
 مجله سلامت و محيط، فصلنامه ي علمي پژوهشي
انجمن علمي بهداشت محيط ايران

 دوره هشتم، شماره دوم، تابستان 1394، صفحات 225 تا 236

مقاله پژوهشی

اندازه‌گیری هیدروکربن‌های آروماتیک چند‌حلقه‌ای در منابع آبی با استفاده از 
)DNA( زیست حسگر الکتروشیمیایی
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چکیده
زمینه و هدف: هیدروکربن‌های آروماتیک چند حلقه‌ای )PAHs( از جمله شایع ترین آلاینده‌های زیست محیطی در محیط‌های آبی هستند. این 
آلاینده‌ها می‌توانند از منابع مختلفی همچون نشت نفت، فاضلاب‌های صنعتی کارخانه‌ها و یا زباله‌های صنعتی ایجاد شده یا بطور طبیعی از طریق 
سوختن ناقص زغال‌سنگ، روغن، گاز و چوب تولید شوند. بیشتر این ترکیبات جزو مواد سرطان‌زا و جهش‌زای ژنتیکی محسوب می‌شوند. لذا 

شناسایی این مواد به کمک روش‌های حساس و ارزان آنالیزی، از اهمیت بالایی برخوردار است.
شناسایی  برای  بالا،  پاسخ‌دهی  سرعت  و  تشخیص  توانایی  و  حساسیت  با   DNA الکتروشیمیایی  حسگر  یک  تحقیق،  این  در  بررسی:  روش 
ترکیبات PAH مورد استفاده قرار گرفت. به این منظور DNA دو رشته‌ای تیموس گاوی بر روی الکترود چاپی مسطح تثبیت شده، سپس رفتار 
الکتروشیمیایی الکترود مورد بررسی قرار گرفت. این زیست حسگر الکتروشیمیایی DNA،  بر اساس اختلاف در سیگنال الکتروشیمیایی حاصل 
از پاسخ  بازهای گوانین موجود در ساختار DNA در حضور  و عدم حضور ترکیبات PAH عمل می‌کند. به منظور ارزیابی کارایی این زیست 
حسگر نتایج حاصل از زیست حسگر بر روی نمونه‌های حقیقی با روش متداول اندازه‌گیری این گونه آلاینده‌ها توسط کروماتوگرافی مایع - مایع 

مقایسه گردید.
یافته‌ها: شرایط بهینه برای عملکرد زیست حسگر از جمله پتانسیل فعالسازی، زمان بهبود سطح الکترود، پتانسیل اعمالی جهت تثبیت ‌DNA و 
پتانسیل اندازه‌گیری مورد بررسی قرار گرفتند. در شرایط بهینه، این زیست حسگر با پیش تیمار الکترود در پتانسیل V 1/6+  به مدت s 350 و 
تثبیت DNA روی سطح الکترود با اعمال پتانسیل V 0/5- توانست انواع مختلفی از  هیدروکربن‌های آروماتیک چند حلقه‌ای را با غلظت‌های 

میکرومولار در نمونه‌های حقیقی شناسایی نماید. 
نتیجه‌گیری: زیست حسگرهای الکتروشیمیایی DNA، توانایی شناسایی مجموع ترکیبات پلی آروماتیک حلقوی را در نمونه‌های آبی با دقت و 

حساسیت بالا و صرف هزینه کمتر در مقایسه با روش‌های کروماتوگرافی دارند. 

الکترود چاپی  – مایع،  الکتروشیمیایی، کروماتوگرافی مایع  هیدروکربن‌های آروماتیک چند حلقه‌ای )PAHs(، زیست حسگر  واژگان کلیدی: 
مسطح
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مقدمه
امروزه آلودگی منابع آبی با ترکیبات آلی، یکی از مشکلات مهم 
در تامین آب س��الم برای مصارف آشامیدنی و بهداشتی است. 
گروه��ی از این ترکیبات س��می، هیدروکربن‌ه��ای آروماتیک 
چندحلقه‌ایی (PAHs) هستند. 16 نوع مختلف از این ترکیبات 
جزو مواد س��رطان‌زا و جه��ش‌زای ژنتیکی به شمار می‌روند و 
از جمل��ه اصلی‌تری��ن آلاینده‌ه��ای محیط‌ه��ای آبی محسوب 
می‌شون��د )1(. این مواد در اثر نشست مواد نفتی به آب، تخلیه 
فاضلاب‌ه��ای شهری و یا احتراق ناقص س��وخت‌های فسیلی 
ایج��اد می‌شوند )PAH‌ .)2ه��ا که در بسی��اری از نمونه‌های 
محیط��ی مثل هوا، خ��اک، آب، نف��ت، دود و زباله‌های غذایی 
یافت شده‌ان��د، می‌توانن��د باعث آلودگی موج��ودات آبزی و 
بص��ورت مزمن باعث ایج��اد تغییرات ژنتیکی در س��لول‌ها یا 
بافت‌ها شده و در مقادیر زیاد موجبات مرگ س��لولی را فراهم 
نمایند )3(. علاوه بر ای��ن ترکیبات PAH خاصیت موتاژنیک 
دارن��د ک��ه می‌توانند باعث جهش در س��لول‌های س��وماتیک، 
آس��یب کروموزومی در س��لول‌های جنسی، تشکیل اتصال بین 
دو رشته DNA، تعویض کروماتیدهای خواهری، تغییر شکل 
س��لول نئوپلاس��تیک و حذف‌های کروموزومی شوند )4(. به 
دلی��ل خطرزا بودن این مواد برای س�المتی انسان و جلوگیری 
از انتق��ال این مواد به زنجیره غذایی انسان‌ها، مطالعات بر روی 
روش‌های مختلف شناس��ایی و اندازه‌گیری ترکیبات PAH در 

