
 

  مجله علوم تغذیه و صنایع غذایی ایران
  189- 198 ، صفحات1392 زمستان، 4 ، شمارههشتمسال 

  
  
  

گیري فولیک اسید در مواد غذایی با استفاده از زیست حسگري بر پایه اسیدهاي اندازه
  اينوکلئیک دورشته

 3، مهدي کدیور2، نوشین میرزا نصیري 1لیلا میرمقتدایی

  
 بهشتی، پزشکی شهید علوم دانشگاه غذایی، صنایع و تغذیه علوم دانشکده کشور، غذایی صنایع و اي تغذیه تحقیقات انستیتو ،غذایی صنایع علوم و دکتراي: نویسنده مسئول -1

 Le_mirmoghtadaie@yahoo.com :پست الکترونیکی، ایران تهران،

  آموخته کارشناسی ارشد شیمی، دانشکده شیمی، دانشگاه تهران، ایران دانش -2
  استاد گروه علوم و صنایع غذایی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه صنعتی اصفهان، ایران -3
  

  4/10/92: تاریخ پذیرش                                                                                                     2/6/92: تاریخ دریافت
 چکیده

هایی مانند تاکنون روش. کنندوساز بدن انسان ایفا میهایی است که نقش مهمی در سوختترین ویتامینفولات یکی از مهم :سابقه و هدف
هاي ها به علت نیاز به روشاند، که اغلب این روشتشخیص فولیک اسید گزارش شدههاي میکروبی براي و روش بینی طیفکروماتوگرافی، 

هاي الکتروشیمیایی، روش. گیرند گر قرار میبر بوده و یا تحت تأثیر مزاحمت عوامل مداخلهبر و زماناستخراج و خالص سازي مقدماتی هزینه
حسگرها داراي انتخابگري بالاتري نسبت به سایر زیست . ونه براي تجزیه نیاز دارندهاي ساده و ارزانی هستند که  به مقادیر بسیار کمی نمروش

  .حسگرها هستند
دست آمده اسید بهریبونوکلئیکگیري سریع فولیک اسید از الکترود مغز مداد اصلاح شده با داکسی در این مطالعه براي اندازه :هامواد و روش

با استفاده از  ، زمان و پتانسیل تثبیت در سه سطحداکسی ریبونوکلئیک اسیدمحلول، غلظت   pHابتدا. گردیداز اسپرم ماهی سالمون استفاده 
تثبیت شده روي الکترود مغز مداد با دنبال کردن  داکسی ریبونوکلئیک اسیددر مرحله دوم، اتصال فولیک اسید با . سازي شدبهینه RSMروش 

هاي واقعی مانند قرص فولیک اسید، آرد گیري فولیک اسید در نمونهدر نهایت این حسگر براي اندازه. دیدپیام جریان باز آلی آدنین، بررسی گر
  .گندم و اسفناج مورد استفاده قرار گرفت

ان ولت و زم7/0لیتر، پتانسیل تثبیت میکروگرم بر میلی 24 داکسی ریبونوکلئیک اسید، غلظت  8/4معادل  pHشرایط بهینه شامل  :هایافته
با استـفاده از این زیست. میکروآمپر ایجاد شد 04/3دست آمد که با استفاده از این متغیرها، پیام جریان ثانیه به 304اعمال پتانسیل معادل 

  .دست آمدبه 06/1*10-8میکرومول داراي رابطه خطی با پیام جریان بود و حدتشخیص  10تا  1حسگر، غلظت اسیدفولیک در دامنه  
گیري غلظت فولیک اسید در مواد مورد سیت، دقت و سرعت بالایی در اندازهحساداراي  DNAحسگر بر پایه استفاده از زیست :گیري نتیجه

  .بررسی بود
  گرياسید، انتخابریبونوکلئیکحسگر، داکسی فولیک اسید، الکتروشیمیایی، زیست :واژگان کلیدي

  مقدمه 
هـاي  فولیک اسـید ترکیبـی متعلـق بـه خـانواده ویتـامین      

است کـه در کبـد و کلیـه حیوانـات،      ب گروه محلول در آب
ها و در گیاهـانی ماننـد غـلات و حبوبـات و     ها و جلبکقارچ

گیاهان داراي برگ سبز مانند اسفناج و بامیه وجود داشـته و  
ماده مهمی براي حفظ فعالیـت و سـلامتی موجـودات زنـده     

فولیـک اسـید در   ). 1(هاي بـدن اسـت   رشد و تقسیم سلول

آنزیم تترا هیـدروفولات دهیـدروژناز بـه     روده کوچک توسط
). 2، 3(شـود  هیدروفولات تبدیل مـی فعال زیستی تتراشکل 
هاي مختلفی مانند گیري این ترکیب با استفاده از روشاندازه

ــاز جرمــی      ــا آشکارس ــاتوگرافی گــازي ب ، )GC-MS(کروم
ــاز   ــا آشکارسـ ــالا بـ ــارایی بـ ــا کـ ــایع بـ ــاتوگرافی مـ   کرومـ

