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  چکیده

هاي شناسایی مقادیر بسیار کم گلوکز است و  ترین روش سنسور الکتروشیمیایی گلوکز اکسیداز یکی از مهم استفاده از

. واقع شود ثرؤیک ماده مکمل در افزایش راندمان و عملکرد بهینه مبه عنوان  تواند می ی در مقیاس نانوذراتبکارگیري 

با ترکیب پودر گرافیت کربن، روغن پارافین و نانوذرات کلوییدي ابتدا الکترودي بیوسنسور ساخت  براي ،پروژه در این

بافر در حضور سیداز آنزیم گلوکز اک گرنیی در تماس با شناسانیمه تراوا و توسط غشاء ساخته )نانومتر 24با قطر( طلا

و الکترود  کاتد به عنوان Ag/AgClمرجع الکترود  ساخته شده از بیوسنسور سنجی براي جریان .قرار گرفت فسفات

با غلظت معین  تهیه شدهدر محلول ولت، گلوکز  7/0 با اعمال پتانسیل ثابتو  شده به عنوان آند استفاده گردید آماده

 پراکسید نیک اسید و هیدروژنروگلوکو ،گلوکز توسط آنزیم گلوکز اکسیدازاکسید شدن با در این فرایند. ردیابی گردید

 اطراحی آزمایش این پروژه ب .برقرار گردیده استیان کاتد و آند، جرغلظت اکسیژن بین دو الکترود با کاهش و تولید 

و  دیانجام گردسطح در سه pH و گلوکز غلظت براي دو فاکتوربه روش تاگوچی -QUALITEK 4استفاده از نرم افزار 

بیوسنسور بر اساس میزان فعال ماندن . است بدست آمده  6و میلی مولار  1به ترتیب  فاکتور این دو يبرا شرایط بهینه

  .روز پایدار مانده است 6آنزیم گلوکز اکسیداز در شرایط بهینه، به مدت 

  

   



 

  

  

  

  فصل اول

  مقدمه
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  بیوسنسورها 1- 1

هاي سریع، ساده و بدون  با کاربردهاي گوناگون به صورت کمی یا کیفی، روشترکیبات مختلف در تشخیص اختصاصی 

همچنین نیاز به . هاي درمانی و بیوتکنولوژي وجود دارد شمار زیادي از چنین کاربردهایی در تشخیص. معرف نیاز است

هاي  این اطلاعات در عرصه اهمیت. اطلاعات شیمیایی سریع و دقیق به خصوص در حفظ سلامت بشر ضروري است

مختلف دیگر مثل دامپزشکی، صنایع غذایی، باغبانی، داروسازي، صنعت پتروشیمی، حفاظت محیط زیست، دفاع و ایمنی 

نظر از کند و گران بودن، غیر اختصاصی بوده و دچار  صرف، هاي تشخیص شیمیایی مرسوم  روش. رو به افزایش است

 گیرد بیوسنسور است اي مهمی که در شناسایی و تشخیص مقادیر مورد استفاده قرار مییکی از ابزاره. باشند تداخل می

]2.[  

یک بیوسنسور . بیوسنسور از دو کلمه بیو وسنسور تشکیل شده است ، بیو به معنی زیست و سنسور به معنی حسگر است

هاي بیولوژیکی که با قدرت  مپذیري سیست اختصاصی بودن و انتخاب :دهد همگرایی دو اصطلاح متقابل را نشان می

  ].3[ شوند میکرو پردازشگرها ترکیب میمحاسباتی 

این عنصر باید . دهد، داراي طبیعت بیولوژیک است در یک بیوسنسور، عنصر حسگر که به ماده اي بیولوژیک پاسخ می

  .به نوعی مبدل متصل شود تا یک پاسخ قابل مشاهده با چشم را تولید کند

کلی به احساس و اندازه گیري مواد شیمیایی خاصی که ممکن است فیزیولوژیک نیز باشد، مربوط  بیوسنسور به طور 

یک بیوسنسور را . تر آن آنالیت است نامند، در حالی که واژه ي کلی می )زیر لایه(substraمعمولا این مواد را. می شود

مبدل . حاصل می شود، تعریف کرد مبدل   کمی توان به عنوان ابزاري که از تلفیق یک حسگر بیولوژیک متصل به ی

  .سیگنال تولید می شودشده به صورت آنچه توسط مبدل شناسایی  عمل شناسایی را انجام می دهد،

  .)به یک مولکول یا آنالیت خاص پاسخ می دهند( عملکرد بیوسنسورها کاملا انتخابی است،

لوژیکی به یک مبدل متصل یا با آن ترکیب شده ي بیو دهنده بیوسنسور دستگاهی است که در آن یک جزء تشخیص

