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   کربنی هاینانولوله و از نافیون  استفاده تثبیت آنزیم لاکاز با

 و بیوسنسورها زیست سوختی های پیل بیوکاتددر 

‌احمدی‌‌معصومه

 ایران، بانه، گروه زیست شناسی دانشگاه پیام نور بانه

 (50/00/0316 :؛ تاریخ پذیرش50/05/0316: تاریخ دریافت)

  چكیده

انواع . تواند انرژي شیمیایی را به انرژي الکتریکی تبدیل کندمی  پیل زیست سوختی .امروزه تقاضا براي انرژي پاک رو به افزایش است
با هدف تولید انرژي ، هاها و حتی میکروارگانیزمآنزیم، هاتوانند از بیوکاتالیستاند که میهاي زیست سوختی طراحی شدهمختلفی از پیل

اساس کار پیل هاي زیست  .و انعطاف پذیر می باشد فشرده، پیل هاي زیست سوختی آنزیمی مقرون به صرفه. الکتریکی استفاده نمایند
با  با روش ساخت الکترود انتقال مستقیم الکترون آنزیم لاکاز .انتقال الکترون از آنزیم به سطح الکترود و بالعکس می باشد، سوختی آنزیمی

ر نافیون گیراندازي شده و از آنجائیکه پلیمر نافیون لاکاز توسط پلیم. بررسی شد  چند دیواره هاي کربنینانولولهپلیمر نافیون و  استفاده از
. شد  جهت تسهیل انتقال الکترون استفاده  هاي کربنی چند دیواره غیرهادي است در نتیجه نانولوله، نقش انتقال یون پروتون را ایفا کرده

میکرومولار اودیانیزیدین بعنوان سوبستراي  05میکروآمپر در محلولی با غلظت 075یک پیک با بیشینه جریان ، نتایج ولتاموگرام چرخه اي
ولتاموگرام چرخه اي بیوکاتد نشان داد که تثبیت آنزیم لاکاز با  ههمچنین نتیج. نشان داد  چند دیواره هاي کربنینانولولهپلیمر نافیون و 

تواند براي ساختن بیوکاتد پیل هاي زیست سوختی بنابراین این روش می . استفاده از نافیون و نانولوله هاي کربنی چند دیواره موثر می باشد
 .و بیوسنسورها بکار رود

 واژگانکلید

 .هاي کربنی چند دیواره نانولوله، نافیون، آنزیم لاکاز تثبیت، پیل زیست سوختی، بیوکاتد

                                                        

 رایانامه، نویسنده مسئول :maasomeahmadi@yahoo.com 

mailto:maasomeahmadi@yahoo.com
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 مقدمه 

ها های زیست سوختی که بر اساس آنزیمپیل
یک وسیله الکترونیکی زیستی ، شوندطراحی می

قادرند با استفاده از ویژگی واکنشهای  که هستند
انرژی شیمیایی را به انرژی الکتریکی تبدیل ، آنزیمی

، های زیست سوختیدر این گروه از پیل .(1) نمایند
یک آنزیم اکسیدکننده روی الکترود آند و یک آنزیم 

با . گرددروی الکترود کاتد تثبیت می، احیاکننده
، اکسیدکننده شدن سوبسترا توسط آنزیماکسید

سپس این الکترون بوسیله مدار . شودالکترون تولید می

حرکت نموده و در الکتریکی به سمت الکترود کاتدی 
کننده الکترون مذکور را دریافت و آنجا آنزیم احیا

بنابراین الکترون در  .نمایدسوبسترای خود را احیا می
بین الکترود آندی و کاتدی حرکت نموده و ، مدار

 (. 1شکل) (5)د گردالکتریکی تولید می جریان

سوختی از  های زیستدر نوع دیگری از پیل
این . شود های انتقال الکترون استفاده می واسطه
ها به عنوان یک هادی عمل نموده و الکترون را واسطه

آنزیم به سطح الکترود کاتدی منتقل  فعالاز تونل 
بین جایگاه  بنابراین ارتباط الکتریکی مناسب. نمایند می

به کمک این . گردد فعال آنزیم و سطح کاتد ایجاد می
 شودپیدا کرده و پایدارتر می ها جریان افزایشواسطه

 (. 1شکل)

