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چکیده
. و آنزیم گلـوکز اکسـیداز بـراي تشـخیص گلـوکز مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت         (GNp)ذرات طلا ، نانو(MWCNTs)کربنیي هالولهنانودر این مقاله 

کـاري  الکتـرود و به کمک سیسـتامین و نـانوذرات طـلا   کربنی غنی شديهالولهاز نانو(PAA)لامینآلیپلیالکترود پلاتین خالص، توسط ماده واسط 
بـراي ارزیـابی عملکـرد    . بـه کـار گرفتـه شـد    ) کاتـد (Ag/AgClدر کنار الکترود کمکـی پلاتـین و الکتـرود مرجـع     ) آند(الکترود کاري. شکل گرفت

تقطیـر شـده   از گلوکز محلـول در آب مقطـر دوبـار   )mMیا mmol/l(مولارمیلی1و 5/0، 05/0هاي بیوسنسور ساخته شده، درون ظرف حاوي غلظت
بـه الکتـرود مرجـع، جریـان تولیـد و میـزان آن توسـط        الکترود کـاري شده در اثر واکنش گلوکز در حضور آنزیم، از با انتقال الکترون آزاد. قرار گرفت

از نتـایج حاصـل از   . کـردن شـرایط بهینـه انجـام پـذیرفت     همچنین طراحی آزمایش نیز به منظور پیدا. گیري قرار گرفتدستگاه پتانسیواستات مورد اندازه
pHسـفات مشـخص گردیـد کـه بیشـترین جریـان تولیـدي در        فهاي متفاوت بافرpHهاي گلوکز ودر غلظتو طراحی آنالیز تاگوچی انجام آزمایشات 

کـاري غنـی   پلاتـین براي الکتـرود ) مولار001/0و غلظت =6pH(میزان جریان تولیدي در شرایط بهینه . باشدمیخنثی و بیشترین غلظت گلوکز نزدیک 
% 1/8افـزار تنهـا  مقایسـه بـا شـرایط بهینـه بـه دسـت آمـده از نـرم        آمپر به دست آمد که بامیلی57/21کربنی هايبا نانولوله) اصلاحی یا تثبیت شده(شده

.بیوسنسور ساخته شده استيکه نشان دهنده حساسیت بالاانحراف محاسبه شد 

.یتاگوچروش طلا،اتنانوذرداز،یگلوکز اکسمی، آنزیکربنيها، نانولولهنیالکترود پلات: هاي کلیدياژهو

مقدمه-1

بیوسنسور از دوکلمه بیو و سنسور تشکیل شده است، بیـو بـه   
بـه همـین   . باشـد معناي زیست و سنسور به معنی حسـگر مـی  

یـک  . گوینـد به بیوسنسورها، زیسـت حسـگر نیـز مـی    منظور 
بیوسنسور در حقیقـت شـامل یـک حسـگر کوچـک و مـاده       

از آنجــا کــه  . باشــدبیولوژیــک تثبیــت شــده بــر آن مــی    
هـاي  بیوسنسورها ابـزاري توانمنـد جهـت شناسـایی مولکـول     
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ه از آنهــا در علــوم مختلــف بهــره باشــند، امــروززیســتی مــی
اي هـاي زنـده  در واقع مولکولهاي زیستی گیرنده.گیرندمی

هـاي مولکـولی،   هـا، گیرنـده  هـا، میکروارگانیسـم  مانند آنزیم
باشـند کـه   مـی ... هـا و  ها، نوکلئیـک اسـیدها یـا بافـت    سلول

کننـد و بـا ایجـاد تغییـرات     آنالیت مورد نظر را شناسـایی مـی  
ــوژیکی مــی یزیکــیف ــام بیول اتصــال . فرســتندو شــیمیایی، پی

تغییر در یـک یـا بـیش از یـک خاصـیت      به راختصاصی منج
، انتقـال الکتـرون، انتقـال    pHنظیر تغییـر (زیکی و شیمیایی یف

شـده و ممکـن اسـت ایـن     ) حرارت، جذب یا رهایش گازها
هـا بـراي ایـن کـه بـه      آنـزیم . دتغییر با مبدل اندازه گرفته شو

سوبسترا بچسـبند داراي محـل خاصـی بـه نـام جایگـاه فعـال        
اراي جایگاه فعال خاصی است که براي آنزیمی دهر. هستند

سوبستراي خاصی تعریف شده است و اختصاصی بودن عمل 
هـا  عملکرد بسیاري از آنزیم.ها هم به همین دلیل استآنزیم

هـاي  یا احیا اسـت کـه بـا روش   اسیون وشامل فرآیند اکسید
. ]1،2[تالکتروشیمیایی قابل آشکارسازي اس

هـا و شناخت تاثیر آنزیمآنزیمرويها زمایشآشروع کار و 
بـا  ، زیـاد محسـوس نبـود   1970تـا اواسـط   و 1960تا قبـل از 

کار با آنزیم ناخالص براي انـواع  1951ستلر در وجود اینکه 
بـر روي پراکسـید  1845اوسـانا از اواسـط   ومسایل تحلیلـی 

هیدروژن و استفاده از آنزیم را مورد بررسی قرار داده بودنـد  
افزون آنـزیم در اسـتفاده از بیوسنسـورها و بـه     ولی رشد روز

خصوص سنسورهاي آمپرسـنجی بـا آنـزیم خـاص در علـوم      
شـکل  بـه ایـن طـرف    1970خاص و کاربردهاي تجـاري از  

