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)28/02/98: رشیپذ خیتار  97/ 15/11:  افتیدر خیتار(  

  
 چکیده

ها بیوتیکاستفاده مفرط از داورهاي دامپزشکی از جمله آنتی. اي داردویژه با منشأ حیوانی اهمیت دارویی در مواد غذایی هايماندهتشخیص کمی باقی
شناسایی سریع آنتی بیوتیک با استفاده از . کننده استبراي مصرف مرغ، تهدید جديهاي دامی مثل گوشت، شیر، تخمبه علت باقی ماندن در فرآورده

در مطالعه حاضر، یک آپتاحسگر .رسدابزاري کارآمد، سریع، مقرون به صرفه و اختصاصی براي کاهش خطر و کنترل امنیت غذایی ضروري به نظر می
هاي شیر توسعه داده بیوتیک تتراسایکلین در نمونهشامل گرافن و طلا جهت تشخیص سریع آنتیشده با نانوموادها مبتنی برالکترود مداد گرافیتی اصلاح

به منظور اصلاح الکترود مداد گرافیتی . اي و پالس تفاضلی براي ارزیابی پاسخ آپتاحسگر مورد استفاده قرار گرفتندهاي ولتامتري چرخهتکنیک. شد
تحت شرایط بهینه، با استفاده از تکنیک ولتامتري . بهینه شدند)  دقیقه90(و زمان تثبیت گرافن ) 10( سیکل و تعداد)  میلی ولت بر ثانیه40(نرخروبش 

حد ). =985/0R²(یابد  مولار با افزایش غلظت، جریان به طور خطی افزایش می1×10- 5 تا 1×10-12پالس تفاضلی مشخص شد که در محدوده 
هاي عملکردي شامل تکرارپذیري، تکثیرپذیري، پایداري و انتخاب پذیري بررسی مشخصه. ه دست آمد مولار ب4/1×10-13تشخیص کمی آپتاحسگر 

در مجموع آپتاحسگر .  درصد به دست آمد4/98 تا 8/92هاي شیر بین درصد بازیابی آپتاحسگر در نمونه. آپتاحسگر داشت قبول قابل حاکی از کارایی
  . هاي شیر داشت تتراسایکلین در نمونهشده کارایی لازم را براي شناساییساخته

 
  .بیوتیک، نانو مواد، ولتامتري پالس تفاضلیآپتاحسگر، آمپرومتریک،آنتی : واژگانکلید
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  مقدمه - 1
ها که با اهدافی امروزه مصرف بیش از حد داورها در دام

هاي مختلف انجام همچون درمان، پیشگیري و کنترل بیماري
  کننده نهایی ناپذیري متوجه مصرفشود، خطرات جبرانمی
ها هستند که ترین داروها آنتی بیوتیکیکی از رایج. ]1[کند می

ها بیش از حد مجاز باشد منجر به ماندن اگر مقدار مصرفی آن
مواد . شودمی مرغبقایاي آنتی بیوتیکی در گوشت، شیر و تخم

، تهدیدي ها از جمله تتراسایکلینبیوتیکغذایی آلوده با آنتی
شوند و حتی در کننده محسوب میجدي براي سلامت مصرف

برخی موارد منجر به افزایش مقاومت باکتریایی عمومی در بدن 
               به منظور جلوگیري از اثرات منفی . ]2[شوندانسان می

 (MRLs)مانده ها، اکثر کشورها حداکثر میزان باقیبیوتیکآنتی
                را برايMRLsتحادیه اروپا ا. اندرا مشخص کرده

به عنوان . ها مشخص نموده استبیوتیکبرخی آنتی
 میکروگرم بر کیلوگرم 4سیلین در شیر پنی براي MRLمثال

  .]3[گزارش شده است
        ها در مواد غذایی بیوتیکمیزان باقیمانده آنتی براي تعیین

اي مورد استفاده هبیشتر روش. هاي مختلفی وجود داردروش
بازدارنده میکروبی هستند که تحت عنوان  هايآزمایش
ها شامل رشد این روش. غربالگري معروفند هايآزمایش
 Bacillus (باسیلوس استئاروترموفیلوسهائی مانند باکتري

stearothermophilus (است که در صورت وجود آنتی-

انجام . ]4[شودبیوتیک در شیر، رشد آن کم و یا متوقف می
بر بوده و توجیه اقتصادي هاي بازدارنده باکتریایی زمانآزمایش

توان به ها، میبیوتیکهاي شناسایی آنتیاز دیگر روش. ندارد
کروماتوگرافی مایع، کروماتوگرافی گازي، کروماتوگرافی مایع 

اگرچه . ]5[با کارایی بالا و اسپکترومتري جرمی اشاره نمود 
تند اما نیازمند تجهیزات حجیم و ها دقیق هساین روش