  مـــــاتوگرافی مـــــایع بـــــا ، کرو)HPLC-MS(جرمـــــی  
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ــی  ــی جرمــی ، طیــف)LC-MS(آشکارســاز جرم ــونی  -بین   ی
)Ion Mass Spectroscopy( ــزا ــورز )ELISA(، الی ، الکتروف

ــه  ــوریمتري، )Capillary Electrophoresis(موئین ، روش فل
انجام شده است، ) 1(هاي میکروبی روش رنگ سنجی و روش

ازي بسـیار  هاي استخراج و خالص سکه در کل نیازمند روش
طولانی بوده و انجام آنها، مستلزم صرف زمان نسـبتاً زیـادي   

کـــارگیري روش هـــاي کرومـــاتوگرافی ماننـــد بـــه. اســـت
بـر بـوده و اغلـب    هزینه نیزکروماتوگرافی مایع با کارایی بالا 

نیازمند انجام پیش تیمارهاي متعدد، آماده سازي نمونه بوده 
با ). 5(ص انجام شوند و در ضمن باید توسط افراد متخص) 4(

هاي جـایگزین  ها، نیاز به روش در نظر گرفتن این محدودیت
ها نیـاز بـه آمـاده   بوده و براي انجام آنترتر و دقیقکه سریع

الکتروشـیمی  ). 4(شـود  سازي نمونـه نباشـد، احسـاس مـی    
گیري ترکیبات مفیـد و مضـر   اي نقش مهمی در اندازه تجزیه

  بـه ). 6(کنـد  زیست ایفا مـی یط موجود در مواد غذایی و مح
حسـگرهاي الکتروشـیمیایی   طور خاص، حسـگرها و زیسـت   

مواد مختلف دارنـد  ) on line(اهمیت زیادي در پایش برخط 
حسگرها وسایلی هستند که پدیده قابل تشخیص را بـه  ). 7(

در سال هاي اخیر ). 8(کنند گیري تبدیل میپیام قابل اندازه
نوکلئیک به عنوان ابزاري در تشخیص و استفاده از اسیدهاي 

گیري، افـزایش یافتـه   کنترل بسیاري از ترکیبات مورد اندازه
دام افتاده در داخل داکسـی ریبونوکلئیـک    ترکیبات به. است

که الکتروفعال باشند، به صورت مستقیم و یا اسید در صورتی
هاي الکتروشـیمیایی داکسـی ریبونوکلئیـک    با تغییر در پیام

حسـگرها در  به علاوه ایـن زیسـت   . شوندمید شناسایی اسی
هاي انتخابی الیگونوکلئوتیدها مـورد اسـتفاده   تشخیص توالی

هاي تشخیصـی اسـتفاده کننـده از     سامانه). 9(گیرند قرار می
هزینـه و سـبک بـوده و بـه     داکسی ریبونوکلئیک اسـید کـم  

هـا  راحتی قابل استفاده هستند و امکـان کوچـک کـردن آن   
). 10(ون تغییر در میزان دقت و حساسیتشان وجـود دارد  بد

اي استفاده از داکسی ریبونوکلئیک اسید بلند زنجیر دورشـته 
اي بـوده و اسـتفاده از آن بـراي انـدازه    رشتهتر از تکمناسب

گیري تکرارپذیري و حساسیت بیشتري نسـبت بـه داکسـی    
  ). 11(کند اي ایجاد میرشتهریبونوکلئیک اسید تک

صـورت  هـاي مختلفـی بـه   اکنون فولیک اسـید بـه روش  ت
گیري شده است که بعضـاً دقـت کـافی    الکتروشیمیایی اندازه

نداشته و گاهی اختصاصی نبوده است که در زیر به برخـی از  
از الکتـرود   1992ابوالمعـالی در سـال   . آنها اشاره مـی شـود  

خمیر کربن اصلاح شده با پالمتیک و اسـتئاریک بـه منظـور    

  زه گیري فولیک اسید استفاده کـرد کـه حدتشـخیص آن   اندا
اسـتفاده   2002سپس وان و یانگ در سال ). 12(بود  10 -8 

از الکترود طلاي اصلاح شده با مرکاپتو بنزوتیازول را بررسی 
در ). 13(دسـت آمـد    به 4×10 -9کردند که حد تشخیص آن 

الکترودي پوشیده شده از فسفو مولیبدیک و پلی  2006سال 
در این تحقیق ). 14(پیرول توسط گو و همکاران بررسی شد 

از زیست حسگري بر پایـه داکسـی ریبونوکلئیـک اسـید بـه      
هـاي  گري حسگر بـا اسـتفاده از روش  منظور افزایش انتخاب

ــامل روش  ــیمیایی ش ــه الکتروش ــامتري چرخ ــاي ولت اي و ه
گیري فولیـک اسـید   ولتامتري پالس تفاضلی به منظور اندازه

  .د غذایی استفاده گردیده استدر موا
  ها مواد و روش 

مـولار   pH=4.8 (5/0(الکترود تمیز شده داخل بافر استات 
ولت نسبت به  8/1، در پتانسیل NaClمیکرومولار  20حاوي 

الکتـرود  . شـود کلرور نقره فعال سازي می/الکترود مرجع نقره
فعال سازي شده، داخل بافر اسـتات حـاوي مقـادیر مختلـف     

