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 -يعما یکرواستخراجشده با م یقتلف يتوسعه روش استخراج فاز جامد پخش

 های بیوتیک يآنت مانده يباق یریگ اندازه یکمک شده با هوا برا يعما

با  يعما يکروماتوگراف یلهبه وس يزهپاستور یرش یها در نمونه یدیسولفونام

 بالا ييکارا
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 چکیده

 ییدر مواد غذا ها آنوجود  باشند و یم یرمانند ش یبا منشاء دام ییمواد غذا های آلاینده ینتر از مهم یکی ها بیوتیک یآنت یماندهباق: مقدمه

سلامت  یانبه متول یبخش هیجهت آگا یردر ش ها بیوتیک یآنت یماندهباق یزانم یشپالذا . اندازدسلامت مصرف کننده را به مخاطره  تواند یم
های  های مختلف در شیر با استفاده از روش بیوتیک و در این راستا تحقیقات متعددی برای تعیین باقیمانده آنتی است یت زیادیحائز اهم

 یمانده برخیباقگیری  یک روش کارا برای اندازه مطالعه تلاش شد تا ینا در متنوع سنتی و کروماتوگرافیکی انجام شده است.
 شیر پاستوریزه توسعه و ارائه گردد.های  سولفونامیدی در نمونه های بیوتیک یآنت

 یقتلف یفاز جامد پخش اجاز روش استخر پس ینو سولفامتاز ، سولفامتوکسازولیازینسولفادبیوتیک  باقیمانده سه آنتی :ها مواد و روش

بالا مجهز به  ییبا کارا یعما یبا استفاده از کروماتوگرافپاستوریزه،  یرکمک شده با هوا از نمونه ش یعما - یعما یکرواستخراجشده با م
 ها، اعتبارسنجی روش با محاسبه سازی آن پس از ارزیابی عوامل موثر در روش استخراج و بهینه د.شدن یریگ اندازه یودید یهآرا آشکارساز

 گیری، تکرارپذیری و راندمان استخراج انجام شد. ای مانند محدوده خطی، حدود تشخیص و اندازه پارامترهای تجزیه

بالاتر از  نییتع بیبودن روش با ضر یخط کهیحاصل شد بطور ال دهیا یستگیارقام شا افتهیتوسعه  یا در روش استخراج دو مرحله :ها يافته

لیتر بدست آمدند که کمتر از حد مجاز  نانوگرم در میلی 2/3و  2/1گیری به ترتیب کمتر از  حدود تشخیص و اندازه نشان داده شد. 995/0
 یردر مقاد شیرسولفامتوکسازول در سه نمونه  های حقیقی وجود باشد. آنالیز نمونه ها در شیر می بیوتیک ن شده برای این آنتیباقیمانده تعیی

 نشد. یافتمورد مطالعه  یها در نمونه ها بیوتیک یآنت سایر و لیتر را نشان داد نانوگرم در میلی 6/9±5/0 و 2/0±9 ،1/0±13

های  بیوتیک توسعه داده شده روشی حساس، دقیق و قابل اعتماد بوده و از کارایی بالایی در تعیین آنتیطور کلی روش  به :گیری نتیجه

 انتخابی در نمونه شیر برخوردار است.

 

-یعما یکرواستخراجم ،بالا ییبا کارا یعما یکروماتوگراف شیر، استخراج فاز جامد پخشی، های سولفونامیدی، بیوتیک آنتی :کلیدی های واژه
 ی کمک شده با هواپخش یعما

 
 email: Khandaghi@iausa.ac.ir                                                                                                                 مکاتبات مسئول نویسنده *
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 مقدمه
های سنی  خصوص برای گروه در جامعه بهلزوم مصرف شیر 

حساس مانند کودکان و سالخوردگان، اهمیت ایمنی و 
سازد.  خوبی مشخص می کیفیت این ماده غذایی را به

های مواد  ترین آلوده کننده باقیمانده داروها یکی از مهم
ها از  بیوتیک آنتی باشند. غذایی با منشاء دامی مانند شیر می

ربرد مورد استفاده در صنعت دامپروری جمله داروهای پرکا
ها و  دامرشد و نمو مطلوب تضمین برای باشند که  می

شوند  استفاده می ییایباکتر یها کنترل بیماری
(Jayalakshmi et al., 2017) وجود باقیمانده .

تواند سلامت مصرف  ها در مواد غذایی می بیوتیک آنتی
کننده را به مخاطره انداخته و منجر به ایجاد آلرژی، 

های مقاوم به  اختلالات متابولیکی، ایجاد میکروارگانیسم
بیوتیکی در  بیوتیک و مقاومت در برابر درمان آنتی آنتی

و  یبررس نیبنابرا .(Sachi et al., 2019)انسان شود 
محصولات غذایی ها در  کیوتیب یآنت ماندهیباق انزیم شیپا

 هیتغذ انیبه متول یبخش یجهت آگاه پرمصرفی مانند شیر
  است. تیحائز اهم اریو سلامت کشور و عموم مردم بس

با توجه به اینکه معمولا حد مجاز باقیمانده بسیاری از 
است  ppbها در مواد غذایی انسان در حد  بیوتیک آنتی