سازي پیچیده نمونه، کاربر متخصص و قیمت، آمادهگران
  .]6[گذاري طولانی مدت هستندگرمخانه

ها در مراحل مختلف بیوتیکگیري میزان باقیمانده آنتیاندازه
تولید و فرآوري مواد غذایی، نیازمند توسعه یک روش سریع، 

             کاهش ریسک در اختصاصی است که کنترل بهتر و 
هایی که یکی از روش. کنندگان را دربر داشته باشدمصرف

هاي اشاره شده در بالا را ندارد، آپتاحسگر محدودیت روش
. ]7[ها است بیوتیکاختصاصی جهت شناسایی آنتی

تک رشته (آپتاحسگرها در واقع حسگرهاي مبتنی بر آپتامر 

 به اتصال براي بالایی یتهستند که قابل) RNAا یDNAکوتاه
 و هاویروس ها،ماکرو مولکول جمله از مختلف، هايآنالیت

  .]8[دارند هاپروتئین
هاي اخیر استفاده از نانوموادها براي افزایش حساسیت در سال

از جمله . آپتاحسگرها توجه زیادي را به خود جلب کرده است
انو ذرات طلا هاي گرافن و نتوان به نانو ورقهموادها می نانو

 قبولگرافن به خاطر داشتن هدایت الکتریکی قابل. اشاره نمود
حرارتی براي استفاده در  و مکانیکی هايو همچنین فعالیت

زیست حسگرهاي الکتروشیمیایی از جمله آپتاحسگرها باهدف 
از طرفی نانو ذرات . ]9[اصلاح سطح الکترود مناسب است 
فرد، هدایت الکتریکی  به طلا به خاطر داشتن ساختار منحصر

هاي مختلف و خوب و خواص کاتالیستی براي شناسایی آنالیت
  .]10[آل هستند بهبود رسانایی آپتاحسگرها ایده

بیوتیک تابحال مطالعاتی در خصوص شناسایی بقایاي آنتی
توان به تتراسایکلین در مواد غذایی گزارش شده است که می

، ژانگ و )2014(کاران ، چن و هم)2012(ژو و همکاران 
، تانگ و )2017(، اویانگ و همکاران )2016(همکاران 
گیري در سیستم اندازه .]11-15[اشاره نمود) 2018(همکاران 

کند چرا که آپتاحسگرها، الکترود کاري نقش اصلی را ایفا می
. دهدهاي مورد نظر در سطح آن رخ میتمامی واکنش

براي کاربرد درزیست الکترودهاي کاري مختلفی تابحال 
الکترود : اند از جملهشده حسگرهاي الکتروشیمیایی معرفی

اي، الکترود صفحه چاپی، الکترود طلا، الکترود کربن شیشه
           پلاتین و الکترودخمیر کربنو الکترود مغز مداد گرافیتی 

در پژوهش حاضر از مغز مداد گرافیتی الکترود به  ]5، 16[
زیست، سطح  ن، سازگار بودن با محیطعلت قیمت ارزا

  . دسترس بودن استفاده شد مکانیکی مناسب و در
هدف از انجام تحقیق حاضر، شناسایی آنتی بیوتیک 
تتراسایکلین در شیر با استفاده از یک آپتاحسگر مبتنی بر 
الکترود مداد گرافیتی اصلاح شده با نانوموادها شامل گرافن و 

لتامتري چرخه اي و پالس تفاضلی طلا به کمک تکنیک هاي و
  . بود
  

  هامواد و روش - 2
  ها دستگاه- 2-1

هاي الکتروشیمیایی با استفاده از دستگاه کلیه بررسی
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، )Potentiostat/Galvanostatگالوانواستات /پتانشیواستات
انجام Vertex1هلند، مدل ) Ivium(ساخت شرکت ایویوم 

 و از طرف دیگر شد که از یک طرف با سیستم سه الکترودي
جریان بر حسب (ولتاگرام ). 1شکل (با کامپیوتر ارتباط داشت 

الکترود کاري در مراحل مختلف ساخت توسط رایانه ) ولتاژ
سیستم سه الکترودي شامل الکترود مغزمداد گرافیتی . ثبت شد

نقره /به عنوان الکترود کاري، الکترود نقره) متر میلی7/0با قطر (
به ) متر میلی3به طول (لکترود مرجع و پلاتین کلریدبه عنوان ا

- میلی5عنوان الکترود کمکی استفاده شد که در سل حاوي 

 مولار پتاسیم کلرید به 10/0 فروسیانید حاوي - مولار فري
ها در دماي اتاق تمامی آزمایش .عنوان الکترولیت قرار داده شد

  .انجام شد

 
Fig 1 Schematic of the measurement system 

  
  روش سنتز گرافن- 2-2

 درجه و  میکرون70ذرات  اندازه با(گرافیت  پودر گرم یک
 سولفوریک اسید/نیتریک اسید مخلوط به%) 99/99خلوص 

