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Abstract 
 

Background and purpose: A biosensor is composed of two main components: a biological sensing element 

and a transducer, which together determine the concentration of the analyte by facilitating a biological reaction near the 

transducer to improve detection capabilities. Compared to traditional analyte measurement and biochemical control 

methods, biosensors offer advantages such as reusability, fast response times, and high specificity. Laccase is a critical 

enzyme within the oxidoreductase family, with catalytic properties particularly effective toward ortho- and para-

diphenols, depending on the producing organism. Unlike many enzymes that act exclusively on a specific substrate, 

laccase catalyzes the oxidation of a broad range of substrates, including diphenols, polyphenols, diamines, 

methoxyphenols, aromatic amines, and ascorbate. Protein tyrosine phosphatases are a class of enzymes that remove 

phosphate groups from tyrosine residues in proteins. This project aimed to design and develop an enzyme-based 

biosensor using modified screen-printed carbon electrodes with high sensitivity and selectivity for accurate and rapid 

dephostatin measurement. 

Materials and methods: The biosensor was fabricated by immobilizing laccase on the electrode surface. 

First, the surface of the screen-printed carbon electrode was modified with a graphene oxide/polyaniline nanocomposite, 

after which the laccase enzyme was immobilized on the modified surface using EDC/NHS linkers. Electrochemical 

characteristics of the electrodes were assessed using cyclic voltammetry (CV) and electrochemical impedance 

spectroscopy (EIS). Optimal parameters, including oxidation potential, pH, temperature, and concentration, were 

calibrated. At an oxidation potential of 0.45 V relative to the Ag/AgCl electrode, the current response for each sample 

was measured with the biosensor. Calibration curves were generated, and measurements were obtained by interpolating 

the amperometric signals from dephostatin solutions. Dephostatin standards were then introduced to the diluted Nescafe 

sample (phosphate buffer, 0.05 M, pH 6.5) without any pretreatment, and recovery rates were calculated. 

Results: By immobilizing graphene oxide and laccase on the electrode surface, the modified electrode 

exhibited increased cathodic and anodic currents compared to the unmodified electrode in K₄Fe(CN)₆/K₃Fe(CN)₆ 
solution. Due to the presence of graphene nanoparticles on the electrode surface, the electron transfer rate improved, as 

indicated by a 20 µA increase. The electrode response was linear across a concentration range of 10 to 900 nM, with a 

detection limit of 6 nM. 

Conclusion: Since protein tyrosine phosphatases play essential roles in cell signaling pathways and disease 

development, the use of dephostatin as an inhibitor has gained interest. Therefore, an accurate and rapid method for 

dephostatin measurement is crucial in the pharmaceutical industry. The prepared biosensor, which incorporates laccase 

enzyme and graphene nanoparticles stabilized with a chitosan nanocomposite, allows for precise dephostatin 

measurement. The laccase enzyme immobilized on the electrode surface can specifically oxidize the dephostatin 

molecule, producing a unique electrode response for this molecule. 
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  و گرافن دیاکس هیپا بر لکاز یمیآنز وسنسوریو ساخت ب یطراح
 نیدفستات یریگ اندازه منظور به نیلیآنیپل

 
 1میترا قدرتی شاهتوری

 3و2حامد فتحی

 5و4داود ایل بیگی

 7و6مهدی مقربی منظری

 8ابراهیم فولادی

 چكیده
 استت یک بیوسنسور از دو جزء شامل عنصر حسگر زیستی و مبدل به منظور تعیین غلظت آنالیتت تکتلیل شتد  و هدف: سابقه

نتاب یابتد  از مزایتاب بیوسنستورنا نستبت بته رو جام یک واکنش زیستی در مجاورت مبدل املان تکتیی  آن ازتزایش میکه با ان
نا اشتار  نمتود   توان به قابلیت استفاد  مجدد، انجام سریع واکنش و ویژ  بودن آنگیرب آنالیت و کنترل بیوشیمی میمتداول در انداز 
تتر مربتوب بته زعالیتت آن  متعلق به خانواد  اکسیدو رداکتاز ناست  خاصیت کاتالیزورب للتاز بتیش نابترین آنزیمللاز یلی از مهم
نا که زقت  بتر یتک ناب اورتو و پارا بود  و وابسته به نوع اورگانیسم تولیدکنند  آن است  برخلاف بسیارب از آنزیمنسبت به دب زنول

نتا، نتا، دب آمینزنلنتا، پلتیاکستایش يیتو وستیعی ازسوبستترانا ماننتد دب زنلایتن آنتزیم   کننداختصاصی عمل میکاملاً سوبستراب 
نتا نستتند کته وهیفته کنتد  پتروتنین تیتروزین زستفاتاز گرونتی از آنزیمناب آروماتیک و آسلوربات را کاتالیز مینا، آمینمتوکسی زنل

  ندف از این پروژ  يراحی و ساخت بیوسنسور آنزیمی بتر مبنتاب نا را به عهد  داردحذف گرو  زسفات از اسید آمینه تیروزین در پروتنین
 گیرب دقیق و سریع دزستاتین بود  است پذیرب بالاب براب انداز  صفحه چاپی کربنی اصلاح شد  با حساسیت و گزینش اللترودناب

ر در ابتتدا ومنظتد تهیه شد  براب ایتنبیوسنسور از يریق تثبیت آنزیم للاز بر سطح اللترو در این مطالعه تجربی، ها:مواد و روش
نتاب دننتد سپس آنزیم للازاز يریق اتصال  آنیلین اصلاح شدسطح اللترود کربن چاپی استفاد  از نانوکامپوزیت گرازن اکساید/ پلی

EDC/NHS بر روب سطح آن تثبیت شد  رزتار اللتروشیمیایی اللترودنا با استفاد  از ولتامترب چرخه( ابCVو ام )پدانس (EIS مورد )
 ولتت نستبت بته اللتترود نقر /کلریتد 54/0، دما و غلظت بهینه شد  در پتانستیل pHبررسی قرار گرزت  پارامترناب بهینه مانند پتاسیل اکسایش، 

