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خانه  هيتصف كياز  يو پساب خروج يدر فاضلاب ورود كيوتيب يوجود پنج آنت يفيك يبررس
  رانيا يواقع در منطقه مركز يفاضلاب شهر

  

  1محمد مهدي امين، 3، مهدي انصاري2، مريم كاظمي پور1، افشين ابراهيمي1، بيژن بينا1محسن حيدري
  

  
  چكيده 
نتي بيوتيك متداول انساني و حيواني شامل آمپي سيلين، اكسي تتراسيكلين، انروفلوكساسين، تايلوزن و هدف اين مطالعه بررسي وجود پنج آ :مقدمه

در يك ) SPE-LC-MS/MS(اسپكترومتري جرمي دوگانه -كروماتوگرافي مايع-سيپروفلوكساين بر اساس تكنولوژي استخراج فاز جامد
  . خانه فاضلاب در بخش مركزي ايران بود تصفيه
نمونه از ورودي و خروجي تصفيه خانه فاضلاب مورد  4اي و غيرفعال،  هاي لحظه برداري ، به روش نمونه1390ر بهمن و اسفند ماه سال د :ها روش

آماده شدند و مواد استخراج شده توسط دستگاه كروماتوگرافي ) SPE(هاي مذكور با استفاده از روش استخراج فاز جامد  نمونه. نظر برداشت شدند
  .پكترومري جرمي با يونيزاسيون الكترواسپري در مد مثبت آناليز شدندمايع اس
سيلين و  با اين حال، آمپي. ها يافت نشدند نتايج نشان داد كه انروفلوكساسين، اكسي تتراسيكلين و تايلوزين در هيچ يك از نمونه :ها يافته

خانه و پساب خروجي از تصفيه خانه شناسايي  از فاضلاب ورودي به تصفيه اي و غيرفعال برداشت شده هاي لحظه سيپروفلوكساسين در هر دو نمونه
  . گرديدند
معتبر، ) Matrix Effect(و اثر ماتريكس  )Recovery( هاي بازيابي هاي فني و اقتصادي و فقدان داده به دليل برخي محدوديت :گيري نتيجه

برداري  برداري غيرفعال نتايج مشابهي با روش نمونه نتايج نشان داد كه نمونه. هاي مورد بررسي به صورت كيفي گزارش گرديد حضور آنتي بيوتيك
سيلين و سيپروفلوكساسين  حضور آمپي. ها در فاضلاب خام ورودي و پساب خروجي از تصفيه خانه فاضلاب دارد بيوتيك اي در شناسايي آنتي لحظه

بايست  هاي مقاوم شود كه مي ورد نظر ممكن است منجر به ظهور بالقوه باكتريخانه فاضلاب م در فاضلاب خام ورودي و پساب خروجي از تصفيه
  .در تحقيقات آتي مدنظر قرار گيرد

  SPE-LC-MS/MSاي،  برداري لحظه برداري غيرفعال، نمونه خانه فاضلاب، نمونه ها، تصفيه بيوتيك آنتي :هاي كليدي واژه
  

 كيوتيب يوجود پنج آنت يفيك يبررس .نصاري مهدي، امين محمدمهديپور مريم، ا ، كاظميحيدري محسن، بينا بيژن، ابراهيمي افشين :ارجاع
مجله تحقيقات نظام سلامت . رانيا يواقع در منطقه مركز يخانه فاضلاب شهر هيتصف كياز  يو پساب خروج يدر فاضلاب ورود
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  يدر فاضلاب ورود كيوتيب يوجود پنج آنت يفيكيبررس

  مقدمه
طور ه مواد دارويي گروهي از مواد شيميايي هستند كه ب

اين مواد نقش ). 1( روند كار ميهوسيعي در درمان انسان ب
اي در بهبود سلامت، افزايش كيفيت زندگي و  قابل ملاحظه

همچنين داروهاي دامپزشكي ). 2،3( افزايش طول عمر دارند
به منظور حفظ سلامت حيوانات، جلوگيري از  در سراسر جهان

ضرر اقتصادي و كمك به اطمينان از تامين مواد غذايي سالم 
عنوان ه ها ب بيوتيك در اين بين آنتي). 4( استفاده زيادي دارند

اي در  يكي از مهمترين گروه مواد دارويي نقش قابل ملاحظه
و ) 1( ندهاي ميكروبي دار حفاظت انسان و دام در برابر عفونت

ترين داروها در درمان انسان  ها موفق عبارتي آنتي بيوتيكه ب
اين دسته از داروها همچنين در مزارع پرورش ). 5( باشند مي

 دام و پرورش ماهي جهت افزايش رشد كاربرد زيادي دارند
)1.(  

هاي اخير، حضور و سرنوشت تركيبات فعال دارويي در  در سال
ل نوظهور يعنوان يكي از مسا هخصوص منابع آبي به محيط ب

ه داروها ب). 6( در شيمي محيط زيست شناخته شده است
ها هنگام استفاده توسط انسان معمولاً  خصوص آنتي بيوتيك

گردند و بنابراين بخش عمده  طور ضعيفي در بدن جذب ميه ب
صورت تغيير شكل نيافته يا با ه هايشان ب اين مواد يا متابوليت
و عمدتاً ) 7(ريق ادرار و مدفوع از بدن دفع تغييري جزيي از ط

و نهايتا وارد تصفيه ) 8( شوند هاي فاضلابرو مي وارد شبكه
برخي از اين مواد يا . گردند هاي فاضلاب مي خانه

هاي تصفيه فاضلاب  طور كامل در سيستمه هايشان ب متابوليت
هاي قابل توجهي از آنها  كه غلظت طوريه شوند، ب حذف نمي

