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نانو زيست حسگر الكتروشيميايي مبتني بر تثبيت آنزيم استيل كولين استراز روي الكترود 

   تيوفسفاتكربني براي تعيين تري اتيل  هاي اي اصلاح شده با نانو لوله كربن شيشه
3، تيمور نظام الاسلام2حيدر موسوي ، سيد1*مصطفي نجفي

 

  دانشگاه جامع امام حسين(ع) مربي -3و  كارشناس ارشد -2دانشيار،  -1
  )05/10/92، پذيرش:10/02/92 (دريافت:

  چكيده 

و يـك   اسـتفاده گرديـد   كربنـي  اي اصلاح شـده بـا نانولولـه    الكترود كربن شيشه آنزيمروي كووالانسي براي تثبيت از يك روش سادهدر اين تحقيق 
كربني، واكنش هيدروليز آنزيمي را در سـطح   تهيه شد. نانولوله ))VXاعصاب ((شبه عامل تيو فسفات تري اتيل سريع بيوحسگر حساس براي تعيين

روي آنزيم استيل كولين اسـتراز  تيو فسفات تري اتيل  39تحت شرايط بهينه، بازداري .داد افزايشولتامتري را  الكترود بهبود بخشيد و پاسخ حسگر
درصد كـاهش جريـان پاسـخ     10ه خطي داشت. حد تشخيص حسگر معادل با رابط nM 44/0-13/0با افزايش غلظت اين تركيب در دامنه غلظتي 

دست آمد. درصد به 3گيري  بار اندازه 5انحراف استاندارد نسبي براي تكرارپذيري زيست تحت شرايط بهينه و براي  دست آمد.به nM 093/0 مقدار
  همچنين زيست حسگر براي مدت بيش از دو ماه پايداري نشان داد.

  

  .استيل كولين استراز، نانولوله كربني، تري اتيل تايوفسفات، شبه عامل اعصابنانو زيست حسگر،  ها:واژهكليد 
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Abstract  

A simple method has been developed for immobilization of acetylcholinesterase (AChE) covalent bonding to a multiwall 

carbon nanotube (MWNT) modified glassy carbon electrode and a sensitive biosensor for rapid determination of 

triethylethiophosphate (nerve agent (VX) simulant) is proposed. MWNT improved the interface enzymatic hydrolysis 

reaction and increased the voltammetric response of the sensor. Under optimum conditions, the inhibition of 

triethylethiophosphate on AChE increased linearly to triethylethiophosphate in the 0.13 to 0.44 nM concentration 

range. The detection limit was 0.093 nM taken as the concentration equivalent to 10% of inhibition. The reproducibility 

of the biosensors obtained under optimum condition was good: RSD of 3% was observed for five replicates using the 

same biosensor. The sensor was found to be stable for over 2 months.  

 

Keywords: Nanobiosensor, Acetylcholinesterase, Carbon Nanotube, Triethylthiophosphate, Nerve Agent. 
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 مقدمه. 1

تركيبات ارگانو فسفره بـراي مقاصـد گونـاگون از جملـه اسـتفاده در      
هـاي شـيميايي   سموم كشاورزي و يا اسـتفاده درفرمولاسـيون سـلاح   

اند. آشكارسازي و تعيين اين تركيبات بسـيار   مورد استفاده قرار گرفته
اثـر تركيبـات ارگانوفسـفره ناشـي از تـأثير بـر        .مورد توجه قرار دارد

آنها استيل كـولين اسـتراز اسـت.      تريناستراز بوده كه مهم هاي آنزيم
اين تركيبات با مهار كولين استراز موجب مسـموميت و حتـي مـرگ    

گيـري ميـداني    هايي مناسب براي اندازه . توسعه روشفرد خواهند شد
ي سـريع، نسـبتاً كـم هزينـه،     هاي تركيبات ارگانوفسفره مستلزم روش
باشـد. مطالعـه    سـازي نمونـه مـي   حساس و بدون نياز به مراحل آماده

توانند چنـين   ها، ميدهد تنها تعداد محدودي از روش منابع نشان مي
ها بر اساس مكانيسم حسگري خصوصياتي را برآورده سازند. اين روش

  شوند: بندي ميدر سه دسته اصلي زير طبقه

  ين استرازبازداري كول •
 ايمني سنجي •

 (OPH)هيدرولاز  واكنش با ارگانو فسفروس •

اولين زيست حسگر بر اساس بازداري اثر آنزيم كولين استراز بـراي     
ارائـه شـد    1توسط گيلبـات  1962آشكارسازي عوامل اعصاب در سال 

] و پس از آن تعداد فراواني زيست حسگر بر اساس بازداري آنـزيم  1[
هـاي مختلـف از جملـه فلـزات سـنگين،      كولين استراز بـراي آناليـت  

 2ارگانوفسـفره و كارباميـك   هـاي  كـش  هـا، داروهـا، و حشـره   توكسين
گزارش شده است. بيشترين درصد مقالات منتشـر شـده مربـوط بـه     

