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چکیده: در این مقاله تهیه یک حسگر زیستی بسیار حساس گلوکز بر اساس استفاده از آنزیم گلوکز اکسیداز ارایه شده است. برای تثبیت آنزیم 
روی سطح الکترود از پیونددهنده ی عرضی گلوتارآلدهید استفاده شده است. بر این اساس، نخست سطح الکترود کربن شیشه ای با نانولوله های  کربنی 
چند دیواره اصلاح شد. فرایند الکتروپلیمریزاسیون در سطح الکترود، در سل الکتروشیمیایی و در تماس با محلول اتانولی حاوی 4-آمینوتیوفنول با 
غلظت 2 میلی مولار و سولفوریک اسید با غلظت 0/07 مولار پس از عبور دادن گاز نیتروژن، به وسیله 14 چرخه ی ولتاموگرام چرخه ای با سرعت 
روبش 50 میلی ولت بر ثانیه در گستره ی پتانسیل 0/2- تا 1/2+ ولت نسبت به الکترود مرجع Ag/AgCl انجام گرفت. تشکیل پلیمر بر روی سطح 
الکترود ویژگی های الکتریکی و مکانیکی سطح را افزایش می دهد و باعث انتقال سریع الکترون می شود. با افزایش گلوکز و کم شدن جریان دماغه ی 
کاتدی، رابطه ی خطی خوبی بین غلظت گلوکز و کاهش جریان کاتدی به دست آمد. این روش حساسیت μA/µM 021/،0 گستره ی خطی 1 تا 450 
میکرو مولار با ضریب هم بستگی 0/996، حدّ تشخیص 0/1 میکرومولار را داراست. ضریب انتقال الکترون 0/47 و ثابت انتقال الکترون s-1 3/2 از دیگر 

ویژگی های قابل توجه کار حاضر به شمار می رود که نشان دهنده ی انتقال الکترون آسان در این سامانه است.

واژه های کلیدی: حسگر گلوکز، نانولوله چند دیواره کربنی، پلی 4-آمینوتیوفنول، گلوکزاکسیداز

مقدمه
فناوری حسگر زیستی به عنوان یک علم نوین، جایگزین قدرتمندی 
.]1[ است  زیستی  علوم  عرصه  در  متداول  تجزیه  فن های   برای 

امروزه حسگرهای ساخته شده برای اندازه گیری گلوکز حدود 85 
،]3 و   2[ می دهند  تشکیل  را  زیستی  حسگرهای  کل  از   درصد 

 )GOX( جزء زیستی مورد نظر در این حسگر، آنزیم گلوگز اکسیداز
این  در  پروژه ها  حسگر،  این  اهمیت  به  نظر  و   ]10 تا   4[ است 

زیستی،  حسگرهای  تهیه  در  است.  توجه  مورد  چنان  هم  زمینه 
تثبیت مولکول های زیستی به ویژه آنزیم ها بر سطح الکترود یکی از 
مهم ترین نکات است ]11 تا 14[. به طورکلی در روش های فیزیکی 
درحالی که  دارد  وجود  الکترود  سطح  از  آنزیم  شدن  جدا  احتمال 
الکترود  سطح  و  آنزیم  بین  خوبی  پیوند  شیمیایی  روش های  در 
برقرار می شود. پیوند عرضی پروتئین ها به وسیله ی واکنش گرهای 
دوعاملی یک روش تثبیت مؤثر است، اگرچه در این روش ممکن 

kamyabi@znu.ac.ir
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است بخشی از فعالیت آنزیم کم شود ]15 تا 17[.  در میان گستره ی 
بزرگ واکنش گرهای پیونددهنده ی پروتئین، گلوتارآلدهید بیشترین 
کاربرد را پیداکرده است. گلوتارآلدهید یک دی آلدهید پنج کربنه 
خطی است. مایعی بی رنگ است و به هر نسبتی در آب، الکل و 
حلال های آلی حل می شود. موفقیت بزرگ گلوتارآلدهید به خاطر 
بودن و  ارزان  بیوشیمیایی،  آزمایشگاه های  بیشتر  بودن در  فراهم 
 pH واکنش پذیری بالای آن است. با گروه های آمینی در حوالی
مؤثرتری  عرضی  پیوندهای  و  می دهد  واکنش  به سرعت  طبیعی 