 آمپرومتریتک نابگردید  سپس نمودار کالیبراسیون آن رسم و ازيریق درونیابی سیگنالنقر  میزان جریان نر نمونه توس  بیوسنسور، تعیین
ستازب، از گونته آماد نا تلمیتل شتد  بتدون نی گیربناب دزستتاتین، انتداز دست آمد  با محلولهناب کالیبراسیون بمنطبق بر منحنی

 ( اضازه شد و میزان بازیابی تعیین گردید 4/6pHمولار،  04/0ناب استاندارد دزستاتین به نمونه نسلازه رقیق شد  با بازرزسفات )نمونه
با تثبیت گرازن اکساید و آنزیم بر روب سطح اللترود میتزان جریتان کاتتدب و آنتدب اللتترود اصتلاح شتد  نستبت بته  ها:یافته

 00اززایش سرعت انتقال اللترون در سطح اللترود به میتزان  .اززایش یازت 6Fe(CN)3/K6Fe(CN)4Kاللترود اصلاح نکد  در محلول 
نتانومولار  000تتا  00پاست  اللتترود در محتدود   .ه حضور نانوذرات گرازن در سطح اللترود بتودمیلروآمپر مکاند  شد که در نتیج

 نانومولار بود  6خطی گزار  شد  حد تکیی  اللترود برابر 
بته دزستتاتین  نا موثر نستند، استفاد  ازنا در مسیرناب سیگنالینک سلولی و بروز برخی بیماربجا که این پروتنیناز آن استنتاج:

گیرب دزستاتین از انمیتت بتالایی رو ارائه روشی دقیق و سریع براب انداز  این عنوان داروب مهارکنند  مورد توجه قرار گرزته است  از
در صنایع دارویی برخوردار است  بیوسنسور تهیه شد  شامل آنزیم للاز و نانوذرات گرازن تثبیت شد  توس  نانوکامپوزیت کیتوزان بر 

رود  آنزیم للاز تثبیت شد  بر سطح اللترود قادر است موللتول کار میگیرب دزستاتین با دقت بالا بهد بود و جهت انداز سطح اللترو
 صورت اختصاصی اکسید کند و موجب تولید پاس  اختصاصی اللترود نسبت به این موللول باشد دزستاتین را به
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 و همکارانی شاهتور یقدرت ترایم     

 01         0412، آبان  328م، شماره چهارمجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                            دوره سي و               

 پژوهشـی

 

 

