا عیما یکروماتوگراف، ینیکلیتتراسا یهاکیوتیبیآنت ،فلزی -چارچوب آلی، استخراج فاز جامد پخشی :هاواژه کلید

 مرغتخم

 مقدمه

بدن  ضروری برای املاح وها ویتامین ،هامنبع خوبی از پروتئین) مرغبا توجه به ارزش غذایی بالای تخمامروزه     

ای در سفره غذایی مردم (، این محصول به طور گستردهمورد نیاز بدن را داراست یاسیدهای آمینه یهمه و بوده انسان

مرغ عاری از هر گونه های تخممت مردم نیاز است تا نمونهبنابراین به منظور حفظ سلا شود.سراسر جهان استفاده می

که  شوندمرغ شناخته میهای مواد غذایی مانند تخمکنندهترین آلودهیکی از مهمعنوان مانده داروها بهباقی د.آلودگی باش
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ها یک دسته پرمصرف بیوتیکآنتی. (Wang et al., 2017) شودایجاد میاز دارو  مرغداراناز حد  شیاستفاده به در نتیج

عنوان هورمون رشد استفاده یا به هایماریب از یریشگیهت درمان و پج وریپرورش دام و ط از داروها بوده و در صنعت

 هیثانو سمیمتابول از   که شوندشناخته می یکروبیمواد ضدمعنوان بهها کیوتیبیآنت. (Huang et al., 2019) شوندمی

ممانعت از رشد  ایها یرباکت بیقادر به تخر نییپا یهاو در غلظت و یا به صورت سنتزی تولید شده هاسمیکروارگانیم

این  .(Babapour et al. 2012) دباشنیآنها م یزندگ یبرا ازیمورد ن یکیمتابول ای یبر عناصر ساختمان ریتأث قیآنها از طر

 هاآن نیکه از جمله مهمتر شوندیم یبندمیتقس یمختلف هایدر دسته ییایمیبراساس ساختار شترکیبات شیمیایی 

استفاده  .(Moudgil et al., 2019) اشاره کرد هاکولیو آمفن هانیکلتتراسای ها،بتالاکتام ها،دیکوزینوگلیبه آم توانمی

ها( باعث شده دم توجه به مدت زمان منع مصرف آنشده و ع هیدوز توص تیمواد )عدم رعا نیو نامناسب از ا هیرویب

 Menkem et) ها وجود داشته باشدفرآورده ریو ساتخم  ر،یمواد در داخل گوشت، ش نیاز ا یاست که مقدار قابل توجه

al., 2019). جادیقرار داده و منجر به ا ریکننده را تحت تاثتواند سلامت مصرفیم ییدر مواد غذا هاکیوتبییآنت حضور 

 در برابر درمان تیو کاهش حساس کیوتیبیمقاوم به آنت یهاسمیکروارگانیم جادیا ،یکیاختلالات متابول ،یآلرژ

ها در کیوتیبیآنت ماندهیباق زانیم شیو پا گیریاندازه نیبنابرا .(Yang et al., 2014) کننده شوددر مصرف یکیوتیبیآنت

 ست.ا تیاهم حائز اریبس مرغتخممانند مختلف  ییمواد غذا

های محصولات مانند آلاینده حذف یا کاهش غذایی صنایع پیشروی هایچالش مهمترین از یکی از طرف دیگر    

های شیمیایی در مواد غذایی کاهش آلاینده یاهای مختلفی برای حذف روشاز  به امروز، تاباشد. ها میبیوتیکآنتی

 ;Rahmani et al., 2015) اشاره کرد فرابنفشتفاده از اشعه توان به اساست که از آن جمله می شدهاستفاده مختلف 

Nascimento and Azevedo, 2013;.)  سبب مهار انتقال هاآلایندهاین روش از طریق تغییر و تخریب ساختار مولکولی ،

پرتوهای  .(Birmpa et al., 2014) گرددمیها ها به بافت هدف و حذف آنآنو کاهش قابلیت دسترسی 

در سه ناحیه  فرابنفش فیط یطور کلبه. نانومتر پرتوهای فرابنفش هستند 400تا  100 با طول موج سیمغناطالکترو

در  هاسمیکروارگانیاشعه فرابنفش بر م کیولوژیآثار ب نیشتریب) 280تا  200و  315تا  280، 400تا  315طول موجی 

وری افنیک  عنوانبه های پایینبه خصوص در طول موج شپرتو فرابنفباشد(. امروزه در صنایع غذایی از این ناحیه می

 (. Simon et al., 2013شود )میکروبی مواد غذایی استفاده می کاهش بارو  عفونی ضدبه منظور غیرحرارتی 

( برای آنالیز High Performance Liquid Chromatographyکروماتوگرافی مایع با کارایی بالا ) در اغلب موارد از    