نسبت به سایر آلدهیدها به وجود می آورد ]18[.
اخیر  سال های  در  حسگر  تهیه  برای  نانوساختارها  از  استفاده 
به شدت مورد توجه قرار گرفته است. نانوذرات ویژگی های منحصر 
به  فرد زیادی مانند نسبت سطح به حجم بزرگ، فعالیت سطحی 
بالا، کارایی الکتروکاتالیزوری زیاد و توانایی جذب سطحی قوی 
دارند. در نتیجه تبادل الکترون بین آنالیت و سطح الکترود به سرعت 
واکنشگر  یا  حدواسط  به  الکترون  انتقال  برای  و  می شود  انجام 
زیاد،  زیستی  سازگاری  داشتن  آن  بر  افزون  نیست.  نیاز  ویژه ای 
پایداری زیاد، تکرارپذیری عالی باعث شده تا نانوساختارها کارایی 
خوبی برای تعیین گلوکز در نمونه های حقیقی داشته باشند. در این 
پروژه، از نانولوله های کربنی به عنوان نانوساختارها استفاده می شود. 
به کارگیری نانولوله های کربنی برای اصلاح سطح الکترود، منجر 
درنتیجه موجب  الکترون می شود.  انتقال  فرایند  بهبود سرعت  به 
کاهش اضافه ولتاژ و افزایش کارایی الکترود می شود. نانولوله های 
الکتریکی  ویژگی  جمله:  از  منحصربه فردی  ویژگی های  کربنی 
استحکام  و  ارتجاعی  قابلیت  شیمیایی،  و  حرارتی  پایداری  ویژه، 
زیاد دارند. اما بارزترین ویژگی این مواد رسانایی الکتریکی بالای 

آن ها نسبت به نانو ساختارهای دیگر است ]19 تا 22[.
اندازه گیری  برای  جدید  آنزیمی  حسگرزیستی  مطالعه  این  در 
گلوکز  آنزیم  تثبیت  منظور  این  برای  است.  شده  معرفی  گلوکز 
اکسیداز به کمک پیونددهنده ی عرضی گلوتارآلدهید روی الکترود 
کربن شیشه ای اصلاح شده با نانولوله های کربنی چنددیواره و پلی 

4-آمینوتیوفنول انجام شد.
بخش تجربی

مواد و روش ها
در این پژوهش، از نانولوله کربنی چند دیواره با قطر داخلی 1 
نانومتر از پژوهشگاه صنعت  نانومتر و قطر خارجی 2 تا 25  تا 8 
نفت ایران، دی متیل سولفوکسید و آنزیم گلوکزاکسیداز به دست 
 آمده از آسپرژیلوس نیجر با فعالیت U/mg 130 از شرکت فلوکا، 
از  گلوکز  و  هیدروکسید  سدیم  کلرید،  پتاسیم  4-آمینوتیوفنول، 
شرکت مرک، و گلوتارآلدهید 50% محلول در آب از شرکت سیگما، 
گاز N2 با درصد خلوص 99/999% برای اکسیژن زدایی محلول و 

ایجاد اتمسفر بی اثر استفاده شده است.
در همه ی آزمایش ها از محلول بافر 0/1 مولار فسفات به عنوان 
با  نانولوله های کربنی  محلول  شد.  استفاده  کمکی  الکترولیت 
افزایش مقدار مشخصی از پودر آن در دی متیل سولفوکسید تهیه 
محاسبه  وزن های  4-آمینوتیوفنول  محلول  تهیه ی  به منظور  شد. 
از  توزین و همراه حجم لازم  ترازوی تجزیه ای  با  از آن  شده ای 
از حل  پس  و  شدند  افزوده  بالن حجمی  درون  اسید  سولفوریک 
از  پیش  شد.  رسانده  حجم  به  بالن  شده  تقطیر  اتانول  در  کردن 
اکسیژن زدایی  عمل  الکترود،  سطح  روی  بر  کردن  الکتروپلیمره 
گرفت.  انجام  نیتروژن  گاز  با  دقیقه   5 حداقل  مدت  به  محلول 
آنزیم  از  شده ای  محاسبه  وزن  آنزیم،  مادر  محلول  تهیه ی  برای 
گلوکزاکسیداز را در محلول 0/1 مولار بافر فسفات با pH برابر 7 حل 
کرده و در یک بالن به حجم رسانده شد. همین طور به منظور آماده 
کردن محلول مادر گلوتارآلدهید، حجم مشخصی از گلوتارآلدهید 
محلول های  رقیق شد.   7 برابر   pH با  فسفات  مولار   0/1 بافر  با 
 مادر در یخچال نگه داری و در حین آزمایش به کمک میکروپیپت

0/5 تا 10 میکرولیتری حجم لازم از آن ها برداشته می شد.
محلول مادر گلوکز با حل کردن وزن محاسبه شده ای از گلوکز 
در بافر 0/1 مولار فسفات با pH برابر 7 و فرصت دادن برای انجام 
و سپس  تهیه  اتاق  دمای  در  به مدت 24 ساعت  نوری  چرخش 
در یخچال نگه داری شد. در حین آزمایش به کمک میکروپیپت 
)10، 50 و 100 میکرولیتر( حجم لازم از نمونه برداشته می شد، تا 
 حجم نهایی آن در سل الکتروشیمیایی غلظت موردنظر را تأمین 

کند.