پتانسـیل  داکسی ریبونوکلئیک اسید قرار داده شد و اختلاف 
کلرور نقـره بـه مـدت    /ولت نسبت به الکترود مرجع نقره 5/0

روي  DNAبـراي بررسـی نشسـتن    . زمان مناسب اعمال شد
اسید روي  سطح الکترود، پس از تثبیت داکسی ریبونوکلئیک

اي از طلا پوشـانده شـده، آمـاده    سطح الکترود، سطح با لایه
 .شودمی SEMروبش توسط دستگاه 

الکترود تعدیل شده داخل بافر اسـتات قـرار داده شـده و     
با دامنه پالس و سـرعت روبـش    4/1تا  4/0دامنه پتانسیل از 
هـاي مربـوط بـه    به این ترتیب پیـک . شودمناسب اعمال می

براي بررسی تقابل . آیددنین و گوانین به دست میاکسایش آ
داکسی ریبونوکلئیک اسید و ماده مورد نظر، الکترود تعـدیل  

ثانیـه در   90اسید را بـه مـدت   ریبونوکلئیک شده با داکسی 
محلول بافر استات حاوي مقادیر مختلف ماده مورد نظر قـرار  

استات  وشو داده و در داخل بافرداده، سپس الکترود را شست
با دامنـه پـالس و سـرعت روبـش      4/1تا  4/0تحت پتانسیل 

 2/4در دامنه  pHاثر پارامترهایی مانند . مناسب قرار داده شد
 36تـا   4، غلظت داکسی ریبونوکلئیک اسید در دامنه 3/5تا 
)μg mL−1( ثانیه و پتانسیل تثبیـت   550تا  50، زمان تثبیت
ی آدنـین مـورد   ولـت روي شـدت پیـام الکتریک ـ    6/0تا  2/0

آنالیز نتایج در چهار بخش تجزیه واریانس . بررسی قرار گرفت
هاي رویه پاسخ سه بعـدي،  سازي فرآیند، رسم نمودارو مدل

تعیین شرایط بهینه براي حصول بهترین نمونـه و در نهایـت   
هاي هدف در شرایط بهینه  به کمک بینی مقادیر متغیرپیش
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در . انجـام گرفـت  ) Minitab 14(تـب  افزار آمـاري مینـی  نرم
حسگر نسبت بـه  ها روي پاسخ زیستمرحله بعد اثر مزاحمت

. از فولیک اسید مـورد بررسـی قـرار گرفـت     1× 10-6غلظت 
هاي هاي مختلف از روشبراي استخراج فولیک اسید از نمونه

   .شودمتفاوتی استفاده می
میلی گرمی  5یک عدد قرص  :قرص فولیک اسید -الف

لیتر میلی 60لیتري حاوي میلی 100پودر شده و داخل بالن 
دقیقـه توسـط    15نرمال ریخته  بـه مـدت    1/0محلول سود 

سـپس محلـول توسـط صـافی     . شدهمزن مغناطیسی همزده
 1/0میکرون صاف شده، توسـط محلـول سـود     2/0پور میلی

   .شدنرمال به حجم رسانده 
عصاره فولیـک   :سازي شده و اسفناجغنیآرد گندم  -ب

سـازي شـده از مخلـوط    اسید استخراجی از آرد گنـدم غنـی  
لیتـر  میلـی  1000گرم اسفناج با  100گرم آرد و  100کردن 

سپس مخلـوط حاصـل در   . نرمال تهیه شد 1/0محلول سود 
. دقیقه سانتریفیوژ گردیـد  10مدت دور در دقیقه به 12000

میکرون صاف شده و  2/0پور میلیمحلول رویی توسط صافی 
  ).13(به عنوان عصاره نمونه آرد مورد استفاده قرار گرفت 

 هایافته 
پـس از   بررسی تثبیت داکسـی ریبونوکلئیـک اسـید   

ــی    ــاوي داکس ــتات ح ــافر اس ــیل در ب ــال پتانس اعم
ــید  ــک اس ــی    : ریبونوکلئی ــت داکس ــد تثبی ــراي تأیی ب

ولـت در بـافر    7/0ریبونوکلئیک اسید پس از اعمال پتانسیل 
داکسی ریبونوکلئیک اسید،  از µg/ml20استات حاوي غلظت 

ســطح الکتــرود مغــز مــداد قبــل و بعــد از تثبیــت داکســی  
ریبونوکلئیک اسـید توسـط میکروسـکوپ الکترونـی روبشـی      

)SEM (آمده در دست ر بهکه تصاوی  مورد بررسی قرار گرفت
 . آمده است 1شکل 
جریـان و در   پیـام به منظور به حداکثر رساندن : سازيمدل

حقیقت به حداکثر رساندن میزان داکسی ریبونوکلئیک اسید 
، pHتثبیــت شــده روي ســطح الکتــرود، فاکتورهــایی ماننــد 

غلظت داکسی ریبونوکلئیک اسید، زمـان اعمـال پتانسـیل و    
افتد، با اسـتفاده از  یت در آن اتفاق میپتانسیلی که عمل تثب