 نکهیا لیبه دل ییغذا یهانمونه .(Oka et al., 2000) شوداستفاده می هانیکلیتتراساهای مختلف از جمله بیوتیکیآنت

بدون ای های تجزیهبا دستگاهها آن میمستق زیباشند، امکان آنالیخود م سیدر ماتر باتیاز ترک یانواع مختلف یدارا

باشد یم نییمواد پا نیمانده ایغلظت باق نکهیا لیبه دل گری. از طرف د(Seifrtová et al., 2009) وجود نداردسازی آماده

 Dispersive solid phase) یاستخراج فاز جامد پخش وجود دارد. یریگها قبل از اندازهتیآنال ظیبه تغل ازین

extraction )ش، ذرات جاذب به در این رو های غذایی است.سازی نمونههای آمادهترین روشیکی از شناخته شده

منظور پخش موثر ذرات جاذب . در ادامه کار، به(Wu et al., 2013) شودمستقیم به داخل محلول نمونه اضافه میطور 

شود. در و رسیدن به کارایی بالای استخراج در مدت زمان کم، مخلوط نمونه و جاذب ورتکس و یا اولتراسونیک می
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این ذرات پس از جدا شدن از محلول  شوند.ی فیزیکی و شیمیایی جذب جامد میهاها با برهمکنشاین مرحله، آنالیت

ها اتفاق بیفتد. با توجه به شوند تا واجذب آنالیتنمونه )به کمک فرآیند سانتریفیوژ(، با حلال آلی مناسب شسته می

 Ścigalski and) اثیر قرار دهدطور قابل توجهی تحت تتواند کارایی آن را بهفرآیند استخراج، انتخاب جاذب مناسب می

Kosobucki 2020)اند. های جدید صورت دادههای بسیاری برای معرفی جاذبها تلاش. با توجه به این نکته، شیمیدان

معرفی ( Metal-organic frameworksفلزی )-های آلیهای جدیدی مانند چارچوبها، جاذبدر نتیجه این تلاش

های فلزی و لیگاندهای آلی ها/خوشههیبریدی متخلخل هستند که از طریق خودآرایی یونمواد ها اند. این جاذبشده

 .(Pang et al., 2021) و دارای تخلخل و مساحت سطح بالایی هستندشده تشکیل 

-میکرواستخراج مایعو  DSPEروش ترکیب  جدید مبتنی برسازی حاضر، توسعه روش آمادهکار پژوهشی  هدف از    

های از نمونه های تتراسایکلینیبیوتیکآنتی استخراج برای( Dispersive liquid-liquid microextraction) مایع پخشی

 Diode) ایدیود آرایهدتکتور  به بالا مجهز کارایی با مایع های استخراج شده با کروماتوگرافیآنالیت باشد.می مرغتخم

array Detector ) استفاده از امواج فرابنفش در کاهش  ریبار تاث نخستین یبرا مطالعه نیدر ااستفاده شد. علاوه بر این

 گرفت.قرار  یمورد بررس مرغتخم یهانمونهدر  های مورد مطالعهالیتآن یمحتوا

 کارروش

 و مواد شیمیائی بردارینمونه -

تهیه به صورت تصادفی  (، ایراناستان آذربایجان شرقیشهر تبریز )سطح  هایسوپرمارکتاز  مرغتخمنمونه  15    

مرغ از تولید کنندگان محلی که در پرورش مرغ از آنتی بیوتیک استفاده نکردند تهیه همچنین چند نمونه تخم شدند.

 یمیش در دانشکده هاشیآزماسازی روش پیشنهادی مورد استفاده قرار گرفتند. تمامی و به عنوان بلانک در بهینه شده

 رفت.گ انجام زیتبر دانشگاه

 

 مواد شیمیائی -

یونی  اتمایع ، نیکوتینیک اسید ونیکلیکلروتتراساو  نیکلیسایداکساکسی تتراسایکلین، تتراسایکلین، استاندارد     

متیل ایمیدازولیوم -3-بوتیل-1و  )4MIM] [FeCl6[C[( متیل ایمیدازولیوم تتراکلروفرات-3-هگزیل-1مغناطیسی شامل 

اسید،  کلرواستیکتری تهیه شدند. (Sigma, USAاز شرکت سیگما ) )4eClMIM] [F4[C[(تتراکلروفرات 

O2H.62CoCl ،سدیم کلرید، استون، متانول، ایزوپروپانول، فرمیک اسید و دیاس کیدروکلریه، سدیم هیدروکسید ،

 ( تهیه شدند.Merck, Germanyاز شرکت مرک )و آب با خلوص بالا  استونیتریل

 HPLC-DADبا  زیآنال طیشرا -



 HPLCبا دستگاه  یجداساز ندیدر فرآ لیدخ یپارامترهای، کروماتوگراف ستمیس یجداساز تیقابل شیافزامنظور به 

