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  مقدمه -۱
از ترکیبات شیمیایی پرکاربرد هستند که  گروه مهمی ،ها الکل

 و گری گزینش حساسیت،ها با  آن تعیین مقادیر کمیشناسایی و 

 در رسد.می نظرضروری به امری متفاوتهای  در حوزه بالا دقت
، انسان روان اثرگذاری بردلیل  گیری اتانول به ها، اندازه الکل میان

قرار  بسیاری سمی بودن و کاربردهای متنوع آن، مورد توجه
شماری های صنعتی بیفرایند. تعیین غلظت اتانول در گرفته است

ازجمله صنایع غذایی، آشامیدنی )تولید انواع شراب و آبجو(، 
دارویی، تخمیری، پالپ و آرایشی و بهداشتی برای کنترل کیفیت 

تولید حائز  فرایندلوگیری از بروز اختلال حین و ج هااوردهرف

گیری سریع و دقیق اتانول در اهمیت است. همچنین، اندازه
بررسی مقدار آن در خون،  های بالینی و قانونی برایسنجش
در تولید  ویژهبه .[۱-۳] استرار و بازدم انسان بسیار مهم بزاق، اد
دلیل مقررات گیری دقیق اتانول بههای الکلی، اندازهنوشیدنی

ها ی اروپا برای برچسب زدن به نوشیدنیی اتحادیهگیرانهسخت
همچنین، این مسأله در کشورهای  .[5 و 4] استضروری 

 ای دارداهمیت ویژه فراوردهاسلامی برای اطمینان از حلال بودن 
های تخمیر و فرایندغلظت اتانول تا سطوح سمی در  افزایش .[6]

ی چشم و سوزش پوست تقطیر، موجب ایجاد التهاب، ورم ملتحمه
 رخ اتانول بالای غلظت در الکل با مسمومیت ،مچنینه شود.می

حسگر در این پژوهش، آنزیم الکل اکسیداز با استفاده از کیتوسان در سطح الکترود پلاتین تثبیت شد تا یک زیست :چکیده
اتانول در فاز مایع طراحی شود. مطالعات آمپرومتری در محلول بافر  گیریالکتروشیمیایی دقیق و حساس برای شناسایی و اندازه

و  C ۳5°حسگر در دمای آمده، شرایط بهینه برای عملکرد زیستدستحاوی اتانول انجام شد. باتوجه به نتایج به M ۱/0فسفات 
pH  ی نتایج حاصل از مقایسه .استفاده شدحسگر از نانوذرات طلا در ساخت آن برای بهبود عملکرد زیست .دست آمدبه 8برابر با

. .شده از اکسایش اتانول را نشان داداز افزودن این نانوذرات، افزایش چهار برابری در شدت جریان تولید سپو  یشپحسگر زیست
-mM 66/2  برابر باترتیب منتن و حساسیت آن نیز به -ثابت میکائیلیس شده با نانوذرات طلا،حسگر اصلاحخطی زیست یسترهگ

0۱6/0، mM  ۱ و µA/ mM cm
 .محاسبه شدند 2 2

  .، اتانول، الکل اکسیداز، الکترود پلاتین، نانوذرات طلاالکتروشیمیایی حسگرزیست :کلیدی هایهواژ 
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ی روشی ساده، سریع، دقیق و اقتصادی ارائهبنابراین،  .دهدمی
برای شناسایی و تعیین مقدار اتانول در آنالیزهای پزشکی و 

ات فراوردهتخمیر و تضمین کیفیت  فرایندقانونی و کنترل 
 .[2] استمورد نیاز  متفاوتده در صنایع تولیدش

کروماتوگرافی  ای متفاوتی مانندهای تجزیهتاکنون از روش
کروماتوگرافی  ،2سنجی جرمیطیف -گازیکروماتوگرافی ، ۱یگاز

کروماتوگرافی ، 4سنجی جرمیطیف -کروماتوگرافی مایع، ۳مایع
 ،8هیدرومتری ،7یسنج شکست، 6ی، گرماسنج5بالا کاراییمایع با 

سنجی مادون طیف ،۱0سنجی رامان طیف ،۹الکتروفورز موئین
 شناسایی و برای ۱2روسرخ تبدیل فوریهفسنجی و طیف ۱۱قرمز
دقیق و  ها،اغلب این روش استفاده شده است.گیری اتانول  اندازه

ها به زمان زیاد، کارگرفتن آنبهاما  ؛هستند قابل اطمینان
 2] استقیمت و افراد متخصص نیازمند و گرانتجهیزات پیچیده 