 
انتقال مستقيم الکترون از جايگاه  (a) مکانيزم انتقال الکترون -1شکل 

انتقال الکترون از جايگاه فعال آنزيم به  (b) فعال آنزيم به سطح الکترود

 . سطح الکترود به وسيله مواد واسطه

های اخیر علاقه مندی به تحقیق در  در سال

خصوص ابزارهای جمع آوری انرژی همچون پیل های 

دلایل این . فته استزیست سوختی آنزیمی افزایش یا

های زیست سوختی آنزیمی شرایط خاص  علاقه به پیل

 pHو  C04-04°) معتدلقابلیت اجرا در شرایط 

بدون آلودگی محیط ( شایط فیزیولوژیکی نزدیک به

 ،های اجرایی خوب به دلیل ویژگی(. 1)باشد  زیستی می

به پیل های زیست سوختی آنزیمی با توجه به استفاده 

و در کاربردهایی که نیازمند شرایط دماهای بالا 

 (.11و  11)های شدید توجه زیادی شده است  واکنش

شود که منجر تثبیت آنزیم به فرایندهایی گفته می

به نگهداری مولکول آنزیم و مستقر شدن آن بر روی 

به طوری که ، یک منطقه یا ناحیه کاملاً مشخص شود

آنزیم . بتواند فعالیت کاتالیکی خود را به دست آورد

تثبیت شده در مقایسه با آنزیم طبیعی دارای چندین 

 توان به مواردی مثل افزایشباشد که میمزیت می

امکان ، سهیل بازسازی و تخلیص آنزیمت، پایداری

استفاده مجدد از آنزیم و کارکرد پیوسته آنزیم در 

و  00و11 و18 و10)های آنزیمی اشاره نمودفرایند

05.) 

از آنزیم های کاربردی در پیل های زیست سوختی 

(. 0شکل) به ویژه به عنوان کاتد آنزیم لاکاز می باشد

 یف شده استلاکاز نخستین بار توسط یوشیدا توص

هایی است که لاکاز یکی از نخستین آنزیم(. 08)

، در طی چند سال اخیر، با این حال. توصیف شده است

. کار روی کاربردهای لاکاز توسعه یافته است

ی کاتدهای کاربردهای گزارش شده شامل توسعه

ا بیوسنسوره، (5) های زیست سوختیاکسیژن در پیل

( 0)نگبری خمیر کاغذ تجزیه زیستی سبز شامل ر، (1)

( 13) های ایمن شناسیو نشاندار کردن در سنجش

یک گلیکوپروتئین چند مسی است و لاکاز . باشدمی

که  دارند kDa 383تا  kDa 50وزن مولکولی بین 

(. 11 و 16و  10و 0 ) دهای قارچی داربستگی به گونه

Cu) مس 0آنزیم لاکاز شامل 
2+

با یک مرکز فعال  (
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و یک خوشه دارای سه مس ( (T1) 1وعمس ن)نزدیک 

. باشدمی (T3) 3مس نوع  0و  (T2) 0با یک مس نوع 

گیرد و الکترون را از سوبسترای احیا شده می T1مس 

دهد که اکسیژن انتقال میT2/T3آنرا به خوشه مس 

به  T3شود و مس به آب احیا می T2مولکولی در مس 

 (.1و  5و 0)کندعنوان مخزن الکترون عمل می

 
 .ساختار لاکاز -2شکل 

تثبیت آنزیم هم به روش شیمیایی و هم به روش 
نافیون به علت فاصله کم و . فیزیکی امکان پذیر است

در  مناسب بین هادی الکترونیکی و جایگاه فعال آنزیم
های تثبیت به منظور انتقال موارد مختلفی از روش

نافیون یک (. 00) مستقیم الکترون گزارش شده است

کوپلیمر  -تترافلورواتیلن سولفوناته بر پایه فلوروپلیمر

  توسط والتر گروت 1164است که در اواخر دهه 

نافیون اولین دسته از پلیمرهای . کشف شده است
سنتزی با خصوصیات یونی است که یونومرها نامیده 

خصوصیات خاص یونی نافیون از (. 3شکل )د انشده
ر منتهی شده با ات ترکیب گروههای پرفلورووینیل

  های سولفونات روی یک ساختار تترافلورواتیلنگروه
نافیون توجه (. 0شکل )است   ناشی شده( تفلون)

 زیادی برای کاربرد در غشاهای انتقال دهنده پروتون
(PEM) های سوختی به دلیل پایداری پیل برای

ت مکانیکی و حرارتی عالی به خود جلب کرده اس

(15.)  