دليل اهميت دسـتيابي بـه حـد    از يك طرف به ها است كهكش حشره
) براي آناليز وجـود ايـن مـواد در    ppbهاي بسياركم (در حد تشخيص

تر و محيط زيست و منابع غذايي و از طرف ديگر و دستورالعمل ساده
تر نسبت به كار با عوامل اعصاب است. مكانيسم بـازداري آنـزيم    ايمن

فعاليـت آنـزيم قبـل و بعـد از      بر اساس اثر بازداري آناليت بر تعيـين 
هـاي زيـر درسـطح     فسفره اسـت. واكـنش   برهمكنش با تركيب ارگانو

افتد و نشان دهنده مكانيزم بازداري و اسـاس   زيست حسگر اتفاق مي
عنوان هاي الكتروشيميايي براي تعيين تركيبات ارگانوفسفره به حسگر

ا نشــان تركيبـات بازدارنـده فعاليـت آنـزين اسـتيل كـولين اسـتراز ر       
  دهد: مي

  استيل كولين استراز  �(درحضور بازدارنده)       استيل كولين استراز غير فعال  
  استيل تايو كولين +آب  �تيوكولين ديمر شده  + (درحضور آنزيم استيل كولين استراز) استيك اسيد 

–e2+H+2  +  تيوكولين 2  �تيولوكين ديمر شده  

مهار كننـده فعاليـت آنـزيم اسـتيل     عنوان تركيبات ارگانو فسفر به   
). معمولاً نمك كلريد استيل 1شوند (واكنشكولين استراز شناخته مي

وسـيله  ) و بـه 2گردد (واكـنش عنوان سوبسترا استفاده ميتايكولين به
 گيري جريان اكسيداسيون قبـل و بعـد از حضـور ارگـانو فسـفر      اندازه

). 3(واكـنش  شـود مـي  گيـري (بازدارنده)، ميزان فعاليت آنزيم انـدازه 

                                                                                           
1Guilbaut 
2Carbammic 

 

مطالعات تجربي بيانگر ارتباط خطـي بـين ميـزان بـازداري و غلظـت      
باشد كه بر اين اساس بيوحسگرهاي مختلفـي  بازدارنده در محلول مي

 طـور ]. به3 و 2[اند براي آشكارسازي تركيبات ارگانوفسفره توسعه يافته
]، 4هـاي مبـدل ماننـد پتانسـيومتري [    زمان انواع مختلف سيستمهم

]، 7گرهاي نـوري [ ] بيوحس6] ترانزيستور اثر ميدان [5آمپرومتري [
هـاي  ] توسـط گـروه  9سـنجي [  ] و شناساگرهاي رنـگ 8فلورسانس [

تحقيقــاتي مختلــف در دنيــا بــراي آشكارســازي و تعيــين تركيبــات  
  ].10اند [ ارگانوفسفره مورد آزمايش و تحقيق قرار گرفته

فناوري طي دو دهه اخيـر، تهيـه و كـاربرد    با توسعه روز افزون نانو    
نانو مواد در تحقيقات وابسـته بـه حسـگرهاي شـيميايي رشـد قابـل       
تــوجهي داشــته اســت. حســگرهاي الكتروشــيميايي بــراي تركيبــات 

دليـل اهميـت بـالاي    ارگانوفسفره از جمله حسگرهايي هستند كه بـه 
رد توجه قرار گيري اين تركيبات به مقدار زيادي در اين حوزه مو اندازه
اند. زيست حسگرهاي تك آنزيمي با استفاده از الكترود پلاتـين   گرفته

گيري  عنوان الكترود كار و تثبيت آنزيم استيل كولين استراز و اندازهبه
توسـعه   Ag/AgCl+ در مقابل الكترود مرجـع  mV 450تيوكولين در 
 ـ  11يافته است [ ر ]. براي كاهش پتانسيل اعمـال شـده از دو روش زي

هـاي ردوكـس ماننـد كبالـت       كارگيري واسـطه استفاده شده است. به
]، 14متـان [  ]، تتراسيانوكوينودي13]، پروسين بلو [12فتالوسيانين [

]، يا استفاده از 16]، پتاسيم فري سيانيد [15كبالت هگزاسيانوفرات [
]. در ميـان اسـترهاي   17-22هاي كربنـي [  مواد جديد مانند نانو لوله

عنوان تركيبات سمي و آفت كـش  تقات فسفرو تايوئات بهفسفات، مش
يكي از مشتقات ايـن دسـته    تيوفسفاتمورد توجه هستند. تري اتيل 

اـك    تركيبات است. اين ماده با اـم آيوپ  O,O,S-Triethylphosphorothioateن
عنوان شبه عامـل اعصـاب سـاختاري شـبيه بـه      به شود و شناخته مي

ــل  ــك حســگر   ).1دارد (شــكل  VXعوام ــاتي ي ــار تحقيق ــن ك در اي
الكتروشيميايي بر مبناي اصلاح الكترود با نـانو لولـه كربنـي و آنـزيم     
استيل كولين استراز تهيه شده و توانايي آن براي آشكارسـازي شـبه   