شوند که در آن یک جزء زیستی به یک مبدل  اي تعریف می بیوسنسورهاي کلاسیک به عنوان ابزار آنالیزکننده. است

نماي شماتیک یک . کند میگیري تبدیل و یک سیگنال بیولوژیک را به سیگنال الکتریکی قابل اندازهمتصل شده 

  .نشان داده شده است )1-1(بیوسنسور در شکل 
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  طرح شماتیک یک بیوسنسور و اجزاي مختلف آن .)1- 1(شکل 

  

در . کاربردهاي کمی و کیفی قابل توجهی دارند) هاي دیگر یا بیومولکول(ها  ي تکنولوژي بیوسنسور، آنزیم در حوزه

، فیزیک نوري، الکتروشیمی، هاي علمی مختلف مثل بیوشیمی، ایمونولوژي ساخت بیوسنسور از تجزیه و تخصص رشته
  .شود دیگر مهندسی استفاده میهاي  رساناها، الکترونیک و هزاران علم و حوزه علم مواد، نیم

 120بیوسنسور تجاري براي حدود  60امروزه بیش از . ي قبل پیشنهاد شده بود مفهوم بیوسنسور بیشتر از چهار دهه

شود که  میلیون دلار براي این صنعت خرج می 15تا  12جهان  هر ساله در سراسر. آنالیت مختلف در دسترس است

ي مختلف در شیمی بالینی، صنایع غذایی و لوازم آرایشی و  ماده 80گیري  ها در اندازه اند از استفاده آنزیم عبارت

د در سازي و حفظ عملکر ي ذخیره ها و مواد واسطه، نحوه مشکلات اساسی مربوط به قیمت بیومولکول.بیوتکنولوژي

ي مجدد از مواد با ارزش  ي استفاده ها اجازه تثبیت بیومولکول. ي این ابزارها شده است باعث روند کند و توسعه... ها و  آن

  .دهد هاي آنالیتکی را می و ساده شدن دستگاه

  : حداقل بعضی از خصوصیات زیر را دارا باشد باید یک بیوسنسور خوب 

  . تحت شرایط عادي پایدار باشد و ف تجزیه بایستی کاملاً اختصاصی عمل کند بیوکاتالیست آن با توجه به هد -1

باشد تا قابل . . . ، درجه حرارت و  pHواکنش بیوکاتالیست با آنالیت باید وابسته به پارامترهاي فیزیکی مثل تغییر  -2

ه آنالیز نمونه را با کمترین فرآیند اجاز یدبوده ،  همچنین با ) مبدل( هدایت و استفاده توسط ترانس دیوسرها ، کنترل

  . آماده سازي بدهند 

نتیجه بدست آمده توسط بیوسنسورها باید دقیق و قابل تکرار باشد و پاسخی باشد که بدون رقیق یا غلیظ کردن  -3
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  . همچنین پاسخ باید عاري از اختشاشات الکتریکی باشد . نمونه بدست آمده باشد 

  . ان ، کوچک ، قابل حمل و استفاده توسط کاربران نیمه ماهر نیز باشد بیوسنسور کامل باید ارز -4

نازك و زیست باید اگر از بیوسنسور براي کنترل عوامل میکروبی مهاجم در کارهاي بالینی استفاده شده ، میله آن  -5

  ].4[ سازگار باشد و اگر از آن در صنایع تخمیر استفاده می شود باید قابل استریل باشند

ي  یک الکترود اکسیژن پوشیده شده با یک لایه کهاي به نام بیوسنسور ساختند، کلارك ولیونز وسیله 1962سال  در

، این نتیجه حاصل شده را دیگران بعد از کلارك، براي ساختن ابزاري در ]5[ نازك ژل حاوي آنزیم گلوکز اکسیداز بود

  .هاي مهم درمانی به کار بردند آنالیت و ] 12[ ، اوره]11[ لکلسترو ،]10، 9[ کراتینین،]8، 7، 6[ ارتباط بالاکتات

ساخته شد یک بیوسنسور آمپرسنجی گلوکز 1975در سال  (Ohio)اولین بیوسنسور الکتروشیمیایی تجاري که در شرکت 

  .بود

آمده به اولین بیوسنسور آمپرسنجی گلوکز که به بازار . اي پیدا کردند هاي بعدي آمپرسنجی سهم تجارت عمده مدل