 قرار داده یخ حمام در و افزوده)  حجمی6:1(با نسبت  غلیظ
 6 بانسبتوزنی KMnO4در اینروش(اکسنده  عامل سپس .شد

 هم زده اسید/گرافیت مخلوط که حالی در) گرافیت پودر برابر
 افزوده  دقیقه15زمانی  فاصله با  مرتبه10طی  تدریج به شدمی

 یک پتاسیم پرمنگنات، مخلوط اتمام افزوده کردن از بعد شد،
 هم به محیط دماي در  ساعت3و  یخ حمام دماي در ساعت
 تهیه  درصدHCl (10(اسید هیدروکلریک لیتر میلی200. خورد

اسید به /گرافیت سرد کرده سپس مخلوط یخ حمامکمک  به و
به . خورد به هم دیگر یک ساعت مخلوط و شد فزوده اآن

اکسیژنه محلول آب لیتر میلی5واکنش حدود  کردن کامل منظور
 ترکیب. شد افزوده شده تهیه مخلوط  درصد حجمی به33

 pH باید تا باشد کهاکسید میگرافن  مرحله تا این شده سنتز

استخراج  روش از سازيمنظور خالص به. شود ی شستهخنث
 متانول در را اکسیدگرافن . گردید ضد حلال استفاده و حلال
و  نشینته اکسیداتر، گرافن اتیلدي افزایش با سپس کرده پخش

.  ساعت در دماي اتاق خشک شد48سپس . شد سازيخالص
نسبت به با توجه به اینکه احیاي گرافن اکسیدرسانایی بهتري 

 میلی لیتر از سوسپانسیون 100گرافن اکسید دارد، بنابراین 
. در آب تهیه شد)  میلی گرم بر میلی لیتر5/2(گرافن اکسید 

سپس سوسپانسیون گرافن اکسید در حمام یخ قرار داده شد و 
 میلی لیتر در 50در ) NaBH4( گرم سدیم بورهیدرات5/12

و ) ر گرافن اکسید براب5با نسبت وزنی (آب سرد تهیه شد 
در شرایط (قطره قطره به سوسپانسیون گرافن اکسید اضافه شد 

  .تا گرافن اکسید احیاشده بدست آید) حمام یخ

  ساخت آپتاحسگر- 2-3
اي فعال ابتدا الکترود کاري با استفاده از تکنیک ولتامتري چرخه

هاي روبش ولت در نرخ+ 5/1براي این منظور پتانسیل . شد
 300 و 200، 100، 50، 40، 30،20،15، 10، 5، 1(مختلف 

به سطح الکترود مغر مداد گرافیتی اعمال ) میلی ولت بر ثانیه
، )با مقایسه جریان(پس از انتخاب نرخ روبش پتانسیل . شد

در ) 25 و 20، 15، 10،5(هاي مختلف سازي تعداد سیکلبهینه
ي الکترود کار. انجام شد)  مولار1(محلول سدیم هیدروکسید 

با نرخ روبش و تعداد سیکل بهینه براي ) متر میلی3به طول (
در محلول ) دقیقه150 و 120، 90، 60، 30(هاي مختلف زمان

سپس . گرافن اکسید احیاشده در دماي اتاق قرار داده شد
 مولار قرار داده شد 1/0الکترود کاري در محلول بافر فسفات 

+ 7/0 تا - 1/0نسیل اي در محدوده پتاو تکنیک ولتامتري چرخه
بعد از تثبیت گرافن . بر روي آن اعمال شد)  سیکل10(ولت 

شدهدر شرایط اکسید احیاشده بر روي سطح الکترود اصلاح
شده با بهینه، نانو ذرات طلا بر روي الکترود کاري اصلاح

+ 5/1 تا -5/0اي در محدوده پتانسیل روش ولتامتري چرخه
 میلی مولار 3ثانیه در محلول  میلی ولت بر 5ولت، نرخ روبش 

سپس . قرار گرفت) HAuCl4.3H2O(محلول نمک طلا 
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بعد از تثبیت نانو ذرات طلا . الکترود کاري با دیونیزه شسته شد
 1/0شده با گرافن، در محلول بر روي سطح الکترود اصلاح

) ولت+ 5/1 تا -5/0محدوده پتانسیل ( KNO3مولار از 
  .مال شداي اعتکنیک ولتامتري چرخه

شده با به منظور استقرار آپتامر بر روي سطح الکترود اصلاح
گرافن اکسیداحیاشده و نانو ذرات طلا، لازم بود تا غلظت و 

بعد انتخاب غلظت و زمان آپتامر . زمان تثبیت آپتامر بهینه شوند
بر روي ) تتراسایکلین(بهینه بر روي سطح الکترود، آنالیت 