در جدول   های مورد مطالعهبیوتیکآنتیبرای آنالیز  DADمجهز به  HPLCسازی قرار گرفت. شرایط بهینه نهیبهورد م

 است. یک ذکر گردیده

 

  HPLC-DADی شرایط بهینه  -1جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 MOFسنتز  -

گرم نیکوتینیک اسید مخلوط شده  562/0گرم نمک کبالت کلراید شش آبه با  09/1ی، فلز-یچارچوب آلبرای سنتز     

ای اضافه شدند. این مخلوط به مدت شیشه لیتریمیلی 100لیتر آب دیونیزه ریخته شده در یک بشر میلی 15و به داخل 

مولار که به صورت قطره قطره  1آن با استفاده از محلول سود  pHو  هدور بر دقیقه همزده شد 500دقیقه با سرعت  5

اتوکلاو شد. در  گرادیدرجه سانت 180 یساعت در دما 72به مدت حاصل سپس مخلوط  تنظیم شد. 7اضافه گردید در 

 زهیونیآمده چند بار با آب ددستمحصول به تیشد. در نها لتریف یکاغذ صاف با استفاده ازدست آمده ادامه، رسوب به

لازم به  .(Mohebbi et al., 2022) ساعت در آون خشک شد 4به مدت  گرادیدرجه سانت 70 یو در دماشده شسته 

 .ه استور کامل مورد بحث قرار گرفتطما بهتحقیقاتی گروه  ذکر شدهسنتز شده در کار  MOFذکر است که خواص 

 استخراج طیشرا یسازنهیبه -

در کلرواستیک اسید )تری غلظت محلولمانند تاثیرگذار بر فرایند استخراج پارامترهای مختلف در این مرحله،     

مدت  (،لیترمیلی 5/3تا  5/1در محدوده ) دیاس کیکلرواستیمحلول ترحجم (، درصد وزنی/حجمی 25تا  10محدوده 

گرم(، مدت زمان جذب میلی 25تا  5دقیقه(، مقدار جاذب )در محدوده  5تا  1های زمان ورتکس )از میان مدت زمان

ی(، حجم /یدرصد وزن 5/7تا  0/0محدوده در  دیکلر میسدبا افزودن نمک زنی )دقیقه(، اثر نمک 5تا  1)در محدوده 

 میکرومتر 5متر، اندازه ذرات: میلی ID :6/4متر، میلی 150، طول: 18Aq C–SB–Zorbax  نوع ستون 

(، B) (v/v  30:  70) ( و مخلوط استونیتریل: متانول Aدرصد فرمیک اسید ) 5/0آب حاوی  فاز متحرک 

 لیتر بر دقیقهمیلی 1/1میزان جریان: 

 لیترمیکرو 20یوس، لوپ: درجه سلس 35دما:  تزریق کننده 

 برنامه شویش

 

 طول موج

تا  3)از دقیقه  Bدرصد  80(، تغییر به صورت خطی تا 3)تا دقیقه  Bدرصد  20و   Aدرصد  80

)تا  Bدرصد  20و    Aدرصد  80 (،8تا  6)از دقیقه  Aدرصد  80صورت خطی تا (،  تغییر به6

  (10 قهیدق

و  نیکلیسایداکس نانومتر برای 296و  نیکلیتتراسا و نیکلیتتراسایاکسنانومتر برای  335

 نیکلیکلروتتراسا



در انول، استون، ایزوپروپانول و استونیتریل(، حجم حلال شوینده )های آلی شامل متنوع حلال شوینده )از بین حلال

کننده دقیقه(، نوع حلال استخراج 5تا  1(، مدت زمان واجذب )در محدوده لیترمیلی 25/1تا  25/0 یهاحجم محدوده

 ر محدوده( و حجم حلال استخراج کننده )دFeCl6[C] [4MIM[و  C]FeCl4] [4MIM[)از بین مایعات یونی مغناطیسی 

های بیوتیکآنتیکاهش محتوای  جهت رسیدن به بیشترین( مورد بررسی قرارگرفتند. میکرولیتر 80تا  60 هایحجم

( نیز دقیقه 120تا  30ها، اثر مدت زمان قرار گرفتن نمونه در معرض امواج فرابنفش )در محدوده در نمونه مورد مطالعه

برای بررسی پارامترهای موثر  "یک پارامتر در یک زمان"روش ینه سازی، مورد بررسی قرار گرفت. در کلیه مراحل به

ها در شرایط در فرایند استخراج مورد استفاده قرار گرفت. تاثیر این عوامل با مقایسه سطح زیر پیک حاصل از آنالیت

 اند.مختلف مورد ارزیابی قرار گرفته

 

 ایمشخصات تجزیه -

 خطی ها، محدوده، پس از رسم منحنی کالیبراسیون برای هر کدام از آنالیتنهادیروش پیش منظور معتبرسازیبه    

 (، مجذورLimit of quantitationگیری )اندازه (، حدLimit of detectionتشخیص ) حد ،(Linear range) روش

 Enrichment)تغلیظ  و فاکتور( Extraction recoveryاستخراج )(، راندمان %RSDهمبستگی، تکرارپذیری ) ضریب

factor )بررسی و محاسبه شدند.  

