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 جهت تثبيت آنزيم گلوکزاکسيداز در سطح نيستئيس -ت گرافنينانوکامپوزکارايی 

 الکترود کربنی

 *,1انيقورچاله تيو هدا 1,2مقدميه ناصريهد

 ( IBBک )يزيوفيو ب يميوشيقات بيمرکز تحق - دانشگاه تهران -تهران  1
  يو مولکول يروه علوم سلولگ-ي علوم زيستي دانشکده - دانشگاه خوارزمي - تهران 2

 

14/10/59تاریخ پذیرش:            12/10/59تاریخ تصحيح:              26/10/94تاریخ دریافت:   

 دهيچک

 است حسگرهيزتوسعه  و يو تکنولوژيم ها و استفاده از آنها در بيآنزت يتثب يبرا يکيولوژيب يهاجهت فراهم نمودن بستر ير تلاش فراوانياخ يهادر سال 

مقدار  يريوجب قرارگن بر سطح الکترود، ميستئيشتر سيت مقدار بيتثب. باشدين ميستئيس نهيآمدياستفاده از اس هان روشياز ا يکي. ه استصورت گرفت

بر سطح الکترود  ييايميبه روش الکتروشن يئستيحاضر سپژوهش در  .شوديم حسگرست يزکه باعث بهبود شود ين بر سطح الکترود مياز پروتئ يشتريب

ج حاصل ينتا يرسد. برت شيتثبد ياکسااصلاح شده با گرافن ياشهياصلاح شده با گرافن و الکترود کربن ش ياشهيبرهنه، الکترود کربن ش ياشهيکربن ش

 گرافن-نيستئيس تينانوکامپوزاستفاده از به علاوه  .دشويم تيبهتر تثب الکترود اصلاح شده با گرافنح ن بر سطيستئيس داد که نشان ياچرخه ياز ولتامتر

 يبستر گرافن بلکه ،ديداز بر سطح الکترود اصلاح شده گرديم گلوکز اکسياز آنز يشتريمقدار ب يريموجب قرارگ نه تنها يشه ايکربن شدر سطح الکترود 

 .شودل يتسه ميرا فراهم نمود که انتقال الکترون از سطح الکترود به مرکز ردوکس آنز

يميالکتروش، ياشهيد، الکترود کربن شياکسان، گرافن، گرافنيستئيس: واژگان کليدي 

 مقدمه -1

س ، )COOH-)2CH (NH-2CH-HS(ن يستئ يس -لا ست  يانهيآمديا سترده در پروتئ  ا  يولوژيوجود دارد و در ب هانيکه به طور گ

ه منظور مثال ب يراکند. بيفا ميا ياتينقش ح يآلريها با مواد غومولکوليو بخصککود در تمامب ب يميوشککي، بي، پزشکککيمولکول

  خود نشان از يمناسب ييايميت الکتروشين فماليتئسيس-ال .]1[د شويها به سطح فلزات استفاده ميباديها و آنتنياتصال پروتئ

ن به عنوان عنصککر يسککتئياز سکک .]2[ ددگريطلا مالکترود ه بر سککطح يک تک لايجاد يآن سککبا ا يداده و تجمع خود به خود

س   سا  شنا شنا ستفاده  وني يياگر به منظور  ست  ها ا صلاح شده با ال   ياز الکترود طلا .به عنوان مثالشده ا  ن به منظوريستئ يس -ا

سا    ست     ي ييشنا شده ا ستفاده  ضافي )آور پتا    .]3[ ون مس ا سيب ا سيب( براي  تا کنون از روش هاي مختلفي براي کاهش پتان ن

 در مطالمه اي از الکترود خمير کربني اصلاح شده با .]4-5[گونه هاي مختلف استفاده شده است ردوکس پايين آوردن پتانسيب

 

 

 .استاد وول:ئنويسنده مس ( مرکز تحقيقات بيوشيمي و بيوفيزيکIBB) - تهران دانشگاه                                                         ac.ir.t@uourchiangh 
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 (9, 10-dihydro-9, 10-ethanoanthracene-11, 12-dicarbox- imido)-4-ethylbenzene-1, 2-diol (DEDE) و نانوکامپوزيت 

