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چکیده: ترکیب های آلی فسفره به طور طبیعی و یا پس از استفاده انسان از آن ها به عنوان سموم برای دفع آفات نباتی و یا کودهای شیمیایی، وارد 
محیط زیست و درنهایت وارد زنجیره غذایی جانداران می شوند. با توجه به آثار نامطلوب آن ها، آشکارسازی این سموم در غلظت های بسیار کم و پیش 
از آنکه وارد چرخه حیات شوند، به طور کامل ضروری است. زیست حسگرها ابزار مناسبی برای آشکارسازی این سموم هستند. بدین منظور، در این 
پژوهش زیست حسگر تک آنزیمی مبتنی بر مهار آنزیم کولین اکسیداز با تثبیت آن بر الکترود اصلاح شده با نانولوله های کربنی کربوکسیله ساخته شد. 
 17/5 µM 2/4 و 5/5 تا µM 1 پیش ماده آنزیم )کولین کلرید(، کمترین حد آشکارسازی سم دیازینون 0/56 و دو گستره خطی 1/5 تا mM در حضور
به دست آمد. آشکارسازی غلظت های پایین دیازینون با این زیست حسگر و سوانگاری مایع با کارایی بالا )HPLC( مورد مقایسه  قرار گرفت. نتیجه 

به دست آمده از زیست حسگر ساخته شده نسبت به سوانگاری دارای 3/5 درصد خطا بود.

)HPLC( واژه های کلیدی: نانوزیست حسگر، دیازینون، آنزیم کولین اکسیداز، نانولوله کربنی کربوکسیله، سوانگاری مایع با کارایی بالا

مقدمه
آفت کش ها  و  شیمیایی  کودهای  از  استفاده  اخیر،  سال های  در 
به شدت افزایش داشته است. این سموم برای مدتی در محیط زیست 
باقی خواهند ماند و اثرات نامطلوبی بر موجودات به ویژه انسان خواهند 
گذاشت. بنابراین، آشکارسازی این سموم در غلظت های بسیار کم 
است.  به طور کامل ضروری  وارد چرخه حیات شود  آنکه  از  پیش 
حضور این مواد در طبیعت، سالانه به حدود سه میلیون مسمومیت 

کشاورزی  سموم  همچنین،   .]1[ می انجامد  مرگ  هزار  دویست  و 
توانایی ایجاد سمیت ژنتیکی دارند. به این معنی که به طور مستقیم 
یا غیرمستقیم باعث تخریب ماده ژنتیکی می شوند ]2[. سموم آلی 
فسفره نامی عمومی برای استرهای فسفریک اسید است. دیازینون 
و  گوارشی  تماسی،  نفوذی،  غیرسامانه ایی،  کنه کش  و  حشره کش 
تنفسی با فرمول شیمیایی C12H21N2O3PS از گروه حشره کش های 
فسفره آلی و زیرگروه فسفروتیوئیک اسید است. توانایی این سم در 
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مهار آنزیم کولین استراز در سامانه عصبی جانوران است. همچنین، 
این سم پس از ورود به بدن موجودات زنده، تحت تأثیر فرایندهای 
سوخت و ساز متفاوت تولید رادیکال های آزاد می کند. این رادیکال ها 
به ساختار مولکول های زیستی مثل  توانایی آسیب رساندن  اغلب 
ماده ژنتیکی و پروتئین ها را داشته و با جهش زایی و سرطان زایی 

ماده شیمیایی مرتبط است ]3[. 
از بین بردن آلوده کننده ها از منابع آبی به لحاظ فنی دشوار و 
بهتر و  منابع  این  آلوده شدن  از  پیشگیری  بنابراین،  پرهزینه است. 
مقرون به صرفه تر از حذف آلودگی خواهد بود. یکی از  ملزومات 
از  استفاده  بنابراین،  آن هاست.  شناسایی  آلودگی ها،  از  پیشگیری 
روش های سریع، حساس، انتخابی و قابل اعتماد برای آشکارسازی 
مقدار مواد آلی فسفره در محیط ضروری است. لزوم آشکارسازی 
برای  متفاوتی  روش های  تا  شده  سبب  فسفره  آلی  مواد  به موقع 
به  ازجمله می توان  قرار گیرد که  این مواد موردتوجه  آشکارسازی 
روش هایی مانند طیف سنجی فروسرخ تبدیل فوریه- انتشار بازتاب 
]4[، طیف سنجی جرمی پلاسمای جفت شده القایی ]5[، سوانگاری 
 ،]7[ بالا  کارایی  با  مایع  ]6[، سوانگاری  گازی- طیف سنج جرمی 
لایه  سوانگاری  و   ]8[ فسفر  نیتروژن  آشکارساز  با  گاز  سوانگاری 
نازک با عملکرد بالا ]9[ اشاره کرد. به طور کلی این روش ها نیازمند 
هستند.  تغلیظ  و  تصفیه  استخراج،  شامل  متفاوتی  پیش تیمارهای 
بنابراین، معایبی مانند سختی، زمان بر و هزینه بر بودن و همچنین، 
نیازمندی به حلال را دارند. خریداری تجهیزات گران قیمت، ایجاد 
امکانات آزمایشگاهی مجهز، بهره گیری از نیروی انسانی متخصص 
و کارآزموده نیز در این روش ها موردنیاز است. همین موارد سبب 
شده است تا به روش های آسان و کم هزینه آشکارسازی مواد آلی 
فسفره توجه زیادی شود. به همین دلیل، روش های دیگری مانند 
به کارگیری زیست حسگرهای آنزیمی به عنوان ابزاری دقیق و نوین 
در غلظت های  فسفره  آلی  مواد  جا1  در  و  اندازه گیری سریع  برای 
متفاوت  آنزیم های   .]11 و   10[ است  قرارگرفته  موردتوجه  پایین 
ازجمله استیل کولین استراز ]12[، ارگانوفسفره هیدرولاز ]13 تا 15[،  
تایروزیناز ]16 و 17[ و لیپاز ]18[ در تشخیص دیازینون به کارگرفته 

شده است. مزیت استفاده از زیست حسگر در تشخیص مواد فسفره 
بر روش های دیگر این است که از ویژگی های مطلوبی مانند قدرت 
انتخاب گری، حساسیت، سرعت، هزینه کم و قابلیت کوچک شدن 
و قابل حمل بودن برخوردار است ]19[. در اصل زیست حسگرها به 
با مولکول های  را که  بتوانند موادی  گونه ای طراحی می شوند که 
زیستی برهم کنش دارند، به طور انتخابی تشخیص دهند ]20[. به طور 
معمول، در این ابزارهای تشخیصی یک عنصر تشخیصی زیستی 
ترتیب،  این  به  می گیرد.  قرار  مناسب  مبدل  با  مستقیم  تماس  در 
واکنش تشخیص زیستی با فرایند زیست کاتالیستی به نشانک قابل 
به عنوان یک عامل  آنزیم کولیناکسیداز  تبدیل می شود.  تشخیص 
تشخیصی در زیست حسگر مواد آلی فسفره مطرح است. این آنزیم از 
خانواده اکسیدازهاست که نخستین بار در سال 1938 از کبد موش 
استخراج شد و با توجه به نوار جذبی آن در طول موج های 363 و 
450 نانومتر، نوعی فلاووپروتئین است. کولین اکسیداز آنزیمی است 
که واکنش دو مرحله ای اکس سایش چهار الکترونی کولین را به 

بتائین کاتالیست می کند ]21[.

استفاده  تیمز است. کارگرفته شدهبهدر تشخیص دیازینون  [18]و لیپاز  [11و  16] تایروزیناز  ،[15تا  13] ارگانوفسفره هیدرولاز

 ت،یحساس ،گریانتخابقدرت  مانند یمطلوب یهایژگیواست که از  نیا گرید یهامواد فسفره بر روش صیحسگر در تشخستیاز ز

 یطراح یاحسگرها به گونهستی. در اصل ز[19] استشدن و قابل حمل بودن برخوردار  کوچک تیکم و قابل نهیسرعت، هز

در  معمول، طوربه[. 20]دهند  صیتشخ یانتخاب طوربه ،کنش دارندبرهم یستیز یهارا که با مولکول یکه بتوانند مواد شوندیم

واکنش  ب،یترت نی. به اردیگیبا مبدل مناسب قرار م یمدر تماس مستق یستیز یصیعنصر تشخ کی یصیتشخ یابزارها نیا

 عاملعنوان یک به دازیاکسنیکول میآنز .شودیم لیتبد صیقابل تشخ نشانکبه  زیست کاتالیستی ندیابا فر زیستی صیتشخ

از کبد  1938بار در سال  نخستین که دازهاستیسکاز خانواده ا این آنزیم .استمواد آلی فسفره مطرح  حسگرزیستدر  تشخیصی

 دازیاکس نیکول. است نیفلاووپروتئ ینوع نانومتر، 450 و 363 یهاموجآن در طول  یبا توجه به نوار جذب وموش استخراج شد 

 .[21] کندیمست یکاتال ینبتائ به ران یکول یچهار الکترون اکس سایش یامرحلهاست که واکنش دو  یمیآنز

 
آنزیم  . مهارشودیمطراحی  ر این واکنشاکسیداز دآنزیم کولین مهاربر اساس  ،دیازینون صیتشخ حسگر تک آنزیمیزیست     

 .(1 شکل) دشوحسگر میکاهش پاسخ زیست درنتیجهو  2O2H کاتالیستیزیست  دیتول دیازینون سبب کاهش بااکسیداز کولین

 
 یمبتن تشخیص دیازینون آمپرسنجی حسگرزیست وارهطرح 1شکل 

 اکسیدازمهار کولینبر 
     

چالشی مهم در ساخت  عنوانبهحسگرها آنزیمی، تثبیت این ساختارهای زیستی بر بستر جامد زیستبا هدف پایدارسازی         

وجود ساختار هستند.  هابرای تثبیت آنزیممناسب عنوان بستر انتخابی های کربنی بهنانولوله. [25]این ابزارهای دقیق وجود دارد 

 یار کوچک و انتهایبالا، قطر بس یکیالکتر رسانایی ،یاتیح یهاامانهبالا با س ی، سازگارییاستثنا یکیو مکان یکیالکتر ویژگیژه و یو

مواد  عنوانبه هاآنت یرا دارد، باعث اهم تفاوتم یعامل یهابا گروه یوند کووالانسیل پیت تشکیکه قابل یکربن یهاباز نانولوله

                
            

مهار  اساس  بر  دیازینون،  تشخیص  آنزیمی  تک  زیست حسگر 
آنزیم  واکنش طراحی می شود. مهار  این  در  آنزیم کولین اکسیداز 
کاتالیستی  زیست  تولید  کاهش  سبب  دیازینون  با  کولین اکسیداز 
H2O2 و درنتیجه کاهش پاسخ زیست حسگر می شود )شکل 1(.