دفع ). 9( اند هاي فاضلاب يافت شده هاي تصفيه خانه بدر پسا
شود كه اين مواد وارد  ها به محيط باعث مي پساب تصفيه خانه

هاي  كه غلظت طوريه هاي مختلف محيط آبي شوند، ب بخش
 ها در رنج نانوگرم تا ميكروگرم بر  ليتر اين مواد در رودخانه

و ) 13( وبات، رس)12( ، آب زيرزميني)11( ها ، درياچه)10(
ساختار شيميايي داروها طوري . اند شناسايي شده) 14( ها خاك

توانند تا رسيدن به آب آشاميدني مقاوم باقي  است كه مي
تواند از طريق مصرف آب  در نهايت تماس انسان مي. بمانند

هاي مواد  هاي آبزي مانند ماهي كه باقيمانده يا ارگانيسم
  ).4( رخ دهد دارويي در بدن آنها تجمع يافته

ها به اكوسيستم، اين گروه از  دليل ورود مداوم آنتي بيوتيكه ب
 pseudo ("شبه مقاوم"مواد دارويي تحت عنوان تركيبات 

persistent (از طرفي براي اينكه سطوح . شوند شناخته مي
تواند باعث تكثير و ازدياد  پايين اين مواد دارويي مي

شود، لذا توجه در مورد  هاي مقاوم به آنتي بيوتيك باكتري
. حضور، مقاومت و سرنوشت آنها در محيط رو به افزايش است

ها در كشاورزي جهت حيوانات به  استفاده از آنتي بيوتيك
هاي پاتوژنيك كه  هاي مقاوم باكتري افزايش ظهور گونه

پتانسيل اثر بر روي سلامت انسان را دارند ارتباط داده شده 
هاي مقاوم به آنتي بيوتيك  باكتري هاي مقاوم و يا ژن. است
علاوه بر اين، . توانند از حيوانات به انسان انتقال يابند مي

بين ) cross resistant(توانند مقاومت مقطعي  ها مي باكتري
هاي مورد استفاده در دامپزشكي و  آنتي بيوتيك

هاي با ساختار مشابه مورد استفاده زياد در درمان  بيوتيك آنتي
همچنين بسياري از داروهاي ). 15، 8( جاد كنندانسان اي

حيواني مشكوك به فعاليت بيولوژيكي ناخواسته مانند 
 ريز اختلال غدد درون )16( جلوگيري از توليد مثل

)Endocrine Disrupting Compounds:EDCs (
) 18( هاي بالقوه در سطح اكوسيستم و حتي پاسخ) 17(

بنابراين، خطرات . ندباش هاي غيرهدف مي دربرگيرنده گونه
اي است كه نگراني در مورد  هألداروهاي حيواني در محيط مس

  ).19( آن رو به افزايش است
هاي آلي  عنوان ريزآلايندهع ب 1990مواد دارويي از اواخر دهه 

نوظهوري كه احتمال اثرگذاري بر سيستم اكولوژيكي دارند 
ز سال گذشته ني 25در ). 20( مورد توجه قرار گرفتند

يا (هاي مواد دارويي  هاي متعددي جهت تعيين غلظت تلاش
و ) 21(هاي آبي صورت گرفته  در محيط) هايشان متابوليت

هاي آناليتيكال حساس،  محققين زيادي با استفاده از تكنيك
هايشان را در فاضلاب  مقادير جزيي مواد دارويي و يا متابوليت

هاي  ابشهري، فاضلاب صنعتي، فاضلاب بيمارستاني پس
تصفيه خانه فاضلاب، آب سطحي، آب آشاميدني و آب 
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به جز تحقيقي كه ). 26-22، 3( اند زيرزميني گزارش كرده
ها در يك  توسط حيدري و همكاران بر شناسايي آنتي بيوتيك

، )27(هاي مركزي ايران انجام گرفته  خانه آب در بخش تصفيه
ر مورد وجود رسد تاكنون در ايران مطالعه ديگري د به نظر مي
خصوص فاضلاب ه هاي آبي ب هاي دارويي در محيط باقيمانده

هاي فاضلاب شهري  خانه خام و پساب خروجي از تصفيه
صورت نگرفته، لذا در اين تحقيق بررسي وجود يا عدم وجود 

بيوتيك مهم از چهار گروه مهم دارويي يعني  پنج آنتي
، ماكروليد )سيپروفلوكساسن و انروفلوكساسين(ها  كوينولون

و تتراسيكلين ) سيلين آمپي(، بتالاكتام )تايلوزين(
در فاضلاب ورودي و پساب خروجي يك ) تتراسيكلين اكسي(

هاي مركزي ايران پرداخته  خانه فاضلاب واقع در بخش تصفيه
 .شود مي

  

  ها روش
  مواد شيميايي مورد استفاده

استاندارد (سيلين  بيوتيك آمپي استانداردهاي پنج آنتي
، %)98خلوص بيش از (، سيپروفلوكساسين )آناليتيكي

، اكسي تتراسيكلين %)98خلوص بيش از (انروفلوكساسين 
از ) استاندارد آناليتيكي(و تايلوزين %) 95خلوص بيش از (

ساختار تركيبات . خريداري شدند) آلمان(شركت سيگما آلدريچ 
برخي  1در جدول . اند ه شدهيارا 1مورد نظر در شكل 

بيوتيك مورد بررسي  هاي فيزيكوشيميايي تركيبات آنتي يويژگ
 ultraو آب  HPLC gradeمتانول . تشريح گرديده است

pure  ( هاي  كارتريج. خريداري گرديد) آلمان(از شركت مرك
(HLB: Oasis hydrophilic-lipophilic balance 

از شركت ) ليتر ميلي 6گرم و حجم  ميلي 200با مقدار جاذب (
فيلتر . تامين گرديد) ميلفورد، ايالات متحده آمريكا(واترز 