                                                        
1. Walther Grot. 

ها برای چند روز پایدار هستند محلولها در آنزیم

ها پایدار در حالی که وقتی تثبیت شوند برای ماه

از آنجاکه یکی از موانع اصلی (. 15)خواهند بود

های زیست سوختی بر پایه آنزیمها طول عمر آنزیم  پیل

با تثبیت آنزیم در یک ، های مورد استفاده می باشد

یل یک لایه غشاء روی سطح الکترود که منجر به تشک

می توان طول ، پایدار شیمیایی و مکانیکی می شود

عمر آنزیم را افزایش داد و به این ترتیب بر این مشکل 

بیشتر از یک دهه گذشته هلر و . غلبه نمود

های زیست پیل( 14)و کاتز و ویلنر ( 8)همکاران

روز  14سوختی آنزیمی را توسعه و طول عمر آنها را تا 

 .افزایش دادند

روز برای اغلب 14بیشتر از  این حال طول عمر با

های زیست در بیشتر پیل. وسایل مورد نیاز است

ای که کاتالیت را در سطح پیوند دهنده H2O2سوختی 

نافیون یک پلیمر . نافیون است، داردالکترود نگه می

مبادله کننده یون پروتون است که خصوصیات عالی به 

بنابراین از (. 01)ارد دعنوان یک هدایت کننده یون 

بروماید برای اصلاح کردن نافیون  تترابوتیل آمونیوم

آلی برای تثبیت نافیون محیط ایده. شوداستفاده می

 (. 11 و 1)کند آنزیم فراهم می

 
 . نافيون فرمول شيميايی -3 شکل

مهمترین توجه به تثبیت ماتریکس بر اساس 

، ز شده استآغا (15) نافیون توسط مینتر و همکارانش

های چهارگانه آمونیوم که در آن اصلاح پلیمر با نمک

در ، کندها فراهم میمحیط مناسبی برای بیوکاتالیست

 کنداش را حفظ میحالی که خصوصیات الکتریکی

گرین نافیون خنثی شده اغلب همراه با متیلن (.5شکل)

روی ورقه کربنی برای   که، استفاده شده است

( 01) و پیرووات (03 و 04 و 0) ولاکسیداسیون اتان
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نافیون محیط مناسبی را  .الکتروپلیمریزه شده است

 (.00) دکنبرای تثبیت لاکاز فراهم می

 
 . ساختار نافيون -4شکل 

 

 
 MWCNT/laccase/Nafionساختار  -5 شکل

 ها مواد و روش

نانوتایمز چین با ) های کربنی چند دیواره نانولوله

-او، Sigma-Aldrich)) لاکاز آنزیم، %(15خلوص 

متیل تری متوکسی سیلان ، Sigma))دیانیزیدین 

(MOMTM) ((Aldrich ، کربن سرامیک الکترود

(CCE)((Aldrich ، تترامتوکسی سیلان(OMTM )

((Aldrich ،0 ایتل بنزوتیازولین -3)بیس -آزینو -0و- 

، (Merck)اسید کلریدریک ، (ABTS) (سولفونات -6

( MT-300)پودر گرافیت ، %34ن پراکسید هیدروژ

((Sigma -Aldrich ، میکرومتر 05/4فیلتر با قطر .