 

    

1. In situ

ساخت نانوزیست حسگر  مبتنی بر آنزیم کولین اکسیداز  ... 

شکل 1 طرح واره زیست حسگر آمپرسنجی تشخیص دیازینون مبتنی بر مهار 
کولین اکسیداز
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141
سال دوازدهم، شماره 4، زمستان 97 )JARC( نشریه پژوهش های کاربردی در شیمی

با هدف پایدارسازی آنزیمی، تثبیت این ساختارهای زیستی بر 
این  به عنوان چالشی مهم در ساخت  بستر جامد زیست حسگرها 
به عنوان  کربنی  نانولوله های   .]25[ دارد  وجود  دقیق  ابزارهای 
بستر انتخابی مناسب برای تثبیت آنزیم ها هستند. وجود ساختار 
با  بالا  استثنایی، سازگاری  و مکانیکی  الکتریکی  و ویژگی  ویژه 
سامانه های حیاتی، رسانایی الکتریکی بالا، قطر بسیار کوچک و 
انتهای باز نانولوله های کربنی که قابلیت تشکیل پیوند کووالانسی 
با گروه های عاملی متفاوت را دارد، باعث اهمیت آن ها به عنوان 
شده  الکتروشیمیایی  فرایندهای  در  الکترودها  سازنده  مواد 
برگشت پذیری  سریع،  پاسخ  بالا،  حساسیت   .]24 تا   22[ است 
بی مانند  ویژگی های  از  الکترون  انتقال  سرعت  افزایش  و  خوب 
پروتئین  تثبیت  توانایی  می روند.  بشمار  کربنی  نانولوله های 
دیگر  بی نظیر  ویژگی های  ازجمله  آنزیم  فعالیت  در  تغییر  بدون 
موردتوجه  بیوالکتروشیمی  سامانه های  در  که  است  نانومواد  این 
قرارگرفته اند. ازآنجایی که در نانولوله های کربنی پس از تهیه به 
رخ  تجمعی  خود  آن ها،  میان  واندرولسی  نیروهای  وجود  دلیل 
می دهد و به صورت خام واکنش پذیری شیمیایی مطلوبی ندارند، 
عامل دارکردن  با  نیست.  ممکن  حلال  یک  در  آن ها  انحلال 
و  کرده  جلوگیری  حلال  در  آن ها  تجمع  از  کربنی  نانولوله های 
گونه های  با  واکنش  برای  را  موردنظر  فیزیکوشیمیایی  ویژگی 
دیگر به آن ها می افزایند. پیوند گروه ها در مرحله اول به کلاهک 
آن ها  دیواره  ساختاری  نواقص  به  سپس،  و  نانولوله ها  انتهایی 
انجام می شود ]25[. چنانچه پیوند گروه عاملی به نانولوله کربنی 
به    sp2 از  کربن  اتم  هیبریداسیون  باشد،  کووالانس  پیوند  با 
پیوند  هندسی  شکل  تغییر  موجب  امر  این  می کند.  تغییر   sp3

بر  افزون   .]26[ به چهاروجهی می شود  از سه وجهی صفحه ای 
این، در اثر عامل دارکردن نانولوله ها، پیچش ها و خمش هایی در 
ساختار  تغییرات،  این  اثر  در   .]27[ می شود  ایجاد  آن ها  ساختار 
درنتیجه،  و  می شود  تغییر  دچار  کربنی  نانولوله های  دیواره 
تضعیف  می شود.  تضعیف  نانولوله ها  بین  واندروالسی  نیروهای 
برهم کنش میان نانولوله ها به پراکنده شدن آن ها در محلول های 

است،  گزارش شده  مقاله  در  که  چنان   .]28[ می کند  کمک  آبی 
پراکنده شدن نانولوله ها اثر مطلوبی بر رسانایی آن ها دارد ]29[. 
ایجاد گروه های عاملی مناسب با توجه به گروه های عاملی جزء 
آنزیم  مثال،  برای  می شود.  انجام  تثبیت  برای  موردنظر  زیستی 
حاوی گروه های عاملی چون گروه کربوکسیلیک، آمین و سولفید 
است، پس می توان با ایجاد عواملی چون گروه های کربوکسیل، 
آمین و یا تیول شرایط برهم کنش مناسبی را برای آنزیم در سطح 

نانولوله های کربنی به وجود آورد. 
آنزیم  از  متشکل  تک آنزیمی  زیست حسگر  پژوهش  این  در 
نانولوله های  با  الکترود اصلاح شده  بر  تثبیت شده  کولین اکسیداز 
برای آشکارسازی سم دیازینون طراحی و  کربنی کربوکسیل دار 
با  آنزیم  مهار  درصد  واسنجی  منحنی  رسم  از  پس  شد.  ساخته 
ساخته شده،  زیست حسگر  با  دیازینون  سم  متفاوت  غلظت های 
شد.  رسم  نیز   HPLC روش  کمک  به  واسنجی  منحنی 
استفاده  با  صنعتی  نمونه  یک  در  دیازینون  سم  درصد  درنهایت 
نتایج  و  آمد  به دست   HPLC متداول  روش  و   زیست حسگر  از 
کم  خطای  درصد  به  توجه  با  شد.  مقایسه  هم  با  آمده  به دست 
رایج  روش  به  نسبت  زیست حسگر  با  شده  اندازه گیری  مقدار 
HPLC، این زیست حسگر به عنوان ابزاری دقیق برای تشخیص 

مقدار سم به صورت درجا و بدون نیاز به آزمایشگاه مجهز و افراد 
متخصص قابل به کارگیری است.

بخش تجربی
مواد و دستگاه ها

کلراید،4-  کولین  پراکسیداز،  آنزیم  کولین اکسیداز،  آنزیم 
آمینوآنتی پیرین )AAp-4(، نیتریک اسید )HNO3(، هیدروژن دی پتاسیم 
هیدروژن  و  دی متیل فرمامید  فسفات،  دی هیدروژن پتاسیم  فسفات، 
پراکسید از شرکت مرک، فنل از شرکت شارلو و نانولوله های کربنی 
چنددیواره کربوکسیل دار )MWCNT( از شرکت نانوتایمز و الکترود 
چاپی کربنی از شرکت ایتال سنس1 و سم دیازینون فنی 95% از شرکت 

پلیکم خریداری شد. 

1. ItalSens 

بنائي و همکاران
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 )FE-SEM( میدانی  نشر  روبشی  الکترونی  میکروسکوپ 
مورداستفاده برای بررسی شکل ظاهری الکترودهای اصلاح شده 
دقت  و   30  kV باقدرت   S-4160 مدل  هیتاچی  شرکت  از 
مطالعات  برای  گالوانواستات  پتانسیواستات/  دستگاه  و   5  nm

و   Palmsence 3 مدل  پالمسنس  شرکت  از  الکتروشیمیایی 
بررسی  در  مورداستفاده  مرئی  فرابنفش–  طیف نورسنج  دستگاه 
فعالیت آنزیم ها از شرکت WPA مدلlightwave S2000  بوده 
سامانه  یک  در  سوانگاری  دیازینون،  سنجش  منظور  به  است. 
و  آنلاین  زدا  گاز  به  مجهز   Agilent Technologies 1200

آشکارساز UV انجام گرفت.

روش ها
روش سنجش فعال بودن آنزیم های کولین اکسیداز و پراکسیداز

بر اساس دستورالعمل  آنزیم کولین اکسیداز  سنجش فعال بودن 
شرکت سیگما - آلدریچ انجام گرفت که  اساس این سنجش بر 
مبنای رنگ سنجی است ]30[. در این روش از  4- آمینو آنتی پیرین 
ترکیب های  به عنوان  پراکسید  هیدروژن  و  فنل   ،)4-AAp(

کوئینون ایمین،  واکنش  فراورده  شد.  استفاده  رنگ  تولیدکننده 
نوار جذبی  nm 500 یک  در طول موج  است که  رنگی  ماده ای 
قوی دارد )A500nm(. یک واکنش ترکیبی با محلول کولین، محلول 
 37 ˚C 4، محلول فنل و آنزیم پراکسیداز در دمای تعادل-AAp

داخل یک ظرف مناسب که نور به آن نفوذ نکند، آماده و تغییرات 
A500nm به مدت 5 دقیقه ثبت شد.