ميكرومتر و فيلتر سرنگي  45/0استات سلولز با اندازه منافذ 
ميكرومتر به ترتيب از  2/0استات سلولز با اندازه منافذ 

دسل، (و ولتمن ) ايالات متحده آمريكا(هاي ميليپور  شركت
كه در ادامه  علاوه بر اين تمام موادي. خريداري شدند) آلمان

اسيدسولفوريك : باشند اند داراي گريد آناليتيكي مي ذكر گرديده
از فلوكا، دي سديم اتيلن دي آمين %) 99با خلوص (

) Na2S2O3(و تيوسولفات سديم ) Na2EDTA(تترااستات 
 .از شركت سيگما آلدريچ تامين گرديدند

صورت جداگانه در ه بيوتيك ب محلول مادر براي هر آنتي
متانول و آب با خلوص بالا  )1به  1با نسبت حجمي ( مخلوط

گرم بر ميلي ليتر تهيه گرديدند و  ميلي 5/0تا  05/0در غلظت 
. گراد نگهداري شدند درجه سانتي -10در فريزر با دماي 

 5تا  02/0هاي مختلط استاندارد كاري با رنج غلظت  محلول
اي مادر ه ليتر از طريق رقيق سازي محلول ميكروگرم بر ميلي

به  3با نسبت حجمي (در مخلوط متانول و آب با خلوص بالا 
درجه  4در هر زماني كه لازم بود تهيه شده و در دماي ) 1

هاي استاندارد  تمام محلول. شدند گراد نگهداري مي سانتي
اي  هاي شيشه در بطري) هاي مادر و كاري شامل محلول(

گراد  درجه سانتي -10هاي آلومينيوم در دماي  پوشيده با فويل
اي مورد  ضمناً تمام وسايل شيشه. شدند ذخيره سازي مي

استفاده در اين تحقيق ابتدا توسط دترجنت و آب داغ شستشو 
شدند و در نهايت در  شدند، با آب مقطر و استن آبكشي مي مي

ساعت خشك  8گراد به مدت  درجه سانتي 220فور با دماي 
  .گرديدند مي

  اي برداري لحظه نمونه
  آوري و آماده سازي نمونه جمع

هاي  ، نمونه1390هاي بهمن و اسفند سال  در طي ماه
اي از فاضلاب خام ورودي به تصفيه خانه فاضلاب و  لحظه

) بعد از حوضچه ته نشيني ثانويه(خانه  هيپساب خروجي از تصف
برداري غيرفعال نصب  در هر محل، يك نمونه. برداشت شد

اي در زمان قرار  ل يك نمونه لحظهگرديده بود و در هر مح
دادن نمونه بردارهاي غيرفعال و يك نمونه در انتهاي دوره 

  . شد يعني زمان برداشتن نمونه بردارهاي غيرفعال گرفته مي
اي رنگ  اي قهوه هاي شيشه هاي فاضلاب توسط بطري نمونه
هاي  برداري، بطري قبل از نمونه. شدند آوري مي دار جمع درب

مطابق روشي كه قبلاً ذكر گرديد تميزسازي  مورد نظر
اي حاوي نمونه تحت شرايط سرد  هاي شيشه بطري. شدند مي

شدند و تا زمان انجام فرآيندهاي  به آزمايشگاه منتقل مي
  . شدند سازي بعدي تحت شرايط سرد نگهداري مي آماده
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  محسن حيدري و همكاران           

ها  در آزمايشگاه، با توجه به محتواي زياد مواد معلق در نمونه
هاي برداشت شده از فاضلاب خام، آنها ابتدا  وص نمونهخصه ب

سپس . شدند سانتريفيوژ مي 4000دقيقه با دور  30به مدت 
ميكرومتر صاف  45/0ها توسط فيلتر استات سلولز  نمونه
آنها  pHمولار اسيدي  3شدند و با افزودن اسيدسولفوريك  مي
فلزي هاي  به منظور رفع مزاحمت يون. رسيد مي 3تا  5/2به 

گرم دي سديم اتيلن  2/0در فرآيند استخراج و آناليز، ميزان 
هاي فيلتر شده  به نمونه) Na2EDTA(دي آمين تترااستات 
تحت اين شرايط هرگونه فعاليت . شد اسيدي اضافه مي

رسيد و تمايل  ها به حداقل ممكن مي ها در نمونه بيوتيك آنتي
. يافت كاهش ميهاي دوظرفيتي  آنها جهت ايجاد باند با يون

درجه  4ها تا زمان استخراج در دماي  نهايت نمونه در
 1شدند و عمليات استخراج در طي  سانتيگراد نگهداري مي

  . گرفت هفته انجام مي
  )SPE(استخراج فاز جامد 

 Oasisهاي  عمليات استخراج فاز جامد با استفاده از كارتريج

HLB  ليتر  يميل 6گرم و حجم  ميلي 200با مقدار جاذب
، هوا از يك 4مطابق شكل . گرفت انجام مي 2مطابق شكل 

ها نيز  شد و كارتريج ارلن خلاً توسط يك پمپ خلا مكش مي
به فضاي ) ميلي ليتري 1پيپت (با استفاده از يك پيپت نازك 

  .گرديدند داخل ارلن متصل مي

  

  
  )27(هاي مورد بررسي  ساختارهاي شيميايي آنتي بيوتيك: 1شكل 
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  )27(خصوصيات فيزيكوشيميايي آنتي بيوتيك هاي مورد بررسي : 1دول ج
 Pka  كلاس آنتي بيوتيك وزن مولكولي فرمول تركيب

  3/7، 7/2  بتالاكتام C16H19N3O4S 4/349  آمپي سيلين
  46/7، 22/3  تتراسيكلين C22H24N2O9 5/460  اكسي تتراسايكلين