به خصوص بیوسنسـور کار با بیوسنسورهاي]. 3[گرفته است
پایه آنزیم گلوکز اکسیداز به دلیـل  الکتروشیمیایی گلوکز بر

زمـان  پذیري،، انتخابیت بالاانند حساسدارا بودن شرایطی م
نزیم در حضور این آ.در حال افزایش است... پاسخ کوتاه و

تولیـد گلوکونیـک اسـید   ، گلـوکز اکسـید کـردن   اکسیژن و 
FADکند در حالی کـه کـوآنزیم   می)گلوکورونیک اسید(

،هاي طبیعـی آنزیمـی  در واکنش. یابدکاهش میFADH2به 
ــیژن از  ــول اکس ــایش مولک ــه FADH2اکس ــاق FADب اتف

1واکـنش (یابدکاهش میH2O2به O2افتد در حالی که می

ــدازهH2O2.)2و ــط ان ــایی و  توس ــنجی، شناس ــري آمپرس گی
و پـس از انتقـال الکتـرون،   گـردد  غلظت گلوکز نمایـان مـی  

گیــري غلظــت گلــوکز محلــول بــه روش آمپرســنجی انــدازه
.]5،4[شودمی

Glucose+O2→Gluconolactone+H2O2 )1 (

H2O2→O2+2H++2e- )2(

آمپرسنجی گلوکز به دلیل سـادگی و سـرعت بـالا    بیوسنسور
ــراي تتــرین روشیکــی از رایــج شــخیص گلــوکز آزاد هــا ب

هزینه آزمایشات را کـاهش  بیوسنسورها زمان و این . باشدمی
ــا  ــی اطمین ــزایش   داده و از طرف ــول را اف ــلامت محص ن از س

گیـري  بیوسنسورها همچنین براي شناسایی یـا انـدازه  . اندداده
ایـن . اندبه کار گرفته شدههاي مداوم نیز ها در سیستمآنالیت
بـراي  مخـرب  ، غیردر واقع ایجاد کننده روشی سـریع وسایل

. باشندمیکنترل کیفی یک محصول 
امروزه اغلب با اصـلاح الکتـرود کـاري بـه کمـک نـانومواد       

پلاتین ،نقره،کربنی و نانو فلزات مانند طلايهامانند نانولوله
بـه انتقـال   منجـر (دهنـد  و غیره سطح الکترود را افـزایش مـی  

ــرون بیشــتر ــرود ) الکت ــار الکت ــرود Ag/AgClو در کن و الکت
ایش حساســیت و افــز(کــارآیی کمکــی ســعی در بهبــود   

به .]6-8[آنها دارند...) پاسخ سریع و ،پذیري مناسبانتخاب
در کشور چین بر اساس پژوهشی 2013عنوان نمونه در سال 

،نانولولــه کربنــی ،مالکتــرود کــاري از دي اکســید تیتــانی   
. سیستامین و آنزیم گلوکز اکسیداز مورد بررسی قرار گرفت

روي الکتـرود کـربن   ن کشـور  در ای ـ2014همچنین در سال 
چیتوسان و آنزیم گلوکز اکسیداز به روش لایه بـه  ،ايشیشه

لایه تحقیقات انجام گرفت و نقش این اصلاح الکترود بیشتر 
.]9،10[نمایان شد
در سـال  ایجیمـا هاي کربنی به وسـیله  نانولولهشفاز زمان ک

توجـه بـه سـاختار منحصـربفرد و     زیادي باهاي، تلاش1991
هـاي  نانولولـه . طبیعی آنهـا صـورت گرفتـه اسـت    غیرپتانسیل
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ــه دلیــل خــواص  ) کــه از مشــتقات کــربن هســتند (کربنــی ب
هـدایت الکتریکـی   فردي مانند انتقال الکتـرون بـالا،  بمنحصر

کاتـالیزوري بـالا، توانـایی    -مکانیکی-خواص شیمیاییبالا،
آن هاي متفاوت، سـایز کوچـک و وزن کـم    رشد در آنالیت

پــذیرفتن یــتشــتن اســتوانه توخــالی کــه قابلبــه دلیــل داکــه 
ــین و باشــد مــیمولکــول مهمــان در مرکــز آن  شــکل همچن

مساحت سطح ویژه دارا بودن ،علاوه بر آنهندسی خاص و 
]11-13[پایداري شیمیایی بالا و ظرفیت حرارتـی بـالا  زیاد،

تثبیـت هاي متفاوت تثبیت مانند به کمک روشبیش از پیش 
در بیوسنسـورهاي آمپرسـنجی   ] LBL]14،15لایه به لایه یـا 

، انتقـال  CNTsاثـرات یکـی از . گیرنـد مورد استفاده قرار می
هـاي  هاي شیمیایی به خصـوص واکـنش  الکترون در واکنش

ــی  ــاهش م ــداکســایش و ک ــی از روش.باش ــت یک ــاي تثبی ه
روشنانوذرات و نانو فلزات و آنـزیم روي الکتـرود کـاري    

سان و راحت، آبه دلیل ساختار است که LBLلایه به لایه یا
هـاي  حفظ فعالیت مولکولهزینه کم و همکاري بهتر مواد و 

کاتالیسـتی،  الکتروشـیمیایی در کاربردهـاي مختلـف  زیستی
سنسـورهاي بیوشـیمیایی و   والکتروشـیمیایی جشسن،تجزیه

کرده است که در این میان مطالعات غیره کاربرد زیادي پیدا
هـاي الکتروشـیمیایی کـه    در ارتبـاط بـا روش  بنیادي بیشتري 

