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با نانو ذرات  اندازه گيري گلوكز با استفاده از الكترود اصلاح شده حسگر زيستيطراحي 
  اكسيد كادميوم و آنزيم گلوكز اكسيداز

 *2مسعود نگهداري و 1سعيد رضايي زارچي

  گروه زيست شناسيدانشگاه پيام نور يزد،  يزد،  1
 وانن جدانشگاه آزاد اسلامي واحد مرودشت، باشگاه پژوهشگرامرودشت،  2

  3/2/91 :تاريخ پذيرش    9/7/90 :تاريخ دريافت

  چكيده

جديدي براي اندازه گيري گلوكز با استفاده از آنزيم گلوكز اكسيداز، نانوذرات اكسيد  حسگر زيستيدر اين مطالعه به معرفي 
گرفت، داراي  نانوذرات اكسيد كادميومي كه در اين تحقيق تهيه و مورد بررسي قرار .ه شدكادميوم و الكترود خمير كربن پرداخت

 كه الكترود خمير كربن اصلاح شده با نانو ذرات اكسيد دست آمده از اين تحقيق بيانگر اين استه نتايج ب .نانومتر بود 43اندازه 

فرم  همچنين .مي تواند انتقال الكترون را در آنزيم گلوكز اكسيداز تثبيت شده روي سطح الكترود تسهيل نمايدكادميوم سنتزي، 
ليتيكي اكسيد شود، كه اين اكسيژن محلول با انجام يك واكنش الكترو كاتا به وسيلهآنزيم گلوكز اكسيداز مي تواند  شده ءاحيا

بر اساس كاهش پاسخ . گلوكز مهار مي شود به وسيلهو گلوكز، گلوكز اكسيداز ، به علت واكنش بين فرم اكسيد شده اكسايش
. لول اشباع از اكسيژن در حضور گلوكز، يك حسگر جديد براي گلوكز طراحي شددر مح گلوكز اكسيداز الكتروكاتاليتيكي آنزيم

ميكرومولار مي تواند جهت تعيين گلوكز مورد استفاده  360تا  20حسگر طراحي شده داراي حساسيت بالا و در محدوده خطي 
  .همچنين اين حسگر داراي پايداري بسيار خوبي مي باشد .قرار گيرد

  ، آنزيم گلوكز اكسيدازگر زيستي، نانو ذرات اكسيد كادميومحس: كليديه هاي واژ

    Masoud.negahdary@hotmail.com :كييالكترون پست ،09190072275: تلفن مسئول، سندهينو* 

  مقدمه
از سيستمهاي اندازه گيري  يگروه حسگرهاي زيستي

باشند و طراحي آنها بر مبناي شناسايي انتخابي آناليتها  مي
آشكارسازهاي  بيولوژيك و يابر اساس اجز

 براي انگيزه اولين .)2( فيزيكوشيميايي صورت مي پذيرد

 درمان و بهداشت قلمرو از حسگرها فناوري پيشرفت

 و حسگرهاي زيستي كاربرد ترين مهم و گيرد مي سرچشمه
چرا كه  ،باشد مي نيز در همين موضوع شيميايي حسگرهاي
ولكولهاي زيستي ابزاري توانمند جهت شناسايي م حسگرها

در حقيقت  .)14و  12، 10، 4، 2، 1(روند  به شمار مي
شمار مي روند ه ب تجزيه ايابزارهاي  حسگرهاي زيستي

كه مي توانند با بهره گيري از هوشمندي مواد بيولوژيك، 

با آنها واكنش  و تركيب يا تركيباتي را شناسايي نموده،
و يا دهند و بدين ترتيب يك پيام شيميايي، نوري 

 حسگرهاي زيستيبيشترين كاربرد . الكتريكي ايجاد نمايند
استفاده . در تشخيصهاي پزشكي و علوم آزمايشگاهي است

و   به دليل دقت و حساسيت روش حسگرهاي زيستياز 
همچنين در مواردي به دليل عدم نياز به وسايل پيشرفته و 
صرف زمان و هزينه زياد براي تشخيص آناليتها در مراكز 

وچك و در مراكز با امكانات كم و حتي در منزل نيز ك
مشخصه يك  ترين انتخابي، مهم عملكرد .كاربرد دارد

 توانايي مشخصه اين ديگر عبارتي به .باشد مي حسگر

 حساسيت، .)14و  12، 10( دارد مختلف را مواد تشخيص
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 دامنه .است آناليت غلظت تغييرات واحد به حسگر پاسخ

 حساسيت از حسگر آن در كه ستاي محدوده تغييرات،

 يا ديناميك محدوده ،آن به گاهي .است برخوردار خوبي
از  كمتر تا حسگر كه است لازم معمولاً .گويند مي نيز خطي
 كوادريليوم 10- 15تا  خاص موارد در و ميلي مولار يك

 و تكرارپذيري، دقت .)12( باشد داشته حساسيت رمولا
در واقع تكرار  .دده مي نشان را حسگر خروجي  صحت

پذيري نشان دهنده توانايي يك حسگر در تشخيص يك 
از ديگر موضوعات مهم در  .آناليت خاص مي باشد

مي توان موضوع پايداري و خصوص حسگرهاي زيستي 
پايداري را بر مبناي  .گر را مطرح كردتداخل عوامل  تأثير

