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 1/11/99تاریخ پذیرش:                                                                                                     15/7/99تاریخ دریافت: 

 چکیده

های مختلفی های شیر است. تاکنون روشکنندهترین آلودهها از مهمترین مایکوتوکسینعنوان یکی از خطرناکبه M1آفلاتوکسین سابقه و هدف:

که شامل کروماتوگرافی، الایزا و رنگ سنجی هستند. با توجه به حساسیت بالای روش های بر  شدهبرای شناسایی آفلاتوکسین در شیر معرفی

 M1ف مطالعه حاضر ساخت یک زیست حسگر ولتامتریک دقیق و حساس جهت شناسایی سریع آفلاتوکسینپایه حسگرهای الکتروشیمیایی هد

 است.

شده با نانو ذرات مغناطیسی و نانو ذرات طلا در در مطالعه حاضر یک زیست حسگر مبتنی بر الکترود مداد گرافیتی اصلاح ها:مواد و روش

ساخته شد. رفتار الکتروشیمیایی زیست حسگر در مراحل مختلف ساخت شامل تثبیت  M1برای شناسایی آفلاتوکسین  HPLCترکیب با روش 

سنجی امپدانس الکتروشیمیایی ای و طیفهای ولتامتری چرخهنانو ذرات مغناطیسی، نانو ذرات طلا، تثبیت آپتامر و آنالیت به کمک تکنیک

 بررسی شد.

که با تثبیت آپتامر یابند درحالیپیک جریان و مقاومت انتقال بار به ترتیب افزایش و کاهش مینتایج نشان داد که با تثبیت نانو ذرات،  :هايافته

های عملکردی حاکی از یابند. ارزیابی مشخصهنشده افزایش میو آنالیت، پیک جریان کاهش و مقاومت انتقال بار در مقایسه با الکترود اصلاح

روز( زیست حسگر داشت. حد تشخیص زیست حسگر 14( و همچنین پایداری مناسب )%8/8) ( و تکثیر پذیری مطلوب%6/4) تکرارپذیری

(ng/L44و محدوده درصد ریکاوری برای زیست حسگر و روش )HPLC  به دست آمد. 142-145و  5/93-6/89به 

نانوگرم بر 144برای شیر ) شده توسط استاندارد ملی ایرانتر از سطح مجاز مشخصزیست حسگر پیشنهادی حد تشخیص پایین گیري: نتیجه

با استفاده از زیست حسگر نیز محدوده درصد ریکاوری نزدیک در مقایسه با روش  M1 های شیر حاوی آفلاتوکسینلیتر( را ارائه داد. آنالیز نمونه

HPLC .را نشان داد 

  ات مغناطیسی، زیست حسگر الکتروشیمیایی، نانو ذرات طلا، نانو ذرM1 ،HPLCآفلاتوکسین  واژگان كلیدي:

  مقدمه 

تمرین منمابع پمروتئین حیموانی     عنوان یکی از مهمم  شیر به

هما و  کمه پمروتئین شمیر )کمازئین    طموری شود، بمه محسوب می

های سرمی( حماوی اسمیدهای آمینمه موردنیماز بمدن      پروتئین

شیر حاوی ترکیباتی از جمله چربی، پروتئین، لاکتموز و   .است

مواد معدنی است که وجود آنها لزوم اهمیت شیر برای رشمد و  

راینمد تولیمد   شمیر از ف  (.1) گیردادامه زندگی انسان را در برمی

های مختلمف ازجملمه آلمودگی    بندی در معرض آلودگیتا بسته

همما، میکروبممی، مممواد سمممی و ممممر ازجملممه مایکوتوکسممین  

هما،  بیوتیمک هما، فلمزات سمنگین، آنتمی    اکسینها، دیکشآفت

سمیکلیک  های پلیها و هیدروکربنکنندهها، ضدعفونیهورمون

های مختلمف وارد  د از راهتواننآروماتیک قرار دارد. این مواد می

چرخه غذایی دام شده و سپس از طریق مصرف شیر بمه رییمم   

غذایی انسان راه یابند و باعث ایجاد طیف وسیعی از اخمتلالات  

(. 2) همای زیسمتی انسمان گردنمد    ها و بافمت عملکردی در اندام
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ها شمامل  کننده شیر مایکوتوکسینترین مواد آلودهیکی از مهم

هما  هما و زرالنمون  راتوکسین، پاتولین تریکونسنآفلاتوکسین، اک

هما هسمتند. از   عنموان متابولیمت نانویمه قمار     باشند که بمه می

تممرین نمموی مایکوتوکسممین هممای موجممود در شممیر   خطرنمماک

 زا بوده و مسمومیت برزا و جهشبوده که سرطان آفلاتوکسین

توانمد موجمب سمرکوب سیسمتم ایمنمی،      انر آفلاتوکسمین ممی  

هایتممام مممرد شممود. انمموای مختلفممی از گونممه هممای  سممرطان و ن

ها در محصمولات  ترین آنشده که از شایعآفلاتوکسین شناخته

و  M1هما  و متابولیت های سمی آن B2و  B1توان به لبنی می

M2   اشمماره کممرد. آفلاتوکسممینM1 (AFM1 دارای فرمممول )

