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 براي شناسایی نانو موادتوسعه یک زیست حسگر ایمپدیمتریک مبتنی بر 

  تتراسایکلین در عسل
  

، 3*، زهرا ایزدي2، سجاد رستمی2، مهدي قاسمی ورنامخواستی1آیت محمدرزداري
  4اصغر انصافی علی

 

 دانشجوي دکتري، گروه مهندسی مکانیک بیوسیستم، دانشکده کشاورزي، دانشگاه شهرکرد -1
 شیار، گروه مهندسی مکانیک بیوسیستم، دانشکده کشاورزي، دانشگاه شهرکرددان -2
 استادیار، گروه مهندسی مکانیک بیوسیستم، دانشکده کشاورزي، دانشگاه شهرکرد -3

 استاد، گروه شیمی، دانشگاه صنعتی اصفهان -4

  )07/04/99: رشیپذ خیتار  98/ 09/06: افتیدر خیتار(
  

 چکیده
- هاي مختلفی براي شناسایی آنتی تاکنون روش.اهمیت خاصی برخوردار استها در مواد غذایی از جمله عسل از بیوتیک آنتیشناسایی باقیمانده

مواد  هاي اخیر ساخت زیست حسگرهاي الکتروشیمیایی در ترکیب با نانودر سال. اندهاي دامی توسعه داده شدهها در عسل و سایر فرآوردهبیوتیک
در مطالعه حاضر یک زیست حسگر ایمپدیمتریک مبتنی بر نانو مواد شامل گرافن اکسید احیاشده و نانو ذرات . انده خود جلب کرده را بزیاديتوجه 

سنجی امپدانس  طیفاي و ولتامتري چرخه هاي تکنیک از .هاي عسل توسعه داده شد بیوتیک تتراسایکلین در نمونهطلا براي شناسایی آنتی
 و 020/0، 069/0، 048/0، 034/0هاي مختلف به ترتیب مقادیر پیک جریان در حالت.  ارزیابی سطح الکترود کاري استفاده گردید برايالکتروشیمیایی

تکرارپذیري، تکثیر هاي زیست حسگر شامل  مشخصه. دست آمدبیوتیک آنتی، تثبیت گرافن، طلا، آپتامر و نشده اصلاح براي الکترود میکرو آمپر 015/0
.  داشتها آن بودن قبول قابلهاي مقاومت انتقال بار مورد ارزیابی قرار گرفت که نتایج حاکی از  با استفاده از دادهیداري و گزینش پذیريپذیري، پا

د که  نشان دا نتایج. عسل تزریق گردیدهاي نمونه مولار از تتراسایکلین تهیه و در 1 ×10-11 و 1 ×10-9هاي  محاسبه درصد ریکاوري غلظتمنظور به
  .دهد عسل ارائه میهاي نمونه درصد را براي شناسایی تتراسایکلین در 4/103 تا 1/94درصد ریکاوري زیست حسگر پیشنهادي 

  
   .، مبدل الکتروشیمیاییامپدانس الکتروشیمیایی، ذرات طلانانو ، آنتی بیوتیک ،الکترود مداد گرافیتی : واژگانکلید

                                                   
  com.yahoo@1365.Izadi :تبات مکامسئول* 
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  مقدمه - 1
 قند، املاح معدنی و ازجمله ي ترکیبات مختلفیحاوعسل 
  ها است که ممکن است در اثر استفاده نابجا مانندویتامین

ها و سموم اثرات منفی بر روي بیوتیکمانده آنتیباقی
ها که  کنترل بیماريمنظور به. ]1[  داشته باشدکننده مصرف

 هاي بیوتیک آنتی به آن دچار شود از زنبورعسلممکن است 
معمولاً . ]2[ شودها استفاده میراسایکلین تتازجملهمختلفی 

علاوه مانند که ها در عسل باقی میبیوتیکآنتی  مانده این باقی
 مقاومت کند میبر ضررهاي اقتصادي که به تجارت عسل وارد 

نیز در پی  کننده مصرفبراي را مشکلات گوارشی  و دارویی
  .]3[ دارد

ها در بیوتیکیهاي مختلفی براي شناسایی آنتتاکنون روش
فضل آرا و . اند شده دادههاي دامی توسعه عسل و سایر فرآورده

 تتراسایکلین و اکسی هاي مانده باقی) 1393(همکاران 
 ردیابی HPLCتتراسایکلین عسل را با استفاده از روش 

 درصد نمونه عسل فاقد 33/23این بررسی نشان داد که . کردند
 اکسی تتراسایکلین بود مانده تتراسایکلین وهر دو باقی