 مقدمه
تند کته از عناصتر بیوسنسورنا ابزارناب تحلیلی نست

گیرب متواد میتلتو بیولوژیلی براب تکیی  و انتداز 

بتتالا،  دلیتتل دقتتتحستتگرنا بتته   ایتتن(0)کننتتداستتتفاد  می

سریع و قابلیت شناسایی انتیابی مواد، انمیتت  دنیپاس 

 ناب میتلو مانند پزشلی، محی  زیستتزیادب در زمینه

 توانندی  در پزشلی، بیوسنسورنا م(0)صنایع غذایی دارندو 

 نا، نظارت بر سلامت بیمتاراندرتکیی  زودننگام بیمارب

و مدیریت دارونا نقش حیاتی ایفا کنند  در حوز  محی  

نا و ستموم زیست، این ابزارنا قادر به تکیی  آلاینتد 

زیستت کمتک محتی در آب و نوا نستند که به حفت  

 تواننتدچنین درصنایع غذایی، بیوسنسورنا می  نم(3)کندمی

 نتاکیفیت و ایمنی محصولات را با شناسایی سریع آلودگی

و مواد مضر تضمین کنند  بنتابراین، توستعه و استتفاد  از 

توانتد تتیثیرات مثبتتی در بهبتود کیفیتت بیوسنسورنا می

  (5)زندگی و حفاهت از محی  زیست داشته باشد

بیوسنسورنا در صتنایع غتذایی بته عنتوان ابزارنتاب 

کیفیت، ایمنی و کتارایی تولیتد متواد  حیاتی براب ارتقاء

روند  این حستگرنا قتادر بته تکتیی  غذایی به کار می

نتا نا، ویروسنا مانند باکتربنا و پاتوژنسریع آلودگی

کند تتا نا نستند، که به تولیدکنندگان کمک میو قارچ

 کنند محصولات آلود  را قبل از رسیدن به دستت مصترف

نتاب غتذایی شتیوع بیماربشناسایی و حذف کننتد و از 

تواننتتد چنتتین، بیوسنستتورنا مینتتم  (4)جلتتوگیرب کننتتد

ترکیبات شیمیایی مرتب  با تازگی و کیفیت مواد غذایی 

را شناسایی کنند، که این املان را براب تولیدکنندگان و 

آورد تتتا از مصتترف متتواد کنندگان زتترانم متتیمصتترف

، عتتلاو  بتتر ایتتن .غتتذایی زاستتد شتتد  جلتتوگیرب کننتتد

بیوسنسورنا در کنترل زرآیندناب تولید و نگهدارب مواد 

توانند شرای  محیطی مانند دمتا، غذایی نقش دارند و می

آل بتراب را نظارت کننتد تتا شترای  ایتد  pHريوبت و 

تولید محصولات با کیفیت بالا حف  شتود  ایتن ابزارنتا 

مجاز، سموم  چنین قادر به تکیی  مواد اززودنی غیرنم

نا نستند، که به تضمین رعایت استتانداردناب ند و آلای

 کارگیرب بیوسنستورنا  به(6)کندایمنی و کیفیت کمک می

گذارب محصتتولات ناب ردیتتابی و برچستتبدر سیستتتم

تتر در زنجیتر  تتامین و ارائته غذایی نیز به شفازیت بتیش

کنندگان دربتتار  منکتتاء و ايلاعتتات دقیتتق بتته مصتترف

ود  به يور کلتی، استتفاد  شکیفیت محصولات منجر می

توانتتد بتته گستتترد  از بیوسنستتورنا در صتتنایع غتتذایی می

کانش ندررزت متواد غتذایی، ازتزایش ایمنتی و بهبتود 

   اصتتتلاح (1)کنندگان منجتتتر شتتتودرضتتتایت مصتتترف

اللتترود عمللترد حستگر را بتا بهبتود حساستیت و سطح 

دند که بتراب نانوحستگرناب اززایش می پذیربگزینش

اد  در کاربردنتتاب میتلتتو ماننتتد زیستتت متتورد استتتف

 آلات و ککتتاورزب بستتیار مهتتم استتت پزشتتلی، ماشتتین

گرازن اکساید، شلل اکسید شد  گرازن است که داراب 

چهار نوع گرو  عمللردب شامل کربونیل، کربوکستیل، 

باشد  ترکیب متواد رستانا در نیدروکسیل و اپوکسید می

شتود و زایی میازشبله گرازن اکساید منجر به اثرات نم

ناب زیستی را توانایی گرازن اکساید براب اتصال گیرند 

شتود  کند که منجر به ازتزایش رستانایی آن میحف  می

نتتاب شتتامل اکستتید گتترازن بتته دلیتتل نانوکامپوزیتتت

زرد ختود، نقتش مهمتی در بهبتود ناب منحصتربهویژگی

ن ذرات بتتا داشتتتن تد  ایتتتورنا دارنتتتوسنستتتلرد بیتعملتت

ار بزرگ نستبت بته حجتم، قابلیتت اتصتال بته سطح بسی

دنند و به ایتن ترتیتب ناب زیستی را اززایش میموللول

چنتین،   نتم(8)بیکندحساسیت بیوسنسورنا را بهبود می

نا را تسریع کنند توانند انتقال سیگنالنانوذرات رسانا می

دنی سنسورنا را کتانش دننتد  عتلاو  بتر و زمان پاس 

يور قابتل تتوجهی باعت  ی، آن بتهاین، خواص اللتریل

ناب تولیتدب در زرآینتدناب تکییصتی تقویت ستیگنال

رو، استفاد  از نانوکامپوزیتت اکستید از این  (0)شوندمی

عنوان آنیلتتین در ستتاختار بیوسنستتورنا بتتهگتترازن و پلتتی

ابزارب نوآورانه براب ارتقاء دقت، سرعت و کتارایی در 

 یی ضرورب است نا و ترکیبات شیمیاتکیی  بیمارب

 ناتترین بیوکاتالیستتآنزیم للاز به عنوان یلی از مهم

در بیوسنسورنا به دلیل توانایی آن در اکسیداسیون يیو 
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 دیاکس هیلكاز بر پا يمیآنز وسنسوریو ساخت ب يطراح
 

 0412، آبان  328ه م، شمارچهارمجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                            دوره سي و            08

