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  های کربنیو نانولوله ژل –از سول   با  استفاده سوختیزیستتثبیت آنزیم لاکاز در  پیل 
 3ژیلاجمشیدینیا،2مولاییراداحمد ،1احمدیمعصومه

 
 دانشجوی کارشناسی ارشد، گروه زیست شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات، تهران .1
 استاد گروه زیست شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات، تهران .2
 تحقیقات، تهرانکارشناس ارشد، گروه زیست شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و  .4

 

  چکیده

-پاک تولید انرژی استفاده از پیل های آسان ویکی از روش. رو به افزایش استپاک امروزه تقاضا برای انرژی  :و هدف  سابقه

ای است که قادر به تبدیل انرژی شیمیایی به انرژی وسیله سوختیل زیستپی. باشدسوختی میویژه پیل زیستهای سوختی به

ها و حتی ها، آنزیمتوانند از بیوکاتالیستاند که میسوختی طراحی شدههای زیستلپیانواع مختلفی از . باشدمی الکتریکی

 .ها، با هدف تولید انرژی الکتریکی استفاده نمایندمیکروارگانیزم

در .  است  آنزیم لاکاز روی الکترود، استفاده گردیده  ثبیتکردن و ت ژل در کپسوله –از سول   این پژوهش، در  :هامواد و روش

شود، ناشی می (CCE)سرامیک  -سیلیکا که از ساختار هتروژن الکترود کربن -های کربناین روش تثبیت، رله آنزیمی داخل حفره

  عنوان یک ماتریکس برای دستیابی به  به STBA بودن  دارا به دلیل  ژل -سول  از  .گرددتشکیل می ABTS-CCEتثبیت و ساختار 

 .استفاده گردیدای لاکاز  انتقال الکترون واسطه

 .دلیل ارتباط ضعیف آن بین آنزیم و سطح الکترود را نشان داد  ای مقدار انتقال الکترون پایین را به ولتاموگرام چرخه :ها یافته

 .دست آمده استهعنوان سوبسترا ب  دیانیزیدین به -میکرومولار او 11ی میکروآمپر در یک محلول حاو 11پیک ردوکس در   بیشینه

  میکروآمپر در غلظت مشابه 13پیک ردوکس در   و بیشینه  های کربنی اتصال بهبود یافته از نانولوله  با استفاده :گیری نتیجه

 .بدست آمد

 .ژل –های کربنی، سول  ، نانولولهتثبیت آنزیم لاکاز سوختی،پیل زیست :کلمات کلیدی

 

  مقدمه
  ها طراحی که بر اساس آنزیم 1سوختیهای زیستپیل    

                                                           
1 -Biofuel cell. 

های آنزیمی، قادرند با استفاده از ویژگی واکنش شوند،می

در این . انرژی شیمیایی را به انرژی الکتریکی تبدیل نمایند

کننده روی سوختی، یک آنزیم اکسیدپیلهای زیست گروه از

 آنزیم احیا کننده، روی الکترود کاتد تثبیت الکترودآند و یک

 ،با اکسیدشدن سوبسترا توسط آنزیم اکسیدکننده .گرددمی

 سپس این الکترون بوسیله مدار. شودمی الکترون تولید

الکتریکی به سمت الکترود کاتدی حرکت نموده و در آنجا 

 ملکولی - سلولی بیوتکنولوژی هایتازه

 1333دورهچهارم،شمارهشانزدهم،پائیز

احمدیمعصومه:مسئولسندهینو
 Maasomeahmadi@yahoo.com:یکیالکترونپست
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آنزیم احیا کننده الکترون مذکور را دریافت و سوبسترای خود 

بنابراین الکترون در مدار، بین الکترود آندی و . نمایدمی احیارا 

 دگردتولید می کاتدی حرکت نموده و جریان الکتریکی

(9،8،17،6).  