مربوط به مکانیسم انتقال بار و تثبیت احتمالی است، در حـال  
ــام اســت  ــن مقالــه . ]16-19[انج ــاخت در ای بیوسنســور س

الکتروشیمیایی به کمک آنـزیم گلـوکز اکسـیداز بـه عنـوان      
و نانوذرات طلا براي ساخت الکترود CNTsزیستی و عنصر

در مقابـل کاري به کمک مواد واسط به روش لایـه بـه لایـه    
روش از و نیزگیردمورد بررسی قرار میAg/AgClالکترود

استفاده شده که در طراحـی  تاگوچی براي بهینه کردن نتایج
.گیردآزمایشات بیشتر مورد بررسی قرار می

هاي تجربیفعالیت- 2
مواد اولیه-2-1

،ART6125شـــماره ((GOx)آنـــزیم گلـــوکز اکســـیداز 
KU/mg50(   پلـــی آلـــی آلامـــین ،PAA) شـــمارهART

479136 ،g5( ،1-ــل ــل 3-(-3-اتی ــو پروپی ــل آمین ) دي متی
ــد ــماره (EDCکربودیمایـــ -ان، )ART424331 ،g5شـــ

، ART130672شـماره  (NHSهیدروکسی سوکسی نایمیـد 
g5 (و نانوذرات طلاGNP) از شرکت ) نانومتر24در حدود

ــد  ــداري ش ــیگما خری ــه. س ــداره نانولول ــی چندج ــاي کربن ه
MCNTs) شــــمارهART8-96-99685 ،g5 ،nm20-10 (

) 6-2802-000: کـد (ول کشور آمریکا و پودر آلومینا محص
ــرکت   ــول شـ ــوکز Metrohmمحصـ ــماره (و گلـ ARTشـ

1204667 ،g1  ــولی ــرم مولکـ ــه جـ و ) g/mol155/180، بـ
ــفات   ــدروژن فس ــیم دي هی ــرم (KH2PO4پتاس ــولی ج مولک

g/mol09/136، از ) 1-5101-1000: کیلوگرمی کـد 1بسته
: ســایر مــواد . شــرکت مــرك آلمــان خریــداري گردیــد    

، g/mol46/36جـــرم مولکـــولی(HClاســـیدکلریدریک
، اسیدســولفوریک )%37، خلــوص kg/lit19/1دانســیته
H2SO4)  جـرم مولکـولیg/mol98 دانسـیته ،kg/lit84/1 ،

g/molجرم مولکـولی (HNO3، اسیدنیتریک) %98خلوص 

NaOH، ســـود%)65، خلـــوص kg/lit40/1دانســـیته، 9/63

دوبـار تقطیـر   (دیـونیزه ، آب )g/mol08/40جرم مولکولی(
حـلال  . سیستامین از داخل کشور تهیه گردیده اسـت و) شده

در هـا  تمـام آزمـایش  اسـت و ها آب مقطر بـوده  تمام محلول
.انجام پذیرفت)Cº25(دماي اتاق 

یکربنيهانانولولهيسازآماده-2-2
ــدت    ــه م ــک ســونیکیتور ب ــه کمــک ی ــول 6ب ســاعت محل

حجمـی  1:3اسیدسولفوریک و اسید نیتریک کـه بـه نسـبت    
شود تا به این همزده میهاي کربنیباشند به همراه نانولولهمی

هاي کربنی اکسیده شود تا پیوند دوگانـه  نانولولهطریق عملا 
ــه  ــه نانولول ــیژن ب ــروه    اکس ــردد وگ ــل گ ــی متص ــاي کربن ه

. ي کربنـی قـرار بگیـرد   هـا کربوکسیل در انتهـا روي نانولولـه  
کـه  وژیهاي کربنی، به کمک دستگاه سـانتریف سپس نانولوله
دقیقه اسـت، از اسـید جـدا و بـه     بردور5000داراي سرعت
pHشـود کـه   طـر تـا زمـانی شستشـو داده مـی     کمک آب مق

آنگاه یـک مخلـوطی از مـاده واسـط بـه      . محیط خنثی گردد
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ــبت  ــی 1:1نس ــی، یعن ــی25حجم ــی میل ــر میل ــرم ب ــر ازگ لیت
لیتـر  گرم بر میلیمیلی25دي متیل کربودیماید و -3-اتیل-1

نانولولـه  گـردد و  هیدروکسی سوکسی نایمید تهیه می-از ان
شـود  دقیقه در آن خوابانده مـی 7آماده شده به مدت کربنی
ي هاوژ حلقه آروماتیکی روي نانولولهیاز اتمام سانتریفتا بعد

هـاي  در ایـن مرحلـه اسـت کـه نانولولـه     . کربنی متصل گردد
طرف دیگر نیاز است از. کربنی براي تثبیت آماده شده است

هـاي کربنـی   نانولولـه ود کاري پلاتین، براي تثبیت لایه الکتر
هاي کربنـی تنهـا و تثبیـت    لولهز نانواSEMعکس . مهیا شود

.)1شکل(شده روي الکترود پلاتین گرفته شده است 

)الف(

)ب(
هاياز نانولولهSEM)ها و بلولهاز نانوSEM)الف:1شکل 

.کربنی تثبیت شده روي الکترود پلاتین

اصلاح الکترود -2-3
و mm3و عـرض  cm5داراي طول (صفحه الکترود پلاتین 

بـه کمـک پـودر آلومینـا کـاملا      ) 9/99ضخامت ناچیز، عیار 
. شود تا سطح الکتـرود کـاملا صـیقلی گـردد    پولیش داده می