 شود  ایناب از ترکیبات زنلی و غیر زنلی استفاد  میگسترد 

نتاب نتا و بازتنتا، باکتربيور يبیعی در قارچآنزیم به

 -ناب اکسیداسیونواکنششود و با کاتالیز گیانی یازت می

نا را به موللول اکسیژن منتقل و آب تولیتد احیا، اللترون

توانتتد بتتراب ، للتتاز می  در بیوسنستتورنا(00-05)کنتتدمی

 نتانا، آمینگیرب مواد میتلو مانند زنلتکیی  و انداز 

  (04،06)نا مورد استتفاد  قترار گیتردآلایند و حتی برخی 

یتک جتزء کلیتدب در توستعه  نا، للتاز را بتهاین ویژگی

 .محیطی و پزشلی تبدیل کرد  است بیوسنسورناب زیست

ناب بستیار مهتم در زرآینتد نیتریت یلی از اززودنی

تولید گوشت از نظتر رنت ، بازتت، اکسیداستیون لیپیتد 

مطلوب و به ویژ  براب جلوگیرب از تکتلیل ستم استت  

 نتاب قابتل تتوجهی وجتود دارد زیترا نیتریتتاما نگرانی

نا و اسیدناب آمینته واکتنش داد  و مملن است با آمین

N-nitrosamine زا و زا، جهتتشکنتتد کتته ستتريان تولیتتد

تراتوژن شتناخته شتد  استت  ایتن ترکیبتات از واکتنش 

نا یتا ناب ثانویه با عوامل نیتروز کنند  مانند نیتراتآمین

نتاب گوشتتی نا کته معمتولاً در تولیتد زترآورد نیتریت

نمین دلیل، استفاد  شوند  بهشوند، تکلیل میاستفاد  می

از این عوامتل نیتتروژن بتراب پیتت گوشتت در برختی 

 نتاگیرب نیتروزامینشود  انداز ککورنا به شدت کنترل می

 ناب رن  ستنجی،ناب غذایی با استفاد  از رو در نمونه

GC-MS ،HPLC (01)و زلورستتانس انجتتام شتتد  استتت  

گیتترب نریتتک از انتتداز نتتا بتتراب اگرچتته ایتتن رو 

توانتد استتفاد  شتوند ولتی نزینته بتالا، نا مینیتروزآمین

نتا گیر بودن و نیاز به اپراتور مانر از محدودیت آنوقت

يور چکمگیرب بتراب هاست  اخیراً استفاد  از حسگرنا ب

نا مورد توجه قرار گرزتته استت گیرب نیتروزآمینانداز 

نا، ر پایه ماکروموللولکه استفاد  از حسگرنا ب يوربهب

ناب کربنی، حسگرناب زلورسانس بر پایه کاغتذ نانولوله

پایته زتاز متحترل آلتی  و حسگرناب اللتروشیمیایی بر

دزستتاتین یتک نیتتروزآمین   (08-00)گزار  شد  استت

عنوان یک مهارکننتد  پروتنتاز در تحقیقتات است که به

  ایتن گیردشناسی و پزشلی مورد استفاد  قرار میزیست

نتا نایی کته پروتنینماد  با مهار زعالیت پروتنازنا، آنزیم

کننتتد، نقتتش مهمتتی در تنظتتیم زرآینتتدناب را تجزیتته می

نتتاب حیتتاتی ستتلولی و جلتتوگیرب از تیریتتب پروتنین

ناب خصتوص در مطالعته ملانیستم  دزستاتین به(00)دارد

ناب مترتب  بتا پروتنازنتا، ماننتد برختی از انتواع بیمارب

چنتین، ناب عفونی، مفیتد استت  نتمنا و بیماربسريان

تواند به عنوان یک ابزار تحقیقتاتی بتراب این ترکیب می

دنی ستلولی بررسی نقش پروتنازنا در مسیرناب سیگنال

و زرآیندناب زیستی پیچید  مورد استفاد  قرار گیرد، که 

نتاب ناب جدیتد و بهبتود رو تواند به توسعه درمانمی

 ناجاکه این پروتنیناز آن  (00)کمک کنددرمانی موجود 

نتا در مسیرناب سیگنالینک سلولی و بروز برخی بیمارب

عنوان داروب متتتوثر نستتتتند، استتتتفاد  ازدزستتتتاتین بتتته

رو ارائته  مهارکنند  مورد توجه قرار گرزته است  از ایتن

 گیرب دزستاتین از انمیتتروشی دقیق و سریع براب انداز 

بتا  رویی برخوردار است  ایتن مطالعتهبالایی در صنایع دا

 گیربيراحی وساخت بیوسنسور آنزیمی براب انداز  ندف

  ، انجام پذیرزتدقیق و سریع دزستاتین
 

 هامواد و روش
 اکستتاید، آنیلتتین، گتترازن  تجربتتی، در ایتتن مطالعتته

کربتتودب ایمیتتد  اتیتتل-3-(دب متیتتل آمینتتو پروپیتتل3-)-0

، (NHS)کسینیمیدنیدروکسی سو-(، انEDCنیدروکلراید)

اکسید گرازن، پتاسیم زترو ستیانید و پتاستیم زترب ستیانید از 

شرکت مرل آلمان تهیه شد  آنزیم للاز قارچی جدا شتد  

گترم واحتد برمیلی 4/0با زعالیت  ترامتس ورسیلالراز قارچ 

ازشرکت سیگما آمریلا خریدارب شد  یک پتانسیواستتات/ 

ستاخت  (Autolab,PGSTAT-302 Nگالوانوستات مدل )

ککور نلند و مجهز به یک سیستم سه اللترودب متکلل 

کلریتتد نقتتر  و ستتیم -از اللتتترود کتتار، و اللتتترود نقتتر 

پلانین به عنوان اللترودناب مرجع و کملی، براب نمته 

 اب، کرونتوآمپرومتربنا مانند ولتامترب چرخهگیربانداز 

ستتنجی امپتتدانس اللتروشتتیمیایی استتتفاد  شتتد  و يیو

 ستتاخت  Avatar 370 ستتنم متتادون قرمتتز متتدليیتتو
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 و همکارانی شاهتور یقدرت ترایم     

 01         0412، آبان  328م، شماره چهارمجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                            دوره سي و               

 پژوهشـی

 

 

ککور امریلا بتراب ثبتت يیتو زروسترد تبتدیل زوریته 

نتاب ستطوح اللتترود توست  استفاد  شتد  میلروگراف

، (FESEM)میلروسلوپ اللترونی روبکی نکر میدانی 

S-4160  نیتتتاچی، ژاپتتن تهیتته شتتد  اصتتول اخلاقتتی در 

ایتتن مطالعتته رعایتتت شتتد  استتت و ایتتن يتترح بتتا کتتد 

IR.MAZUMS.REC.1400.077   در کمیتتتتته اختتتتلا

 دانکگا  علوم پزشلی مازندران تصویب شد  است 
 

 نیلیآن یپل/ دیاکسا گرازن تیسنتز نانوکامپوز
 لیتر آبمیلی 00گرم گرازن اکساید در میلی 00ابتدا 

زدایی شد  دیسپرس شتد  ستپس، محلتول دیستپرس یون

متزد  شتد  ندقیقه در دماب آزمایکتگا   60مدت شد  به

 متتولار در استتیدمیلی 04/0بتتا ازتتزودن محلتتول آنیلتتین )

متتولار( بتته محلتتول دیستتپرس شتتد ،  0/0کلریتتدریک 

 آنیلتتین از يریتتق اکستتایش آنیلتتیننانوکامپوزیتتت پلتتی

 )اللتروپلیمریزاستتیون( بتتر روب ستتطح اللتتترود قتترار 

  (03)داد  شد
 

 بتتا شتتد  اصتتلاح اللتتترود ستتطح برو بتتر میآنتتز تیتتتثب
 نیلیآن یپل/ دیاکسا گرازن تیوزنانوکامپ

 بتته منظتتور تثبیتتت آنتتزیم بتتر ستتطح اللتتترود اصتتلاح 

 ( EDC –NHS)ناب عرضتتتی شتتتد  از اتصتتتال دننتتتد 

استفاد  شد  در ابتدا اللترود اصتلاح شتد ، بته ترتیتب در 

  ( وPBS ،6.0 pHدر  EDC (L mol 04/0-1)) محلتتتتتتول

((00/0)1-NHS mol L  درPBS ،pH 6.0) رار داد تتتتق 

گترم بتر میلی 4شد  سپس، اللترود در محلول آنزیمتی )

گراد درجه سانتی 5ساعت در دماب  0لیتر( به مدت میلی

قرار داد  شد  بیوسنسور تهیه شد  در محلول بازر زسفات 

گتراد تتا زمتان استتفاد  درجه ستانتی 5و دماب  =1pHبا 

 نگهدارب شد 
 

 اللترود ییایمیو رزتار اللتروش بساختار مروزولوژ ییشناسا
، FE-SEMشناسایی سطح بیوسنسور تهیه شد  توست  

سنجی امپدانس اللتروشیمیایی اب و يیوولتامترب چرخه

از محلتتول  ناب اللتروشتتیمیاییانجتتام شتتد  در شناستتایی

6Fe(CN)3/K6Fe(CN)4K (00 در میلتتی )متتولارKCl  بتتا

 مولار( استفاد  شد  0/0)

 

 نیدزستات بریگ نداز ا در موثر بپارامترنا بساز نهیبه
 pHپارامترناب مؤثر بر عمللرد بیوسنستور از قبیتل 

 3/0-4/0گیرب کرونتوآمپرومترب)(، پتانسیل انداز 4-1)

گراد( بهینه سازب شد  درجه سانتی 04-44ولت( و دما )