HPLC یا کروماتوگرافی مایع با کارایی بالامعمولا از 
به  1

ای دقیق و حساس برای آنالیز و  عنوان ابزار تجزیه
گردد  ها استفاده می تشخیص باقیمانده این آنالیت

(Ghasemi et al., 2022) با این حال، علیرغم .
ای،  های صورت گرفته در ساخت ابزارهای تجزیه پیشرفت

و   نمونه ی یل ماتریکس پیچیدههای شیر به دل آنالیز نمونه
ممکن  غیر سازی مقادیر غلظتی پایین داروها بدون آماده

. بنابراین، (Afshar Mogaddam et al., 2023)باشد  می
سازی آسان و کارا قبل  های آماده توسعه و استفاده از روش

ها بسیار حائز اهمیت است. تا به حال  از آنالیز نمونه
ها به کار رفته  اده سازی نمونههای مختلفی جهت آم روش

 Jeddy) مایع - توان به استخراج مایع می که از این جمله

& Khandaghi, 2019)استخراج فاز جامد ، (Mirzaei et 

al., 2022)استخراج فاز جامد پخشی یا ، DSPE
2 

(Zeiadi et al., 2020) مایع  - میکرواستخراج مایع و

                                                      
2
 Dispersive Solid Phase Extraction 

4
 Air assisted Liquid-Liquid Microextraction 

7
 Sulfamethazine      

8
 Diode Array Detector 

DLLMEپخشی یا 
3 (Farajpour et al., 2023)  اشاره

 . کرد

، ذرات جاذب بطور مستقیم به داخل DSPEدر روش 
محلول نمونه اضافه شده و این ذرات براساس گروه عاملی 

کنند. سپس  های موجود در نمونه را جذب می خود، آنالیت
ی سانتریفیوژ از محلول آزمایشی جدا  وسیله  ذرات جاذب به

ی یک حلال قابل امتزاج با آب شسته   وسیله  شده و به
 Anastassiades et)ها واجذب گردند  شوند تا آنالیت می

al., 2003)تواند  . جاذب مورد استفاده در این روش می
 Limoei)کارایی استخراج را تحت تاثیر قرار دهد 

Khosrowshahi et al., 2022) . 
 هوا یا با شده کمک مایع مایع میکرواستخراج در روش
AALLME

اختلاط با  قابلرکننده غی یک حلال استخراج 4
نمونه  نسبت به آب دارد به داخل چگالی متفاوتی کهآب 

 آبی نمونه مخلوط . سپسشود اضافه می ها آنالیت آبی حاوی
 ای شیشه سرنگ یک داخل به کننده استخراج حلال و

 این شود. می برگردانده لوله آزمایش به مجدداً و شده کشیده
طی این عمل حلال  گیرد. می صورت بار چندین عمل

کننده به صورت قطرات بسیار ریزی در درون  استخراج
محلول آبی پخش شده و یک محلول ابری تشکیل 

شود. سپس محلول کدر سانتریفوژ شده و فاز آلی حاوی  می
 & Farajzadeh)گردد  آوری می شده جمع های تغلیظ آنالیت

Mogaddam, 2012)بسیار ساده انجام نظر از روش . این 
 حلال به نیازی و شود می انجام کوتاهی زمان در و بوده

 .(Amini et al., 2018)ندارد  کننده پخش
 یها کیوتیب یآنتکار پژوهشی باقیمانده  در این 

و  6، سولفامتوکسازول5سولفادیازین یدیسولفونام
های مختلف شیر پاستوریزه بررسی  در نمونه 7سولفامتازین

با استفاده از  ها کیوتیب یآنتشده است. برای این منظور ابتدا 
شده با  قیتلفروش استخراج فاز جامد پخشی 

از بافت نمونه  کمک شده با هوا عیما - عیما کرواستخراجیم
شیر استخراج شده و سپس با استفاده از کروماتوگرافی مایع 

 DAD 8با کارایی بالا مجهز به دتکتور آرایه دیودی یا 
 گیری شدند.  اندازه
 

                                                      
1
 High Performance Liquid Chromatography

 
 

3
 Dispersive Liquid-Liquid Microextraction 

5
 Sulfadiazine               

6
 Sulfamethoxazole 
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 ها مواد و روش
  های حقیقي یمیايي و نمونهش مواد -

1 (،ODSیلان )س یلاکتا دس سولفات روی،
PSA  کربن و

GCBگرافیتی یا  فعال
کلرید، اکتانول، دکانول و  یمسد ،2

n-از شرکت مرک  ای یهبا درجه خلوص تجز هگزانول
(Merck, Germanyو استاندارد آنت )مورد  های بیوتیک ی

برای شد.  یه( تهSigma, USA) یگمااز شرکت س یبررس
سنجش کاربرد روش توسعه یافته در استخراج 

نمونه  10 های شیر نیز تعداد های هدف از نمونه بیوتیک آنتی
از  یصورت تصادف به 1402سال  بهاردر  یزهپاستور یرش

مرکز  یشگاهو در آزما یهته یزعرضه در شهر تبر یها محل
 یطتحت شرا تبریز یدانشگاه علوم پزشک یغذا و دارو یمنیا