 

آنزیم کولین اکسیداز،  این که در سنجش فعال بودن  به  با توجه 
آنزیم پراکسیداز مورداستفاده قرار گرفت، سنجش فعال بودن آنزیم 
پراکسیداز نیز با روش رنگ سنجی و براساس دستور کار ورتینگتون 

انجام شد ]31[. 

روش ساخت نانوزیست حسگر آنزیمی و بررسی عملکرد آن
و  عامل دار  کربنی  نانولوله های  با  اصلاح شده  الکترود  آماده سازی 

آنزیم کولین اکسیداز
در این پژوهش از الکترود چاپی کربنی به منظور انجام مطالعات 
شناساگر  الکترود  اصلاح  منظور  به  بردیم.  بهره  الکتروشیمیایی 
نانولوله های  تعلیق  ابتدا  کربوکسیل دار،  کربنی  نانولوله های  با 
را در حلال دی متیل فرمامید   2 mg/ml با غلظت  کربوکسیل دار 
آماده کردیم و سپس، آن را در دمای اتاق به مدت 10 دقیقه در 
حمام امواج فراصوت قرار دادیم. پس از آن، µl 2/5 از این تعلیق 
الکترود در دمای  الکترود چاپی کربنی چکانده و سطح  بر سطح 
اتاق خشک شد. برای تثبیت آنزیم کولین اکسیداز بر سطح الکترود 
آنزیم  محلول   2  µl کربوکسیل دار،  کربنی  نانولوله  با  اصلاح شده 
mg/ml 1 را بر الکترود گفته شده قرار دادیم که در دمای C˚ 4 با 

سپری شدن زمان کافی به طور کامل خشک شد.

الکتروکاتالیستی  فعالیت  و  مستقیم  الکترون  انتقال  بررسی  روش 
آنزیم تثبیت شده در سطح نانولوله های کربنی کربوکسیل دار  

کربنی  نانولوله های  بر  جذب شده  آنزیم  الکتروشیمیایی  رفتار 
دستگاه   از  استفاده  با  کلرید  کولین  حضور  در  دیواره  چند 
چرخه ای  ولتاسنجی  روش  به  گالوانواستات  پتانسیواستات- 
پتانسیل  اعمال  با  ولتاسنجی  نمودار  گرفت.  قرار  موردبررسی 
شد.  رسم   0/1  V/s روبش  سرعت  با  و   -0/1 تا    -0/7  V از 
متوالی  افزایش  به  آنزیم  پاسخ  و  آنزیم  الکتروکاتالیستی  فعالیت 
از  استفاده  با  زمان-آمپرسنجی1  روش  به  کلرید  کولین  غلظت 
گرفت.  قرار  موردبررسی  گالوانواستات  پتانسیواستات-  دستگاه  
غلظت های متفاوت از پیش ماده کولین کلرید تهیه شد. با اعمال 
پتانسیل V 0/45- نمودار زمان-آمپرسنجی پاسخ به غلظت های 
جریان  اشباع  نقطه  مقدار  آنگاه  شد.  ترسیم  ماده  پیش  متفاوت 
کلرید  کولین  غلظت  هر  ازای  به  زمان-آمپرسنجی  نمودار  هر 
اندازه گیری و درنهایت نمودار واسنجی جریان در مقابل غلظت 

کولین کلرید رسم شد.

ساخت نانوزیست حسگر  مبتنی بر آنزیم کولین اکسیداز  ... 

 بخش تجربی

 هادستگاه مواد و

(، 3HNO)اسید نیتریک (، AAp-4) پیرینینوآنتیآم -4 ،کلرایدکولین  آنزیم پراکسیداز، ،اکسیدازینکول یمآنز       

شرکت از  فنل، از شرکت مرک هیدروژن پراکسید و فرمامیدمتیلید، پتاسیم فسفاتهیدروژندی ،پتاسیم فسفاتدیهیدروژن

  1سنساز شرکت نانوتایمز و الکترود چاپی کربنی از شرکت ایتال  )MWCNT(دارکربوکسیل یوارهچندد یکربن یهانانولولهو  شارلو

 شد.  یداریخر کمیپلاز شرکت  %95 فنی نونیازیدو سم 

از  شدهاصلاح یالکترودها یشکل ظاهر یبرای بررس مورداستفاده (FE-SEMی نشر میدانی )روبش یالکترون یکروسکوپم       

و دستگاه پتانسیواستات/ گالوانواستات برای مطالعات الکتروشیمیایی از  nm 5 و دقت kV 30 باقدرت S-4160مدل  یتاچیشرکت ه

از شرکت  هادر بررسی فعالیت آنزیم مورداستفادهمرئی  –فرابنفش سنجنورطیفدستگاه  و Palmsence 3سنس مدل شرکت پالم

WPA مدلlightwave S2000  امانهدر یک س سوانگاریبه منظور سنجش دیازینون،  .بوده استAgilent Technologies 1200 

 .انجام گرفت UVآشکارساز آنلاین و  گاز زدامجهز به 

 هاروش

 دازیو پراکس دازیاکسنیکول هاییمآنزبودن فعالروش سنجش 

اساس این سنجش بر  انجام گرفت که  آلدریچ - دستورالعمل شرکت سیگمابر اساس  اکسیدازکولین یمآنزبودن فعال سنجش       

 هاییبترک عنوانبهپراکسید هیدروژن ، فنل و ( AAp-4) نپیریآمینو آنتی -4. در این روش از  [30] ی استسنجرنگمبنای 

جذبی قوی  نواریک  nm 500 ای رنگی است که در طول موج ایمین، مادهواکنش کوئینون فراوردهتولیدکننده رنگ استفاده شد. 

داخل  Co 31ل دمای تعاددر ، محلول فنل و آنزیم پراکسیداز AAp-4یک واکنش ترکیبی با محلول کولین، محلول . (500nmA) دارد

 دقیقه ثبت شد. 5به مدت  500nmAتغییرات یک ظرف مناسب که نور به آن نفوذ نکند، آماده و 

 

                                                 
1. ItalSens  

1. Chronoamperometry 
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روش سنجش سم دیازینون با استفاده از زیست حسگر 
به منظور تهیه دیازینون با غلظت های متفاوت، ابتدا سم دیازینون 
فنی با استفاده از متانول تا غلظت ppm 1000 رقیق شد و سپس، 
از  استفاده  با   1000  ppm غلظت  رقیقکردن  با  کمتر  غلظت های 
آب مقطر تهیه شد. برای سنجش این سم دستگاه پتانسیواستات- 
پاسخ  ابتدا  و  تنظیم  زمان-آمپرسنجی  آزمایش  برای  گالوانواستات 
زمان-آمپرسنجی الکترود اصلاح شده به غلظت mM 1 کولین کلرید 
با اعمال پتانسیل در 0/45- ولت اندازه گیری شد. سپس، به منظور 
به دست آوردن منحنی واسنجی زیست حسگر تشخیصی دیازینون، 
الکترود اصلاح شده به مدت30 دقیقه در حضور غلظت اشباع پیش ماده 
با  فنی  دیازینون  از  آمده  به دست  دیازینون  متفاوت  غلظت های  با 
غلظت های  که  ترتیب  این  )به  گرم خانه گذاری1 شد   % خلوص 95 
متفاوت دیازینون در غلظت اشباع کولین در ظروف مجزا تهیه شده بود( 
و نمودارهای زمان-آمپرسنجی ثبت شد. پس از آن مقدار مهارشدگی 

کولین اکسیداز با استفاده از معادله زیر محاسبه شد ]32[:
                            I0-I(/I0([×100[ =درصد مهارشدگی

که در این رابطه I0 جریان پاسخ در غیاب دیازینون و I جریان 
مهارشدگی  درصد  ترسیم  با  است.  دیازینون  حضور  در  پاسخ 

محاسبه شده بر غلظت، منحنی واسنجی دیازینون به دست آمد.

روش سنجش سم دیازینون با استفاده از سوانگاری مایع با کارایی بالا
منظور  به  بالا  کارایی  با  مایع  سوانگاری  روش  در 
ستون   از  استفاده  با  سوانگاری  دیازینون،   سنجش 
VydacC18 GRACE؛ )mm 4/6 mm  µm5×250( انجام گرفت. 

سامانه سوانگاری مورداستفاده با نرم افزار ChemStation کنترل شد. فاز 
متحرک از مخلوط استونیتریل-آب )v/v 10 % : 90 %( تشکیل شده و 
سرعت جریان فاز متحرک ml min-1 1/5 بود. حجم تزریق µl 20 بود. 

نتیجه ها و بحث
سنجش فعال بودن آنزیم ها

پیش از اطمینان از فعالبودن آنزیم کولین اکسیداز، باید از فعال بودن 

آنزیم پراکسیداز که در فرایند سنجش فعالبودن آنزیم کولین اکسیداز 
تغییر  برپایه روش گفته شده  بدین منظور،  دارد، مطمئن شد.  نقش 
A500nm هر 5 دقیقه ثبت و مقدار افزایش جذب بر حسب زمان در 

از  نتایج حاکی  که  آمد  به دست  آنزیم  بدون حضور  و  آنزیم  حضور 
فعال بودن آنزیم بود. به منظور سنجش فعال بودن آنزیم کولین اکسیداز  
هر 20 ثانیه یک بار به مدت 17 دقیقه، A500nm ثبت شد. نتایج افزایش 
A500nm بیانگر افزایش مقدار تولید رنگ کوئینون ایمین ناشی از فعالیت 

آنزیم کولین اکسیداز و درنتیجه نشانگر فعال بودن آنزیم بود.