طراحي  كه قبلاً زيستي حسگرهايدرصد بيان مي كنند، 
را دارا مي  درصد 97تا  60پايداري بين دامنه  عمولاًم ،شده

باشند و اين نشان دهنده اين است كه در دوره هاي زماني 
از  درصد 40تا  3بين  روز مي باشد 14 مشخص كه معمولاً

با توجه به هزينه  پس. فعاليت كلي حسگر كاسته مي شود
با پايداري پايين ي يتجاري سازي حسگرها وهاي طراحي 

اين موضوع نيز قابل ذكر است  .دنن به صرفه نمي باشمقرو
 كه است جايي در حسگرهاي زيستي مصرف اصلي بازار كه

 ، و در اين رابطه باشد نياز مورد سريع بررسي و آزمايش

 در آزمايشگاهي تجهيزات نگهداري و تعمير هاي هزينه اگر

 توان مي را قيمت ارزان زيستي حسگرهاي ،فته شودگر نظر

در  .)8( گرفت كاره ب بيمارستان تا خانه از موارد اميتم در
ميان مبدلهاي مورد استفاده، مبدلهاي الكتروشيميايي 

كه شامل تكنيكهاي ولتامتري و  بيشترين كاربرد را دارند
نقش حسگر ايجاد يك بستر مناسب . آمپرومتري مي باشند

تشكيل اين (هدف -براي تسهيل تشكيل كمپلكس پروب
وارد پزشكي و صنعتي خيلي وسيع است و كمپلكس در م

پروب عامل جستجوگري هست كه به دنبال هدف خاص 
خود مي باشد و اگر اين كمپلكس به طور موفقيت آميز 
تشكيل شود، سبب ايجاد پيام تشخيص در حسگر 

به عنوان مثال اين كمپلكس در دارورسانيهاي ( ،شود مي
 ،كسدر واقع تشكيل اين كمپل .)خاص كاربرد دارد

آنزيم  .)14و  8( سيگنالي براي شناسايي محسوب مي شود
كننده به عنوان يك الكتروكاتاليزور عمل مي كند كه  ءاحيا

سبب تسهيل شدن انتقال الكترون بين الكترود و مولكول 
اين  .)9(سوبسترا، بدون وجود هيچ واسطه اي مي شود 

و  پذيري معمولاً انتخاب حسگرهاي زيستينوع از 
كه محدوده پتانسيل مورد  چرا، ندبيشتري دار حساسيت

سطوح برهنة الكترود . آنزيم است احياياستفاده، پتانسيل 
در بررسي الكتروشيمي پروتئينها مناسب  نيست و بايد 
روي سطح الكترود گروههاي لازم برقراري ارتباط فعال با 

اين  .را فراهم آورد) Macromolecules(مولكولها درشت 
 ءايفارا يند انتقال الكترون آع فراساسي تسري گروهها نقش

كنند و از انواع اين گروهها مي توان سيستئين، گوگرد، مي 
اين گروهها از . آلدهيد، هيدروكسيد و نانوذرات را نام برد
درشت مكمل  لحاظ پيوند هيدروژني يا پلهاي نمكي،

مولكولهاي تأمين كنندة گروههاي كه هستند  مولكولها
در اين تحقيق از  .)3(مي گويند سهيل كنندهمذكور را ت

نانوذرات اكسيد كادميوم به عنوان تسهيل كننده استفاده 
عيين غلظت گلوكز در نمونه هاي باليني، ت .گرديد

بيولوژيكي و شيميايي همچنين در توليد مواد غذايي و 
يكي از مباحث مهم و  .)19و  18( تخمير بسيار مهم است

يندهاي آ، فراي زيستيحسگرهكليدي در طراحي 
الكترودها از اجزاي . الكتروشيميايي دخيل در آن است

اصلي در هر سلول الكتروشيميايي به حساب مي آيند و 
سيستمهاي الكتروشيميايي سه الكترودي مي باشند كه از 

نقره كلريد يا كالومل اشباع شده به عنوان - الكترودهاي نقره
ك سيم پلاتيني به از ي. الكترود مرجع استفاده مي شود

ترين  عنوان الكترود شمارنده استفاده مي شود و مهم
الكترود، الكترود كار نام دارد و در ابتدا در ساخت اين نوع 

از فلز طلا استفاده مي شد اما در حال  الكترود معمولاً
اي و خمير - حاضر الكترودهاي گرافيت، كربن شيشه 

در اين . كار مي روندبه عنوان الكترود كار به  كربن، عموماً
كه داراي  دهشتحقيق از الكترود خمير كربن استفاده 

روش تهيه  :نسبت به انواع ديگر است ايمزيتهاي ويژه 
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الكترود خمير كربن بسيار ساده و در تهيه آن از پودر 
همچنين الكترود خمير  ؛گرافيت و پارافين استفاده مي شود

يند آدر فر دهاثرتري نسبت به ديگر الكتروؤكربن نقش م
مي كند و از  ءانتقال الكترون و پديده اكسايش و كاهش ايفا

محسوب مي  الكترود كارآمدي لحاظ جديد بودن واقعاً
شود و اين ويژگيها باعث مي شود كه پايداري و بازده يك 

با توجه به نانو ذره . افزايش يابد حسگر زيستي شديداً
وتئيني آنزيم انتخاب شده، الكترود مذكور و ساختار پر