 p-diphenol:dioxygen oxidoreductases, EC)لاکازها     

های مس چند گروه بزرگی از آنزیم  متعلق به (1.10.3.2

ها و توسط گیاهان، قارچآنها . (1،2،24،26) ظرفیتی هستند

آنزیم  (.27،41، 21) شوندتولید می ها و حشراتبعضی باکتری

سوختی به های زیستهای قابل کاربرد در پیلاز آنزیم  لاکاز

لاکاز نخستین بار توسط یوشیدا . باشدویژه به عنوان کاتد می

  اصلاح شدهسازی الکترود  آماده (.18،44) توصیف شده است

علت توانایی کارکردی در اکسیداسیون   ، به(21،27،41)لاکاز 

و احیاء الکتروکاتالیزی دی ( 11) سوبستراهای فنولیک

، 4،3) سوختیهای زیستدر پیل( 29،12،11،11) اکسیژن

سیستم   طراحی لاکاز برپایه. ، کار با اهمیتی است(1،12،16

و  الکترون بین آنزیم  روش مبادله  الکتروکاتالیزی بستگی به

-از واسطه  سوختی کههای زیستدر پیل. (41) الکترود دارد

ها به عنوان یک شود، واسطههای انتقال الکترون استفاده می

اکتیو سایت آنزیم به  هادی عمل نموده و الکترون را از تونل

بنابراین ارتباط . نماینددی منتقل میکات سطح الکترود

د ایجاد کاتآنزیم و سطح  جایگاه فعالالکتریکی مناسب بین 

ها جریان افزایش پیدا کرده و به کمک این واسطه .گردد می

شود که تثبیت آنزیم به فرایندهایی گفته می. شودپایدارتر می

منجر به نگهداری مولکول آنزیم و مستقر شدن آن بر روی یک 

تواند فعالیت ب کهطوریحیه کاملاً مشخص شود، بهمنطقه یا نا

آنزیم تثبیت شده در مقایسه با  .دست آوردخود را به کاتالیکی

توان به باشد که میآنزیم طبیعی دارای چندین مزیت می

پایداری، تسهیل بازسازی و تخلیص  مواردی مثل افزایش

آنزیم، امکان استفاده مجدد از آنزیم و کارکرد پیوسته آنزیم در 

 .(14،28) اشاره نمود یهای آنزیمفرایند

کردن کاربرد فراوانی در کپسوله 4ژل -استفاده از سول      

چنین بستر بسیار مناسبی جهت همد و ها دارانواع بیومولکول

باشد و در های کربنی می تثبیت آنزیم لاکاز روی نانولوله

دهنده مواد تشکیل. ساخت بیوسنسور کارائی فراوان دارد

داشته  اثر کمی روی فعالیت آنزیم شودباعث می ژل -سول

ساخته شده با این روش  پیل زیست سوختیبنابراین  باشد،

شده در برای مثال آنزیم کپسوله. لی داردپایداری قابل قبو

فعالیت خود را تا یک ماه  ژل حاوی کلوئیدهای سیلیکا -سول

                                                           
2 - Laccase. 

3 - Sol – gel. 

ها در این روش آنزیم بوسیله میکروکپسول. نمایدحفظ می

غشای پلیمری نیمه  گردد و تثبیت آنزیم بوسیله یکاحاطه می

  .(13،21) گیردمی تراوا صورت

 