 ساخت نانو زیست حسگر مبتنی بر آنزیم کولین اکسیداز
بررسی شکل ظاهری الکترودهای اصلاح شده

شکل 2 تصاویر FESEM مربوط به الکترود اصلاح شده با )الف( 
نانولوله های کربنی کربوکسیل دار، )ب( نانولوله های کربنی کربوکسیل دار 
و کولین اکسیداز را نشان می دهد. مقایسه شکل 2-الف با شکل 1-ب 
دلالت برافزایش ضخامت نانولوله ها در شکل 2-ب دارد که بیانگر تثبیت 

موفقیت آمیز آنزیم کولین اکسیداز بر سطح نانولوله ها است ]33 و 34[.

 

 

1. Incubation

شکل 2 تصویر FESEM مربوط به الکترود چاپی کربنی اصلاح شده با 
نانولوله های کربنی کربوکسیل دار )الف( و نانولوله های کربنی کربوکسیل دار و 

کولین اکسیداز )ب(

 زدایاکسنیکولحسگر مبتنی بر آنزیم ساخت نانو زیست 

 شدهاصلاح یالکترودها یشکل ظاهر یبررس

 یکربن یها، )ب( نانولولهداریلکربوکس یکربن یهانانولولهبا )الف(  شدهاصلاحود مربوط به الکترFESEM ر یتصاو 2 شکل       

 ها در شکلضخامت نانولوله برافزایشدلالت  ب-1 شکلبا  الف-2 شکلسه یمقا. دهدیمرا نشان  اکسیدازینکولو  داریلکربوکس

 .[34و  33] است هانانولولهبر سطح  اکسیدازینکول میآنز آمیزیتموفقت یب دارد که بیانگر تثب-2 

 

 

 
شده اصلاحالکترود چاپی کربنی مربوط به  FESEMر یتصو 2شکل 
 یکربن یهانانولوله)الف( و  داریلکربوکس یکربن یهانانولولهبا 

 )ب( اکسیدازینکولو  داریلکربوکس
 

  داریلکربوکس یکربن یهانانولولهشده در سطح  یتتثب اکسیدازینکولانتقال الکترون مستقیم آنزیم  یبررس

ای چرخه ولتاسنجیروش  دیوارهکربنی چند یهانانولولهشده بر تثبیت اکسیداز برای بررسی رفتار الکتروشیمیایی آنزیم کولین       

 دارکربوکسیل یکربن یهانانولولهبا  شدهاصلاحچاپی کربنی مربوط به الکترود  یاچرخه نمودار ولتاسنجی 3شکل شد.  کارگرفتهبه

در محلول بافر فسفات را  )خط توپر( زدایاکسنیکولو آنزیم  داریلکربوکس یکربن یهانانولولهبا  شدهاصلاحو الکترود  چین()خط

مشاهده  چینخط نمودار ولتاسنجیکه در  طورهمان .دهدیمنشان  هیولت بر ثان 1/0در سرعت روبش  1برابر با  pHمولار با  1/0
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بررسی انتقال الکترون مستقیم آنزیم کولین اکسیداز تثبیت شده در 
سطح نانولوله های کربنی کربوکسیل دار 

کولین اکسیداز  آنزیم  الکتروشیمیایی  رفتار  بررسی  برای 
ولتاسنجی  روش  چنددیواره  کربنی  نانولوله های  بر  شده  تثبیت 
چرخه ای  ولتاسنجی  نمودار   3 شکل  شد.  به کارگرفته  چرخه ای 
مربوط به الکترود چاپی کربنی اصلاح شده با نانولوله های کربنی 
نانولوله های  با  اصلاح شده  الکترود  و  )خط چین(  کربوکسیل دار 
در  را  توپر(  )خط  کولین اکسیداز  آنزیم  و  کربوکسیل دار  کربنی 
محلول بافر فسفات 0/1 مولار با pH برابر با 7 در سرعت روبش 
0/1 ولت بر ثانیه نشان می دهد. همان طور که در نمودار ولتاسنجی 
نانولوله های  با  الکترود اصلاح شده  در  خط چین مشاهده می شود، 
کربنی کربوکسیل دار تنها یک جریان زمینه وجود داشت. زمانی که 
کربوکسیل دار  کربنی  نانولوله های  سطح  در  کولین اکسیداز  آنزیم 
تسریع  در  کربنی  نانولوله های  نقش  به  توجه  با  می شود،  تثبیت 
یک   ،]35[ الکترود  سطح  و  کولین اکسیداز  بین  الکترون  انتقال 
شبه برگشت پذیر  و  مشخص  کامل  به طور  اکسایش-کاهش  زوج 
تثبیت  از  پس  تنها  قله  جفت  این  ازآنجایی که  می شود.  مشاهده 
مرکز  اکسایش-کاهش  پتانسیل  گستره  در  و  شد  دیده  آنزیم 
 FAD/FADH2 آنزیم است، بیانگر گروه اکسایش-کاهش FAD

پتانسیل  در  آندی  قله   .]37 و   36[ است  آنزیم  مرکز  در  متمرکز 
V 0/297- دیده می شود.  پتانسیل  قله کاتدی در  V 0/303- و 
آندی،  و  کاتدی  قله های  پتانسیل  میانگین  یعنی  فرمال  پتانسیل 
برابر با V 0/3- به دست آمد. جریان قله های آندی و کاتدی در 
بود. جدایی   -6/4×10-6 A A 6-10×7/6 و  به ترتیب   این مورد 
نانولوله های کربنی  بر  آنزیم تثبیت شده  قله های آندی و کاتدی 

چند دیواره mV 6 محاسبه شد.
به منظور بررسی فعالیت الکتروکاتالیستی آنزیم کولین اکسیداز 
کربنی  نانولوله های  با  اصلاح شده  الکترود  بر  شده  تثبیت 
کلراید،  کولین  متوالی  افزایش  به  آنزیم  پاسخ  کربوکسیل دار، 
قرار  موردبررسی  زمان-آمپرسنجی  روش  به  آنزیم،  پیش ماده 
گرفت. با توجه به پاسخ زمان-آمپرسنجی منحنی واسنجی پاسخ 
به پیش ماده ترسیم شد )شکل 4(. ازآنجاییکه پتانسیل اکسایش-

ساخت نانوزیست حسگر  مبتنی بر آنزیم کولین اکسیداز  ... 

کاهش آنزیم در گستره پتانسیلی حدودV 0/45-  بود، پاسخ زمان-
آمپرسنجی آنزیم به پیش ماده کولین در این پتانسیل بررسی شد. 

 همانگونه که در شکل 4 مشاهده می شود، پاسخ زیست حسگر 
با افزایش غلظت کولین تا غلظت mM 1 افزایش یافته و پس از 
چندانی  تغییر  حسگر  زیست  پاسخ  کولین  غلظت  افزایش  با  آن 
نمی کند. بنابراین، در سنجش میزان مهار آنزیم با سم دیازینون، 
آزمایش ها در حضور غلظت اشباع mM 1 )غلظت بهینه( کولین 

انجام شد. 

شکل 3 نمودار ولتاسنجی چرخه ای مربوط به  الکترود چاپی کربنی اصلاح شده با 
نانولوله های کربنی کربوکسیل دار )خط چین( و الکترود اصلاح شده با نانولوله های 
کربنی کربوکسیل دار و آنزیم کولین اکسیداز )خط توپر( را در محلول بافر فسفات 

0/1 مولار با pH برابر 7 در سرعت روبش 0/1 ولت بر ثانیه

شکل 4 منحنی واسنجی تشخیص کولین در سطح الکترود چاپی کربنی 
اصلاح شده با آنزیم/ نانولوله کربنی

م یکه آنزی. زمانوجود داشتتنها یک جریان زمینه  دارکربوکسیل یکربن یهانانولولهبا  شدهاصلاحدر الکترود  ،شودیم

ع انتقال یدر تسر یکربن یهانانولولهبا توجه به نقش  ،شودیمت یتثب داریلسکربوک یکربن یهانانولوله در سطح دازیاکسکولین

مشاهده  یرپذبرگشتشبهو مشخص  کامل طوربه کاهش-اکسایشک زوج ی، [35]و سطح الکترود  اکسیدازینکولن یالکترون ب

آنزیم است،  FADمرکز  کاهش-اکسایشپتانسیل گستره این جفت قله تنها پس از تثبیت آنزیم دیده شد و در  کهازآنجایی. شودیم

و قله  -V 303/0قله آندی در پتانسیل . [31و  36] استم یمتمرکز در مرکز آنز 2FAD/FADH کاهش-اکسایشگروه  بیانگر

 -V 3/0 برابر با های کاتدی و آندی،میانگین پتانسیل قلهیعنی  . پتانسیل فرمالشوددیده می -V 291/0کاتدی در پتانسیل 

های آندی و بود. جدایی قله -A 6-10×4/6 و A 6-10×6/1های آندی و کاتدی در این مورد به ترتیب  . جریان قلهدست آمدبه

 محاسبه شد. mV 6 دیوارهکربنی چند  یهانانولولهکاتدی آنزیم تثبیت شده بر 

 

 
شده اصلاح چاپی کربنیالکترود مربوط به   یاچرخه نمودار ولتاسنجی 3 شکل

شده با و الکترود اصلاحچین( )خط دارکربوکسیل یکربن یهانانولولهبا 
ر )خط توپر( را د زدایاکسنیکول زیمآن و داریلکربوکس یکربن یهانانولوله