تهیه حسگر زیستی گلوکز با به کارگیری الکترود کربن شیشه ای ...
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دستگاه های الکتروشیمیایی
 )Metrohm( آزمایش های ولتامتری با استفاده از دستگاه متروم
انجام شد. سامانه سه  الکترودی  با یک سل سه   VA757 مدل 
الکترودی شامل الکترود کربن شیشه ای اصلاح نشده و اصلاح شده 
پلاتین  سیم  و   Ag/AgCl مرجع  الکترود  کار،  الکترود  به عنوان 
 Metrohm متر pH به عنوان الکترود کمکی بود. از یک دستگاه
مدل 780 برای تهیه محلول های بافر و از یک ترازوی تجزیه ای 
توزین  برای   GA200D با دقت 0/00001± گرم مدل   Ohaus

استفاده شد. هم چنین از یک دستگاه فراصوت با قدرت 80 وات 
و  کربنی  نانولوله های  ذرات  کامل  کردن  همگن  و  پخش  برای 
متداول  شیشه ای  وسایل  شد.  استفاده  الکترود  سطح  پاک کردن 

برای انجام تمام آزمایش ها مورداستفاده قرار گرفتند.

نانولوله های  با  اصلاح شده  شیشه ای  کربن  الکترود  کردن  آماده 
 کربنی چند دیواره و 4-آمینوتیوفنول

مالش  با  نخست  شیشه ای  کربن  الکترود  سطح  کردن  تمیز 
اتانول  در محلول  دادن  قرار  و سپس  آلومینا  پودر  ذرات  بر روی 
تا  گرفت  انجام  ثانیه   480 مدت  به  فراصوت  دستگاه  به وسیله  و 
مقطر  آب  با  آخر  در  و  برداشته شود  آن  روی  از  جامد  ریز  ذرات 
شستشو داده شد، در مرحله ی بعد 10 میکرولیتر از محلول حاوی 
 1  mg/ml غلظت  با  پخش شده  دیواره  چند  کربنی  نانولوله های  
در حلال دی متیل سولفوکسید که به مدت 30 دقیقه در فراصوت 
قرار گرفته بود، بر روی این الکترود گذاشته شد، این الکترود به 
مدت 4 ساعت در آون در دمای 40 درجه  سانتی گراد خشک شد. 
حاوی  سل  داخل  در  را  شیشه ای  کربن  الکترود  بعد،  مرحله  در 
محلول 4-آمینوتیوفنول با غلظت 2 میلی مولار و سولفوریک اسید 
با غلظت 0/07 مولار قرار داده شد و فرایند الکتروپلیمره کردن با 
بر  میلی ولت  ولتاموگرام چرخه ای در سرعت روبش 50  ثبت 14 
الکترود  به  نسبت  ولت   +1/2 تا   -0/2 پتانسیل  گستره  )در   ثانیه 
2/5 mg/ml انجام گرفت. مقدار 7 میکرولیتر از محلول )Ag/AgCl 

الکترود  روی  بر  میکروپیپت  کمک  به   )2/27  unit( آنزیم 
اصلاح شده قرار داده شد و الکترود به دست  آمده به مدت 2 ساعت 

 10 سپس  شود.  خشک  کامل  به طور  تا  گرفت  قرار  یخچال  در 
بر  میکروپیپت  کمک  به  گلوتارآلدهید  مادر  محلول  از  میکرولیتر 
روی الکترود قرار داده شد و پس از 4 ساعت در یخچال ماندن 

به منظور اندازه گیری گلوکز استفاده شد.

نتیجه ها و بحث
اصلاح سطح الکترود و تثبیت آنزیم “گلوکزاکسیداز” روی آن

پس از اصلاح سطح الکترود با نانولوله کربنی چند دیواره، فرایند 
الکتروپلیمره کردن 4-آمینوتیوفنول با ثبت 14 ولتاموگرام چرخه ای 
در سرعت روبش 50 میلی ولت بر ثانیه )در گستره پتانسیل 0/2- تا 
انجام  الکترود Ag/AgCl( مطابق شکل 1  1/2+ ولت نسبت به 
الکترود اصلاح شده  روی  بر  آنزیم  تجربی،  گرفت. مطابق بخش 
قرار داده شد و به وسیله ترکیب گلوتارآلدهید با تشکیل پیوندهای 
هم چنین،  شد.  تثبیت  اصلاح شده  الکترود  روی سطح  بر  عرضی 
با  روبشی  الکترونی  میکروسکوپ  از  با  به دست  آمده  تصویرهای 
بزرگ نمایی های متفاوت، تشکیل فیلم پلیمری همراه با آنزیم را 
در سطح الکترود اصلاح شده با نانولوله های کربنی را نشان می دهد 

)شکل 2(.