 کارمواد و روش 

نانوتایمز چین با )  های کربنی چند دیواره لوله نانو  :مواد      

                  ، Sigma-Aldrich)) ، آنزیم لاکاز%(81خلوص 

 ، متیل تری متوکسی سیلانSigma))دیانیزیدین -او

(MBMTA()(Aldrich3 کربن سرامیک ، الکترود 

(CCE)((Aldrichتترامتوکسی سیلان ،(BMTA) ((Aldrich ،

 ) (سولفونات -6 -ایتل بنزوتیازولین -4)بیس -آزینو -2/,2

(ABTS((Aldrichکلریدریک، اسید (Merck) پراکسید ،

، MT( )(Sigma-Aldrich-300) ، پودر گرافیت%41هیدروژن 

 1ای ولتامومتری چرخهآزمایشات . میکرومتر 31/1فیلتر با قطر 

  Drop Sensاز دستگاه پتانسیوگالوانومتر اسپانیایی  با استفاده

هر آزمایش، در غلظت . است  انجام شده DRP-STAT200 مدل

  کامل انجام شده  چرخه  سه  و در هر مرتبه  مرتبه  مربوطه، سه

   . است

آنزیم  6کردن  روش ساخت بیوکاتد با کپسوله      

در این روش تثبیت، رله آنزیمی  :ژل -لاکاز توسط سول

سیلیکا که از ساختار هتروژن الکترود  -های کربنداخل حفره

شود، تثبیت و ساختار ناشی می (CCE)سرامیک  -کربن

ABTS-CCE به عبارت دیگر آنزیم روی . گرددتشکیل می

مدیفای شده  CCEفیلم هیدروفوب سیلیکا که بر روی سطح 

ABTSبا 
. گرددشدن تثبیت میقرار دارد، از طریق کپسوله 2-

سیلیکات  ژل بستر-شدن آنزیم روی سولاین روش کپسوله

 (.7،11،19،22) گذاردتأثیر چندانی روی فعالیت آنزیم نمی

ژل هیدروفوبیک برای کربن سرامیک الکترود  –ماتریکس سول

(CCE)میلی  1 کردن مخلوط سول هیدرولیز شده با. ه شدآماد

-میلی 1/1با ( MBMTA)تری متوکسی سیلان لیتر از متیل

-ABTSسازی برای آماده. تانول بدست آمده استلیتر م

CCE،12 گرم میلیABTS به سول اضافه شد و بعد از اضافه-

mol dmمیکرولیتر از  11کردن 
-3

 HCL 11  دقیقه  2به مدت

گرم پودر  1/12سپس . شد  در دستگاه سونیکاسیون قرار داده

                                                           
4-  Carbon Ceramic Electrode. 

5  -  Cyclic voltammogram. 

6 - Encapsulation. 
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گرافیت اضافه شد و به مدت یک دقیقه دیگر در دستگاه 

سپس یک سیم مسی در محلول . سونیکاسیون قرار گرفت

 .ساعت در دمای اتاق خشک شد 39گذاشته شد و به مدت 
کردن آنزیم برای کپسوله  (TMOSgel)ورقه ژل هیدروفیلیک