 كه براي اولين بار به طور همزمان در  گلوكز اكسيداز
، مي رودبه كار گيري گلوكز  بيوسنسور اندازه اين طراحي
طراحي بيوسنسوري كارآمدتر،  صرفاًاز اين تحقيق هدف 

پايدارتر، با دقت تشخيص بالاتر و در صورت تجاري 
   .سازي با قيمتي ارزان تر است

  مواد و روشها
آزمايشهاي ولتامتري چرخه اي با : اهها و تجهيزاتدستگ

)  slemilink system) EA-201يك الكترو آناليزور مدل  
سلول يك . مجهز شده به يك كامپيوتر شخصي انجام شد

سه قطبي در سراسر آزمايشها به كارگرفته  الكتروشيميايي
الكترود خميركربن خالص يا خميركربن اصلاح  از. شد

به ) ميلي متر 1قطر (رات اكسيد كادميوم شده با نانو ذ
به عنوان  عنوان الكترود كار، يك الكترود اشباع شده كالومل

الكترود مرجع و يك الكترود پلاتيني به عنوان الكترود 
 مدل از دستگاه اسپكتروفوتومتر. شمارشگر استفاده شد
(Shimadzu UV160)   براي انجام آزمايشهاي طيف

  .اده گرديداستف )فرابنفش-مرئي(

سولفات كادميوم، : مواد شيميايي و محلولها
 99,955(هيدروكسيدسديم، پودر گرافيت، استيك اسيد 

، اسيدهيدروكلريك، ستيل )درصد 99,5(، اتانول )درصد
. تري متيل آمونيوم برومايد از شركت مرك تهيه شده است

گلوكز از شركت سيگما - د-آنزيم گلوكز اكسيداز  و بتا
نمونه استاندارد سرم طبق دستورالعمل آماده . خريداري شد

همه مواد شيميايي استفاده شده داراي خلوص . شد

. شيميايي بوده و بدون خالص سازي مجدد استفاده شدند
هاي مختلف با pH مولار با  1/0 فسفات محلولهاي بافر

   و  (K2HPO4مخلوط كردن محلولهاي استاندارد ذخيره 

(KH2PO4 و تنظيم كردن  pH  باH3PO4  ياNaOH  تهيه
    .شدند

در يك آزمايش : آماده سازي نانو ذرات اكسيدكادميوم
، سولفات مولار 06/0 استفاده از اسيد استيك محلول اول با

ميلي گرم ستيل تري متيل  40 و مولار 03/0 كادميوم
آب دو  ليترآمونيوم برومايد به عنوان سورفكتانت در يك 

مولار  9/0 دانه هاي سود ول دوم بامحل. شدبار تقطير تهيه 
دو آب مقطر  ليتردر يك درصد  70ميلي ليتر اتانول  25و 

سپس محلول اول به محلول دوم همراه . شدبار تقطير تهيه 
و رسوب به دست آمده با  شدبا هم زدن مداوم اضافه 

درجه  80سپس در  و فيلتر، استفاده از كاغذ فيلتر واتمن
واي داغ حدود يك ساعت خشك گراد در كوره ه سانتي
انتقال ) درجه 41(رسوب خشك شده به بوته سيليسي . شد

ساعت  2گراد حدود  درجه سانتي 400و در  شدداده 
دست آمده براي از بين بردن ه سپس پودر ب وسوزانده 

بار با اتانول شستشو  4تا  3 ،ناخالصيهاي موجود در ذرات
تفرق  ستفاده ازخصوصيات نانو ذرات حاصل با ا .)13( شد

بررسي  )فرابنفش -مرئي(اشعه ايكس، جذب طيف سنجي 
مورد شده و براي ساخت الكترود خميركربن اصلاح شده 

براي بررسي خصوصيات نانوذرات با  .قرار گرفتاستفاده 
، كه شداستفاده از تفرق اشعه ايكس از معادله شرر استفاده 

دازه دانه هاي برجسته براي تخمين ان قله در اين معادله
، معادله شرر مي 1معادله . شدندهاي نمونه به كار گرفته 

طول  λ .)5(مي باشد) 9/0(ثابت است و برابر  K باشد  كه 
 θتمام پهناي نيمه ماكزيمم خط است و  βموج است و 

  .زاويه پراش است

   D=Kλ/ (βcosθ)          )1معادله (

بالا نانو ذرات به دست آمده : توصيف صفات اختصاصي
با تفرق اشعه (D/MAX 2500) سپس با دستگاه بروكر مدل 
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ژ ولتا و  mA 250، جريان λ =1/540 Å  ايكس با تابش
از پخش در  نمونه ها پس. آزمايش شدندkV  40عمل

ي يمحلول تولوئن با استفاده از طيف سنج نوري  دو پرتو
 .اندازه گيري و ثبت شدند) فرابنفش -مرئي(

در تهيه الكترود خمير كربن ابتدا : آماده سازي الكترود
  30به مدت انتي گراد درجه س 700پودر گرافيت در دماي

ثانيه در يك كوره استردار قرار گرفت و سپس در درجه 
سيليكاي  حرارت اتاق در يك دسيكاتور در حضور ژل

 به وسيلهو در مرحله بعد خمير كربن  ؛فعال شده، سرد شد
ن توليد شده توسط روش مخلوط كردن پودر گرافيت كرب

