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 چکیده

 های دامی مثل گوشت، شیردر فرآورده هاماندن آنمنجر به باقیها بیوتیکاز جمله آنتی ،دامپزشکی داروهای مفرط ازاستفاده 

  نظر بهضروری  منظور پایش امنیت غذاییبه ،هابیوتیکبنابراین شناسایی سریع، دقیق و اقتصادی آنتی ؛دشومیمرغ و تخم

 طلا جهت نانو ذراتگرافن و با  شده اصلاحمداد گرافیتی مغز  الکترود بر مبتنی حسگرزیستحاضر، یک  تحقیقدر  .رسدمی

سنجی امپدانس طیفای و رخهچهای ولتامتری تکنیکاز  .شد ساختههای شیر در نمونه بتالاکتامبیوتیک تشخیص آنتی

سنجی امپدانس طیفه از تکنیک . تحت شرایط بهینه، با استفادشدتغییرات سطح الکترود استفاده برای ارزیابی  الکتروشیمیایی

 مقاومت انتقال بار با لگاریتم غلظت رابطه تغییرات  ،1×10- 5تا  M 15-10×1 در محدودهمشخص شد که الکتروشیمیایی 

y=119x+2600  (R  بیوتیک خطی بود و از معادله رگرسیونیآنتی
2
         سه مرتبه یک جریان درپ. دکرتبعیت (0.977=

( حاکی از RSD=%31/3محاسبه انحراف استاندارد نسبی ) .آمد به دست 19و  µA 18 ،5/19 به ترتیب ،گیریاندازه

 به دست %94/8های جریان  یکپانحراف استاندارد نسبی برای بررسی تکثیرپذیری حسگر بود. قبول زیستتکرارپذیری قابل

شامل  ،بیوتیکدر حضور سه آنتی حسگرپذیری زیستحسگر داشت. گزینشاز تکثیرپذیری نسبتاً مطلوب زیستآمد که نشان 

حسگر نسبت به های مقاومت انتقال بار نشان داد که زیستنتایج داده وآزمون شد  سولفادیازیناسترپتومایسین، تتراسایکلین و 

در مقایسه با  %6روز  18حسگر بعد از گذشت توجهی ندارد. نتایج نشان داد که پاسخ زیستپاسخ قابلها، بیوتیکسایر آنتی

   های شیر در محدوده درصد بازیابی برای نمونهحسگر دارد. که نشان از پایداری مطلوب زیست یابدمیکاهش  روز اول،

آمد که حاکی از  به دست %104تا  3/92در سه تکرار  ،برای دو نمونه شیر گاو و گوسفند 1×10-11و  M 9 -10×1 هایغلظت

 حسگر پیشنهاد شده دارد.برای زیست قبول قابلدرصد بازیابی 
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 مقدمه .1