  .الکترود کاري تثبیت شد

شده تثبیت آپتامر بر روي الکترود اصلاح- 2-4
  با گرافن و نانو ذرات طلا

-'5(به منظور تثبیت آپتامر از توالی اختصاصی تتراسایکلین 

SH-CCC CCG GCA GGC CAC GGC TTG 
GGT TGG TCC CAC TGC GCG-3' ( با

که توسط 7/13، چگالی نوري HPLCسازيخالص
  Microsynth AG(Balgach, Switzerland)شرکت

توالی تتراسایکلین در آب دیونیزه . سنتز شده بود، استفاده شد
. شد درجه سلسیوس ذخیره -20رقیق شد و سپس در دماي 

 با نسبت DTTبراي شکستن پیوندهاي دي سولفیدي آپتامر، 
.  دقیقه در دماي اتاق به آن اضافه شد15 به مدت 1:5حجمی 

برابر با آپتامر ، اتیل استات با نسبت حجمی DTTبراي حذف 
. پس از سانتریفیوژ لایه بالایی حذف شد. به محلول اضافه شد

 دقیقه آپتامر بر روي الکترود 60 میکرومولار و زمان 25غلظت 
شدهبا گرافن و بعد از تثبیت آپتامر، الکترود اصلاح. تثبیت شد

 دقیقه در محلول تتراسایکلین 60نانو ذرات طلا براي مدت 
  .قرار گرفت

  هاي حقیقیسازي نمونهآماده- 2-5
به منظور ارزیابی آپتاحسگر در شناسایی دقیق تتراسایکلین، از 

سیلین و ها مانند استرپتومایسین، پنیسایر آنتی بیوتیک
براي این هدف آپتاحسگر . سولفادیازیننیز استفاده شد

 دقیقه 90به مدت   NaCl درصد 9/0شده در محلول ساخته
سپس الکترود . ن نمونه شاهد قرار داده شدبه عنوا) زمان بهینه(

هاي جذب به آرامی با آب دیونیزه شسته شد تا آنتی بیوتیک

هاي شیر، ابتدا شیر در براي آماده سازي نمونه. نشده جدا شوند
با توجه به اینکه .  رقیق شد1:10محلول بافر با نسبت حجمی 

شیر حاوي چربی، کربوهیدرات و پروتئین است براي حذف 
 دقیقه 60 دور بر دقیقه به مدت 30000هاي اضافی در لایه

سپس بعد از تشکیل سه لایه، لایه میانی که . سانتریفیوژ شد
-20هاي بعدي در دماي شیر خالص بود براي انجام آزمایش

هاي مختلف براي تزریق غلظت. درجه سلسیوس نگهداري شد
 پالس هاي شیر، از تکنیک ولتامتريتتراسایکلین در نمونه

  .تفاضلی استفاده شد

  هاي الکتروشیمی مورد استفاده  تکنیک- 2-6
 به منظور اعمال اختلاف پتانسیل بین :ايولتامتري چرخه

اي استفاده الکترودهاي کاري و مرجع از روش ولتامتري چرخه
 گیري الکتروشیمیایی پتانسیوهاي اندازهیکی از انواع روش.شد

اي، پتانسیل ولتامتري چرخهدر تکنیک . باشددینامیک می
بر خلاف . کندزمان تغییر می با الکترود کاري به صورت خطی

 ولتامتري روبش خطی، بعد از رسیدن به یک پتانسیل
کند شده، پتانسیل الکترود کاري در جهت عکس تغییر میتعیین

هاي تغییر پتانسیل این چرخه. تا به پتانسیل اولیه بازگردد
شده در  ایجاد جریان. د دلخواه تکرار شوندتوانند به تعدامی

رسم ) پتانسیل الکترود مرجع(الکترود کاري بر حسب ولتاژ 
در پژوهش . اي به دست آیدشود تا نمودار ولتامتري چرخهمی

 -مولار فري میلی5اي حاوي حاضر تکنیک ولتامتري چرخه
  . مولار پتاسیم کلرید انجام شد10/0فروسیانید حاوي 

کی ی تکنیک ولتامتري پالس تفاضلی:ي پالس تفاضلیولتامتر
در روش ولتامتري پالس . باشدهاي آمپرومتریک میاز روش

هایی با دامنه ثابت بر روییک تفاضلی پتانسیل به صورت پالس
جریان براي هر پالس . شودپتانسیل روبشی فزاینده اعمال می

ر پالس در دو مرحله، قبل از اعمال پتانسیل و در انتهاي عم
شده و نمودار تفاضل این دو جریانبر حسب پتانسیل اعمال