محیط‌های آبی افزایش یافته است )5(.
امروزه اس��تفاده از زیست حسگرها در کنار روش‌های متداول 
اندازه‌گیری )کروماتوگراف��ی گازی و مایع‌(، بدلیل ویژگی‌های 
منحص��ر ب��ه ف��ردی از جمله حساس��یت بالا، امک��ان ادغام با 
فناوری‌های نانو، سادگی سیستم‌های به کار رفته و قیمت پایین 
بسی��ار متداول شده اس��ت )6(. حسگره��ای زیستی ابرازهای 
تجزیه‌ای هستند که دارای س��ه جزء اصل��ی عنصر زیستی )‌به 
عن��وان ج��زء اصل��ی تشخیص‌دهنده یون‌ها ی��ا مولکول‌های 
هدف(، مبدل و س��یستم قرائت اس��ت. در حسگرهای زیستی، 
عضو زیستی با روش‌های مختلف روی مبدل تثبیت شده است. 
این عضو زیستی از گزینش‌پذیری بالایی برای برهم کنش‌های 

زیستی و آشکارس��ازی آنالیت برخوردار اس��ت. در این راستا 
Cho و همک��اران )7( برای اولین بار از یک زیست حسگر بر 
پایه باکتری‌Escherichia coli  ب��رای اندازه‌گیری ترکیبات 
PAH در محیط‌های آبی اس��تفاده کردند. علاوه بر این کارایی 
زیست حسگرهای الکتروشیمیایی بر پایه آنزیم در اندازه‌گیری 
میزان آلودگی س��موم و آفت‌کش‌ها توسط Viswanathan و 

همکاران )8( مورد بررسی قرار گرفته است. 
اس��تفاده از زیست حسگره��ای الکتروشیمیای��ی DNA، از 
جمله س��ایر روش‌های تجزیه‌ای برای تشخیص سریع و دقیق 
انواع آلاینده‌ها هستند )9(. مطالعات انجام شده توسط Qu و 
همکاران )10( در زمینه استفاده از DNA در ساخت زیست 
حسگر برای اندازه‌گیری فلزات س��نگین، نشان داد که اتصال 
DNA دو رشته‌ای بر روی س��طح الکترود، این حسگر را به 
بستر مناسبی برای اندازه‌گیری فلز کادمیوم در محیط‌های آبی 
تبدیل می‌کند. در س��اخت زیست‌حسگره��ای الکتروشیمیایی 
از الکتروده��ای مختلف��ی ب��رای تثبیت قطع��ه بیولوژیکی از 
جمله الکترود گرافی��ت، خمیر کربن، کربن شیشه‌ای، الکترود 
چاپی مسطح )SPE( و غیره اس��تفاده می‌شود )11(. استفاده 
از الکتروده��ای چاپ��ی مسطح مشک�الت الکترودهای جامد 
کلاس��یک از جمله آلودگی س��طح و مراح��ل پاکسازی را به 
همراه نداشت��ه و بستر این الکترودها ب��رای ایجاد اصلاحات 
 ،DNA( مختل��ف شامل اتصال قطعات مختل��ف بیولوژیکی

