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The polyaniline-glucose oxidase (PANI-GOD) electrode has been investigated 
in the present work. Polyaniline (PANI) film via cyclic voltammetric method 
was synthesized at room temperature, in a standard three-electrode cell. 

Aniline films were deposited from 1 M acidic (H2SO4) aqueous media containing 
0.2 M aniline by voltammetric sweep between −0.1 V and 1 V, Ag/AgCl, at 50 mV/s. 
The sweep was stopped after 30 cycles at −0.1 V Ag/AgCl and the working electrode 
was deposited by polyaniline. Platinum plate (0.4cm×0.4cm), platinum rod and Ag/
AgCl electrodes were used as working, counter and reference electrodes, respectively. 
The synthesized PANI films were characterized by electrochemical technique, 
electrical conductivity, UV-visible spectroscopy, Fourier transform infrared (FTIR) 
spectroscopy and electrochemical impedance spectroscopy (EIS). A simple technique 
was used for fabrication of a glucose sensor. In this method glucose oxidase as an 
enzyme was immobilized by glutaraldehyde 0.1% as cross-linking agent and kept 
pH around 7 using 0.1 M phosphate over polyaniline thin films, glucose oxidase 
was deposited on a platinum plate in phosphate or acetate buffer. The results of 
EIS indicated the successful immobilization of enzyme over polymer films. Effects 
of some experimental variables such as cross-linking agent volume content, pH, 
applied potential, and temperature on the amperometric response of the sensor were 
investigated. It was obsereved that the activity of modified electrodes changed with 
various amounts of cross-linking agent volume percent. The activation energy for 
polyaniline-modified electrode in acetate and phosphate buffer were obtained as 41 
and 37 kJ/mol, respectively. A maximum current response was resulted at pH 7 and 
potential 0.65 V (versus Ag/AgCl).
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شده  بررسی   (PANI-GOD( اکسیداز  گلوکوز  ـ  پلی آنیلن  اصلاح شده  الکترود  پژوهش،  این  در 
الکترود کار،  به عنوان   0/4 ×0/4 cm از صفحه پلاتینی   (PANI( پلی آنیلین  فیلم  تهیه  است. برای 
الکترود میله ای پلاتین به عنوان الکترود کمکی و الکترود Ag/AgCl به عنوان الکترود مرجع استفاده 
پویش  سرعت  با   1  V تا   -0/1  V پتانسیل  از  چرخه ای  ولت سنجی  روش  فیلم،  تهیه  برای  شد. 
M 1 سولفوریک اسید استفاده  M 0/2 آنیلین و  mV/s 50 به تعداد 30 پویش در محلول حاوی 

 ،UV-Vis نوری  الکتروشیمیایی، طیف سنجی  با روش های  تشکیل شده  پلیمری  فیلم  شد. خواص 
طیف سنجی تبدیل فوریه زیرقرمز و امپدانس الکتروشیمیایی بررسی شده است. از روش ساده ای 
از  استفاده  با  اکسیداز  گلوکوز  آنزیم  کار  این  برای  استفاده شد.  گلوکوز  تولید حسگرهای  برای 
 محلول 0/1 درصد حجمی عامل شبکه ای کننده )گلوتارآلدهید( در محیط بافر فسفات با pH برابر ۷ 
آنزیم  داد،  نشان  الکتروشیمیایی  امپدانس  از  نتایج حاصل  تثبیت شد.  پلیمر  نازک  فیلم های  روی 
به طور موفقیت آمیزی روی فیلم های پلیمری تثبیت شده است. در این پژوهش، اثر بعضی از شرایط 
آزمایشگاهی مختلف مثل حجم عامل شبکه ای کننده )گلوتارآلدهید(، pH، دما و پتانسیل کاربری به 
روش جریان سنجی بررسی شده است. نتایج نشان داد، با تغییر درصد حجمی عامل شبکه ای کننده 
فعالیت در 0/1 در صد حجمی عامل  بیشترین  تغییر می کند.  نیز  الکترودهای اصلاح شده  فعالیت 
اصلاح شده  الکترود  برای  فعال سازی  انرژی  است.  شده  مشاهده  )گلوتارآلدهید(  شبکه ای کننده 
بیشترین  آمد.  به دست   3۷ kJ/mol و  ترتیب 41  به  فسفات  و  استات  بافری  در محیط  پلی آنیلین، 