 دی گمروه  در شمیمیایی  نظمر  بموده و از   7O12H17Cشمیمیایی  

 یمک  شمامل  آن ساختار شود. می بندی طبقه ها فورانوکومارین

 حلقمه  یک و کومارین هسته یک با شده ترکیب فوران بی حلقه

 . حمد مجماز اعملام شمده آن بمر اسماس       (3، 4) پنتمون اسمت  

EU45/4(. بنممابراین 5، 6باشممد )میکروگممرم بممر کیلمموگرم مممی

ای شناسایی و تشخیص آفلاتوکسین در شمیر از اهمیمت ویم ه   

برخمموردار بمموده و تمماکنون بمما اسممتفاده از روش هممای مختلممف 

های متداول برای پایش آفلاتوکسین بر گرفته است. روشانجام

(، کرومماتوگرافی ممایع   TLC( )7نازک )پایه کروماتوگرافی لایه

(LC( )8   ( کروماتوگرافی مایع بما کمارایی بمالا ،)HPLC( )9 و )

ند. همر کمدام از ایمن    ( استوار هستELISA( )14آزمون الایزا )

باشند که نیاز به اسمتفاده از  ها دارای محدودیت هایی میروش

سمرعت  ها که با توجه بهشیوه های نوین از جمله زیست حسگر

و دقت بالا در تشخیص، نقش مهمی در حل مشکلات ایمنی و 

(. در 11) سلامت مواد غذایی دارند را دو چنمدان کمرده اسمت   

شدن تمامی جایگاه ها در دسمتگاه بمرای   روش الایزا نیاز به پر 

شناسایی نمونه وجمود دارد کمه از نظمر زممان و مقمدار نمونمه       

همای تولیمد شمده    بمادی مقرون به صرفه نبوده و ازآنجاکه آنتی

دهند در اغلب با ترکیبات مشابه آفلاتوکسین واکنش نشان می

تنهمایی، مقمادیر   بمه  ELISAبسیاری از مواقع استفاده از روش 

(. در روش 4، 9) تری را نشممان داده و دقممت کممافی نممدارد بممالا

HPLC        به اپراتمور مجمرب و نیمز سمتون ایمونموافینیتی بمرای

نیاز بوده و مدت زمان مراحمل آمماده سمازی    M1 آفلاتوکسین 

نمونه از ستون نسبت بمه زیسمت حسمگر بیشمتر      نمونه و عبور

باشد بطوری که مراحمل شناسمایی توسمط زیسمت حسمگر      می

 HPLCکه بمرای  به یک ساعت زمان نیاز دارد در حالی حداکثر

شمده در یمک   مطالعمات انجمام   این زمان چند برابر خواهد بمود. 

( در رابطمه  2416و همکاران ) Dimitrieskaپ وهش که توسط 

در شممیر خممام بمما اسممتفاده از روش  AFM1بمما ارزیممابی میممزان 

ELISA  وHPLC   از  %9/2نشممان داد در  ،انجممام شممده بممود

بالاتر از حد مجاز بوده و بالاترین غلظت  AFM1ها میزان هنمون

(. 12) بممرآورد شممدng/kg448/18 همما آفلاتوکسممین در نمونممه

زیست حسگر یک دستگاه تجزیه ای اسمت کمه شمامل بخمش     

تشممخیص بیولمموییکی و مبممدل فیزیکممی بمموده و سممیگنال     

نظمر ایجماد    گیری را نسبت به غلظت ترکیمب ممورد  اندازهقابل

(. مبممدل پاسممخ بیولمموییکی را بممه سممیگنال 13، 14) کنممدمممی

صممورت تشممخیص تبممدیل کممرده کممه بممه    الکتریکممی قابممل 

 و  Karczmarczyk(. 15گیری است)اندازه الکتروشیمیایی قابل

 سمطحی  پلاسممون  ( زیسمت حسمگر تشمدید   2416همکاران )

SPR (Surface Plasmon Resonance  را بممرای تشممخیص )

AFM1  ایممن حسممگر بممرای  (16) در شممیر طراحممی کردنممد .