ولتت بته  54/0جریان آمپرومترب بعد از اعمتال پتانستیل 

ام بته ثانیته تتا رستیدن نمتودار کرونتوآمپروگر 00مدت 

درجتته  50، دمتتاب pH=6ثانیتته( در  30حالتتت ایستتتا )

ناب میتلتو از دزستتاتین تعیتین و گراد در غلظتسانتی

 نمودار کالیبراسیون رسم شد  براساس نمودار کالیبراسیون

و معادلتته ختت ، غلظتتت دزستتتاتین در نمونتته حقیقتتی 

 گیرب شد  )نسلازه( انداز 
 

 هایافته
  شد حصلاا ودللترا یسطح تمکیصا سیربر

مربوب به سطح اللترود اصلاح نکد   SEMتصاویر 

 0 شمار و اصلاح شد  با نانوکامپوزیت و آنزیم در تصویر

 (b) 0 شمار  تصویرورکه در ينکان داد  شد  است  نمان

  GO/PANI شتتود، بتتا تثبیتتت نانوکامپوزیتتتمکتتاند  می

 روب ستتطح اللتتترود مورزولتتوژب ستتطح اللتتترود  بتتر

 ر نایی تکلیل یک لایه پلیمالیلی بر تودکه تغییتتر کتترد  

دلیل وجتود توس  آنیلین است  با تثبیت آنزیم للتاز، بته

تترب مکتاند  پروتنین در سطح اللترود، ستاختار نمگن

  ( (c) 0 شمار  تصویرشد )

مربتوب بته مراحتل  EDX ناب، يی0شمار   نمودار

دنتد  بتا اصلاح اللتترود و تهیته بیوسنستور را نکتان می

با نانوکامپوزیتت  SPCEاللتروشیمیایی اللترود  اصلاح

GO/PANI  نمتتتودارپیتتتک مربتتتوب بتتته نیتتتتروژن در 

 مکتتاند  شتتد و بتتا تثبیتتت آنتتزیم للتتاز کتته ( b)0 شتتمار 

 Cu( استت پیتک مربتوب بتر Cuحاوب کوزاکتور متس)

 دنند  تثبیتتتت آنتتتزیم بتتتر روب ستتتطح اللتتتترود نکتتتان

 (  (b)0شمار  نموداراست )
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 دیاکس هیلكاز بر پا يمیآنز وسنسوریو ساخت ب يطراح
 

 0412، آبان  328ه م، شمارچهارمجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                            دوره سي و            31

  
                            c                                                           b                                                          a 

 

اید و پلتی ( اللترود اصلاح شد  بتا گترازن اکستSPCE ( ،)b( اللترود اصلاح نکد  )aمراحل میتلو تهیه بیوسنسور ) SEMتصاویر  :1 شماره تصویر

 ( SPCE/ GO/ PANI/ Laccase( بیوسنسور للاز )SPCE/ GO/ PANI( ،)c آنیلین )

 

 

 

 
 

 ، SPCE(a) مربتتتتتوب بتتتتته EDXيیتتتتتو  :1 شووووومارهنموووووو  ر 
(b) SPCE/GO/PANI  و(C )SPCE/GO/PANI/Laccase   

  شدح صلاود اللتراشیمی وللترر ازتار
سنجی امپتدانس  اب و يیواز رو  ولتامترب چرخه

جهت بررسی مکیصات سطح اللتترود استتفاد  شتد  در 

ستتنجی امپتتدانس یتتک تغییتتر کوچتتک و  يیتتو رو 

سینوستتی بتته پتانستتیل در اللتتترود کتتار اعمتتال و جریتتان 

زرم توانند به ناب حاصل میگیرب شد  داد حاصل انداز 

ناب نایلوئیست باشند  منحنی نایلوئیست یلتی از منحنی

کته از استت  EIS نابر داد نا در تفسیترین رو معمول

دایتر  و در ادامته آن خت  راستت تکتلیل شتد   یک نیم

توان ايلاعاتی در مورد انتقتال بتار است و از يریق آن می

اب مربتوب بته سترعت دست آورد  قسمت دایر ه سیستم ب

 ود  و درتار بترود کتطح اللتتدر س( ctR) رونتال اللتتانتق

که قسمت  در صورتی شود بالا مکاند  می نابزرکانس

شتتد  و بیتتانگر نتتاب پتتایین مکتتاند  خطتتی در زرکانس

بود  و تحتت  زرآیندناب کنترل شد  با نفوذ )انتقال جرم(

شتود  در ایتتن کتتار از عنتوان ختت  واربترگ شتتناخته می

ناب نایلوئیست براب تعیین اثر اصتلاح ستطح بتر منحنی

ت بتر زرآیند انتقال اللترون و تعیین اثتر متقابتل نتانو ذرا

 )مقاومتت Rctن براساس تغییرات میزا .یلدیگر استفاد  شد

بعتد از تتوان نقتش کامپوزیتت و رزتتار آن انتقال بتار( می
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 و همکارانی شاهتور یقدرت ترایم     

 30         0412، آبان  328م، شماره چهارمجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                            دوره سي و               

 پژوهشـی

 

 

 نتانو تثبیت بر روب سطح اللترود را بررسی نمتود  ازتزایش

 شتود ت میمذرات موجب اززایش انتقال بار و کانش مقاو

ناستب شترای  م استفاد  از گرازن اکساید علاو  بر ایجتاد

توانتتد نقتتش مهمتتی در ازتتزایش بتتراب تثبیتتت آنتتزیم، می

 ( 0شمار  نمودار ) باشد داشته Rct کانش انتقال بار و

 

 
 

  SPCE/GO/PANI (b)و  SPCE( aيیو امپدانس ) :2شماره نمو  ر 

 

 رزتار اللتروشیمیایی بیوسنسور نستبت ،3 شمار نمودار 

گترازن ثبیت دند  با تبه اللترود اصلاح نکد  را نکان می

( میتزان جریتان کاتتدب و bاکساید بر روب سطح اللترود )

نسبت به اللترود اصلاح نکتد   آندب اللترود اصلاح شد  

 Aμ00مقتتدار  بتته 6Fe(CN)3/K6Fe(CN)4K در محلتتول

دنند  اززایش انتقال اللتترون در اززایش یازت، که نکان

 نتیجه تثبیت نانوذرات گرازن اکساید است 

 