آنزیم، آنتی بادی-آنتی ژن( مناسب است )12(. 
هدف از انج��ام تحقیق حاضر بررس��ی کارایی زیست حسگر 
DNA در شناس��ایی الکتروشیمیای��ی گروه��ی از آلاینده‌های 
پلی آروماتیک در آب‌های داخلی شهرس��تان ارومیه اس��ت. از 
آنجائی‌ک��ه این آلاینده‌ها نقش مهم��ی در آلودگی‌های محیطی 
داشته و از طریق آبزیان می‌توانند وارد چرخه غذایی انسان شده 
و موجبات انواع بیماری‌ها شوند، لذا تشخیص این مواد به کمک 
روش‌های تجزیه‌ای حساس و ارزان قیمت حائز اهمیت است. 
بدلیل حساس��یت و توانایی تشخیص بالای زیست حسگرهای 
DNA و سرعت پاسخ‌دهی بالا برای مقادیر کم نمونه‌ها، سعی 
شده روش بسیار دقیق و ساده‌ای جهت تشخیص این آلاینده‌ها 
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بوس��یله زیست حسگر الکتروشیمیایی بهینه‌سازی شده و نتایج 
حاصل با سایر روش‌های اندازه‌گیری مقایسه شود )13(. 

 مواد و روش‌ها
مواد و تجهیزات

 ،)Phe( فنانترن ،)A( های مورد مطالعه شامل آنتراس��ن‌PAH 
بن��زوآ آنتراس��ن )BaA(، فلورن )F( و پی��رن )PY( و تمامی 
حلال‌ها مورد اس��تفاده از خلوص بالای��ی برخوردار بوده و از 
شرکت س��یگما خریداری شدند. اس��تات سدیم، کلرید سدیم، 
اس��تیک اس��ید و کلرید پتاس��یم نیز از شرکت مرک خریداری 
شدن��د. DNA دو رشته‌ای تیموس گاوی )D8899( از شرکت 
س��یگما خریداری شد. در این تحقیق به منظور بررس��ی میزان 
آلودگی PAH در نمونه‌ها از یک سیستم HPLC مجهز به پمپ 
 ،(Shimadzu) 20، آشکارساز فلورسانس µL با لوپی به حجم
 )250× 4/6 mm, 5 µm) ،ب��ا مشخص��ات‌ C18 ی��ک س��تون
برای اندازه‌گیری‌های کروماتوگرافی اس��تفاده شد. اندازه‌گیری 
الکتروشیمیایی بوسیله دستگاه میکرواتولب دارای یک نرم‌افزار 
GPES 4.5 متعل��ق ب��ه کمپانی Ecochemie انجام شد. س��ل 
زیست حسگ��ر الکتروشیمیایی، الکت��رود چاپی مسطح حاوی 
 Ag/AgCl الکت��رود گرافیکی، الکترود کمکی و الکترود مرجع

است که بصورت آماده خریداری شد.
تهیه نمونه‌های واقعی

مطاب��ق با پروتکل پنج نمونه آب از آبگیرها و منابع آبی اطراف 
شهرس��تان ارومیه شامل سد شهرچای )S1(، رودخانه شهرچای 
 )S5( 2-و سد حسنلو )S4( 1-سد حسنلو ،)S3( نازلو‌چای ،)S2(
در دو فصل تابستان و پاییز س��ال 91 تهی��ه شد. نمونه‌برداری 
توس��ط بطری‌های شیشه‌ای اس��تریل درب دار که با اس��تون و 
هگزان شستشو شده بودند،  صورت گرفت. پس از نمونه‌برداری 
نمونه‌ه��ا بلافاصل��ه در داخل یخدان )C° 4+( ب��ه دور از نور 
ب��ه آزمایشگاه انتقال داده شدند. پیش از آنالیز نمونه‌ها توس��ط 
صاف��ی µm 0/45 فیلتر شدند. برای پیش تغلیظ نمونه‌ها قبل از 
اندازه‌گی��ری از کارتریج‌ه��ای Bond Elute ( 300 mg 18(با 

حجم mL 3  استفاده شد.

HPLC به کمک دستگاه PAHs اندازه‌گیری
پ��س از آماده‌س��ازی اولیه )شام��ل فیلتراس��یون و پیش تغلیظ 
نمونه‌ها با روش ذکر شده( نمونه‌ها به دستگاه HPLC تزریق 
شدند. جداسازی کروماتوگرافی ترکیبات PAH توسط سیستم 
HPLC در شرای��ط ف��از معک��وس انجام شد. اج��رای برنامه 
گرادیانت با س��رعت جریان mL/min 1 و فاز متحرک اولیه 
حاوی 65% استونیتریل و 35% آب به مدت min 8 ، تغییر به 
100% استونیتریل در عرض min 1 و نهایتا بازگشت به نسبت 