  روش استخراج -

اضافه شده و  مرغتخمگرم نمونه  2به  درصد وزنی/حجمی( 20کلرو استیک اسید )تریلیتر محلول میلی 5/2ابتدا     

دقیقه(،  5دور بر دقیقه به مدت  5000دقیقه ورتکس شد. پس از سانتریفیوژ )با سرعت  3دست آمده به مدت همخلوط ب

پس از  دقیقه ورتکس شد. 3گرم از جاذب به مدت میلی 15فاز رویی به یک لوله دیگر منتقل شده و پس از اختلاط با 

دقیقه(، فاز رویی با استفاده از سرنگ حذف شده و ذرات جامد  5دور بر دقیقه به مدت  5000سانتریفیوژ )با سرعت 

پس از  دقیقه(. 3یل شسته شد )هزمان با ورتکس نمودن مخلوط به مدت لیتر استونیترمیلی 1جاذب با استفاده از 

میکرولیتر  60دقیقه(، فاز شوینده برداشته شده و پس از اختلاط با  5دور بر دقیقه به مدت  5000سانتریفیوژ )با سرعت 

حاوی ی سیمغناط یونی عیمالیتر آب دیونیزه تزریق شد. سپس در حضور آهنربا، میلی 5به داخل  4MIM] [FeCl6[C[از 

 تزریق شد. HPLC-DADدر داخل لوله جمع شده و به های استخراج شده آنالیت

 

 :مرغتخمدر نمونه هابیوتیکآنتی کاهشبر  فرابنفشتاثیر امواج  ارزیابی -

رد مطالعه آلوده های موبیوتیکاز آنتی نانوگرم بر گرم 200برداشته شده و با  مرغتخماز نمونه  گرم 2 مرحله،در این     

)بدین منظور از یک راکتور خانگی  قرار گرفت وات 130فرابنفش با توان دست آمده تحت امواج شدند. سپس نمونه به

بالا استخراج قسمت شده در  ذکرها با روش . در ادامه نمونهمتوسط جیوه استفاده شد(-فشار UVمجهز به یک لامپ 

 شدند. 

 



 هایافته

 عوامل موثر در استخراج سازینتایج بهینه -

 کلرو استیک اسیدتری غلظت محلول

درصد وزنی/حجمی  20کلرواستیک اسید تا ، با افزایش غلظت محلول تری1مطابق نتایج بدست آمده در نمودار     

صد در 20ماند. در نتیجه های مورد مطالعه افزایش یافته و پس از آن بدون تغییر باقی میراندمان استخراج آنالیت

 کلرواستیک اسید انتخاب شد.عنوان غلظت بهینه محلول تریوزنی/حجمی به

 حجم محلول تری کلرو استیک اسید -

درصد وزنی/حجمی(  20کلرواستیک اسید )حجم محلول تریها با افزایش ، راندمان استخراج آنالیتبا توجه به نتایج    

عنوان حجم لیتر بهمیلی 5/2ماند. بنابراین ته و پس از آن ثابت میلیتر کارایی روش پیشنهادی افزایش یافمیلی 5/2تا 

  بهینه محلول تری کلرو استیک اسید انتخاب شد. 

 مدت زمان ورتکس -

یافته و بعد دقیقه راندمان استخراج افزایش  3تا  ورتکسزمان  با افزایش مدتدست آمده، هبا در نظر گرفتن نتایج ب    

 عنوان مدت زمان بهینه انتخاب شد.دقیقه به 3در نتیجه در این مرحله  ماند.می از آن ثابت

 مقدار جاذب -

گرم بیشترین میلی 15های مورد مطالعه در بیوتیکمشخص است، راندمان استخراج آنتی 2طورکه در نمودار همان    

ان مقدار بهینه انتخاب و در مراحل بعد مورد عنوگرم بهمیلی 15رو مقدار بوده و بعد از آن کاهش پیدا کرده است. از این

 استفاده قرار گرفت.