  مورد ارزيابي قرار گرفته است. تيوفسفاتتري اتيل  عامل اعصاب

  
  تيوفسفاتتري اتيل  و ب)VXساختار مولكولي الف)  .1شكل 

  بخش تجربي .2

  مواد   .2-1

استــيل تايوكــولين    و (AChE 236 U/mg)اسـتيل كولـين اســتراز 
هاي چند ديـواره   و نانو لولهاز شركت سيگما آلدريچ (ATCl) كـلرايد 

خريـداري شـدند. سـاير مـواد مـورد       NanoLabكربني نيز از شـركت 
اي بوده و از شركت مرك يـا سـيگما    استفاده نيز داراي خلوص تجزيه
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اند. تري اتيل تايو فسفات از واكنش تري اتيـل فسـفيت بـا     تهيه شده
تيول سـنتز   -1 -كلرومتان در حضور بوتان تتراكلريدكربن و بروموتري

  ].23هاي اسپكتروسكپي شناسايي گرديد [ روششد و به

  هادستگاه .2-2

 وسيله دستگاه پتانسيوستا/گالوانواستاهاي الكتروشيميايي بهگيري اندازه
و بـا   ECO CHEMIEساخت شـركت   µAutolabtype III Far 2مدل 

عنوان الكترود بهSCEاستفاده از سيستم سه الكترودي شامل الكترود 
عنــوان كمكــي و الكتــرود كــربن    مرجــع ،الكتــرود پلاتــين بــه   

از عنوان الكترود كار انجام شده اسـت. اصلاح شده به (GCE)اي شيشه
هـا   بـراي كنتـرل دسـتگاه پتانسيواسـتا و ثبـت داده      GPESافـزار  نرم

ميلي متـر سـاخت شـركت     2با قطر  GCاستفاده شده است. الكترود 
سـاخت   VGT-173-QTDمتروهم بود. دسـتگاه اولتراسـونيك مـدل    

براي تميزسازي سطح الكترود استفاده شده اسـت.  كشور كره جنوبي 
 (SEMmodelVEGA) همچنين از دستگاه ميكروسكوپ الكترونـي مـدل  

  كربني استفاده شده است. براي تعيين مشخصات نانولوله

  ايالكترود كربن شيشهسازي آماده .2-3

 Al2O3پـودر  و  BASوسيله كيـت پـوليش   اي به الكترود كربن شيشه
اي برسـد. سـپس الكتـرود             پوليش داده شد تـا بـه يـك سـطح آينـه     

دقيقه قـرار   2در محلول آب و اتانول و در حمام التراسونيك به مدت 
داده شد. در ادامه الكترود به سل الكتروشيميايي حاوي محلـول بـافر   

)5=pH ثانيه  300+ ولت به مدت 75/1) منتقل شده و به آن پتانسيل
 −3/1تـا  3/0و  25/1تـا   3/0هـاي   د. الكترود در پتانسيلاعمال گردي

تحت روبش قرار گرفت تا الكترود جريان زمينه ثابتي را نشـان دهـد.   
ســپس الكتــرود بــا آب مقطــر شستشــو داده شــده بــراي اصــلاح بــا 

  كربني آماده گرديد. نانولوله

  ساخت نانو زسيت حسگر .2-4

كيتوسـان در محلـول آبـي    با حل كردن پودر  5/0محلول كيتوسان %
هايي كه مـورد   دست آمد. اين محلول در زمانبهpH =5استيك اسيد 

           شــود. داري مــي درجــه ســانتيگراد نگــه 4باشــد در دمــاي  نيــاز نمــي
ليتـر محلـول كيتوسـان    با يك ميلي 25ميكروليتر از گلوترآلدئيد % 5
شد تا بين دقيقه هم زده  2مخلوط شده و اين مخلوط به مدت  %5/0

گـرم  ميلـي  1/0آزاد پيونـد برقـرار شـود.     CHOهاي  كيتوسان و گروه
نانولوله كربني چنـد ديـواره بـه ايـن مخلـوط اضـافه گرديـد و بـراي         
دستيابي بـه يـك محلـول يكنواخـت بـه مـدت ده دقيقـه در حمـام         

كربني چنـد ديـواره،     التراسونيك قرار داده شد. تركيب نسبي نانولوله
ترتيــب برابــر   در مخلــوط بــه   (CMC)ترآلدئيــد  كيتوســان و گلو

ــي (v/v) 47/0و %48/0و12/0 ــاده  م ــراي آم ــد. ب ــگرباش ــازي حس           س
ميكروليتر از اين مخلوط بر روي الكتـرود قـرار داده شـده و بـراي      2

ساعت در دماي اتاق قرار گرفت. پس از  8تثبيت آن الكترود به مدت 
ــه شــدن مقــادير اضــافي  منظــور پــاكايــن زمــان ســطح الكتــرود ب