 کیفی کنترل منظور شدند. به یزاستخراج و آنال شده ینهبه
 25) ها بیوتیک یمحلول استاندارد آنت کروماتوگرافی،سیستم 

 HPLCبار به دستگاه  ( هر روز سهیتردر ل گرم یلیم
(Agilent Technologies, Model 1200, DAD 

system, USA ) استخراج راندمان و تغلیظتزریق و فاکتور 
 قرارگرفت.  یابیارز مورد

 
  روش استخراج -

از  بیوتیکی یآنت های یماندهو استخراج باق یساز آماده
 روش استخراجتلفیق  یهمطالعه بر پا در این یرش یها نمونه

 یپخش یعما-یعما فاز جامد پخشی و میکرواستخراج
ابتدا  برای این منظور، است. گرفته تصور هواشده با  کمک

 3حجم و با برداشته شده  یراز نمونه ش میلی لیتر 5
 درصد وزنی/حجمی 20ی محلول سولفات رولیتر از  میلی

 یشلوله آزمایک داخل  در)به عنوان عامل رسوب دهنده( 
 درشده و  اشتهبرد ییفاز رو یفیوژ،مخلوط شد. پس از سانتر

یلان س یلاز اکتا دس گرم یلیم 30 دیگر یشآزما ی لوله یک
(ODS) یقهدق سهاضافه شده و مخلوط به مدت  روی آن 

جاذب از محلول جدا  سانتریفیوژ،. پس از یدورتکس گرد
 های یت. در مرحله بعد، آنالشد یختهدور ر ییشده و فاز رو

با و  یکجاذب تحت امواج التراسون یجذب شده به رو
در مدت زمان دو  هگزانول-nمیکرولیتر  100استفاده از 

چند بدست آمده برداشته شده و  یواجذب شد. فاز آلدقیقه 
 و یقتزر یونیزهآب د لیتر یلیم پنجبه سرعت به داخل بار 

                                                      
2
 Graphitized carbon black 

 یلتشک یمحلول ابرداخل سرنگ کشیده شد تا  مجددا به
 روئی یمحلول حاصل، فاز آل یفیوژد. پس از سانترگرد

بالا  ییبا کارا یعما یکروماتوگراف یستمبرداشته شده و به س
 یستمدر س یکبه حداکثر تفک یابیدست ید. براگردی یقتزر

 یبرا HPLC-DADکارکرد  یطشرا ی،کروماتوگراف
 انتخاب شد.  1 مطابق جدول ها بیوتیک یآنت یجداساز

 
به منظور آنالیز  HPLC-DADشرايط کارکرد  -1 جدول

 های شیر های سولفونامیدی در نمونه بیوتیک آنتي
Table 1- Optimized condition of the HPLC-DAD for 

analysis of sulfonamides in milk samples 
 

Zorbax SB–Aq C18 column, L=15 cm, 

ID= 4.6 mm, Particle size= 5 μm Column 

A gradient elution composed of 0.01 M 

phosphate buffer pH 5.0: acetonitrile 

(82:18 (v/v)), 0.7 ml/min 
Mobile phase 

Temperature: 40 °C, Loop= 10 μL Injector 

256 nm Detection 

wavelength 
 

 2 استخراج يطشرا سازی ینهبه -

سولفات  یعنی دهنده منظور مقدار عامل رسوب ینا برای
درصد وزنی/حجمی  25و  20، 15، 10یرمقاد یناز ب روی

فاز  خراجعوامل موثر در مرحله است ینشد. همچن انتخاب
 یلان،س یلاکتا دسبین از )جامد پخشی مانند نوع جاذب 

PSA  50تا  5(، مقدار جاذب )از بین مقادیر کربن فعالو 
دقیقه ورتکس کردن  5های یک تا  مدت زمان گرم(، میلی
. یدگرد سازی ینهبه( 8تا  2)در مقادیر  pHها و اثر  نمونه

شامل  یپخش یعما-یعما خراجعوامل موثر در مرحله است
 250تا  100با اضافه کردن ) واجذبیحلال و حجم نوع 

اکتانول، تر از آب یعنی  آلی سبکحلال سه از میکرولیتر 
 یر)با افزودن مقاد یزن (، اثر نمکهگزانول-nدکانول و 

( یحجمی/درصد وزن 8از نمک در محدوده صفر تا  یمتفاوت
ها برای حداکثر  یک تا چهار دقیقه اولتراسوند کردن نمونهو 

ررسی و بهترین حالت انتخاب گردید. نیز ب ها واجذبی آنالیت
شده از روش  عوامل موثر در روش توسعه داده یبررس یبرا
عوامل با  ینا یراستفاده و تاث "زمان یکپارامتر در  یک"

 یطدر شرا ها یتحاصل از آنال یکپ یرسطح ز یسهمقا
 . (Chandran & Singh, 2007)شد  یمختلف بررس

 
 

                                                      
1
 Primary Secondary Amine  

 



 

 ها بیوتیک یآنت مانده یباق یریگ اندازه یبرا یتوسعه روش استخراج فاز جامد پخش

 

8 

 
ي و تغذيه /

علوم غذاي
ن

ستا
زم

 
1402
 

سال 
 /

ت و يکم
س

بی
 

شماره 
 /

1
          

    
   