کامیابی و شریفی راد

 

 

 

 یا ـٝیؿ وشثٗ اِىتشٚد یسٚ دس فَٙٛ ٛیت ٙٛیآٔ-4 وشدٖ ٕشٜیپّ اِىتشٚ ٗیح دس ؿذٜ ثجت یا چشخٝ یٞب ِٚتبٌٔٛشاْ. 1 شکل
 ذیاػ هیػِٛفٛس اص ٔٛلاس یّیٔ 2 یاتبِ٘ٛ ٔحَّٛ دس فَٙٛ ٛیت ٙٛیآٔ-4 غّظت ٛاسٜ،ید چٙذ وشثٗ ٞبی ٘بِِ٘ٛٛٝ ثب ؿذٜ اكلاح

 ٝیثب٘ ثش ِٚت یّیٔ 50 ؾثسٚ ػشػت دس وشدٖ ٕشٜیپّ اِىتشٚ یثشا ؿذٜ ثجت یا چشخٝ ِٚتبٌٔٛشاْ 14. ٔٛلاس 07/0

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

پلیمره کردن  الکترو  حین  در  شده  ثبت  چرخه ای  ولتاموگرام های    1 شکل 
4-آمینو تیو فنول در روی الکترود کربن شیشه ای اصلاح شده با نانولوله های 
کربنی چند دیواره، غلظت 4-آمینو تیو فنول در محلول اتانولی 2 میلی مولار از 
الکترو  برای  سولفوریک اسید 0/07 مولار. 14 ولتاموگرام چرخه ای ثبت شده 

پلیمره کردن در سرعت روبش 50 میلی ولت بر ثانیه
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بررسی ویژگی های فیلم آنزیم تثبیت شده
کربن شیشه ای  الکترود  از  ثبت شده  ولتاموگرام های چرخه ای 
الکتروپلیمره  نانولوله های کربنی چند دیواره، فیلم  )با  اصلاح شده 
بافر  با گلوتارآلدهید( در محلول  و قرار دادن آنزیم و تثبیت شده 
فسفات در شکل 3 آورده شده است. ولتاموگرام چرخه ای در محلول 
و  اکسایش  پیک  نشان دهنده ی یک   7 برابر   pH با  فسفات  بافر 
کاهش برگشت پذیر به ترتیب در پتانسیل 0/442- و 0/482- ولت 
این  از  Ag/AgCl است. همان گونه که  الکترود مرجع  به  نسبت 
سمت  به   pH افزایش  با  پیک ها  پتانسیل  است  مشخص  شکل 

مقدارهای منفی تر جابه جا می شود. بررسی اثر pH بر روی پتانسیل 
فرمال آنزیم تثبیت شده نشان می دهد که پتانسیل فرمال آنزیم 
با pH تغییر می کند. در نتیجه، در واکنش ردوکس آن، مبادله ی 
پروتون صورت می گیرد. شیب نرنستی به دست آمده برای این فیلم 
برابر با mV/pH 51- بود )شکل 4(، که بیان کننده ی نسبت 1:1 
الکترون به پروتون مبادله شده در طی فرایند ردوکس برای آن 

است )رابطه ی 1(.

FAD + 2e- + 2H+ FADH2                                )1(

 

 

 ٌّٛضٌوشثٙی، فیّٓ پّیٕشی ٚ آ٘ضیٓ  یٞب ٘بِِ٘ٛٛٝثب  ؿذٜ اكلاحاص ػغح اِىتشٚد  آٔذٜ دػت  ثٝ SEM ٛیشٞبی. تل2ؿىُ 
 اوؼیذاص

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

شکل 2  تصویرهای SEM به دست  آمده از سطح الکترود اصلاح شده با نانولوله های کربنی، فیلم پلیمری و آنزیم گلوگز اکسیداز

 

-4 یپّ ٚوشثٗ چٙذ دیٛاسٜ  یٞب ٘بِِ٘ٛٛٝثب  ؿذٜ اكلاح یا ـٝیؿاِىتشٚد وشثٗ  یا چشخٝ یٞب ِٚتبٌٔٛشاْ. 3 شکل
ػشػت دس  d(9(و  7 )a( 3، )b( 5، )c) ثبثشاثش  pH ثب ثبفش فؼفبت یٞب ٔحَّٛآٔیٙٛتیٛفَٙٛ، آ٘ضیٓ ٚ ٌّٛتبسآِذٞیذ دس 

 ٔیّی ِٚت ثش ثب٘یٝ 100 سٚثؾ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

شکل 3  ولتاموگرام های چرخه ای الکترود کربن شیشه ای اصلاح شده با نانولوله های کربن چند دیواره و پلی 4-آمینوتیوفنول، آنزیم و گلوتارآلدهید در محلول های 
بافر فسفات با pH برابر با )c( ،5 )b( ،3 )a( 7 و )d( 9 در سرعت روبش 100 میلی ولت بر ثانیه

تهیه حسگر زیستی گلوکز با به کارگیری الکترود کربن شیشه ای ...
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انتقال الکترون مستقیم آنزیم گلوکز اکسیداز تثبیت شده بر روی 
پلی 4-آمینوتیوفنول/نانولوله کربنی/ الکترود کربن شیشه ای