های کوچک از محدودیت در تشمخیص برخموردار بمود    مولکول

قبمول  کمتر از حداکثر میزان قابمل که حد شناسایی آنطوریبه

در شمیر   AFM1توسط اتحادیه اروپا بود. از طرفی چون غلظت 

های مورد نظر کافی نبودند کمه بمرای افمزایش    بالا بود سیگنال

ش محدودیت، از نانو ذرات طلا در حساسیت این حسگر و کاه

مطالعمات انجمام شمده بمرای      1 ها اسمتفاده کردنمد. جمدول   آن

در شیر با اسمتفاده از روش همای مختلمف را     AFM1شناسایی 

 دهد.نشان می

منظمور بهبمود کمارایی و حساسمیت حسمگرها و امکمان       به

تموان از نمانو ممواد    های تشخیصی جدیمد ممی  استفاده در روش

تموان بمه   های نانو میاز مزایای استفاده از مقیاس استفاده کرد.

گر مصرفی، کماهش  کاهش هزینه به علت کاهش میزان واکنش

زممان و  طمور همم  زمان آزمایش، امکان آنالیز چنمد ترکیمب بمه   

 زیست اشاره نممود امکان ایجاد ابزارهای ایمن و سازگاربامحیط

از مغمز  از جنبه های نوآوری تحقیق حاضر استفاده  (.17، 18)

عنوان الکترود کاری و اصلاح سطح آن با نمانو  ه مداد گرافیتی ب

( و نممانو Magnetic nano particles) MNPذرات مغناطیسممی 

( اسممت کممه باعممث Gold nano particles)  GNPذرات طمملا 

افزایش نرخ انتقال الکترون و همدایت الکتریکمی شمده و رونمد     

ای بما  سمازگاری ویم ه  بخشمند و  تشخیص آنالیت را سرعت می

های بیولوییکی دارند. استفاده همزمان از ایمن نمانوذرات   محیط

 AFM1در ترکیب با الکترود ممداد گرافیمت جهمت شناسمایی     

 برای نخستین بار در ایران انجام پذیرفت.
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 های مختلفیر با استفاده از روشدر ش AFM1برای شناسایی  شدهانجاممقایسه مطالعات  .0جدول 

 نتیجه روش هدف نام محقق

Istambouliéa  و همکاران

(2416) 

توسعه زیست حسگر ایمپدیمتریک جهت 

 در شیر  AFM1شناسایی 

biosensor  حد تشخیص زیست حسگرng/kg 54  بود که مطابق حد مجاز

EU است 

Karlovsky و همکاران 

(2416) 

 HPLC های لبنیفراوردهدر شیر و  AFM1 ارزیابی
ELISA 

برابر مقدارش در  4در پنیر پس از دوره رسیدگی  AFM1 میزان

برابر کاهش 3شیر بود. اما در ماست این میزان نسبت به شیر 

 داشت

Daraei Garmakhany  و

 (2414همکاران )

 برخوردار بود    AFM1این روش از دقت بالایی برای شناسایی HPLC ی شیرهانمونهدر  AFM1یابیارز

Herzallah ( 2449و همکاران) بررسی آفلاتوکسین در شیر HPLC – FLD 
HPLC - UVD 

 g/kg μو g/kg μ1/1به ترتیب  در شیر AFM2و  AFM1غلظت 

 گزارش شد 1/4

Radoi  ( 2448و همکاران) یابیارزAFM1   ی شیرهانمونهدر ELISA  مقدارAFM1  از حد مجاز  هانمونه %75درEU بالاتر بود 

 