حلال اولیه و تثبیت به مدت min 8 صورت گرفت )14(.
 DNA ساخت زیست حسگر 

همانطور‌که در بسیاری از مراجع ذکر شده س��طح الکترودهای 
گرافیتی قب��ل از انجام هرگونه اندازه‌گی��ری نیاز به پیش تیمار 
دارن��د. اعم��ال پتانسیل‌های ب��الا در محیط اس��یدی )‌مثل بافر 
اس��تات با pH براب��ر 4/8( باعث افزایش خصلت آبدوس��تی 
س��طح الکترود گرافی��ت از طری��ق معرفی گروه‌ه��ای عاملی 
اکسیژن‌دار می‌شود. بدین منظور سطح الکترود ابتدا با القاء یک 
پتانسی��ل V 1/6+ در محلول بافر اس��تات M 0/5 با pH برابر 
4/8  ب��ه کم��ک روش کرنوآمپرومتری به م��دت 350s  پیش 
تیمار شد. سپس مرحله تثبیت DNA روی سطح الکترود انجام 
ش��د. الکترود ب��ا تغلیظ DNA دو رشت��ه‌ای تیموس گاوی در 
 ،2 µM 0/5 حاوی M 0/5- در بافر اس��تات  Vولت��اژ ثاب��ت
 120 s در مدت  NaCl 20  نمکmM دو رشت��ه‌ای و DNA

بر روی الکترود چاپی مسطح ساخته شد )15(. 
در خلال این مرحله از آزمایش الکترود با اس��تفاده از یک گیره 
در داخل محلول بافر اس��تات که با س��رعت 200rpm توسط 
یک مگنت کوچک همزده ‌شد، غوطه‌ور گردید. سپس الکترود 
ب��ه منظور پاکسازی قطعات متصل نشده به س��طح الکترود در 
داخل بافر اس��تات بدون اعم��ال پتانسیل ق��رار گرفته و نهایتا 
ب��ا آب دیونیزه شستشو داده شد. تمام��ی شرایط آزمایشگاهی 
 20µL فوق بهینه‌س��ازی شدند. مرحله انکوباسیون با قرار دادن
نمونه بر روی صفحه الکت��رود چاپی گرافیتی تکمیل شد. پس 
ازmin 2  حسگر شسته شده و در داخل بافر اس��تات غوطه‌ور 
گردید. اندازه‌گی��ری الکتروشیمیایی با پالس ولتامتری تفاضلی 
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آن��دی در داخ��ل بافر اس��تات M 0/5 و با اس��کن پتانسیل از 
V 1/2 – 0/5 ص��ورت گرف��ت. ب��ه کمک ای��ن اندازه‌گیری 
الکتروشیمیایی، میزان اکسیداس��یون گوانین سطح الکترود قبل 
و بع��د از ق��رار گرفتن نمونه در س��طح الکت��رود ارزیابی شد. 
تغییر سطح زیر منحنی گوانین )در حدود V 1/0( بیانگر میزان 
حضورآلاینده‌های PAH و مواد سمی موجود در آب است.  این 
 % R )Removal(تغییر را می‌توان با بررس��ی تغییرات پاس��خ
دنبال کرد که در حقیقت نسبت س��طح زیر منحنی گوانین پس 
 Guanin peak areas( GPAs از واکنش با ترکیب مورد نظر
of sample( ب��ر منحنی گوانین پ��س از واکنش با محلول بافر 

Guanin peak areas of buffer( GPAb( هس��ت. آنالی��ز 

نمونه‌ها می‌تواند در مدت min 8 انجام شود. 

% R= [(GPAs / GPAb)-1] ×100

یافته‌ها
شرایط فعال‌سازی الکتروشیمیایی الکترود 

بهترین پتانسیل برای فعال‌‌سازی الکترود‌، با فعال‌سازی الکترود 
ب��ا اعمال پتانسیل‌هایی در مح��دوده V 0/2+ تا 0/2- )2-،1-
،0/5+،1+ ،1/5+،2+( در داخ��ل باف��ر اس��تات M 0/5 حاوی 
NaCl ،20 mM بدون هم زدن محلول بررس��ی شد. س��پس 
مرحل��ه تثبیت مطابق بخش‌های قبل��ی، انجام شده و در آخر با 
اس��تفاده از ولتامتری موج مربعی می��زان تثبیت پروب بر روی 
الکترود فعال‌س��ازی شده در پتانسیل‌ه��ای مختلف در محلول 
 ،2 µM و NaCl 20 نمک mM حاوی Tris-HCl 0/02M

DNA اندازه‌گیری شد. 
همانگون��ه ک��ه در شکل )1( مشخص شده اس��ت ب��ا افزایش 
پتانسیل فعال س��ازی س��یگنال مربوط به اکسیداسیون بازهای 
 +1/6 V گوانین هم افزای��ش یافته و به حداکثر میزان خود در
رس��ید و بعد شروع به کاهش یاف��ت. بنابراین، بهترین پتانسیل 
برای فعال س��ازی الکترود V 1/6+ انتخاب شد چرا که در این 
پتانسیل بالاترین سیگنال مربوط به اکسیداسیون بازهای گوانین 

بر روی سطح الکترود مشاهده شد.