آب به /اسید کلرید/سپس یک مخلوطی از اسید سولفوریک
دقیقـه  10گـردد و بـه مـدت    تهیـه مـی  1:3:4نسـبت حجمـی   

از آلومینـا  ايذرهکه اگرالکترود در این مخلوط قرار گرفته 
مانــده، از بــین بــرود و خللــی در روي ســطح الکتــرود بــاقی
الکتـرود تمیـز و بـراق شـده، بـه      . مرحله تثبیـت ایجـاد نشـود   

دقیقـه قـرار   25الامین به مـدت  آلیطورکامل در محلول پلی
ا محلـول بـافر فسـفات شستشـو داده     سپس ب ـشود، وداده می

در انتهاي صـفحه پلاتینـی مـاده واسـط ماننـد یـک       . شودمی
الامـین داراي  آلـی پلـی . کنـد چسب عمل کرده و تجمـع مـی  

گـروه آمـین بـا گـروه     .زیـاد اسـت  مثبـت گروه آمینو با بـار  
باشد تشـکیل اسـتر داده و   کربوکسیل که داراي بار منفی می

هـاي کربنـی روي سـطح    انولولـه تـر ن این باعث اتصـال قـوي  
بـدون خشـک کـردن    ). قسمت ب1شکل (شود الکترود می

دقیقه 25سطح الکترود، نانوذره طلا و سیستامین نیز به مدت 
تـوان چنـد   تمام مراحـل قبلـی را مـی   . گرددبه آنها اضافه می

هـاي کربنـی را روي   مرتبه ادامه داد یعنی چند لایـه نانولولـه  
هاي بعدي، تنها مرحله متفاوت در لایهالکترود تثبیت کرد و

بـراي ایـن منظـور بـا قـرار دادن      . باشدمرحله تثبیت آنزیم می
شـبیه  (شـاي نیمـه تـراوا    الکترود پوشش داده شده در یـک غ 

گـرم گلـوکز   01/0از جنس سلفون که حاوي ) پوست انسان
هـاي  pHفسـفاتی بـا   لیتـر بـافر  میلـی 1اکسیداز حل شـده در  

اســت و زمــان دادن بــه آن، تثبیــت آنــزیم 8و4،6متفــاوت 
بـراي حفـظ فعالیـت    ). به عنوان بیوکاتالیست(گیردانجام می

فسفات آنزیم را قرار داده تـا  هاي فعال آنزیم، در بافرجایگاه
pH،کنترل دي تشکیل شده از گلوکورونیک اسیدمحیط اسی

استفاده از غشا این است کـه زمـانی کـه الکتـرود     دلیل. شود
در غشــا قــرار گیــرد، تمــاس بــین الکتــرود و آنالیــت کــاري 

تنها از طریـق بیوکاتالیسـت  ) گلوکز حل شده در آب مقطر(
به عبارت ساده تنها راه . است) GOx: اکسیدازآنزیم گلوکز(
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ارتباطی بین آنالیت و آنزیم از غشا است کـه باعـث جـدایی    
شـود، در  از آنزیم استفاده نمـی کهزمانی . آنها گردیده است

.گرددمینگهداريCº4ت دربافر فسفا

و قـرار  2اصـلاح الکتـرود کـاري در شـکل     روند شـماتیک  
IRعکـس  متفاوت روي سطح الکترود در هايگرفتن گروه

.آمده است3شکل

1-PLAN

-Determine objectives

-Select factors & levels
-Select Orthogonal Array and
assign factors to columns (for

Manual design)
2-DESIGN

-Select Manual or Automatic design
option from DESIGN menu.
-Select array (Manual design option)

-Describe factor and levels

3-ANALYZE

-Select analysis option
from ANALYSIS menu.

- Review results.

- Analyze results
-- Main Effects
-- ANOVA
-- Optimum

.)طراحی آزمایش(فلوچارت روش تاگوچی :4شکل 

.و روند مراحل تهیه فیلم روي) بالا(هاي کربنیشماتیکی از تهیه نانولوله:2شکل

).پلاتین(کترود کاريلاز اIRعکس :3شکل
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وسنسوریبهیته-2-4
بعــد از اصــلاح الکتــرود کــاري پلاتــین و قــرار دادن آن در  

نیمه تراوا ) گلوکز در حلال آب(غشایی که نسبت به آنالیت 
ایــن مجموعــه را در کنــار الکتــرود کمکــی پلاتــین و بــوده،

، 05/0(هـاي متفـاوت آنالیـت   در غلظـت Ag/AgClالکترود 
.دهیممیقرار)مولارمیلی1و5/0

گلــوکز از غشــاي نیمــه تــراوا بــه داخــل بــافر نفــوذ کــرده و  
کنـد و محصـول تولیـد    هاي فعال آنزیم را اشغال مـی جایگاه

الکترون به عنوان بخشی از محصول از سطح آنـزیم  .شودمی
به سطح الکترود منتشر شده و با انتقـال الکتـرون از الکتـرود   

بـا گذشـت   .گیـرد کاري به الکترود کاتد جریـان شـکل مـی   
زمان غلظت اکسیژن و گلوکز از آنالیت به الکتـرود کـاهش   
یافته و این کاهش به صورت کاهش جریان بین دو الکتـرود  

جریان تولیدي توسط دستگاه پتانسیواستات .گرددنمایان می
و اســـتفاده از 7050مـــدل ،AMELمحصـــول شـــرکت  (