 هیولت بر ثان 1/0در سرعت روبش  1برابر  pH مولار با 1/0محلول بافر فسفات 
 

 های کربنیبا نانولوله شدهاصلاحاکسیداز تثبیت شده بر الکترود آنزیم کولین ستیبه منظور بررسی فعالیت الکتروکاتالی    

قرار گرفت. با  موردبررسی آمپرسنجی-زمانآنزیم، به روش  مادهیشپایش متوالی کولین کلراید، ، پاسخ آنزیم به افزدارلیکربوکس

 کاهش-اکسایشکه پتانسیل (. ازآنجایی4ترسیم شد )شکل  پیش مادهپاسخ به  واسنجیمنحنی  آمپرسنجی-زمانتوجه به پاسخ 

 کولین در این پتانسیل بررسی شد.  مادهیشپزیم به آن آمپرسنجی-زمانبود، پاسخ   -V 45/0پتانسیلی حدود گسترهآنزیم در 

 

ن )
ریا

ج
A) 

  (M)غلظت کولین کلرید 
چاپی کربنی تشخیص کولین در سطح الکترود  واسنجیمنحنی  4 شکل

 با آنزیم/ نانولوله کربنی شدهاصلاح
 

 

و پس از  یافتهافزایش mM 1ن تا غلظت حسگر با افزایش غلظت کولیپاسخ زیست شود،مشاهده می 4گونه که در شکل همان    

 ،سم دیازینون بادر سنجش میزان مهار آنزیم  ،کند. بنابراینآن با افزایش غلظت کولین پاسخ زیست حسگر تغییر چندانی نمی

 کولین انجام شد. )غلظت بهینه(  mM 1در حضور غلظت اشباع  هاآزمایش

 یازینونسنجش د

 شدهساختهحسگر ستبا استفاده از زی نونیازیسنجش د

 عنوانبه میغلظت آنز، مادهشیپآوردن غلظت بهینه  دستبهپس از  پاسخ زیست حسگر به دیازینون، یسازنهیبهبه منظور        

تهیه و  دارلیکربوکس های کربنیبا نانولوله شدهاصلاحچهار الکترود چاپی کربنی  ،. در این راستاقرار گرفت موردبررسی عاملیک 

است. در غلظت  شدهخلاصه 1ها تثبیت شد. نتایج این آزمایش در جدول آنبر اکسیداز های آنزیم کولینیر متفاوتی از غلظتمقاد

درصد مهار در شرایطی  .روند مهار ممکن نبود بررسیبه حدی کم بود که  1نوفهنسبت جریان به  lmg/m 42/0آنزیمی کمتر از 

دقیقه  30و  mM 1غلظت اشباع کولین الکترودها در معرض که آمد  دستبهکسیداز اآنزیم کولین متفاوتهای برای غلظت

با افزایش غلظت آنزیم درصد مهار  ،شودطور که مشاهده می. همانقرار گرفتند میکرومولار دیازینون 4/2 با گذاریخانهگرم

آنزیم تثبیت شده  مهار بیشتری برای مقدار سم توان یک غلظت مشخص ازکه چرااست  انتظارقابلنتیجه . این است یافتهکاهش

 شد. کاربردهبهحسگر برای ساخت زیست mg/ml 24/0 میغلظت آنزبنابراین، دارد. را کمتر 

 

 
                                                 

1. Noise  
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سنجش دیازینون
سنجش دیازینون با استفاده از زیست حسگر ساخته شده

به منظور بهینه سازی پاسخ زیست حسگر به دیازینون، پس از 
به دست آوردن غلظت بهینه پیش ماده، غلظت آنزیم به عنوان یک 
چاپی  الکترود  چهار  راستا،  این  در  گرفت.  قرار  موردبررسی  عامل 
کربنی اصلاح شده با نانولوله های کربنی کربوکسیل دار تهیه و مقادیر 
متفاوتی از غلظت های آنزیم کولین اکسیداز بر آن ها تثبیت شد. نتایج 
این آزمایش در جدول 1 خلاصه شده است. در غلظت آنزیمی کمتر 
از mg/ml 0/24 نسبت جریان به نوفه1 به حدی کم بود که بررسی 
برای غلظت های  در شرایطی  مهار  نبود. درصد  مهار ممکن  روند 
متفاوت آنزیم کولین اکسیداز به دست آمد که الکترودها در معرض 
 2/4 با  گرم خانه گذاری  دقیقه   30 و   1  mM کولین  اشباع  غلظت 
میکرومولار دیازینون قرار گرفتند. همان طور که مشاهده می شود، 
با افزایش غلظت آنزیم درصد مهار کاهش یافته است. این نتیجه 
مهار  توان  سم  از  مشخص  غلظت  یک  چراکه  است  قابل انتظار 
بیشتری برای مقدار آنزیم تثبیت شده کمتر را دارد. بنابراین، غلظت 

آنزیم mg/ml 0/24 برای ساخت زیست حسگر به کاربرده شد.

کولین اکسیداز  آنزیم  که  اصلاح شده ای  الکترود  دیگر  از طرف 
با غلظت بهینه بر آن تثبیت شده بود در 9 زمان گرم خانه گذاری 

متفاوت )5، 10، 15، 20،25، 30، 35، 40و 45 دقیقه( در مجاور 
افزایش  با  مهار  درصد  شد.  داده  قرار  دیازینون   2/4  µM غلظت 
با  آن  از  یافت و پس  افزایش  دقیقه  تا 30  زمان گرم خانه گذاری 
به  نداشت.  چشمگیری  افزایش  گرم خانه گذاری،  زمان  افزایش 
همین دلیل، 30 دقیقه به عنوان زمان گرم خانه گذاری بهینه برای 

آزمایش های بعدی انتخاب شد.
آنزیم  با  الکترون  انتقال  بهینه  آوردن شرایط  به دست  از  پس 
کولین اکسیداز، اثر مهاری دیازینون بر عملکرد آنزیم موردبررسی 
مطالعات  در  ازآنجایی که  است  یادآوری  به  لازم  گرفت.  قرار 
پیش ازاین ]38[ سازوکار مهار آنزیم کولین اکسیداز با سموم فسفره، 
ضدرقابتی گزارش شده است؛ آزمایش در حضور غلظت اشباع پیش 
این ترتیب که غلظت های متفاوت  به  انجام شد.   )1 mM( ماده 
دیازینون در کولین mM 1 تهیه شد. پس از ثبت هر نمودار زمان-

آمپرسنجی، الکترود شسته شده و نمودار زمان-آمپرسنجی غلظت 
بعدی دیازینون رسم شد. در شکل 5 منحنی الف پاسخ حسگر در 
محلول کولین mM 1 و منحنی های "ب" تا "ح" پاسخ زمان-

متفاوت  غلظت های  با  شده  گرم خانه گذاری  الکترود  آمپرسنجی 
دیازینون را نشان می دهند. 

با  کولین اکسیداز،  آنزیم  مهارشدگی  مقدار  محاسبه  برای 
دیازینون،  غلظت  بر  محاسبه شده  مهارشدگی  درصد  ترسیم 
تثبیت  کولین اکسیداز  آنزیم  مهارشدگی  درصد  واسنجی  منحنی 
نانولوله های  با  اصلاح شده  کربنی  چاپی  الکترود  سطح  در  شده 
به  دیازینون  با  شده  تثبیت  آنزیم  با  همراه  کربوکسیل دار  کربنی 
فرمول از  استفاده  با  آشکارسازی  حد  6-الف(.  )شکل  آمد   دست 

 DL = 3 σ/S به دست می آید که در آن DL حد آشکارسازی، 
دیازینون  افزودن  از  پیش  آمپرسنجی  پاسخ  استاندارد  انحراف   S
است.  سم  غلظت  بر حسب  جریان  واسنجی  منحنی  شیب   σ و 
µA/ واسنجی  منحنی  اول  خطی  ناحیه  شیب  اینکه  به  توجه  با 

 0/56  µM غلظت  بود،   0/106 استاندارد  انحراف  و   0/567  µM

و  آمد  به دست  زیست حسگر  آشکارسازی  حد  به عنوان  دیازینون 
 5/5 µM 1/5 تا 2/4 و µM پاسخ حسگر به دیازینون در دو گستره

بنائي و همکاران

جدول 1 درصد مهار به دست آمده به ازای مقادیر متفاوت آنزیم کولین اکسیداز 
تثبیت شده

1. Noise 

به ازای  آمدهدستبهدرصد مهار  1جدول 
اکسیداز مقادیر متفاوت آنزیم کولین

 تثبیت شده
آنزیم غلظت  الکترود

 اکسیدازکولین
(mg/ml) 

 درصد مهار

مطالعه روند مهار  15/0 1
 ممکنغیر

2 24/0 45 
3 32/0 40 
4 41/0 32 

 

 گذاریخانهگرمزمان  9در آن تثبیت شده بود  براکسیداز با غلظت بهینه که آنزیم کولین یاشدهاصلاحالکترود از طرف دیگر        

. درصد مهار با افزایش داده شددیازینون قرار  M 4/2دقیقه( در مجاور غلظت  45و 40، 35، 30، 20،25، 15، 10، 5) متفاوت

. به همین نداشت ، افزایش چشمگیریگذاریخانهگرمو پس از آن با افزایش زمان  یافتدقیقه افزایش  30تا  گذاریخانهگرمزمان 