ای شمیر، کوتماه بمودن زممان     لذا با توجه به اهمیت تغذیمه 

ها، کوتاه بمودن  تحویل شیر، تعداد بالای نمونه شیر در کارخانه

عمر نگهداری شیر و همچنین نیاز به وجود یمک روش سمریع،   

هزینمه و حسماس بمرای شناسمایی آفلاتوکسمین شمیر کمه        کم

باشمد، همدف   عنوان یک خطر جدی در سملامت جامعمه ممی   به

در شمیر، بما    AFM1اصلی این تحقیق پمایش سمریع و دقیمق    

استفاده از زیست حسمگر الکتروشمیمیایی بمه کممک تکنیمک      

نقطه بحرانی سماخت ایمن    .است  HPLCای و ولتامتری چرخه

بر روی سطح الکترود اسمت.    DNAزیست حسگر تثبیت پروب

بسمیار اختصاصمی،    DNAهمای تشخیصمی مبتنمی بمر     سیستم

 راحتی قابل استفاده هستند.  هزینه، ساده و نوین بوده و بهکم

  هامواد و روش 

در این مطالعه از یمک الکتمرود   : گیریاجزای سیستم اندازه

مداد گرافیت به دلیل در دسترس بودن، عدم سمیت، پایمداری  

عنموان  زیست، بمه الکتریکی بالا، هزینه کم و سازگاری با محیط

طمور  کمه پتانسمیل بمه   آنجمایی  لکترود کاری اسمتفاده شمد. از  ا

گیمری پتانسمیل   رو اندازهگیری نیست، ازایناندازهمستقیم قابل

عنوان مرجع ایجماد و  مستلزم آن است که یک نقطه ابتدایی به

گیمری شمود. در مطالعمه    پتانسیل اعمالی نسبت بمه آن انمدازه  

الکترود مرجع استفاده شمد.  عنوان حاضر از  نقره/نقره کلرید به

دهد عکمس آن  هر واکنشی که در سطح  الکترود کاری رخ می

دهد، در این مطالعه از سمیم پلاتمین   در الکترود کمکی رخ می

 عنوان الکترود کمکی استفاده شد.به

هممای گیممریانممدازه :هددای الرتروشددیمیاییگیددریاندددازه

( CVای )الکتروشیمیایی به کمک دو تکنیک ولتامتری چرخمه 

( بما اسمتفاده از   EISسنجی امپمدانس الکتروشمیمیایی )  و طیف

هما در  انجام گرفمت. تممامی تسمت    پتانشیواستات/گالوانواستات

میلمی ممولار    1( و بما محلمول   سلسمیوس درجه 25دمای اتاق )

ممولار پتاسمیم کلریمد انجمام گردیمد.       1/4فروسیانید بما   -فری

ولت بما سمرعت    6/4تا  -2/4در محدوده پتانسیل  CVتکنیک 

در  EISمیلی ولت بر نانیمه انجمام گرفمت. تکنیمک      54روبش 

 هرتز انجام شد. 41/4-514محدوده فرکانس 

در ایممن مطالعممه نممانو    :سددنتز نددانو  رات مغناطیسددی  

طمور  (. بمه 19به روش هم رسوبی تهیمه شمد)  مغناطیسی  ذرات

گممرم  344/4و  O2.4H2FeCl  گممرم نمممک  684/11خلاصممه 

، در اتمسفری از نیتروین حل شدند. سپس O2.6H3FeCl نمک

قطره به آن اضافه شد که منجر به تغییمر  محلول آمونیاک قطره

پمس از آن رسموب تهیمه     .رنگ محلول از نارنجی به سیاه شمد 

  شده تا خارج شدن کامل آمونیاک شسته شد.

سمازی الکتمرود   منظمور فعمال  بمه : سازی زیست حسگرآماده

+ ولممت( در 5/1در یممک پتانسممیل نابممت ) CVکمماری، تکنیممک 

محلول سدیم هیدروکسید اعمال گردید. برای تثبیت نانو ذرات 

دقیقه درون آن محلمول   84مغناطیسی الکترود کاری به مدت 

درون  CVبه کممک تکنیمک    قرار گرفت. تثبیت نانو ذرات طلا

انجام شد. برای تثبیت آپتامر بمر روی   O2.3H4HAuClمحلول 

شمده، الکتمرود کماری بمه درون محلمول      د سماخته سطح الکترو

میکرو مولار( در دمای اتاق قرار داده شد و سپس بما   6آپتامر )

 آب دیونیزه شسته و در دمای محیط خشک گردید.

منظور بررسی کماربرد عملمی   به :M1شناسایی آفلاتوکسین 

شممده بمما نممانو ذرات  زیسممت حسممگر، الکتممرود کمماری اصمملاح 

قرار  AFM1دقیقه درون محلول 34دت مغناطیسی و طلا به م

 CVداده شد. پس از شستشوی الکترود با آب دیمونیزه، طیمف   

منظمور  گیری شد. بمه های پیک جریان اندازهنبت گردید و داده

 همای مختلفمی از  ارزیابی کاربرد عملی زیست حسمگر، غلظمت  
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AFM1(844 ،644 ،444 ،244 ،144 ،54  تهیه )نانوگرم/ لیتر

های پیمک جریمان در   راسیون با استفاده از دادهو منحنی کالیب

 رسم شد.    AFM1 مقابل غلظت

همای شمیر خمام از یمک     نمونمه : های شیرسازی نمونهآماده

 144های با غلظت AFM1فروشگاه محلی خریداری شد. سپس

 34ها تزریق گردیمد و بمه ممدت    نانوگرم/ لیتر به نمونه 244و 

سلسیوس( قرار گرفمت.  درجه  44دقیقه در شرایط حمام آب )

بما محاسمبه درصمد     (24، 21) بعداز آماده سمازی نهمایی شمیر   

شمده،  شده بمه مقمدار تزریمق   ریکاوری از نسبت مقدار شناسایی

 عملکرد زیست حسگر مورد بررسی قرار گرفت.