محسوب  های اصلی برنامه غذایی انسانروهشیر یکی از گ

بنابراین،  پوشیده نیست؛میت آن بر کسی اهکه  شودمی

ترین مهم. از دارد ایویژهبهداشت، سلامت و امنیت غذایی 

ها اشاره کرد که یکبیوتتوان به آنتیهای شیر میآلودگی

آنتی .]1[ استکننده برای سلامت مصرف یجد یتهدید

 کنترلی و فونهای عها معمولاً برای درمان بیماریبیوتیک

نامناسب و گیرند. استفاده قرار میها مورد استفاده دامرشد 

، منجر به داروهای دامپزشکیها در بیوتیکآنتیاز  اندازهبی

و افزایش  یره غذایی انسانمجاز در زنجباقیماندن سطوح غیر

        خطرات در نهایت  و دشوبیوتیکی می آنتی مقاومت

    از جمله افزایش  ،کنندگانمصرف یبرا یتوجه قابل

 ،هابیوتیکنتیدر بین آ. ]2[های درمان را در پی دارد هزینه

که اغلب برای درمان ماستیت دلیل آنخانواده بتالاکتام به

شوند، منبع اصلی آنتیبالینی گاوهای شیری تجویز می

منظور به .]3 [شونددر شیر محسوب میموجود ها بیوتیک

ادیه حها، اتنهکننده و کاهش هزیمصرف سلامت عمومی حفظ

اروپا بیشترین حد مجاز را برای اکثر داروهای دامپزشکی 

؛ برای مثال حداکثر حد مجاز آنتیمشخص کرده است

  .]4 [است µg/L 4 رسیلین در شیپنیبیوتیک 

ها در بیوتیکنتیآهای مختلفی برای شناسایی روشتاکنون 

توان به که می مواد غذایی مختلف گزارش شده است

  های میکروبی، مایع با کارایی بالا، روشکروماتوگرافی 

. ]5 دکرسنجی و اسپکترومتری جرمی اشاره های رنگروش

بر، اما هزینه ،ها دقیق و حساس هستندچه این روشاگر

 ، کاربر متخصصیچیدهپو  ، نیازمند تجهیزات حجیمگیروقت

برای  .]6 [سازی پیچیده نمونه برای آزمایش هستندو آماده

-های مذکور، طراحی و پیادههای روشمحدودیتغلبه بر 

های اخیر در سالسازی حسگرهای زیستی )بیوسنسورها( 

توجه زیادی را به خود جلب کرده است. بیوسسنورها ابزاری 

در بین . و سریع هستند حمل، اختصاصیدقیق، حساس، قابل

انواع مختلف بیوسنسورها، نوع الکتروشیمیایی کاربردهای 

 .]7 [صنایع غذایی پیدا کرده استمختلفی در 

برای افزایش حساسیت  نانو مواداستفاده از  ،های اخیردر سال

بیوسنسورها توجه زیادی را به خود جلب کرده است. برای 

مثل  ،توان از ناموادهاافزایش حساسیت بیوسنسورها، می

دلیل . گرافن به]8 [طلا استفاده کرد نانو ذراتگرافن و 

با محیط  سازگار بودنفرد و ی منحصربهبعدساختار سه

در بیوسنسورهای آل برای کاربرد زیست گزینه ایده

نانو همچنین استفاده از  .]9 [آیدمی  به شمارالکتروشیمیایی 

اندازه  و قابلیت هدایت الکتریکی بالادلیل ، بهطلا ذرات

ای در ساخت و بهبود حساسیت طور گستردههب کوچک

 .]10-14 [دشوالکتروشیمیایی استفاده میسورهای بیوسن

های مختلف، از جمله امروزه با پیشرفت تکنولوژی در زمینه

لزوم نظارت بر مواد صنایع غذایی و دامپزشکی و همچنین 

های همواره محققان در پی تکنولوژیاز نظر سلامت،  غذایی

 با توجههزینه هستند. کم و سریعدقیق، حساس، پیشرفته، 

های مرسوم شناسایی آنتیهای موجود در روشبه محدودیت

بودن، نیازمند  بر، از جمله اقتصادی نبودن، زمانهابیوتیک

سازی پیچیده ، نیروی متخصص و آمادهبزرگتجهیزات 

حجم، لعه سعی شد تا با ساخت ابزاری کمنمونه، در این مطا

در پاسخ به این نیاز صنعت و قیمت، سریع و دقیق ارزان

بیوتیک شناسایی یمیزان باقیمانده آنت، پایش سلامت شیر

 یک یسازیادهساخت و پهدف از مطالعه حاضر، لذا  شود؛

شده الکترود مغز مداد گرافیتی اصلاح برمبتنی یستیحسگر ز

بیوتیک آنتی شناساییمنظور به های گرافن و طلاورقه با نانو

 بود.  خام یردر ش بتالاکتام

 

  روشمواد و . 2

 تجهیزات مورد استفاده. 2.1

های الکتروشیمیایی، از دستگاه منظور انجام آزمایشبه

استفاده شد. در سیستم  Vetrtex1مدل پتانشیواستات 

   تانشیواستات نقش مبدل را ایفا حسگر، دستگاه پستزی

شیمیایی که در سطح الکترود های کند، در واقع واکنشمی

و تحلیل تبدیل  یهتجز قابلهای دهد را به دادهرخ میکاری 

از یک سیستم متداول سه الکترودی  ،کند. در این مطالعهمی

مداد  زد که شامل الکترودهای مغشاستفاده متصل به رایانه 

ترتیب نقش ید و پلاتین که بهنقره کلرگرافیتی، نقره/

الکترودهای کاری، مرجع و کمکی را داشتند، استفاده شد. 

، (1)ها در دمای اتاق انجام شد. در شکل  یشآزماتمامی 

ا دستگاه پتانشیواستات همراه ب ،سیستم سه الکترودی تصویر

 .شده استآورده 
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 گیریاندازهسیستم  تصویر( 1) شکل

Fig )1  (  Image of the measurement system 

 