 داراي هر دو نوع باقیمانده ها نمونه درصد66/51 که درحالی
ي  نمونه60 درصد نمونه از مجموع 67/76 درمجموع. ندبود

بیوتیکی، مثبت بوده و  باقیمانده آنتینظر از موردبررسیعسل 
ي  از سوي اتحادیهشده اعلامداري با مقدار صفر اختلاف معنی
هاي اگرچه روش. ]2[ مان غذا و دارو داشتنداروپا، و ساز

هاي و کیت HPLCها مانند بیوتیکآنتیمرسوم شناسایی 
، قیمت گران، گیر وقتدقیق و اختصاصی هستند اما تشخیصی 

سازي نمونه یند پیچیده آمادهآ و فرمتخصصنیازمند کاربر 
هاي سریع، در طی سالیان اخیر استفاده از روش .هستند

  جایگزین مناسب و کارآمد برايعنوان بهارزان اختصاصی و 
  .]4[ اندمطرح شده هابیوتیکهاي مرسوم شناسایی آنتیروش

 کاربردي براي شناسایی میزان گیري اندازهیکی از ابزارهاي 
 براي نانو مواد در مواد غذایی استفاده از بیوتیک آنتیباقیمانده 

 است که کاربرد در ساخت زیست حسگرهاي الکتروشیمیایی
. هاي اخیر توجه زیادي را به خود جلب کرده استدر سال

یک الکترود مغر مداد ) 2019(محمدرزداري و همکاران 
 طلا نانو ذرات گرافن و هاي ورقه با نانو شده اصلاحگرافیتی 

.  شیر را توسعه دادندهاي نمونه در سیلین پنیبراي شناسایی 
 1 در محدوده غلظتی نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که

، بیوتیک آنتی میکرو مولار با افزایش غلظت 10فمتو مولار تا 
 همچنین حد تشخیص یابد میمقاومت انتقال بار نیز افزایش 

اي شیر ه در نمونهسیلین پنی فمتو مولار براي شناسایی 8/0
با استفاده از یک زیست  دیگر اي مطالعهدر . ]5[ حاصل شد

  سولفادي متیوکسینبیوتیک آنتی حضور ،گر الکتروشیمیاییحس
هاي گوشت شامل گوشت گاو، مرغ و ماهی ردیابی در نمونه

 حد شده ساختهتحت شرایط بهینه، زیست حسگر . شد
درصد ریکاوري براي .  مولار را نشان داد7/3× 10-17تشخیص

  آمدبه دست درصد 103 تا 92هاي گوشت شناسایی نمونه
]6[.  

یت غذایی و اثرات منفی باقیمانده هاي نبا توجه به اهمیت ام
ر توسعه یک ضبیوتیکی در مواد غذایی هدف از مطالعه حاآنتی

زیست حسگر ایمپدیمتریک مبتنی بر نانو مواد شامل گرافن 
         اکسید احیا شده و نانو ذرات طلا به منظور شناسایی

  .بیوتیک تتراسایکلین در نمونه هاي عسل بودآنتی
 

  ها روش مواد و - 2
  هادستگاه - 2-1

هاي الکتروشیمیایی با استفاده از دستگاه کلیه بررسی
گالوانواستات /پتانشیواستات

)Potentiostat/Galvanostat( ، سیستم سه و یک
 7/0 با قطر(مداد گرافیتی  الکترودي شامل الکترود مغز

به علت قیمت ارزان، سازگار   الکترود کاريعنوان به) متر میلی
زیست، سطح مکانیکی مناسب و در دسترس  ا محیطبودن ب

 الکترود مرجع و پلاتین عنوان  بهنقره کلرید/، الکترود نقرهبودن
 الکترود کمکی استفاده شد که در عنوان به) متر میلی 3 به طول(

 مولار 10/0 فروسیانید حاوي - فريمیلی مولار 1سل حاوي 
 .)1شکل  ( شد الکترولیت قرار دادهعنوان به پتاسیم کلرید

   . انجام شد درجه سلسیوس23 در دماي ها آزمایشتمامی 

 
Fig 1 Picture of the measurement system 
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  مراحل ساخت زیست حسگر- 2-2
سازي و اصلاح  مراحل کلی ساخت زیست حسگر شامل فعال

 احیاشده، تثبیت نانو اکسیدسطح الکترود کاري، تثبیت گرافن 
) بیوتیک آنتی( و تثبیت آنالیت موردنظر ذرات طلا، تثبیت آپتامر