  19/6، 85/3  ونفلوروكوينول C17H18FN3O3 4/359  انروفلوكساسين
  1/7، 5/7  ماكروليد C46H77NO17 1/916 تايلوزين

  14/6، 01/3  فلوروكوينولون C19H22FN3O3 3/331  سيپروفلوكساسين
  

 6ليتر متانول و به دنبال آن  ميلي 4ها با عبور  ابتدا كارتريج
  )Preconditioning( ليتر آب ديونيزه عمل آوري ميلي
بين  pHر از نمونه فاضلاب با ليت ميلي 100حجم . شدند مي

با استفاده از يك مانيفولد استخراجي خلاً از ميان  3تا  8/2
 7-9ميلي ليتر بر دقيقه و تحت خلاً برابر  5- 8كاريج با دبي 

. شد عبور داده مي) پاسكال 638/338=اينچ جيوه 1(اينچ جيوه 
در اين شرايط با توجه به خصوصيات ماده جاذب و 

، تركيبات مورد نظر از ماتريكس فاضلاب جدا ها بيوتيك آنتي
به دنبال آن، . مانند باقي مي HLBشوند و در ماده جاذب  مي
ها  جهت آبشويي از كارتريج ultra-pureليتر آب  ميلي 10

دقيقه توسط هوا  5ها به مدت  شد و كارتريج عبور داده مي
 هاي باقيمانده با استفاده از در نهايت آناليت.شدند خشك مي

اي  هاي آزمايش شيشه ليتر متانول به داخل لوله ميلي 10
ماده استخراج شده تحت جريان نيتروژن تا . شدند منتقل مي

شد و در يك مخلوط حلال آب  حد خشك شدن تغليظ مي
ultra-pure -  250تا حجم حدود ) 1به  9با نسبت (متانول 

 در نهايت ماده استخراجي با. گرديد ميكروليتر بازسازي مي
 2/0استفاده از فيلترهاي سرنگي استات سلولز با اندازه منافذ 

شد و به  سازي مي متر صافي ميلي 4ميكرومتر و با قطر 

اي منتقل و تا زمان انجام آناليز توسط دستگاه  هاي قهوه ويال
) LCMS/MS(اسپكترومتري دوگانه  -كروماتوگرافي مايع

  .شد درجه سانتيگراد نگهداري مي -15در دماي 
  نمونه برداري غيرفعال

مشخصات نمونه بردارهاي يكپارچه تركيبات شيميايي 
 Polar Organic Chemical Integrative(آلي قطبي 

Samplers: POCISs( 

بردارهاي يكپارچه تركيبات شيميايي آلي قطبي متشكل  نمونه
محبوس بين دو غشاي ) HLBمانند (از يك بستر جداسازي 

ا منافذ در حد ميكرومتر براي آبدوست پلي اترسولفون ب
برداري يكپارچه تركيبات شيميايي آلي قطبي مانند  نمونه
نمونه استفاده  4و  3هاي  در شكل. باشند ها مي بيوتيك آنتي

. ه شده استيدر اين مطالعه ارا POCISهاي  شده از ديسك
برداري و مواد جاذب  توصيف مفصلي از اين تكنولوژي نمونه

در اين ). 28(ه شده است يهمكاران ارا آن توسط آلوارز و
داراي آرايش استاندارد بودند  POCISهاي  مطالعه، ديسك

متر مكعب مساحت سطح به ازاي هر گرم  سانتي 180يعني 
  .جاذب
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  شماتيكي از چيدمان عمليات استخراج فاز جامد: 2شكل 

  
  برداري غيرفعال در اين مطالعه نهمورد استفاده در عمليات نمو POCISهاي  اي از ديسك نمونه: 3شكل 

  بردارهاي غيرفعال در محل كارگذاري نمونه
در همان محل و زماني كه  POCISبردارهاي  نمونه
در هر . اي انجام گرفت كار گذاشته شدند برداري لحظه نمونه

 POCISديسك  3محل، يك محفظه استيل حفاظتي شامل 
. كار گذاشته شد 1390روز از بهمن تا اسفند سال  30به مدت 

 2/39برداري موثر برابر  هر ديسك داراي مساحت سطح نمونه
هاي مختلف اين  بخش 6در شكل . مربع بود متر سانتي

قبل از كارگذاري . بردار نشان داده شده است نمونه
 6با استفاده از ) HLB(بردارها، جاذب مورد استفاده  نمونه
  gradeليتر آب ميلي 10ليتر متانول و به دنبال آن  ميلي

HPLC آوري شد و اجازه داده شد تا در دماي اتاق  عمل
  . خشك شوند

متري ستون  1صورت عمودي و در عمق حدود ه ها ب محفظه
بردارها از  در پايان دوره تماس، نمونه. فاضلاب قرار گرفتند

محل برداشته شدند، با آب شستشو شدند و در داخل 
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ن به آزمايشگاه تحت هايي قرار گرفته و تا رسيد محفظه
به محض رسيدن به آزمايشگاه، . شرايط سرد نگهداري شدند

بردارها تا قبل از انجام عمليات استخراج در فريزر  نمونه
  .نگهداري شدند

  
  )27(نمونه بردارهاي استفاده شده و محفظه استيل آنها : 4شكل 

 POCISهاي مواد شيميايي از  مانده بازيابي باقي

هاي مواد شيميايي جداشده از فاضلاب از  قيماندهبازيابي با
ه شده توسط بوئنو و يطبق روش ارا POCISهاي  ديسك

ها از هم  طور مختصر، ديسكه ب). 29( همكاران انجام گرديد
هاي خالي مورد استفاده در  به كارتريج HLBباز شده و جاذب 

ه منتقل گرديده و بين دو لاي )ليتر ميلي 6(استخراج فاز جامد 
ليتر متانول  ميلي 15با استفاده از . شدند پلي اتيلن محصور مي