 
 

 

شکل 1: منحنی تغییرات شدت جریان برحسب پتانسیل‌های 
فعال‌سازی مختلف

تعیین بهینه زمان فعال‌سازی الکتروشیمیایی الکترود 
بع��د از اعمال پتانسیل‌های مختل��ف و مشخص شدن پتانسیل 
بهینه جه��ت تعیین زمان مناس��ب اعم��ال پتانسی��ل، پتانسیل 
بهین��ه در زمان‌های مختل��ف اعمال گردید. ب��رای این منظور 
الکت��رود در پتانسی��ل V 1/6+ در م��دت زمان‌ه��ای مختلف 
150،250،350،450،550s فعال‌س��ازی شده و مراحل تثبیت و 
اندازه‌گی��ری مطابق بخش‌های قبلی، انج��ام گردید. با توجه به 
منحن��ی شکل 2، بهترین زمان لازم برای فعال س��ازی الکترود 
350s ب��ود چ��را که در ای��ن زم��ان، بیشترین س��یگنال برای 
اکسیداسیون بازهای گوانین حاصل شد و فعال سازی در مدت 
زمان‌های کمتر از 350s باعث کاهش سیگنال گردید. دلیل این 
امر را می‌توان به ناکافی بودن زمان برای اکسید شدن تمام سطح 
الکت��رود و عدم امکان اتصال مناس��ب قطعه DNA با س��طح 
الکترود مربوط دانس��ت. از طرفی در زمان‌های بیشتر، افزایش 
محسوس��ی در شدت س��یگنال‌های حاص��ل از بازهای گوانین 
مشاهده نشد. چراکه اکسیداس��یون س��طح الکترود گرافیتی به 
صورت کامل انجام گرفته بود. از طرفی اعمال زمان‌های بیشتر 
نیز ممکن اس��ت تا حدی باعث تخریب سطح الکترود گرافیتی 
نیز گردد. لذا 350s به عنوان بهینه زمان فعال‌سازی انتخاب شد. 
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تاثیر پتانسیل اعمالی برای تثبیت پروب بر روی الکترود
یک��ی از فاکتورهای موث��ر در تثبیت پروب ب��ر روی الکترود، 
پتانسیل اعمالی آن اس��ت. در این بخش تثبیت پروب بر روی 
الکت��رود فعالس��ازی شده با اعم��ال پتانسیل‌ه��ای مختلف در 
مح��دوده V 0/8+ تا 0/8- به مدت min 5 انجام شد. س��پس 
اندازه‌گیری الکتروشیمیایی صورت گرفت. نتایج حاصل مطابق 
شکل )3( نشان داد که جریان حاصل از تثبیت پروب در سطح 
الکت��رود با اعمال پتانسیل‌های منفی افزایش یافته و در پتانسیل 
0/5V- ب��ه حداکثر مقدار خود رس��ید. تحقیقات قبلی در این 
زمینه نشان داده اس��ت که اعم��ال پتانسیل‌های منفی در تثبیت 
قطع��ه ‌DNA بر روی س��طح الکت��رود گرافیتی ب��ا بار مثبت، 
باعث تسهی��ل تثبیت DNA بر روی س��طح الکترود گرافیتی 
می‌شود که با یافته‌های این تحقیق همخوانی دارد)9(. بر اساس 
 DNA مطالع��ات انجام گرفته مقدار این پتانسیل به طول رشته
و ویژگی‌ه��ای آن بستگ��ی دارد. از این رو با توجه به شکل 3، 
پتانسی��ل V 0/5- به عنوان پتانسیل بهینه در تثبیت DNA دو 
رشته‌ای تیموس گاوی در سطح الکترود گرافیتی مورد استفاده 

قرار گرفت.   

شکل 2: منحنی تغییرات شدت جریان اکسیداسیون بازهای گوانین 
برحسب زمان‌های فعال‌سازی مختلف

اندازه‌گیری PAH در محلول‌های استاندارد 
منحنی‌های کالیبراسیون برای ‌PAHهای مختلف در غلظت‌های 
مختل��ف و در شرای��ط بهینه ب��ه ترتیب در شک��ل )4( )الف( 
آنتراس��ن )ب( فنانترن )پ( بنز )a(آنتراس��ن )ج( فلورن و )د( 