هاي در تمامی مراحل ساخت زیست حسگر از تکنیک. بود
اي و امپدانس الکتروشیمیایی بسته به شرایط ولتامتري چرخه

 1/0 و 1:1 فرو سیانید با نسبت - میلی مولار فري1در محلول 
 . مولار الکترولیت سدیم کلرید استفاده گردید

  کترود کارياصلاح سطح ال- 2-3
اصلاح سطح الکترود مغز مداد گرافیتی با استفاده از تکنیک 

         40براي این منظور . اي صورت گرفتولتامتري چرخه
 مولار سدیم هیدروکسید درون سل 1لیتر از محلول میلی

اي در الکتروشیمیایی ریخته شد سپس تکنیک ولتامتري چرخه
+ 5/1ین منظور پتانسیل براي ا . ولت اعمال شد5/1پتانسیل 

به  سیکل 10در  میلی ولت بر ثانیه 40 روبش ولت در نرخ
 1سپس در محلول . سطح الکترود مغر مداد گرافیتی اعمال شد

 مولار 1/0 و 1:1 فرو سیانید با نسبت -میلی مولار فري
 جریان بر حسب پتانسیل در ولتا گرامالکترولیت سدیم کلرید 

  .  گردیدهاي روبش مختلف ثبتنرخ
  RGOتثبیت - 2-4
  اکسیدسنتز گرافن  -2-4-1
مراحل زیر بر طبق روش ) GO (اکسیدمنظور سنتز گرافن  به

  :]7[شده هامر انجام شد  اصلاح
لیتر اسیدسولفوریک ریخته  میلی96 در NaNo3گرم از  2  -1

 .شد و سپس در بشر با مگنت استیرر در حمام یخ هم زده شد

 . اضافه شد1به مخلوط مرحله گرم پودر گرافیت 2  -2

 به 90تدریج در مدت   گرم پتاسیم پرمنگنات به5/12 -3
 .آمده از مرحله قبل اضافه گردید دست مخلوط به

 ساعت تحت 1 درجه سلسیوس به مدت 35بشر در دماي  -4
 .هم زدن مداوم قرار گرفت

آمده از  دست لیتر آب مقطر به مخلوط به میلی200آرامی  به -5
 . قبل در شرایط حمام یخ افزوده شدمرحله

 30 درجه سلسیوس در مدت 95در حمام روغن با دماي  -6
 .دقیقه هم زده شد

لیتر آب مقطر به مخلوط  میلی600در شرایط مرحله قبل،  -7
 .اضافه شد

اکسیژنه به مخلوط اضافه  لیتر آب میلی30در دماي محیط  -8
 .گردید

 . مخلوط اضافه گردید درصد بهHCL 5لیتر از  میلی9-10

 دقیقه هم زده شد و پس از ساکن شدن 30به مدت  - 11
 .مخلوط رسوب نمود

 محلول موردنظر به مقدار خنثی برسد تا pHتا زمانی که  - 12
 .وشو داده شد آب مقطر شست

آمده در  دست  خنثی، پودر سیاه بهpHبعد از رسیدن به  - 13
 .دماي اتاق خشک شد

  RGOسنتز -2-4-2
لیتر آب مقطر   میلی50 گرم سدیم بور هیدرات در 5/12/ -1

 .سرد حل شد
لیتر آ مقطر به  میلی100 در اکسید گرم از گرافن 25/0  -2

 . سیکل سونیکیت شد10مدت دقیقه در 

قطره به  آرامی و قطره شده از مرحله یک، به محلول تهیه -3
مخلوط مرحله دوم در شرایط حمام یخ روي مگنت استیرر 

 دقیقه با دستگاه شیکر در دماي اتاق 12 شد و به مدت اضافه
 .هم زده شد سپس از فیلتر شد

با استفاده از پمپ خلأ و فیلتر نانو، سه مرتبه با آب مقطر  -4
 .شسته شد

 ساعت 12 به مدت اکسیددر شرایط مرحله چهار، گرافن   -5
 .در دماي اتاق خشک شد

 از آن 05/0ت که  اسRGOآمده از مرحله چهار،  دست پودر به
 دقیقه در دماي 45لیتر دي متیل فرم آمید به مدت  میلی5در 
.  درجه سلسیوس در شرایط حمام یخ تحت سونیکیت شد15

 دقیقه سونیکیت 25 به مدت RGOبراي هر مرحله استفاده از 
 روي سطح الکترود کاري نیاز بود RGOمنظور تثبیت  به. شد