، استفاده از یک روش جدید برای غلبه بر . بنابراین[7-۱0 و ۳ و
حسگرهای رسد زیستنظر میضروری است. به این مشکلات

دلیل برخورداری از مزایایی همچون کوچک و الکتروشیمیایی به
پذیری و قیمت مناسب قابل حمل بودن، سادگی، دقت، گزینش

 .[8] روندمیشمار های مذکور بهجایگزین مناسبی برای روش
 هایواکنش در که هستند پروتئینی هایدرشت مولکول ها،آنزیم

 و موجب افزایش کنندمی عمل کاتالیست عنوان به زیستی
مندی از فعالیت و شوند و باتوجه به بهرهمی هاواکنش سرعت
مورد  زیستی ترکیبات ترینمتداول پذیری بسیار مطلوب ازگزینش

 ،۱۳اکسیداز  الکل .[۱۱] هستندحسگرها زیست استفاده در ساختمان
 ۱5نوکلئوتید دی  آدنین  میدآ نیکوتین بهوابسته  ۱4هیدروژناز د  الکل

 ازجمله ۱6کیونن  هیدروژناز وابسته به پیرولوکیونولین د  و الکل

                                                 
1
 Gas chromatography (GC) 

2
 Gas chromatography–mass spectrometry (GC-MS) 

3
 Liquid chromatography 

4
 Liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) 

5
 High performance liquid chromatography (HPLC) 

6
 Colorimetry 

7
 Refractometry 

8
 Hydrometry 

9
 Capillary electrophoresis 

10
 Raman spectrometry 

11
 Infrared spectroscopy 

12
 near-infrared (NIR) spectroscopy 

13
 Alcohol oxidase (AOX) 

14
 Alcohol dehydrogenase (ADH) 

15
 Nicotinamide  adenine  dinucleotide (NAD) 

16
 Pyrroloquinoline quinine (PQQ) 

-زیستگر زیستی در  گزینش بخشعنوان  های مناسب به آنزیم

هیدروژنازها، اکسیداسیون  د  الکل .هستند های اتانولحسگر
 استثنای هلیفاتیک اولیه بآروماتیک و آهای  پذیر الکلبرگشت

NAD حضورو برای این منظور به کنند  متانول را کاتالیز می
یا  +

PQQ های حسگرزیست ،طورکلی به دارند.عنوان کوفاکتور نیاز  به
برای تولید مجدد  هستند؛ چراکه تر سادهاکسیداز  الکل  مبتنی بر

 .[8 و 6 و ۱-۳] دارند احتیاجکوفاکتور فقط به اکسیژن مولکولی 
ها با استفاده از اکسیژن مولکولی، اتانول را اکسید کرده  آنزیم این

  .[۱۳ و ۱2] کنند میپراکسید و استالدهید تولید   و هیدروژن
-ستیو ز سازگارستیز ،یسمریغ یستیز بسپار کی توسانیک

 لمیف لیتشک ییهمچون توانا ییایاست که از مزا رپذیبتخری
ضد  تیبالا و خاص یریخوب، نفوذپذ یکیاستحکام مکان ،یعال
و  نیآم هایحضور گروه لدلیبرخوردار است و به یکروبیم
و  هامیآنز تیتثب برای گسترده طوردر ساختارش به لیدروکسیه
 شده گرفته کاربه گرهاحسستیدر ز یستیز هایمولکول گرید

اغلب موجب  ب،یترک نیا فیضع ییرسانا حال، نباای. است
 ی. برا[۱5 و ۱4] شود یم  تیآنال یریگ در اندازه نییپا تیحساس
است.  یمشکل، استفاده از نانوذرات طلا راهکار مناسب نیبر ا غلبه

-ستیز رینظ ییها یژگیاز و یرخوردارب لدلینانوذرات به نیا

انتقال  توانند یو نسبت سطح به حجم بالا م ییرسانا ،سازگاری
 لیو سطح الکترود را تسه ایاح-دیاکس یها نیپروتئ نیالکترون ب

 یبرا ایسطح پا کیفراهم کردن  ییکنند. نانوذرات طلا توانا
 انتقال و دارند را هاآن تیبا حفظ فعال یستیز هایمولکول تیتثب

 رپذیردوکس و الکترود را امکان یها نیپروتئ نیالکترون ب ممستقی
بدون  ییایمیکه تعامل الکتروش شود یامر سبب م نیا کنند؛یم
 گرید تی. مزردیانتقال الکترون شکل بگ یها به واسطه ازین

ها  سطح آن ینانوذرات طلا، امکان کنترل اندازه و مورفولوژ
سنتز  فرایند نیو پارامترها ح طیشرا میو با تنظ یصورت تجرب به