سطح  روی  بر  گلوکز  چرخه ای  ولتاموگرام   )A(  5 شکل 
را  آنزیم  تثبیت  از  پس  نشده  اصلاح  شیشه ای  کربن  الکترود 
آنزیم بر روی سطح  نشان می دهد. این شکل نشان می دهد که 
و  ندارد  الکترود  با  مناسبی  الکترون  انتقال  توانایی  الکترود  این 
 5 شکل  در  نمی دهد.  گلوکز  به  نسبت  را  قابل مشاهده ای  پاسخ 
کربنی  الکترود  سطح  روی  بر  گلوکز  چرخه ای  ولتاموگرام   )B(
آنزیم  تثبیت  از  پس  کربنی  نانولوله های  با  اصلاح شده  شیشه ای 
الکترونی سامانه  انتقال  توانایی  این شکل  قابل مشاهده است. در 
آنزیمی با سطح الکترود به علت افزایش سطح الکترود افزایش یافته 
اما پاسخ ها بسیار کوچک هستند. قسمت )C( شکل 5، ولتاموگرام 
اصلاح شده  شیشه ای  کربن  الکترود  سطح  روی  گلوکز  چرخه ای 
با نانولوله های کربنی و پلی 4-آمینوتیوفنول پس از تثبیت آنزیم 
نشان می دهد. در این سامانه به بهترین شکل هم انتقال الکترون 
مستقیم آنزیم و هم اکسایش الکتروکاتالیستی پراکسید هیدروژن 
تولید شده مشاهده می شود. همان طور که در این شکل مشاهده 
می شود ویژگی مناسب بسپار آماده سازی شده برای گلوکز باعث 
شد تا در ادامه ی کار از سامانه الکترود کربن شیشه ای اصلاح شده 
با نانولوله های کربنی، پلی 4-آمینوتیوفنول و آنزیم گلوکزاکسیداز 

با پوشش گلوتارآلدهید برای اندازه گیری گلوکز استفاده شود.

 

 

 

 ثبفش فؼفبت یٞب ٔحَّٛثشای آ٘ضیٓ تثجیت ؿذٜ سٚی ػغح اِىتشٚد دس  pHٕ٘ٛداس پتب٘ؼیُ ثشحؼت  .4شکل 

 pH ( باa( 3، )b( 5، )c(7  و)d(9 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

شکل 4  نمودار پتانسیل برحسب pH برای آنزیم تثبیت شده روی سطح 
 9 )d( 7 و )c( ،5 )b( ،3 )a( با pH الکترود در محلول های بافر فسفات

 

 

 

 pH شکل 5   ولتاموگرام چرخه ای گلوکز 100 میکرومولار در بافر فسفات با
آنزیم گلوکز اکسیداز به کمک پوشش گلوتارآلدهید در  از تثبیت  برابر 7 پس 
 )A( روی سطح )حضور و عدم حضور گلوکز )به ترتیب با خط چین و خط پر
الکترود کربن شیشه ای اصلاح نشده، )B( الکترود کربن شیشه ای  اصلاح شده با 
نانولوله های کربنی چند دیواره و )C( کربن شیشه ای اصلاح شده با نانولوله های 

کربنی چند دیواره و پلی 4- آمینو تیو فنول با تزریق هوا

 

 وٕه ثٝ ذاصیاوؼ ٌّٛوض ٓیآ٘ض تیتثج اص پغ 7 ثشاثش pH ثب فؼفبت ثبفش دس ىشٚٔٛلاسیٔ 100 ٌّٛوض یا چشخٝ ِٚتبٌٔٛشاْ .5 شکل

 اكلاح یا ـٝیؿ وشثٗ A اِىتشٚد ػغح یسٚ( پش خظ ٚ ٗیچ خظ ثب تیتشتٝ ث) ٌّٛوض حضٛس ػذْ ٚ حضٛس دس ذیٌّٛتبسآِذٞ پٛؿؾ

 یوشثٙ یٞب ٘بِِ٘ٛٛٝ ثب ؿذٜ اكلاح یا ـٝیؿ وشثٗ ٚ ٛاسٜید چٙذ یوشثٙ یٞب ٘بِِ٘ٛٛٝ ثب ؿذٜ اكلاح  یا ـٝیؿ وشثٗ اِىتشٚد  B٘ـذٜ،
اٛ كیتضس ثب فَٙٛ ٛیت ٙٛیآٔ -4 یپّ ٚ ٛاسٜید چٙذ ٞ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

کامیابی و شریفی راد



68
سال دهم، شماره 2، تابستان 95 )JARC( نشریه پژوهش های کاربردی در شیمی

در  شده  تثبیت  آنزیم  فیلم  از  چرخه ای  ولتاموگرام های 
 pH سرعت های روبش پتانسیل متفاوت در محلول بافر فسفات با
برابر 7 ثبت شد. شکل A-6 ولتاموگرام های چرخه ای ثبت شده 
ولتاموگرام های  آندی و کاتدی  نمودار جریان  نمایش می دهد.  را 
 B-6 شکل  در  پتانسیل  روبش  به سرعت  نسبت  آمده  به دست 
بین  خوبی  خطی  رابطه ی  که  است  مشخص  است.  شده  آورده 
جریان های آندی و کاتدی با سرعت روبش در گستره ی سرعت 
روبش پتانسیل از 10 تا 450 میلی ولت بر ثانیه وجود دارد و این 
بر  )آنزیم(  الکتروفعال  قرار داشتن گونه ی  موضوع نشان دهنده ی 
روی سطح الکترود است. هم چنین نمودار تفاوت پتانسیل دماغه از 
پتانسیل تعادلی برای دماغه هایی آندی و کاتدی نسبت به لگاریتم 
سرعت روبش در شکل C–6 نشان داده شده است. در این نمودار 
از  کاتدی  و  آندی  پتانسیل  تفاوت  بین  رابطه ی خطی مشخصی 
روبش  در سرعت های  روبش  لگاریتم سرعت  با  تعادلی  پتانسیل 
بالاتر از 200 میلی ولت بر ثانیه وجود دارد. از این رابطه ی خطی 
 ضریب انتقال الکترون )α( 0/47، در سرعت روبش mV.s-1 450 با 
ΔEp = 45 mV، ثابت سرعت انتقال الکترون Ks 3/2 محاسبه 