 کمپانی ساخت 2695مدل  HPLC از دستگاه:  HPLCروش 

WATERS و ستونC18 2 6/4×154، ابعادmm   بما آشکارسماز ،

میکمرو لیتمر بمر     14با سمرعت جریمان    2475فلورسانس مدل 

مطمابق روش   HPLCدقیقه استفاده گردید. بمرای انجمام روش   

-میلمی  144مرجع ارائه شده عمل گردید. بطور خلاصه  ابتمدا  

 4دقیقه در دمای 5به مدت rpm 5444لیتر از شیر خام با دور

حله بعد محلول بمافر  درجه سلسیوس سانتریفیوی گردید. در مر

شده و سپس  عبور داده AFM1 از ستون ایمونوافینیتی فسفات

شمده و پمس از طمی تممامی مراحمل      شیر از ستون عبمور داده 

 HPLC میکرولیتر از محلول نهمایی بمه دسمتگاه    24آزمایش، 

بما   AFM1از  استفاده با استاندارد های(. محلول22) تزریق شد

 و سپس نانوگرم/ لیتر تهیه 244،544،1444، 144هایغلظت

 625موج طول در هااز آن هریک فلورسانس از شدت استفاده با

 شد.  گیرینانومتر اندازه
  

 هايافته 
)الف( با تثبیت 1مطابق شکل: بررسی رفتار الرتروشیمیایی

MNP  وGNP   بمه   بر روی الکترود مداد گرافیت پیمک جریمان

میکمرو آمپمر    98بمه   82از و   میکرو آمپر 82به  59 ترتیب از 

همای آپتمامر بمه نمانو ذرات طملا پیمک       بااتصال رشتهافزایش و 

 که این روند کاهشی میکرو آمپر کاهش پیدا کرد 49جریان تا 

 ادامه یافت. ( به آپتامر اختصاصی خودAFM1بااتصال آنالیت )

 MNPشود با تثبیمت  استنباط می )ب(1طور که از شکلهمان

بمه   1944اد گرافیت، مقاومت انتقال بمار  از  بر روی الکترود مد

مقاوممت انتقمال    GNPاهم کاهش پیدا کرد و با تثبیت  1444

بعد از تثبیت آپتمامر بمر روی سمطح     .بار کاهش بیشتری یافت

مقاوممت انتقمال بمار تما     GNP و MNPشمده بما   الکترود اصملاح 

 AFM1با قمرار گمرفتن   همچنین اهم افزایش پیدا کرد.  3144

اهمم   4544های فعال آپتامر مقاومت انتقمال بمار تما    اهدر جایگ

   یافت.افزایش 

 

 
پیک جریان )الف( و مقاومت انتقال بار )ب( در مراحل  .0شرل 

 مختلف اصلاح الکترود کاری

 

 AFM1همای مختلفمی از   غلظت: رسم منحنی کالیبراسیون

نممانوگرم بممر لیتممر( تهیممه  844و  644، 444، 244، 144، 54)

گردید و سپس پیک جریان بعد از تثبیت آنالیت نبت شمد. بما   

)محمور افقمی( و پیمک     AFM1رسم نمودار خطی بین غلظمت  

جریان )محور عمودی( منحنمی کالیبراسمیون بمه دسمت آممد.      

شمده اسمت بما افمزایش      نشمان داده  2طور که در شمکل  همان

صورت خطمی افمزایش یافمت و از    آنالیت پیک جریان به غلظت

 ( پیروی کرد:1معادله خط رابطه )

 (1رابطه )
I (µA) =-0.0285C/AFM1+41.8 
R² = 0.9858 

نانوگرم بر لیتر   844تا  54با توجه به اینکه در محدوده 

، از یک CVآمده از تکنیک دسترابطه بین پیک جریان به

رابطه خطی پیروی کرد بنابراین رنج غلظت دینامیکی زیست 

نانوگرم بر  844تا  54محدوده  AFM1حسگر برای شناسایی 

صورت  (2) لیتر است. تخمین حد تشخیص به کمک رابطه

نانوگرم بر لیتر به دست  44گرفت که مطابق آن حد تشخیص 

 آمد.
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 (2رابطه)
3 × 𝑆𝐷𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘/m 

 
انحراف استاندارد نمونه شاهد )غلظت  SDدر این فرمول 

شیب منحنی کالیبراسیون در محدوده  m صفر آنالیت( و

 غلظت دینامیکی است.

 
 

 AFM1منحنی کالیبراسیون برای غلظت های مختلف  .2شرل 

 

گیری )الف( انر پنج اندازه 3در شکلارزیابی زیست حسگر: 

شده است. مقاومت نشان دادهمکرر بر روی مقاومت انتقال بار 

، 4655های اول تا پنجم به ترتیب گیریانتقال بار در اندازه

. جهت اهم به دست آمد 4672و  5437، 4514، 4397

)ب( انر پاسخ چهار  3شکلبررسی تکثیر پذیری مطابق 

استاندارد بررسی شد که انحراف  الکترود بر مقاومت انتقال بار

حاصل گردید.  مقاومت انتقال بار درصد( مربوط به 8/8نسبی )