.گیري قرار گرفتمورد اندازه) M70افزارسخت

طراحی آزمایش-2-5
کـه بـه کمـک روش    Qualitek-4افـزار  در این مقالـه از نـرم  

یـده  کنـد، اسـتفاده گرد  تاگوچی شرایط بهینه را مشخص می
Orthogonal(متعامـد هـاي آرایهاستفاده از با تاگوچی . است

Arrays(      تعداد آزمایشـات را بـه مقـدار زیـادي کـاهش داده
باشـد تـا   براي تمام آزمایشات نیـاز بـه سـه مرحلـه مـی     .است

فـاز  -ریـزي فـاز برنامـه  :فرآیند طراحی آزمایش شکل بگیرد
ها در حقیقت این آرایه).4شکل (فاز تجزیه تحلیل -اجرایی

هـا در  اصی، از بین تعداد کـل آزمـایش  خبا توجه به ویژگی
.شوندروش فاکتوریل انتخاب می

در مــورد ایــن کــه جــواب بهینــه حتمــا در تــاگوچی ادعــایی
شـود بلکـه بـه    اي منتخب وجود دارد را متذکر نمیهآزمایش

توان شرایط بهینه مورد ها میکمک محاسبات مربوط به آرایه
نظر و جواب را در این شرایط بهینه تعیین نمود و در پایـان بـا   
انجام تکرار آزمایش در شـرایط بهینـه و تاییـد تکرارپـذیري     

صـحت آن بـه   ) کننـده آزمایش تاییـد (ب در این شرایط جوا
، 4متفاوت pHطراحی آزمایش براي سه .]20[آید دست می

مولار انجام داده شـد  میلی1و 5/0، 05/0هاي و غلظت8، 6
و این بـدین معناسـت کـه دو فـاکتور و سـه سـطح بـراي هـر        

فاکتورها و سـطوح انتخـابی   1جدول . فاکتور انتخاب گردید
ــی را  ــان م ــنش ــدول (د ده ــطوح و  .L9)ج ــاب س ــد از انتخ بع

دهد که کار با کـدام فـاکتور   افزار نشان می، این نرمفاکتورها
باشد و بهینه آزمایش داراي چه فـاکتور و سـطحی   تر میساده
را محاسـبه  S/Nافـزار، آنـالیز  براي این منظور خود نرم. است
S/N(signalآنــالیز  . کنـــدمــی  to noise ratio) میـــزان

، نشانگر یا مولفه نشانهS. دهندها را نشان میپراکندگی پاسخ
خواهیم در وضع بهینه خود مولف مطلوبیت عملکردي که می

ــد، مــیقــرار مولفــه اغتشــاش، نشــانگر عــدم  Nباشــد و گیرن
اي توجه به اینکه چه شـرایط بهینـه  با. باشدمطلوبیت تولید می
ونه اگر بیشترین عدد مانند باشد، به عنوان نممطلوب کاربر می

بیشترین جریان مدنظر باشـد، آن آزمایشـی کـه داراي مقـدار     
S/Nیا اگر کمترین اتلاف بیشتر باشد، بهینه آزمایش است و

دارد، بهینـه  S/N، آزمایشـی کـه کمتـرین مقـدار     مدنظر باشد
در غیــر ایــن صــورت حالــت دیگــر بهینــه  وآزمــایش اســت

یـا  nominalاست که از میـان  لازم به توضیح . آزمایش است
bigger یاsmaller the bestگـردد و آنـالیز   یکی انتخاب می

S/N6الی 4روابط (گیردبا توجه به این انتخاب انجام می( .

.فاکتورها و سطوح انتخابی در طراحی آزمایش:1جدول 
سطوح

فاکتورها 321

864pHA

10.50.05C (mM)B
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Main Effectصـفحه  افــزار دیگـر نـرم  اصــلی یـک قسـمت   

)Avarage Effects of Factors and Interaction ( است که
در ایـن صـفحه   (گـردد  بـاز مـی  S/Nآنـالیز بـا تاییـد صـفحه    

فاکتور بر اسـاس مقـادیر حاصـل شـده بـه دسـت       اهمیت هر
کنـد کـه تغییـر و کـار بـا      که به کاربر راهنمایی مـی ) آیدمی

باشد و همچنـین بـا انتخـاب کلیـد    تر میکدام فاکتور مناسب
ANOVA  از پایین همین صفحه، مجموع مربعات خطـا)S( ،

و ) F(، ضـریب فیشـر   ) V(واریـانس  ، )DOF(درجـه آزادي  
افـزار  ، میزان خطاي هریک را نرم)P(درصد سهم هر فاکتور 

در ایـن میـان، ضـریب فیشـر و     ). 3جـدول (کند مشخص می
بـا انتخـاب کلیـد   .باشـند فاکتور موثرتر مـی سهم، دودرصد

Optimum      از پایین همـین صـفحه توسـط کـاربر و انتخـاب
Stimateکند که کـدام فـاکتور   شخص میافزار م، دوباره نرم

این مرحله بـه  .باشدتر میو کدام سطح از آن فاکتور مناسب
باشـد و نتـایج خروجـی از    محاسبات آماري پیچیده نیـاز مـی  

ــق ــدماتی اســت آن، دقی ــه مق ــر از مرحل ــد . ت ــا انتخــاب کلی ب
Transformافزار دو عدد با عنـاوین  از بالاي این صفحه، نرم

Yexp وS/NOPTالی 6روابط (گذارددر اختیار کاربر می
9 .(Yexp  افـزار در شـرایط بهینـه    میزان پاسخی است کـه نـرم

بـه مقـادیر  S/N OPTوYexpچـه اعـداد   هر.زندتخمین می
S/N وY کــه در مراحــل قبــل توســط آزمایشــات بــه دســت
، صحت آزمایشـات  )S/N Analysis(اند نزدیکتر باشدآمده

تفـاوت زیـادي   Yبـا مقـدار   Yexpاگر مقـدار  . دباشبیشتر می
ات اشـتباه  داشته باشد نشان دهنده ایـن اسـت کـه یـا محاسـب     

، یـا چنـد فـاکتور اصـلی حـذف      شـوند هستند و بایـد تکـرار  
انـد  اند که در نظر گرفته نشـده اند و اثرات متقابلی داشتهشده

]23-21[.