جریان الکتریکی در این زیست حسگرها در pH برابر ۷ و پتانسیل V 0/65 دیده شد.
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مقدمه
توليد  پزشكی،  مختلف  زمينه های  در  زيستی  حسگرهای  امروزه 
و  شيميايی  صنايع  غذايی،  صنايع  بهداشتی،  و  دارويی  فراورده های 
زيستی  حسگرهای   .]1،2[ می شوند  استفاده  زيست  محيط  پايش 
اين  از  ابزارهای توانمندی در شناسايی مولكول های زيستی هستند. 
ديدگاه، حسگرهای زيستی کاربرد گسترده ای در تشخيص های طبی و 
علوم آزمايشگاهي دارند. گلوکوز نقش بسيار مهمی در سوخت و ساز 
فعاليت های زيستی دارد، به همين منظور از بين تمام زيست حسگرها، 
زيست حسگرهای قند خون يكی از کاربردهای شناخته شده آنهاست. 
بيماری ديابت در جهان، تقاضای  با توجه به شيوع  در حال حاضر 
قابل توجهی برای حسگرهای گلوکوز در اندازه گيری قند خون وجود 
و  بيمار  توسط  خون  گلوکوز  سطح  پايش  در  حسگرها  اين   دارد. 
تنظيم مقدار تزريق انسولين کمک قابل توجهی می کنند. اساس کار 
افزايش  اکسيداز،  گلوکوز  آنزيم  پايه  بر  گلوکوز  زيست حسگرهای 
جريان بر اثر اکسايش هيدروژن پراکسيد توليدی در واکنش گلوکوز 
الكترود  بنابراين، تثبيت آنزيم روی سطح  با گلوکوز اکسيداز است. 
نقش بسيار مهمی در پژوهش های توليد زيست حسگرها ايفا می کند.

برای فراهم کردن ثبات مواد زيستی )آنزيم( در ماتريس متخلخل و 
تسهيل انتقال الكترون، از پليمرهای زيست سازگار استفاده می شود. از 
پليمرهای رسانا مانند پلی آنيلين، پلی تيوفن و پلی پيرول به طور گسترده 
برای تثبيت آنزيم استفاده می شود. پلی آنيلين به دليل سهولت تهيه و 
سازگاری خوبی که با اکثر آنزيم ها دارد، برای توليد زيست حسگرها 
مناسب است ]5-3[. از آنجا که فعاليت الكتروشيميايي آن بين رسانا 
در حالت اکسايش )دوپه شده( و نارسانا در حالت کاهش )دوپه نشده( 
متغير است، برای توليد الكترودهای اصلاحی )حسگرها( به کار می رود 
]8-6[. پليمرهای مزدوج )رسانا( به دليل داشتن خواص بسيار مفيد 

زير برای کاربرد در حسگرها مناسب اند ]9[:
راه ـ  از  حسگر  الكترودهای  روی  آسان  و  مستقيم  رسوب دهی 

اکسايش الكتروشيميايی مونومر،
کنترل ضخامت وـ 
رسانايي زوج اکسايش ـ کاهش.ـ 

شيميايی  پايداری  آن،  مونومر  آسان  اکسايش  بر  علاوه  پلی آنيلين 
عاملی  حاصل  پليمر  بستر  روی  موجود  تخلخل  دارد.  نيز  خوبی 
بسيار مهم برای به دام انداختن آنزيم مدنظر است. پيشرفت در توليد 
ترکيبات  به دام انداختن  با  می تواند  آنزيم،  براساس  زيست حسگرها 
زيستی )آنزيم( با استفاده از روش های الكتروشيميايی انجام شود که 
)آنزيم(  زيستی  ترکيبات  انداختن  به دام  برای  راحت  و  روشي ساده 
اين، جزء زيستی به طور تصادفی در  با وجود  پليمر است.  در بستر 

ماتريس پليمر قرار می گيرد که اغلب برای ماده مورد آزمون )آناليت( 
بايد در دسترس باشد. نقطه ايزوالكتريک گلوکوز اکسيداز در pH برابر 
4/3 است. بنابراين، در pHهای بيشتر از نقطه ايزوالكتريک دارای بار 
منفی می شود ]10[. استفاده از پليمرهای رسانا قابليت توليد الكترودها 
عامل  دو  می کند.  فراهم  مينياتوری  ابعاد  و  مختلف  شكل های  با  را 
و  پليمر حاصل  توليد حسگر، شكل شناسی و تخلخل  برای   اساسی 