از دستگاه   با استفاده ای آزمایشات ولتامومتری چرخه

-DRP مدل Drop Sensاسپانیایی پتانسیوگالوانومتر 

STAT200 در غلظت مربوطه، هر آزمایش. انجام شد ،

  .گرفتانجام کامل   چرخه  سه  و در هر مرتبه  مرتبه  سه

از پلیمر نافیون و استفاده  با استفاده ساخت بیوکاتد

به عنوان هادی   چند دیواره های کربنینانولولهاز 

 .الکترون روی الکترود

در این پژوهش ساخت الکترود کاتدی با استفاده از 

مد نظر  های کربنآنزیم لاکاز و با به کارگیری نانولوله

، اخت این الکترود کاتدیاولین مرحله در سبوده که 

برای انجام این . باشدفعال نمودن سطح الکترود کار می

 :گرفتکار مراحل ذیل انجام 
 های کربنی فعال نمودن نانولوله .1

های کربنی فعال شده به الکترود  اتصال نانولوله .0

 . کار فعال شده

 های کربنی  فعال نمودن نانولوله (الف

به وسیله   نی چند دیوارههای کرب نانولولهسازی فعال

انجام  1روش معرفی شده توسط لویی و همکارانش

طبق این روش به منظور فعال نمودن (. 06)گرفت

 های کربنی نانولولهمیلی گرم  0، های کربنی نانولوله

لیتر محلول سولفوریک اسید میلی 14به  چند دیواره

(H2SO4) و نیتروس اسید(HNO2) 1:3با نسبت  اشباع 

ساعت  0سپس محلول فوق برای مدت . دیگردفه اضا

. گرفتهرتز قرار 55 در حمام سونیکاسیون با قدرت

شسته شده و  چند دیواره های کربنی نانولولهسپس 

میکرومولار جمع آوری  05/4 توسط فیلتری با قطر

که آب خارج شده  یافتاین فرایند تا جایی ادامه . دش

  ربنی چند دیوارههای ک نانولولهدر اثر شسته شوی 

 .شد خنثی pHدارای 

 های آمینیفعال نمودن الكترود کار با گروه (ب

های آمینی فعال سازی سطح الکترود کار با گروه

بایست سطح در مرحله اول می. استشامل دو مرحله 

                                                        
1. Liu et al. 
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در . های کربوکسیل فعال گرددالکترود کار با گروه

 کارد دار به الکترومرحله دوم ترکیب سیلانه آمین

تا این ترکیب . شودهای کربوکسیل اضافه حاوی گروه

کربوکسیل موجود روی  هایاز طریق سیلان به گروه

متصل شده و گروه آمین آن به صورت آزاد  کارالکترود 

 های کربوکسیل موجود درتا به گروه، باقی بماند

 .متصل گردد  چند دیواره های کربنینانولوله

از طریق تیمار  کارالکترود مرحله اول فعال نمودن 

در این روش محلولی از . گرفتالکتروشیمیایی صورت 

با % 34و پراکسید هیدروژن  %18اسید سولفوریک 

یک  کارسپس روی الکترود . گرددتهیه می 1:3نسبت 

در این زمان الکترود . گرفتقطره از محلول فوق قرار 

اه را را به دستگاه پتانسیوگالوانومتر متصل و دستگ کار

 V/s 1/4ای با سرعت روبشروی روش ولتامتری چرخه

چرخه  5 -14 وقرار داده  -5/4 و+ 1/4 و ولتاژ بین

از قطره ریخته شده ، در این حالت. شدکامل انجام 

که ناشی از ، شدهایی خارج حبابکارروی الکترود 

 و در نتیجه تشکیل گاز کاراکسیداسیون کربن الکترود 

CO2 های فعال کربوکسیل ین تیمار گروهدر اثر ا. است

تشکیل شده و به این ترتیب الکترود  کارروی الکترود 

 . دیگردفعال  کار

الکترود در ، کاردر مرحله دوم فعال نمودن الکترود 

آمینوپروپیل تری متوکسی  -3ترکیب  از دو% 5محلول 

برای  3در حلال تولوئن 0و آمونیوم پر سولفات 1سیلان

تا ترکیب . گرفتقرار  ر دمای اتاقساعت د 08مدت 

های کربوکسیل سیلانه فوق از طریق سیلان به گروه

متصل شده و گروه آمین آن به  کارروی الکترود 