این . باشدنمودار حاصل به صورت پیک می. گرددرسم می
روش به دلیل حذف جریان زمینه طی عمل تفاضل و پیک 
شکل بودن نمودار حدتشخیص پایین و حساسیت بالایی 

 .]17[دارد
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  نتایج و بحث- 3
 سازي نرخ روبش بهینه- 3-1

نظور انتخاب نرخ روبش بهینه براي اعمال پتانسیل بر روي به م
، 10، 5، 1(هاي مختلف نشده، نرخ روبشالکترود اصلاح

)  میلی ولت بر ثانیه300 و 200، 100، 50، 40، 30،20،15
 الکترود کاري، در شرایط یکسان براي 4تعداد  .بررسی شدند

        5تکنیک ولتامتري در محلول. هر نرخ روبش آماده شد
  مولار پتاسیم کلرید10/0 فروسیانید حاوي -مولار فريمیلی

هاي شده با نرخ روبش و اصلاح نشده براي الکترود اصلاح
از . مختلف انجام شد و پیک جریان در ولتاگرام ثبت شد

شده نشده و الکترود اصلاحاختلاف جریان بین الکترود اصلاح
 روبش بهینه استفاده در نرخ روبش مختلف براي انتخاب نرخ

 میلی ولت بر 40، با افزایش نرخ روبش تا 2مطابق شکل . شد
 میلی ولت 40ثانیه، اختلاف جریان روند افزایشی داشته و در 

با افزایش . ترین مقدار اختلاف جریان مشاهده شدبر ثانیه بیش
 میلی ولت بر ثانیه اختلاف جریان روند 300نرخ روبش تا 

ترین  میلی ولت بر ثانیه بیش40وجه به اینکه با ت. نزولی داشت
اختلاف جریان را داشتبه عنواننرخ روبش بهینه انتخاب گردید 

 میلی ولت بر ثانیه 40و تمامی آپتاحسگرهاي مورد استفاده با 
 .اصلاح شدند

  
 

Fig 2 The influence of different scan rates on ∆I. 
  
  

 سازي تعداد سیکل بهینه- 3-2

هاي مربوط به  انتخاب نرخ روبش بهینه، تعداد سیکلپس از
هاي مختلف اعمال روش ولتامتري چرخه با تست تعداد سیکل

گیري اختلاف روش اندازه. بهینه شد) 25 و 20، 15، 10، 5(
میانگین . نرخ روبش بود سازيجریان مشابه بخش بهینه
 میلی 40 الکترود با نرخ روبش 4اختلاف جریان مربوط به 

همان طور که قابل .  آورده شده است3لت بر ثانیه، در شکل و
 سیکل بر روي الکترودها، اختلاف 10استنباط است پس اعمال 

ها مشاهده شد؛ جریان بیشتري در مقایسه با سایر تعداد سیکل
 سیکل به عنوان پارامتر بهینه براي 10بنابراین تعداد 

 .هاي بعدي مورد استفاده قرار گرفتآزمایش

  

 
Fig. 3. The effect of cycle number on ∆I. 

 

سازي مدت تثبیت گرافن اکسید  بهینه- 3-3
  احیا شده

شده در محلول سدیم بعد از آماده سازي الکترود اصلاح
 10با mV/s40نرخ روبش(هیدروکسید در شرایط بهینه 

، زمان تثبیت گرافن اکسید احیاشده بر روي الکترود )سیکل
براي این منظور الکترود در . بهینه شدشده کاري اصلاح

 دقیقه در محلول حاوي 150 و 120، 90، 60، 30هاي زمان
شده قرار گرفت سپس جریان در دو مرحله  احیا گرافن اکسید

شامل بعد از اصلاح در محلول سدیم هیدروکسید و بعد از 
قرار گرفتن در محلول گرافن اکسید با استفاده از روش 
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 دقیقه 90با افزایش زمان تا . ثبت شد ياولتامتري چرخه
 دقیقه تقریباً روند 90اختلاف جریان افزایش یافت بعد از 

دلیل ). 4شکل (اختلاف جریان روند کاهشی مشاهده شد 
تواند به دلیل اشباع شدن سطح  دقیقه می90افزایش جریان تا 

 دقیقه به 90با توجه به نتایج به دست آمده زمان . الکترود باشد
در نظر  شده احیا نوان زمان بهینه براي تثبیت گرافن اکسیدع

 .گرفته شد

 
Fig 4 The effect of different immobilization 

timeson ∆I (mean of three measurements with 
standard deviation). 