سـازي گردیـد و مـدل    برنامه آماري رویه سطح پاسخ بهینـه 
آدنین را به پیاممدل ریاضی که بزرگی . دست آمدمربوطه به

دهـد، در  عنوان تابعی از پارامترهـاي غیروابسـته نشـان مـی    
  .آمده است 1معادله 

)1(  
Y = 1.56 + 0.06X1 + 0.15X2 + 0.08X3 + 0.16X4 – 0.03X1

2 – 
0.02X2

2 – 0.02X3
2 + 0.03X4

2 

  .آمده است 1پارامترهاي مختلف معادله در جدول 
یـابی بـه   در مرحله بعدي پس از تعیین مدل، براي دسـت 

سطوحی از متغیرهاي مستقل که در نتیجه به کارگیري آنها 
بهترین محصول از واکنش به دست خواهد آمد، بهینه سازي 

سازي باید سطح پایین و بالا و به منظور بهینه. شودانجام می
سطح مطلوب و مورد نظر براي هر یک از فاکتورهـاي هـدف   

لذا نرم افزار بر اساس مدل توصیفی و همچنـین  . تعیین شود
کند کـه  سطوح تعیین شده، ترکیبی از متغیرها را تعیین می

  .نتیجه آن بهترین محصول است
  

  
  DNA بعد از تثبیت) ب(قبل و ) الف(تصاویر میکروسکوپ الکترونی  .1شکل 
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 ١٩٢

  متغیرهاي مستقل و تعیین حدود آن با استفاده از طرح مرکب مرکزي .1جدول

 علائم متغیرهاي مستقل
 محدوده و سطح

2 1 0 1 - 2 - 
pH X1 4/5 1/5 8/4 5/4 2/4 

 X2 36 28 20 12 4 داکسی ریبونوکلئیک اسیدغلظت 
 X3 550 425 300 175 50 زمان تثبیت

 X4 7/0 6/0 5/0 4/0 3/0 پتانسیل تثبیت

  
سازي پارامترهاي مختلف الکترود در سل براي بهینه

مولار  5/0لیتر بافر استاتی  میلی 0/10الکتروشیمیایی حاوي 
)8/4=pH(  ولت نسبت به الکترود + 8/1قرار گرفت و پتانسیل

ثانیه به الکترود اعمال  300کلرور نقره به مدت /مرجع نقره
سپس الکترود با بافر استاتی شسته شد و به سلول . گردید

) pH=8/4(لیتر بافر استاتی  میلی 0/10الکتروشیمیایی حاوي 
در  ايو مقادیر مختلف داکسی ریبونوکلئیک اسید دو رشته

الکترود به . گرم بر لیتر منتقل شدمیلی 36تا  4محدوده 
هاي ثانیه تحت پتانسیل 550تا  50هاي مختلف مدت

کلرور /نسبت به الکترود مرجع نقره+ 70/0تا + 30/0مختلف 
دور بر دقیقه هم  200نقره قرار گرفت و محلول با سرعت 

 انتخاب ترکیب پارامترهاي مختلف در هر مرتبه. زده شد
  .انجام شد 2آزمایش، طبق جدول 

  RSMبینی شده توسط دست آمده از آزمایش و مقادیر پیشطرح آزمایشی استفاده شده و مقادیر  به .2جدول

دست آمده از مقادیر به بینی شدهمقادیر پیش کدهاي مربوط به متغیرهاي غیروابسته ردیف
 X1 X2 X3 X4 آزمایش

1 2 0 0 0 56/1 40/1 
2 1 1 1 - 1 - 49/1 32/1 
3 1 1 - 1 - 1 - 19/1 77/0 
4 2 - 0 0 0 32/1 81/0 
5 1 - 1 - 1 1 55/1 34/1 
6 1 1 - 1 - 1 51/1 34/1 
7 0 0 0 0 56/1 56/1 
8 0 0 0 0 56/1 62/1 
9 0 0 2 - 0 32/1 63/0 

10 0 0 0 0 56/1 54/1 
11 1 1 1 - 1 81/1 89/1 
12 0 2 - 0 0 18/1 57/0 
13 1 1 - 1 1 67/1 44/1 
14 1 1 1 1 - 97/1 11/2 
15 1 - 1 1 1 - 53/1 20/1 
16 0 0 0 0 56/1 57/1 
17 1 - 1 - 1 - 1 - 37/1 12/1 
18 0 2 0 0 78/1 04/2 
19 1 - 1 - 1 - 1 - 07/1 65/0 
20 1 1 1 1 65/1 81/1 
21 0 0 0 0 56/1 56/1 
22 0 0 0 0 56/1 54/1 
23 0 0 0 0 56/1 59/1 
24 1 - 1 1 1 85/1 83/1 
25 0 0 0 2 50/2 19/3 
26 1 - 1 - 1 1 - 23/1 70/0 
27 0 0 0 2 - 36/1 35/1 
28 0 0 2 0 87/1 87/1 
29 1 1 - 1 1 - 35/1 15/1 
30 1 - 1 1 - 1 69/1 85/1 
31 1 - 1 - 1 - 1 39/1 28/1 
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ســپس الکتــرود بــا بافراســتات شســته شــد و بــه ســلول  
الکتروشــیمیایی حــاوي بــافر اســتات منتقــل شــد و روبــش  