به (اي این هدف، الکترود کاري بر. تا زمان تثبیت آن بهینه شود
 در دماي RGOدر محلول  دقیقه 60براي ) متر  میلی3طول 

سپس الکترود کاري در محلول بافر فسفات . اتاق قرار داده شد
اي در   مولار قرار داده شد و تکنیک ولتامتري چرخه1/0

روي آن )  سیکل10(ولت + 7/0 تا -1/0محدوده پتانسیل 
  .اعمال شد

  نانو ذرات طلاتثبیت - 2-5
اصلاح سطح الکترود مغر مداد گرافیتی و همچنین زمان از بعد 

روي سطح الکترود ) GNP( نانو ذرات طلا RGOتثبیت 
 روي سطح الکترود RGOبعد از تثبیت . کاري تثبیت شد
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شده در شرایط بهینه، نانو ذرات طلا روي الکترود  کاري اصلاح
اي در محدوده شده با روش ولتامتري چرخه کاري اصلاح

 میلی مولار محلول 3ولت، در محلول + 5/1 تا - 5/0پتانسیل 
سپس الکترود . قرار گرفت) HAuCl4.3H2O(نمک طلا 

 مولار 10/0سپس در محلول . کاري با دیونیزه شسته شد
منظور حذف نانو ذرات اضافی، تکنیک  پتاسیم نیترات به

 فرو سیانید - میلی مولار فري1در محلول (اي ولتامتري چرخه
در محدوده )  مولار الکترولیت سدیم کلرید1/0 و 1:1با نسبت 
. ولت روي سطح الکترود اعمال شد+ 5/1 تا -5/0پتانسیل 

علاوه بر این، استفاده از پتاسیم نیترات براي خنثی کردن بار 
الکتریکی طلا بود تا بتواند از طریق پیوندهاي دي سولفیدي 

بعد از . را جذب سطح الکترود کندآپتامر که بار منفی دارد 
 در شرایط بهینه، محلول آپتامر اختصاصی GNPتثبیت نانو 

شده با  بیوتیک روي سطح الکترود کاري اصلاح براي هر آنتی
RGO و GNPقرار گرفت .  

  هاي الکتروشیمیایی تکنیک- 2-6
  اي ولتامتري چرخه-2-6-1

استفاده در اي اغلب اولین تکنیک موردتکنیک ولتامتري چرخه
مطالعات الکتروشیمیایی در دریابی یک ترکیب، مواد 

جریان ایجادشده در . بیولوژیکی و یا سطح الکترود است
رسم ) پتانسیل الکترود مرجع(الکترود کاري بر حسب ولتاژ 

در واقع . اي به دست آید شود تا نمودار ولتامتري چرخه می
 .شودع کنترل میپتانسیل الکترود کاري در مقابل الکترود مرج

پتانسیل بین الکترودهاي  در این تحقیق براي اعمال اختلاف
در .. اي استفاده شدکاري و مرجع از روش ولتامتري چرخه

صورت  اي پتانسیل الکترود کاري به تکنیک ولتامتري چرخه
برخلاف ولتامتري روبش خطی، . کند خطی با زمان تغییر می

شده، پتانسیل الکترود کاري  ینبعد از رسیدن به یک پتانسیل تعی
این . کند تا به پتانسیل اولیه بازگردد در جهت عکس تغییر می

توانند به تعداد دلخواه تکرار شوند  هاي تغییر پتانسیل می چرخه
]8[.  

          میلی مولار 1 براي محلول CV ولتا گرام 2در شکل 
سدیم  مولار الکترولیت 1/0 و 1:1 فرو سیانید با نسبت - فري

طور  در طول روبش رفت اولیه به. شده است کلرید نشان داده
شده است؛ بنابراین با فرض  اي پتانسیل کاهشی اعمال فزاینده

) a-b(وجود نمونه احیا شونده در سیستم، جریان کاتدي 
حداقل در مراحل اولیه در طول این دوره زمانی افزایش خواهد 

حیاي نمونه جریان کمی بعد از رسیدن به پتانسیل ا. یافت
. کاتدي با کاهش غلظت ذرات احیا شونده کاهش خواهد یافت

پذیر باشند در طی روبش برگشت  اگر زوج ردوکس برگشت
نمونه احیاشده شروع به اکسایش مجدد کرده و باعث ظهور 

روبش (با قطبیت عکس نسبت به قبل ) c-d(یک جریان آندي 
پذیر  س برگشتهرچه مقدار ذرات جفت ردوک. شود می) رفت