پیرن، ترسیم شده‌اند. 
همانط��ور که از منحنی‌های کالیبراس��یون مشهود اس��ت پیک 
اکسیداس��یون گوانی��ن در حضور آلاینده‌ه��ای مختلف کاهش 
یافت. رگراس��یون فنانترن و بنزو )a( آنتراس��ن به ترتیب برابر 
0/981 و 0/994 اس��ت و برای آنتراس��ن و پیرن این مقدار در 
محدوده خطی برابر 0/984 و 0/979 است. همانطور از منحنی 
کالیبراس��یون نیز مشخص هست فل��ورن در غلظت‌های مورد 
آزمایش حالت خطی از خود نشان نداده است. بدین منظور در 
تحقیق حاضر از زیست حسگ��ر الکتروشیمیایی DNA برای 
بررسی چهار هیدروکربن آروماتیک فنانترن، بنزو )a( آنتراسن، 

آنتراسن و پیرن استفاده شد.

  

شکل 3: منحنی تغییرات شدت جریان اکسیداسیون گوانین برحسب 
پتانسیل‌های مختلف جهت تثبیت پروب
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شکل 4: منحنی کالیبراسیون )الف( آنتراسن )ب( فنانترن )پ( بنز )a(آنتراسن )ج( فلورن )د( پیرن در شرایط بهینه
.PAHs نسبت به غلظت %R بر اساس 
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اندازه‌گیری نمونه‌های حقیقی
 نتای��ج آنالی��ز آلودگی‌ه��ای PAH پنج نمون��ه حقیقی شامل 
نمونه‌های س��د شهرچای )S1(، رودخانه شهرچای )S2(، نازلو 
چای )S3(، سد حسنلو-1 )S4( و سد حسنلو-2 )S5( با دو بار 
 % R نمونه‌ب��رداری در دو فص��ل پاییز و تابست��ان بر حسب
در مقایس��ه با بافر فسف��ات pH( 0/1 M برابر 4/7( و پس از 
پی��ش تغلیظ در شکل 5 بی��ان شد. به کمک ای��ن اندازه‌گیری 
الکتروشیمیایی میزان اکسیداسیون گوانین بر سطح الکترود قبل 
)a( و بعد از قرار گرفتن نمونه (b) در س��طح الکترود ارزیابی 
 )+ 1 /0 V ش��د. تغییر س��طح زیر منحنی گوانین )در ح��دود
بیانگر میزان حضورآلاینده‌های PAH و مواد سمی موجود در 

آب است. 

 

 

شکل a( :5( منحنی حاصل از اکسیداسیون الکتروشیمیایی گوانین 
در بافر، )b( منحنی حاصل از اکسیداسیون الکتروشیمیایی گوانین در 

حضور آنالیت

 HPLC اندازه‌گیری نمونه‌ها با دستگاه
پس از آماده‌س��ازی نمونه به روش ذکر ش��ده در بخش قبلی، 
ب��ه دس��تگاه HPLC در شرای��ط ف��از معک��وس‌ تزریق شد. 
 PAH کروماتوگ��رام شکل 6 مربوط ب��ه اندازه‌گیری ترکیبات
ف��وق در نمون��ه آب شهرچ��ای )S2( بعد از تغلیظ اس��ت  که 
توسط آشکارس��از فلورسانس شناس��ایی شدند. ترتیب خارج 

شدن آنالیت‌ها به صورت زیر است‌:
 (1)فلورن، )2( فنانترن، )3( آنتراسن، )4( پیرن، )5( بنزوآنتراسن. 

تمام��ی نتایج حاصل از اندازه‌گیری این نمونه‌های آبی توس��ط 
زیس��ت حسگر جه��ت مقایسه با نتایج بدس��ت آمده از روش 
کروماتوگرافی مایع با آشکارساز فلورسانس در طول موج‌های 

مختلف در جدول 1 و 2 خلاصه شده است.

)١(  

)١( 
 

شکل 6: کروماتوگرام حاصل از نمونه حقیقی‌

جدول 1: مقایسه نتایج حاصل از اندازه‌گیری ترکیبات PAH در آب‌های نمونه برداری شده در فصل تابستان
 بوسیله دستگاه HPLC با نتایج حاصل از زیست حسگر

ds DNA R%    A (µM) Phe(µM) PY(µM) BaA(µM)  
 402/252  370/252  398/238  398/238  ex/em λ  