شد. این شواهد نشان دهنده ی توانایی بالای انتقال الکترون الکترود 
4-آمینوتیوفنول  پلی  پلیمر  و  کربنی  نانولوله های  با  اصلاح شده 

است.

بررسی ولتامتری چرخه ای زیست حسگر در حضور گلوکز
در شکل 7 ولتاموگرام های ثبت شده در غلظت های متفاوت از 
گلوکز بر روی الکترود اصلاح شده نشان داده شده است. همان طور 
انتقال  توانایی  اصلاح شده  الکترود  این  می شود  مشاهده  که 
الکترون مستقیم بین آنزیم و سطح الکترود و نیز انتقال الکترون 
را  تولیدی  پراکسید  هیدروژن  اندازه گیری  طریق  از  غیرمستقیم 
داراست. برای دنبال کردن تغییرات غلظت گلوکز به کمک الکترود 
انتقال  ناحیه ی  در  چون  شد.  اشباع  هوا  از  محلول  اصلاح شده 
الکترون مستقیم آنزیم، آنزیم پیک کاهش اکسیژن را الکتروکاتالیز 
می کند و جریان پیک کاتدی آنزیم به شدت افزایش می یابد و پیک 
اکسایش آنزیم کوچک می شود. با افزایش گلوکز، جریان کاتدی 

شیشه ای  کربن  الکترود  شده  ثبت  چرخه ای   )A( ولتاموگرام های    6 شکل 
در  گلوتارآلدهید  و  آنزیم  دادن  قرار  فنل  تیو  4-آمینو  فیلم  پلی  با  اصلاح شده 
 ،250 ،200 ،150 ،120،100 ،80  ،50  ،30  ،10( متفاوت  روبش  سرعت های 
،7 برابر   pH با  فسفات  بافر  محلول  در  ثانیه(  بر  میلی ولت   450  ،400  ،300 

روبش  سرعت های  در  آمده  به دست  کاتدی  و  آندی  جریان های  نمودار   )B(
پتانسیل متفاوت برحسب سرعت روبش و )C( نمودار تفاوت پتانسیل پیک از 

پتانسیل تعادلی برحسب لگاریتم سرعت روبش

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

فُٙ لشاس دادٖ آ٘ضیٓ  تیٛ آٔیٙٛ-4 یپّ  ّٓیف ثب ؿذٜ اكلاح یا ـٝیؿثجت ؿذٜ اِىتشٚد وشثٗ  یا چشخٝ یٞب ِٚتبٌٔٛشاْ A .6شکل 
ثش  ِٚت یّیٔ 450، 400، 300، 250، 200، 150، 120،100، 80، 50، 30، 10) ٔتفبٚت سٚثؾ یٞب ػشػتٚ ٌّٛتبسآِذٞیذ دس 

سٚثؾ پتب٘ؼیُ  یٞب ػشػتآٔذٜ دس  دػت ثٝآ٘ذی ٚ وبتذی  یٞب بٖیجشٕ٘ٛداس  B ،7ثشاثش  pH ثب ثب٘یٝ( دس ٔحَّٛ ثبفش فؼفبت
 ٍِبسیتٓ ػشػت سٚثؾ ثشحؼتتؼبدِی پتب٘ؼیُ پیه اص پتب٘ؼیُ  تفبضُٕ٘ٛداس  Cػشػت سٚثؾ. ثشحؼت تفبٚتٔ

 

فُٙ لشاس دادٖ آ٘ضیٓ  تیٛ آٔیٙٛ-4 یپّ  ّٓیف ثب ؿذٜ اكلاح یا ـٝیؿثجت ؿذٜ اِىتشٚد وشثٗ  یا چشخٝ یٞب ِٚتبٌٔٛشاْ A .6شکل 
ثش  ِٚت یّیٔ 450، 400، 300، 250، 200، 150، 120،100، 80، 50، 30، 10) ٔتفبٚت سٚثؾ یٞب ػشػتٚ ٌّٛتبسآِذٞیذ دس 

سٚثؾ پتب٘ؼیُ  یٞب ػشػتآٔذٜ دس  دػت ثٝآ٘ذی ٚ وبتذی  یٞب بٖیجشٕ٘ٛداس  B ،7ثشاثش  pH ثب ثب٘یٝ( دس ٔحَّٛ ثبفش فؼفبت
 ٍِبسیتٓ ػشػت سٚثؾ ثشحؼتتؼبدِی پتب٘ؼیُ پیه اص پتب٘ؼیُ  تفبضُٕ٘ٛداس  Cػشػت سٚثؾ. ثشحؼت تفبٚتٔ