mol dm و TMOS ،H2O. شودفعال به روش زیر آماده می
-3 

با  19 : 1/3: 1به نسبتهای حجمی  HCLمحلول آبی  13/1

دقیقه در دستگاه  21این مخلوط به مدت . هم مخلوط شد

با  1:  1و سپس به نسبت حجمی . سونیکاسیون قرار گرفت

دقیقه در دستگاه  4این ژل دوباره به مدت . آب رقیق شد

:  111و بعد با آب به نسبت حجمی . سونیکاسیون گذاشته شد

یون قرار دقیقه دیگر در سونیکاس 4شود و به مدت رقیق می 1

میکرولیتر  211میکروگرم لاکاز به  131در نهایت . گیردمی

میکرولیتر از سول رقیق شده  11. شودژل رقیق اضافه می

سپس سول .  گیردقرار می ABTS-CCEروی سطح  1:  111

-31دقیقه در دمای اتاق در رطوبت نسبی  21ژل به مدت  -

  .(23،41،42) تا خشک شد گذاشته شد% 11

 گیری و بحثنتیجه

کردن ، با کپسوله شده  بیوکاتد ساخته ای ولتاموگرام چرخه

mlآنزیم لاکاز با غلظت 
-1

  mg 1  ژل در  -به روش سول

 و سرعت روبش( دیانیزیدین -او)های مختلف سوبسترا غلظت

mV s
و    1/1pHمولار در 2/1در بافر فسفات پتاسیم  1111-

گیری  اندازه 7تا  4 گراد در شکلهای درجه سانتی 21دمای 

 .دهندجریان را نشان می

ای الکترود کاتدی ساخته شده، ولتاموگرام چرخه 1در شکل 

 -مولار  او 1/1ژل،  با قراردادن الکترود در  -به روش سول 

mV sدیانیزیدین و سرعت روبش 
در بافر فسفات  1111-

گراد درجه سانتی 21و دمای    1/1pHمولار در 2/1پتاسیم 

شود هیچ پیکی در طور که مشاهده میهمان. شده است ثبت

در نتیجه . کیل نشده استناحیه اختصاصی آنزیم تش

که پس از تثبیت آنزیم روی الکترود در نمودار درصورتی

توان آن را به پیک اختصاصی آنزیم مشاهده شود می حاصله

 .فعالیت آنزیم نسبت داد

 

ژل،  با  -ای الکترود کاتدی ساخته شده ، به روش سول ولتاموگرام چرخه  -1شکل 

در  mV s-1111 دیانیزیدین و سرعت روبش  -مولار  او 1/1قراردادن الکترود در 

 .گراددرجه سانتی 21و دمای    1/1pHمولار در 2/1بافر فسفات پتاسیم 

ای بیوکاتد ساخته شده، با کپسوله ولتاموگرام چرخه 2شکل 

ژل،  با  -مولار آنزیم لاکاز به روش سول میلی  1کردن 

دیانیزیدین و  -او  میکرو مولار 1قراردادن الکترود در محلول 

mV sسرعت روبش  
مولار  2/1در بافر فسفات پتاسیم  1111-

از . گراد ثبت شده استدرجه سانتی 21و دمای    1/1pHدر

ود، های کربنی استفاده شده بآنجا که در روشی که از نانولوله

-هدیانیزیدین بیشترین جریان ب -اومیکرو مولار  1در غلظت 

که در این روش برخلاف دو روش دست آمده بود و از آنجایی

قبلی که از مواد واسطه برای انتقال الکترون استفاده نشده بود، 

رفت که در این غلظت از اند، انتظار میمواد واسطه به کار رفته

 اما همانطور که مشاهده . سوبسترا جریان قابل قبولی ثبت شود

-این امر می. شود پیک اختصاصی آنزیم تشکیل نشده استمی

نامناسب بین الکترود سرامیکی ساخته تواند ناشی از تماس 

 .شده و آنزیم موجود در ژل باشد که البته اجتناب ناپذیر است

دیانیزیدین  -میکرو مولار او 1که در غلظت یاز آنجای       

پیک اختصاصی آنزیم ثبت نشد، غلظت سوبسترا در آزمایش 

ای بیوکاتد چرخه ولتاموگرام 4شکل . بعدی افزایش داده شد

میلی مولار آنزیم لاکاز به  1ساخته شده، با کپسوله کردن 

میکرو  11ژل، با قراردادن الکترود در محلول  -روش سول 

mV s دیانیزیدین و سرعت روبش  -مولار  او
در بافر   1111-

درجه  21و دمای    1/1pHمولار در 2/1فسفات پتاسیم 

طور که در این نمودار همان. گراد ثبت شده استسانتی

شود پیک اختصاصی آنزیم به صورت بسیار خفیف مشاهده می

این . ستمیکروآمپر  تشکیل شده ا 1ولت و در حدود  3/1در 

ده و آنزیم امر تماس نامناسب بین الکترود سرامیکی ساخته ش

مودار دارای که ناما از آنجایی. نمایدمی موجود در ژل را تأیید
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  توان نتیجه گرفت که  باشد میمیدو پیک اکسید و احیا 

از روش فوق   الکترود با استفاده  انتقال الکترون از آنزیم به

 .پذیر استامکان

 