وسيله آب مقطر دوبار تقطير شستشو داده شد. سـپس  گلوترآلدئيد به

ميلي واحـد،   200ميكروليتر از محلول آنزيم استيل كولين استراز ( 4
روي الكتـرود قـرار    )BSAگرم در يـك ميلـي ليتـر از    ميلي 5حاوي 

ي دقيقـه در دمـا   30منظور تثبيت آنزيم به مدت گرفته و الكترود به
گيرد. در اين مدت پيونـدهاي كووالانسـي بـين آنـزيم و      اتاق قرار مي

CMC هاي آزاد  توسط گروهCHO  هـاي  كه گلوترآلدئيد را به مولكـول
شـود. پـس ازتبخيـر آب، حسـگر        اند برقرار مي كيتوسان متصل كرده

وسيله محلول بافر فسـفات  منظور پاك شدن مقادير اضافي آنزيم بهبه
)7=pH توانـد   داده شد. در اين زمان حسگر آماده شده و مي) شستشو

هـايي كـه    در آزمايش مورد استفاده قرار گيرد. ايـن حسـگر در زمـان   
  شود. گراد نگهداري ميدرجه سانتي 4باشد در دماي  مورد نياز نمي

  روش كار و محاسبات .2-5

 8/0تـا  2/0اي بـين   هاي ولتامتري چرخـه  حسگر آماده شده با روبش
سـازي  محلول بافر فسفات تا دستيابي به منحني پايدار فعـال ولت در 

گرديد. سپس الكترود اصلاح شـده بـه سـل الكتروشـيميايي حـاوي      
ميلي مولار منتقل شده  ATCl 64/0مولار و  1/0محلول بافر فسفات 

اي ثبـت گرديـد    و پاسخ الكتروشـيميايي بـا روش ولتـامتري چرخـه    
)ipcontrol بـازداري آنـزيم، الكتـرود اصـلاح     ). به منظور تعيين درصد

هاي يوفسفات باغلظتهاي تري اتيل تدقيقه در محلول 10شده براي 
وري بـه سـل   ور شـد. الكتـرود پـس از هـر بـار غوطـه      متفاوت غوطه

مول سوبسترا منتقل و پس از انجام ميلي 64/0الكتروشيميايي حاوي 
بـت شـد.   ) ثipexpاي در هر غلظت، پاسـخ الكتـرود (  ولتامتري چرخه

  درصد بازداري آنزيم از رابطه زير محاسبه گرديد:

, ,exp ,(%) 100 ( ) /p control p p controlInhibition i i i= × −  

  نتايج و بحث .3

هـاي كربنـي    نانو لولـه  پويشي تصوير ميكروسكوپ الكتروني)2(شكل 
قطـر نـانو   دهـد.   نشان مي مورد استفاده براي اصلاح سطح الكترود را

تخمـين زده   nm60 -40حـدود   )2(هاي كربني با توجه به شكل لوله
  شود. مي

  رفتار الكتروشيميايي حسگر .3-1

اي  الف تـا د رفتـار الكتروشـيميايي الكتـرود كـربن شيشـه       )3(شكل 
(GCE)اي اصلاح شده با مخلوط گلوتارالدهيـد،   ، الكترود كربن شيشه

اي و الكترود كـربن شيشـه   (GCE/CMC)كيتوسان و نانو لوله كربني 
رالدهيد، كيتوسان و نـانو لولـه كربنـي بـه     اصلاح شده با مخلوط گلوت

را در محلول  (GCE/CMC-AChE)اضافه آنزيم استيل كولين استراز 
بافر فسفات در حضور و عـدم حضـور اسـتيل تـايوكولين (سوبسـترا)      

در حضور سوبسترا،  GCE/CMC-AChEدهد. به جز الكترود  نشان مي
د. ايـن رفتـار       ها تنها جريـان زمينـه مشـاهده ش ـ    براي مابقي الكترود

عنوان واكنش بين سوبسترا و آنزيم تنها واكنش قابل انتظـار اسـت   به
خوبي مشاهده شده اسـت. پيـك اكسيداسـيون مشـاهده شـده      كه به

ولـت مربـوط بـه اكسـايش تـايوكولين بـوده كـه خـود          7/0پتانسيل 
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محصول هيدروليز استيل تايوكولين توسط آنـزيم تثبيـت شـده روي    
هاي مشابه در منابع علمـي   نين رفتاري براي الكترودالكترود است. چ

 ]. 24گزارش شده است [

  
مـورد  هـاي كربنـي    تصوير ميكروسكوپ الكتروني نـانو لولـه  . 2شكل 

  استفاده براي اصلاح الكترود

  

در بــافر AChE-CMC/GCEاي الـف)   هـاي چرخـه   ولتـاموگرام  .3شـكل  
ــفات ــافر  AChE-CMC/GCEد)  GCE/CMCج) GCE. ب) =٧pHفس در ب