ها از جاذب به داخل لوله  ليتر بر دقيقه، آناليت ميلي 1در دبي 
در مرحله آخر، مايع استخراج . اي منتقل شدند آزمايش شيشه

درجه سانتيگراد  35شده تحت جريان آرام نيتروژن در دماي 
تبخير گرديده و در يك تا زماني كه تقريباً خشك شود 

تا ) 1به  9با نسبت (متانول  -ultra-pureمخلوط حلال آب 
در نهايت ماده . ميكروليتر بازسازي گرديدند 250حجم حدود 

استخراجي با استفاده از فيلترهاي سرنگي استات سلولز با 
سازي  متر صافي ميلي 4ميكرومتر و با قطر  2/0اندازه منافذ 

اي منتقل و تا زمان انجام آناليز  هوههاي ق شده و به ويال

اسپكترومتري دوگانه  -توسط دستگاه كروماتوگرافي مايع
)LCMS/MS ( درجه سانتيگراد نگهداري  -15در دماي

هاي جداشده  به منظور افزايش كل جرم باقيمانده آناليت. شد
از ماتريكس فاضلاب، هر نمونه نهايي تركيبي از مواد 

قرار گرفته در هر  POCISديسك  3استخراج شده حاصل از 
  .محفظه بود

  LC-MS-MSآناليز توسط 
 reverse phase Zorbaxمواد استخراج شده توسط ستون 

Eclipse® XDB-C18, 4.6mm×50 mm ID  و با
تكنولوژي اجيلنت، ايالات متحده (ميكرومتر  8/1اندازه ذرات 

، quaternaryبا يك پمپ  LCبا استفاده از سيستم ) آمريكا
حجم . جداسازي شدند يك گاززداي خلاً و يك اوتوسمپلر

ميكروليتر بود و يك گرادين دوگانه با دبي  5تزريق نمونه 
حاوي  Aفاز متحرك . ليتر بر دقيقه استقاده گرديد ميلي 5/0

و فاز متحرك ) نسبت حجمي(اسيد فرميك % 1/0محلول آبي 
B  در متانول بود) نسبت حجمي(اسيد فرميك % 1/0حاوي .
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دقيقه شروع شد، از  5به مدت  Bفاز متحرك % 0گرادين با 
 5/7تا  3افزايش يافت، از زمان % 20دقيقه به  3تا  5/0زمان 

افزايش يافت و % 90دقيقه به  11تا  5/7و از % 70دقيقه به 
باقي % 0كاهش يافت و در مقدار % 0دقيقه به  12تا  11از 
از ستون تخليه  دقيقه 15تمام تركيبات هدف در طي . ماند
  . شد برداري مي شدند و اتوسمپلر در دماي اتاق بهره مي

-tripleبه يك اسپكترومتر جرمي نوع  LCجريان از ستون 

quadrupole  مجهز به يك منبعESI گرديد منتقل مي .
درجه  350كيلوولت بود، دماي كاپيلاري  4ولتاژ الكترواسپري 

. بود ms 200يون گراد بود و زمان حداكثر ايزولاس سانتي
استفاده شد و  dryingو  nebulisingعنوان گاز نيتروژن به 

تنظيم گرديد و جريان گاز  psi 20برابر  nebulizerفشار 
  ليتر بر دقيقه انتخاب گرديد 13خشك كننده برابر 

  ها يافته
شرايط : 1 :گردند ه ميينتايج اين مطالعه در سه بخش ارا

: 2هاي مورد نظر؛  بيوتيك نتيبهينه دستگاهي براي آناليز آ
بررسي وجود : 3ها؛ و  براي آناليت MS/MSهاي  اسپكتروم

هاي  هاي مورد مطالعه در نمونه بيوتيك يا عدم وجود آنتي
  فاضلاب تصفيه خانه فاضلاب 

و اطلاعات مربوط  LC-MS/MSپارامترهاي بهينه شده 
ه يارا 2طور خلاصه در جدول ه هاي كاليبراسيون ب به منحني

دليل اينكه تمام تركيبات مورد نظر متعلق به ه ب. اند شده
تركيبات دارويي سازمان حفاظت محيط  2و  1هاي  گروه

باشند، لذا آنها تحت شرايط  مي) USEPA(زيست آمريكا 
ESI+ جداسازي شدند.  

حاصله براي  MS/MSهاي تاييدي  اسپكتروم 5در شكل 
. اند ن داده شدهها نشا بيوتيك هاي استاندارد آنتي محلول
ه محصول ب  m/zهاي مربوط به هاي مورد نظر داده شكل

  .دهند ها را نشان مي دست آمده براي آناليت
سيلين  بيوتيك آمپي آنتي 2بيوتيك مورد بررسي،  آنتي 5از بين 

. شده شناسايي شدند هاي آناليز و سيپروفلوكساسين در نمونه
بيوتيك  آنتيدو  ه شده هريارا 3طور كه در جدول  همان
اي و  هاي لحظه سيلين و سيپروفلوكساسين در نمونه آمپي

خانه  غيرفعال برداشت شده از فاضلاب خام ورودي به تصفيه
فاضلاب خام و پساب تصفيه شده خروجي از حوضچه 

هاي ديگر شامل  آناليت. نشيني ثانويه شناسايي شدند ته
ور كلي در طه انروفلوكساسين، اكسي تتراسيكلين و تايلوزين ب

  .ها يافت نشدند هيچ يك از نمونه
 

  شرايط بهينه براي آناليز آنتي بيوتيك هاي مورد بررسي و منحني هاي كاليبراسيون مربوط به آنها: 2جدول 
E تركيب

SI 
Time 

segment 
(min)  

m/z 
pare

nt 
ion 

m/z 
daughter 

ion  

Collision 
energy 

(eV)  