 

 مدت زمان جذب  -

 کارایی روشدقیقه  3، با افزایش مدت زمان ورتکس مخلوط نمونه و ذرات جاذب تا دست آمدههمطابق نتایج ب    

 ماند. می بدون تغییر باقیافزایش یافته و پس از آن 

 

 اثر نمک زنی -

منجر به کاهش سیگنال های  نمک افزودن از آزمایشات مربوط به افزایش نمک نشان داد که  ت آمدهنتایج بدس    

 انجام نمک ابیغ در بعدی شاتیآزما ن،یبنابرا.دارد روش عملکردروی  بر یمنف اثرتجزیه ای در مقادیر مختلف شده و 

 .شد

 

 نوع حلال شوینده -



 از بهتر استونیتریل توسط جاذب سطح از مورد مطالعه یهاتیآنال که هددیم نشان 3بدست آمده در نمودار  جینتا    

 .شد انتخاب واجذبی حلال عنوان به استونیتریل ن،یبنابرا. شوندیم شسته شده شیآزما یهاحلال ریسا

 

 استونیتریل حجم -

استخراج افزایش یافته و بعد از آن  هایلیتر، راندمانمیلی 1استونیتریل تا با افزایش حجم مطابق نتایج بدست آمده،     

  نتخاب شد.استونیتریل اعنوان حجم بهینه  لیتر بهمیلی 1یابند. در نتیجه با افزایش بیشتر حجم، کاهش می

 

 مدت زمان واجذب  -

 قهیدق 3 ن،ی. بنابراکافی است قهیدق 3ی واجذب در مرحله تعادل یبرقراربرای د که دهنمینشان دست آمده به جینتا    

 انتخاب شد. یبعد شاتیدر آزما واجذب ینهیعنوان زمان بهبه

 

 کنندهنوع حلال استخراج -

استخراج را  ییکارا نیبالاتر 4MIM] [FeCl6[C[مایع یونی مغناطیسی ، 4نمودار نشان داده شده در  جیبا توجه به نتا    

 انتخاب شد.  بعدی مراحل در کننده استخراج حلال عنوان و به دهدینشان م هاتیآنال یبرا

 کننده استخراجحجم حلال  -

های در راندمان استخراج آنالیت ایقابل ملاحظهتغییر  ،میکرولیتر 80تا  60از  کنندهافزایش حجم حلال استخراجبا     

 عنوان حجم بهینه انتخاب شد. میکرولیتر به 60 شود. بنابراین،مورد مطالعه مشاهده نمی

 

 ها در کاهش غلظت آنالیت فرابنفشزمان اثر مدت  -

تا مدت  مرغتخم در معرض پرتو قرار گرفتن نمونهمدت زمان با افزایش ، 5در نمودار  مطابق نتایج نشان داده شده    

 شود.ها مشاهده نمیدر نمونه کاهش یافته و پس از آن کاهشی در غلظت آنالیتهابیوتیکآنتیغلظت ، دقیقه 90زمان 



 
 کلرواستیک اسیدتری غلظت محلولسازی بهینه  -1ر نمودا

 

 سازی مقدار جاذببهینه  -2نمودار 



 

 انتخاب نوع حلال شوینده  -3نمودار 

 

 

  

 

 کنندهانتخاب نوع حلال استخراج -4نمودار 

 



 

 های مورد مطالعهدر کاهش غلظت آنالیت فرابنفشزمان قرارگرفتن تحت امواج  تاثیر مدت -5نمودار 

 

 ایهیمشخصات تجز جینتا -

( و محدوده خطی روش 2rها، مقادیر مجذور ضریب همبستگی )از رسم نمودار کالیبراسیون برای هر یک از آنالیت    

(LR .بدست آمد )( حد تشخیصLODو حد اندازه )( گیریLOQبه ) هایی در نظر گرفته شدند که ترتیب برابر غلظت

از انحراف استاندارد نسبی  ،ارزیابی تکرارپذیری و دقت روش باشد. برایمی 10و 3ز ها نسبت سیگنال به نویدر آن

(RSD% .استفاده شد )است.ارائه شده  2 ارقام شایستگی روش ارائه شده در جدول  

 پیشنهادیروش دست آمده با هبارقام شایستگی  -2جدول 

 

 آنالیت

 

 محدوده خطی

رم در گ)نانو

 (گرم

 حد تشخیص

گرم در )نانو

 (گرم

 گیریحد اندازه

)نانوگرم در 

 (گرم

مجذور ضریب 

 همبستگی

انحراف استاندارد 

 نسبی )%(

  (6=n) 

 ±ستخراج اراندمان 

 انحراف استاندارد

(3n=) 

83/0 نیکلیتتراسایاکس -2000 25/0  83/0  998/0  5/3  65 ± 3 

64/0 نیکلیسایداکس -2000 19/0  64/0  599/0  8/3  79 ± 3 

54/0 نیکلیکلروتتراسا -2000 16/0  54/0  995/0  1/4  82 ± 4 

71/0 نیکلیتتراسا -2000 21/0  71/0  998/0  5/4  73 ± 2 

 

 یحقیق هایآنالیز نمونهو بررسی اثر ماتریکس  جینتا -



صورت تصادفی انتخاب شده و به پنج نمونه به ،آزمایش شده مرغتخمهای منظور بررسی اثر ماتریکس در نمونهبه    