ــاوي   ــفات حـ ــكن    mM 64/0فسـ ــرعت اسـ ــولين، سـ ــتيل تيوكـ   اسـ
mVs

−1 50  

هـاي   براي بررسي تأثير نانولوله كربني بر پاسـخ الكتـرود، ولتـاموگرام   
ــه ــرود چرخ ــاي  اي الكت ــافر  AChE-CMC/GCEوGCE/CMCه در ب
استيل تيوكولين ثبت شـد شـكل    mM 64/0) حاوي =7pH( فسفات

شـود پيـك جريـان در    مشـاهده مـي  ) 4( شكلگونه كه در انهم )4(
تر و پتانسـيل اكسـايش تـا    حضور نانو لوله كربني افزايش يافته بزرگ

جا شده است. علت اين امر خواص ذاتي حدودي به سمت منفي جابه
هاي كربنـي  هدايت الكتريكي، تأثيركاتاليزوري و سطح بيشتر نانولوله

  ). 4باشد (شكل  مي

فرايند الكترودي حاصل از اكسـايش   ) بررسي سرعت اسكن بر5شكل (   
گونـه كـه در   دهـد. همـان   و كاهش سوبسترا بر سطح الكترود را نشان مي

سـرعت اسـكن    ب) مشخص است، جريان آنـدي بـا افـرايش    - 5شكل (
پتانسيل افزايش يافته و با مجذور سرعت اسكن رابطه خطي دارد كـه  

  ار است.نشان دهنده كنترل اين فرايند الكترودي با پديده انتش

  
-AChEب) . CMC/GCEاي الــف) هــاي چرخــه ولتــاموگرام. 4شــكل 

CMC/GCE 7( در بـــافر فســـفاتpH= حـــاوي (mM 64/0  اســـتيل
mVsتيوكولين، سرعت اسكن 

−1 50  

  

 در بافر فسفاتAChE-CMC/GCE اي  هاي چرخه الف) ولتاموگرام .5شكل 

)٧pH= حاوي (mM 64/0      2، 20)1اسـتيل تـايوكولين در سـرعت اسـكن (
mVs 150) 5و  100)4، 80) 3، 50

. ب) رابطه بين مجذور سرعت اسكن 1−
  هاي پيك و جريان
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  هاي مختلف بر پاسخ نانو زيست حسگر . اثر پارامتر3-2

اثر مقدار نانو لوله كربني بر پاسخ حسـگر مـورد بررسـي قـرار گرفتـه      
نانولوله كربني جريـان پاسـخ حسـگر افـزايش     است. با افزايش مقدار 

دليـل  گرم بـر ليتـر احتمـالاً بـه     ميلي 1/0يابد ولي مقادير بيش از  مي
هـا و افـزايش مقاومـت و ظرفيـت لايـه دوگانـه        كلوخه شدن نانولوله

گردد. بنـابراين  الكتريكي الكترود اصلاح شده سبب كاهش جريان مي
مقدار بهينه براي اصـلاح سـطح   عنوان گرم بر ليتر به ميلي 1/0مقدار 

صورت زمان واكنش آنزيم بـا  زمان انكوباسيون به. الكترود انتخاب شد
ناپذير امكان رسـيدن   ي برگشت  شود. براي بازدار بازدارنده تعريف مي

تر با افزايش زمان انكوباسـيون وجـود دارد،    هاي پايين به حد تشخيص
زايش زمـان انكوباسـيون   در واقع معمولاً درجه بـازداري آنـزيم بـا اف ـ   

يابد تا در نهايت يك حالت ثابت ايجاد شود. انتخاب زمـان   افزايش مي
انكوباسيون معمولاً با در نظر گرفتن حالت مناسبي بين حساسـيت و  

 20-2هـاي  شـود. در ايـن تحقيـق زمـان     زمان كلي آناليز انتخاب مي
در آن دقيقه مورد بررسي قرار گرفت. بهترين زمـان انكوباسـيون كـه    

دسـت آمـد. بررسـي    دقيقه بـه  10بهترين بازداري آنزيم مشاهده شد 
 AChEهـاي مبتنـي بـر آنـزيم      مقالات منتشر شده در زمينه حسـگر 

كه درآن بيشـترين پاسـخ بـراي حسـگر      pH] نشان داد بهترين 25[
است. بر اين اساس محلـول   4/7تا 7خنثي بين  pHشود  مشاهده مي

ررسـي پاسـخ حسـگر انتخـاب گرديـد.      بـراي ب  =7pHبافر فسفات بـا  
بر رفتار حسـگر مـورد بررسـي     (ATCl)بررسي تأثير غلظت سوبسترا 

) نشان داده شده است. نتايج نشـان  6قرار گرفته و نتايج آن در شكل(
ميلي مولار سبب افزايش  64/0داد افزايش غلظت سوبسترا تا غلظت 

ت ايـن امـر   مانـد. عل ـ  شود و از آن به بعد ثابت مـي  جريان حسگر مي
هاي بـالاتر از   هاي فعال آنزيم در غلظت احتمالاً تكميل ظرفيت سايت

عنـوان  مولار بـه  ميلي 64/0باشد. بنابراين غلظت  مولار مي ميلي 64/0
  غلظت سوبسترا براي بررسي پاسخ حسگر انتخاب شد.