اي با پتانسـیل مرحلـه  + 40/1تا + 40/0پتانسیل در محدوده 
)Step potential (00495/0  و مدولاســـــیون دامنـــــه
)Modulation amplitude (1/0  50ولــت و ســرعت روبــش 

بدین ترتیب بیشینه اکسایش . رفتولت بر ثانیه انجام گمیلی
بازهاي آدنین و گوانین داکسی ریبونوکلئیک اسـید دورشـته  

در نهایت بیشینه حاصل توسـط نـرم افـزار    . اي به دست آمد
GPRS 01/0گولار بـا پهنـاي   -با استفاده از فیلتر ساوتیزکی 

ولت تصحیح زمینه شد و جریان اکسایش بازهـاي گـوانین و   
اي ثبـت گردیـد و   لئیک اسید دو رشتهآدنین داکسی ریبونوک

  . بینی مدل مقایسه گردیددست آمده از پیشبا مقادیر به
ها و خطاها آمـده اسـت و   تجزیه واریانس داده 3در جدول 

001/0p< دار بودن مدل استدهنده معنینشان.  
  

  دست آمده با مدل رویه پاسخهاي بهتطابق دادن داده براي) ANOVA(ها آنالیز واریانس داده .3جدول 
 F value P value میانگین مربعات مجموع مربعات درجه آزادي 

 a00/0 03/15 56/0 79/7 14 رگرسیون
 a 00/0 41/39 49/1 97/5 4 خطی

 a00/0 18/12 46/0 84/1 4 درجه دوم
 ns67/0 68/0 02/0 15/0 6 حاصلضرب

   03/0 6/0 16 خطاي باقیمانده
    58/8 30 کل

ns  :5/0دار در  غیر معنیp> 
a : 001/0معنی دار درp<  

  

  
]   دست آمده از مدل رویه پاسخمنحنی هاي سه بعدي به. 2شکل 
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 ١٩٤

سازي شرایط در حـین تثبیـت داکسـی ریبونوکلئیـک     بهینه 
  نشان داده شده است 4در جدول  اسید روي سطح الکترود

 اصلاح شده بـا  مغز مداد الکترود: رسم منحنی استاندارد

اي در شـرایط بهینـه   داکسی ریبونوکلئیک اسـید دو رشـته  
داکسی ریبونوکلئیک اسـید   میلی گرم بر لیتر 0/24غلظت (

داکسـی ریبونوکلئیـک اسـید دو     اي و زمان تغلیظدو رشته
. تهیه شد) ولت+ 70/0پتانسیل تغلیظ ثانیه و  304اي رشته

داکسی ریبونوکلئیک  اصلاح شده با سپس الکترود مغز مداد
دقیقه در محلـول بـافر تـریس     7اي به مدت دو رشته اسید

حــاوي مقــادیر مختلــف فولیــک  pH=5/8مــولار داراي  1/0
دور در دقیقه هـم   200محلول در سرعت . اسید قرار گرفت

میلی  0/10الکتروشیمیایی حاوي  الکترود به سلول. زده شد
منتقـل   pH= 8/4مـولار داراي   5/0لیتر محلول بافر استاتی 

ــیل مرحلــه      ــالس تفاضــلی پتانس ــد و ولتــامتري پ اي ش
 50ولت و سرعت روبش  1/0و مدولاسیون دامنه 00495/0

ولت نسـبت  + 40/1تا + 40/0ولت بر ثانیه در محدوده میلی
هـاي  پیـام . انجـام گرفـت   هکلرور نقر/به الکترود مرجع نقره

پس از تصـحیح زمینـه بـا    ) DPV( ولتامتري پالس تفاضلی

ولـت ثبـت    01/0گـولار بـا پهنـاي پیـک     -فیلتر ساوتیزکی
  . )3شکل ( گردید

قبل از بررسی کـارآیی  : هاي احتمالیبررسی اثر مزاحمت
گیري نمونه حقیقی، اثر مزاحمت مواد مختلف روش در اندازه

بدین ترتیـب  . ید مورد بررسی قرار گرفتدر آنالیز فولیک اس
که مواد شیمیایی که بر اسـاس سـاختار یـا دامنـه پتانسـیل      

گیـري  احیا احتمال ایجـاد مزاحمـت در انـدازه   -اکسیداسیون
میکرومـولار   0/1فولیک اسید می نمایند، به محلـول حـاوي   

فولیک اسید افزوده شدند و سپس با استفاده از الکترود مغـز  
اي و داکسی ریبونوکلئیک اسید دو رشـته  ده بامداد اصلاح ش

 ها محاسـبه گردیـد  اي آنتجزیه پیامروش ارائه شده، شدت 
  . )5جدول (

بـراي  : هـاي واقعـی  گیري فولیک اسید در نمونـه اندازه
گیـري  حسـگر سـاخته شـده در انـدازه    بررسی کارایی زیست

هاي واقعی، قرص فولیـک اسـید   میزان فولیک اسید در نمونه
سـازي شـده و اسـفناج مـورد     ، آرد گنـدم غنـی  )گرممیلی1(