Fragmentation 
amplitude (V)  

  هاي كاليبراسيون منحني
 R2  معادله

  y=410x-30  998/0  90  20  160  350  86/1-48/3  +  سيلين آمپي
  y=78x+71  998/0  90  20  426  461  49/1-87/12  +  اكسي تتراسيكلين
  y=211x+1437  999/0  90  20  316  360  69/6-33/13  +  انروفلوكساسين

  y=709x+697  998/0  110  35  174  916  80/2-87/11  +  تايلوزين
  y=927x+2640  993/0  110  20  314  332  33/7-58/12  +  سيپروفلوكساسين
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) تايلوزين و ه) انروفلوكساسين، د) اكسي تتراسيكلين، ج) آمپي سيلين، ب) بدست آمده براي الف MS/MSاسپكتروم : 5شكل 

  سيپروفلوكساسين در محلول استاندارد
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  .رسي در تصفيه خانه فاضلاب مورد بررسي شناسايي نشدوجود آنتي بيوتيك هاي مورد بر: 3جدول 
  محل نمونه برداري در خروجي تصفيه خانه محل نمونه برداري در ورودي تصفيه خانه تركيب

  نمونه برداري غير فعال  اي نمونه برداري لحظه  برداري غير فعال نمونه  اي برداري لحظه نمونه
  + + + +  آمپي سيلين

  -  - - -   اكسي تتراسيكلين
  -  - - -   انروفلوكساسين

  -  - - -   تايلوزين
  + + + +  سيپروفلوكساسين

 .شناسايي نشد -.      شناسايي شد+ 
  

  بحث
بيوتيك از لحاظ كيفي در  در اين مطالعه وجود پنج آنتي

خانه فاضلاب واقع در  فاضلاب خام و تصفيه شده يك تصفيه
دف اوليه اين ه. منطقه مركزي ايران مورد بررسي قرار گرفت

به . هاي مورد نظر بود بيوتيك مطالعه بررسي كمي وجود آنتي
هاي كاليبراسيون براي هر آناليت تنظيم  همين دليل منحني

جدول (بود  99/0گرديد و ضرايب همبستگي آنها نيز بيش از 
ها مانند فقدان  دليل وجود برخي محدوديته با اين حال ب). 2

 Matrix(و اثر ماتريكس  )Recovery( هاي بازيابي داده

effect (هاي اقتصادي و فني، تصميم گرفته شد  و محدوديت
ها  بيوتيك صورت وجود يا عدم وجود آنتيه كه نتايج حاصله ب

  .ه گردنديارا
اعم از (ها در محيط آبي  آناليز كردن سطوح بسيار پايين آناليت

ليز برداري، پردازش و آنا مستلزم شرايط نمونه) آب يا فاضلاب
به منظور جلوگيري از آلودگي ظروف ). 8(باشد  بهينه مي

اي، آنها مطابق با منابع علمي معتبر تميزسازي شدند كه  شيشه
طور خلاصه شامل شستشو، آبكشي و خشك كردن مكرر ه ب

اي، اسيدي كردن تمام  برداري لحظه در نمونه). 30(باشد  مي
و در محيط  سازي آنها در دماهاي پايين ها و ذخيره نمونه

ها توسط  تاريك تماماً براي جلوگيري از تجزيه آناليت
. باشند هاي ميكروبي لازم مي هاي شيميايي و فعاليت واكنش

مطابق با متون معتبر در اين زمينه، يك عامل شلاته كننده 
ها  بيوتيك جهت كاهش تمايل آنتي) Na2EDTAيعني (

رفيتي در هاي چندظ جهت ايجاد باند با فلزات يا كاتيون
ماتريكس، جهت بهبود شكل پيك و جهت جلوگيري از 

كارگرفته شد ه ها ب تداخلات در حين استخراج آنتي بيوتيك
)8 .(  

تقريباً مطابق روش شماره ) SPE(عمليات استخراج فاز جامد 
1694 EPA  هاي مختلفي براي استخراج  جاذب). 30(بود

ند، با اين حال هاي آبي وجود دار ها از ماتريكس آنتي بيوتيك
. باشد مي HLBترين كارتريج براي استخراج فاز جامد  متداول

هاي با مقدار جاذب برابر  بنابراين در اين مطالعه از كارتريج
در يك  Oasis HLBليتر  ميلي 6ميلي گرم و حجم  200

  . كار گرفته شدنده چيدمان استخراج ابتكاري ب
نمونه و ماده استخراج شده  pHثابت شده است كه 

ها توسط  بيوتيك پارامترهاي بسيار مهم براي عمل آوري آنتي
به دليل وجود ). 22(باشد  فرآيند استخراج فاز جامد مي

ها،  بيوتيك هاي عاملي اسيدي و بازي در ساختارهاي آنتي گروه
محلول بر روي خاصيت اختصاصي آنها  pHرود  انتظار مي
ها  هاي اسيدي آنتي بيوتيك ثابت). 1شكل ( تاثير گذارد

زدايي اين  دهند كه پروتوناسيون و پروتون نشان مي) 1جدول (
دهد  محيطي رخ مي pHها به راحتي در رنج  بيوتيك آنتي

انجام  3تا  5/2بين  pHها تا  اسيدي كردن نمونه). 31(
هاي  هاي مورد بررسي متعلق به گروه بيوتيك گرفت چون آنتي

بودند و  EPAتركيبات دارويي ) هيت اسيديبا ما( 2و  1
شرايط اسيدي منجر به بازيابي بهتر آنها از ماتريكس آبي 

 pHتونگ و همكاران گزارش كردند كه در ). 30(شود  مي
ها به ترتيب  ها و تتراسيكلين ، بازيابي فلوئوروكوينولون2برابر 