با توجه به نتایج  نانوگرم در گرم آلوده شدند. 25و  5های به غلظتهای مورد مطالعه بیوتیکآنتیهمراه نمونه بلانک با 

درصد( گزارش شدند،  105تا  87های نسبی )در محدوده مقادیر بازیابی که به صورت 3بدست آمده در جدول 

 .دارندن کارایی روش پیشنهادی بر یریتأث مرغتخم یهانمونه کسیماتر

های نمونه ،یقیحق یهادر نمونه های مورد مطالعهبیوتیکآنتی یریگدر اندازه ارائه شدهروش  تیقابل بررسی یبرا    

 6مطابق نتایج بدست آمده، در  .شدند زیالآن HPLC-DADه و با با استخراج شد تهیه شده با روش پیشنهادی مرغتخم

 نانوگرم بر گرم یافت شد. 7/48تا  4/25در محدوده غلظتی  نیکلیتتراسایاکسبررسی شده  مرغتخمنمونه  15ونه از نم

 دقیقه 90مدت به نیکلیتتراسایاکسبرای ارزیابی تاثیر فرابنفش در کاهش محتوی  ی بررسی شدهها، نمونهقدم بعدیدر 

ها در دست آمده، پس از قرار گرفتن نمونههمطابق نتایج ب .فتندقرار گر وات 130امواج فرابنفش با توان در معرض 

   .باشدنانوگرم بر گرم می 9/32تا  1/17ها در محدوده در نمونه نیکلیتتراسایاکسمعرض امواج فرابنفش میزان 

 تخم مرغهایبررسی اثر ماتریکس نمونه -3جدول 

 الیتنآ

 (=3nانحراف استاندارد ) ±نسبی بازیابی 

 5نمونه  4نمونه  3نمونه  2نمونه  1مونه ن 

   

 گرم نانوگرم بر 5به غلظت  هایتاز آنال یکبا هر شدهیکاسپا یهانمونه

 2 ± 95 1 ± 97 2 ± 89 3 ± 90 3 ± 92  نیکلیتتراسایاکس

 2 ± 92 2 ± 87  نیکلیسایداکس
96 ± 4 

99 ± 2 99 ± 3 

 4 ±  100 4 ± 99 2 ± 95 4 ± 99 4 ± 94  نیکلیکلروتتراسا

 2 ±  99 3 ± 95 3 ± 97 2 ± 96 2 ± 90  نیکلیتتراسا

 گرمنانوگرم بر  25ها به غلظت یک از آنالیتشده با هرهای اسپایکنمونه  

 2 ± 95 4 ± 95 3 ± 96  نیکلیتتراسایاکس
99 ± 4  

99  ± 2 

 1 ± 92  نیکلیسایداکس
69  ± 2 

99 ± 3 102 ± 4 210  ± 3 

 4 ± 103 3 ± 100 4 ± 100 5 ± 105 3 ± 98  نیکلیاساکلروتتر

 3 ±  99 2 ± 98 2 ± 99 3 ± 99 2 ± 95  نیکلیتتراسا

 گیریبحث و نتیجه



منظور استخراج مبتنی بر استفاده از مایع یونی مغناطیسی به DLLMEو  DSPEهای ترکیب روشدر این مطالعه، از     

استفاده  امکان بعلاوه استفاده شد. HPLC-FLDقبل از آنالیز آنها با  مرغتخممونه های های تتراسایکلینی از نبیوتیکآنتی

 .گرفتقرار  ارزیابیمورد  مرغتخم یهانمونههای تتراسایکلینی در بیوتیکآنتی یاز امواج فرابنفش در کاهش محتوا

ای مناسب ، قبل از ارائه روش تجزیهمرغمتخهای مواد غذایی با درصد بالای پروتئین مانند شیر و در مورد نمونه    

ترین و کارآمدترین عوامل شدهاز شناخته .(Mohebbi et al., 2022) است یضروررسوب دهی پروتئین ها 

 دیاس کیاستکلرویتررا نام برد. بنابراین غلظت و حجم محلول  دیاس کیاستکلرویترتوان دهنده پروتئین میرسوب

دهی پروتئین و به طبع آن راندمان تواند کارایی مرحله رسوبارامترهای مهمی است که میمورد استفاده از جمله پ

 استخراج روش پیشنهادی را تحت تاثیر قرار دهد.