= − [ ] )3              (

= −10 log [ ] )4 (

= log [ ] )5(

= −10 log(MSD) )6   (

MSD = 10[ ] )7        (

MSD = [ ⋯ ] )8(

Y = )9              (

محاسـبه  11و 10روابـط  یـک نیـز از   درصد خطاهاي هـر 
.گرددمی

% Y = [ ] × 100 )10 (

% = × 100 )11      (

نتایج و بحث- 3
هاي کربنی روي الکترود پلاتـین، بـراي   بعد از تثبیت نانولوله

غلظت بررسی عملکرد بیوسنسور، آنزیم گلوکز اکسیداز در
فسـفات  بـافر 8و6، 4هاي متفـاوت pHمولار در میلی05/0

قـرار  که توسط غشایی که نسبت به آنالیت نیمـه تـراوا بـوده    
و ایــن کنــددور الکتــرود را احاطــه مــیگیــرد ایــن غشــا مــی

در کنـــار الکتـــرود کمکـــی پلاتـــین و الکتـــرود مجموعـــه 
Ag/AgCl   ــتات ــتگاه پتانسیواس ــک دس ــه کم ــت، ب در آنالی

محـیط  pHبراي ایـن کـه   . کنندجریان تولیدي را بررسی می
بـافر  زیـرا  .شـود فسـفات اسـتفاده مـی   زیاد تغییر نکند از بافر

اکسـیداز  دن فعالیـت آنـزیم گلـوکز   فسفات، باعـث کـم نش ـ  
گلوکونیک اسید تولیـد  هنگام اکسیدشدن گلوکز،. شودمی

محـیط زیـاد   pHکـه  براي این. گرددشده و محیط اسیدي می
شـود، همچنـین علـت    فسفات اسـتفاده مـی  تغییر نکند از بافر

استفاده از غشا این است که زمانی که الکترود کـاري در آن  
گلوکز حل شده در (ر گیرد، تماس بین الکترود و آنالیت قرا
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ــر ــت   ) آب مقط ــق بیوکاتالیس ــا از طری ــوکز (تنه ــزیم گل آن
تر تنها راه ارتباطی بین آنالیت به عبارت ساده. است) اکسیداز
هـر  درمرتبه تکرار براي پیـک جریـان  این امر با دوو آنزیم 

pHهاي مختلف آنالیـت انجـام   مختلف بافرفسفات و غلظت
هـاي مـورد   غلظـت وpHبراي 5پذیرفت که نتایج در شکل 

همچنین میـزان جریـان بـه دسـت     . آورده شده استبررسی،
مـولار و  میلـی 1براي غلظـت  ، آمده از دستگاه پتانسیواستات

pH  کـه همـان   ) 6شـکل (متفاوت مورد بررسی قرار گرفـت
عـلاوه  سـت و  در یک غلظت مشخص اpHبیان کننده نقش 

7/0بر آن، میـزان جریـان خروجـی در یـک ولتـاژ مشـخص      
).7شکل(هاي متفاوت بررسی شد ولت و براي غلظت

ها به وضوح مشخص گردید که هر چه میـزان  در این بررسی
باشـد،  غلظت بیشتر باشـد میـزان جریـان خروجـی بیشـتر مـی      

pHو ) بیشــترین غلظــت(مــولار میلــی1در غلظــت همچنــین 

نزدیک به شرایط خنثی میزان جریان خروجـی بـه مراتـب از    
تر بیشترین جریان در سایر شرایط بیشتر است، به عبارت ساده

pH   دسـت غلظـت بـه   مـاکزیمم نزدیک به شـرایط خنثـی و
نیز تـا  ماکزیممالبته باید توجه داشت که این غلظت . آیدمی

یم هنوز پر نشده است و هاي فعال آنززمانی است که جایگاه
.کندنمیبعد از آن، افزایش غلظت دیگر نقشی ایفا 

سنجی بیوسنسـور، بـراي بـافر فسـفات بـا       جریانالف- 5شکل
4pH= مـولار رسـم گردیـد   میلـی 1و 5/0، 05/0و سه غلظت .

05/0شود، با افزایش جریـان از غلظـت   که دیده میطورهمان
یابد به طوري تولیدي افزایش میمولار، میزان جریان میلی1به 

هـا، افـزایش   مـولار نسـبت بـه سـایر غلظـت     1که براي غلظت 
حالـت  . شـود حالت قبل دیـده مـی  جریان تولیدي نسبت به دو

سنجی بیوسنسور، بـراي بـافر فسـفات بـا     این شکل جریان) ب(
6pH= بـا بررسـی ایـن     . و همان سه غلظت رسم گردیده اسـت

گرددکـه بیشـترین جریـان    حاصل مینمودار، همان نتیجه قبلی
. تولیدي بـراي حـالتی اسـت کـه بیشـترین غلظـت را داراسـت       

ــراي بـــافر ) ج(حالـــت  ــا رســـم شـــده بـ ، =8pHفســـفات بـ
کننده افزایش جریان تولیدي در قبـال افـزایش غلظـت    تصدیق