 های بعدی انتخاب شد.آزمایشبهینه برای  گذاریخانهگرمدقیقه به عنوان زمان  30دلیل، 

 موردبررسیبر عملکرد آنزیم  اکسیداز، اثر مهاری دیازینونآنزیم کولین با به دست آوردن شرایط بهینه انتقال الکترون پس از       

 ،سموم فسفره بااکسیداز مهار آنزیم کولین سازوکار [38] نیازاپیشکه در مطالعات آنجاییازاست  یادآوریلازم به  .قرار گرفت

 متفاوتهای به این ترتیب که غلظت .( انجام شدmM 1) پیش مادهدر حضور غلظت اشباع آزمایش  ؛است شدهگزارش یضدرقابت

 آمپرسنجی-زمانمودار نو  هالکترود شسته شد ،آمپرسنجی-زماننمودار ثبت هر تهیه شد. پس از  mM 1کولین  دیازینون در

پاسخ  "ح"تا  "ب"های منحنیو  mM1  محلول کولینمنحنی الف پاسخ حسگر در  5شکل در  .شدغلظت بعدی دیازینون رسم 

  دهند.دیازینون را نشان می متفاوتهای شده با غلظت گذاریخانهگرمالکترود  آمپرسنجی-زمان

، منحنی دیازینون غلظت بر شدهمحاسبهبا ترسیم درصد مهارشدگی  ،اکسیدازکولینآنزیم مهارشدگی  مقدارمحاسبه  برای       

های کربنی با نانولوله شدهاصلاحاکسیداز تثبیت شده در سطح الکترود چاپی کربنی کولینآنزیم درصد مهارشدگی  واسنجی

 DL = 3 /Sکارسازی با استفاده از فرمول حد آش (.الف-6 دیازینون به دست آمد )شکل با دار همراه با آنزیم تثبیت شدهکربوکسیل

شیب منحنی   از افزودن دیازینون و  پیش آمپرسنجیپاسخ انحراف استاندارد  Sحد آشکارسازی،  DLآید که در آن می دستبه

و انحراف  A/µMµ 561/0 واسنجیمنحنی  اول است. با توجه به اینکه شیب ناحیه خطیغلظت سم  جریان بر حسب واسنجی

پاسخ حسگر به دیازینون در  و دست آمدحسگر بهعنوان حد آشکارسازی زیستدیازینون به µM 56/0 بود، غلظت 106/0ندارد استا
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ساخت نانوزیست حسگر  مبتنی بر آنزیم کولین اکسیداز  ... 

تا 17/5 خطی بود. به منظور تعیین مقدار حساسیت زیست حسگر 
تک آنزیمی برای آشکارسازی دیازینون، شیب خط منحنی واسنجی 
در گستره خطی محاسبه شد. حساسیت محاسبه شده 23/3 % مهار 

به ازای هر میکرومولار دیازینون به دست آمد. 
 

شکل 6-الف منحنی واسنجی الکترود چاپی کربنی اصلاح شده 
کولین اکسیداز  با  همراه  کربوکسیل دار  کربنی  نانولوله های  با 
تثبیت شده را نشان می دهد. داده ها با تحلیل منحنی های زمان-

آمپرسنجی به دست آمده و بر حسب درصد مهارشدگی بیان شده 
در  سم  غلظت  حسب  بر  جریان  اختلاف  نمودار  همچنین  است. 
در شکل  است.  داده شده  نشان  در شکل 6-ب  اول  ناحیه خطی 
6-ج نمودارهای درصد مهار بر حسب غلظت سم در ناحیه خطی 

اول و دوم و خط برازش شده بر نتایج مشاهده می شود.
ساخته شده،  زیست حسگر  ذخیره ای  پایداری  بررسی  منظور  به 
زیست حسگر در بافر فسفات با pH برابر 7 در یخچال نگهداری 
اشباع  غلظت  حضور  در  دیازینون   2/4  µM به  آن  پاسخ  و  شد 
کولین )mM 1( در روزهای متفاوت بررسی شد. نتیجه این آزمون 
در شکل 7  نشان داده شده است که بیانگر پایداری نسبی مناسب 

زیست حسگر است.

شکل 5  پاسخ زمان-آمپرسنجی الکترود چاپی کربنی اصلاح شده با نانولوله های 
کربنی کربوکسیل دار همراه با کولین اکسیداز تثبیت شده در الف( محلول کولین 
 1 mM 1، سایر پاسخ های زمان-آمپرسنجی مربوط به الکترود در محلول mM

کولین پس از 30 دقیقه گرم خانه گذاری با غلظت های متفاوت دیازینون می باشند. 
غلظت های دیازینون گرم خانه گذاری شده بر حسب میکرومولار عبارت اند از: 1/5 

)ب(، 1/8 )ج(، 2 )د(، 2/4 )ه(، 3 )و(، 11 )ز(، 27 )ح( و 33 )ط(

آنزیمی برای تک حسگرزیستحساسیت  مقداربود. به منظور تعیین  خطی 5/11 تا µM 5/5و  4/2 تا µM 5/1 گسترهدو 

مهار به ازای هر  % 3/23 شدهمحاسبهخطی محاسبه شد. حساسیت  ترهگسدر  واسنجیمنحنی آشکارسازی دیازینون، شیب خط 

  .دست آمدبهمیکرومولار دیازینون 

 
 (secزمان )

با  شدهاصلاحالکترود چاپی کربنی  آمپرسنجی-زمانپاسخ   5شکل 
اکسیداز تثبیت شده در دار همراه با کولینهای کربنی کربوکسیلنانولوله

مربوط به  آمپرسنجی-زمانهای سایر پاسخ، mM1 الف( محلول کولین
با  گذاریخانهگرمدقیقه  30کولین پس از  mM1الکترود در محلول 

 گذاریخانهگرمهای دیازینون باشند. غلظتهای متفاوت دیازینون میغلظت
)ه(،  4/2)د(،  2)ج(،  8/1)ب(،  5/1ند از: اشده بر حسب میکرومولار عبارت

 )ط( 33 و )ح( 21)ز(،  11)و(،  3
 

اکسیداز دار همراه با کولینهای کربنی کربوکسیلبا نانولوله شدهاصلاحالکترود چاپی کربنی  واسنجیمنحنی  الف-6شکل        

 شدهبیانآمده و بر حسب درصد مهارشدگی  دستبه آمپرسنجی-زمانهای ها با تحلیل منحنی. دادهدهدرا نشان میتثبیت شده 

 ج-6در شکل  است. شدهدادهب نشان -6شکل  ار اختلاف جریان بر حسب غلظت سم در ناحیه خطی اول درهمچنین نمود است.

 .شودو خط برازش شده بر نتایج مشاهده می اول و دوم یخط هیدرصد مهار بر حسب غلظت سم در ناح هاینمودار

 

 

 

 

 

 

شکل 6 منحنی واسنجی درصد مهارشدگی کولین اکسیداز تثبیت شده در 
سطح الکترود چاپی کربنی اصلاح شده با نانولوله های کربنی کربوکسیل دار 

همراه با آنزیم تثبیت شده که از نمودارهای زمان-آمپرسنجی شکل 5 
به دست آمده است )الف(، نمودار اختلاف جریان بر حسب غلظت سم در ناحیه 
خطی اول )ب( و نمودارهای درصد مهار بر حسب غلظت سم در ناحیه های 

خطی اول و دوم )ج(

)الف(

)ج(

)ب(

 الف

 
 ب

 
 

 
 

 
اکسیداز تثبیت شده در سطح الکترود چاپی کربنی منحنی واسنجی درصد مهارشدگی کولین 6 شکل

 از نمودارهای که دار همراه با آنزیم تثبیت شدههای کربنی کربوکسیلاصلاح شده با نانولوله
نمودار اختلاف جریان بر حسب غلظت سم در  ،)الف( ه استبه دست آمد 5آمپرسنجی شکل -زمان 

 (جخطی اول و دوم ) هایدرصد مهار بر حسب غلظت سم در ناحیه های( و نموداربخطی اول ) ناحیه
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کربنی  چاپی  الکترود  مدت،  کوتاه  تکرارپذیری  بررسی  در 
قرار  دیازینون  سم  از  میکرومولار   1/47 معرض  در  اصلاح شده 
گرفت و آزمایش در شرایط یکسان 3 بار تکرار شد. اختلاف جریان 
 ،0/2880 برابر  ذکرشده  حالت  سه  در  عدم حضور سم  به  نسبت 
0/3018 و 0/2875میکروآمپر به دست آمد که تکرارپذیری کوتاه 
مدت نسبی مناسبی را نشان می دهد. این الکترود 8 روز پیش از 
این آزمون نیز در معرض همین مقدار سم قرارگرفته بود و اختلاف 
جریان نسبت به عدم حضور سم برابر 0/4074 میکروآمپر مشاهده 
شد.  مقایسه نتایج به دست آمده به فاصله 8 روز حاکی از این است 

که تکرارپذیری بلندمدت نیز تا حدی قابل قبول است.