NiO/CNT شناسايي سيستامين استفاده شد. نتايج  الکتروشيميايي نشان داد که الکترود اصلاح شده  فماليت  براي

. همچنين در پژوهشي ديگر الکترود ]4[الکتروکاتاليتيکي موثري در کاهش پتانسيب  اضافي آندي اکسيداسيون سيستامين دارد

اصلاح شد و براي شناسايي گلوتاتيون استفاده  FePt/CNT و N-(4-hydroxyphenyl)-3,5-dinitrobenzamideخمير کربن با 

 .]5[ميلي ولتي در پتانسيب اکسيداسيون گلوتاتيون گرديد 220شد. الکترود اصلاح شده سبا کاهش 

و  ساخته شد ييايميون الکتروشيداسياکس يقهين به طريستئيس-ال اصلاح شده با ياشهين شک الکترود کربي 2006در سال  

انتقال  سيستئين باعث بهبود -ال در اين الکترود .نوفن بکار رفتياستام ييايميکتروشسنجش ال يبرا يزيمآتيبه طور موفق

 الکترون شد و باعث کاهش پتانسيب اکسيداسيون استامينوفن و افزايش قابب توجهي در پيک جريان اکسيداسيون شد. همچنين 

اري مناسا  و يک حد تشخيص پايين، پايد اکسيداسيون استامينوفن داشت.سيستئين يک اثر الکتروکاتاليتيکي بالايي بر  -ال

اصلاح شده  ياشهياز الکترود کربن ش يگريد يدر مطالمه. ]6[ حساسيت بالا به وسيله اين الکترود  اصلاح شده به دست آمد. 

ي کم هزينه و آسان براي شناساي ن استفاده شد، که يک روش  سريع ، قابب اطمينان،يدوپام ييشناسا ين برايستئيس–با ال

اصلاح  ياشهيسه با الکترود کربن شيدر مقا انيش جرين سبا افزاين و دوپاميستئيس–ن اليتمامب مطلوب ب دوپامين مي باشد.

اده استفها نيت پروتئيثبت يبرا دهندهن به عنوان اتصاليستئيس "اعموم .]7[ برهنه شد ياشهيکربن شون و الکترود يشده با ناف

انتقال  کياستفاده شد.   طلا سموتاز در سطح الکتروديدديم سوپراکسيت آنزيتثب ين برايتئسيس-از ال يدر پژوهش شود.يم

ر سطح الکترود ن ديستئيس-ت اليتثب يبرا .]8  [دگرديايجاد  سيستئين -از طريق ال بين آنزيم و سطح الکترودالکترون مستقيم 

ون يداسياکس قين از طريستئيت سيتثب ه اول ممتقدند کهيه وجود دارد: در نظريدو نظر ييايميشبه روش الکترو ياشهيکربن ش

کترود انجام کربن در سطح ال-تروژنين ونديب پيتشک متناظر و سپس يونيکال کاتيبه رادب آن ين و تبديگروه آم يتک الکترون

 . ]9[ ولت مشاهده شده است -32/0 بيپتانس ا دريحک ايو پ ولت+ 3/1ب يون درپتانسيداسيک اکسي. پ(1)شکب شوديم

 

 

 

 .]7[ ه اوليبر اساس نظر ياشهير سطح الکترود کربن شن ديستئيس-ون اليداسيسم اکسيمکان -1شکل

ون يداسيک اکسيد. پگرديمگر متصب يکديبه  و دو مولکول د شدهياکسدر سطح الکترود ن يستئيس-ال SHگروه  ه دوميدر نظر

 ،6اي)ترک نيستيس–به ال (2شکب ،1اي)ترک نيستئيس-ال ندين فرايشود. در ايظاهر م+ 7/0ولتاژ در ر يناپذبرگشتبه صورت 

+ ولت مشاهده شده که مربوط به 6/1 بيپتانس در يگرير ديناپذون برگشتيداسيک اکسيگر پيد يز سوا .شوديد مياکس (2شکب
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 دياس کيستيساز  H3SO يگروه عامل .]7 و 10-41[است  (2، شکب7اي)ترکد ياسک يستين به سيستيس–د شدن الياکس