 گرافنهای سنتز نانو ورقه .2.2

طور . به]15 [دشبرای سنتز گرافن از روش هامر استفاده 

 و میکرون 70 ذرات اندازه با) گرافیت پودر  گرم یکخلاصه، 

 یکسولفور/یداس یتریکن مخلوط ( به%99/99خلوص  درجه

قرار  یخ حمام در و افزوده( حجمی 6:1) با نسبت غلیظ یداس

 با KMnO4 از روش یندر ااکسنده ) عامل سپس شد؛ داده

 مخلوط که یدرحال( گرافیت پودر برابر 6 وزنی نسبت

 با مرتبه 10 طی تدریج به ،شدمی زده هم اسید/گرافیت

سوسپانسیون  در پایانشد.  افزوده min 15 زمانی فاصله

سدیم  g 5/12 گرافن اکسید در حمام یخ قرار داده شد و

در آب سرد تهیه شد )با  ml 50 ( درNaBH4) بورهیدرات

قطره به برابر گرافن اکسید( و قطره 5زنی نسبت و

 سید اضافه شد )در شرایط حمام یخ(سوسپانسیون گرافن اک

 آید. به دستشده  احیا اکسیدتا گرافن 

 

  های مورد استفادهتکنیک. 2.3

-ای و طیفاز دو تکنیک ولتامتری چرخه ،حاضر در مطالعه

میایی استفاده شد. ولتامتری الکتروشیسنجی امپدانس 

ه ایی جریان مستقیم است کیای یک روش الکتروشیمچرخه

در سطح الکترود  یلپتاس پاسخ یک جریان را درحالی که

واقع پتاسیل از یک  کند. درثبت می ،دشوکاری اعمال می

رود و در شود تا مقدار مشخصی پیش مینقطه شروع می

تواند به تعداد گردد. این چرخه میمیبازبه نقطه شروع  ،پایان

محدوده پتاسیل و در این مطالعه، از دلخوه تکرار شود. 

ترتیب برای به ، mV/s 50+ و 7/0تا  V 3/-0 سرعت روبش

 ای استفاده شد. تکنیک ولتامتری چرخه

 ترین یکی از مهم یمیاییامپدانس الکتروش سنجییفط

مطالعه سرعت انتقال الکترون و شامل  ،یابیهای مشخصهروش

ماهیت  الکتروشیمیایی است.های انتشار در واکنشپدیده 

صورت مقاومت موهومی که به است مختلطیامپدانس، مقاومت 

د. شورسم می نیکوییست منحنیمقاومت واقعی تحت نام حسب بر

انتقال الکترون و  ندیبه فرا تربالا یهادر فرکانس یارهیدامیبخش ن

 دهیبه پد ترنییپا یهادر فرکانس واربرگ( امپدانسی )قسمت خط

از محدوده  برای تکنیک امپدانس .]16 [شودیانتشار مربوط م

استفاده  Vm 150 و دامنه پتانسیل Hz 100000-01/0 فرکانس

امپدانس  سنجییفطشماتیک  (2)در شکل  .]17 [شد

 .استشده نشان داده  یمیاییالکتروش
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 یمیاییامپدانس الکتروش سنجییفطشماتیک  (2)شکل 

Fig )2( Schematic of electrochemical impedance spectroscopy  

 

 حسگرزیستساخت  .2.4

ولتامتری  سازی الکترود کاری از تکنیکمنظور فعالبه

+ در V 5/1 پتانسیل ،ای استفاده شد. برای این منظورچرخه

سیکل به سطح  10با تعداد  (mV/s 40 روبش سرعت

سدیم  M 1 مداد گرافیتی در محلول زالکترود مغ

متر از میلی سهتنها  ،برای هر آزمایش هیدروکسید اعمال شد.

منظور تثبیت شد. به الکترود کاری در محلول قرار داده

در  min 90 مدتاز الکترود کاری بهمتر ه میلیگرافن، س

سپس الکترود . شد ی اتاق در محلول گرافن قرار دادهدما

شد و تکنیک  قرار داده μ 1/0 بافر فسفات کاری در محلول

+ 7/0تا  -V 1/0 ی در محدوده پتانسیلا چرخهولتامتری 

 نانو ذرات تثبیتمنظور به سیکل( بر روی آن اعمال شد. 10)

ای در طلا بر روی الکترود کاری، از روش ولتامتری چرخه

  mV/s 5 + ، سرعت روبش5/1تا  -V 5/0 محدوده پتانسیل

( O2.3H4HAuClنمک طلا )محلول  μm 3 در محلول

 د.شاستفاده 
از  بتالاکتامبیوتیک اختصاصی آنتی DNAاستقرار  برای

 'SH-TTA GTT GGG GTT CAG TTG G-3-'5توالی

استفاده شد. غلظت و زمان آپتامر با استفاده از تکنیک 

بعد انتخاب غلظت و  امپدانس الکتروشیمیایی بهینه شدند.