کاهش می یابد و با دنبال کردن کاهش در جریان کاتدی می توان 
تعیین  را  گلوکز  غلظت  تغییر  به  الکترود  پاسخ دهی   گستره ی 

کرد.
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شیشه ای  کربن  الکترود  پاسخ  گستره ی خطی  تعیین  به منظور 
اصلاح شده با 4-آمینوتیوفنول از روش ولتامتری چرخه ای استفاده 
شد. در این کار ناحیه ی خطی و حدتشخیص در دو ناحیه بررسی 
شد. )1( در ناحیه ی دماغه ی کاتدی آنزیم )انتقال الکترون مستقیم 
آنزیم با سطح الکترود( که در این مورد، در گستره ی غلظتی 1 تا 450 
میکرومولار الکترود اصلاح شده پاسخ دهی خوبی نسبت به گلوکز 
دارد که نمودار درجه بندی آن در شکل 8 نمایش داده شده است )با 
0/021 μA/µM ضریب هم بستگی 0/996(. حساسیت این الکترود 

و حدتشخیص 0/1 میکرومولار برای نسبت علامت به نوفه ی 3 
به دست آمد. )2( ناحیه ی پتانسیل 0/222 ولت نسبت به مرجع که 
مربوط به اکسایش پراکسید هیدروژن تولیدی است. در این مورد 
نیز در گستره ی 0/01 تا 0/2 میلی مولار الکترود اصلاح شده نسبت 

به گلوکز پاسخ می دهد )با ضریب هم بستگی 0/996(.
ضریب میکائیلیس-منتن از ثابت های مهم در بررسی کارهای 
آنزیمی به شمار می رود. ثابت میکائیلیس-منتن، معرف غلظتی از 
نصف سرعت  برابر  سرعتی  پیدایش  موجب  که  است  ماده  پیش 
پیش  و  آنزیم  تمایل  چه  هر  و  می شود  آنزیمی  واکنش  حداکثر 
ماده به یکدیگر بیشتر باشد این ضریب کوچک تر به دست می آید. 
برای محاسبه ی این ثابت که نمادی از تمایل آنزیم و پیش ماده 
استفاده  برک(  لینویور-  )رابطه ی   2 رابطه ی  از  است  یکدیگر  به 

شد ]23 و 24[.
(1/Iss( = (1/Imax( + (Km/Imax( (1/C(                                   )2(
لینویور- )نمودار  آمده در شکل 9  به دست  از شیب  استفاده  با 

برک( که از رسم معکوس جریان نسبت به معکوس غلظت گلوکز 
به دست  آمده است، ثابت میکائیلیس-منتن در این بخش 49/82 
نشان دهنده  ثابت  این  کوچک  مقدار  شد.  محاسبه  میکرومولار 

تمایل آنزیم و پیش ماده به یکدیگر است.

بررسی پایداری زیست حسگر و مزاحمت ها
بررسی پایداری طولانی مدت تا 14 روز بررسی شد که در 7 روز 
اول تا 85% از پاسخ خود را نسبت به گلوکز حفظ می کند و تا 14 

روز این پاسخ بدون تغییر باقی می ماند.

 
 4 یپّٚ فیّٓ  چٙذ دیٛاسٜ یوشثٙ یٞب ٘بِِ٘ٛٛٝثب  ؿذٜ اكلاح یا ـٝیؿثجت ؿذٜ اِىتشٚد وشثٗ  یا چشخٝ یٞب ِٚتبٌٔٛشاْ 7.شکل

 1،50،150،100،250،200،300،350،400،450اص  تفبٚتٔ یٞب غّظتفَٙٛ ٚ لشاس دادٖ آ٘ضیٓ ٚ ٌّٛتبسآِذٞیذ دس  تیٛ ٙٛیآٔ
 ثش ثب٘یٝ ِٚت 0.1: سٚثؾدلیمٝ ػشػت  15تضسیك ٞٛا:  صٔبٖ ٔیىشٚ ٔٛلاس.

 

 

 

 

 

 

 

شیشه ای  کربن  الکترود  شده  ثبت  چرخه ای  ولتاموگرام های    7 شکل 
تیو  آمینو   4 پلی  فیلم  و  دیواره  چند  نانولوله های کربنی  با  اصلاح شده 
 ،1 از  متفاوت  غلظت های  در  گلوتارآلدهید  و  آنزیم  دادن  قرار  و  فنول 
مولار.  میکرو   450 و   400  ،350  ،300  ،250  ،200  ،100  ،150  ،50 

زمان تزریق هوا: 15 دقیقه و سرعت روبش: 0/1 ولت بر ثانیه

 