ميلي گرم پودر گرافيت 1بالا با روغن پارافين به نسبت 
. ميلي ليتر روغن پارافين تهيه شد/ . 36كربن در مقابل 

الكترود  مربوط به توليد شده در اين مرحله خمير كربن
در مرحله بعد براي توليد خمير  .استخام خمير كربن 

صد ادميوم ابتدا كربن اصلاح شده با نانوذرات اكسيد ك
ه ب توليد شده در بالا را كربن گرافيتپودر از ميلي گرم 

ميكرو ليتر محلول نانو ذرات سنتز  300صورت كامل با 
بعد از تبخير آب در دسيكاتور در  و سپسشده مخلوط 

ميكروليتر روغن پارافين به  36ساعت،  3 زمان مدت
ده وري شآيك بخش از خميرهاي فر. گرديدتركيب اضافه 

ميلي  52/0تا  5/0در سرنگهاي لوله اي پلاستيكي با قطر 
براي  بخش ديگر خمير كربن وخام الكترود  توليدمتر براي 

الكترود خمير كربن اصلاح شده با نانو ذرات گذاشته  توليد
الحاق يك سيم  به وسيلهتماس الكتريكي با خمير . شد

شت سوي په ين لوله سرنگ پلاستيكي و بيمسي از سوي پا
/ نانوذرات اكسيد كادميوم(گروههاي  .مخلوط برقرار شد

الكترود (و ) آنزيم گلوكز اكسيداز/الكترود خمير كربن
قطره قطره  به وسيله )آنزيم گلوكز اكسيداز/خمير كربن

محلول بافر  در گلوكز اكسيداز ميكروليتر 10 ريختن
به  ترتيب به 7رابر ب PH مولار داراي 1/0 فسفات

الكترود (و ) الكترود خمير كربن/ كسيد كادميومنانوذرات ا(
به نوك الكترودها  و در نهايت ،تهيه شد )خمير كربن

و آماده استفاده  دستي با كاغذ تميز صاف گرديد صورت

محلول بافر همه الكترودها در  ،در طول آزمايش. شد
نگهداري انتي گراد درجه س 4و در دماي  فسفات

  .شدند مي

اندازه گيريهاي الكتروشيميايي : ياييسنجشهاي الكتروشيم
. دستگاه پتانسيواستات گالوانو استات انجام شد به وسيله

سيستم سه الكترودي در برگيرنده يك الكترود كار آماده 
و يك  شمارنده عنوان الكترود ه شده، يك سيم پلاتيني ب
عنوان مرجع براي همه ه بشده الكترود كالومل اشباع 
همه . كار گرفته  شده يايي بآزمايشات الكتروشيم

عنوان ه مولار ب 1/0 محلول بافر فسفات آزمايشات در
 20تا16( الكتروليت پشتيباني كننده و درجه حرارت اتاق

اي تعيين بر هاآزمايش. شدندانجام  )انتي گراددرجه س
كاتاليتيكي در محلولهاي اشباع گلوكز و مطالعات الكترو

مايشات در محلولهايي شده از هوا انجام گرفت، ساير آز
دقيقه در معرض نيتروژن  15به مدت انجام شدند كه 

خالص قرار گرفته و به طور كامل بدون اكسيژن شدند و 
و انجام اين . در تمام آزمايشات اين حالت حفظ شد

فعاليت به اين علت است كه حضور اكسيژن باعث ايجاد 
   .اختلال در سيستم الكتروشيميايي مي شود

  بحثنتايج و 
 1شكل : براي نانو ذرات اكسيدكادميوم Xپراش پرتو 

براي نانو ذرات اكسيدكادميوم را X منحني پراش پرتو 
جذب  θ2 قله هاي پراش در مقدار . نشان مي دهد

 اندازه دانه براي نانو ذرات اكسيد كادميوم مقدار. اند شده

 هاي قلهو افزايش در تيزي  شدتخمين زده  نانومتر 43

نشان مي دهد كه ذرات در ماهيت بلورين X و پراش پرت
به ) 222(و ) 311) (220) (200) (111( پراشهاي. هستند

وضوح ديده مي شوند و به طور نزديك با الگوهاي مرجع 
فايل مرجع براي مطابقت  .اكسيد كادميوم مطابقت مي كند

در فايل شماره ) كميته مشترك مطالعات پراش پودر(  در
 1- 3طور كه در شكل  همان .باشد موجود مي 05- 0640

مشخص است اين محاسبه در محور عمودي برحسب 
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 واحدو  SI مقياسشدت نيرو سنجيده شده است كه در 
در محور افقي زاويه  .مي باشد مترمربع/ واتآن  سنجش

سنجش آن درجه  واحدنشان داده شده و  θ2پراش با 

شده فرمول شرر و اندازه محاسبه  اجزاي .)17( باشد مي
براي نانوذرات اكسيد كادميوم پس از بررسي با پراش پرتو 

X  آورده شده است 1در جدول:  
  اجزاي فرمول شرر و اندازه محاسبه شده براي نانوذرات اكسيد كادميوم -1جدول 

اندازه محاسبه شده براي نانوذرات
  اكسيد كادميوم

  ش اشعه ايكساجزاي معادله شرر در محاسبه اندازه نانوذرات در روش پرا
D=Kλ/ (βcosθ)                           

  نانومتر 43
  

  