HPLC  سنجش دیازینون با استفاده از
در این روش، محلول هایی با غلظت های متفاوت از نمونه سم 
دیازینون فنی با خلوص 95 % به عنوان استاندارد ساخته شد. سپس، 
به  از سوانگارهای مربوط  آمده  به دست  پیک  زیر  براساس سطح 
نمونه های دیازینون فنی با غلظت های 1، 2/5، 5، 10، 20 و 30  
قسمت در میلیون )ppm( در حلال استونیتریل، منحنی واسنجی 
)منحنی سطح زیر پیک بر حسب غلظت( رسم شد )شکل 8(. حد 
آشکارسازی سم با این روش ppm 0/1یا µM 0/33به دست آمد و 

در گستره 1 تا ppm 30 یا 3/3 تا  µM 98/4 خطی بود.
جدول 2 برخی روش های متفاوت برای تشخیص سم دیازینون را 
ارائه می دهد. همان طور که مشاهده می شود، ارقام شایستگی حسگر 
ساخته شده قابل رقابت با حسگر مبتنی بر مهار آنزیم استیل کولین استراز 
 است. افزون بر این، هزینه تهیه آنزیم کولین اکسیداز به طور تقریب

 10 % هزینه تهیه آنزیم استیل کولین استراز است. همچنین، در 
پژوهش حاضر از پیش ماده طبیعی آنزیم استفاده شده است. در حالی که 
در حسگرهای تک آنزیمی مبتنی بر مهار استیل کولین استراز از پیش 
ماده تهیه تیوکولین استفاده می شود. تیوکولین پایدار نبوده و خودبه خود 
آب کافت می شود. این امر از دقت اندازه گیری حسگرهای مبتنی بر 
مهار استیل کولین استراز می کاهد. از سوی دیگر، حسگر ساخته شده 
به طور انتخابی مواد آلی فسفره را تشخیص می دهد. این در حالی است 
که حسگرهای مبتنی بر مهار استیل کولین استراز نمی توانند تمایزی 
میان مواد آلی فسفره و برخی دیگر از سموم همانند کاربامات ها قائل 
شوند ]39[. با مشاهده جدول 2 می توان دریافت که حد مجاز مقدار 
دیازینون در آب )ppm 0/5 یا 1/6 میکرومولار( در گستره خطی حسگر 
ساخته شده قرار دارد. در حالی که سایر زیست حسگرهای اشاره شده در 
جدول از این مزیت برخوردار نیستند و این موضوع می تواند زمینه 
استفاده کاربردی از این زیست حسگر را فراهم کند. افزون بر این، آنزیم 
کولین اکسیداز به طور تجاری در دسترس است ولی آنزیم هیدرولاز 
قابل خریداری نیست و برای تولید یا تخلیص آن به آزمایشگاه های 

مجهز و افراد حرفه ای نیاز است.   

مقایسه نتایج زیست حسگر تک آنزیمی کولین اکسیداز با نتایج به دست 
آمده از HPLC برای یک نمونه مجهول

برای مقایسه نتایج زیست حسگر ساخته شده با نتایج بهدست آمده 
مجهول،  غلظت  با  صنعتی  دیازینون  نمونه  یک  برای   HPLC از 

بنائي و همکاران

pH=7 شکل 7 پایداری ذخیره ای حسگر ساخته شده در

در یخچال نگهداری  1برابر  pH با حسگر در بافر فسفات، زیستشدهساختهحسگر ای زیستبه منظور بررسی پایداری ذخیره       

در  ونمبررسی شد. نتیجه این آز متفاوت( در روزهای mM 1دیازینون در حضور غلظت اشباع کولین ) M 4/2شد و پاسخ آن به 

 است.حسگر مناسب زیست است که بیانگر پایداری نسبی شدهداده نشان  1شکل 

 
 =1pHر د شدهساختهحسگر  اییرهذخپایداری  1 شکل

     

قرار گرفت و  نونیازیاز سم د کرومولاریم 41/1در معرض  شدهاصلاح یکربن یکوتاه مدت، الکترود چاپ یریتکرارپذ بررسیدر        

 3018/0، 2880/0برابر  ذکرشدهنسبت به عدم حضور سم در سه حالت  انیبار تکرار شد. اختلاف جر 3 کسانی طیدر شرا شیآزما

از این آزمون  پیشروز  8الکترود  نی. ادهدیرا نشان م یمناسب یه مدت نسبکوتا یریرارپذآمد که تک دستبهآمپر کرویم2815/0و 

مشاهده شد.   کروآمپریم 4014/0نسبت به عدم حضور سم برابر  انیود و اختلاف جرب قرارگرفتهمقدار سم  نیدر معرض هم زین

 است. قبولقابل یتا حد زین بلندمدت یریاست که تکرارپذ نیاز ا یروز حاک 8آمده به فاصله  دستبه جینتا سهیمقا

 HPLC با استفاده از  نونیازیسنجش د

 .ساخته شداستاندارد  عنوانبه % 95خلوص  با فنیدیازینون نمونه سم از  اوتمتفهای هایی با غلظتدر این روش، محلول       

و  20، 10، 5، 5/2، 1 یهابا غلظت فنی نونیازید هایبه نمونه مربوط یسوانگارهااز دست آمده هسطح زیر پیک ب براساس ،سپس

شکل ) شدر پیک بر حسب غلظت( رسم )منحنی سطح زی واسنجیمنحنی  ،لیترین( در حلال استوppm) ونیلیقسمت در م  30

 .خطی بود µM 4/98 تا  3/3 ای ppm 30 تا 1 گسترهدر و  آمد دستبهµM 33/0یا ppm 1/0حد آشکارسازی سم با این روش  (.8

 

 

 

شکل 8 منحنی واسنجی سطح زیر پیک سوانگارهای مربوط به نمونه های 
دیازینون فنی با غلظت های 1، 2/5، 5، 10، 20 و 30  قسمت در میلیون 

)ppm( در حلال استونیتریل بر حسب غلظت سم

 
 هایمربوط به نمونه یسوانگارها کیپ ریسطح ز واسنجی ینحنم 8شکل 

 ونیلیقسمت در م  30و  20، 10، 5، 5/2، 1 یهابا غلظت فنی نونیازید
(ppmدر حلال استو )سم بر حسب غلظت لیترین 

 

 ارقام شایستگی ،شودیطور که مشاهده مدهد. همانیم ارائه را نونیازیسم د صیتشخ یبرا متفاوت یهاروشبرخی  2جدول        

 دازیاکسنیکول میآنز هیته نهیهز ،این برافزوناست.  استرازکولینیلاست میبر مهار آنز یمبتنحسگر با  رقابتقابل شدهساختهحسگر 

 شدهاستفاده میآنز یعیطب پیش مادهدر پژوهش حاضر از  ،همچنین .استراز استنیکولاستیل میآنزتهیه  نهیهز % 10 تقریب طوربه

 .شودیتفاده ماس نیوکولیت ٔ  یهته پیش مادهاز  استرازنیکولاستیلبر مهار  یمبتن یمیآنزتک یدر حسگرها کهیحالدر  .است

استراز  نیکول استیلبر مهار  یمبتن یحسگرها یریگامر از دقت اندازه نیا .شودیم کافتآب خودخودبهنبوده و  داریپا نیوکولیت

 یاست که حسگرها یدر حال نیا .دهدیم صیفسفره را تشخ یمواد آل یانتخاب طوربه شدهساختهحسگر  گر،ید یاز سو .کاهدیم

 ها قائل شوندبرخی دیگر از سموم همانند کارباماتفسفره و  یمواد آل انیم یزیتوانند تمایاستراز نمنیکوللیاست بر مهار یمبتن

 خطی گسترهمیکرومولار( در  6/1 یا ppm 5/0) دیازینون در آب مقدارحد مجاز که  افتیتوان دریم 2جدول  مشاهده با [.39]

و این موضوع  در جدول از این مزیت برخوردار نیستند شدهاشارهحسگرهای ایر زیستکه سقرار دارد. در حالی شدهساختهحسگر 

در دسترس  یتجار طوربه دازیاکسنیکول میآنز ن،یا برافزوند. کنحسگر را فراهم تواند زمینه استفاده کاربردی از این زیستمی

    است. ازین یامجهز و افراد حرفه یهاشگاهیآن به آزما صیتخل ای دیلتو یو برا ستین یداریقابل خر درولازیه میآنز ولی است
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جدول2 روش های متفاوت برای تشخیص سم دیازینون

شکل 9 پاسخ زمان-آمپرسنجی الکترود چاپی کربنی اصلاح شده با نانولوله های 
کربنی همراه با کولین اکسیداز تثبیت شده در محلول کولین mM 1 )الف( و در 
محلول mM 1 کولین پس از 30 دقیقه گرم خانه گذاری با نمونه مجهول )ب(

 

 های متفاوت برای تشخیص سم دیازینونروش 2جدول
خطی گستره حد تشخیص مرجع  روش 

]40[ 11/903 nM  0/65 -0/141 nM 

 مورداستفاده)آپتامر  کوادروپلکس ساختاربا  DNAزیست حسگر آپتامر 
حسگر استفاده و برای ساخت زیستهای محاسباتی انتخاب با روش

 (.شد

]18[ 
*  10 nM 

** 0/1 μM 
با  و مبتنی برآنزیم لیپاز با منشأ میکروبی* امپدومتریحسگر زیست μM 50تا 

 دار شدهه روی الکترود طلای عاملمنشأ حیوانی** تثبیت شد

]16[ 5 μM 50-5 μM بر آنزیم تایروزیناز مبتنی آمپرسنجیآنزیمی حسگر زیست 

]11[ - 0/06-0/16 μM 
 

 مبتنی بر آنزیم تایروزیناز آمپرسنجیحسگر آنزیمی زیست

]13[ 5 μM 0/13- 2/8 mM 
ارگانوفسفره  آنزیم مبتنی بر سنجیلپتانسیحسگر آنزیمی زیست

 (OPH) هیدرولاز

]14[ 2 μM 0/46 -8/56 mM 
مبتنی بر آنزیم ارگانوفسفره هیدرولاز  آمپرسنجیحسگر آنزیمی زیست