 .[۱6-۱8] است
شده با در این پژوهش، با استفاده از یک الکترود پلاتین اصلاح

گیری اتانول در مسیری الکل اکسیداز، شناسایی و اندازهآنزیم 
حسگر حاصل با ساده، سریع و دقیق، تحقق پذیرفت. زیست

استفاده از روش آمپرومتری مورد بررسی قرار گرفت و اثر عوامل 
مؤثر بر عملکرد آن و شرایط بهینه نیز مشخص شدند. همچنین، 

ها و بهبود عملکرد از نانوذرات طلا برای تسهیل انتقال الکترون
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شده با حسگر اصلاححسگر بهره گرفته شد. عملکرد زیستزیست
 بخش بود.رضایت کاملبه طورنانوذرات طلا در شناسایی اتانول 

 
 تجربی بخش -2
  مواد -2-۱

از شرکت مرک )آلمان(  % ۹۹/۹۹ ( با خلوص C2H5OHاتانول )
 پیچیاحاصل از مخمر  خریداری شد. کیتوسان و الکل اکسیداز

از  protein units/mg 40-۱0ی با فعالیت ویژه ۱7پاستوریس
محلول کلوئیدی آلدریچ )آمریکا( خریداری شدند.  -شرکت سیگما

از  nm 50ابعاد کمتر از و  ppm ۱000غلظت  نانوذرات طلا با
از شرکت آذرالکترود  آوران نانو )ایران( و خمیر پولیششرکت پیام

و ( K2HPO4)ایران( تهیه شدند. دی پتاسیم هیدروژن فسفات )
ی محلول ( برای تهیهKH2PO4پتاسیم دی هیدروژن فسفات )

بافر فسفات و استیک اسید نیز از شرکت مرک خریداری شدند. 
ی ای بودند و بدون تصفیه ی تجزیهی مواد دیگر از درجههمه

 ها با آب دیونیزه آماده شدند.تمامی محلولمجدد استفاده شدند. 
مقدار مناسبی از اتانول خالص  ،اتانول مادر  ی محلول برای تهیه

  .ده شدرسان با آب دیونیزه به حجم
 
 هادستگاه -2-2

 IVIUM) یک دستگاه پتانسیوستات/گالوانوستات

TECHNOLOGY-VERTEX و یک ( ساخت کشور هلند
کار های الکتروشیمیایی بهآزمایشسل سه الکترودی برای انجام 

شده با آنزیم الکل یک الکترود پلاتین اصلاح گرفته شدند.
یک سیم پلاتین  عنوان الکترود کار،اکسیداز و نانوذرات طلا به

-به Ag/AgCl/KClsatلکترود عنوان الکترود کمکی و یک ابه

استفاده قرار گرفتند. برای بررسی  عنوان الکترود مرجع مورد
 ابشده کیتوسان و سطح الکترود پلاتین اصلاح بسپارمورفولوژی 

شده با کیتوسان از یک میکروسکوپ آنزیم الکل اکسیداز تثبیت
 ,Mira 3-XMU, Tescan) ۱8الکترونی روبشی گسیل میدانی

Czech Republic.استفاده شد )  
 
 

                                                 
17

 Pichia pastoris 
18

 Field emission scanning electron microscope (FESEM) 

 حسگرزیست سازیآماده روش -2-۳
ابتدا، الکترود پلاتین با استفاده از پد مخصوص و دوغاب آلومینا 

(µM 05/0به ) دقیقه پولیش داده شد. سپس، الکترود با  ۱مدت
با استفاده از خمیر  دوبارهوشو داده شده و آب دیونیزه شست

از آن، الکترود با آب دیونیزه  سپآرامی پولیش داده شد. پولیش، به
 5و برای اطمینان از پاکسازی کامل به مدت  شدوشو داده شست

آب  الکترود با ،دقیقه در حمام فراصوت قرار گرفت. درنهایت
و در هوای  شده شسته دیونیزه کامل آبوباره ددیونیزه، اتانول و 

از مخلوطی  µL 5/2برای اصلاح سطح الکترود،  شد.اتاق خشک 
، محلول ۳/7برابر با  pHبا  M ۱/0از محلول بافر فسفات 

درصد  ۱)محلول اسید  استیکدرصد وزنی در  6/0کیتوسان 
سطح  در 6/0: ۱:  ۱ نسبتبا  آنزیمیحجمی در آب( و محلول 

های مکرر گذاری شد. این حجم با توجه به آزمایش الکترود قطره
مناسب برای سطح مقطع الکترود کار  مقدارعنوان  شده بهانجام