  . ي آزمایشگاه فیزیک ملی هند توسعه پیدا کرد  وسیله

ها در  طراحی بیوسنسورها به کاربرد اختصاصی آن. تعدادي از بیوسنسورهاي تجاري ذکر شده است  )1- 1( درجدول

  .در هر بخش، نیازهاي کاملاً متفاوتی وجود دارد. درمان، صنعت محیط زیست یا صنایع دفاع بستگی دارد

کنند که هم  ر فواید بیوسنسور الکتروشیمیایی محققان زیادي روي توسعه کاربرد در آنالیز و سنتز نمونه کار میبه خاط

  ].13[ اکنون مورد استفاده است
 اي از برخی بیوسنسورهاي الکتروشیمیایی تجاري خلاصه .)1-1(جدول

 تولید کننده  آنالیت  مدل

A23 Glucose YellowspringsInstruments  
L 23  Lactate  Yellow springs, OH, USA 

A3000 Glucose urate Fuji Electric,Tokyo, Japan 

5040 Biosens  Glucose EKF Industrie-Elektronik GmbH 

Biosensor 3000 ABD Glucose ABDInstruments 

Glucometer Glucose Pulsatum Healthcare LTD, India  



 
 

6  

  :عبارتند ازکه  ذکر شده است، ر یک بیوسنسور در زیمهم اجزاي 

قادر است باشد که  رکیب زیستی میبه طور کلی یک سیستم یا تبیوکاتالیست  : جزء حساس زیستی یا بیوکاتالیست) 1

ترکیب زیستی که در طراحی بیوسنسورها استفاده . به طور اختصاصی مولکول هدف را از بین عناصر دیگر تشخیص دهد

آنزیم ها استفاده شده از  ینوعدر این پایان نامه .هستند... ها و  ها، باکتري ، اندامکها آنتی بادي ها، شوند شامل آنزیم می

  .شوند را شامل میهاپروتئیناز دستهبزرگیآنزیم ها .است

انجام صدها واکنش بیوشیمیایی لازم در فرآیندهاي  کهمسئولیتهاي بسیار موثر و کارآمدي هستند ورکاتالیز آنزیمها

سازي لازم براي انجام واکنش تسریع  انرژیفعالآنزیم واکنش را با پایین آوردن . موجودات زنده را بهعهده دارندزیستی 

تحت شرایط مختلف پایدار ها ینئپروتسایرمانند، ولی آنزیمها مانند  در واکنشها بدون تغییر میکاتالیزورها.کند می

  ].14[ کنند تغییر میبودن  یا قلیایین اسیدي بوداین مواد در اثر حرارت بالا و. مانند نمی

هستند که سوبسترا یعنی ) جایگاههاي فعال(مولکولهاي پروتئینی هستند که داراي یک یا چند محلنفوذ سطحی  آنزیمها

یا  بهیککند و  تحت تاثیر آنزیمها ، سوبسترا تغییر می ،شود کند، به این نواحی متصل می اي که آنزیم بر آن اثرمی ماده

 . شود دي محصول تبدیل میتعدا

  :  واکنش هاي آنزیمی در طی چند مرحله صورت می گیرد 

  . سوبسترا می دهد  –یا پیش ماده با آنزیم باند شده و کمپلکس آنزیم   substraدر اولین مرحله  -1

 . می شود تولیدمحصولو داده رخ گذار وقتی این کمپلکس تشکیل شد، یک مرحله ي  -2

 . محصول آزاد می شوند در این مرحله آنزیم و  -3

. هستند ) جایگاه فعال آنزیمی(  Active siteآنزیم ها براي این که به سوبسترا بچسبند داراي محل خاصی به نام  

  . کمپلکس سوبسترا در همین محل و با چسبیدن سوبسترا به جایگاه فعال آنزیم تشکیل می شود 

وبسترا ي خاصی تعریف شده است و اختصاصی بودن عمل آنزیم هر آنزیمی داراي جایگاه فعال خاصی است که براي س

دارند و عامل تنظیم کننده ي این آنزیم ها غلظت  active siteآنزیم هاي ساده  فقط یک . ها هم به همین دلیل است 

  .مواد است

  .کاملاً باند شده باشند آن زمانی آنزیم داراي حداکثر فعالیت است که سایت هاي فعال

بخش پروتئین آنزیم است و بدون کوفاکتور آنزیم فعال نیست و وقتی با کوفاکتور باند شد ، آنزیم فعال می  آپو آنزیم
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 ].FMN  = Flavin Mono Nucleotide ]15:کو آنزیم ها ترکیباتی آلی اند مثل فلاوین. دهد 