  .]10[د شو ياشهيه شدت جذب سطح الکترود کربن شتواند بيم

 

 .]7[ ه دوميبر اساس نظر ياشهير سطح الکترود کربن شن ديستئيس-ون اليداسيسم اکسيمکان -2شکل

اتصال  يطه براک واسيا به عنوان يشود، يالکترود به دو منظور استفاده م شده بر سطحت ين تثبيستئيهمانطور که گفته شد از س

 يبرا يافتن راهيت خاد در محلول. در هر دو حالت يواکنش با آنال يا به عنوان بخش شناساگر براين به سطح الکترود و يپروتئ

شتر يمقدار ب تي. تثبگردد ر به بهبود عملکرد الکترودتواند منجينه بر سطح الکترود ميدآمين اسيااز  يشتريت مقدار بيتثب

 ياشهين شن هدف الکترود کربيدن به ايرس يشود. براين بر سطح الکترود مياز پروتئ يرشتيمقدار ب يرين موجا قرارگيستئيس

 شد. سهين بر سطح الکترودها با هم مقايستئيت سيو تثبد اصلاح شد ياکساگرافن با گرافن و

ها يژگين ويلا و امکان کنترل تمام اار بايبس ، مساحتيکي، اپتيي، دمايکيتر، الکيکيمکان يعال يهايژگيب داشتن ويگرافن به دل

 طور به گرافن ز،يانگشگفت خواد نيا بيدل ه. ب]15[است ، مورد توجه دانشمندان قرار گرفته ييايميدار کردن شق عامبياز طر

 نسبت طلوبم ييايميالکتروش تيفمال گرافن که داده نشان رياخ قاتيتحق. استشده استفاده هاتينانوکامپوز سنتز در گسترده

 .]16[ شوديم الکترون انتقال بهبود باعث و دارد هاتيآنال از ياريبس به

ب، يب، کربوکسيدروکسيه) ن دارژياکس يعملکرد يهااز گروه ياديزتمداد  که استت ياز گراف يد، مشتق مهمياکساگرافن

 .]17[ دهديرا م يستيز يهاا مولکولي و موادبا نانو برهمکنشد، که به آن امکان ( در آن وجود دارياپوکس
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بر  ييايميروشق الکتين به طريستئيس-الداز، يم گلوکز اکسيت آنزيتثب يبرا مناسا يافتن بستريحاضر به منظور در پژوهش 

و الکترود کربن GO/GCE) ) دياکسااصلاح شده با گرافن ياشهيکربن شالکترود ، GCE) ) برهنه ياشهيالکترود کربن شسطح 

 د.يسه گرديج مقايشد و نتا تي، تثب (Gr/GCE) اصلاح شده با گرافن ياشهيش

 مواد و روش ها -2

 هامواد شيميایي و دستگاه -2-1

هيدروژن فسفات، پتاسيم هيدروژن  ، پتاسيم دي(سيگما/آمريکا)سيستئين -مواد مورد استفاده در اين پژوهش عبارتند از: ال

، ، گرافن و گرافن اکسايد )اهدايي از ليلا شهرياري، دانشکده شيمي()مرک/آلمانفسفات، پتاسيم کلرايد و پتاسيم هگزا فري سيانيد

ستفاده شد. ا (GCE)اي کلريد نقره، الکترود کمکي پلاتين و الکترود کار کربن شيشه-نقرهدانشگاه پونه، هند(. از الکترود مرجع 

ساخت کشور آمريکا، انجام  263Aمدل  EG&Gگالوانواستات –استاتپتانسيواي با استفاده از دستگاه هاي ولتامتري چرخهآزمايش

 شد.