در  ساعت 2مدت گذاری، الکترود به قطرهانتخاب شد. پس از 
-خشک شود. سپس، الکترود آماده دمای اتاق قرار گرفت تا کامل

 pHبا  M ۱/0دقیقه درون محلول بافر فسفات  ۱5شده حدود 
خوبی در ساختمان  که بههایی  قرار گرفت تا آنزیم ۳/7برابر با 

یری اند، شسته شوند و تکرارپذ ی کیتوسان محبوس نشدهبسپار
شده حسگر اصلاحبرای ساخت زیست ها افزایش پیدا کند.آزمایش

 از مخلوطی از محلول کلوئیدی µL 5/2با نانوذرات طلا، 
 یو محلول آنزیم درصد وزنی 6/0محلول کیتوسان  نانوذرات طلا،

گذاری شد.  در سطح الکترود پلاتین قطره 6/0: ۱: ۱با نسبت 
و بعد از آن در محلول  الکترود در دمای اتاق خشک شده ،سپس

 یدهندهمواد تشکیل دقیقحجم  .بافر فسفات قرار گرفت
 وردهآ ۱ی سطح الکترودها در جدول کنندهاصلاح هایمحلول

-زیست آنزیم، ی بهینه مقدار کردن مشخص منظوربه شده است.

 از 6/0 و 5/0  ،۳/0 های نسبت افزودن با متفاوت حسگرهای
 وزنی درصد 5/0 کیتوسان محلول از مخلوطی به آنزیمی، محلول

 ساخته ۱:۱ نسبت با ۳/7 با برابر pH با M ۱/0 فسفات بافر و
 گرفتند. قرار بررسی مورد و شده

 ،4/0 های غلظت کیتوسان، یبهینه غلظت کردن تعیین برای
 مورد اسید استیک در کیتوسان وزنی درصد 7/0 و 6/0 ،5/0

 گرفتند. قرار استفاده
 



   

 62  بهار ۱۳۹۹| شماره ۱ | سال هفتم  

 

 
 در کیتوسان مناسب مقادیر انحلال با شده فتهگ های محلول 

 آمدند. دستبه آب( در حجمی درصد ۱) اسید استیک
 

 بحث و نتایج -۳
 مآنزی اب شدهاصلاح الکترود سطح شناسییختر یبررس -۳-۱

 ازداکسی الکل
شدده  کیتوسان و سطح الکترود پلاتین اصلاح بسپار شناسییختر
ی وسدیله شدده بدا کیتوسدان بده    آندزیم الکدل اکسدیداز تثبیدت     اب

FESEM برابدر بررسدی شدد و نتدایج در      75000نمایی با بزرگ
 قابل مشاهده هستند. ۱شکل 

 

 

 
 اکسیداز و آنزیم الکل مخلوط( ب و کیتوسان بسپار( الف FESEM تصاویر ۱  شکل

 برابر 75000 نمایی بزرگ با الکترود در سطح قرارگرفته کیتوسان

   آنزیم غلظت اثر بررسی -۳-2
-تعیین عوامل از یکی حسگرزیست در استفاده مورد آنزیم غلظت

 در که آمدهدستبه نتایج به توجه با است. آن کارایی یکننده
 افزایش با که کرد بیان چنین توان می .است مشاهده قابل 2 شکل
 و شده اکسید زمان واحد در بیشتری الکل مقدار آنزیم، مقدار

 نسبت سه مسأله، این به باتوجه شود. می تولید بیشتری جریان
 الکترود سطح در تثبیت برای آنزیمی محلول از متفاوت حجمی

 افزایش است، مشخص که گونههمان و گرفتند قرار بررسی مورد
 افزایش موجب آنزیمی محلول غلظت افزایش درنتیجه و حجم

  است. شده جریان

 

-ستیز یاتانول برا متفاوت های غلظت از آمدهدستبه انیجر ی سهیمقا  2شکل 

الکل  میمحلول آنز 6/0و  5/0، ۳/0 های نسبت از استفاده با شدهساخته حسگرهای
با   M 1/0 و بافر فسفات یدرصد وزن 5/0 توسانیاز محلول ک یو مخلوط دازیاکس

pH  طیمح یدر دما ۳/7برابر با 

جدول ۱: حجم و نسبت مواد تشکیلدهندهی محلولهای اصلاحکننده-
 ی سطوح الکترودها
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   کیتوسان غلظت اثر بررسی -۳-۳
 غلظت اثر سنجش برای آمپرومتری هایآزمایش از حاصل نتایج