 

  تثبیت نانو ذرات طلا- 3-4

بعد اصلاح سطح الکترود مغز مداد گرافیتی و تثبیت گرافن 
هاي قبل ذکر شد، اکسیداحیاشده در شرایط بهینه که در بخش

تثبیت نانو .نانو ذرات طلا بر روي سطح الکترود تثبیت شد
 20 و 10، 5، 2(هاي مختلف ذرات طلا ابتدا در نرخ روبش

 مولار 10/0سپس در محلول . انجام شد )میلی ولت بر ثانیه
تکنیک پتاسیم نیترات به منظور حذف نانو ذرات اضافی، 

علاوه بر . اي بر روي سطح الکترود اعمال شدولتامتري چرخه
این، استفاده از پتاسیم نیترات برایخنثی کردن بار الکتریکی طلا 
است تا بتواند از طریق پیوندهاي دي سولفیدي آپتامر که بار 

همان طور که در شکل .منفی دارد را جذب سطح الکترود کند
 میلی ولت بر 5از نرخ روبش  قابل مشاهده است استفاده 5

تا این مرحله . توجهی افزایش داد قابل ثانیه جریان را به طور
  شده و احیا بستر گرافیتی به خوبی با استفاده از گرافن اکسید

  

در مراحل بعدي آپتامر و آنالیت .  نانو ذرات طلا رسانا شد
رند که در ادامه گیبر روي سطح الکترود قرار می) آنتی بیوتیک(

  .شرح داده شده است

 
Fig 5 The effect of different scan rate on current. 

 

          ارزیـــابی آپتاحـــسگر بـــا اســـتفاده از -3-5
  هاي الکتروشیمیاییتکنیک

شده از تکنیک ولتامتري به منظور ارزیابی آپتاحسگر ساخته
شده ي اصلاح، رفتار الکترودها6در شکل . ایاستفاده شدچرخه

 -مولار فري میلی5در مراحل مختلف، در محلول حاوي 
 mV/s50 مولار پتاسیم کلرید، با نرخروبش10/0فروسیانید با 

اصلاح سطح گرافیتی الکترود با گرافن . نشان داده شده است
، باعث )AuNPs( و نانو ذرات طلا) RGO( شده احیا اکسید

تیجه افزایش جریان در افزایش فرایند انتقال الکترون و در ن
افزایش جریان نانو . شد )Bare(نشده مقایسه با الکترود اصلاح

توان با ذرات طلا در مقایسه با گرافن اکسیداحیاشده را می
توجه هدایت الکتریکی عالی طلا و افزایش سطوح فعال بیشتر 

 (با تثبیت آپتامر.]16[در سطح الکترود توجیه نمود 

(Aptamerین و تتراسایکل )TET ( ،بر روي سطح الکترود
این . نشده کاهش یافتپیک جریان نسبت به الکترود اصلاح

توان به دافعه الکترواستاتیک بین پروب آهن امر را می
)Fe(CN)6

و آپتامر که هر دو داراي بار منفی هستند، ) -3/-4
 .]18[ نسبت داد
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Fig 6 The cycle voltagarms of different modified 

electrodes in 5.0 mM Fe(CN)6
4-/3-containing 0.1 M 

KCl, potential range of -0.1 to 0.70 V with scan 
rate of 50 mV s -1: (a) bare PGE, (b) RGO (c) 

AuNP/ (d) Aptamer, and ( e) TET 
 

به منظور ارزیابی آپتاحسگر، از تکنیک ولتامتري نیز پالس 
 مختلفی از تتراسایکلین تهیه هايغلظت. تفاضلی استفاده شد

جریان بر (شد و کارایی آپتاحسگر با رسم منحنی کالیبراسیون 
 نشان 7همان طور که در شکل . بررسی شد) حسب غلظت

 داده شده است با افزایش غلظت تتراسایکلین پیک جریان
دلیل کاهش پیک جریان با .  فروسیانید کاهش یافته است- فري

ینبه این دلیل است که در حضور افزایش غلظت تتراسایکل
توانند بر روي سطح ها خیلی سخت میتتراسایکلین یون

 .]15[الکترود قرار بگیرند

 
Fig 7 Differential pulse voltammograms recorded 

for aptasensor in the presence of different 
concentrations of TET (1×10-12-1×10-5 M                   

(mol. L-1)). 
 
 
 
 

با استفاده از تکنیک ولتامتري پالس تفاضلی، منحنی 
محور عمودي تغییر جریان بین آپتامر و . کالیبراسیون ترسیم شد

تتراسایکلین، و محور افقی لگاریتم غلظت هاي مختلف 
منحنی کالیبراسیون آپتاحسگر . دهدتتراسایکلین را نشان می

). 8شکل ( را نشان داد  مولار1×10- 5 تا 1×10- 12رنج خطی
  : تبعیت نمود1همچنین معادله رگرسیونی از رابطه 

 y = 6.869x + 87.012, R² = 0.985 )1(رابطه 

تغییرات جریان  y  لگاریتم غلظت تتراسایکلین،xکه در آن، 
حد تشخیص کمی به عنوان حساسیت حسگر تعریف . است