نشان  )ج( 3شکلنتایج مربوط به پایداری زیست حسگر در 

روز زیست  14بعد از گذشت داده شده است. مطابق شکل، 

  داده است. دست درصد از پاسخ اولیه خود را از 8حسگر تنها 

آورده  2طور که در جدول همان: های واقعیآنالیز نمونه

های شیر برای روش وری برای نمونهشده است درصد ریکا

تا  HPLC  142درصد و برای روش  5/93تا  6/89سنسوری 

نانوگرم بر لیتر حاصل  244و  144درصد به ترتیب برای  145

 .شد

 

 
 

 
 

تکرارپذیری )الف(، تکثیر پذیری )ب( و پایداری )ج(  .3شرل 

 زیست حسگر

 HPLCدر شیر به کمک زیست حسگر و  AFM1شناسایی  .2جدول 

 (ng/L)شده مقدار تزریق نمونه شیر
 %RSD درصد ریکاوری (ng/Lشده )مقدار شناسایی

 HPLC زیست حسگر HPLC زیست حسگر HPLC زیست حسگر

 شیر خام
144 8/44 142 6/89 142 4/8 2/6 

244 187 214 5/93 145 9/6 1/8 

y = -0.0285x + 41.866

R² = 0.9858

4
5

14
15
24
25
34
35
44
45

4 244 444 644 844 1444

ن 
ریا

ج
(

µ
A)

(ng/L)غلظت 
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  بحث 
 فراسمودمند  غذایی ماده عنوان به لبنی های فراورده و شیر

 و مسمتقیم  انمر  ها آن استفاده از که طوری به اند شده شناخته

دارد. مطابق بررسی همای انجمام شمده     سلامتی بر توجهی قابل

 و همکمماران  Pleadin( و2448و همکمماران )Blanco  توسممط

 مواد داری انبار و رشد در خلال راحتی به آفلاتوکسین ،2415)

پاستوریزاسیون  در برابرمی آید و از آنجایی که  وجود به غذایی

بسیار مقاوم بوده و اعمال فراینمد همای حرارتمی جهمت تولیمد      

، توانمد از میمزان پایمداری آن بکاهمد    محصولات لبنی نیز نممی 

وی ه ای برخموردار اسمت   شناسایی سریع آن در شیر از اهمیت 

 تغذیمه  بما  آفلاتوکسمین  سمم  حممور  رسمد  می نظر (. به3، 5)

 مطلموب  کیفیت به رسیدن جهت. باشد مرتبط شیرده هایدام

 باشمد. در   B1آفلاتوکسمین  آلمودگی  فاقمد  دام غمذای  باید شیر

 بمه  و داشمته  فراوانی گسترش دام، شیر در AFM1 ایران شیوی

گیمرد   قرار پایش مورد مستمر شیر به طور است لازم دلیل این

 متفماوت  همای روش آفلاتوکسمین،  گیمری انمدازه  (. بمرای 4)