 ی بهینه مقدار به یابی دست و حسگرزیست عملکرد بر کیتوسان
 شکل در که طور همان است. شده کشیده تصویربه ۳ شکل در آن

 شده ساخته حسگرزیست از جریان مقدار کمترین است، مشخص
 این دلیل است. شده حاصل درصد 4/0 کیتوسان از استفاده با

 آنزیم های مولکول یهمه یعنی است؛ آنزیم زیاد هدررفت مسأله،
 آنزیم مقدار و شوند متصل کیتوسان های مولکول به توانند نمی

 کاهش الکترود سطح در کیتوسان یبسپار ساختار در شدهحبوسم
 کافی کیتوسان مقدار کهجاییآن از دیگر، عبارت به کند.می پیدا

 آزاد آنزیم درصد ندارد، وجود الکترود سطح در آنزیم حفظ برای
 جریان مقدار ،%6/0 تا کیتوسان غلظت افزایش با یابد.می افزایش
 احتمال هب کند. می افت آن از پس و ردهک پیدا افزایش نیز حاصل

 های زیرلایه در شدهمحبوس های آنزیم افزایش امر، این دلیل
 دسترسی دشوارشدن و کیتوسان غلظت افزایش اثر در کیتوسان

 دشوار را ها الکترون انتقال پدیده، این است. سوبسترا به آنزیم
 6/0 تغلظ بنابراین، شود. می جریان کاهش موجب و کندمی

 آنزیم تثبیت برای کیتوسان ی بهینه غلظت عنوان به وزنی، درصد
 .شد گرفته نظر در

 
 حسگرهایزیست برای اتانول غلظت تغییرات حسب بر جریان نمودار ۳ شکل
 بافر محلول و وزنی درصد 7/0 و 6/0 ،5/0 ،4/0 کیتوسان غلظت با شدهساخته

 محیط دمای در 8 با برابر pH  با M ۱/0 فسفات
 

 pH اثر بررسی -۳-4

کننده در یک واکنش آنزیمی عاملی تعیین pHجایی که ازآن
ی آن  بهینه مقدارحسگر است، باید برای بهبود عملکرد زیست

های آمپرومتری در آزمایش، منظورهمین به .[۱۹] مشخص شود

انجام شدند.  5/8تا  pH 5/6با  M ۱/0بافر فسفات  های محلول
شده توسط شرکت مناسب گزارش یسترهگبا توجه به  گسترهاین 

( انتخاب شد. نتایج 5/6-۳/8سیگما برای عملکرد مطلوب آنزیم )
نشان داده شده است.  4در شکل  mM ۳برای اتانول با غلظت 

بهینه  pHعنوان  به 8برابر با  pHآمده، دستبا توجه به نمودار به
 حسگر انتخاب شد.ای این زیستبر

 
 M ۱/0حسگر در محلول بافر فسفات بر عملکرد زیست  pHبررسی اثر   4شکل 

 در دمای محیط mM ۳حاوی اتانول 

 

   دما اثر بررسی -۳-5
های آنزیمی است. دمای محیط، از دیگر عوامل اثرگذار بر واکنش

مطلوب انجام نحو ای بهدمایی ویژه یسترهگها در این واکنش
، ماهیت و خواص آنزیم سترهگشوند و در دماهای خارج از این می

برای بررسی این  .[۱۹] کندمیتغییر کرده یا فعالیتش کاهش پیدا 
 C 40-۱5°دمایی  یگسترههای آمپرومتری در عامل، آزمایش

حسگر را با افزودن اتانول پاسخ نسبی زیست 5انجام شدند. شکل 
mM ۳  به محلول بافر فسفاتM ۱/0  باpH  گسترهدر  8برابر-

گونه که مشخص است، با  دهد. همانی دمایی ذکرشده نشان می
افزایش دما فعالیت آنزیم و درنتیجه جریان حاصل از اکسایش 

یابد ادامه می C ۳5°کند. این روند تا دمای اتانول افزایش پیدا می
رسد که  نظر می کند. به و پس از آن نمودار روند کاهشی پیدا می

یابد و آنزیم  مت آنزیم پس از عبور از این دما کاهش میمقاو
دهد. بنابراین، دمای بهینه  بخشی از فعالیت خود را از دست می

 .درنظر گرفته شد C ۳5° حسگر،برای عملکرد مطلوب این زیست
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 با   M ۱/0حسگر بر حسب دما در محلول بافر فسفات پاسخ نسبی زیست 5شکل 

pH  اتانول حاوی  8با برابرmM ۳ 
 

 حسگرزیست هایویژگی -۳-6

حسگر مبتنی آمپرومتری برای بررسی عملکرد زیستهای آزمایش
انجام  8برابر با  pHبا  M ۱/0بر پلاتین در محلول بافر فسفات 