بیوتیک نتیآ)بر روی سطح الکترود، آنالیت بهینه  زمان آپتامر

زمان تثبیت و مدت( بر روی الکترود کاری تثبیت بتالاکتام

 .آن بهینه شد

 

 در شیربتالاکتام شناسایی . 2.5

دقیق در شناسایی  حسگرزیست پذیریبررسی گزینش برای

استرپتومایسین،  مانند هابیوتیکآنتیسایر ، از بتالاکتام

 ،استفاده شد. برای این هدفنیز  سولفادیازینو  تتراسایکلین

 شد. آب تزریقی قرار دادهدر محلول  شده ساخته حسگرزیست

دیونیزه شسته شد تا آنتی آرامی با آبسپس الکترود به

سازی برای آماده جدا شوند. جذب نشدههای بیوتیک

شیر، ابتدا شیر در محلول بافر با نسبت حجمی  یها نمونه

که شیر حاوی چربی، رقیق شد. با توجه به این 1:10

اضافی در  هایبرای حذف لایه ،کربوهیدرات و پروتئین است

سانتریفیوژ شد. بعد  min 60 مدت، بهدور بر دقیقه 30000

برای انجام  ،از تشکیل سه لایه، لایه میانی که شیر خالص بود

 داری شد.نگه -C ° 20 بعدی در دمای هایآزمایش

 

 نتایج و بحث. 3

 غلظت آپتامرزمان و سازی بهینه .3.1

بیت آپتامر بر روی الکترود اصلاحمنظور انتخاب زمان تثبه

  الکترود کاری در مدت طلا،  نانو ذراتشده با گرافن و 

 120و  min 10 ،20 ،40 ،60 ،80 ،100 های مختلفزمان

در محلول آپتامر با غلظت مشخص قرار داده شد. سپس 

تکنیک امپدانس الکتروشیمیایی اعمال شد و مقاومت انتقال 

بار در قبل و بعد از تثبیت آپتامر بر روی الکترود کاری ثبت 
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     زمان تثبیت تانتایج نشان داد که با افزایش مدتشد. 

min 80  د و بعد از آنیاببار نیز افزایش می انتقالمقاومت، 

توان در . علت آن را می(3)شکل  تمایل به ثابت شدن دارد

های کاری با رشتههای فعال در سطح الکترود هشدن جایگاپر

 جو کرد.وجست min 80 آپتامر بعد از

 
 سازی زمان تثبیت آپتامر( بهینه3شکل )

Fig 3. Optimization of immobilization time of aptamer 

 

 ترین عامل در عملکرد زیستاز مهم یکی ،غلطت آپتامر

آپتامر،  غلظتی گزینش بهینه . براآیدمی به شمارحسگر 

، μM 10 بیوتیک بتالاکتام شاملهای مختلفی از آنتیغلظت

شد و سپس الکترود اصلاحتهیه  100و  75، 50، 25، 5/12

)زمان بهینه  min 80 مدت، بهطلا نانو ذراتشده با گرافن و 

نتایج  آپتامر قرار گرفت.محلول از  ml 10 آپتامر( در داخل

نشان کارگیری تکنیک امپدانس الکتروشیمیایی، هب حاصل از

قال بار تان، مقاومت μm 25 که با افزایش غلظت تا داد

، مقاومت μm 25 های بالاتر ازو در غلظت یابدمیافزایش 

دلیل اشباعهتواند بکه می نداردال بار تغییر محسوسی انتق

همانباشد.  μm 25 با آپتامر در غلظتشدن سطح الکترود 

، بهμm 25 ست غلظت نشان داده شده (4)طور که در شکل 

 د.شعنوان غلظت بهینه انتخاب 

 
 سازی غلظت آپتامربهینه( 4شکل )

Fig 4. Optimization of aptamar concentration 
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 بتالاکتامتثبیت زمان  سازی ینهبه. 3.2

طلا و همچنین آپتامر در  نانو ذراتپس از تثبیت گرافن و 

ری، لازم بود تا زمان تثبیت بهینه بر روی الکترود کایط راش

ی این منظور، غلظت مشخصی از د. براشوبهینه  بیوتیکآنتی

های د و سپس الکترود کاری در زمانشبیوتیک تهیه آنتی

 در محلول  120و  min 20 ،40 ،60 ،80 ،100 مختلف

بار در قبل و بعد از  مقاومت انتقال شد. بیوتیک قرار دادهآنتی

افزایش  min 60تا  بیوتیک بر روی الکترود کاریتثبیت آنتی

، بهmin 60 بنابراین زمان ؛(5)شکل  و سپس کاهش یافت

 د.شنتخاب ابیوتیک عنوان زمان بهینه تثبیت آنتی

 

 
 سازی زمان تثبیت بتالاکتامبهینه( 5شکل )

Fig 5. Optimization of immobilization time of beta-lactam 

 