  
  

   
     
 

                       
                

      
                

  
   

    
 

    
 

       
F

o
o

d
 T

ech
n

o
lo

g
y

 &
 N

u
tritio

n
 / W

in
ter 2

0
2
4

 / V
o

l. 2
1
 / N

o
. 1

 

  ياعتبارسنج -

با یبراسیون )کال یمنحن یا یارگیرینمودار مع یماز ترس پس
، 30، 20، 15های  های استانداردی با غلظت محلولآنالیز 

لیتر از  گرم در میلی نانو 1000و  500، 200، 100، 50
روش  ای یهمشخصات تجز های سولفونامیدی(، بیوتیک آنتی

LRتعیین محدوده خطی یا شامل  ،کار رفته به
حد ، 1

LODیا  یصتشخ
LOQیا  یریگ حد اندازه، 2

3
1 ،

تکرارپذیری در یک روز و در بین روزها براساس انحراف 
 %RSDاستاندارد نسبی یا 

 ER 5و راندمان استخراج یا  4
  (.González & Herrador 2007محاسبه شدند )

 
 بررسي اثر بافت نمونه در استخراج -

گیری  تواند در اندازه های شیر می ماتریکس نمونه
ها تداخل ایجاد نماید، لذا استخراج  بیوتیک آنتی
و  2شده با مقادیر  ها از سه نمونه شیر )اسپایک  بیوتیک آنتی
ها( انجام و  لیتر از هر کدام از آنالیت نانوگرم در میلی 50

ها با روش پیشنهادی یافت شد. مقادیر بازیابی  مقادیر آنالیت
  نسبی محاسبه و اثر ماتریکس ارزیابی شد.

همچنین برای بررسی قابلیت روش توسعه داده شده در 
ها در  گیری آنالیت ها، اقدام به اندازه بیوتیک گیری آنتی اندازه

های شیر طبق شرایط  نمونهی مختلف شیر شد.  نمونه 10
سازی شدند و سپس  بهینه با روش پیشنهادی تغلیظ و آماده

 مورد آنالیز قرار گرفتند.  HPLC-DADبا 
 

 ها يافته
انتخاب غلظت و حجم ماده رسوب دهنده پروتئین  -

 شیر

ها در  نتایج این آزمون نشان داد که بالاترین درصد بازیابی آنالیت
درصد حاصل شد  20لیتر سولفات روی  میلی 3استفاده از مقدار 

( که در ادامه مطالعه نیز از این مقدار سولفات روی برای 1)شکل 
 های شیر استفاده گردید.  رسوب پروتئین

 
 سازی مرحله استخراج فاز جامد پخشي  نتايج بهینه -

 نوع و مقدار جاذب -

نشان داده شده است، در بین مواد  2 طوریکه در شکل همان
قابلیت  اکتا دسیل سیلانجاذب تجاری استفاده شده، 

                                                      
3
 Limit of Quantitation  

4
 Relative Standard Deviation 

 

از این و های هدف دارد  بیوتیک بیشتری در استخراج آنتی
. انتخاب گردید ترین جاذب به عنوان مناسب رو این ترکیب

 30کارگیری  همچنین بهترین نتیجه استخراج در به
 (.2گرم از جاذب مذکور حاصل شد )شکل میلی

 

 
 

 
 

Figure 1- Selecting the zinc sulfate concentration for 

precipitation of milk proteins in the extraction of 

sulfonamide residues from milk samples 
انتخاب غلظت سولفات روی برای رسوب  -1 شکل

های  بیوتیک های شیر در استخراج باقیمانده آنتي پروتئین

 2های شیر سولفونامیدی از نمونه

 

pHاثر  - -
3 

 2های آزمایشی از  محلول pHبرای بررسی اثر این پارامتر، 
ها در  تنظیم شد که بالاترین مقدار بازیابی آنالیت 8تا 

( لذا ادامه آزمایشات در 2محدوده خنثی بدست آمد )شکل
pH های آزمایشی انجام شد.  نرمال محلول 

 

 زدن نمونه مدت زمان هم -

 در این مطالعه برای تماس هر چه بیشتر نمونه با جاذب از 
 

                                                      
1
 Linear range        

2
 Limit of Detection 

5
 Extraction Recovery 
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کردن نمونه و جاذب استفاده گردید و مشاهده شد ورتکس 
دقیقه،  3( که با افزایش مدت زمان هم زدن تا 2)شکل

ها افزایش و بعد از آن تقریبا ثابت  راندمان استخراج آنالیت
 ماند.  می

 

مايع  - سازی مرحله استخراج مايع نتايج بهینه -

 پخشي

 نوع و حجم حلال واجذبي -

حلال های سبکتر از آب و با نوع حلال واجذبی، از بین 
های سبکتر از  قابلیت انحلال نسبتاً کم انتخاب شد. حلال

تر  های آلی سنگین آب دارای سمیت کمتری نسبت به حلال
ها، امکان  باشند همچنین به دلیل حلالیت کم آن از آب می

مایع پخشی  - تغلیظ بیشتر در مرحله میکرواستخراج مایع
های مورد  شود. در بین حلال کمک شده با هوا فراهم می
بیشتر بوده و این  هگزانول-nبررسی، راندمان استخراج با 