 
 

 ، SPCE(aاب )ولتتتتتتتتامترب چرختتتتتتته :3شوووووووماره  نموووووووو  ر

(b) SPCE/GO/PANI  و(C )SPCE/GO/PANI/Laccase  در محلتتول

6Fe(CN)3/K6Fe(CN)4K (00  و )میلی مولارKCl (0/0  )مولار 
 
 سازب پارامترناب موثربهینه

 و دما pHتاثیر 

 متورد  4-1بر پاس  بیوسنسوردر محتدود   pHتاثیر 
 

با استفاد  از بازر زسفات  pHظیم بررسی قرار گرزت  با تن

نانومولار دزستاتین پاس  جریان آمپرومترب  00و غلظت 

 pHدند کته میتزان جریتان تتا نتایم نکان می ؛تعیین شد

شود و بعتد از یک اززایش در جریان مکاند  می 6برابر 

ود کته تشتاند  میتریان مکتتیک کانش در جت pHاین 

آنتزیم للتاز در این کانش مربوب بته کتانش زعلالیتت 

pH( 5 شمار نمودار ناب قلیایی است ) 

 

 
 

 بهینه مؤثر بر عمللرد بیوسنسور pH :4 شمارهنمو  ر 

 

یلی ازپارامترناب موثر درزعالیت آنزیم دما استت کته 

 تواند نقش مهمی در حساستیت بیوسنستورناب آنزیمتیمی

داشته باشد  براب این منظتور تغییترات پاست  بیوسنستور 

 نانومولار دزستاتین 00و غلظت  =pH 6لاز را درآنزیمی ل

گتراد متتورد درجتته ستانتی 04-44و در محتدود  دمتایی 

گتراد درجته ستانتی 50بررسی قرار گرزت که تتا دمتاب 

شود که این مربوب به اززایش یک اززایش در جریان می

توانتد بته زعالیت آنزیم است و سپس کانش جریان متی

نمتودار تغییر ساختار آنزیم در نتیجه اززایش دمتا باشتد )

(  در سنستتورنا و بیوسنستتورناب آمپرومتتترب 4 شتتمار 

گیترب جریتان در پتاستیل بهینته از انمیتت بتالایی انداز 

تتوان بتر استاس برخوردار است  این پتاسیل بهینه را متی

اب آنالیتتتت و یتتتا متتاکزیمم جریتتتان ولتتتتامترب چرختتته

نتاب نزدیتک بته پیتک گیترب جریتان در پتاستیلانتداز 

ماکزیمم تعیین نمود  در این پژونش تغییرات جریان در 

ولت متورد بررستی قترار  3/0-4/0ناب محدود  پتانسیل

 ترین جریان آمپرومتتربولت بیش 54/0گرزت که پتانسیل 

 ( 6 شمار نمودار مکاند  شد )
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 د بیوسنسوردماب بهینه مؤثر بر عمللر :5 شمارهنمو  ر 

 

 
 

 گیرب آمپرومتترب بیوسنستورتعیین پتانسیل بهینه انداز  :6 شمارهنمو  ر 

 آنزیم للاز
 

 نمودار کالیبراسیون تغییرات جریتان ،1شمار  نمودار 

دنتد  بته نسبت به تغییرات غلظت دزستتاتین را نکتان می

گیرب دزستتتاتین، پتتس از شناستتایی ستتطح منظتتور انتتداز 

 گیرب دزستاتین توست ب موثر در انداز اللترود، پارامترنا

بیوسنسور آمپرومترب مورد بررسی قرار گرزتت  در ایتن 

عنوان پتانستتیل ثابتتت ولتتت بتته 54/0بیوسنستتور پتانستتیل 

 گتراددرجه سانتی 50و دماب  =pH 6گیرب جریان، انداز 

دستتت آمتتد  در ایتتن شتترای  بهینتته میتتزان جریتتان در هبتت

استاس گیرب شد و براز ناب میتلو دزستاتین اندغلظت

تغییتترات غلظتتت میتتزان جریتتان تعیتتین شتتد و نمتتودار 

 00-000کالیبراسیون رسم شد  ایتن تغییترات در محتدود 

و معادله  0050/0نانومولار خطی است  ضریب رگرسیون 

تکتیی  بتر  تعیین شتد  حتد Y= 0.0031+0.0415 خ 

 6/0نانومولار  00برابر انحراف استاندارد غلظت  3اساس 

 .دست آمده نومولار بنا

بررسی اثر مزاحمت نر کدام از ترکیبتات گتزالات 

(µM4( پرولین ،)µM4والین ،) (µM4گلیسرین ،) (µM4،) 

(، µM4(، ستتاکاروز )µM4(، کتتازنین )µM4زروکتتتوز)

 (، آسلوربیک اسیدµM4) (، کلرید پتاسیمµM4) گلوکوز

(µM0وگالیک اسید ) (µM0را ب )گیربصتورت انتداز ه 

از دزستتتاتین و در شتترای   nM40ه در حضتتور جداگانتت

ناب گیرببهینه به سل اللتروشیمیایی اضازه شتد  انتداز 

 ،8 شتمار نمتودار ناب متزاحم در آمپرومترب براب گونه

نا آسلوربیک اسید بته دند که از بین این گونهنکان می

 54/0دلیل نزدیلتی پتانستیل اکستایش و کتانش آن بته 

نتاب زنتولی و لیل وجتود گرو ولت و گالیک اسید به د

 ترین تاثیر را دارند تاثیر آن بر روب آنزیم بیش
 

 
 

 نمودار کالیبراسیون تغییرات جریان نسبت بته تغییترات :7 شمارهنمو  ر 

 غلظت دزستاتین
 

 
 

نتا بتر روب پاست  آمپرومتترب بررسی اثر مزاحمت :8 شمارهنمو  ر 

 اگزالات + دزستتانین، 3تانین، دزس 0بازر،  0) بیوسنسور در شرای  بهینه

 گلیسترین + دزستتانین،  6والین + دزستتاتین،  4پرولین+ دزستاتین،  5
، ستاکاروز + دزستتاتین 0کازنین و دزستاتین،  8زروکتوز+ دزستاتین،  1