توسط حسگر گیري می شود و بیانگر کمترین مقدار قابل اندازه
  : استفاده شد2براي محاسبه حد تشخیص کمی از رابطه . است

 LOD=3Sb/m )2(رابطه 

  
 انحراف استاندارد Sb، حد تشخیص کمی، LOD، 2در رابطه 

شیب منحنی  mو)بدون حضور تتراسایکلین(نمونه شاهد 
، حد 2بر اساس رابطه . کالیبراسیون در محدوده خطی است

، 1در جدول . لار بدست آمد مو4/1×10-13تشخیص کمی 
عملکرد آپتاحسگر پژوهش حاضر با سایر نتایج محققان مورد 

همانطور که مشاهده می گردد تاکنون . مقایسه قرار گرفته است
از الکترود مداد گرافیتی براي شناسایی تتراسایکلین استفاده 
نشده است، همچنین سایر الکترودهاي کاري در مقایسه با 

رافیتی محدوده خطی محدودتر و حد تشخیص الکترود مداد گ
  . بالاتري دارند

 
Fig 8 calibration plot , ΔI vs Log concentration of 
TET for different concentration,1.0 × 10−12, 1.0 × 

10−11, 1.0 × 10−10, 1.0 × 10−9, 1.0 × 10−8, 1.0 × 10−7, 
1.0 × 10−6  and 1.0 × 10−5 M. In 5.0 mM Fe(CN)6

4-

/3-containing 0.1 M KCl solution. 
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Table 1 Comparison of the performance of different working electrodes for determination of TET 
Working electrode Method Dynamic range (M) LOD (M) Reference 

GCE DPV a 1×10−9 -1×10−7 1.0×10-9 [18] 
GCE EIS 5×10-9-5 ×10-6 1.0×10-9 [12] 
GE DPV 1.5×10-9-3.5 ×10-6 0.45×10-9 [19] 
GE EIS 2×10−8 -2250×10−6 6.75×10-9 [20] 
GE DPV 1×10−8 -5×10−5 5×10-9 [11] 
GE EIS 2.25×10-8-6.75×10-6 2.5×10-9 [21] 

SPCE DPV 1×10-6-5×10-6 6×10-10 [13] 
GCE DPV 1×10−10 -5×10−3 5.6×10-12 [22] 
PGE DPV 1×10-12-1×10-5 1.4×10−13 This work 

GCE: glassy carbon electrode, DPV: differential pulse voltammetry, EIS: electrochemical impedance 
spectroscopy, GE: gold electrode, SPCE: screen-printed carbon electrodes, PGE: pencil graphite electrode 

 
  ارزیابی ارقام شایستگی آپتاحسگر - 3-6

) Figure of merit(به منظور ارزیابی ارقام شایستگی 
آپتاحسگر، تکراري پذیري، تکثیر پذیري، انتخاب پذیري و 

تکراري پذیري آپتاحسگر با  .پایداري مورد بررسی قرار گرفتند
گیري مکرر در سه مرتبه با استفاده از تکنیک ولتامتري اندازه
 نشان داده شده 9همان طور که در شکل . بت شداي ثچرخه

گیري همپوشانی هاي مربوط به سه مرتبه اندازهاست پیک
نزدیکی به هم دارند و آپتاحسگر از تکرارپذیري قابل قبولی 

به منظور بررسی تکثیر پذیري آپتاحسگر، . برخوردار است
تعداد پنج زیست حسگر مستقل در شرایط یکسان ساخته شد 

 5اي در محلول ها با تکنیک ولتامتري چرخهریان آنو پیک ج
 مولار پتاسیم کلرید 1/0 فروسیانید حاوي -میلی مولار فري

نتایج نشان داد که انحراف استاندارد نسبی . ارزیابی شد
باشد که نشان از تکثیر پذیري  درصد می2/3هاي جریان پیک

 به بررسی انتخاب پذیري آپتاحسگر. بالاي آپتاحسگر است
منظور بررسی اثرات مداخله گر و مزاحم در شناسایی 

-براي این هدف سه نوع آنتی. تتراسایکلین صورت پذیرفت

بیوتیک دیگر شامل استرپتومایسین، پنی سیلین و سولفادیازین 
طور که همان. شدهآزمونشدبا استفاده از آپتاحسگر ساخته

مربوط به رفت با توجه به اینکه آپتامر اختصاصی انتظار می
 وRGO شده با  تتراسایکلین بر روي الکترود اصلاح

AuNPs سایر  تثبیت شده بود، پاسخ آپتاحسگر به              
ها، قابل توجه نبود که مبین انتخاب پذیر بودن بیوتیکآنتی

به منظور . باشدبیوتیک تتراسایکلین میآپتاحسگر نسبت به آنتی
دا سه زیست حسگر در شرایط ارزیابی پایداري آپتاحسگر ابت

دو  سپس به مدت. بهینه و یکسان در دماي محیط ساخته شد
هفته پاسخ آپتاحسگر به فاصله زمانی هر سه روز یک بار ثبت 

نتایج نشان داد که پاسخ . شد و با پاسخ روز اول مقایسه شد

 درصد کاهش یافته 3زیست حسگر بعد از گذشت دو هفته 
  . است

 
Fig. 9. Repeatability of the aptesensor for three 

measurements (cycle voltagram). 