  .  )6جدول (بررسی قرار گرفت

  

  
  بررسی منحنی کالیبراسیون فولیک اسید از طریق دنبال کردن پیام آدنین. 3شکل

  
  

  سازي شده توسط مدل براي فاکتورهاي مختلفمقادیر بهینه .4جدول 

 pH فاکتور
غلظت داکسی 

 )µg/ml(ریبونوکلئیک اسید 
  مدت زمان تثبیت

 )ثانیه( 
پتانسیل تثبیت 

 )ولت(
 7/0 304 24 8/4 سازي شدهمقدار بهینه
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میکرومولار فولیک اسید توسط الکترود مغزمداد اصلاح شده با داکسی  0/1گیري هاي احتمالی در اندازهبررسی اثر مزاحمت. 5جدول 
  ریبونوکلئیک اسید

حد مجاز غلظت گونه به غلظت  هاي مورد بررسیگونه
 فولیک اسید

 500 آمید و تانیک اسید، نیکوتین6و ب 3، ب2ب، 1هاي بویتامین

 1000 گلوکز، ساکارز، اسید آسکوربیک، هیستیدین، سیستئین، لیزین و تریپتوفان
  

  سازي شدهحسگر بهینهزیست هاي واقعی با استفاده ازگیري اسیدفولیک در نمونهاندازه .6جدول 

 شماره نمونه واقعی
غلظت استاندارد افزوده 

 شده
 گیري شدهغلظت اندازه

)µmol( 
  درصد بازیابی

 )mg5( قرص اسیدفولیک
1 0 08/1 – 
2 3 06/4 0/99 
3 4 02/5 4/98 

 شده سازيآرد گندم غنی
1 0 40/0 – 
2 3 43/3 8/100 
3 4 37/4 3/99 

 اسفناج
1 0 25/0 – 
2 3 18/3 8/97 
3 4 28/4 0/100 

  
  
  بحث  

توسـط   DNAبررسی سطح الکترود قبل و بعـد از تثبیـت   
SEM هاي داکسی دهد پس از اعمال پتانسیل رشتهنشان می

تصاویر بـا  این . شوندریبونوکلئیک اسید روي سطح دیده می
آمده در تحقیق موتی و همکاران که در سال  دستتصاویر به

  ).15(انجام شده است، مطابقت دارد  2012
براي بررسی اثر متقابل هر دو متغیر بر روي فاکتور هـدف  
مورد نظر، نمودارهاي سطح پاسخ سه بعدي آنهـا رسـم مـی   

هـاي  pHشود که در دیده می) الف(قسمت  2در شکل . شود
اسـیدهاي  .  یابـد کاهش می پیاممیزان  8/4ن و بالاتر از پایی

باشند که در  نوکلئیک حاوي بازهاي آلی گوانین و آدنین می
pH      شـوند  هاي اسـیدي روي الکتـود مغـز مـداد اکسـید مـی .

شـود کـه افـزایش غلظـت     همچنین در این نمودار دیده مـی 
جریـان شـده    پیـام داکسی ریبونوکلئیک اسید باعث افزایش 

علــت حضــور مقــدار بیشــتري داکســی  ایــن امــر بــه. اســت
ریبونوکلئیک اسید در دسترس الکترود بـوده کـه در نتیجـه    
مقدار بیشتري داکسی ریبونوکلئیک اسید روي سطح الکترود 

دست آمده از مطالعه دوگـان  این نتایج با نتایج به. نشیندمی
در ایـن مطالعـه   . متفاوت است 2011و ازکان در سال  توپال

نشان داده شده است که افزایش غلظت داکسی ریبونوکلئیک 

شده، ولی پـس از آن   پیامموجب افزایش  g/mL µ2اسید تا 
نمودار صاف شده و با افزایش غلظـت دیگـر جریـان افـزایش     

علـت تفـاوت سـطح مقطـع     این تفاوت بـه ). 16(نیافته است 
در مقایسه با مطالعه آن) mm 2قطر(ر این تحقیق الکترود د

سازي علت دیگر استفاده از پتانسیل فعال. است) mm7/0(ها 
)V4/1 (تـر  مدت کوتاهو زمان اعمال آن به)s60 (  در مطالعـه

  .و ازکان است دوگان توپال
و زمـان روي   pHتـأثیر همزمـان    2شکل ) ب(در قسمت  

جریان نشان داده شده  پیامنمودارهاي سطح پاسخ سه بعدي 
در این قسمت غلظـت داکسـی ریبونوکلئیـک اسـید و     . است

و پتانسـیل   µg/mL 24پتانسیل روي حد وسط یعنی غلظت 
 pHدر این نمودار هم، بررسی . ولت ثابت نگه داشته شد 5/0

دسـت  بـه  8/4حدود  pHدر  پیامدهد که بزرگترین نشان می
 پیامیه موجب افزایش ثان 400افزایش زمان تا حدود . آیدمی

شود که مـی شده، ولی پس از آن منجر به کاهش جریان می
علت اثر تخریبی اعمال پتانسیل بالا به مدت طـولانی  تواند به

بر الکترود مغزمداد و در نتیجه جدا شـدن تـدریجی داکسـی    
ریبونوکلئیک اسید از روي سطح باشد کـه باعـث کـاهش در    