محیط  شدند. برای حصول نتایج دقیق، تکنیک آمپرومتری باید در
ی زمانی بازهشده در همگن انجام شود؛ یعنی غلظت اتانول تزریق

همین دلیل، یکسان شود. به یکوتاهی در تمام محلول تقریب
زده هم rpm 200همزن با سرعت  ابمحلول در طول آزمایش 

عنوان شرایط  به V 7/0شود. دمای محیط و پتانسیل کاری  می
عملیاتی درنظر گرفته شدند. در ابتدا، محلول بافر عاری از اتانول 

به جریان پایا برای محلول بدون الکل،  یابی است و پس از دست
شود. ی اتانول آغاز می از محلول ذخیره متفاوتهای  تزریق حجم

و در  mM ۱00از محلول اتانول  Lµ 20تزریق با حجم  5ابتدا، 
از همان محلول انجام شد. شکل  Lµ ۱00تزریق با حجم  ۹ادامه 

اگر  دهد. حسگر را نشان میالف، روند پلکانی پاسخ زیست -6
غلظت نشان داده شود -نتایج این آزمایش در قالب نمودار جریان

شود که افزایش مقدار اتانول باعث  ب(، مشخص می -6)شکل 
شود. افزایش جریان ابتدا با شیب  جریان تولیدی می مقدارافزایش 

ی خطی، شیب  گسترهرود و پس از عبور از  تندتری پیش می
حسگر به حالت اشباع از کند و زیستنمودار کاهش پیدا می

توان بیان کرد که  شود. با توجه به نمودار می سوبسترا نزدیک می
و زمان  mM 5-26/0شده طراحیحسگر زیست خطیی سترهگ

 ثانیه است. S ۱2آن  پاسخ

 

 
غلظت اتانول در -زمان و ب( نمودار جریان -الف( نمودار پلکانی جریان 6شکل 

 در دمای محیط 8برابر با pH  با  M ۱/0محلول بافر فسفات 

شده با الکترود پلاتین، با تقسیم حسگر ساختهحساسیت زیست
بر سطح مقطع الکترود )الکترود با  شدن هشیب خط نمودار کالیبر

µA/ mM cm( برابر با mm 2قطر 
دست آمد. ثوابت به 57/0 2

حسگر نیز از طریق رسم نمودار معکوس جریان سینتیکی زیست
ی ( و با استفاده از معادله7بر حسب معکوس غلظت )شکل 

 محاسبه شدند.  ۱۹لاینویور برک

(۱)                                                                                                                                                                                   

پاسخ جریان حالت پایدار بعد از هر مرحله  Issدر این معادله 
شده بیشینه پاسخ جریان تحت شرایط اشباع Imaxافزودن آنالیت، 

ثابت  KMآنالیت در محلول توده و  غلظت  Cلیت،با آنا
استفاده از شیب خط و  . با[20] استظاهری  20منتن -میکائیلیس

و  KM، مقادیر 7شده در شکل عرض از مبدأ حاصل از نمودار رسم
Imax ترتیب برابر با بهmM ۱  وnA ۱00  خطی  یسترهگبرای

 محاسبه شدند. خستن

                                                 
19

 Line weaver Burk (LB) 
20

 Michaelis-Menten constant 
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 نمودار معکوس جریان بر حسب معکوس غلظت اتانول 7شکل

 

۳- 7- استفاده از نانوذرات طلا برای اصلاح سطح زیستحسگر 
اتانول شناسایی  

حسگر و افزایش جریان حاصل از برای بهبود کارایی زیست
شناسایی اتانول، از نانوذرات طلا در ساختار آن استفاده شد. پس 

غلظت  -نمودارهای جریان ی آمپرومتری،هااز انجام آزمایش
ی بهتر، نمودار مربوط به  مقایسه. برای رسم شدند 8شکل  مطابق
تصویر حسگر آنزیمی نیز تحت همان شرایط در شکل بهزیست

مشخص است که  کشیده شده است. باتوجه به نمودارها کامل
باعث افزایش جریان تولیدی تا  سامانهافزودن نانوذرات طلا به 

و  تیسحدود چهار برابر شده است. دلیل این امر، ماهیت کاتالی
 ی این نانوذرات است. العاده فوق هدایت

 
اتانول در محلول بافر فسفات  متفاوتپاسخ جریان بر حسب افزودن مقادیر  8شکل 

M ۱/0   با pH در دمای محیط 8برابر با 

 