  هاي حقیقی آزمون نمونه- 3-7
شده از طریق شناسایی کاربرد عملیاتی آپتاحسگر ساخته

ابتدا . تتراسایکلین در محیط شیر مورد ارزیابی قرار گرفت
 دقیقه 90آپتاحسگر در شرایط بهینه ساخته شد و براي مدت 

 میکرو لیتر از شیر حاوي آنتی بیوتیک با غلظت 10اخل در د
 براي 3درصد بازیابی با استفاده از رابطه . مشخص قرار گرفت

  :هاي شیر محاسبه شدنمونه
 Recovery%=(Cfound/Cspike)×100 )3(رابطه 

شده توسط   بیانگر غلظت شناساییCfound، 3در رابطه 
هاي شیر  نمونهشده به  غلظت تزریقCspikeآپتاحسگر و

 آورده شده است درصد 2همان طور که در جدول .است
هاي شیر در دو غلظت براي دو نمونه شیر بازیابی براي نمونه

 درصد به دست آمد که حاکی از درصد 4/98 تا 8/92گاو 
 .شده دارد قبول براي آپتاحسگر ساخته قابل بازیابی
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Table 2 Determination of TET in cow milk samples using the amperometric aptasensor. 
Recovery (%) found a (M) Spiked value (M) Sample RSD b 

(%)     
6.5 94.2 (0.942±0.057)×10-9 1×10-9 

6.3 96.1 (0.961±0.061)×10-11 1×10-11 
Milk 1 

7.6 92.8 (0.928±0.071) ×10-9 1×10-9 
4.3 98.4 (0.984±0.042)×10-11 1×10-11 Milk 2 

a Average of three measurements ± standard deviation. b relative standard deviation 
 

  گیرينتیجه- 4
در مطالعه حاضر، یک آپتاحسگر مبتنی بر الکترود مداد گرافیتی 
که سطح آن گرافن اکسید احیاشده و نانوذرات طلا اصلاح 

بیوتیک تتراسایکلین در  آنتیشده بود، براي تشخیص باقیمانده
هاي آپتاحسگرها در مقایسه با سایر روش. شیر معرفی شد

هاي تشخیصی و ها از جمله کیتبیوتیکشناسایی مرسوم آنتی
هاي میکروبی، سریع و ارزان قیمت بوده، و حد تشخیص روش

هاي با استفاده از تکنیک.بیوتیک را دارا هستندپایین آنتی
هاي جریان ي و ولتامتري پالس تفاضلی پیکاولتامتري چرخه

نتایج نشان داد که . آپتاحسگر مورد ارزیابی قرار گرفت
پذیري و تکثیرپذیري و پایداري قابل قبولی آپتاحسگر تکراري

بیوتیک ها، آپتاحسگر همچنین در حضور سایر آنتی. دارد
پیشنهاد شده توانایی انتخاب پذیري بالایی براي تشخیص 
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Quantitative detection of drug residues in animal food stuffs is very important.Excessive use of 
veterinarian veterinarians, like antibiotics are a serious threat to consumers, due to the residence of 
livestock products such as meat, milk, eggs.Rapid detection of antibiotics is essential by using an 
efficient, fast, affordable, and specific tool for risk reduction and food safety control.In the present 
study, an aptasensor based on pencil graphite electrode modified with nanomaterial including 
grapheme and gold, for rapid detection of tetracycline antibiotic was developed in milk samples.Cycle 
voltammetry and differential pulse voltammetry (DPV) techniques were used for response evaluation 
of aptasensor.In order to modification the graphite pencil electrode, the scanrate (40 mV/s) and the 
number of cycles (10) and immobilization time of graphene (90 min) were optimized.Under optimum 
conditions, using differential pulse voltammetry technique was found to increase linearly in the range 
of 1 × 10-12 to 1 × 10-5 M, with increasing concentration (R² = 0.985).The detection limit of the 
aptasensor was found to be 1.4× 10-13 M.A review of functional characteristics including repeatability, 
reproducibility, satability, and selectivity suggests acceptable performance for aptasensor. Overall, the 
fabricated aptasensor has efficiency required to detect tetracycline in milk samples. 
 
Keyword: Aptasensor, Amperometric Antibiotic, Nanomaterial, Differential Pulse Voltammetry 
(DPV). 
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