های کربوکسیل تا به گروه، صورت آزاد باقی بماند

 .متصل گردد  های کربنی چند دیواره نانولوله موجود در

                                                        
1. Aminopropyltrimethoxysilan 

2. Amonium persulfate(APS) 

3. Toluene 

 کاربه الكترود های کربنی فعال شده اتصال نانولوله (ج

 فعال شده

های  هدف اصلی از اصلاح نمودن الکترود و نانولوله

این دو جز ، کربنی این است که با ایجاد سرهای آزاد

های کربنی  اتصال نانولوله. مهم به یکدیگر متصل شوند

به وسیله انکوبه  کارفعال شده به انتهای آمینی الکترود 

در  MWCNT/DMF نمودن الکترود در محلول

دی سیکلوکربادی  1-3میلی گرم ترکیب  5/4حضور

در . شدبرای مدت یک روز در دمای اتاق انجام  0ایمید

های کربنی که دارای انتهای فعال ناشی  نتیجه نانولوله

از گروههای کربوکسیل هستند به گروه آمینی ترکیب 

متصل  کارسیلانه تثبیت شده روی سطح الکترود 

 1با سونیکاسیون  MWCNT/DMFمحلول. شدند

 DMFمیلی لیتر از حلال  1در  MWCNTمیلی گرم 

در این صورت با انجام . شددقیقه تهیه  3-5به مدت

مراحل فوق اولین مرحله در ساخت این بیوکاتد که 

د به بوهای کربنی  با نانولوله کاراصلاح نمودن الکترود 

 مرحله دوم اتصال آنزیم لاکاز به(. 05) دیرساتمام 

با تثبیت آنزیم کاتدی که در این ، ترود اصلاح شدهالک

ساخت بیوالکترود کاتدی ، پژوهش آنزیم لاکاز است

 .شدتکمیل 

 الكترود اصلاح شده  به روش اتصال آنزیم لاکاز (د

 -1میلی مولار از ترکیب  044بدین منظور محلول 

کربودی ( دی متیل آمینو پروپیل -3) – 3-اتیل

میلی مولار از  54در محلول  ساعت 1به مدت  5ایمید

 قرار مولار6هیدروکسی سوکسین ایمید -ترکیب ان

فعال گروههای کربوکسیلی روی الکترود  تا استر فتگر

سپس آنزیم لاکاز با . کار مدیفای شده تشکیل گردد

میلی گرم بر میلی لیتر در بافر فسفات سدیم  1غلظت

میلی مولار حل شده و به محلول فوق اضافه  1/4

                                                        
4. Dicyclocarbodiimide (DCC). 

5. Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)Carbodiimide 

(EDC). 

6. N- HydroxySuccinimide (NHS). 
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درجه  05و به مدت دو ساعت در دمای . گردد می

 انکوبه در حضور الکترود مدیفای شده، سانتیگراد

 (. 05) دیگرد

  انتقال الکترون آنزیم با قرار گرفتن بیوکاتد ساخته

دیانیزیدین در بافر  –های مختلف او غلظتدر   شده

مولار تهیه و الکترود کار با  0/4(pH=5) فسفات

  اندازه Drop Sens ه پتانسیوگالوانومتراز دستگا  استفاده

سطح الکترود ، پس از فعال سازی الکترود. گیری شد

به وسیله آب مقطر شستشو و پس از خشک شدن 

میلی لیتر متیل تری متوکسی سیلان  1، الکترود

(1
MOMTM ) درصد  5 میکرولیتر نافیون 14و سپس

و پس از  ای روی الکترود قرار گرفتبه صورت قطره

با غلظت   چند دیواره های کربنینانولوله، شدنک خش

میلی گرم بر میلی لیتر روی سطح الکترود ریخته  1

آنزیم  ،پس از خشک شدن کامل سطح الکترود. شد

 04و  میلی گرم بر میلی لیتر تهیه 1لاکاز با غلظت 

ای روی الکترود کار میکرولیتر از آن به صورت قطره

بیوکاتد ، کامل الکترودپس از خشک شدن . گرفتقرار 

 . شدآماده 

 نتایج و بحث

از آنجایی که روش های تثبیت شیمیایی ممکن 

است روی فعالیت آنزیم اثر بگذارد یک روش فیزیکی 

برای این هدف لاکاز . مطالعه شد( کپسوله کردن آنزیم)