میکرولیتر  21ای بیوکاتد ساخته شده ، با کپسوله کردن ولتاموگرام چرخه -2شکل 

 1ژل،  با قراردادن الکترود در  -به روش سول   ml-1  mg 1آنزیم لاکاز با غلظت 

در بافر فسفات پتاسیم  mV s-1111 دیانیزیدین و سرعت روبش -میکرو مولار  او

 .گرادسانتیدرجه  21و دمای    1/1pHمولار در 2/1

ABTSزکه اچنین از آنجاییهم
به عنوان ماده واسطه جهت   2-

ل پیک ردوکس در انتقال الکترون استفاده شده است، با تشکی

ABTS میکرو آمپر نقش 1
تقال به عنوان یک واسطه جهت ان -2

در ادامه به . گیردیید قرار میالکترون آنزیم لاکاز مورد تأ

مشخص از آنزیم لاکاز، غلظت منظور تشکیل پیک ردوکس 

 .میکرو آمپر افزایش داده شد 11سوبسترا تا 

 

 21ای بیوکاتد ساخته شده ، با کپسوله کردن حضورولتاموگرام چرخه -4شکل 

ژل،  با قراردادن  -به روش سول  ml-1  mg 1میکرولیتر از آنزیم لاکاز با غلظت  

در بافر  mV s-1111دیانیزیدین و  سرعت روبش -میکرومولار او 11الکترود در 

 .گراددرجه سانتی 21و دمای    1/1pHمولار در 2/1فسفات پتاسیم 

ای بیوکاتد ساخته شده، با کپسوله ولتاموگرام چرخه      

ژل،  با  -ول میلی مولار آنزیم لاکاز به روش س 1کردن  

دیانیزیدین و  -میکرو مولار  او 11قراردادن الکترود در محلول 

mV sسرعت روبش 
مولار  2/1در بافر فسفات پتاسیم  1111-

نشان داده  3شکلگراد در درجه سانتی 21و دمای    1/1pHدر

شود در این غلظت از که مشاهده میهمانطور. شده است

میکرو  9ولت و   47/1سوبسترا دو پیک ردوکس مشخص در 

پیک ردوکس تشکیل شده بسیار پهن . آمپر تشکیل شده است

هایی که در این امر بیانگر این مطلب است که آنزیم. باشدمی

ژل امکان دسترسی به سوبسترا و همچنین امکان انتقال 

اند و در نتیجه افزایش غلظت اند اشباع  شدهالکترون را  داشته

در میزان جریان تولید شده نخواهد  سوبسترا تأثیر بسزایی

 .داشت

 
میلی مولار  1ای بیوکاتد ساخته شده ، با کپسوله کردن ولتاموگرام چرخه -3شکل 

 -میکرومولار  او 11ژل،  با قراردادن الکترود در محلول -آنزیم لاکاز به روش سول 

مولار  2/1در بافر فسفات پتاسیم   mV s-1  111دیانیزیدین و  سرعت روبش

 .گراددرجه سانتی 21و دمای    1/1pHدر

های در نتیجه ولتاموگرام بیوکاتد ساخته شده در غلظت        

به منظور بررسی این مطلب که آیا ارتباط . بالاتر انجام نشد

نامناسب ژل و الکترود سرامیکی عامل اصلی عدم کارکرد 

ر میکرولیت 111صحیح بیوکاتد است یا خیر در ژل تهیه شده 

لیتر اضافه شد و گرم بر میلیمیلی 1کربنی با غلظت  نانولوله

در . بقیه مراحل ساخت بیوکاتد مانند روش قبل انجام پذیرفت

های کربنی عدد بالاتری که پس از اضافه شدن نانولولهصورتی

از جریان را نشان دهد و یا شکل پیک ردوکس اصلاح شده 

د که عامل اصلی عدم کارکرد گیری نموتوان نتیجهباشد می

صحیح بیوکاتد فقط عدم تماس مناسب آنزیم و سطح الکترود 

تثبیت آنزیم اثر قابل توجهی در ساختار و  لبوده است و مراح

ای در نتیجه ولتاموگرام چرخه. فعالیت آنزیم نداشته است