 اي سيستئين بر سطح الکترود کربن شيشه-تثبيت ال -2-2

آب دوبار  و به ترتيا با آب، اتانولشود و سپس صيقب داده ميميکرومتر(  05/0) آلومينيوم اکسيدبه کمک دوغاب  GCEسطح 

تهيه شد. سپس الکترود را در  pH  7مولار در بافر فسفات باميلي 5محلول سيستئين با غلظت  شود.تقطير شستشو داده مي

 چرخه تکرار شد. 20ولت بر ثانيه ميلي 100با سرعت روبش  7/1 تا -7/0محلول سيستئين قرار داده و در محدوده پتانسيب 

 اکسایداي اصلاح شده با گرافن یا گرافنسيستئين بر سطح الکترود کربن شيشه-تثبيت ال-2-3

تميز شده به روش را بر سطح الکترود  ليتر(گرم بر ميليميلي 5/0اکسايد در اتانب )گرافن يا گرافناز سوسپانسيون  ميکروليتر 4

سيستئين به روش مذکور در بخش قبب روي -ال، سپس مذکور در بخش قبب چکانده شد و اجازه داده شد که خشک شود

از هر مرحله  بمد از ،فروسيانيد به عنوان يک کاوشگر براي بررسي تغييرات رفتار الکترودشود. در نهايت از ها تثبيت ميالکترود

مولار( ميلي 5)  Fe(CN)]6[ -3 مولار حاوي نمک 05/0ليتر محلول پتاسيم کلرايد . براي اين منظور ابتدا دو ميليشد اصلاح، استفاده

 اصلاح شده ثبت شد هاي آن در سطح الکترودهايتهيه شد و داخب سب ريخته شد و ولتاموگرام

 نتایج و بحث -3

نشان داده شده است.  ،Cو  A ،B 3در شکبا يبه ترت Gr/GCEو  GCE ،GO/GCEسطح  درن يستئيس-ال يهالتاموگرامو

–ن به اليستئيس-ال شياکساوجود دارد که مربوط به ون يداسيک اکسيپک ي+ ولت 7/0در ولتاژ  شوديهمانطور که ملاحظه م
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-کيستين به سيستيس–د شدن الي+ ولت مربوط به اکس6/1در ولتاژ  ظاهرشدهون يداسيک اکسيگر پيد ين است. از سويستيس

 دياسکيستين به سيستيس–د شدن الياکسمربوط به ولت  +6/1ب يدر پتانس يک آنديپان يجر ، 3Dشکبدر  .]7[د استياس

ان متملق به ين جريشتريشود، بي. همانطور که مشاهده ماست شده سهيمقا هم با Gr/GCو  GC ،GO/GC يهاالکترود سطحدر

Gr/GCE ن است.يستئيس–شتر اليب شياانگر اکسيب که باشديم  

و  ،نيستيس–ن به اليستئيس-ب اليند تبديش دو فراياکسا يک هايه دوم )مذکور در مقدمه( پيبر اساس نظرن که يبا توجه به ا

بقت دارد امط 3شکبج ين امر با نتايشود و اي+ ولت ظاهر م6/1+ و 7/0 يا در ولتاژهايبه ترت ،دياس کيستين به سيستيس–ال

 .به کربن انجام شده استول يگروه تاتصال ق ين از طريستئيس تثبيت جه گرفت کهيتوان نتيم

ايزوالکتريک  pHقرار بگيرد اکثر گونه هاي    سيستئين بار کلي صفر  را نشان  مي دهند.  33/8و 71/1بين  pHزماني که  

حضور اين   مي باشد. −𝐶𝑂𝑂  و گروه کربوکسيب به صورت   +  NH3گروه آمين به صورت  pHاست.در اين  07/5سيستئين 

لايه سيستئين  بر سطح الکترود مي شود. چون جذب سيستئين تحت تاثير  بار  زوويترون در اطراف  الکترود سبا تشکيب  يک

 سطح الکترود ) سطح اکسيژنه( قرار نمي گيرد.