 دس ٌّٛوض غّظت ؾیافضا ثب ٔشجغ اِىتشٚد ثٝ ٘ؼجت ِٚت -48/0 دس ٓیآ٘ض یوبتذ ی دٔبغٝ دس بٖیجش وبٞؾ ٕ٘ٛداس .8ل شک
 اؿجبع اص ٞٛا 7 ثشاثش pH ثب فؼفبت ثبفش ٔحَّٛ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = -0.021x - 2.044 
R² = 0.996 
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شکل 8  نمودار کاهش جریان در دماغه ی کاتدی آنزیم در 0/48- ولت نسبت 
به الکترود مرجع با افزایش غلظت گلوکز در محلول بافر فسفات با pH برابر 

7 اشباع از هوا

 

 ] .23-24 [ ثشن -ٕٛداس ِیٙٛیٛس٘ 9 شکل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

شکل 9  نمودار لینویور- برک ]23 و 24[

کامیابی و شریفی راد
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 ٔضاحٓ یٞب ٌٛ٘ٝٔمذاس حذ تحُٕ  1 جذَٚ

 مقدار حد تحمل
 (کرومولاریم)

 مساحم ی گونه

 ٌلایؼیٗ 220
 اٚسیه اػیذ 120
 آػىٛسثیه اػیذ 300

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

جدول 1 مقدار حد تحمل گونه های مزاحم

نتیجه ها نشان می دهد که مقدار گلوکز اندازه گیری شده برای 
مقدار  به  نزدیک  زیادی  تا حد  روش  این  به  نمونه ی سرم خون 
نزدیک  پاسخ  است.  طبی  تشخیص  آزمایشگاه  شده ی  گزارش 
این  طریق  از  خون  سرم  نمونه ی  اندازه گیری  در  آمده  به دست 
از  طبی(،  تشخیص  آزمایشگاه  )داده ی  استاندارد  روش  با  روش 

ویژگی های مثبت کار حاضر به حساب می آید.
 

نتیجه گیری
با  را  شیشه ای  کربن  الکترود  سطح  شده  انجام  کار  در 
شد  اصلاح  فنول  تیو  4-آمینو  و  دیواره  چند  نانولوله های کربنی 
استفاده شده  گلوتارآلدهید  از  اکسیداز  گلوکز  آنزیم  تثبیت  برای  و 
است. زیست حسگر مذکور توانایی انتقال الکترون مستقیم گلوکز 
اکسیداز با سطح اصلاح شده الکترود را دارد که مزایای زیادی از 
جمله کاهش مزاحمت ها و افزایش حساسیت اندازه گیری را باعث 
می شود. این زیست حسگر توانایی اندازه گیری گلوکز در نمونه های 
گلوکز  مقدار  که  می دهد  نشان  نتیجه ها  داراست.  نیز  را  حقیقی 
حد  تا  روش  این  به  خون  سرم  نمونه ی  برای  شده  اندازه گیری 
زیادی نزدیک به مقدار گزارش شده ی آزمایشگاه تشخیص طبی 
سرم  نمونه ی  اندازه گیری  در  آمده  به دست  نزدیک  پاسخ  است. 
خون از طریق این روش با روش استاندارد، از ویژگی های مثبت 

کار حاضر است.

 

 ػشْ خٖٛ یٞب ٕ٘ٛ٘ٝغّظت ٌّٛوض دس  2جذَٚ 

 بازده 
 درصدی

غلظت گسارش شده 
 )M( آزمایشگاه طبی

 شده یریگ اندازهغلظت 
)M( 

 نمونه

95/0 4-10  77/1 4-10  (12/0 ± )68/1 1 
98/0 4-10  07/1 4-10  (10/0 ± )05/1 2 

 

 

جدول 2 غلظت گلوکز در نمونه های سرم خون

تهیه حسگر زیستی گلوکز با به کارگیری الکترود کربن شیشه ای ...
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Abstract: A highly-sensitive glucose biosensor was fabricated by immobilization of glucose 
oxidase (GOX(, onto a poly(4-aminothiophenol(/multi-walled carbon nanotube/glassy 
carbon electrode (poly(4-ATP(/MWCNT/GCE(. Cyclic voltammetry was used for both the 
electrochemical synthesis of poly-(2,6-DP( on the surface of a MWCNT-modified GC electrode, 
and characterization of the polymers deposited on the GC electrode. The synergistic effect of the 
high active surface area of both the conducting polymers, i.e., poly-(4-ATP( and MWCNT gave 
rise to a remarkable improvement in the electrocatalytic properties of the biosensor. The transfer 
coefficient (α(, heterogeneous electron transfer rate constant, and Michaelis–Menten constant 
were calculated to be 0.47, 3.2 s-1, and 49.82 µM at pH 7.4, respectively. The GOx/poly(4-ATP(/
MWCNT/GC electrode exhibited a linear response to glucose in the concentration ranging from 
1 to 450 μM with a correlation coefficient of 0.996, sensitivity of 0.021 μAµM-1cm-2, which could 
make it a promising bioelectrode for precise detection of glucose in the biological samples.

Keywords: Glucose biosensor, glucose oxidase, multi-walled carbon nanotube, poly-(4-
aminothiophenol(
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