(. همچنین 3حلال برای مراحل بعدی انتخاب شد )شکل

نتایج نشان داد که افزایش حجم این حلال در مقادیر بالاتر 
میکرولیتر تاثیر مثبتی در افزایش کارائی استخراج  100از 

 هگزانول-nمیکرولیتر از  100حجم  نداشت لذا آزمایشات با
توضیح است در مقادیر کمتر  (. لازم به3 ادامه یافت )شکل

از این مقدار، حجم فاز جمع شده پس از سانتریفیوژ جهت 
 کافی نبود.  HPLCتزریق به 

 

 زني اثر نمک -

در مرحله استخراج مایع مایع پخشی برای بررسی اثر نیروی 
مقادیر مختلفی از کلرید یونی بر روی کارایی استخراج، 

سدیم به داخل نمونه آبی به دست آمده از مرحله استخراج 
فاز جامد پخشی اضافه و روش پیشنهادی ادامه یافت. 

افزایش نمک سبب کاهش کارایی روش  ،3مطابق شکل
ها بدون افزودن نمک  پیشنهادی گردید. لذا کلیه آزمون

 انجام شد. 

 

 
 

   
 

Figure 2- Selecting the absorbent type (A), absorbent amount (B), pH effect and vortexing time (C) in DSPE stage for 

the extraction of sulfonamide residues from milk samples 

( در مرحله استخراج فاز جامد پخشي Cو زمان ورتکس کردن ) pH(، اثر B(، مقدار جاذب )Aانتخاب نوع جاذب ) -2 شکل

 های شیر های سولفونامیدی از نمونه بیوتیک برای استخراج باقیمانده آنتي
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 مدت زمان واجذب نمونه -

شود، بالاترین بازده  دیده می 3همانگونه که در شکل
ها از ذرات جاذب به  نها و واجذب آ بیوتیک استخراج آنتی

حلال استخراج کننده در مدت زمان یک دقیقه )همراه با 
 ها( ثبت گردید. اولتراسوند کردن نمونه

 
 ای روش پیشنهادی مشخصات تجزيه -

ای روش حاضر تحت شرایط بهینه محاسبه   پارامترهای تجزیه
غلظت  اسپایک کردن هفتبا  یبراسیونکال های شدند. منحنی

، 100، 75، 50، 25، 10، 5مورد مطالعه )مقادیر  های از آنالیت
لیتر نسبت به هر یک از  نانوگرم در میلی 250و  150
  روش توسعه یپس از اجراهای مورد مطالعه(  بیوتیک آنتی
ها  رسم شد و محدوده خطی برای هر یک از آنالیت یافته

گیری روش به ترتیب  بدست آمد. حد تشخیص و حد اندازه
ترتیب  ها نسبت سیگنال به نوبه به ایی که در آنه برابر غلظت

ها نیز با  باشد درنظر گرفته شد. تکرارپذیری آزمون می 10و  3
حاصل شد و  (% RSD)استفاده از انحراف استاندارد نسبی 

گیری  نشان دهنده دقت بالای روش ارائه شده در اندازه
های هدف بود. نتایج اعتبارسنجی روش پیشنهادی  بیوتیک آنتی

 ارائه شده است.  2در جدول 

 

 اثر بافت شیر در استخراج و صحت روش  -

ای بدست آمده برای تعداد سه  های تجزیه مقایسه سیگنال
اندارد مورد مطالعه قرار گرفت. نمونه شیر با شیوه افزایش است

های مورد مطالعه  های شیر با آنالیت برای این منظور نمونه
ها با روش پیشنهادی اندازه  اسپایک شده و سپس مقدار آن

گرفته شد. مقادیر بازیابی نسبی با تقسیم مقادیر یافت شده به 
مقادیر اسپایک شده، محاسبه و گزارش گردید. نتایج حاصل در 

های شیر تأثیر  دهد که ماتریکس نمونه ، نشان می3جدول 
 محسوسی در کارایی روش پیشنهادی ندارد. 

 

   
 

   
 

Figure 3- Selecting the solvent type (A), solvent volume (B) salting effect (C) and desorption time in DLLME stage for 

the extraction of sulfonamide residues from milk samples 

( و مدت زمان واجذب در مرحله میکرواستخراج مايع مايع Cزني ) (، اثر نمکB(، حجم حلال )Aانتخاب نوع حلال ) -3شکل

 های شیر های سولفونامیدی از نمونه بیوتیک پخشي برای استخراج باقیمانده آنتي
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 های شیر های سولفونامیدی از نمونه بیوتیک روش توسعه داده شده برای استخراج آنتيارقام شايستگي  -2جدول 
Table 2- Quantitative features of the developed method for sulfonamides extraction from milk samples 

 