در این نمودار بهترین . شودمی دریافتی از باز آلی آدنین پیام
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 ١٩٦

دسـت آمـده   ثانیـه بـه   400و زمان حـدود   =8/4pHدر  پیام
  . است
دهد کـه  بررسی پتانسیل تثبیت نشان می) ج(در قسمت  

جریـان   پیامافزایش این پتانسیل موجب افزایش شدیدي در 
اعمـال  . شـده اسـت   8/4هاي کمتـر و بـالاتر از    pHحتی در 

پتانسیل در خلال تثبیت داکسی ریبونوکلئیک اسـید باعـث   
افــزایش نشســتن داکســی ریبونوکلئیــک اســید روي ســطح 

علت افزایش برهمکنش الکتروستاتیک شود که بهالکترود می
هـاي  بین بار مثبت ایجاد شده روي سطح و بار منفـی گـروه  

از آنجایی که ). 17(وکلئیک اسید است فسفات داکسی ریبون
ولت احتمالاً بـار مثبـت بیشـتري     7/0با افزایش پتانسیل به 

شـود، بـرهمکنش الکتروسـتاتیک بــا    روي سـطح ایجـاد مـی   
  . یابدداکسی ریبونوکلئیک اسید افزایش می

تــأثیر تغییــرات همزمــان غلظــت داکســی ) د(در قســمت 
و زمـان   pHیان در ریبونوکلئیک اسید و پتانسیل بر پیام جر

ثانیه بررسی مـی  300و  8/4داشته شده در تثبیت ثابت نگه
طور که قبلا گفته شـد افـزایش غلظـت داکسـی     همان. شود

تنهـایی موجـب   ریبونوکلئیک اسید و پتانسیل هـر کـدام بـه   
شـود کـه   در این شکل دیده مـی . شودافزایش میزان پیام می

به میـزان بیشـتري   هاي کم نیز در پتانسیل بالا حتی غلظت
ــی        ــت داکس ــترین غلظ ــه بــا بیش ــال در مقایس ــراي مث ب
ریبونوکلئیک اسید، اما در پتانسیل کـم روي سـطح الکتـرود    

در بیشترین غلظت بالا و بیشـترین   پیامنشینند و بهترین می
  . آیددست میمیزان پتانسیل به

اثر همزمان تغییرات غلظت داکسی  2شکل ) ه(در قسمت 
و  8/4ثابت  pHجریان در  پیامسید و زمان بر ریبونوکلئیک ا
این شـکل نشـان  . ولت بررسی شده است 5/0پتانسیل ثابت 

ــی     ــت داکس ــزایش غلظ ــر اف ــان در اث ــزایش جری ــده اف دهن
ثانیـه   400ریبونوکلئیک اسید است که با افـزایش زمـان تـا    

  . یابدافزایش می
اثر تغییرات همزمان زمان و پتانسیل تثبیت ) و(در قسمت 

و غلظت داکسـی ریبونوکلئیـک اسـید     pHجریان در  پیامبر 
شود که اثـر  در این نمودار هم دیده می. شودثابت بررسی می

 پیـام تواند کـاهش  پتانسیل غالب بوده و افزایش پتانسیل می
شدن زمان تثبیـت را جبـران کنـد کـه همـان     در اثر طولانی

بـین   علت افزایش تقابـل الکتروسـتاتیک  طورکه گفته شد به 
  .داکسی ریبونوکلئیک اسید و سطح الکترود است

نحـوي  سازي پارامترهاي مختلف، شرایط باید بهبراي بهینه
بینی شده توسط مدل جریان پیش پیامبهینه شود که میزان 

نحـوي  مطلوب است پارامترهـا بـه  . دست آیدبه µA3بیش از 
تنظیم شوند کـه ایـن جریـان در کمتـرین غلظـت داکسـی       

محـدودیتی  . دست آیدئیک اسید و کمترین زمان بهریبونوکل
و پتانسیل وجود ندارد، بنابراین ایـن دو فـاکتور    pHدر مورد 

ایجاد شود و بعـد   پیامگیرد که بیشترین در سطحی قرار می
غلظــت داکســی ریبونوکلئیــک اســید و زمــان کــاهش داده  

بـا ایـن   . نشـود  µA3شود تا حدي کـه جریـان کمتـر از     می
سازي شـده فاکتورهـاي مختلـف در    قادیر بهینهتوضیحات، م

براي تأیید صحت شرایط تعیـین شـده   . آمده است 4جدول 
باید آزمایشی در این شرایط انجام داده و نتایج آن را با نتایج 

چنانچـه  . پیش بینی شـده توسـط نـرم افـزار مقایسـه کـرد      
داري بین نتایج واقعی و پیش بینی شده وجود  اختلاف معنی

باشد، مدل توصیفی تأیید شده و قابل اسـتفاده بـراي   نداشته 
با استفاده از این مقادیر جریـان  . دیگر شرایط مورد نظر است

µA 3 بینـی داري با مقدار پیشدست آمد که تفاوت معنیبه
  ). < 05/0p(شده توسط مدل ندارد 