كه تحت شرايط خنثي،  هستند، در حالي% 60و % 70بيش از 
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باشد  مي% 30ها كمتر از  ابي اين گروه از آنتي بيوتيكبازي
)32 .(  

براي جداسازي  +ESIمد ) 1694EPA )30طبق روش 
جداسازي كروماتوگرافيك  .انتخاب گرديد LCها توسط  آناليت

با يك سري آزمايشات اوليه و با استفاده از فازهاي متحرك 
هاي  آب در نسبت مختلف شامل متانول، اسيد فرميك و

عنوان ه دليل اينكه معمولاً به متانول ب. ختلف بهينه گرديدم
گردد  استفاده مي LC-MS/MSفاز متحرك آلي در سيستم 

افزودن اسيد فرميك به فاز متحرك ). 33(انتخاب شد 
تواند بر روي جداسازي كروماتوگرافيك اثر گذارد، مقدار  مي

pH يون فاز متحرك را تغيير دهد و بر روي راندمان يونيزاس
هاي مختلف در هر  اسيد فرميك در غلظت). 34(تاثير گذارد 

جهت جداسازي كروماتوگرافي  Bو  Aدو فازهاي متحرك 
اسيد فرميك به % 1/0بهينه مورد ارزيابي قرار گرفت و غلظت 

-LCدماي اتاق بطور وسيعي در . هر دو فاز اضافه گرديد

MS/MS سيلين،  هاي آمپي براي شناسايي آنتي بيوتيك
سيپروفلوكساسين، انروفلوكساسين، اكسي تتراسيكلين و 

در اين مطالعه ستون دستگاه ). 35(روند  تايلوزين بكار مي
. برداري گرديد كروماتوگرافي مايع در دماي اتاق بهره

هاي مختلف  جداسازي با شرايط گرادين مجزا در ميزان جريان
يقه ليتر بر دق ميلي 5/0نشان داد كه ميزان جريان بهينه 

  . باشد مي
هاي مورد بررسي متعلق به كلاس  بيوتيك آنتي

، )سيپروفلوكساسين و انروفلوكساسين(ها  فلوئوروكوينولون
و ) تايلوزين(، ماكروليد )اكسي تتراسيكلين(تتراسيكلين 

، 3طبق جدول . باشند مي) آمپي سيلين(ها  بتالاكتام
 5جموع هاي آمپي سيلين و سيپروفلوكساسين از م بيوتيك آنتي

آنتي بيوتيك مورد بررسي در فاضلاب خام ورودي به تصفيه 
همچنين اين دو تركيب در . خانه فاضلاب شناسايي شدند

پساب تصفيه شده خروجي از حوضچه ته نشيني نهايي نيز 
اين دو آنتي بيوتيك توسط هردو روش . شناسايي شدند

اي،  هدر مطالع.اي و غيرفعال شناسايي شدند برداري لحظه نمونه
Watkinson  و همكاران گزارش دادند كه در يك

بيوتيك  خانه فاضلاب متداول در استراليا آنتي تصفيه
ميكروگرم بر ليتر در فاضلاب  8/3سيپروفلوكساسين با غلظت 

ميكروگرم بر ليتر در پساب خروجي كاهش  6/0خام به 
بايست توجه نمود كه در تصفيه خانه  البته مي). 33(يابد  مي
برداري قبل از هرگونه  د بررسي در اين مطالعه نمونهمور

  .عمليات گندزدايي نهايي انجام گرفت
هاي  ها در فاضلاب ورودي به سيستم وجود آنتي بيوتيك

هاي بالا ممكن است باعث  تصفيه فاضلاب البته در غلظت
در تحقيقاتي كه بر اساس . ها گردد كاهش راندمان اين سيستم

 Specific(تانوژنيك آزمون فعاليت ويژه م

Methanogenic Activity: SMA(  انجام گرفته
هاي آمپي سيلين و  گزارش شده كه آنتي بيوتيك

هاي ميكروبي در  سيپروفلوكساسين باعث كاهش فعاليت
). 37، 36(شوند  هاي تصفيه بيولوژيكي فاضلاب مي سيستم

وجود آنتي بيوتيك ها در محيط هاي آبي به دليل احتمال 
بر اين .  گونه هاي مقاوم باكتريايي نگران كننده استايجاد 

اساس، برخي گزارشات در مورد شيوع باكتري هاي مقاوم به 
آمپي سيلين و سيپروفلوكساسين در فاضلاب شهري، تصفيه 
خانه فاضلاب، آب سطحي و آب آشاميدني ارائه شده است 

ها در پساب  بيوتيك بنابراين وجود برخي آنتي). 39 ،38(
خصوص از جنبه ظهور ه جي از تصفيه خانه فاضلاب بخرو
اين تحقيق . كننده است هاي باكتريايي مقاوم نگران گونه

اهميت بررسي باكتري هاي مقاوم به انواع مواد آنتي ميكروبي 
در پساب ) حداقل براي آمپي سيلين و سيپروفلوكساسين(

  . دهد خروجي از تصفيه خانه فاضلاب مورد نظر را نشان مي
بيوتيك  آنتي 5برداري و  نقطه نمونه 2ر اين تحقيق از بين د

برداري  دو روش نمونه بيوتيك توسط هر مورد بررسي، دو آنتي
البته تحقيقات نشان . اي و غيرفعال شناسايي شدند لحظه
برداري غيرفعال كارايي بيشتري نسبت  اند كه روش نمونه داده

ها در  بيوتيك آنتياي در شناسايي  برداري لحظه به روش نمونه
و  Alvarez. دارد) اعم از آب يا فاضلاب(هاي آبي  محيط