دارند اما جدیمدترین و   وجود کمی اندازه گیری و ایمونولوییکی

 ترین روش استفاده از روشهای الکتروشیمیایی می باشد.  سریع

برای سنجش عملکرد : CVبررسی رفتار الرتروشیمیایی با 

ای و همای ولتمامتری چرخمه   پیشمنهادی از روش زیست حسگر 

پیمک   سنجی امپدانس الکتروشمیمیایی اسمتفاده گردیمد.   طیف

ای در مراحمل مختلمف   جریان مربوط به روش ولتامتری چرخه

درون  AFM1آپتامر و  ،MNP ،GNPسازی شامل تثبیت آماده

ممولار   14/4فروسمیانید بما    -مولار فمری میلی 1محلول حاوی 

)المف( آورده شمده اسمت. بما تثبیمت      1د، در شکلپتاسیم کلری

MNP        بر روی الکترود ممداد گرافیمت پیمک جریمان بمه دلیمل

افزایش پیمک  علت  .یافتافزایش فرایند انتقال الکترون افزایش 

مغز ممداد گرافیمت   روی الکترود  GNPجریان بر انر قرارگیری 

به هدایت الکتریکی بمالاتر نمانو ذرات طملا     MNPشده با اصلاح

کماهش   .ه ممی شمود  نسبت به نانو ذرات مغناطیسی نسبت داد

های آپتمامر بمه نمانو ذرات طملا     اتصال رشتهپیک جریان بر انر 

فروسیانید و آپتامر که همر دو   -دافعه الکترواستاتیک بین فری

بااتصال آنالیمت بمه   همچنین . می باشددارای بار منفی هستند 

از طریمق اتصمال بمه    های فعمال  آپتامر به علت پر شدن جایگاه

آپتمممامر پیمممک جریمممان کممماهش بیشمممتری یافمممت کمممه بممما 

( مبنی بر کاهش جریمان  2424و همکاران )  Farzadfardنتایج

 (.23) بعد از تثبیت آپتامر و آنالیت همخوانی دارد

)ب(، 1در شمکل : EISبررسی رفتدار الرتروشدیمیایی بدا    

در مراحمل مختلمف    EISمقاومت انتقال بار مربوط به تکنیمک  

 AFM1آپتممامر و  ، MNP ،GNPسممازی شممامل تثبیممت آممماده

 14/4فروسمیانید بما    -میلی مولار فمری  1درون محلول حاوی 

هرتمز و   41/4-514مولار پتاسیم کلرید، در محمدوده فرکمانس   

بر  MNPتثبیت شده است. میلی ولت نشان داده 154پتانسیل 

مقاوممت انتقمال بمار    باعمث کماهش    روی الکترود مداد گرافیت

را  GNPبا تثبیت گردید. علت کاهش بیشتر مقاومت انتقال بار 

در مقایسممه بمما   GNPبایسممتی در هممدایت الکتریکممی بممالای   

MNPاز  افمزایش مقاوممت انتقمال بمار پمس     وجمو نممود.   جست

لایه مقاوم منفی ناشی از دافعه ایجاد یک به دلیلتثبیت آپتامر 

 الکترواستاتیک بین آپتامر و الکترولیت بر روی سمطح الکتمرود  

هما  بما اتصمال آنالیمت بمه آپتمامر خمود، یمون       در نهایت  است و

توانند بر روی سطح الکترود قمرار بگیرنمد کمه بمه     سختی میبه

افزایش مقاومت انتقمال بمار و درنتیجمه کماهش پیمک جریمان       

 Gökçeهای قبلی منتج شده است که با نتمایج  بت به حالتنس

 (. 24( مطابقت دارد)2424و همکاران )

منظور سنجش تکرارپمذیری زیسمت   به :بررسی تررارپذیری

حسگر، ابتدا یک الکترود که نمانو ذرات مغناطیسمی و طملا بمر     

 6شده بودند، درون محلمول آپتمامر بما غلظمت     روی آن تثبیت

دقیقمه درون   34گرفمت و سمپس بمه ممدت      میکرو مولار قرار

)المف(   3طور که در شکل قرار داده شد. همان AFM1محلول 

گیری درصد انحراف اسمتاندارد نسمبی   شود با اندازهمشاهده می

، تکرارپذیر بودن زیست حسمگر  EIS( با استفاده از تکنیک6/4)

 تأیید گردید. AFM1برای شناسایی 

( انر پاسخ چهار الکترود )ب 3در شکل: بررسی ترثیر پذیری

منظمور سمنجش   شده است. بمه بر مقاومت انتقال بار نشان داده

صورت کماملام  تکثیر پذیری زیست حسگر، ابتدا چهار الکترود به

مستقل تحت شرایط یکسان ساخته شد. سپس درون محلمول  

 34میکرو مولار قرار گرفت و سپس به مدت  6آپتامر با غلظت 

قرار داده شد تا آنالیت بمه آپتمامر    AFM1دقیقه درون محلول 

گیری انحمراف اسمتاندارد   اختصاصی خود متصل گردد. با اندازه

درصد( مربوط به مقاومت انتقال بار بما اسمتفاده از    8/8نسبی )

، مشخص گردید که تکثیمر پمذیری زیسمت حسمگر     EISروش 

  قبول است.قابل

 زممان بمر پاسمخ   )ج( انمر ممدت   3در شمکل  :بررسی پایداری

منظمور  زیست حسگر بر مقاومت انتقال بار آورده شده است. به

بررسی پایداری زیست حسگر، ابتدا الکترود کاری با نمانو ذرات  

مغناطیسی و طلا اصلاح شد. سمپس درون محلمول آپتمامر بما     

 4روز در دمای  14میکرو مولار قرار گرفت و به مدت  6غلظت 

های مقاومت داده گیریدرجه سلسیوس نگهداری شد. با اندازه

انتقممال بممار در روزهممای اول، سمموم، پممنجم، هشممتم، یممازدهم و 

با توجه به ، مشخص گردید که EISچهاردهم به کمک تکنیک 
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توان گفت پایداری زیست حسمگر بما مقایسمه پاسمخ     میشکل 

 قبول است. اولیه و نهایی بعد از گذشت دو هفته قابل

بدست آممده در قسممت تکمرار پمذیری، تکثیرپمذیری و      نتایج 

پایممداری در مقایسممه بمما زیسممت حسممگر طراحممی شممده بممرای 

و  Ezhilanشناسممممایی ملامممممین و اوره در شممممیر توسممممط  

( در رابطممه بمما 2424) و همکمماران Gökçe( و 2417همکمماران)