اکسـایش آدنـین در حضـور     پیاممیزان کاهش در  3شکل 
شود، طور که مشاهده میهمان. دهدفولیک اسید را نشان می

میکرومـولار داراي  10تـا   1/0فولیک اسید در دامنـه غلظـت   
  .است پیامرابطه خطی با میزان کاهش 

 پیـام کـاهش  آمـده از دنبـال کـردن    دسـت  معادله خط به
میکرومولار فولیک اسـید  10تا  1/0آدنین در محدوده غلظت 

  : عبارتست از
 I μA 0.0941C 1.7491   ,   R2=0.9864, n=7 

  
نتایج حاصل از بررسی دقـت روش انـدازه گیـري فولیـک     

آدنـین در   پیـام اسید از طریق دنبال کردن تغییرات کـاهش  
میکرومـولار فولیـک اسـید پـس از ده بـار       0/5و  0/2غلظت 

درصـد   3/4و  6/4ترتیـب معـادل    اندازه گیري اسـت کـه بـه   
دهنـده تکرارپـذیري بـالاي ایـن حسـگر       باشد کـه نشـان   می
از روي  Sb/m3حد تشخیص روش بر اساس رابطـه  . باشد می

ر میکرومـولا  10تـا   1/0منحنی استاندارد در ناحیـه غلظتـی   
. میکرومولار به دسـت آمـد   06/1× 10-8فولیک اسید برابر با 

 پیـام از طریـق دنبـال کـردن    ) Sb(انحراف اسـتاندارد شـاهد   
  .شودآدنین در عدم حضور فولیک اسید حاصل می

در  پیـام هـایی کـه شـدت    ها، گونهدر بررسی اثر مزاحمت
اي باشـد بـه   درصـد پیـام تجزیـه    3ها در محدوده حضور آن

غیر مزاحم در نظر گرفته شده، ولی در صـورت ایجـاد   عنوان 
شـود تـا حـد    مزاحمت، غلظت گونه مزاحم کاهش داده مـی 
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نتایج حاصـل از بررسـی    5جدول . مزاحمت آن تعیین گردد
گیـري فولیـک اسـید را نشـان     هاي احتمالی انـدازه مزاحمت

دهـد کـه روش ارائـه شـده داراي     نتـایج نشـان مـی   . دهد می
. گیري فولیک اسید استار بالایی در اندازهپذیري بسیگزینش

دست آمـده  لیتر از عصاره بهمیلی 10غلظت فولیک اسید در 
هاي واقعی با استفاده از روش افزودن استاندارد اندازهاز نمونه

  .آمده است 6گیري شد، که نتایج در جدول 
حسگرهاي برپایه داکسی ریبونوکلئیک اسید کـه در  زیست

شـود،  عنوان الکترود اسـتفاده مـی  مغزمداد بهها از ساخت آن
هـاي قبلـی،   داراي مزایایی مانند ممانعت از آلودگی با نمونـه 

تیمـار مقـدماتی و   علت عدم نیاز به پـیش سهولت استفاده به
در این مطالعه . حساسیت، انتخابگري و تکرارپذیري بالا است

 هاي دوتایی داکسی ریبونوکلئیک اسید که بـه روش از رشته
 الکتروشیمیایی روي سـطح الکتـرود مغـز مـداد رسـوب داده     

صــورت گیــري فولیــک اســید بــهشــده بودنــد، بــراي انــدازه
با استفاده از این حسـگر جریـان    .غیرمستقیم استفاده گردید

میکرومول از فولیک اسـید داراي   10تا  1/0در دامنه غلظت 
حسـگر  رابطه خطی با غلظت بوده و حد تشخیص این زیست

  .دست آمدبه 06/1×8-10
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Background and Objectives: Folate is essential to cell division and growth. Folic acid is commonly measured using 
HPLC-MS, spectroscopy, ELISA, and microbial methods that are cost-intensive and time-consuming because they 
require long extraction and purification times. It is known that electrochemical methods are simple and inexpensive 
and that analytical techniques require a small sample size. Biosensors also have higher selectivity than other sensors. 
 
Materials and Methods: The present study proposes an electrochemical DNA biosensor as a screening device for 
rapid analysis of folic acid using a pencil graphite electrode modified with salmon sperm ds-DNA. Solution pH, 
DNA concentration, time of DNA deposition, and potential deposition were optimized using RSM. The binding of 
folic acid to DNA immobilized on a pencil graphite electrode was then measured using variations in the 
electrochemical signal of adenine. This biosensor was successfully used to measure folic acid in real samples, such 
as flour and spinach.   
 
Results: The optimum values for the reaction were pH of 4.8, DNA concentration of 24 μg mL−1, deposition time of 
304 s, and deposition potential of 0.60 V, which produced an adenine signal of 3.04 μA. The folic acid concentration 
showed a linear correlation with the adenine signal current at 0.1–10.0 μM L−1 with a detection limit of 1.06×10−8 
μM L−1. 
 
Conclusions: The results showed that the DNA-based biosensor showed high sensitivity, selectivity, and speed of 
folic acid determination. 
 

Keywords:  Folic acid, Electrochemical, Biosensor, DNA, Selectivity 
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