آنزیم گلوکز اکسیداز در سطح .دآنزیم گلوکز اکسیداز در عسل یافت شده و به عنوان یک نگه دارنده طبیعی عمل می کن

عسل، اکسیژن محیط را کاهش می دهد و آن را به پر اکسید هیدروژن تبدیل می کند که به عنوان یک سد آنتی 

  .که داراي اتصال قوي به آن هستند است FADداراي دو مولکول این آنزیم .باکتریالی عمل می کند

نیک می باشد که کاربردهاي بسیاري در صنایع رواسید گلوکو، م این آنزی مهم اکسیدکردنهم چنین یکی از محصولات

  ].16[ مختلف از جمله صنایع غذایی دارد

کونولاکتون  δ-استر داخلی آن .اسید گلوکونیک یک اسید ضعیف است که براي ترش کردن غذا استفاده می شود

تولید اسید توسط آنزیم گلوکز .ه می شودمحصولات گوشتی استفاد و در لبنیاتو  در نانوایی به عنوان خمیر ترش.است

کونیک موجود واکنش دهد،علاوه بر رواستفاده از یک بافر که با اسید گلو. محیط می شود pHاکسیداز باعث کاهش

  .]17[ آنزیم گلوکز اکسیداز براي فعالیت خود نیاز به اکسیژن دارد.اثر قابل توجهی در انجام واکنش دارد pHکنترل

گیري  ي زیستی را به یک سیگنال الکتریکی قابل اندازه ي تشخیص داده شده از سنسور است که پدیدهقسمتی : مبدل) 2

تواند به طور مستقیم نمایش داده شود یا به وسیله یک ریز  خروجی مبدل می. کند مثل ولتاژ یا جریان تبدیل می

  .تري قرار بگیرد فایر مورد پردازش بیش یلپردازشگر یا آمپ

باید ویژگی هاي زیر را  مل تبدیل واکنش هاي شناسایی شده را به سیگنالهاي الکتریکی برعهده داردمبدل ، که ع

  : داشته باشند 

  .نسبت به آنالیت کاملاً اختصاصی عمل کنند -1
  .واکنش در آنها در غلظت مناسبی صورت گیرد -2

  .زمان پاسخ آنها کوتاه باشد -3

  .]18[ چک کردبتوان تا حد امکان اندازه آنها را کو -4
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  بیوسنسورهاانواع  2- 1

  . بندي کرد طبقهشناسانگرهاومبدل توان بر اساس نوع  بیوسنسورها را می

  مبدل نوع1- 1-2

  ییمبدل الکتروشیمیا1-2-1-1

رسانش الکترولیت هنگامی صورت می گیرد که یونهاي الکترولیت بتوانند آزادانه حرکت کنند، چون در این مورد ، یونها 

به همین دلیل است که رسانش الکترولیتی توسط نمکهاي مذاب و محلولهاي . که بار الکتریکی را حمل می کنند هستند

علاوه بر این براي تداوم جریان در یک رساناي الکترولیتی لازم است که حرکت یونها . آبی الکترولیتها صورت می گیرد

بنابراین .الکترولیتی ، الکترونها را به الکترود سمت چپ می راندمنبع جریان در یک سلول . همراه باشدشیمیایی با تغییر 

  .رود مثبت سمت راست کشیده می شونداین الکترونها از الکت، این الکترود بار منفی پیدا می کند

شیمیایی در کاتد اجزاي . براي این که یک مدار کامل حاصل شود، حرکت یونها باید با واکنشهاي الکترودي همراه باشد

معینی جدا شده و در نتیجه آن شیمیایی عینی باید الکترونها را بپذیرند و کاهیده شوند و در آند ، الکترونها باید از اجزاي م

هاي انتقال  ز میان تمام روشا .الکترونها از منبع جریان خارج شده به طرف کاتد رانده می شوند. اجزا اکسید شوند

  ].24[د باش وسیعی داشته و روش مطلوبی در زمینه تحقیقات و صنایع می سیگنال، انتقال الکتروشیمیایی کاربرد
  .لکتروشیمیایی پاسخ بیوسنسور استها نمایش ا اساس این مبدل

 :دنوع مختلف مبدل الکتروشیمیایی وجود دار 3

وع نمایش اساس این ن. پتانسیل ایجاد شده به طور مستقیم با لگاریتم غلظت آنالیت متناسب است: سنج پتانسیل) 1

  .کند اکسید و احیا شده مرتبط می را به غلظت ترکیب )E(الکتروشیمیایی، معادله نرنست است، که پتانسیل الکترود 

  

)1-1(     
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