یند آاز فر مرغتخم( با نمونه دیاس کیاستکلرویتردهنده )در این مطالعه، برای افزایش سطح تماس بین عامل رسوب    

. بنابراین مدت زمان ورتکس در این مرحله قابلیت تغییر نتایج را (Mohebbi et al., 2022) شودورتکس استفاده می

 سازی دارد.داشته و نیاز به بهینه

 Asgharinezhad) باشدیم( MOF) جاذب مقدار ،یشنهادیروش پ ییدر کارا رگذاریتأث یپارامترها نیتراز مهم یکی    

et al., 2014)مقدار  ریی. تغMOFطور به .کندیاز محلول نمونه فراهم م هاتیجذب آنال یرا برا یمختلف یهاتی، سا

لازم به ذکر  .ابدییم شیو راندمان استخراج افزا افتهی شیافزا جامد به نمونه نسبت فاز ،مقدار جاذب شیبا افزاکلی 

ذا مقدار جاذب در روش فل .ابدیجاذب در محلول نمونه کاهش  یجاذب ممکن است پراکندگ یبالا ریاست که در مقاد

 ارائه شده باید بهینه گردد.

 شیافزا یبرا. دارد یبستگ نمونه محلول و استفاده مورد جاذب نیب تماس سطح به DSPE روش طور کلی، کاراییبه    

این مرحله که مدت زمان ورتکس در  بنابراین .شودیم استفاده جاذب و نمونه محلولورتکس نمودن  از تماس، سطح

 نوان مدت زمان جذب نیز شناخته می شود باید بهینه شود.به ع

های استخراج مختلف افزایش قدرت یونی محلول با افزودن نمک های افزایش بازده استخراج در روشیکی از راه    

ثر دارد. های آبی دو اها، افزایش نمک بر محلول. به طور کلی در این روش(Baghaei et al., 2022) باشدبه فاز آبی می

ها در فاز آبی شده و در نتیجه سبب افزایش انتقال تواند باعث کاهش حلالیت آنالیتنخست این که افزودن نمک می

ی محلول آبی را افزایش استخراج گردد. دوم این که افزایش نمک، ویسکوزیتهها به داخل جاذب و افزایش راندمان آن

هر کدام  تواند تاثیر منفی بر روی کارایی استخراج داشته باشد.مورد نظر میهای داده و با کاهش ضریب انتشار آنالیت

اثر نمک  نیاز است تابنابراین  از اثرات بر دیگری برتری داشته باشد در این صورت تاثیر آن عامل غالب خواهد بود.

 مطالعه شود. زنی

و سپس فاز آلی  ه شده و واجذب شونداز سطح جاذب شست دیجذب شده با یهاتیحاضر، آنال یدر کار پژوهش    

اثر باشد و تمام یجاذب ب یبر رو دیکننده با. حلال واجذبهای استخراج شده مورد استفاده قرار گیردحاوی آنالیت

بالا نسبت به  ینندگکو قدرت حل نییپا تهیسکوزیبا و ییهاحلال نیرا از سطح جاذب واجذب کند. بنابرا هاتیآنال



ن نکات، انتخاب حلال یبا توجه به ا .(Wu et al., 2009) شوندیداده م حیعنوان حلال واجذب کننده ترج به هاتیآنال

 مناسب بسیار ضروری است.

)حجم  DSPEتواند کارایی استخراج را در هر دو مرحله کننده نیز پارامتر مهمی است زیرا میحجم حلال واجذب    

کننده را به طور تواند حلال استخراجحجم کم حلال نمی) DLLMEنیست( و  هاکم حلال قادر به واجذب کامل آنالیت

به همین دلیل حجم حلال شوینده بایستی مورد  .(Wu et al., 2009) ( تحت تاثیر قرار دهدموثری پخش کند

 سازی قرار گیرد.بهینه

 یبستگ کنندهها و حلال واجذبتحاوی آنالی جاذب نیب تماس سطح به ها در مرحله واجذبیشویش آنالیت کارایی    

 ن،یبنابرا .شودیم استفاده جاذب و کنندهمخلوط حلال واجذب ورتکس نمودن از تماس، سطح شیافزا یبرا. دارد

 .سازی دارده شده و نیاز به بهینهدیمرحله را زمان واجذب نام نیمدت زمان ورتکس در ا

 Almeida et) برخوردار است ییبالا اریبس تیّاز اهم DLLME مناسب در روش یکنندهحلال استخراج کیانتخاب     

al., 2012)استفاده شده و  هاتیآنال ظتغلی منظورها بهدلیل سمیت کمتر آنبه مایعات یونی مغناطیسیروش از  نی. در ا

 .شودیش مپخ یدر داخل فاز آب زری اربسی قطرات صورت به کنندهکننده با استفاده از حلال پخشحلال استخراج

 کننده مناسب بسیار حائز اهمیت است.بنابراین انتخاب حلال استخراج

سازی دارد. تاثیر داشته و نیاز به بهینهDLLME هایی است که در روش کننده از دیگر پارامترحجم حلال استخراج    

پذیری نتایج و کارآیی تکرارشده پس از استخراج،  آوریتواند حجم فاز آلی جمعکننده می حجم حلال استخراج

ها در فاز آلی دلیل غلظت بالای آنالیتکننده بههای کمتر از حلال استخراجتأثیر قرار دهد. در حجماستخراج را تحت

تشخیص روش خواهد شد. از سوی دیگر در ای بیشتر خواهد بود که این امر باعث کاهش حد سیگنال تجزیه

شده به  قدری ناچیز کننده ممکن است فاز آلی جمع نشود و یا اینکه مقدار فاز جمع های پایین حلال استخراجحجم

 شود. سازینهیبه دبای کنندهاستخراج حجم حلال لذاباشد که برداشتن آن مشکل باشد. 