D: 
اندازه محاسبه شده براي

 نانوذرات

θ: 
  زاويه پراش

Β :  
تمام پهناي نيمه 
  ماكزيمم خط

λ  :  
  طول موج

 )بر حسب نانومتر(

K:  
 ثابت شرر

)9/0(  

  
 اكسيد كادميوم ذراتنانوكه ثابت مي كند X پراش پرتو  فزايش در تيزي قله هاي؛ امنحني پراش پرتو ايكس براي نانو ذرات اكسيد كادميوم  -1شكل 

 .در ماهيت بلورين هستند

: نانو ذرات اكسيدكادميومفرابنفش  - مرئي طيفهاي جذبي
 در فرابنفش نانو ذرات اكسيد كادميوم - جذبي مرئيطيف 
 اگرچه طول موج طيف سنج. نشان داده شده است 2شكل 

جذبي نانو ذرات يك  گروه اما حدود مي شودبا منبع نور م
 400موج  لطو( رنگ آبيدر منطقه  واضح را تغيير مكان

كه ناشي از مقدار  نشان مي دهند طيف مرئي) نانومتر
كادميوم در مقايسه با توده ذرات  نانوذرات محدود نمونه

نانو  اين تشكيل اين پديده نمايان مي سازد كه. است اكسيد
چون  .انت و حلال آلي بستگي داردذرات به سورفكت

به سطح نانو ستيل تري متيل آمونيوم برومايد  سورفكتانت
بنابراين در اثر اين عمل،  .ذرات سنتز شده مي چسبد

سورفكتانت تثبيت كننده نانو ذرات بوده و در تشكيل يا 

رشد هسته ذرات براي دستيابي به درجه بالايي از 
وع به اين علت است و اين موض يكنواختي كمك مي كند

نانوذرات را كه اين سورفكتانت داراي بار منفي مي باشد و 
نيز داراي بار منفي مي كند و ذرات با بارهاي همنام به 

وجود ه بيكديگر جذب نمي شوند و بين آنها نيروي دافعه 
قسمتهاي مختلف طيف  3در شكل  .)16و  6( مي آيد

طيف . ه شده استمرئي با رنگهاي ويژه هر ناحيه نشان داد
نانومتر را پوشش  700تا  400مرئي بين طول موجهاي 

نواحي كه در طول موج  2دهد و با توجه به شكل  مي
نانومتر قرار دارند مربوط به ناحيه فرابنفش  400كمتر از 
  .مي باشد



 1393، 3، شماره 27جلد                                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

359 

 
  فرابنفش براي نانو ذرات اكسيد كادميوم -مرئي طيف جذبي -2شكل 

  
 طيف مرئي به همراه طول موج آنها و رنگهاي ويژه هر ناحيهقسمتهاي مختلف  -3شكل 

طور كه  همان: بهينه سازي براي تدارك الكترود آنزيمي
 قله احياءنشان داده شده يك جفت  bمنحني  4در شكل 

با ثبات و واضح براي انتقال مستقيم الكترون از آنزيم 
بر روي ولتاموگرام چرخه اي الكترود   اكسيداز گلوكز

آنزيم گلوكز /الكترود خمير كربن/ نوذرات اكسيد كادميومنا(
، 7 برابر pH مولار با  1/0محلول بافر فسفات در  )اكسيداز
به  ءهاي اكسيد و احيا قلهپتانسيلهاي . شود مي مشاهده

ميلي ولت  50ميلي ولت در  - 365و   - 310ترتيب در 
 (قابل مشاهده اي در الكترود  قله هيچ . برثانيه بودند

 4شكل(نبود ) آنزيم گلوكز اكسيداز/ الكترود خمير كربن
پتانسيل پتانسيلهاي اكسيد و احياء، از سپس  ).aمنحني 

براي آنزيم كه در اينجا محاسبه شده  ييند احياآفر معادل
طريقه  .ميلي ولت مي باشد - 337گلوكز اكسيداز برابر با 

محاسبه بدين صورت است كه از پتانسيلهاي مذكور 
الكترود  ه درمشاهده شد پتانسيل. ين گرفته مي شودميانگ
كاتدي و  قلههيچ نوع  )اصلاح نشده با نانوذرات(  برهنه

بيانگر  اين موضوع ).aمنحني  4شكل(آندي را نشان نداد 
عنوان ه كادميوم ب نانوذرات اكسيد است كه واقعيت اين

به سطح الكترود  احياءتسهيل كننده انتقال الكترون از گونه 
اين نتايج با كارهاي قبلي كه نقش . و برعكس عمل مي كند

براي تسهيل الكترون نشان دادند، مطابقت  را نانو ذرات
نشان داده شده است كه ذرات ) b( 4در شكل  .)7( دارد
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 را اكسيد كادميوم در سطح نانو مي تواند يك نقش كليدي
در مشاهده پاسخ ولتاموگرام چرخه اي آنزيم گلوكزاكسيداز 

در نانوذرات نسبت سطح به حجم خيلي زياد . نشان دهد
است و اين موضوع واكنش پذيري نانوذرات را افزايش مي 

اكسيد كادميوم به علت  نانو ذرات دراين تحقيق نيز. دهد
تبادل در اثر بزرگي را  داشتن خواص ويژه در سطح نانو، 