نافیون پلیمر تبادل . پلیمر نافیون کپسوله شد بوسیله

دهنده ی پروتون نمی  پروتون می باشد اما انتقال

نانولوله های کربنی انتقال الکترون را تسهیل می . باشد

ولتاموگرام چرخه ای بیوکاتد ساخته شده با . کند

استفاده از نافیون و نانولوله های کربنی چند دیواره در 

در  V 0/1و -6/4با پتانسیل بین  V/s1/4 سرعت روبش

وکسی را مولار هیچ پیک رد 1/4محلول اودیانیزیدین 

وکس در نتیجه پیک های رد(. a6-شکل )نشان نداد

                                                        
1. Methyltrimethoxysilane (MTMOS). 

، هنگامی که لاکاز روی سطح الکترود تثبیت شد

ولتاموگرام چرخه ( b-6)در شکل . بدست آمده است

ای بیوکاتد ساخته شده بوسیله نافیون و نانولوله های 

 pH=5مولار 0/4کربنی چنددیواره و بافرفسفات پتاسیم 

و اختلاف پتانسیل  V/s1/4 و سرعت روبشی C°05در 

میکرومولار  5و غلظت  V 0/1و  -6/4 بین

این نشان می دهد که . اودیانیزیدین ثبت شده است

ولت یک جریان بهبود یافته  5/4 و دره   فاصله بین قله

میکروآمپر  64و بیشترین جریان  Ag/AgClنسبت به 

ولت در  -0/4پیک کاهشی در . به دست آمده است

Ag/AgCl  میکروآمپر بدست  -55کمترین جریان با

 . آمده است

نتایج ارتباط الکتریکی بین جایگاه فعال لاکاز و 

بعلاوه اختلاف  .نشان می دهد سطح الکترود را

ولت افزایش می یابد و  1/4پتانسیل بین قله و دره در 

این . تغییر غیرعادی دره در ناحیه منفی اتفاق می افتد

یده آل واکنش آنزیم ها مسئله به دلیل چرخش غیر ا

که قادر به کاتالیز واکنش های برگشت پذیر آنزیمی در 

 . پتانسیل مشخص می باشد

 
 

نافيون و  با استفاده از ولتاموگرام چرخه ای لاکاز تثبيت شده -6 شکل

بافر فسفات  ،V/s1/0در سرعت روبشی  نانولوله های کربنی چندديواره

مولار  1/0غلظت  :aو در  C° 25در  pH=5مولار و  2/0پتاسيم 

 ميکرومولار اوديانيزيدين و 5غلظت  :b، (بدون آنزيم)اوديانيزيدين

 c : ميکرو مولار اوديانيزيدين 10غلظت . 
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ولتاموگرام چرخه ای بیوکاتد ( c- 6)در شکل 

ساخته شده بوسیله نافیون و نانولوله های کربنی 

در  pH=5مولار  0/4فسفات پتاسیم چنددیواره در بافر 

C° 05  و سرعت روبشیV/s1/4  و اختلاف پتانسیل

میکرومولار  14 و غلظت V0/1و  -6/4 بین

یک جفت قله تیز و به . اودیانیزیدین ثبت شده است

خوبی مشخص پیک جریان با پیک اکسیداسیون در 

 114و بیشترین جریان  Ag/AgClولت نسبت به  30/4

ت یا ول 0/4دره در . میکروآمپر را نشان می دهد

با افزایش غلظت  .آمپر می باشد -05کمترین جریان 

میکرومولار تغییر  14میکرومولار به  5سوبسترا از 

 .ولت کاهش می یابد 10/4در  پتانسیل بین قله و دره

 (SEM)نگاره میکروسکوپ الکترونی ( 1)در شکل

نانولوله های  -نافیون، (a)نانولوله های کربنی چنددیواره

انولوله های  -آنزیم -و نافیون (b)کربنی چنددیواره

شده  نشان داده (c)کربنی چنددیواره روی الکترود 

 .است

نتایج نشان می دهد که انتقال مستقیم الکترون 

بین آنزیم و الکترود هنگامی که آنزیم بوسیله ی 

نافیون و نانولوله های کربنی تثبیت شده امکان پذیر 

یم روی الکترود اما اتصال های کوالانسی آنز. می باشد

 .ر انتقال مستقیم الکترون می شودباعث کارایی بیشت

 

 
 -آنزيم -و نافيون (b) نانولوله های کربنی چندديواره -نافيون، (a)چندديواره نانولوله های کربنی  (SEM)ميکروسکوپ الکترونی نگاره  -7 شکل

 .(c)های کربنی چندديواره روی الکترود  نانولوله
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