بیشتر باشد شکل پیک اکسایش شباهت بیشتري به پیک احیا 
اي اطلاعاتی  هاي ولتامتري چرخه خواهد داشت؛ بنابراین داده

هاي واکنش  هاي ردوکس و سرعت در مورد پتانسیل
  .کنند الکتروشیمیایی فراهم می

 
Fig 2 The CV voltammogram 

 
  یی امپدانس الکتروشیمیاسنجی طیف -2-6-2

سنجی امپدانس الکتروشیمیایی تکنیک مؤثري براي  طیف
هاي مطالعه سرعت انتقال الکترون و انتشار در واکنش

ماهیت امپدانس، مقاومت مختلطی است . الکتروشیمیایی است
که به هنگام عبور جریان از مدار متشکل از مقاومت، خازن و 

 مشترك وقایع الکتروشیمیایی در فصل. آیدالقاگر به وجود می
مقاومت، (صورت اجزاي مدار الکتروشیمیایی  الکترود محلول به

 .]9[دهد رخ می) خازن و القاگر

تواند براي مطالعه وقایع سطح طیف امپدانس چنین مداري می
با اعمال ولتاژ سینوسی کوچک در فرکانس . الکترود بکار رود

)( تغییرات جریان ،)گیري اندازه) ومتتحت تأثیر مقا       
بر ) ZI-(صورت مقاومت موهومی  طیف حاصل به. شودمی

 Nyquist) تحت نام نمودار نایکوئیست) ZR(مقاومت واقعی 

plot) اي دربخش نیم دایره). 3شکل (گردد رسم می  
که (هاي بالا به فرایند انتقال الکترون و قسمت خطی فرکانس
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هاي پایین در فرکانس) شودنامیده می) W(امپدانس واربرگ 
  در منحنی نایکوئیست قطر. شودبه پدیده انتشار مربوط می

 Rct (Resistance((دهنده مقاومت انتقال بار  دایره نشاننیم

charge transfer ( وRsدهنده مقاومت محلول می  نشان-

سنجی امپدانس الکتروشیمیایی یکی از مهمترین طیف. باشد
مطالعه سرعت انتقال الکترون و  شامل یابیهاي مشخصهروش

  همچنین .الکتروشیمیایی استهاي پدیده انتشار در واکنش
برهمکنش اختصاصی در سطح الکترود کاري، با تأثیر بر 
مقاومت الکترود در برابر جریان عبوري نیز بامطالعه طیف 

در مطالعه حاضر به منظور اندازه .ردیابی است امپدانس قابل
 انتقال بار در قبل و بعد تثبیت آنالیت از این گیري مقاومت

در تحقیق حاضر براي تکنیک امپدانس . .تکنیک استفاده گردید
 ولت 15/0 هرتز و پتانسیل 1/0- 105از محدوده فرکانس 

  .]10[ استفاده شد
 

 
Fig 3 The Nyquist plot  

  نتایج و بحث- 3
   ارزیابی الکتروشیمیایی زیست حسگر -1 -3
  CVیابی با تکنیک  ارز-3-1-1

منظور بررسی تغییرات هاي مؤثر و کاربردي بهیکی از تکنیک
در شکل .  استCVسطح الکترود براي ساخت زیست حسگر 

  در مراحل مختلف ساخت زیست حسگرپیک جریان -4
شده با  ، الکترود اصلاح)Bare (نشده  الکترود اصلاحشامل

RGOشده با  ، الکترود اصلاحGNP، تثبیت Aptamer و 
TET فرو - میلی مولار فري1 روي سطح الکترود در محلول 

در ( مولار الکترولیت سدیم کلرید 1/0 و 1:1سیانید با نسبت 
  میلی ولت بر 50 ولت و نرخ روبش 7/0 تا 0محدوده پتانسیل 

 

 روي سطح الکترود RGOبا تثبیت . شده است نشان داده) ثانیه
با الکترود ر مقایسه گیري دطور چشم جریان بهپیک کاري 
Bare افزایش یافت که حاکی از رسانایی RGOزمانی .  دارد

 تثبیت RGOشده با   روي الکترود کاري اصلاحGNPکه 
 ]11[ایزدي و همکاران . گردید، جریان بیشتر افزایش پیدا کرد

گزارش کردند که با تثبیت نانو ذرات طلا روي بستر گرافیتی، 
  .یابدگرافیتی افزایش میرسانایی و سطح ویژه بستر 

شده با  بعد از تثبیت رشته آپتامر روي سطح گرافیتی اصلاح
RGO و GNP از طریق خودآرایی با GNP جریان در ،