مي باشد و بار سيستئين مثبت است، اين بار مثبت    𝐶𝑂𝑂𝐻ايزوالکتريک گروه کربوکسيب پروتونه شده و به صورت  pHدر زير 

ها مي شود و از تجمع آنها  جلوگيري مي کند. يک لايه سيستئين در نهايت در سطح  سبا ايجاد يک دافمه بين اين گونه

 .]7[الکترود ايجاد مي شود ولي به صورت آهسته و تدريجي صورت مي گيرد

در مطالمه اي که انجام گرفت بمد از تثبيت سيستئين بر سطح الکترود، آنزيم گلوکز اکسيداز بر سطح الکترود اصلاح شده تثبيت 

رديد. از آنجايي که آنزيم  در ساختار  خود داراي  گروه هاي آمين با بار مثبت  مي باشد  براي اتصال لازم است  که سطح گ

( 07/5ايزوالکتريک  سيستئين ) pHمربوط به تثبيت سيستئين را بالاتر از  pHالکترود  داراي بار منفي باشد. براي اين منظور 

 سطح الکترود اصلاح شده داراي گروه هاي کربوکسيليک با بار منفي مي باشد. pHانتخاب گرديد. در اين  7يمني 
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-يليم 5ن با غلظت يستئي. سGCE، (B )GO/GCE ،(C )Gr/GCE( بر سطح Aن )يستئيس ييايميت الکتروشيثبت ياچرخه يهاگرامولتامو -3شکل

( نمودار D) ت شد.يه تثبيولت بر ثانيليم 100ولت با سرعت 7/1 تا  -7/0 ليچرخه در محدوده پتانس 20و  pH7  مولار با 1/0مولار در بافر فسفات 

 (Cو  A ،B-3حاصل از شکل يها)بر اساس داده دياسکيستين به سيستيس-د شدن اليمربوط به اکس يان آنديک جريپ

 نيستئياصلاح شده با س يعملکرد الکترود ها يابیارز -3-1

 عملکرد يابيارزبه منظور  باشد.يسطح الکترود م راتييتغ يابيارز يبرا يابزار ارزشمند و مناسب ،ديانيفروس ياچرخه يولتامتر

رخه چ يهاولتاموگرامد. شد استفاده يانيلول کاوشگر فروس، از محنيستئيس با شده اصلاح Gr/GC و GC، GO/GC يهاالکترود

 وط بهان مربيجر رييتغن يشتريدهد که بين نشان ميستئيس-ت اليبمد از تثب( 4 شکب) GO/GCو  Gr/GC ،GC سه الکترود يا

–ال زانيکند، هر قدر ميق عمب ميک عاينه بوده و به عنوان يدآميک اسين يستئيس-که ال يياز آنجاباشد. يم Gr/GC الکترود

مشاهده  4شکب  يادر ولتاموگرام چرخهشتر خواهد بود. همانطور که يز بيان نيشتر باشد کاهش جرين متصب شده بيستئيس

ز مربوط به ين نيستئيس-ت اليان بمد از تثبين کاهش جريشتريکه البته ب ان استين مقدار جريبالاتر يدارا Gr/GCEگردد، يم

Gr/GCE ن در سطح يستئيس-ن مطلا است که اليد ايج موينتان يباشد. ايمGr/GCE 4شکبداخب نمودار شود. يت ميبهتر تثب  

 سسدهد. ين را نشان ميستئيس-ت اليک از الکترودها قبب و بمد از تثبيهر  يکاتدک يپان يجرمقدار 
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Cys/GO/GCE( ،2 )GO/GCE( ،3) Cys/GCE( ،4 )GCE( ،5 )( 1) در سطحمولار يليم 6Fe(CN)3K 5 ياچرخه يولتامتر-4شکل

Cys/Gr/GCE ( 6و )Gr/GCE  را  6تا  1اصلاح شده  يهاالکترود يکاتدپيک ان يجر ،الحاق شده ه بود. نموداريثانولت بر يليم 50با سرعت روبش

 .نشان مي دهد

 و GC (A)، Gr/GC (B)، Cys/Gr/GC (C) يرا در سطح الکترودها 6Fe(CN)3K ياچرخه يهاولتاموگرام ،5شکب

GOx/Cys/Gr/GC (D) يهاسه ولتاموگراميبا مقا دهد.ينشان م A  وBطح الکترود گردد که افزودن گرافن بر سي، ملاحظه م

ابد ييکاهش مان يجر Gr/GCEن بر سطح يستئيش سيبا افزاکن يلشود يان ميجر يجه فزونيو در نت ييرسانا شيموجا افزا