.گلوکز است

میـزان  اسـت مشـخص  ) الـف تـا ج  (5که از شـکل طورهمان
ارت دیگـر میـزان غلظـت آنالیـت،     یا بـه عب ـ ) گلوکز(سوبسترا 

باشــد و اکســیداز تاثیرگــذار مــیروي فعالیــت آنــزیم گلــوکز
هـاي  اغلـب پیـک  7/0همچنین مشخص گردید کـه در ولتـاژ   

مشـخص بـا   pHعلاوه بر آن در هـر  .گرددجریان مشاهده می
مــولار، جریــان تولیــدي 1مــولار بــه 05/0افــزایش غلظــت از 

پـایین، بـه   هـاي علت این است که در غلظـت .یابدافزایش می
هاي فعال آنزیم هنوز کاملا پر ، جایگاهدلیل کم بودن سوبسترا

با افزایش تدریجی . نشده است و فعالیت آنزیم کم خواهد بود
یابـد تـا جـایی کـه     غلظت سوبسترا، فعالیت آنزیم افـزایش مـی  

مـاکزیمم هـاي فعـال آنـزیم پـر شـده و آنـزیم در       تمام جایگاه
باشد و از آن به بعد افزایش غلظت، تاثیري بـر  فعالیت خود می

فعالیت بیشتر آنزیم ندارد، یـا بـه عبـارت دیگـر رابطـه غلظـت       
آن زمـان اسـت کـه اصـطلاحا گوینـد      . باشـد دیگر خطی نمی

. گلوکز اضافی به صورت آزادانه در محیط باقی مانده است
یک غلظت گردد درنیز مشاهده می6که از شکل طورهمان

خنثی و نزدیک به آن، pHمولار، براي میلی1مشخص مانند 
عــلاوه بــر آن . بیشــترین جریــان تولیــدي اتفــاق افتــاده اســت

، نسـبت  =4pHهاي بسیار کـم ماننـد   pHمشخص گردید در 
میزان جریان تولیـدي،کمتر بـه   =8pHهاي بالاتر مانند pHبه 

دلیل این مطلب این است کـه گلـوکز بـه همـراه     . دست آمد
اکســیژن در مجــاورت آنــزیم تولیــدگلوکورونیک اســید     

خنثـی  pHفسـفات بـا   وقتی درون غشا، آنزیم با بافر. کندمی
گیرد این تغییرات حاصل شده را، بافر در حد خنثـی  قرار می
امـا  . محـیط اسـیدي گـردد   دهـد اجـازه نمـی  دارد و نگه مـی 
افتد و یا نمیبافر فسفات کم باشد این اتفاق pHکه هنگامی
. افتـد ایـن اتفـاق کمتـر مـی    بـافر زیـادتر باشـد   pHکه زمانی 

افـزار نیـز   شرایط بهینه علاوه بر نتایج آزمایشات، توسـط نـرم  
براي دو فاکتور انتخـابی غلظـت و   . مورد بررسی قرار گرفت

pHجـدول  ،اهو سه سطح آنL9   2جـدول  (شـکل گرفـت .(
1و غلظـــت pH=6داراي (6آزمـــایش ،2بق جـــدول اطـــم

=95/19Yبهینه آنالیز انتخاب گردید کـه داراي  ) مولارمیلی

).8شکل (است =26S/Nو میزان 
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)الف(

)ب(

)ج(
pH=6)ب، pH=4)گیري شده از بیوسنسور الفجریان اندازه:5شکل 

.)مولارمیلی(هاي متفاوت گلوکز و غلظتpH=8) و ج
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.هاي متفاوتpHمولار و میلی1میزان جریان در غلظت : 6شکل 

.)مولارمیلی(هاي متفاوتولت و در غلظت7/0برحسب جریان براي ولتاژ pHنمودار :7شکل

.هاي متفاوتpHهاي متفاوت گلوکز و براي برحسب غلظتS/Nنمودار :8شکل
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از فـاکتور 2دهنده سـطح  نشان6براي آزمایش 3و 2اعداد 
pHهمچنین اثر و سـهم  . باشدغلظت میاز فاکتور3سطح و

آورده شده است ) 3جدول (ANOVAهر فاکتور در جدول
آن فـاکتور کـه سـهم بیشـتري دارد، در     دهد که که نشان می

شرایط بهینه بیشتري دارد و براي رسیدن بهشرایط بهینه نقش
بـه عبــارت  . فـاکتور بهتــر و مـوثرتر اســت  تغییـرات روي آن 

شـود کـه تغییـر غلظـت     تـر از ایـن جـدول مشـاهده مـی     ساده
در جریـان خروجـی   pHگلوکز اثر بیشتري نسبت بـه میـزان   

،از روي میزان مجموع مربعات خطا،مشابهیبه طریق. دارد

یــا همــان Pیــا ضـریب فیشــر و درصــد  Fنســبت واریـانس، 
، 55/30، 92/60پذیري که بـه ترتیـب داراي مقـادیر    اشتراك

توان نشان داد کـه بـا توجـه    باشند نیز میمی07/76و93/58
pHبه بیشـتر بـودن اعـداد جـدول، اثـر غلظـت بیشـتر از اثـر         

تر اسـت کـه   راحتدهد که باشد و در نتیجه این نشان میمی
دن بـه نتـایج بهتـر، تغییـرات را روي غلظـت قـرار       براي رسـی 

همچنین از جدول بالا مشخص گردید که میزان خطـا  .دهیم
دهـد کـه   نشان مـی و باشد می%15بوده که کمتر از 29/10%