  
ــكل  ــاموگرام .6ش ــف) ولت ــه ال ــاي چرخ ــافر  AChE-CMC/GCEاي  ه در ب

) 2، 4/0)1هـاي متفـاوت اسـتيل تـايوكولين      حاوي غلظـت  =pH)٧(فسفات
mVsميلي مـولار. سـرعت اسـكن    64/0) 5، 6/0)4، 52/0) 3، 45/0

و  150−
  هاي پيك ب) رابطه بين غلظت و جريان

. اثر شبه عامل بر پاسـخ الكتروشـيميايي نـانو زيسـت     3-3

  حسگر

بين عنوان يك مهار كننده واكنش تري اتيل تايو فسفات بهشبه عامل
شـود.   استيل تايوكولين و آنزيم اسـتيل كـولين اسـتراز شـناخته مـي     

گيري بازداري بعد از انكوباسيون لايـه آنـزيم موجـود در سـطح      اندازه
شود. در ايـن شـرايط    هاي مختلف سوبسترا انجام ميالكترود با غلظت

كاهش در پاسخ حسگر تنها به بـرهم كـنش بـين آنـزيم و بازدارنـده      
        . بـر ايـن اسـاس تعيـين پاسـخ نـانو زيسـت حسـگر         باشد وابسته مي

طور كـه  نانو مولار انجام شد. همان 44/0تا  13/0در محدوده غلظتي 
شود با افزايش غلظت شبه عامل در محلـول   ) مشاهده مي7در شكل (

   يابـد. حـد تشـخيص    طور خطي تغيير مـي انكوباسيون پاسخ حسگر به
بـازداري   AChE% در فعاليـت  10عنوان غلظتي از شبه عامـل كـه   به

]. مطابق با اين تعريف حد تشخيص نانو 26شود[ ايجاد كند تعريف مي
  دست آمد.نانو مولار به 093/0زيست حسگر 

 
در محلـول   AChE-CMC/GCEاي الف) نمودار ولتـامتري چرخـه   .7 شكل

  )2- 4) قبل از انكوباسيون بـا شـبه عامـل(   1مولار استيل تيوكولين (ميلي 64/0
، 13/0هـاي  دقيقه انكوباسيون با شـبه عامـل در غلظـت    10ترتيب پس از به

 كاليبراسـيون  منحني و ب) mVs−150، سرعت اسكن نانو مولار44/0و  26/0
  شبه عامل

.پايداري،تكثيرپــذيري و تكرارپــذيري پاســخ نــانو زيســت 4- 3

  حسگر

ميلـي مـولار    64/0نانو زيست حسگر براي مطالعه پايداري در محلول
نانو مولار شبه  26/0استيل تايو كولين و پس از انكوباسيون با محلول 

عامل در يك دوره زماني دو ماهه مورد آزمـايش قـرار گرفـت. نتـايج     
درصد پاسخ نانو زيست حسـگر   90نشان دهنده ايجاد پاسخي حدود 

حسگر در شرايط مشابه و  5باشد. براي بررسي تكثيرپذيري، اوليه مي
گيـري  وت تهيه و پاسخ آنها در شرايط مشـابه انـدازه  در روزهاي متفا

دست آمد. % به8شد. انحراف استاندارد نسبي بين پاسخ اين حسگرها 
هـا در   پاسخ يكـي از حسـگر   5همچنين تكرارپذيري حسگر با تعيين 

دسـت  يك روز مورد بررسي قرار گرفت. انحراف اسـتاندارد نسـبي بـه   
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دهد دست آمد. اين نتايج نشان ميه% ب3ها گيريآمده براي اين اندازه
هـا  گيريحسگر از نظر پايداري و قابليت تكرارپذيري در تهيه و اندازه

  باشد.بسيار مناسب مي

هاي حاصل از زيسـت حسـگر تهيـه    ) مقايسه برخي داده1جدول (   
و زيست حسگرهاي ديگر براي برخي تيو فسفات شده براي تري اتيل 

ــل  ــبه عام ــات    ش ــا تركيب ــا ي ــي  ه ــان م ــفره را نش ــد.  ارگانوفس   ده
گونه كه از جدول مشخص است، زيست حسگر تهيه شده داراي همان
هـاي  هايي قابل مقايسه و در برخي موارد بهتر از آنچه براي گونـه داده

  باشد. مشابه در منابع علمي گزارش شده است مي

   