Analyte LRa LODb LOQc r2 d 
 
precision (RSD%)e ER ± SDf 

     Intra-day Inter-day  

Sulfadiazine 2.2-250 0.6 2.2 0.996 4.2 5.4 73 ±4 

Sulfamethoxazole 3.2-250 1.1 3.2 0.998 3.9 6.1 70 ± 2 

Sulfamethazine 1.6-250 0.48 1.6 0.995 2.6 5.3 74 ± 2 
a) Linear range (ng ml−1)  

b) Limit of detection (S/N = 3) (ng ml−1) 
c) Limit of quantification (S/N = 10) (ng ml−1) 

d) Coefficient of determination 
e) Relative standard deviation (n = 6) 

f) Extraction recovery ± standard deviation (n = 3) 

 
 های سولفونامیدی بیوتیک نتايج بررسي اثر ماتريکس شیر در استخراج آنتي -3جدول

Table 3- Results of assays to check the milk sample matrix effect on sulfonamides extraction 
 

Mean relative recovery ± standard deviation (n = 3) 
Analyte 

Sample3 Sample2 Sample1 
All samples were spiked with each analyte at a concentration of 5 ng ml−1  

93 ± 2 94 ± 4 92 ± 2 Sulfadiazine 

92 ± 2 93 ± 3 90 ± 5 Sulfamethoxazole  
95 ± 6 95 ± 3 93 ± 4 Sulfamethazine  

All samples were spiked with each analyte at a concentration of 50 ng ml−1  
96 ± 5 100 ± 4 95 ± 2 Sulfadiazine 

91 ± 1 89 ± 4 98 ± 3 Sulfamethoxazole  
93 ± 6 96 ± 5 101 ± 4 Sulfamethazine  

 

همچنین برای بررسی صحت روش آنالیز 
 10ها در  های سولفونامیدی هدف، مقدار آن بیوتیک آنتی

گیری شد. مقایسه  نمونه شیر تحت شرایط بهینه اندازه
  های حقیقی و نمونه های حاصل از نمونه کروماتوگرام

  دهنده وجود سولفامتوکسازول در سه نمونه استاندارد نشان
نانوگرم در  6/9±5/0و  9±2/0،  13±1/0شیر در مقادیر 

لیتر بود که همگی کمتر از حد مجاز باقیمانده تعیین  میلی
 Regulation( در نمونه شیر بودند )ppb100شده )

2377/90/ECهای  ها در نمونه بیوتیک (. سایر آنتی 
 های ، کروماتوگرام 4شکل مورد مطالعه یافت نشد.

HPLC-DAD  مربوط به تزریق مستقیم استاندارد
ی شیر اسپایک نشده  های مورد مطالعه و یک نمونه آنالیت

 دهد.  را نشان می

 

 بحث
دهنده برای حذف مزاحمت موادی  کار بردن عوامل رسوب به

های فاز آبی شیر از  ها و استخراج بهتر آنالیت مانند پروتئین
های  ها ضروری است و یکی از روش بیوتیک جمله آنتی

های شیر استفاده از سولفات روی  متداول این کار در نمونه
 یاه مولکول یعرض های مانند پل یرو های یونکاتاست. 

 یآنها را در نمونه آب یتو حلال هم چسبانده را به ینپروتئ
. مقدار کم این (Ghasemi et al., 2022) دنده یکاهش م

ها نخواهد بود،  دهی کامل پروتئین ترکیب قادر به رسوب
تواند سبب تغییر ماهیت  ضمن اینکه مقدار زیاد آن نیز می

لذا  (Jadhav & Badgujar, 2021)نمونه شود 
  سازی مقدار ماده رسوب دهنده لازم است. هبهین

برای استخراج  در تحقیق حاضر از یک ماده جامد 
شد. ضمن اینکه  های شیر استفاده  ها از نمونه بیوتیک آنتی

ماده جاذب باید از قدرت جذب بالایی برخوردار باشد، ابعاد و 
طور یکنواخت  بندی آن نیز باید منظم باشد تا بتواند به دانه

فی این ها پخش شود. از طر در داخل محلول حاوی آنالیت
جاذب باید قابلیت جداشدن از نمونه شیر طی فرایند 

. با در (Mohebbi et al., 2018)سانتریفیوژ را داشته باشد 
 PSA،  اکتا دسیل سیلاننظر گرفتن این شرایط سه جاذب 

کننده انتخاب  عنوان جاذب استخراج شده به و کربن فعال
ارایی های موثر در ک پارامتر جزو نیز مقدار جاذبشدند. 

 وباشد. این تاثیر به نسبت فاز جامد  استخراج می مرحله اول
 جاذب،در مقادیر کم ارتباط دارد یعنی حجم محلول نمونه 

و  استکم بوده و راندمان استخراج پایین  هانسبت فاز
 با افزایش مقدار جاذب نسبت فازها افزایش یافته برعکس، 
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Figure 4- Typical HPLC–DAD chromatograms of direct injection of standard solution of the target antibiotics at a 

concentration of 5 mg L−1 (A) and un-spiked milk sample (B) after performing the suggested method.  
 5های مورد مطالعه به غلظت  بیوتیک تزريق مستقیم محلول استاندارد آنتي( Aحاصل از ) HPLC-DADکروماتوگرام  -4شکل 

 ( نمونه شیر اسپايک نشده، پس از اجرای روش پیشنهادی. Bگرم بر لیتر و ) میلي

 

 (Rasi et al., 2021) یابد و راندمان استخراج افزایش می
 . شودباید بهینه هم مقدار جاذب  لذا