     با  تغییرات سطح الکترود کاری یابیارز. 3.3

 های الکتروشیمیایینیکتک

-از تکنیک شده ساخته حسگرعملکرد زیست منظور ارزیابیبه

 استفادهامپدانس الکتروشیمیایی  و یا چرخهولتامتری های 

در مراحل  تغییرات سطح الکترود کاری، (6)در شکل د. ش

دست آمده از ه پیک جریان ب برحسب ،ساخت مختلف

مولار میلی 5در محلول حاوی ، یا چرخهتکنیک ولتامتری 

 روبش، با سرعت یدکلر یمپتاس M 10/0 فروسیانید با فری

mV/s 50  .بعد از (6)بر طبق شکل نشان داده شده است ،

بر روی ( GPNطلا ) نانو ذراتو ( RGOگرافن )تثبیت 

، پیک جریان (Bareنشده )اصلاح الکترود مغز مداد گرافیتی

علت افزایش فرایند فروسیانید به -مربوط به الکترولیت فری

 گیری در مقایسه با حالت قبلطور چشمهانتقال الکترون ب

(Bare)توان به قابلیت ، افزایش پیدا کرد که علت آن را می

با  طلا ربط داد. نانو ذراتهدایت الکتریکی بالای گرافن و 

بر  (BL) بیوتیک بتالاکتامو آنتی (Aptamer) تثبیت آپتامر

 نانو ذراتشده با گرافن و روی سطح الکترود کاری اصلاح

ایسه با پیک جریان الکترود اصلاحطلا، پیک جریان در مق

فروسیانید و  -الکترواستاتیک بین فریدلیل دافعه نشده به

 آپتامر که هر دو دارای بار منفی هستند، کاهش یافت.

بررسی مناسب برای  یروش ،الکتروشیمیاییتکنیک امپدانس 

، (7)در شکل شده است. تغییرات سطح الکترود اصلاح

ولتاگرام امپدانس الکتروشیمیایی برای مراحل مختلف ساخت 

طلا  نانو ذرات(، RGOشامل تثبیت گرافن ) ،الکترود کاری

(GNP( آپتامر ،)Aptamerو آنتی )( بیوتیک بتالاکتامBL ،)

ذکر شد  3-2خش طور که در ب. همانشده استنشان داده 

( ZIm( و موهومی )ZReلفه حقیقی )امپدانس شامل دو مؤ

ای در منحنی نایکویست به فرایند دایرهیمبخش ن .است

و بخش خطی به  های بالادر فرکانس مقاومت انتقال الکترون

.]18[ارتباط دارد  های پایینانتشار در فرکانس پدیده
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 یدکلر یمپتاسمولار  10/0فروسیانید حاوی  -مولار فریمیلی 5محلول  در کاری الکترودساخت مقایسه پیک جریان در مراحل مختلف  (6شکل )

Fig 6. Comparison of current peak at various stages of fabrication the working electrode in 5.0 mM Fe(CN)6
4-/3- containing 0.1 M KCl 

 

بعد تثبیت گرافن بر  ،مشهود است (7)طور که در شکل همان

ای در دایرهروی الکترود مغز مداد گرافیتی، قسمت نیم

دهد شد که نشان می تر بزرگطلا  نانو ذراتمقایسه با تثبیت 

به فرایند انتقال  کمتری نسبت طلا مقاومت نانو ذرات

نانو توان نتیجه گرفت که رسانایی بنابراین می ؛الکترون دارد

 به دستطلا در مقایسه با گرافن بیشتر است که نتایج  ذرات

 . ]17[ کندمی یدتائرا آمده از تکنیک ولتامتری چرخه 

 
 یمپتاسمولار  10/0فروسیانید حاوی  -مولار فریمیلی 5محلول  شده درالکترودهای مختلف اصلاح های امپدانس الکتروشیمیایی برایداده( 7شکل )

 ید کلر
Fig 7. Electrochemical impedance data for different modified electrodes in 5.0 mM Fe(CN)6

4-/3- containing 0.1 M KCl  
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رایط بهینه بر روی الکترود اصلاحبعد از تثبیت آپتامر در ش

ه به ای کدایرهیمطلا، بخش ن ذراتنانو شده با گرافن و 

در مقایسه با مرحله قبل  ،شودمقاومت انتقال بار مربوط می

بر آمیز موفقیتصورت هآپتامر ب دهدمی شد که نشان تر بزرگ

این موضوع علت  روی سطح الکترود کاری تثبیت شده است.