  قبلي مشابهست حسگر تهيه شده با برخي كارهاي هاي حاصل از زيمقايسه داده .1جدول       

 روش تيآنال  )M( يغلظت محدوده  )Mص (يتشخ حد  مرجع

 انيجردر  قيتزر يآمپرومتر Paraoxan 1×10- 7تا 1×13-10 4×13-10  18

19 
9 -10×1 

 انيجردر  قيتزر يآمپرومتر  Sulfotep 5/1×10-6  تا 80×10- 6

20 
8 -10×80 

  Methyl Parathion  2×10-6  تا 10×10- 6
 يآمپرومتر

 Paraoxan  2×10-6  تا 10×10- 6  15×10- 8 20

  2×10- 6  تا15×10- 6 0/3×10- 8 27
Carbaryl 

 يولتامتر
27  8 -10×5/3 

  2×10- 6  تا15×10- 6
Parathion 

22 
 يولتامتر Carbaryl 9/9×10-5  تا 9/4×10- 6 9/1×10- 7

 3/9×10-11 كار حاضر
-O,O,S 3/1×10- 10  تا 4/4×10-10

Triethylphosphorothioate 
 يولتامتر

  

  گيرينتيجه .4

در اين مقاله يك روش ساده و مؤثر براي تثبيت آنزيم كولين اسـتراز   
نانولولـه كربنـي ارائـه شـده اسـت.      بر روي الكترود اصـلاح شـده بـا    

ماتريكس مورد استفاده در ايـن روش مـانع از نشـت آنـزيم از سـطح      
دليل خواص غيرسمي بودن و زيست سـازگار بـودن   الكترود شده و به

گردد. پاسخ سريع، حساسـيت   باعث حفظ خواص بيولوژيكي آنزيم مي
حسـگر  بالا، پايداري قابل قبول مشاهده شده براي ايـن نـانو زيسـت    

عنـوان يـك روش مناسـب بـراي آشكارسـازي تركيبـات       تواند بـه  مي

  .ارگانوفسفره در آب مورد استفاده قرار گيرد

  مراجع .5

[1] Guilbault, G. G.; Kramer, D. N.; Cannon, P. L. “Electrochemical 

Determination of Organophosphorus Compounds”; Anal. Chem. 

1962, 34,1437-1439.  

[2] Andreescu, S.; Marty, J. L. “Twenty Years Research in 

Cholinesterase Biosensors: from Basic Research to Practical 

Applications”; Biomol. Eng. 2006, 23, 1-15. 

[3] Schulze, H.; Vorlov, S.; Villatte, F.; Bachmann, T. T.; Schmid, 

R. D. “Design of Acetylcholinesterases for Biosensor 

Applications”; Biosens. Bioelectron. 2003, 18, 201-209. 

[4] Suwansa-ard, S.; Kanatarana, P.; Asawatreratanakul, P.; 

Limsakul, C.; Wongkittisuksa, B.; Thavarungkul, P. “Semi 

Disposable Reactor Biosensors for Detecting Carbamate 
Pesticides in Water”; Biosens. Bioelectron. 2005, 21, 445-454. 

[5] Waibel, M.; Schulze, H.; Huber, N.; Bachmann, T. T. “Screen-

Printed Bienzymatic Sensor Basedon Sol-Gel Immobilized 

Nippostrongylusbrasiliensis Acetylcholinesterase and a 

Cytochrome P450BM-3 (CYP102-A1) Mutant”; Biosens. 

Bioelectron. 2006, 21, 1132-1140. 

[6] Singh, A.; Flounders, A.; Volponi, J.; Ashley, C.; Wally, K.; 

Shoeniger, J. “Development of Sensors for Direct Detection of 

Organophosphates. Part I: Immobilization, Characterization and 
Stabilization of Acetylcholinesterase and Organophosphate 

Hydrolase on Silica Supports”; Biosens. Bioelectron. 1999, 14, 

703-713. 

[7] Andreou, V. G.; Clonis, Y. D. “A Portable Fiber-Optic Pesticide 

Biosensor Based on Immobilized Cholinesterase and Sol-Gel 

Entrapped Bromocresol Purple for In-Field Use”; Biosens. 
Bioelectron. 2002, 17, 61-69.  

[8] Tsai, H.; Doong, R. “Simultaneous Determination of PH, Urea, 

Acetylcholine and Heavy Metals using Array-Based Enzymatic 

Optical Biosensor”; Biosens. Bioelectron. 2005, 20, 1796-1804.  

[9] Wong, F. C. M.; Ahmad, M.; Heng, L. Y.; Peng, L. B. “An 

Optical Biosensor for Dichlovos Using Stacked Sol-Gel Films 

Containing Acetylcholinesterase and A Lipophilic 

Chromoionophore”; Talanta 2006, 69, 888-893.  

[10] Jaffrezic-Renault, N. “New Trends in Biosensors for 
Organophosphorus Pesticides”; Sensors 2001, 1, 60-74. 

[11] Pohanka, M.; Dobes, P.; Dritinova, L.; Kuca, K. “Nerve Agents 

Assay Using Cholinesterase Based Biosensor”; Electroanal. 
2009, 21, 1177-1182. 