از  یکیمناسب استخراج کننده انتخاب حلال 
مایع مایع استخراج میکرو روش  یمهم در اجرا های پارامتر
کننده باید   در این روش حلال استخراجباشد.  می پخشی
ها را از ذرات جامد واجذب نموده و در فاز مایع پخش  آنالیت

فاز در  یکم یتحلالکند. از این رو حلال مورد استفاده باید 
را داشته باشد. از  شدن در آنپخش  یتقابلداشته و  یآب

متفاوت از آب  یتهدانس یدارا یدحلال با ینا یگرطرف د
ممکن باشد با سانتریفیوژ آن  یآور باشد تا جمع

(Meshkini et al., 2021)های  . در این مطالعه از حلال
مزیت عمده  سبک تر از آب برای این منظور استفاده گردید.

روش میکرواستخراج مایع مایع پخشی کمک شده با هوا در 
کار  حذف حلال پخش کننده آنالیت در فاز آبی است و این

با چند بار دمیده شدن و مکیده شدن سریع حلال استخراج 
 & Farajzadeh)شود  کننده بداخل سرنگ انجام می

Mogaddam, 2012) حلال بازده این حجم . چون
از دهد  یقرار م یرتاث را تحت یجنتا یریتکرارپذ استخراج و

سازی  هایی است که نیاز به ارزیابی و بهینه دیگر پارامتر
موجب افزایش حلال  بالای حجمعبارت دیگر،  دارد. به

کاهش کاهش فاکتور تغلیظ و  نهایی،شده  حجم فاز جمع
کاهش حجم  همچنین. شود می ای یهتجز های یگنالس

 یریاستخراج و تکرارپذ ییکارانیز باعث کاهش  حلال
 سازی ینهبه یدکننده با استخراج  لذا حجم حلال گردد می

  .(Gholizadeh et al., 2022) شود
با افزودن کلرید  یشیمحلول آزما یونیقدرت  ایجاد

سدیم ممکن است دو اثر متقابل داشته باشد یعنی هم 
 یتآنال های لمولکو یدسترس یزانسبب کاهش متواند  می

  ها به داخل حلال استخراج انتقال آن و بنابراین به آب
شود و هم ممکن  روش  ییکارا یشافزا سببکننده شده و 

داده و منجربه  کاهش را یدر فازآباست حل شدن حلال 
شده گردیده و باعث کاهش  افزایش حجم فاز آلی جمع
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 Zare)شدن نمونه شود    ای در اثر رقیق سیگنال تجزیه

Sani et al., 2021) . در این کار پژوهشی کاهش کارائی
روش با افزودن کلرید سدیم در انتخاب شرایط بهینه 
استخراج به اثبات رسید که مطالعه بدون افزودن نمک ادامه 

 یافت.
یکی دیگر از عواملی که موجب تسریع فرایند استخراج 

ها  لیتشود افزایش تحرکات مولکولی و ضرایب توزیع آنا می
باشد. این ویژگی که معمولا به کمک ورتکس کردن  می

(Amini et al., 2018)  یا اولتراسوند نمودن(Farajpour 

et al., 2023) سبب افزایش دمای گردد  نمونه عملی می
شود.  ها نیز می بالا رفتن سرعت واکنش آزمایشی و محلول

 تواند از طرف دیگر افزایش مدت زمان هم زدن نمونه می
سبب تخریب ترکیبات هدف موثر شده و منجر به کاهش 

. در (Llompart et al., 2019)راندمان استخراج شود 
های  بیوتیک تحقیق حاضر بالاترین کارائی استخراج آنتی

ها  هدف در مدت زمان دو دقیقه مایکروویو کردن نمونه
 حاصل گردید.

در استخراج  یشنهادیروش پ ییکارا یابیمنظور ارز به
 یا یهتجز هایپارامتر برخی های سولفونامیدی، بیوتیک آنتی

 برای رفته کار بهبا چند روش توسعه داده شده روش 
این شد.  یسهمقا شیر های از نمونه ها یتآنال این استخراج

در بررسی نشان داد مقادیر شایستگی روش ارائه شده 
قابل قبول و در مواردی های هدف  بیوتیک استخراج آنتی

تری  های حساس دست آمده با روش بهتر از مقادیر بهحتی 
باشد  میکارگیری آشکارساز اسپکترومتر جرمی  مانند به
 (. 3)جدول 

 
 یردر نمونه ش یدیسولفونامهای  بیوتیک آنتي یینتع یمنتشر شده برا یها روش يربا سا حاضرروش  يسهمقا -3جدول

Table 3- Comparison of the current method with other published methods for the determination of sulfonamides in 

milk sample 
 

Analyte LOD LOQ RSD (%) ER (%) Method References 

Sulfadiazine 3 4 10 105 LLE-HPLC–MS/MS (Nebot et al., 2013) 

Sulfamethoxazole  1 1 5 82 

Sulfamethazine  2 4 10 96 

       

Sulfadiazine - 12.5 4.9 89 SPE-LC/MS (Cavaliere et al., 2003) 

Sulfamethoxazole  - 35 5.3 97 

Sulfamethazine  - 25 9.1 102 

       