مانده که می تواند غلظت باقی است ینیز پارامتر فرابنفشامواج  معرض درنمونه زمان قرارگرفتن  مدت    

 رییو تغ بیبر تخر تواندیمافزایش مدت زمان  تحت تاثیر قرار دهد. مرغتخمرا در نمونه  های مورد مطالعهبیوتیکیآنت

 شود. هاآنالیتمانده غلظت باقیو منجر به کاهش  ودههدف موثر ب باتیشکل ترک

 یاهیتجز یپارامترهابا  یشنهادیپ روش به مربوط( LOQو  LOD ،LR ،RSD)ی اهیجزت یپارامترهادر ادامه،     

جدول  یهاداده مطابقشدند.  سهیاند، مقامورد مطالعه گزارش شده یهابیوتیکآنتی نییتع یکه قبلاً برا گرید یهاروش

 ینشان دهنده کههستند  هاروش ریسا دربا موارد گزارش شده  سهیقابل مقا ایها بهتر RSDدر روش حاضر،  ،4

 یهابا روش سهیرا در مقا یترکم یها LOQو  LODارائه شده  شاست. رو یشنهادیپ روش قبول قابل یریتکرارپذ

 یهابیوتیکآنتی نییپا یهاغلظت زیآنال یبرا یشنهادیروش پ یبالا ییکارا ینشان دهنده امر نیادهد. یارائه مدیگر 

از  یحاک جینتا نیادهد. یارائه م گرید یهابا روش سهیرا در مقا یترعیوس یهاLRمورد مطالعه است. روش ارائه شده 

 باشد.یم مرغتخمهای در نمونهمورد مطالعه  هایکیوتیبیآنت یریگدر اندازه یشنهادیروش پ یبالا تیقابل

 



هامقایسه کارایی روش پیشنهادی با سایر روش -4 جدول  

 ایدتکتور دیود آرایهمجهز به  ی مایعشده با کروماتوگراف کوپل مبتنی بر سوپرامولکول عیفاز ما کرواستخراجیمالف( 

 یاهیآرا ودیمجهز به دتکتور د عیما یتوگرافکروماکوپل شده با پخشی مبتنی بر حلال اتکتیک عمیق  مایع -مایعاستخراج میکرواب( 

 مجهز دتکتور فلورسانس عیما یکروماتوگرافکوپل شده با  یسیهمزن مغناط یاستخراج جذب ج(

 

 DLLMEشده با  قیتلف DSPEبر  یموثر، حساس و قابل اعتماد مبتن یسازروش آماده کی، از یپژوهشکار  نیدر ا    

با توجه به نتایج  استفاده شد. مرغتخممختلف  هاینمونه ازمورد مطالعه  هایکیوتیبیآنت ظیتغلشیاستخراج و پ یبرا

های گیری پایین و تکرارپذیری مناسب از جمله ویژگیدست آمده، راندمان استخراج بالا، حدود تشخیص و اندازههب

روش ارائه شده  یاصل یایمزا دیگراز  نیزو زمان استخراج کوتاه  زیناچ کسیاثر ماتر مناسب روش پیشنهادی است.
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Abstract 

    Antibiotics are chemical compounds that nowadays are widely used to treat diseases in 

animals all over the world. Ignorance or negligence of withdrawal time or using antibiotics 

more than prescribed amount has caused the presence of their residues in foodstuffs like egg 

samples that can have adverse effects on consumer health. Therefore, monitoring the presence 

of antibiotics in various foodstuffs especially in highly consumed products like egg is of great 

importance. The aim of this study is Development of efficient analysis method for 

determination of extensively used tetracycline antibiotics in egg samples. So, in the present 

research, a dispersive solid phase extraction combined with dispersive liquid-liquid 

microextraction is proposed for the extraction of tetracycline antibiotics (oxytetracycline, 

tetracycline, doxycycline, and chlortetracycline) from egg samples. The extracted analytes are 

analyzed using high-performance liquid chromatography equipped with a diode array detector. 

Under the optimum condition, limits of detections and quantifications within the ranges of 

0.16–0.25 and 0.54–0.83 ng g–1 were obtained, respectively. Extraction recoveries has been 



obtained in the range of 65–82%, respectively. Oxytetracycline was found in a number of 

samples (six out of fifteen investigated samples). Also, according to the obtained results, 

ultraviolet irradiation can reduce the residue amount of oxytetracycline significantly. 
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