علت افت جریان بعد . هاي قبل از آن افت کردمقایسه با حالت
توان به دافعه از تثبیت آپتامر روي سطح الکترود را می

فرو سیانید و - نفی آپتامر و فريالکترواستاتیک بین بارهاي م
همچنین تشکیل لایه مقاوم در سطح الکترود نسبت داد که 
باعث کاهش انتقال الکترون بین الکترود مغز مداد گرافیتی و 

 بعد CV پیک جریانکاهش . گرددفرو سیانید می- محلول فري
و رضوانی پناه  ]11[از تثبیت آپتامر با نتایج ایزدي و همکاران 

بیوتیک روي با تثبیت آنتی.  مطابقت دارد]12[و همکاران 
سطح الکترود، جریان در مقایسه باحالت قبل بیشتر کاهش پیدا 

توان در تشکیل لایه مقاوم بر سطح کرد که علت آن را می
 کاهش درنتیجهالکترود جویا شد که کاهش انتقال الکترون و 

هاي مختلف  پیک جریان در حالتمقادیر. جریان را در پی دارد
 میکرو آمپر 015/0 و 020/0، 069/0، 048/0، 034/0به ترتیب 

به دست  TET و Bare ،RGO ،GNP ،Aptamerبراي 
  .آمد

 
Fig 4 The peak current of different modified 

electrodes in 1.0 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 
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  EIS  ارزیابی با تکنیک -3-1-2
 نیز براي ارزیابی EIS، از تکنیک CVعلاوه بر تکنیک 

شده گرافیتی با نانو  مقاومت انتقال بار در سطح الکترود اصلاح
بیوتیک  مواد در مراحل مختلف ساخت و تثبیت آپتامر و آنتی

 فرو سیانید با -میلی مولار فري 1تتراسایکلین در محلول 
.  مولار الکترولیت سدیم کلرید استفاده شد1/0 و 1:1نسبت 

 یک روش مناسب و کارآمد براي نشان دادن EISتکنیک 
طور  در منحنی نایکوئیست همان. تغییرات سطح الکترود است

هاي اي در فرکانسدایره ذکر شد بخش نیم2-6-2که در بخش 
قال الکترون مرتبط است و بخش خطی به بالا به فرایند انت

  .شودپدیده نفوذ مربوط می
 در مراحل مختلف  مقاومت انتقال بارهاي داده 5در شکل 

بیوتیک تتراسایکلین نشان  ساخت الکترود و تثبیت آپتامر و آنتی
مقاومت انتقال  GNP و RGOبعد از تثبیت . داده شده است

ه حاکی از رسانایی  کگیري داشته استبار کاهش بسیار چشم
در واقع بعد از اصلاح الکترود و با تثبیت .  داردها آن بالا

RGO و GNP ،روي الکترود، به دلیل قابلیت رسانایی خوب 
یافته  نشده کاهش مقاومت انتقال بار در مقایسه با الکترود اصلاح

  .است

 
Fig 5 The Rct value 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 

 
 و RGOشده با  بعد از تثبیت آپتامر روي سطح الکترود اصلاح

GNP با ایجاد لایه خودآرایی انتقال الکترون کاهش یافت که ،
اثر اتصال بین در . منجر به افزایش مقاومت انتقال بار شده است

  بیوتیک تتراسایکلین، یک لایه مقاوم ایجاد شد کهآپتامر و آنتی
  
  

فرو سیانید به سطح -هاي فري این لایه مانع از رسیدن یون
الکترود شد که در پی آن مقاومت انتقال بار در مقایسه باحالت 

همچنین وقتی تتراسایکلین روي . قبل بیشتر افزایش پیدا کرد
کند را پر می) هاي آپتامررشته( سطح الکترود هاي فعالمکان

  .]13[کند ها را محدود میفرایند انتقال الکترون
هاي امپدانس الکتروشیمیایی از یک منظور فیت کردن داده به

 از مدل تحقیقدر این . مدار الکتریکی معادل استفاده شد
لازم به ذکر . براي این هدف استفاده شد) Randles(رندلس 
ها از این مدل استفاده گردید که در ه براي تمامی دادهاست ک
 Rs، که در آن طرح شماتیک آن آورده شده است 6شکل 

 مربوط به لایه دوگانه خازنی در Qمعرف مقاومت محلول، 
طور موازي با مقاومت فصل مشترك محلول و الکترود که به