میکرولیتر از  21کردن حضوربیوکاتد ساخته شده، با کپسوله

mg mlغلظت آنزیم لاکاز با 
ژل،  با  -به روش سول  1 1-

 دیانیزیدین و  -اومیکرو مولار  11الکترود در محلول قراردادن 

میلی گرم  1کربن با غلظت  میکرولیتر نانولوله 111کردن اضافه

mV sلیتر و سرعت روبش بر میلی
در بافر فسفات  1111-

 گراددرجه سانتی 21و دمای    1/1pHمولار در 2/1پتاسیم 

 .انجام شد
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 21ای بیوکاتد ساخته شده ، با کپسوله کردن حضورولتاموگرام چرخه  -1شکل 

ژل و استفاده از  –به روش  سول   ml-1  mg 1میکرولیتر از آنزیم لاکاز با غلظت 

دیانیزیدین  و -میکرو مولار او 11نانو لوله های کربنی،  با قراردادن الکترود در 

و دمای    1/1pHمولار در 2/1در بافر فسفات پتاسیم  mV s-1111سرعت روبش 

 .درجه سانتیگراد 21

در . دهدبیوکاتد فوق را نشان مینمودار ولتاموگرام   1شکل

 13ولت تشکیل شده و عدد  49/1ردوکس در این حالت پیک

-طور که انتظار میبه علاوه همان. دهدآمپر را نشان میمیکرو

. مشخص تشکیل شده است کاملاًرفت اولا دو پیک ردوکس 

پیک ردوکس تشکیل شده دارای شیب تندتری نسبت به  دوماً

کربنی استفاده نشده های روش تثبیتی است که در آن نانولوله

های کربنی استفاده شده در ژل به صورت نانولوله بودند چرا که

نانوسیم عمل نموده و منجر به بهبود ارتباط الکتریکی آنزیم و 

شود در نتیجه سرعت انتقال الکترون افزایش کترود میسطح ال

سوم . شودیافته و به دنبال آن شیب پیک ردوکس بیشتر می

های اینکه اگرچه ولتاموگرام انجام شده با استفاده از نانولوله

و ولتاموگرام انجام شده بدون استفاده از ( 1شکل)کربنی

یکسانی از هر دو در غلظت ( 3شکل )های کربنی نانولوله

اند اما انجام شده( دیانیزیدین  -او  میکرو مولار 11)سوبسترا 

ارتباط الکتریکی مناسبی بین آنزیم و  3به دلیل اینکه در شکل

 9سطح الکترود وجود نداشت بیشترین جریان تولید شده 

های کربنی میکرو آمپر ثبت شده بود اما با اضافه شدن نانولوله

کی بین آنزیم و سطح الکترود، و اصلاح ارتباط الکتری

الکترونهای بیشتری از آنزیم به سطح الکترود منتقل شده و در 

نتیجه جریان حاصله در همان غلظت بیشتر از حالتی است که 

 .های کربنی استفاده نشده استنانولوله

-میکروآمپر می 13چنین از تشکیل پیک ردوکس در در هم

ژل  -ا استفاده از سولتوان نتیجه گرفت که تثبیت آنزیم ب

رساند بلکه عدم تماس آسیبی به ساختار و فعالیت آنزیم نمی

مناسب بین آنزیم و سطح الکترود عامل اصلی عدم کارکرد 

باشد و استفاده از صحیح بیوکاتد ساخته شده به روش فوق می

هر روش مکملی که بتواند ارتباط الکتریکی معیوب بین 

ش را بهبود بخشد منجر به بهبود الکترود و آنزیم در این رو

 .شودجریان حاصله می

 سپاسگزاری 
دانشگاه آزاد  شناسیزیست آزمایشگاه در همکاران کلیه از

 را نهایت سپاسگزاری اسلامی واحد علوم و تحقیقات، تهران

 .داریم
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