(OPH) 

]41[  0/2 nM - کولیناکسیداز و استیلحسگر فوتولومینسانس دو آنزیمی کولینزیست
 با نقاط کوانتومی سیلیکون شدهاصلاحاستراز تثبیت شده برالکترود 

]15[ 0/13 μM - سنجی مبتنی بر آنزیم ارگانوفسفره هیدرولاز حسگر رساناییزیست
(OPH) 

]42[  0/8 nM 
خطی گسترهدو   

 nM 100- 2/5 و
100nM -   2 μM 

 مولکولی شده حکاکی یبسپار نانوذرات حسگر الکتروشیمیایی بر مبنای
(MIP) 

] 21 [ µM 3/0 µM 62 – 06/0 استرازکولینمبتنی بر آنزیم استیلحسگر زیست 
 µM 33/0 µM 4/98-3/3 HPLC پژوهش حاضر

 μM 0/56 پژوهش حاضر

 خطی گسترهدو 
µM4/2 – 5/1 و 
µM 5/11 – 5/5 

 حسگرزیست

 

 برای یک نمونه مجهول HPLCاز  دست آمدهبهنتایج با  اکسیدازآنزیمی کولینتک حسگرزیست یسه نتایجمقا

 دیازینون صنعتی با غلظت برای یک نمونه HPLCاز  دست آمدهبهبا نتایج  شدهساخته حسگرزیست برای مقایسه نتایج       

 دازیاکسنیهمراه با کول دارلیکربوکس یکربن یهابا نانولوله شدهاصلاح یکربن یلکترود چاپا آمپرسنجی-زمانپاسخ  ابتدا ،مجهول

دست آمد هنمونه مجهول ببا  گذاریخانهگرم قهیدق 30پس از  نیکول mM 1در محلول  و نیکول mM 1شده در محلول  تیتثب

دست آورده هب 9شکل  آمپرسنجی-زماننمودار دو ف جریان گیری مقدار دیازینون نمونه مجهول، اختلابه منظور اندازه. (9)شکل 

 60 ،دیازینون در نمونه مجهول مقدار ،8شکل  واسنجیدست آمده از منحنی هب خط شد و با قرار دادن مقدار جریان در فرمول

 دست آمد.هدرصد ب

 60 ،دیازینون در نمونه مجهول مقدار ،8شکل  واسنجیدست آمده از منحنی هب خط شد و با قرار دادن مقدار جریان در فرمول

 دست آمد.هدرصد ب

 
با  شدهاصلاحالکترود چاپی کربنی  آمپرسنجی-زمانپاسخ  9 شکل

اکسیداز تثبیت شده در محلول نی همراه با کولینهای کربنانولوله
دقیقه  30 کولین پس از mM 1در محلول  )الف( و mM 1 کولین

 با نمونه مجهول )ب( گذاریخانهگرم
    

دست آمد )شکل هب HPLCروش  با استفاده از لیتریندر حلال استو ppm  10غلظتمربوط به نمونه مجهول با  سوانگار ،سپس 

مقدار سطح زیر پیک نمونه و  فنی نونیازید هایمربوط به نمونه یسوانگارها کیپ ریسطح ز واسنجی یمنحنتفاده از با اس .(10

 .شدمحاسبه  سم دیازینون موجود در نمونه مجهولمجهول، مقدار دقیق 

  

 

m
A

U
 

min 

  لیتریدر حلال استون ppm  10با غلظت  مجهولسوانگار مربوط به نمونه  10 شکل
 

 

با  اصلاح شده  کربنی  چاپی  الکترود  زمان-آمپرسنجی  پاسخ  ابتدا 
تثبیت  کولین اکسیداز  با  همراه  کربوکسیل دار  کربنی  نانولوله های 
شده در محلول mM 1 کولین و در محلول mM 1 کولین پس 
از 30 دقیقه گرم خانه گذاری با نمونه مجهول به دست آمد )شکل 
9(. به منظور اندازه گیری مقدار دیازینون نمونه مجهول، اختلاف 
جریان دو نمودار زمان-آمپرسنجی شکل 9 به دست آورده شد و 
با قرار دادن مقدار جریان در فرمول خط به دست آمده از منحنی 
درصد   60 مجهول،  نمونه  در  دیازینون  مقدار   ،8 واسنجی شکل 

به دست آمد. 
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سپس، سوانگار مربوط به نمونه مجهول با غلظتppm  10 در 
حلال استونیتریل با استفاده از روش HPLC به دست آمد )شکل 
10(. با استفاده از منحنی واسنجی سطح زیر پیک سوانگارهای 
مربوط به نمونه های دیازینون فنی و مقدار سطح زیر پیک نمونه 
مجهول  نمونه  در  موجود  دیازینون  سم  دقیق  مقدار  مجهول، 

محاسبه شد.
یعنی   مجهول  نمونه  پیک  زیر  سطح  دادن  قرار  با 

واسنجی  منحنی  خط  معادله  در   183/197  mAU*S

دیازینون  درصد  کردن  لحاظ  با   )y=  29/198  x  +  5/2416(
نمونه  در  موجود  دیازینون  مقدار   ،)%95( فنی  نمونه  در 
مقدار با  مقدار  این  مقایسه  از  آمد.  به دست   %57/9  مجهول 

کولین اکسیداز  تک آنزیمی  زیست حسگر  از  آمده  به دست   %  60
ساخته شده  زیست حسگر  خطای  درصد  مجهول،  نمونه  برای 

نسبت به نتیجه به دست آمده از سوانگاری 3/5 % است. 

شکل 10 سوانگار مربوط به نمونه مجهول با غلظت ppm  10 در حلال استونیتریل

 60 ،دیازینون در نمونه مجهول مقدار ،8شکل  واسنجیدست آمده از منحنی هب خط شد و با قرار دادن مقدار جریان در فرمول

 دست آمد.هدرصد ب

 
با  شدهاصلاحالکترود چاپی کربنی  آمپرسنجی-زمانپاسخ  9 شکل

اکسیداز تثبیت شده در محلول نی همراه با کولینهای کربنانولوله
دقیقه  30 کولین پس از mM 1در محلول  )الف( و mM 1 کولین

 با نمونه مجهول )ب( گذاریخانهگرم
    

دست آمد )شکل هب HPLCروش  با استفاده از لیتریندر حلال استو ppm  10غلظتمربوط به نمونه مجهول با  سوانگار ،سپس 

مقدار سطح زیر پیک نمونه و  فنی نونیازید هایمربوط به نمونه یسوانگارها کیپ ریسطح ز واسنجی یمنحنتفاده از با اس .(10

 .شدمحاسبه  سم دیازینون موجود در نمونه مجهولمجهول، مقدار دقیق 

  

 

m
A

U
 

min 

  لیتریدر حلال استون ppm  10با غلظت  مجهولسوانگار مربوط به نمونه  10 شکل
 

 

نتیجه گیری
در میان مواد بسیار سمی شناخته شده، ترکیب های آلی فسفره 
مانند دیازینون پس از استفاده انسان از آن به عنوان سم برای دفع 
آفات نباتی، وارد محیط زیست و درنهایت زنجیره غذایی جانداران 
سم  این  تشخیص  برای  مناسبی  ابزار  زیست حسگرها  می شود. 
کم  مقادیر  سریع  تشخیص  به منظور  حاضر،  پژوهش  در  هستند. 
آفت کش دیازینون، زیست حسگر تک آنزیمی مبتنی بر مهار آنزیم 
نانولوله های  به کارگیری  با  شد.  ساخته  و  طراحی  کولین اکسیداز 
افزایش سطح  به دلیل  )MWCNTs( در ساختار حسگر،  کربنی 

انتقال  بهبود  نیز  و  نانوساختارها  کاربرد  از  ناشی  الکترود  مؤثر 
پاسخ  سم،  حامل  الکترولیت  و  )حسگر(  الکترود  بین  الکترونی 
توجهی  قابل  به طور  دیازینون  مقدار  تعیین  برای  آن  گزینش پذیر 
افزایش یافت. در این پژوهش، نشان داده شد که درصد خطای 
تعیین مقدار دیازینون در نمونه مجهول با استفاده از زیست حسگر 
سوانگاری از  آمده  به دست  نتیجه  به  نسبت  آنزیمی   تک 

 3/5 % است. با توجه به نتایج به دست آمده این حسگر پایداری 
تشخیص  برای  کاربردی  مزایای  و  مناسب  نسبی  تکرارپذیری  و 

مقدار دیازینون است.
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Abstract: Organophosphorus compounds enter the environment naturally or after human use as 
pesticides or chemical fertilizers, and ultimately enter the food chain of organisms. Due to their 
undesirable effects, it is absolutely necessary to detect these toxins at very low concentrations 
before they enter the life cycle. Biosensors are suitable tools for detecting these toxins. In this study, 
a mono-enzyme biosensor based on inhibiting the cholineoxidase enzyme with its immobilization 
on a modified electrode with carboxylate carbon nanotubes was fabricated and in the presence of 
1mM enzyme substrate )choline chloride(, the minimum detection limit for diazinon was obtained 
(0.56 μM( and two linear ranges (1.5- 2.4 μM and 5.5-17.5 μM( was observed. The detection of 
low concentrations of diazinon by this biosensor and high performance liquid chromatography 
)HPLC( were compared. The result of the biosensor had 3.5% error relative to HPLC.

Keywords: Nanobiosensor, Diazinon, Cholineoxidase enzyme, Carboxylated carbon nanotube, 
HPLC
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