گالیتک  00کلریتد پتاستیم+ دزستتاتین،  00گلوکوز+ دزستاتین،  00

 (آسلوربیک اسید و دزستانین 03اسید+ دزستاتین، 
 

 گیرب آمپرومتربکاربرد بیوسنسور آنزیمی للاز در انداز 
 ناب حقیقیدزستاتین در نمونه

 IARCتوست   N-nitrosaminesبا توجه به این که 

شوند، بندب میزا يبقهبه عنوان مواد سريان US EPAو 

 شوند به راحتی در غذاناب میتلو یازت می
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 و همکارانی شاهتور یقدرت ترایم     

 32         0412، آبان  328م، شماره چهارمجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                            دوره سي و               

 پژوهشـی

 

 

 نتا محصتولات واکتتنش بتین اکستید نیتتتروژن وآن

توانند در يتی تیمیتر نیتز ناب ثانویه نستند، اما میآمین

عنوان یتک نیتتروزآمین زنتولی ه تولید شوند  دزستاتین ب

توانتد از واکتنش نیتترات در حضتور ترکیبتات زنتولی می

نتاب ماننتد کتاتلول و نیتدروکینون کته در نمونته مانند

شتوند تکتلیل شتود  لتذا در ایتن چاب و قهو  یازت متی

نتاب نستلازه یی بیوسنسور آنزیمی در نمونتهکارامطالعه 

  g 4گیتترب   در ایتتن انتتداز رزتتتمتتورد بررستتی قتترار گ

لیتتر آب جتو  اضتازه میلتی 000از نمونه نسلازه را بته 

نتاب کرد  سپس بتا ازتزودن مقتادیر مکیصتی از نمونته

استتتاندارد دزستتتانین و در شتترای  بهینتته در حضتتور بتتازر 

و میتزان  نتاب حقیقتیهزسفات مقدار دزستتاتین در نمونت

 ( 0جدول شمار  ) شد بازیابی تعیین

 

 گیرب دزستاتین در نمونه نسلازهانداز  :1 شماره جدول
 

 نمونه
 غلظت اضازه شد  به نمونه 

 ناب نسلازه )نانو مولار(

 غلظت دزستاتین انداز  گیرب شد  بوسیله 

 بیوسنسور در نمونه نسلازه )نانومولار(

 درصد 

 بازیابی

0 00/00 46/08 8/00 

0 00/40 00/40 0/005 

3 00/000 00/003 003 

 

 بحث
نا گرونی از ترکیبات شیمیایی نستتند کته نیتروزآمین

شان متورد زاییزایی و جهشناب سريانبه دلیل ویژگی

نتاب محی اند  این ترکیبتات در توجه زیادب قرار گرزته

 تمیتلو، از جمله مواد غذایی، آب آشتامیدنی، محصتولا

تواننتد از تنباکو و برخی مواد دارویی وجود دارنتد و می

يریق زرآیندناب میتلو شتیمیایی و بیولتوژیلی تولیتد 

نتا گیرب دقیق و قابل اعتماد نیتروزآمینانداز   (05)شوند

زیترا بته تکتیی  و  ؛از انمیت بالایی برختوردار استت

بته بهبتود کیفیتت کنتد و کنترل منابع آلودگی کمک می

  (04)دشتووحفاهت ازسلامت عمومی منجر می محصولات

نتا بتراب اب کته نیتروزآمینبا توجته بته خطترات بتالقو 

نتاب حستاس و رو نا دارند، توسعه و استتفاد  از انسان

در صتنایع  ویژ اختصاصی براب پتایش ایتن ترکیبتات، بته

  (06)غذایی و داروسازب، یک ضرورت حیاتی است

و نملتاران  Juniorاب که اخیترا توست  در مطالعه

نتا گیرب نیتروزآمینانجام شد، روشی نوین براب انتداز 

ناب دارویتی توستعه یازتت  در ایتن تحقیتق، از در نمونه

تلنیک کرومتاتوگرازی متایع بتا کتارایی بتالا نمترا  بتا 

سنجی جرمتی استتفاد  شتد تتا دقتت و آشلارساز يیو

نا حاصل شود  حساسیت بالایی در تکیی  نیتروزآمین

ناب آب را بتا استتفاد  از رو  ونکگران ابتتدا نمونتهپژ

نتا سازب کردنتد تتا نیتروزآمیناستیراج زاز جامد آماد 

بتته منظتتور  HPLC-MSمتمرکتتز شتتوند  ستتپس، آنتتالیز 

گیرب این ترکیبات انجام شد  نتایم این شناسایی و انداز 

تحقیتتتق نکتتتان داد کتتته رو  پیکتتتنهادب قتتتادر استتتت 

 قت و حساسیت بالایی تتا حتد نتانوگرمنا را با دنیتروزآمین

دنند  قابلیتت نا نکتاندر لیتر تکتیی  دنتد  ایتن یازتته

بالاب رو  پیکنهادب براب استفاد  در پتایش محیطتی و 

چنین تضمین ایمنی آب آشامیدنی است  پژونکگران نم

تواند در صنایع غتذایی و توصیه کردند که این رو  می

نتا بته رل نیتروزآمینداروسازب نیز براب تکیی  و کنتت

 Kalauzاب کته توست  چنین در مطالعهنم  (01)کار رود

انجتام شتد روشتی مبتنتی بتر  ،0003و نملاران در سال 

تلنیک کروماتوگرازی گازب جفت شد  با يیتو ستنم 

نتا گیرب گستر  وسیعی از نیتروزآمینجرمی براب انداز 

   (08)بتتا وزن مللتتولی کتتم متتورد ارزیتتابی قتترار گرزتتت

ک سنجش موللتولی بتر استاس دو پتروب زلورستنت ی

نتا، از جملته جهت شناسایی و تعیین کمیتت نیتروزآمین

 ونملتاران Minaniناب مرتب  با سريان توس  نیتروزآمین

  (08)مورد بررسی قرار گرزت

در مطالعه دیگرب، یک بیوسنستور اللتروشتیمیایی 

DNA  مبتنی بر نقتاب کربنتی بتراب تکتیی  حستاس و

نیتتروزودب  -زا ماننتد انناب جهتشنیتروزآمین انتیابی

نیتتتروزودب اتتتانول آمتتین توستت   -متیتتل آمتتین و ان

Majumdar  و نملاران ساخته شد  در این مطالعته ابتتدا

اب کربنی کیتوزان بر ستطح اللتترود کتربن شیکتهنقاب 

بته صتورت اللترواستتاتیلی  DNAرسوب کرد، ستپس 

سنستور ستاخته روب سطح نقاب کربن تثبیتت شتد تتا بیو
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شود  حداکثر جریان مطلق در حضور نمونته بتا تلنیتک 