تواند  برداري غيرفعال مي نشان دادند كه نمونه) 28(همكاران 
هاي بيشتري را  بيوتيك هاي آلي بيشتري از جمله آنتي آلاينده
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هاي آبي شناسايي  برداري متداول در محيط نسبت به نمونه
هاي غير فعال  برداري است كه نمونهدليل اين امر آن . كند

 30هاي جزيي را در دوره زماني طولاني براي مثال  آلاينده
ها  اين مشخصه امكان پيش تغليظ آلاينده. كنند روز پايش مي

و جداسازي باقيمانده مواد شيميايي را از حوادث اتفاقي كه 
اي قابل شناسايي نيست را  برداري لحظه معمولاً توسط نمونه

مشابه ديگر  POCISمعمولاً ). 29(كند  م ميفراه
بردارهاي غيرفعال نسبت به چند ليتر نمونه براي  نمونه
تر  شوند، راحت تر حمل مي اي معمولاً راحت برداري لحظه نمونه

بنابراين . گردند برداري مي شوند و به سهولت بهره نگهداري مي
POCIS برداري  باعث افزايش حساسيت و سادگي در نمونه
  . شوند هاي جزيي در محيط زيست مي از آلاينده

هاي اكسي تتراسيكلين،  در مورد عدم شناسايي آنتي بيوتيك
توان به چند علت احتمالي اشاره  انروفلوكساسين و تايلوزين مي

عنوان آنتي ه انروفلوكساسين و تايلوزين اغلب ب: كرد
شوند كه البته  هاي با مصرف حيواني شناخته مي بيوتيك

مال ورود آنها به فاضلاب شهري كم است، ممكن است احت
بيوتيكي مانند اكسي تتراسيكلين به  ميزان ورود آنتي

رو نسبت به آمپي سيلين و سيپروفلوكساسين كمتر  فاضلاب
هاي شناسايي نشده تحت  باشد، ممكن است آنتي بيوتيك

تاثير فرآيندهايي در طي انتقال به تصفيه خانه قرار گيرند كه 
-LCآنها به كمتر از حد قابل تشخيص با دستگاه سطح 

MS-MS  برسد يا ممكن است كه نقصي در فرآيند شناسايي
برداري، استخراج يا سنجش وجود داشته باشد كه  اعم از نمونه

البته قابل شناسايي نبوده و مانع از قابليت شناسايي اين 
به هر حال در صورت انجام آزمايشات مربوط . تركيبات گردد

اي و غيرفعال و  هاي لحظه ه بازيابي و اثر ماتريكس نمونهب
بردارهاي غيرفعال در مطالعات  همچنين كاليبراسيون نمونه

ها  آينده، امكان نقص در مراحل مختلف شناسايي آنتي بيوتيك
  .رسد هاي آبي به حداقل مي در محيط

  

  گيري نتيجه
براي  SPE–LC–MS/MS single residueيك روش 

بيوتيك در فاضلاب خام ورودي و پساب تصفيه  نتيآ 5بررسي 
شده خروجي از يك تصفيه خانه فاضلاب در بخش مركزي 

هاي فاضلاب توسط دو  نمونه. ايران مورد استفاده قرار گرفت
ه ب. اي و غيرفعال جمع آوري شدند برداري لحظه تكنيك نمونه

هاي بازيابي  هاي اقتصادي و فقدان داده دليل برخي محدوديت
صورت كيفي ه ها ب و اثر ماتريكس معتبر، حضور آنتي بيوتيك

دهد كه  ايج اين مطالعه نشان مينت. مورد ارزيابي قرار گرفت
سيلين در فاضلاب ورودي و پساب  سيپروفلوكساسين و آمپي

سيلين و  حضور آمپي. خانه شناسايي شدند خروجي تصفيه
ممكن  خانه فاضلاب مورد بررسي سيپروفلوكساسين در تصفيه

هاي مقاوم شوند كه  است منجر به ظهور بالقوه باكتري
در نهايت . بايست در مطالعه مورد بررسي قرار گيرند مي

طور مستقيم در ارتباط با ه هاي اين مطالعه ممكن است ب يافته
سلامت عمومي نباشند با اين حال اين مطالعه اهميت نياز به 

نتي ميكروبي و تر در مورد وجود تركيبات آ بررسي گسترده
جمله آب  هاي آبي از مقاومت باكتريايي به آنها در محيط

هاي فاضلاب در ايران را نشان  آشاميدني يا پساب تصفيه خانه
  . داد

  

  تشكر و قدرداني 
هاي تحقيقاتي مصوب در مركز  اين مقاله حاصل طرح
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Abstract 
Background: This study aimed to survey a total five common human and veterinary antibiotics, including 
ampicillin, oxytetracycline, enrofloxacin, tylosin, and ciprofloxacin based on SPE-LC-MS-MS technology 
in a wastewater treatment plant at central plateau of Iran. Also two sampling techniques, passive and grab 
samplings were compared in the detection of selected antibiotics. 
Methods: In February to April 2012, grab and passive samples were taken from the influent and effluent 
of a wastewater treatment plant. The samples were prepared using solid-phase extraction (SPE) and the 
extracts were analyzed through liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS-MS) with 
electrospray ionization in positive ionization mode. 
Findings: The results showed that enrofloxacin, oxytetracycline, and tylosin were not detected in none of 
the samples. However, ampicillin and ciprofloxacin were detected in the grab and passive samples taken 
from the influent and treated effluent of the plant. 
Conclusion: Because lack of recovery and matrix effect data, and some technical and economical 
limitations, the presence of the antibiotics was reported qualitatively. The results imply that passive and 
grab sampling techniques have similar efficiency in the detection of antibiotics in influent and effluent of 
the wastewater treatment plant. The presence of ampicillin and ciprofloxacin in raw municipal wastewater 
entered to the plant and treated effluent may lead to potential emergence of resistant bacteria that should 
be considered in future studies. 
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