الكترون بين گلوكزاكسيداز و الكترود خمير كربن بازي مي 
   .)15( ندك

  
آنزيم گلوكز اكسيداز - نانوذرات اكسيد كادميوم-الكترود خمير كربن)  b  نانوذرات كادميوم-الكترود خمير كربن ) aولتاموگرامهاي چرخه اي  -4 شكل

  .مي باشد ميلي ولت برثانيه 50عت روبش رو س 7برابر  PH، مولار  1/0 محلول بافر فسفات در
بر روي  ز اكسيداز گلوك الكتروشيمي جذب سطحي

در : الكترود اصلاح شده با نانو ذرات اكسيد كادميوم
مطالعه بعدي خصوصيات انتقال الكترون آنزيم گلوكز 
اكسيداز روي الكترود خمير كربن اصلاح شده با نانو 
اكسيد كادميوم بررسي گرديد و اثر سرعتهاي روبشي روي 

 5ر شكلد. مطالعه شد اين آنزيمولتاموگرامهاي چرخه اي 
)b & a ( كاتدي و  قلهيك وابستگي خطي بين جريانهاي

آندي آنزيم گلوكز اكسيداز با سرعت روبش مشاهده 
به طور خطي با سرعت  احياء قلهجريانهاي  شود و مي

براي پيك  ضريب همبستگي. روبش افزايش مي يابد
 993/0 براي پيك آندي برابر با و 998/0 با برابر كاتدي

 يندآفرديده به اين مطلب اشاره دارد كه اين پ. باشد مي
روي سطح الكترود  احياءتحت كنترل جذب گونه  احياء

طور پايدار ه تثبيت آنزيم گلوكز اكسيداز ب مبينمي باشد و 
با توجه به ) a( 5در شكل  .روي سطح الكترود مي باشد

عدد صفر در محور عمودي، قله هايي كه در نواحي بيشتر 
، قله هاي اكسايشي هستند و قله هايي از صفر قرار دارند

كه در نواحي كمتر از صفر قرار دارند، قله هاي كاهشي مي 
و . )البته اين گفته فقط مختص اين شكل مي باشد( باشند

كم . رسم شده استاين قله ها در سرعتهاي روبش مختلف 
قله در كمترين سرعت روبش و پر ارتفاع ارتفاع ترين 

در  .سرعت روبش ثبت شده استترين قله در بيشترين 
 و احياء نمودار خطي اكسايش) b(قسمت  5شكل 

  . مشخص شده است

ميلي ولت بر ثانيه  100در محدوده سرعت روبش كمتر از 
سينتيك انتقال مستقيم الكترون با استفاده از مدل لاويرون 

نمودار پتانسيل پيك كاتدي در مقابل . تشريح شد) 1979(
برابر  αضريب انتقال بار الكتريكي لگاريتم سرعت روبش 

، 10،20تفكيك قله به قله در سرعتهاي . را مي دهد 68/0
 88، 82، 75، 70ميلي ولت بر ثانيه به ترتيب  100و 70، 40
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و تفكيك  αملاحظه مقدار شاخص . ميلي ولت بود 95و 
ميلي ولت، ثابت سرعت انتقال  100قله به قله كمتر از

 mدر جايي كه  ks= mnFv/RTطبق فرمول ) ks(الكترون

يك پارامتري وابسته به تفكيك قله به قله است، 
  . برثانيه برآورد شد) 9/38(برابر

  

  
، 200، 100، 50در سرعتهاي روبش )آنزيم گلوكز اكسيداز/الكترود خمير كربن/ نانوذرات اكسيد كادميوم(ولتاموگرامهاي چرخه اي) a(قسمت -5شكل 
نمودارهاي رسم شده با استفاده از نرم ) b(، و قسمت )كم ارتفاع ترين قله تا پر ارتفاع ترين قله از( ميلي ولت برثانيه 1000و  800، 600، 400، 300

  .انجام شد 7برابر  PH و مولار 1/0در محلول بافر فسفات اين آزمايش. مي باشد) a(افزار اكسل و بر اساس قسمت
  

 pH به  كسيدازگلوكز ا وابستگي انتقال الكترون مستقيم
وجود ه در مطالعه بعدي مشاهده شد كه تغييرات ب: محلول

به آمده در پتانسيلهاي قله ولتاموگرام چرخه اي و جريانها 
 ،برگشت پذير بودند 7تا  5بين pH محدوده  ، درpH وسيله

، به pHيعني اگر الكترود از يك محلول با مقادير مختلف 
ه بچرخه اي يكسان  محلول اوليه منتقل شود ولتاموگرام

محلول باعث تغيير مكان در pH افزايش در . دست مي آيد
نمودار پتانسيل . پتانسيلهاي قله هاي كاتدي و آندي گرديد
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وجود ه يك خط ب) 11تا  4از ( pHمعادل در مقابل 
كه اين هم pH ميلي ولت بر  - 44 د با شيبي برابرآور مي

بود، كه  pHت برميلي ول -58نزديك به مقدار مورد انتظار 
الكترون در  2پروتون و  2حكايت از اين موضوع دارد كه 

كاهش برگشت ناپذير . يند انتقال الكترون حضور داشتندآفر
ناشي از دناتوره شدن پروتئين    =4pHدر جريان پيك در 

در   FADاست كه اين موضوع هم ناشي از جدايي گروه 
ه توضيح ، در ضمن لازم بمي باشد  pHاين محدوده از