در شیر با استفاده از زیست حسگر  Aتعیین میزان اکراتوکسین

ایمه الکتمرود مغمز ممداد از رونمد مشخصمی       ایمپدیمتریک بمر پ 

برخوردار بوده و با نتمایج حاصمل از آن پم وهش هما مشمابهت      

 (.24، 25) دارند

کماربرد عملمی زیسمت حسمگر     : هدای واقعدی  آنالیز نمونده 

 HPLCدر مقایسه بما روش   AFM1شده برای شناسایی ساخته

در شیر مورد ارزیابی قرار گرفت. ابتدا زیست حسگر در شرایط 

دقیقه در داخل شیر حماوی   34هینه ساخته شد و برای مدت ب

نانوگرم بر لیتمر قمرار گرفمت.     244و  144هایآنالیت با غلظت

شمده بمه غلظمت    درصد ریکماوری از نسمبت غلظمت شناسمایی    

محاسمبه گردیمد.    HPLCشمده بمرای دو روش حسمگر و    اضافه

دهنمده درصمد ریکماوری    نشمان  2 نتایج بدست آمده در جدول

 است.  HPLCمطلوب زیست حسگر در مقایسه با روش  نسبتام

Istambouliéa   ( و 2416و همکماران )Dinçkaya    و همکماران

در نمونه همای شمیر بما     AFM1( در رابطه با شناسایی 2411)

نتمایج   DNAاستفاده از زیست حسگرهای ساخته شده بر پایه 

وهش از نظمر  مشابهی را ارائه دادند که با نتایج حاصل از این پ 

 شناسایی آنالیت و سرعت عمل زیست حسمگر مطابقمت دارنمد   

(21 ،24). 

در پ وهش حاضر، یک زیست حسمگر اقتصمادی، سمریع و    

پیشنهاد گردیمد. بمرای توسمعه     AFM1حساس برای شناسایی

زیسممت حسممگر، یممک الکتممرود مممداد گرافیممت بمما نممانو ذرات   

ایی در مغناطیسی و طلا اصلاح شد. بررسی رفتمار الکتروشمیمی  

ای و همای ولتمامتری چرخمه   سطح الکترود بمه کممک تکنیمک   

سمنجی امپمدانس الکتروشمیمیایی نشمان داد کمه بعمد از       طیف

تثبیت آپتامر و آنالیت پیک جریمان و مقاوممت انتقمال بمار بمه      

ترتیمب کماهش و افمزایش یافتنمد. بمه کممک روش ولتمامتری        

 ای محدوده غلظت دینامیکی و حد تشخیص بمه ترتیمب  چرخه

گیمری  نانوگرم بر لیتر به دست آممد. بما انمدازه    44و  844-54

های مقاومت انتقال بار بعد از تثبیت آنالیت، تکرارپذیری و داده

د شمد.  أییم تEIS تکثیر پذیری زیست حسگر به کمک تکنیمک  

با استفاده از زیست حسگر  AFM1های شیر حاوی آنالیز نمونه

  HPLCایسه با روش نیز محدوده درصد ریکاوری نزدیک در مق

 را نشان داد.
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Background and Objectives: Aflatoxin M1 is one the most important mycotoxin contaminants of milks. Various 

methods have been described to detect aflatoxins in milks, including chromatography, enzyme-linked immunosorbent 

assay and colorimetry. Regarding high sensitivity of electrochemical sensor based methods, the aim of the present study 

was to fabricate an accurate sensitive voltametric biosensor for the rapid detection of aflatoxin M1. 

 Materials & Methods: In the present study, a biosensor based on magnetic and gold nanoparticles modified with 

pencil graphite electrodes was combined with high-performance liquid chromatography to identify aflatoxin M1. 

Electrochemical behaviors of the biosensor were investigated at various stages of fabrication, including immobilization 

of magnetic nanoparticles, gold nanoparticles, aptamers and analytics using cyclic voltammetry and electrochemical 

impedance spectroscopy techniques. 

Results: Results showed that the current peak and charge transfer resistance respectively increased and decreased as the 

nanoparticles were immobilized, while the current peak and charge transfer resistance increased, compared to the 

unmodified electrode with the aptamer and analytics immobilization. Assessment of the functional characteristics 

revealed that the biosensor desirable repeatability (4.6%), reproducibility (8.8%) and acceptable stability (14 days). The 

biosensor limit of detection was 40 ng/l and the recovery proportion range was reported 93.5–89.6 and 102–105 for 

biosensor and high-performance liquid chromatography, respectively. 

Conclusion: The suggested biosensor presented a limit of detection lower than that of Iranian national standard for milk 

(100 ng/l). Analysis of aflatoxin M1 contaminated milk samples using the biosensor showed a recovery proportion 

range close to that of high-performance liquid chromatography. 

Keywords: Aflatoxin M1, high-performance liquid chromatography, Electrochemical biosensors, Gold nanoparticles, 

Magnetic nanoparticles  
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