 طلا نانوذرات با شدهاصلاح حسگرزیست هایویژگی -8 -۳

غلظت و معکوس جریان بر حسب  -با ترسیم نمودارهای جریان
شده با نانوذرات طلا حسگر اصلاحبرای زیستمعکوس غلظت 

بر ایجاد  افزون حسگرتوان دریافت که این زیست ( می۹)شکل 

تری  تر و زمان پاسخ کوتاه خطی وسیع یسترهگهای بیشتر،  جریان
صورت  را به حسگر حاضر آنتای که زیس بازهد. نکرا نیز ارائه می

 mMشروع شده و تا حدود  µM ۱6دهد، از  خطی پوشش می
شده حسگر طراحیدرمقایسه با زیستکند که ادامه پیدا می 66/2

بوده و گویای بهبود عملکرد  تر بدون حضور نانوذرات طلا، گسترده
 S ۱0حسگر است. همچنین، زمان پاسخ نیز برابر با زیست

تلقی  انهسامدهی  محاسبه شد که زمان مطلوبی برای پاسخ
 = nA 500ب،  -۹( و شکل ۱ی )از معادلهشود. با استفاده  می

Imax ،mM ۱ = KM حسگر نیز برابر با و حساسیت زیستµA/ 

mM cm
تمایل سوبسترا به  مقدار KMمقدار   .محاسبه شدند 2 2

توان چنین بیان کرد که کند. درواقع میآنزیم را مشخص می
کیتوسان در  بسپاری این است که دهندهپایین نشان KMمقدار 

سازگار برای تثبیت آنزیم الکل فراهم کردن یک محیط زیست
آمیزی داشته و موجب افزایش فعالیت اکسیداز عملکرد موفقیت

الکل اکسیداز و درنتیجه افزایش تمایل سوبسترا به آنزیم شده 
 فزودنااز پس  MK. با توجه به ثابت ماندن مقدار [20] است

رسد که این نظر میحسگر، بهنانوذرات طلا به ساختمان زیست
اند و تنها موجب تثبیت آنزیم نداشته فرایندنانوذرات اثری در 

 اند.حسگر شدهزیست ستیافزایش رسانایی و فعالیت کاتالی
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معکوس  غلظت و ب( نمودار معکوس جریان بر حسب -الف( نمودار جریان ۹شکل 
 با   M ۱/0اتانول در محلول بافر فسفات  mM 66/2-0۱6/0ی  غلظت در بازه

pH در دمای محیط 8برابر با 

 درمقابل طلا نانوذرات با شدهاصلاح حسگرزیست عملکرد -۹ -۳
 هاآنالیت دیگر
ی های با زنجیره تواند الکلکه آنزیم الکل اکسیداز میجاییازآن

ترین عضو این خانواده است،  کوتاه را اکسید کند و متانول ساده
اکسیداز باید از توانایی اکسید کردن این آنالیت نیز برخوردار   الکل

شده با نانوذرات حسگر اصلاحبرای بررسی عملکرد زیستباشد. 
یکسان با  به متانول، آزمایشی مشابه در شرایط کامل طلا نسبت

تصویر کشیده شده به ۱0شکل اتانول انجام شد و نتایج حاصل در 
اکسیداز متانول را با  رفت، الکل  گونه که انتظار می است. همان

کند؛ زیرا متانول درمقایسه با اتانول  سرعت بیشتری اکسید می
تری دارد. همچنین، ممکن است  هی کوتا تر و زنجیره ساختار ساده

اکسیداز است،  واکنش متانول و الکل  فراوردهفرمالدهید که 
 .اکسیداز استفاده شود  عنوان سوبسترا برای الکل به

 
به  شده با نانوذرات طلا نسبتحسگر اصلاحعملکرد زیستی  مقایسه ۱0شکل 

 در دمای محیط 8با برابر pH با  M ۱/0متانول و اتانول در محلول بافر فسفات 

 

 

شده در حسگر طراحیی زیستنتایج حاصل از مقایسه 2 در جدول
تصویر اتانول بهحسگرهای شناسایی این پژوهش و سایر زیست

ی خطی، گسترهگونه که مشخص است، کشیده شده است. همان
حسگر ارائه شده منتن و زمان پاسخ زیست -ثابت میکائیلیس

شده طراحی های انجاممقایسه با دیگر پژوهش مناسب است و در
جایی که سادگی و قیمت مناسب از تری دارد. ازآنبسیار ساده

نظر گر الکتروشیمیایی هستند، بههای یک حسترین مشخصهمهم
شده در این پژوهش از قابلیت حسگر طراحیرسد زیستمی