يك كوفاكتور احياء مي باشد و در  FADاست كه 
نمودار  .)11(واكنشهاي مهمي در متابوليسم نقش دارد 

    .نمايش داده شده است 6وقايع مذكور در شكل 

الكتروكاتاليز اكسيژن حل شده در جهت انتقال الكترون 
 7 شكلدر : جذب شده در سطح گلوكز اكسيداز

آنزيم نتقال مستقيم الكترون از ولتاموگرام چرخه اي براي ا
 به صورتمحلول در حضور اكسيژن   گلوكز اكسيداز

و  ءاحيا قلهو يك افزايش جريان  چشمگير تغيير مي كند
مشاهده مي شود و ) bمنحني (اكسايش  قلهكاهش جريان 

 -  5/0طور كلي يك پاسخ جريان بزرگ در پتانسيل  ه ب
  .ولت رخ مي دهد

  
محلول براي الكترود اصلاح  pHسيل معادل و وابستگي پتان -6شكل 

  )ميلي ولت بر ثانيه 100سرعت روبش ( شده در محلول بافر فسفات 
  

نشان دهنده اين است كه  bو منحني  aتفاوت در منحني 
گلوكز اكسيداز جذب شده بر روي الكترود، احياي اكسيژن 
محلول را كاتاليز كرده و باعث يك افزايش چشمگير در 

به ترتيب  2و  1در فرمولهاي . له احياء مي شودجريان ق
  .واكنش احياء و اكسايش رخ داده است

  

  
و در حضور اكسيژن ) a(در غياب  7برابر   PHو در  مولار 1/0 محلول بافر فسفاتدر   GOD/Au/CPEولتاموگرامهاي چرخه اي از -7شكل 

  ميلي ولت بر ثانيه 50سرعت روبش  در) b(محلول 
  

براي آنزيم گلوكز اكسيداز و فلاوين آدنين دي  واكنش اول
الكترون و  ،نوكلئوتيد احياء است چون واكنش دهنده ها

هيدروژن جذب كرده اند و واكنش دوم براي آنزيم گلوكز 

اكسايش است،  اكسيداز و فلاوين آدنين دي نوكلئوتيد
هيدروژن را  و چون واكنش دهنده ها اكسيژن جذب كرده

 .اند از دست داده
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GOD (FAD) + 2e- + 2H+↔ GOD (FADH2)                                           )1(  

GOD (FADH2) + O2→ GOD (FAD) + H2O2                                                               )2(  

 

اثر گلوكز بر روي فرايند الكترو كاتاليتيك گلوكز در 
به محض : ژن و تعيين غلظت آنمحلول اشباع از اكسي

اشباع  بافر فسفاتگلوكز به محلول (+)د- اضافه كردن بتا
/ نانوذرات اكسيد كادميوم(شده از هوا، پاسخ جريان احياي 

كاهش يافت  )آنزيم گلوكز اكسيداز/الكترود خمير كربن
گلوكز (+)د- اين كاهش با اضافه كردن مجدد بتا). 8شكل(

گلوكز سوبستراي (+)د-بتا ينكهبا توجه به ا. افزايش يافت
حضور آن باعث انجام يك واكنش و  است گلوكز اكسيداز

خواهد شد و غلظت شكل اكسيد  3آنزيمي برطبق معادله 
بر روي سطح الكترود را كاهش  گلوكز اكسيداز شده
   . دهد مي

  
 )3    ((FADH2)            گلوكونولاكتون +گلوكز اكسيداز (FAD)→گلوكز+گلوكز اكسيداز     

  
بنابراين اضافه كردن گلوكز انجام واكنش الكترو كاتاليتيك 
. را مهار كرده و منجر به كاهش جريان احيا مي شود

/ نانوذرات اكسيد كادميوم(ولتاموگرامهاي چرخه اي 
با افزودن متوالي  )آنزيم گلوكز اكسيداز/الكترود خمير كربن

اشباع شده ولار م 1/0 بافر فسفاتگلوكز به محلول (+)د-بتا
) f(به پايين) a( از بالا( ء جريان احيا يافتن و كاهش از هوا

 قسمت .نشان داده شده اند) a( 8در شكل  )كاهش يافته

)b ( محدوده پاسخ  منحني شيب خطي مربوط به   8شكل
 20از  مي باشد كه گلوكز(+) د- خطي حسگر به غلظت بتا

 0 /994 ميكرومولار با ضريب هبستگي برابر 360تا 
در حالتي كه نسبت  حد آشكار سازي و همحاسبه شد

ميكرومولار  10 بود، 3سيگنال واقعي به سيگنال ناخواسته 
   .اندازه گيري شد

براي تعيين پايداري : پايداري حسگر  گلوكز اكسيداز
درجه  4حسگر طراحي شده، الكترود آنزيمي در دماي 

پس از اين  روز قرار داده شد، و 10سانتي گراد به مدت 
. درصد از فعاليت خود را حفظ كرد 96مدت زمان، حسگر 

همچنين اين حسگر  توانست يك جريان دائمي را وقتي 
چرخه پي در پي در حضور گلوكز طي شود، حفظ  150كه 

اين حسگر در صورت قطره قطره ريختن دوباره . كند
محلول گلوكز اكسيداز  به سطح آن، بعد از اينكه نوك 

با ملايمت روي يك كاغذ تميز و سپس در يك الكترود 
سطح شيشه اي صاف براي توليد يك سطح يكنواخت و 