[12] Hart, J. P.; Hartley, I. C. “Voltammetric and Amperometric 

Studies of Thiocholine at a Screen-Printed Carbon Electrode 
Chemically Modified with Cobalt Phthalocyanid: Studies 

Towards a Pesticide Sensor”; Analyst 1994, 119, 259-263. 

[13] Ricci, F.; Arduini, F.; Amine, A.; Moscone, D.; Palleschi, P. 

“Characterization of Prussian Blue Modified Screen Printed 

Electrodes for Thiol Detection”; J. Electroanal. Chem. 2004, 

563, 229-237. 

[14] Hernandez, S.; Palchetti, I.; Mascini, M. “Determination of 

Anticholinesterase Activity for Pesticides Monitoring Using a 

Thiocholine Sensor”; Int. J. Environ. Anal. Chem. 2000, 78, 
263-278. 

[15] Arduini, F.; Cassisi, A.; Amine, A.; Ricci, F.; Moscone, D.; 

Palleschi, P.  “Electrocatalytic Oxidation of Thiocholine at 
Chemically Modified Cobalt Hexacyanoferrate Screen-Printed 

Electrodes”; J. Electroanal. Chem. 2009, 626, 66-74. 

[16] Neufeld, T.; Eshkenazi, I.; Cohen, E.; Rishpon, J. A. “Micro 
Flow Injection Electrochemical Biosensor for 

Organophosphorus Pesticides”; Biosens. Bioelectron. 2000, 15, 

323-329. 

www.SID.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 277           همكارانو  مصطفي نجفي؛ ...استيل كولين استراز روينانو زيست حسگر الكتروشيميايي مبتني بر تثبيت آنزيم 

 
 

[17] Wang, J.; Timchalk, L. Y. “Carbon Nanotube-Based 

Electrochemical Sensor for Assay of Salivary Cholinesterase 

Enzyme Activity: An Exposure Biomarker of Organophosphate 
Pesticides and Nerve Agents”; Environ. Sci. Technol. 2008, 42, 

2688-2693. 

[18] Liu, G.; Lin, Y. “Biosensor Based on Self-Assembling 
Acetylcholinesterase on Carbon Nanotubes for Flow 

Injection/Amperometric Detection of Organophosphate 

Pesticides and Nerve Agents”; Anal. Chem. 2006, 78, 835-843. 

[19] Kandimalla, V. B.; Ju, H. “Binding of Acetylcholinesterase to 

Multiwall Carbon Nanotube-Cross- Linked Chitosan Composite 

for Flow-Injection Amperometric Detection of an 

Organophosphorous Insecticide”; Chem. Eur. J. 2006, 12, 1074-

1080 

[20] Deo, R. P.; Wang, J.; Block, I.; Mulchandani, A.; Joshi, K. A.; 

Trojanowicz, M.; Scholz, F.; Chen, W.; Lin, Y. “Determination of 

Organophosphate Pesticides at a Carbon 

Nanotube/Organophosphorus Hydrolase Electrochemical 
Biosensor”; Analytica Chimica Acta 2005, 530, 185-189. 

[21] Ion, A. C.; Ion, I.; Culetu, A.; Gherase, D.; Moldovan, C. A.; 

Iosub, R.; Dinescu, A. “AcetylcholinesteraseVoltammetric 
Biosensors Based on Carbon Nanostructure Chitosan Composite 

Material for Organophosphate Pesticides”; Materials Sci. Eng. 

2010, 30, 817-821. 

[22] Cai, J.; Du, D. “A Disposable Sensor Based on Immobilization 

of Acetylcholinesterase to Multiwall Carbon Nanotube Modified 

Screen-Printed Electrode for Determination of Carbary”; J. 
Appl. Electrochem. 2008, 38, 1217-1222 

[23] Ali-Hosseini, M. “Formulation of Activated Hydrogen Peroxide 

Gel and Investigation of VX Nerve Agent Stimulant 
Decontamination”; MS Thesis, Imam Hossein University, 2010, 

(In Persian .)  

[24] Du, D.; Huang, X.; Cai, J.; Zhang, A. “Comparison of Pesticide 
Sensitivity by Electrochemical Test Based on Acetylcholinesterase 

Biosensor”; Biosen. Bioelectron. 2007, 23, 285-289. 

[25] Tumturk, H.; Sahin, F.; Demirel G. “A New Method for 

Immobilization of Acetylcholinesterase”; Bioprocess Biosyst. 

Eng. 2007, 30,141-145. 

[26] Arvent, A.; Rotariu, L.; Bala, C. “Development of a Pesticides 

Biosensor Using Carbon-Based Electrode System”; Chemicals 

as Intentional and Accidental Global Environmental Threats 

NATO Security through Science Series, 2006, 337-343. 

[27] Pedrosa, V. A.; Caetano, J.; Machado, S. A. S.; Freire, R. S.; 

Bertotti, M. “Acetylcholinesterase Immobilization on 3-

Mercaptopropionic Acid Self Assembled Monolayer for 
Determination of Pesticides”; Electroanal. 2007, 19, 1415-1420. 

 

www.SID.ir