  .هستند) Zw(و امپدانس واربرگ ) Rct(انتقال بار 

 
Fig 6 Equivalent circuit used to fitting of EIS data 

 
  هاي زیست حسگر بررسی مشخصه- 3-2
   تکرارپذیري-3-2-1

تکرارپذیري با ساخت یک زیست حسگر در شرایط بهینه که 
RGO و GNPشده بودند درون   و آپتامر روي آن تثبیت

 مولار ارزیابی شد و 1 ×10-9بیوتیک با غلظت  محلول آنتی
گیري متوالی براي آن ثبت ر پنج مرتبه اندازه دEISسپس 
 2/4هاي مقاومت انتقال بار  براي دادهRSDمقدار . گردید

درصد محاسبه گردید که نشان از تکرارپذیر بودن زیست 
 7در شکل . بیوتیک تتراسایکلین دارد حسگر نسبت به آنتی

گیري مقدار تغییرات مقاومت انتقال بار براي هر مرتبه اندازه
  .شان داده شده استن
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 Fig 7 Biosensor repeatability results for five 
measurement times for detection of tetracycline 

   تکثیر پذیري-3-2-2
منظور بررسی تکثیر پذیري زیست حسگر، تعداد پنج الکترود به

طور مستقل تحت شرایط بهینه ساخته شد و براي  کاري به
          بیوتیک تتراسایکلین ن محلول آنتی دقیقه درو90مدت 

هاي مقاومت انتقال بار با ثبت داد. ور شد مولار غوطه1 ×10- 9
 براي این پنج زیست حسگر RSDمشخص گردید که درصد 

. باشد که حاکی از تکثیر پذیر بودن زیست حسگر دارد می6/5
ود  مقدار تغییرات مقاومت انتقال بار براي پنج الکتر8در شکل 

  .نشان داده شده است
 

 
Fig 8 Reproducibility results of five biosensors for 

tetracycline detection 
   پایداري-3-2-3
طور مستقل چهار  منظور بررسی پایداري زیست حسگر، به به

زیست حسگر در شرایط یکسان ساخته شد و به مدت سه 
هاي ین دادهمیانگ.  درجه سلسیوس ذخیره شد4هفته در دماي 

بار در مقاومت انتقال بار در فاصله زمانی هر سه روز یک

 1/0 و 1:1 فرو سیانید با نسبت - میلی مولار فري1محلول 
.  ثبت گردیدEISمولار الکترولیت سدیم کلرید با تکنیک 

 21آورده شده است بعد از گذشت  1طور که در جدول  همان
 حسگر کم شده است  درصد از پاسخ اولیه زیست3/5روز تنها 

بهات و . دهدکه پایداري مطلوب زیست حسگر را نشان می
 رهاسازي هاينشان دادند که سرعت واکنش ]14[همکاران 

DNA درجه سلسیوس از سطح الکترود کاهش 4 در دماي 
  . یابدمی

Table 1. Biosensor stability on different days 
of storage 

  
  
  
  
  
  
  

توان به محافظت از آپتامر توسط علت پایداري الکترود را می
 4نانو ذرات طلا در سطح الکترود نسبت داد؛ بنابراین دماي 

سازي زیست عنوان بهترین دماي ذخیره درجه سلسیوس به
  .حسگر در نظر گرفته شد

  گزینش پذیري-3-2-4
براي بررسی گزینش پذیري ریست حسگر نسبت به 

 هاي دیگر شامل استرپتومایسینبیوتیکتتراسایکلین، آنتی
)STP(دیازین، سولفا) SUL(سیلین جی  و پنی) PEN( 

براي این منظور سه زیست حسگر در . مورداستفاده قرار گرفتند
 و GNP و RGOشرایط بهینه ساخته شدند و بعد از تثبیت 

 دقیقه درون غلظت 90ها، الکترود به مدت  آپتامر روي آن
طور که  همان. هاي مذکور قرار گرفتبیوتیکمشخصی از آنتی

 نشان داده شده است، زیست حسگر اختصاصی 9در شکل 
ها از خود  بیوتیک توجهی به سایر آنتیتتراسایکلین پاسخ قابل

خوبی  یست حسگر بهدهنده این است که ز نشان نداد که نشان
توانست با آنالیت خود اتصال پیدا کند بنابراین زیست حسگر 

توان براي شناسایی کمی و کیفی تتراسایکلین  شده را می ساخته
  . هاي عسل بکار گرفتدر نمونه

توان به تثبیت آپتامر اختصاصی علت این موضوع را می
ا آنالیت بیوتیک تتراسایکلین روي سطح الکترود و اتصال ب آنتی