Sulfadiazine 0.89 2.97 3.74 97.4 MIL-DLLME- HPLC/ UV (Yao & Du, 2020) 

Sulfamethazine 0.60 2.03 4.17 98.2 

       

Sulfamethazine 2 6 7 96 MSPE-HPLC/AD (Tolmacheva et al., 2016) 

Sulfamethoxazole  2 6 8 98 

       

Sulfadiazine 0.6 2.2 4.2 73  DSPE-ALLME-HPLC/DAD This method 

Sulfamethoxazole  1.1 3.2 3.9 70  
Sulfamethazine  0.48 1.6 2.6 74  

 

Abbreviations:  
LOD: Limit of detection (ng ml−1) 

LOQ: Limit of quantification (ng ml−1) 

RSD: Relative standard deviation  
ER: Extraction recovery  
LLE-HPLC-MS/MS: liquid liquid extraction coupled to high performance liquid chromatography tandem mass 

spectrometry. 

SPE-LC/MS: solid phase extraction coupled to liquid chromatography tandem mass spectrometry. 

MIL-DLLME- HPLC/ UV–vis: magnetic ionic based dispersive liquid liquid microextraction coupled to high 

performance liquid chromatography ultraviolet detector. 

MSPE-HPLC/AD: magnetic solid phase extraction coupled to high performance liquid chromatography tandem 

amperometric detection. 

DSPE-ALLME-HPLC/DAD: combination of dispersive solid phase extraction and air-assisted liquid liquid 

microextraction coupled to high performance liquid chromatography tandem diode array detector. 
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 گیری نتیجه
تلفیق دو روش استخراج فاز جامد پخشی و در این مطالعه 

برای مایع پخشی کمک شده با هوا -میکرواستخراج مایع
های سولفادیازین،  بیوتیک آنتیتغلیظ  آماده سازی و پیش

های شیر توسعه  از نمونهسولفامتازین و سولفامتوکسازول 
ها با استفاده از  گیری کمی آن داده شده و سپس اندازه

کروماتوگرافی مایع با کارائی بالا مجهز به آشکارساز آرایی 
روش پیشنهادی )ضریب دیودی انجام شد. خطی بودن 

نانوگرم در  250تا  2/3( در محدوده 995/0عیین بالاتر از ت
 48/0-1/1لیتر و حدتشخیص پایین در محدوده  میلی

لیتر )کمتر از حد مجاز قابل قبول برای  نانوگرم در میلی
های هدف در شیر( تکرارپذیری روش  بیوتیک باقیمانده آنتی

رصد، د 70و بازده استخراج بالاتر از  1/6تا  6/2در محدوده 
کند که این روش دقیق و قابل اعتماد بوده و از  تایید می

های هدف در نمونه  کارایی بالایی در تجزیه و تعیین آنالیت
 روی بر مذکور اجرای روشعلاوه  شیر برخوردار است. به

را  شیروجود سولفامتوکسازول در سه نمونه  شیر های نمونه
ای باقیمانده نشان داد که کمتر از حد مجاز تعیین شده بر

 این آنتی بیوتیک در شیر بود.
 

 سپاسگزاری
دانند تا به این وسیله از  نویسندگان مقاله بر خود لازم می

آزمایشگاه کنترل غذا و داروی مرکز تحقیقات   همکاری
ایمنی غذا و داروی دانشگاه علوم پزشکی تبریز در انجام 
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Abstract 
 

Introduction: One of the significant contaminants in animal-derived foods, such as milk, is 

antibiotic residues, which put consumers' health at risk. Monitoring the amount of antibiotic 

residue in milk is crucial in order to alert the nation's health authorities and in this regard, several 

researches have been conducted for determination of different antibiotic residues in milk using 

various traditional and chromatographic methods. In this study, an efficient method for 

determining the residual levels of some sulfonamides in pasteurized milk was developed and 

presented. 

Materials and Methods: After dispersive solid-phase extraction combined with air-assisted 

liquid-liquid microextraction of analytes, the residues of sulfadiazine, sulfamethoxazole, and 

sulfamethazine in the pasteurized milk were determined using HPLC with a diode array detector. 

Following the evaluation of the effective factors in the extraction and optimizing them, the 

validation of method was carried out by calculating analytical parameters such as linear range, 

LOD, LOQ, repeatability, and extraction recovery.  

Results: In the developed two-step extraction method, satisfactory figures of merit were obtained, 

therefore the method's linearity was shown with a coefficient of determination higher than 0.995. 

The limits of detection and measurement were less than 1.2 and 3.2 ng ml-1, respectively, which is 

less than the MRLs established for these antibiotics in milk. The analysis of real samples showed 

the presence of sulfamethoxazole in three milk samples in concentrations of 13±0.1, 9±0.2 and 

9.6±0.5 ng ml-1 and no other antibiotics were discovered in the examined samples. 

Conclusion: Overall, the established approach is a sensitive, accurate and reliable method and has 

high efficiency in determining selected antibiotics in milk samples. 
 

Keywords: Air Assisted Liquid Liquid Microextraction, Dispersive Solid Phase Extraction, 

High Performance Liquid Chromatography, Milk, Sulfonamides. 
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