91 ± 9 --- 014/0  --- --- S1 
23 ± 15 250/0  035/0  713/0  --- S2 

68 ± 8 012/0  078/0  155/0  --- S3 
18 ± 5 122/0  123/0  881/0  045/0  S4 

87 ± 9 --- 110/0           055/0  --- S5 
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بحث 
 DNA در تحقیق حاضر از یک زیست حسگر الکتروشیمیایی
ب��ر پای��ه DNA دو رشته‌ای تیم��وس گاوی برای شناس��ایی 
آلاینده‌های PAH اس��تفاده شد. اساس کار این زیست حسگر
 DNA، کاه��ش س��یگنال الکتروشیمیای��ی گوانین در حضور 
غلظت‌های بسیار کم ترکیبات PAH است. علت احتمالی این 
کاهش س��یگنال را می‌توان به تغییرات در سطوح قابل دسترس 
بخش��ی از باز‌های گوانین در اثر اتصال )intercalative( این 

ترکیبات به سطح DNA دو رشته‌ای توضیح داد )16(. 
نتایج حاصل از این تحقیق )جدول 1 و 2( بیانگر ارتباط کاملا 
منطقی بین مجموع آلاینده‌های موجود در نمونه‌های حقیقی و 
نتیجه حاصل از زیست حسگر الکتروشیمیایی اس��ت. متناسب 
با افزایش میزان آلودگی در آب میزان %R کاهش یافته است. 
دلی��ل احتمال��ی متفاوت بودن نتایج حاص��ل از زیست حسگر 
PAH را می‌توان به متغیر بودن س��ایر ترکیبات PAH موجود 
ک��ه در این مطالع��ه اندازه‌گی��ری نشدند، مرب��وط دانست. در 
مقایسه نمونه‌ها می‌توان اخت�الف مشهودی بین میزان آلودگی 
نمونه شهر چای پایین دست و تالاب حسنلو 1 با سایر نمونه‌ها 
مشاه��ده ک��رد. یعنی ای��ن دو منطقه بیشترین می��زان ترکیبات 
آروماتیک را داشته‌اند که نتایج حاصل از کروماتوگرافی مایع- 
مای��ع نیز این موضوع را تایید کرد. ب��ا مقایسه نتایج حاصل از 
دو فص��ل مختلف، مشاهده شد ک��ه در نمونه‌های S1 و S3 و 
S5 مقادیر ‌PAHهای مجموع تغییر قابل ملاحظه‌ای در فصول 

جدول 2: مقایسه نتایج حاصل از اندازه‌گیری ترکیبات PAH در آب‌های نمونه برداری شده در فصل پاییز 
بوسیله دستگاه HPLC با نتایج حاصل از زیست حسگر‌

ds DNA R% A (µM) Phe(µM)PY(µM)BaA(µM)   
252/402252/370238/398238/398 ex/em λ  

98 ± 14 --- 011/0  --- --- S1 
44 ± 10150/0015/0403/0  ---S2 

73 ± 8 005/0  068/0  095/0  --- S3 
59 ± 5022/0032/0101/0031/0S4 

89 ± 9---090/0012/0---S5 

 

 S4 و S2 تابست��ان و پاییز نداشت��ه در حالی‌که در نمونه‌ه��ای
در فص��ل تابستان نسبت به پاییز میزان ترکیبات پلی آروماتیک 
افزایش داشته اس��ت. دلی��ل این افزایش را می‌ت��وان به منطقه 
جغرافیای��ی ویژه این محل‌های نمونه‌ب��رداری، قرار گرفتن در 
حریم داخل شه��ری و افزایش تردد انسانی و ماشین‌ها در این 
مناطق مربوط دانست. از طرفی استفاده از آب این مناطق برای 
شستشو منسوجات و خودروها نیز می‌تواند باعث آلودگی این 

نمونه‌ها شود.
دلیل اس��تفاده از DNA دو رشت��ه‌ای تیموس گاوی در تحقیق 
حاضر، مطالعات بیشینه‌ای بود که توس��ط س��ایر پژوهشگران 
در زمینه اس��تفاده از پ��روب DNA به عنوان قطعه بیولوژیکی 
زیست حسگر انجام شده بود )17(. بر اس��اس مطالعات انجام 
گرفت��ه عواملی همچون خلوص DNA، طول رشته DNA و 
نسبت بازهای گوانین به س��یتوزین در DNA مورد استفاده در 
کارایی زیست حسگر بسیار حائز اهمیت بوده و در بین چندین 
 DNA ،های مورد بررسیDNA گونه و توالی‌های مختلف از
دو رشت��ه‌ای تیموس گاوی حاوی شرایط فوق بود. بنابراین در 
این تحقیق از DNA دو رشته‌ای تیموس گاوی به عنوان قطعه 