   .]5[نسبت داد) تتراسایکلین(موردنظر خود 

Rct )Ω(  days of storage 
3370 1 
3311 3 
3296 6 
3261 9 
3231 12 
3204 15 
3200 18 
3191 21 
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Fig 9 Selectivity of biosensor towards TET in the 

presence of other antibiotics 
  عسلهاي   شناسایی تتراسایکلین در نمونه- 3-3

بیوتیک کاربرد عملی زیست حسگر از طریق شناسایی آنتی

  براي این منظور.ابی شد ارزیعسلهاي تتراسایکلین در نمونه
 1/0 و 1:1 فرو سیانید با نسبت - میلی مولار فري1در محلول 

هاي مقاومت داده EISمولار الکترولیت سدیم کلرید با تکنیک 
 و 1 ×10-9هاي  براي این منظور غلظت.  ثبت گردیدانتقال بار

 عسلهاي  مولار از تتراسایکلین تهیه و در نمونه1 ×11-10
هاي مقاومت آمده از داده دست ر طبق نتایج بهب. تزریق شد

 از نسبت مقدار انتقال بار، درصد ریکاوري زیست حسگر
 در هاي عسل به نمونهشده تزریق به مقدار شده شناسایی

 براي شناسایی تتراسایکلین محاسبه 4/103 تا 1/94محدوده 
  .)2جدول  (شد

Table 2 Determination of TET by means of impedimetric biosensor in honey samples 
  
 
 
 
 
 

a Average of three measurements ± standard deviation. b relative standard deviation 
  گیرينتیجه- 4

نانو مبتنی بر ایمپدیمتریک  زیست حسگر، یک در این مطالعه
براي  طلا نانو ذرات گرافن اکسید احیاشده و  شاملمواد

توسعه   عسلهاي نمونهبیوتیک تتراسایکلین در  آنتیشناسایی
نو نشان داد که تثبیت ناCV نتایج حاصل از تکنیک .  شدداده

مداد گرافیتی پیک جریان مواد بر روي سطح الکترود مغز 
 بیوتیک آنتی با تثبیت آپتامر و که درحالی یابد میافزایش 

 گیري چشم طور بهتتراسایکلین بر روي الکترود پیک جریان 
 تأییدکننده نیز EISنتایج حاصل از تکنیک . کند میکاهش پیدا 

 با تثبیت نانو مواد، مقاومت انتقال دیگر عبارت به بود CVنتایج 
 بیوتیک آنتی با تثبیت آپتامر و که درحالیش یافت بار کاه

ارزیابی . قال بار افزایش یافتتتتراسایکلین مقدار مقاومت ان
 براي شده ساختهزیست حسگر نشان داد که ارقام شایستگی 

، پایداري و گزینش تکثیر پذیريشناسایی عسل تکرارپذیري، 
هاي مختلف  با تزریق غلظت.قابل قبولی داردپذیري 

هاي عسل تراسایکلین کاربرد عملی زیست حسگر در نمونهت
هاي مقاومت آمده از داده دست بر طبق نتایج به ارزیابی شد

 تا 1/94در محدوده  انتقال بار، درصد ریکاوري زیست حسگر
  .شد براي شناسایی تتراسایکلین حاصل 4/103
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Determination of antibiotic residues in food including honey is very important. To data, various 
methods have been developed to determination of antibiotics in honey and other animal products. In 
recent years, the fabrication of electrochemical biosensors in combination with nanomaterial has 
attracted much attention. In the present study, an impedometric biosensor based on nanomaterial 
including reduced oxide grapheme (RGO) and gold nanoparticles (GNP) was developed for antibiotic 
detection of tetracycline in honey samples. Cyclic voltammetry and electrochemical impedance 
spectroscopy techniques were used to evaluate the working electrode surface. Peak current values in 
different modes were 0.034, 0.048, 0.09, 0.020 and 0.015 μA for unmodified electrode, RGO, GNP, 
aptamer and antibiotic, respectively. Biosensor characteristics including reproducibility, 
reproducibility, stability, and selectivity were evaluated using resistance charge transfer data, the 
results showed that they were acceptable. In order to calculate recovery percentage, concentrations of 
1×10-9 and 1×10-11 M were prepared from tetracycline and injected into honey samples. The results 
showed that the proposed biosensor provides 94.1% to 104.4% recovery rate for tetracycline in honey 
samples. 
 
Keyword: Pencil Graphite Electrodes, Antibiotic, Gold Nanoparticles, Electrochemical Impedance, 
Electrochemical Transducer. 
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