بر روی سطح  ل یک لایه منفی مقاومکیتوان به تشرا می

بیوتیک( بر بعد از تثبیت آنالیت )آنتی نسبت داد. الکترود

طلا و  نانو ذراتشده با گرافن و اصلاح روی الکترود کاری 

ای در مقایسه با حالت قبل دایرههمچنین آپتامر، بخش نیم

های فعال در بیوتیک در جایگاهگرفتن آنتیقرارشد.  تر بزرگ

مت انتقال اومنجر به افزایش مق سطح الکترود )رشته آپتامر(

همچنین در های قبلی شده است. بار در مقایسه با حالت

توانند بر ها به سختی میبیوتیک بتالاکتام، یونآنتیحضور 

منجر به افزایش  ،ین موضوع. اگیرندسطح الکترود  قرار روی 

هش جریان نسبت به حالتمقاومت انتقال بار و در نتیجه کا

نتایج تکنیک امپدانس  ،طوری کلیهبد. شوهای قبلی می

طلا و همچنین آپتامر و  نانو ذراتکه گرافن و  دادنشان 

بیت درستی بر روی سطح الکترود تثهبیوتیک بتالاکتام بآنتی

 اند.شده
 

 رسم منحنی کالیبراسیون. 3.4

امپدانس ، از تکنیک حسگرزیستارزیابی  برای

بتالاکتام های مختلفی از استفاده شد. غلظت الکتروشیمیایی

بار در قبل و بعد از تثبیت  و سپس مقاومت انتقال دشتهیه 

ترسیم نمودار خطی بین لگاریتم  محاسبه شد. با بیوتیکآنتی

بیوتیک )محور افقی( و تغییرات مقاومت انتقال غلظت آنتی

همانشد.  ترسیممنحنی کالیبراسیون بار )محور عمودی( 

با افزایش غلظت  ،شده استنشان داده  (8)که در شکل  طور

با . ت خطی افزایش یافترصوهب مقاومت انتقال بار بتالاکتام

( تبعیت 1برازش یک تابع خطی معادله رگرسیونی از رابطه )

 نمود:

(1                             )y =119x + 2600, R² = 0.977   

 ییراتتغ  y،بیوتیکآنتیلگاریتم غلظت  x، (1رابطه )در 

لاکتام بر روی مقاومت انتقال بار )قبل و بعد از تثبیت بتا

با است.  طلا( نانو ذراتشده با گرافن و سطح الکترود اصلاح

بیوتیک و لگاریتم غلظت آنتی که رابطه بینتوجه به این

ن نتیجه گرفت توامی خطی است، تغییرات مقاومت انتقال بار

حسگر ساخته شده برای شناسایی که محدوده خطی زیست

 .است 1×10- 5تا  M 15-10×1 بتالاکتام

 یستزبرای محاسبه کمترین مقدار قابل تشخیص توسط 

( Limit of Detectionکه تحت عنوان حد تشخیص )حسگر 

 .]19[( استفاده شد 2شود از رابطه )نامیده می

(2        )Limit of Detection (LOD)=3*SD blank sample/b  

 

 SD blank sample، حد تشخیص کمی، LOD، (2)در رابطه 

 و (آنتی بیوتیکانحراف استاندارد نمونه شاهد )بدون حضور 

b برای تهیه خطی است.  رنجمنحنی کالیبراسیون در  یبش

در  min 60 مدتاز الکترود کاری به mm 3 نمونه شاهد،

بیوتیک در ون آب تزریقی که برای تزریق آنتیدمای اتاق در

، (2)بر اساس رابطه  .شد ی کاربرد دارد، قرار دادهدامپزشک

تاکنون آمد.  به دست فمتو مولار 8/0حد تشخیص کمی 

الکتروشیمیایی مطالعاتی در خصوص ساخت زیست حسگر 

توان به بیوتیک انجام شده است که میبرای شناسایی آنتی

د که با استفاده از ساخت یک کراشاره  ]20[ژائو و همکاران 

بیوتیک موفق به شناسایی آنتی آپتاحسگر مبتنی بر نانوموادها

که در  شدند ng/ml 057/0 تشخیص سیلین با حدّپنی

راستای استفاده از نانوموادها برای افزایش حساسیت سطح 

سانگ و  الکترود با نتایج تحقیق حاضر همخوانی دارد.

سنجی برای یک زیست حسگر مبتنی بر رنگ ]21[همکاران 

 نتایج حد تشخیص سیلین توسعه دادند کهتشخیص آمپی

حد  ،نانومولار را نشان داد که در مقایسه با مطالعه حاضر 8/9

توان در تشخیص بالاتری دارد که علت این اختلاف را می

نانو های گرافن و نانوکامپوزیت مبتنی بر نانوورقه استفاده از

 طلا دانست. نانو ذراتدر مقایسه با  ذرات
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حسگر زیستبرای  تغییرات مقاومت انتقال بار در مقابل لگاریتم غلظت بتالاکتام( تفاضلمنحنی کالیبراسیون با استفاده از تکنیک امپدانس )( 8شکل )

 مولار( 1×10- 5تا  1×10-15بتالاکتام ) های مختلفدر حضور غلظت
Fig 8. Calibration curve using impedance method (∆R vs Log C/BL) for the biosensor in the presence of different concentrations of BL 

(1×10-15-1×10-5 M). 