ولتامترب پتالس تفاضتلی بررستی شتد و رونتد اززایکتی 

مکاند  شد  بنابراین، بیوسنسور يراحتی شتد  قتادر بتود 

نیتروزودب اتانول آمین  -نیتروزودب متیل آمین و ان -ان

پتتذیرب و حساستتیت بتتالا تکتتیی  دنتتد  را بتتا گزینش

ولار و تم 0/0×  00-0  به ترتیب تد تکییتح ن،تچنینم
  (00)مولار گزار  شد 6/0×  0-00

در مطالعتته حاضتتر، بیوسنستتور آنزیمتتی للتتاز بتتراب 

گیرب دزستاتین با دقت و حساسیت بالا يراحتی و انداز 

ساخته شد  نتایم نکان داد که بیوسنسور تهیه شتد  قتادر 

کنتد   نتاب پتایین شناستاییاست دزستتاتین را در غلظت

گیرب دزستتاتین توانایی بالاب ایتن بیوسنستور در انتداز 

مملتتن استتت بتته دلیتتل ستتاختار ویتتژ  آنتتزیم للتتاز و 

عنوان ناب مؤثر آن با دزستاتین باشد  للاز بتهکنشبرنم

یک آنزیم اکسیداز، قابلیتت اکستید کتردن دزستتاتین و 

گیرب را دارد  تولید سیگنال اللتروشیمیایی قابتل انتداز 

عنوان رب اصتتلی ایتتن تحقیتتق، استتتفاد  از للتتاز بتتهنتتوآو

تنها عنصتر تکییصتتی بیوسنستتور استتت  ایتتن انتیتتاب نتته

باع  اززایش حساسیت بیوسنسور شد  است، بلله زمان 

 دنی را نیز کانش داد  است  علاو  بر این، يراحتیپاس 

ناب تکییصتی آن نانوساختار بیوسنسور به بهبود ویژگی

ناب ایتن تحقیتق، محدودیت کمک کرد  است  یلی از

شتد  بتراب عمللترد بهینته  نیاز به شرای  محیطی کنترل

مملتتن استتت بتتر  pHبیوسنستتور استتت  تغییتترات دمتتا و 

چنین، تحقیقتات عمللرد بیوسنسور تیثیرگذار باشند  نم

متدت بیوسنستور  ترب بتراب بررستی پایتدارب بلنتدبیش

 توانتتد در صتتنایعمتتورد نیتتاز استتت  ایتتن بیوسنستتور می

داروسازب و پزشلی براب پایش دقیق دزستاتین استتفاد  

 تواند بر بهبود پایدارب بیوسنسورشود  تحقیقات آیند  می

 حمتتل و کتتاربر گیرب قابتتلناب انتتداز و توستتعه سیستتتم

 پسند متمرکز شود 

 کروماتوگرازی نابرو  گیرب دزستاتین توس انداز 

قیمت داشته و  ناب گرانشود که نیاز به دستگا انجام می

گیر است  بنابراین، توسعه بیوسنستورناب مبتنتی بتر وقت

نتا در ارائته تکتیی  ستریع، آنزیم، به دلیل توانتایی آن

توانتد یتک رو  حساسیت بالا و دقت قابتل توجته، می

گیرب دقیتق نوآورانه و کارآمد بتراب شناستایی و انتداز 

ه ناب حقیقی زترانم کنتد  بتا توجته بتدزستاتین در نمونه

ناب صورت پذیرزتته در ایتن انجام آزمایکات و ارزیابی

تحقیق نتایم ذیل به دست آمد  کته بته ایتن شترح ارائته 

بیوسنستتور تهیتته شتتد  شتتامل آنتتزیم للتتاز و   گتترددمی

آنیلتتین بتتر ستتطح نانوکامپوزیتتت گتترازن اکستتاید/ پلتتی

گیرب دزستاتین با دقتت بتالا اللترود بود  و جهت انداز 

با تثبیت نانوکامپوزیت و آنتزیم بتر روب  .رودکار میه ب

سطح اللتترود میتزان جریتان کاتتدب و آنتدب اللتترود 

اصتتلاح شتتد  نستتبت بتته اللتتترود اصتتلاح نکتتد  در 

6 Fe(CN)3/K6Fe(CN)4K انتقال اللترون  .اززایش یازت

در ستتطح اللتتترود در نتیجتته حضتتور نتتانوذرات گتترازن 

پر اززایش میلروآم 00اکساید در سطح اللترود به میزان 

آنزیم للاز تثبیت شد  بر سطح اللترود قادر است  .یازت

صورت اختصاصی اکسید کند و ه موللول دزستاتین را ب

موجب تولید پاست  اختصاصتی اللتترود نستبت بته ایتن 

 000تتا  00پاست  بیوسنستور در محتدود   .موللول شود

 نانومولار 6 تکیی  بیوسنسور برابرحد  .نانومولار خطی بود

نتا در مستیرناب جا کته ایتن پروتنینر  شد  از آنگزا

نا متوثر نستتند، سیگنالیک سلولی و بروز برخی بیمارب

عنوان داروب مهارکننتتد  متتورد دزستتتاتین بتته استتتفاد  از

 رو ارائه روشی دقیق و سریعتوجه قرار گرزته است  از این

گیرب دزستاتین از انمیتت بتالایی در صتنایع براب انداز 

 برخوردار است  لذا استفاد  از این بیوسنسور املتاندارویی 

ناب گیرب میتزان نیتتروزآمین دزستتاتین در نمونتهانداز 

 کند غذایی و دارویی را در آزمایکگا  زرانم می
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