پاسخ جريان . مسطح ماليده شود، قابل توليد مجدد است
گلوكز - (+)د- ميلي مولار بتا 2/0سطح جديد درغلظت 
انحراف معيار نسبي براي هفت . مورد آزمايش قرار گرفت
بنابراين اين روش . صد بوددر 9/5بار متوالي تجديد كردن 

پذير براي حذف  -سريع، آسان، خيلي با اهميت و تكرار
محسوب مي   سطح جدا شده از غشاي گلوكز اكسيداز

در ضمن اين حسگر، قابليت ساخت مجدد شش . شود
الكترود، ساخت مجزا و تكرار پذيري قابل قبول با انحراف 

لظت درصد براي جريان تعيين شده در غ 5/6معيارهاي 
  .گلوكز را نشان داد- (+)د- ميلي مولار بتا 2/0

تعيين گلوكز در : تعيين گلوكز در نمونه سرم و اثر تداخل
نمونه سرم با استفاده از روش اضافه كردن نمونه استاندارد 

 5بعد از اينكه پاسخ جريان در . بر روي حسگر انجام شد
كه   =7pH با  مولار 1/0 ميلي ليتر از محلول بافر فسفات

ميكرو ليتر نمونه سرم بوده تعيين شد، چهار تا  40محتوي 
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ميلي مولار  20گلوكز - (+)د- ميكرو ليتري بتا 10محلول
تمام غلظتهاي . براي تعيين، پي در پي به سيستم اضافه شد

گلوكز در محلولهاي آشكار سازي در يك محدوده خطي از 

به ميلي مولار يعني نزديك  66/8سطح گلوكز . پاسخ بودند
ميلي مولار كه به وسيله دستگاه اسپكترومتري  74/8مقدار 

   .به دست آمده بود، تعيين شد

  

  
 :PH با  مولار 1/0 محلول بافر فسفات در )آنزيم گلوكز اكسيداز/الكترود خمير كربن/ نانوذرات اكسيد كادميوم(ولتاموگرامهاي چرخه اي -)a( 8شكل 

)  b. (ميلي ولت بر ثانيه 50 روبش در سرعت) ازبالابه پائين(ميكرو مولار گلوكز  340 و 240، 160، 80، 20، 0محتوي اكسيژن محلول و غلظتهاي   7
  مربوط به  محدوده پاسخ خطي حسگر خطي شيبمنحني 

ميلي مولار  1/0آزمايش پاسخهاي  به وسيلهاثرات تداخل 
اسيدآسكوربيك با افزايش  وگلوكز در حضور اسيد اوريك 

ميلي مولار  16/0. ظت مورد تحقيق قرار گرفتندتدريجي غل
ميلي مولار اسيدآسكوربيك باعث  36/0 واسيداوريك 

 ءدر جريان احيا درصد 1/5 و درصد 3/3 به ترتيب افزايش
 ايجاد مقدار كمي بنابراين اين مواد به سختي باعث. شدند

اين حسگر زيستي شدند كه بيانگر در پاسخ  تداخل
  .لاي حسگر طراحي شده مي باشديي باآپايداري و كار

   نتيجه گيري

حسگر زيستي طراحي شده براي اندازه گيري غلظت 
ميكرومولار ارائه  360 تا 20 از گلوكز در محدوده خطي

در طراحي اين حسگر از الكترود خميركربن، . شده است



 1393، 3، شماره 27جلد                                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

365 

نانوذرات اكسيد كادميوم و آنزيم گلوكز اكسيداز استفاده 
ده از مطالعه پراش اشعه ايكس دست آمه داده هاي ب. شد

 43نشان داد كه اندازه نانوذرات تهيه شده اكسيد كادميوم 
نانوذرات در طراحي حسگرهاي ثر ؤنقش م. نانومتر بود

زيستي، افزايش سرعت انتقال الكترون بين گونه احياء و 

در نهايت بايد ذكر كرد كه حسگر . اكسايش مي باشد
و مقاومت زياد در مقابل طراحي شده پايداري بسيار بالا 

و در . عوامل تداخلگر را در محيط آزمايشگاهي نشان داد
صورت تجاري سازي مي تواند كاربردهاي پزشكي و 

 .صنعتي زيادي داشته باشد
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Abstract 

In this study, we introduced a new biosensor for measurement of glucose by using of 
glucose oxidase enzyme, cadmium oxide nanoparticles and carbon paste electrode. Size 
of cadmium oxide nanoparticles were about 43 nm. The results indicated that produced 
carbon paste electrode modified with cadmium oxide nanoparticles, can facilitates 
electron transfer in stabilized glucose oxidase enzyme on the electrode surface. In 
addition, the reduced form of glucose oxidase enzyme could oxidize by solutions 
oxygen with an electro catalytic reaction, that this oxidation, due to reaction between 
the oxidized form of glucose and glucose oxidase and this reaction inhibited by glucose. 
Based on electro catalytic decrease of glucose oxidase enzyme in saturated oxygen 
solution in the presence of glucose, a new sensor was designed for glucose. Designed 
sensor has high sensitivity and in linear range of 20 µM to 360 µM and can be used to 
determine glucose. This biosensor also has very good stability. 

Key words: biosensor, cadmium oxide nanoparticles, glucose oxidase enzyme 

  