 حسگرهای عملکردی زیستمشخصهارزیابی  .3.5

حسگر زیست های عملکردیترین مشخصهمهم یابیارز جهت

پذیری و پایداری گزینشپذیری، ، تکثیریریپذ یتکرار شامل:

حسگر با زیست یریپذ یتکرار قرار گرفتند.مورد بررسی 

با استفاده از تکنیک  ،مکرر در سه مرتبه یریگ اندازه

 های یکپثبت شد.  برای الکترود کاری یا چرخهولتامتری 

، µA 18  ترتیب، به های اول تا سومگیریندازهجریان در ا

دست آمد که محاسبه انحراف استاندارد نسبی  هب 19و  5/19

%(31/3=RSD )حسگر قبول زیستحاکی از تکرارپذیری قابل

 بود.

زیست حسگر مستقل  5، تعداد منظور بررسی تکثیرپذیریبه 

با  ها آنساخته شد و پیک جریان  بهینه و یکساندر شرایط 

 -میلی مولار فری 5در محلول  یا چرخهتکنیک ولتامتری 

پیک شد.  ثبتمولار پتاسیم کلرید  1/0فروسیانید حاوی 

دست ه ب 23و  µA 18 ،19 ،19،21 جریان برای الکترود ها

 هب % 94/8جریان  های یکپانحراف استاندارد نسبی آمد. 

-زیست نسبتاً مطلوبپذیری که نشان از تکثیر دست آمد

 . دارد حسگر

بررسی اثرات مزاحم در برای  حسگرزیستپذیری گزینش

-سه نوع آنتی منظور ینبد. انجام شد بتالاکتامشناسایی 

و  تتراسایکلینبیوتیک دیگر شامل استرپتومایسین، 

و  تست شده ساخته حسگرزیستبا استفاده از  ،سولفادیازین

نتایج رفت  یمکه انتظار  طورهمان. شد تکنیک امپدانس ثبت

نسبت حسگر زیستای مقاومت انتقال بار نشان داد که هداده

این در حالی  ؛توجهی نداردپاسخ قابلها، بیوتیکسایر آنتی به

که آپتامر اختصاصی مربوط به بتالاکتام بر روی الکترود است 

که  تثبیت شده بود طلا نانو ذرات و با گرافن شده اصلاح

 حسگر نسبت به آنتیزیستبودن پذیرگزینش حاکی از

 . دارد بتالاکتام بیوتیک

با تثبیت گرافن و حسگر یستز پنجمنظور ارزیابی پایداری به

در دمای طلا و همچنین آپتامر در شرایط بهینه  نانو ذرات

 C ° 4 مایروز در د 18 به مدتمحیط ساخته شد. سپس 

قال تو سپس با استفاده از تکنیک امپدانس مقاومت ان ذخیره

ر به فاصله زمانی هر گحسزیستپاسخ  گیری شد.بار اندازه

. نتایج و با پاسخ روز اول مقایسه شد ثبت شد باریکسه روز 

در  %6 روز 18حسگر بعد از گذشت پاسخ زیستنشان داد که 
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دهد که نشان می یافته است کاهش مقایسه با روز اول،

 . حسگر پایداری مطلوبی داردزیست
 

 شیرهای نمونه آنالیز. 3.6

شده، آنتیحسگر ساختهارزیابی کاربرد عملی زیست برای

با تزریق شد. گاو و گوسفند در شیر خام  بتالاکتامبیوتیک 

های مشخص در دو نمونه بیوتیک با غلظتآنتیهدف  ینا

 به طولد. سپس الکترود کاری )ششیر گاو و گوسفند اضافه 

mm 3 طلا اصلاح شده بود و  نانو ذرات( که با گرافن و

 min 80 مدتامر بر روی آن تثبیت شده بود، بههمچنین آپت

   یها غلظتبا بیوتیک از  شیر حاوی آنتی µl 10 در داخل

M 9 -10×1  قرار گرفت. برای محاسبه درصد  1×10- 11و

 د:شهای شیر استفاده ( برای هر نمونه3از رابطه ) بازیابی

بازیابیدرصد  ×)غلظت تزریق شده/غلظت تشخیص داده شده(= (3)100

   
های شیر برای نمونه، محدوده درصد بازیابی (1)طبق جدول 

 در سه تکرار ،در دو غلظت برای دو نمونه شیر گاو و گوسفند

 بازیابیآمد که حاکی از درصد  به دست %104تا  3/92

 حسگر پیشنهاد شده دارد.زیستبرای  قبول قابل

 