بیولوژیکی زیست حسگر استفاده شد.
مطالع��ات دیگری نیز در زمینه اس��تفاده از زیست حسگر‌های 
الکتروشیمیای��ی DNA در شناس��ایی گونه باکت��ری بیماری‌زا 
و   Liu توس��ط   )Mycobacterium tuberculosis(
همک��اران )18( صورت گرفته اس��ت. در ای��ن تحقیق از یک 
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زیست حسگر الکتروشیمیایی DNA  بر پایه گرافن اکساید و 
نانوذرات طلا برای اندازه‌گیری گونه باکتری بیماری‌زا اس��تفاده 
شده اس��ت که نتای��ج آن بیانگر کارایی ب��الای و تکرار پذیری 
خ��وب زیست حسگر الکتروشیمیای��ی DNA در اندازه‌گیری 
ای��ن گونه باکتری اس��ت. در تحقیق دیگ��ری Del Carlo و 
همکاران )19( از چه��ار قطعه DNA برای اندازه‌گیری موفق 
دو ترکیب  Phe و BaA به عنوان مدلی از ترکیبات PAH در 
نمونه‌های آبی پس از فعالسازی با اشعه UV، استفاده کرده‌اند.

نتیجه‌گیری
زیست حسگره��ای الکتروشیمیایی از جمله زیست حسگر بر 
پایه DNA تیموس گاوی توانایی شناسایی آلاینده‌های محیط 
از جمل��ه هیدروکربن‌های پل��ی آروماتیک را دارن��د. علیرغم 
عدم توانایی این س��اختارها در شناسایی انواع ترکیبات آلاینده 
ب��ه صورت منف��رد در نمونه‌های واقعی و غلظ��ت های دقیق، 
این س��یستم‌های الکتروشیمیایی ابزاری توانمند در شناس��ایی 
ΣPAH مجم��وع آلودگی با س��رعت و هزینه‌ه��ای پایین در 
مقایسه با س��ایر س��یستم‌های اندازه‌گی��ری از جمله روش‌های 

کروماتوگراف��ی هستن��د. نتای��ج حاصل از تحقی��ق حاضر در 
اس��تفاده از زیست حسگر الکتروشیمیایی DNA دو رشته‌ای 
تیم��وس گاوی در ارزیابی آلودگی نمونه‌های حقیقی تهیه شده 
از آب‌ه��ای شهرس��تان ارومیه و مقایسه ای��ن نتایج با داده‌های 
حاص��ل از آنالیزهای HPLC، تاییدی ب��ر کارایی این زیست 
حسگ��ر الکتروشیمیایی DNA در شناس��ایی ترکیبات آلاینده 

است.

تشکر وقدردانی
این مقال��ه حاصل بخشی از طرح تحقیقاتی با عنوان س��اخت 
حسگر الکتروشیمیایی DNA و ارزیابی کارایی آن در شناسایی 
آلاینده‌ه��ای آروماتی��ک چند حلقه‌ای در منابع آبی شهرس��تان 
ارومیه، مصوب دانشگاه ارومیه در س��ال 91 با کد 90/ آ/ 002 
اس��ت که با حمایت دانشگاه ارومیه اجرا شده است. بدینوسیله 
از معاون��ت محترم پژوهشی دانشگاه ارومیه و مسئولین محترم 
پژوهشک��ده مطالعات دریاچه ارومیه کمال تشکر و قدردانی به 

عمل می‌آید.
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ABSTRACT
Background and Objectives: Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are widespread environmental 
contaminants in aquatic environments. These contaminants are generated through oil spills, manufactory 
processes, and industrial wastes or naturally through the incomplete combustion of coal, oil, gas, and wood 
waste. Most of these compounds are noted as carcinogenic and mutagenic. Therefore, detection of these 
pollutants by a sensitive and inexpensive method is very important. 
Materials and Methods: In this study, an electrochemical DNA biosensor was used to detect PAHs due to 
its sensitivity, ability, and high response rate. For this purpose, the bovine thymus double-stranded DNA 
was fixed on a screen-printed electrode. Then, the electrodes electrochemical behavior was investigated. 
This electrochemical DNA biosensor works upon the difference between the electrochemical response of 
guanine bases in DNA structure in the presence and absence of PAH compounds. To evaluate the biosensors 
performance, the response of biosensor to real samples was compared with conventional pollutant 
determination methods like liquid-liquid chromatography. 
Results: Optimum conditions were examined for biosensor response including effect of activation potential 
and time on electrode pretreatment, applied potential for DNA immobilization, and detection potential. 
Under optimal conditions, the pretreatment of the electrode obtained in 1.6 V for 350s, then the DNA was 
immobilized on the electrode surface by applying a potential of -0.5 V to detect different PAHs in real 
samples in the range of micro molar.
Conclusion: Electrochemical DNA biosensors are capable of detecting the sum of PAHs in water samples 
with high accuracy, sensitivity, and low cost compared with chromatographic methods.  

Key words: Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs), Electrochemical biosensor, liquid-liquid 
Chromatography, Screen-printed electrode.
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