است و صـحتی بـر درسـتی آزمایشـات     نتایج قابل قبول بوده 

.L9هاي متعامدرایهآ:2جدول

experiment number
parameters and their

levels
Current(mA)

A
ABA

8.706.14111

10.9311.23212

14.6317.05313

12.9111.30124

14.9213.06225

19.8420.07326

9.336.71137

13.5612.07238

18.9718.08339

.ANOVAنتایج جدول : 3جدول
Percen

t P

(%)

F-Ratio

(F)
Variance (V)

sum of

squares (S)
DOFParameters

13.6210.556.2712.552pHA

76.0758.9330.5560.922C (mM)B

10.290.113.984Other/error

100 %77.468Total

.افزار و آزمایشاتبینی نرمنتایج به دست آمده از پیش:4جدول 
Value current(mA)

Parameters ContributionLevelvalue

1.52126pHA

3.19231C (mM )B

4.713total contribution

19.95Observed value of current (mA)

21.57predicted value of current (mA)
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محاسبه کرده و راYEXPو S/NOPTافزار در انتها نرم. باشدمی
: گذارد که به شرح زیر استدر اختیار ما می

S/NOPT = 26.67 mA

YEXP =21.57

و =6pHافزار نیـز شـرایط بهینـه را   نرمور که بیان شد طهمان
اسـت همان نتـایجی این مولار معرفی کرد که میلی1غلظت 

حاصل از آزمایشـات اسـتخراج شـده    6و 5هاي که از شکل
براي شرایط بهینه معرفـی شـده تسـت مجـدد و تاییدیـه      . بود

این اسـاس، درصـد خطـاي بـین     بر).4جدول(انجام گرفت 
و درصد خطاي %12/8افزار در حدودآزمایشات و نتایج نرم

یـابی  بهینـه (محاسبه شده بین آزمایشـات و آزمـایش تاییدیـه    
در حـدود ) افزار و آزمایش مجدد در شرایط بهینهتوسط نرم

%15کمتــر از دوي آنهــا نیــزبــه دســت آمــد کــه هــر47/7%
همچنــین میــزان جریــان خروجــی از دســتگاه     .باشــدمــی

مــولار ومیلــی1غلظــت (پتانسیواســتات بــراي شــرایط بهینــه 
6pH= (  براي الکترود غنی نشـده)  00437/0)بـدون اصـلاح

آمپر به دست آمده بود در حالی کـه بـا اصـلاح الکتـرود بـه     
یافـت کـه نشـان دهنـده ایـن اسـت       آمپر افزایش میلی57/21
انـد و علـت   زان جریان اثر مثبت داشـته ذرات چقدر بر مینانو

آن نیز به خاطر افزایش سطح تماسی است که بعد از اصلاح 
تـوان ایـن ایـده را هـم     مـی . الکترود کاري ایجاد شده اسـت 

مطــرح کــرد کــه بــه کمــک یــک ســري الکتــرود اصــلاحی 
جریان آمپر خروجی زیادي تولید کرد کـه  ساخته شده بتوان 

قدیمی تولید بـرق گـردد و روش   هاي بتواند جایگزین روش
اي بـراي  نوینی براي بحث تبـدیل انـرژي گـردد و افـق تـازه     

.محیط زیست نیز ایجاد شود

گیرينتیجه–4
با توجه به نتایج حاصـله از بررسـی عملکـرد ایـن بیوسنسـور      

مـاکزیمم و غلظـت  =6pHمشخص گردید که شرایط بهینه، 
هـاي بسـیار کـم    pHعلاوه بر آن مشـخص گردیـد در   . است
میـزان  =8pHهـاي بـالاتر ماننـد    pH، نسـبت بـه   =4pHمانند 

همچنـین جریـان خروجـی از    . کنـد جریان کمتري تولید مـی 
دستگاه پتانسیو استات بعد از تثبیت و اصلاح الکترود کـاري  

نشده است که بیان کننده اثـر  برابر الکترود تثبیت 1/5تقریبا 
ــانو ــه . ســتذرات روي جریــان خروجــی بــوده ان همچنــین ب

افزار نیز مشـخص گردیدکـه شـرایط بهینـه همـان      کمک نرم
و عـلاوه  آمده استبه دستشرایطی است که با آزمایشات 

بـوده اسـت یـا بـه     pHتر از اثـر  اثر غلظـت بیش ـ ، این نتایجبر
تر براي رسیدن به شرایط بهینه تغییـر در غلظـت   عبارت ساده

همچنـین میـزان   . باشـد آنـزیم مـی  pHبهتر از تغییر در میـزان  
بینـی خطاي محاسبه شده بین شرایط آزمایشگاه و اعداد پیش

روجــی از افــزار و بــه طــور مشــابه بــین اعــداد جریــان خ نــرم
میزان کمی اسـت کـه   ) تاییدیه(آزمایشات و آزمایش مجدد

این بیان کننـده میـزان حسـاس بـودن بیوسنسـور اصـلاحی و       
.باشدصحت آزمایشات می

سپاسگزاري
،  )RIPI(این پروژه با پشتیبانی پژوهشـگاه صـنعت نفـت ایـران     

هــاي دانشــگاه فردوســی و دانشــگاه آزاد اســلامی  آزمایشــگاه
همچنـین  . واحد قوچان و پژوهشکده پرطاووس انجام پذیرفت

دانیم که از تمام کسانی که در این کار ما را خود واجب میبر
.کمک کردند صمیمانه تشکر و قدردانی نماییم
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