 شدهحسگر ساختهزیستهای شیر با استفاده از در نمونه بتالاکتام شناسایی( 1جدول )
Table 1. Detection of Beta-Lactam in milk samples using the fabricated biosensor 

RSDb (%) 
Recovery (%) 

 بازیابی )%(
Detected (M) 

 شدهتشخیص داده
Spiked (M) 

 شده )مولار(تزریق
Type of Milk 

 نوع شیر

6.25 96.2 (0.96±0.06a)×10-9 1×10-9 Cow milk 
 شیر گاو

7.61 92.3 (0.92±0.07)×10-11 1×10-11 

6.31 95.3 (0.95±0.06) ×10-9 1×10-9 Sheep milk 

 11-10×1 11-10×(0.08±1.04) 104.0 7.69 شیر گوسفند
a  انحراف معیار،  ± یریگ اندازهمیانگین سهb انحراف استاندارد نسبی. 

a Average of three measurements ± Standard Deviation, b Relative Standard Deviation (RSD). 

 گیرینتیجه. 4

 وحمل حسگر ارزان، قابلدر مطالعه حاضر، یک زیست

بیوتیک بتالاکتام ساخته اختصاصی برای شناسایی سریع آنتی

حسگر از یک الکترود مغز و معرفی شد. برای ساخت زیست

شامل  نانو موادمداد گرافیتی به عنوان الکترود کاری که با 

طلا اصلاح شده بود، استفاده  نانو ذراتهای گرافن و نانوورقه

بیوتیک و بعد از تثبیت آپتامر اختصاصی مربوط به آنتی د.ش

لاکتام بر روی سطح الکترود اصلاحبیوتیک بتاهمچنین آنتی

سنجی ای و طیفهای ولتامتری چرخهشده، از تکنیک

برای رصدکردن تغییرات سطح  یمیاییالکتروشامپدانس 

 دنانو مواطور کلی نشان داد که هالکترود استفاده شد. نتایج ب

ی بر روی سطح آمیزصورت موفقیتهو همچنین آپتامر ب

 عملکردی زیستهای مشخصهاند. بررسی الکترود قرار گرفته

پذیری و پذیری، گزینشتکرارپذیری، تکثیر شامل ،حسگر

شناسایی دقیق و حسگر را برای پایداری قابلیت زیست

های شیر حاوی آنتینمونهآنالیز  یید کرد.حساس بتالاکتام تأ

نیز محدوده درصد بازیابی حسگر بیوتیک با استفاده از زیست

-توان گفت که زیستمی ،در مجموع قبول را نشان داد.قابل

ظور ردیابی منبه ،شده قابلیت ساخت و عرضهحسگر ساخته

 جملهغذایی از  دبیوتیک بتالاکتام در موامیزان باقیمانده آنتی

 شیر، گوشت، مرغ، تخم مرغ را دارد.
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Abstract 

The use of veterinary drugs, including antibiotics, leads to their aggregation in livestock products such as meat, 

milk, and eggs . Therefore, rapid, accurate and economy detection of antibiotics for monitoring of food security 

is necessary. In the current research, a biosensor based on pencil graphite electrode modified with grapheme and 

gold nanoparticles for detection of β-lactam antibiotic in milk samples was fabricated. Cyclic voltammetry (CV) 

and electrochemical impedance spectroscopy (EIS) techniques for evaluation of surface electrode changes were 

applied. Under optimal conditions, using  the EIS method specified that in the ranges of 1×10
-15

 to 1×10
-5 

M, 

The relationship between charge transfer resistance and the logarithm of antibiotic concentration was linear and 

the regression equation was y=119x+2600 (R²=0.977). The current peaks in three measures were achieved as 

18, 19.5 and 19 µA. calculation of relative standard deviation (RSD=3.31%) that indicated an acceptable 

repeatability for biosensor. For investigating of reproducibility, RDS for current peaks was 8.94% that showed a 

good reproducibility for biosensor. The selectivity of a biosensor in the presence of three antibiotics including 

streptomycin, tetracycline, and sulfadiazine was checked. Data of charge transfer resistance was indicated that 

biosensor has non-significant the response towards the other antibiotics. The results showed that biosensor 

response decreased by 6% after 18 days compared with the first day, which indicates good stability for 

biosensor. The percentage recovery range for milk samples at concentrations of 1 × 10
-9

 and 1× 10
-11

 M for two 

samples of cow and sheep milk was obtained as 92.3 to 104% in three replications, which indicates an 

acceptable recovery range for proposed biosensor. 
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