تواند برای شناسایی اتانول در شدن برخوردار است و میتجاری
 مورد استفاده واقع شود. هافراوردهها و دیگر انواع نوشیدنی

 

 

 حسگرزیست عملکرد بر گرمداخله عوامل بررسی -۱0 -۳
 طلا نانوذرات با شدهاصلاح
، اسید آسکوربیک، اسید استیک انندمهای مرسومی  کنندهمداخله
، اوره، متانول و گلوکز ممکن است اسید لاکتیک، اسید اوریک

 . [۱۳ و ۱] اتانول شوند  باعث ایجاد اختلال در سنجش
اثر این عوامل مزاحم بر پاسخ  طور معمولهب، دلیلهمین به

 شود. در این پژوهش، دو  حسگرهای اتانول بررسی میزیست
های  ترتیب در سنجشی گلوکز و اسید استیک که به کنندهمداخله

ها بر  بالینی و غذایی حضور پررنگی دارند، انتخاب شده و اثر آن
شده با نانوذرات طلا مورد بررسی حسگر اصلاحعملکرد زیست

 ۱:۱نسبت  گرها به قرار گرفت. در این آزمایش، از اتانول و مداخله
بدون حضور  mM ۳استفاده شد. جریان حاصل از اکسایش اتانول 
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حسگرهای شناسایی اتانولی عملکرد زیست: مقایسه2جدول   

نشان داده  ۱۱کننده در شکل ضور این دو عامل مداخلهو در ح
شده است. باتوجه به نمودار مشخص است که این غلظت از 

شده ندارد و حسگر ساختهگلوکز تأثیر محسوسی بر عملکرد زیست
های بالینی استفاده کرد. در  توان با اطمینان از آن در سنجش می

حسگر عملکرد زیست نیز باتوجه به نتایج،اسید  استیکرابطه با 
با اسید  استیکدهد و  منطقی و قابل اطمینانی از خود نشان نمی

 .تواند در سنجش اتانول اختلال ایجاد کندچنین غلظتی می

 
 شده با نانوذرات طلاحسگر اصلاحگر بر عملکرد زیست مداخلهاثر عوامل  ۱۱شکل 

 
 

 
 
 
 
 
 

 

 گیریجهینت -4
با استفاده از الکترود پلاتین برای نخستین بار در این مطالعه، 

حسگر شده با آنزیم الکل اکسیداز، یک زیستاصلاح
الکتروشیمیایی ساده، جدید و معتبر برای تشخیص و تعیین مقدار 

حسگر برای ارزیابی عملکرد زیست اتانول در فاز مایع ساخته شد.
کننده مانند دما شد و اثر عوامل تعیین روش آمپرومتری استفادهاز 
 بر کارایی آن مورد بررسی قرار گرفت و شرایط بهینه  pHو 

 نخطی، زما یسترهگ انندمهایی  مشخص شد. سپس، ویژگی
پاسخ، ثوابت سینتیکی و حساسیت محاسبه شدند. پس از آن، 

حسگر از نانوذرات طلا در ساختار آن ود کارایی زیستبرای بهب
حسگر ه شد و جریان حاصل از اکسایش اتانول در زیستاستفاد
  شده با این نانوذرات چهار برابر افزایش پیدا کرد.اصلاح

-گر بر عملکرد زیستمداخله درنهایت، اثر نوع آنالیت و عوامل

پاسخ  شده با نانوذرات طلا مورد بررسی قرار گرفت.حسگر اصلاح
خطی  mM 66/2-0۱6/0 یسترهگشده در ساختهحسگر زیست

و حساسیت  mM ۱منتن آن برابر با  -بود و ثابت میکائیلیس
µA/ mM cmبرابر با نیز  حسگرزیست

 شد. بینییشپ 2 2
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Abstract: In this research, alcohol oxidase was immobilized at platinum electrode surface using chitosan to 

design an accurate and sensitive electrochemical biosensor for detection and measurement of ethanol in liquid 

phase. Amperometric studies were carried out in 0.1 M phosphate buffer solution containing ethanol. According 

to the obtained results, the optimal conditions for biosensor operation were acquired at the temperature of 35 °C 

and pH 8. In order to improve the biosensor performance, gold nanoparticles were used in its construction and 

the comparison of obtained results from designed biosensor before and after adding these nanoparticles showed 

four-fold enhancement in current intensity produced by ethanol oxidation. The linear range of the gold 

nanoparticles modified biosensor, its Michaelis-Menten constant value, and its sensitivity were calculated to be 

0.016-2.66 mM, 1 mM, and 2 µA/ mM cm
2
 ,respectively.  

 