ر سطح م بيت آنزي. با تثبسازديباشد و سرعت انتقال الکترون را کند ميق ميعا ين مولکوليستئيس-الچون ( C )ولتاموگرام

 .(D )ولتاموگرامابد ييمان باز هم کاهش يجرن يق بودن ساختار پروتئيب عايبه دل الکترود
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ت ياصلاح شده با نانوکامپوزالکترود  GCE(A ،)Gr/GCE(B ،)Cys/Gr/GCE(C،)مولار، يليم 6e(CN)F3K 5ياچرخه يولتامتر-5شکل

 هيولت بر ثانيليم 50( با سرعت روبش Dداز)ياکسم گلوکزين و آنزيستئيس–گرافن

 

 اصلاح شده  يهاالکترود ت شده در سطحيتثب دازياکسم گلوکزیآنز ميمستق يميالکتروش -3-2

 Cys/Gr/GC و Cys/GC (A) ،GO/GC (B)، Gr/GC (C) يهاالکترودت شده در سطح يتثب GOx يا( ولتاموگرام چرخه6)کبش

(D) 2ردوکس  گروه به مشاهده شده ممطوف کيپ دهد. زوجينشان م فسفات بافر محلول در راFAD/FADH مرکز در دفونم 

 اصلاح GCالکترود م در سطح يآنز يو کاتد يآند يهاانيهمانطور که در شکب نشان داده شده است شدت جر. باشديم ميآنز

شتر بودن شدت يب .شتر استيار بيبس (Gr/GC و Cys/GC ،GO/GC) گريسه الکترود د نسبت به Cys/Grت ينانوکامپوزشده با 

 يريموجا قرارگ مناسا ک اتصال دهندهين به عنوان يستئيس ک سوياز  باشد کهين مطلا ميا يايگوالکترود  نيا ان دريجر

را فراهم نموده که انتقال الکترون از سطح  يبستر گر گرافنيد ياز سوو است م بر سطح الکترود شده ياز آنز يشتريمقدار ب

 ده است. يب نموده و بهبود بخشيم را تسهيالکترود به مرکز ردوکس آنز
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 محلول در شي. آزماCys/Gr/GC (D)( و C) Cys/GC (A ،)GO/GC (B ،)Gr/GC يهاالکترود در سطح GOx ياولتاموگرام چرخه-6شکل

 .انجام شده يثان بر ولتيليم 50 روبش سرعت درpH 7  با مولار 1/0 فسفات بافر

 نتیجه گیری -4

با ج حاصب ي. نتاشدت يتثب Gr/GCو  GC ،GO/GC يالکترودها در سطح ييايميبه روش الکتروشن يستئير پژوهش حاضر سد

که اتصال  دادد نشان يانيفروس ياچرخه ين مطالمات ولتامتري. همچنمطابقت داردول يق گروه تين از طريستئيال ساتص زميمکان

 هک اتصال دهندين به عنوان يستئياز س ،ياريدر مطالمات بسکه  ييرد. از آنجايگيت مبهتر صور Gr/GCEن در سطح يستئيس

اسا جهت انتخاب بستر من يدر راستاتواند يمپژوهش ن يج حاصب از اينتا ،ن به سطح الکترود استفاده شدهيپروتئ تيتثب يبرا

ت ينانوکامپوزگر، يبه عبارت د .دينما يانيکمک شا نيت پروتئيزان تثبيمش يجه افزاين و در نتيستئيس ييايميالکتروشت يتثب

Cys/Gr  ک اتصال ي ن به عنوانيستئيک سو سياز که  ين ممنيکند. بديفا ميک نقش دوگانه اي ياشهيکربن شدر سطح الکترود

 يبسترن گر گرافيد ياز سو د.ياصلاح شده گردبر سطح الکترود  دازيگلوکز اکس مياز آنز يشتريمقدار ب يريدهنده موجا قرارگ

 .ديب نموده و بهبود بخشيم را تسهيکه انتقال الکترون از سطح الکترود به مرکز ردوکس آنز را فراهم نمود
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