رسانايی زياد آن است. 
مثل  مختلفی  روش های  از  استفاده  با  آنزيم  به دام انداختن 
انجام  کووالانسی  اتصال  و  شبكه ای کردن  فيزيكی،  به دام انداختن 
می شود. به دام انداختن فيزيكی از جمله روش هايی است که متحمل 
 ]9[ است  آزمون  مورد  محلول  به  پليمر  سطح  از  آنزيم  نشت کردن 
که می توان با استفاده از عامل شبكه ای کننده )گلوتارآلدهيد( بر اين 
مشكل غلبه کرد. از آنجا که در pHهای زياد آنيلين قابليت پليمرشدن 
را در محلول آبی مونومر از دست می دهد، نمی توان از آنيلين برای 
به دام انداختن فيزيكی در pHهای زياد استفاده کرد ]13-11[. با توجه 
پتانسيل(  اعمال  )با  را  باردارشدن  قابليت  رسانا  پليمرهای  اينكه  به 
دارند، بنابراين می توان بار کاتيونی را روی بستر فيلم پليمری اعمال 
الكترودی  V 0/65(. وجود چنين  از  پتانسيل بيش  آنيلين  کرد )براي 
نقطه   pH )در  ايزوالكتريک  نقطه  از  بيش  pH های  با  درون محلولی 
ايزوالكتريک آنزيم از لحاظ بار الكتريكی خنثی و در pH های بيشتر از 
آن دارای بار منفی است( موجب ايجاد جاذبه الكتروستاتيک بين بستر 
فيلم پليمری )کاتيون( با آنزيم )آنيون( می شود. مزيت اين روش، توليد 
 حسگرهايی با فعاليت آنزيمی زياد است. اما، چه روش الكتروستاتيكی و 
چه به دام انداختن فيزيكی هر دو همراه با مشكل نشت کردن آنزيم به 
درون محلول مورد آزمون با گذشت زمان است. برای رفع اين مشكل 
استفاده  شبكه ای کننده  عامل  از  استفاده  با  شبكه ای کردن  روش  از 
می شود که اين روش نيز همراه با کاهش فعاليت و حتی در بعضی 
موارد از دست دادن کامل فعاليت آنزيمی است. پلی آنيلين به تنهايی 
مقالات  اکثر  در  بنابراين،  دارد.  آنزيم  ذخيره سازی  در  کمی  قابليت 
 .]14-17[ می شود  استفاده  )گلوتارآلدهيد(  شبكه ای کننده  عامل  از 

واکنش ياد شده به شكل زير است:

Glucose + O2 → Gluconic acid + H2O2       )1(

H2O2 → O2 + 2H+ + 2e-         )2(

قابليت شناسايی پليمرهای رسانا با تغيير خواص نوری و الكتريكی 
در اثر واکنش با ماده مورد آزمون، ويژگی منحصر به فرد آنهاست. 
در ضمن، پليمرهای رسانا با مولكول های زيستی در خون سازگارند. 
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مثل  متعددی  عوامل  به  زيست حسگرها  در  جريان  پاسخ  مقدار 
هندسي  شكل  فلزی،  الكترود  و  پليمری  فيلم  بين  مقاومت  مقدار 
فيلم  رسانايی  و  الكترود  روی   ) ضخامت  و  عرض  )طول،  فيلم 
پتانسيل اعمال  pH، دما،  به  پليمری بستگی دارد که آن هم وابسته 
شده بر فيلم پليمری، غلظت سوبسترا و مقدار آنزيم وابسته است. 
غلظت های  در  افتاده  به دام  آنزيم های  يكنواخت  توزيع  فرض  با 
کم، پاسخ و نفوذ به طور هم زمان انجام می شود. اما، در غلظت های 
بيشتر، پاسخ دهی با تأخير همراه می شود. با افزايش غلظت گلوکوز، 
جريان توليدی تأخير بيشتری پيدا می کند تا اينكه بالاخره مقدار آن 
ثابت می شود ]18[. در اين پژوهش، اثر مقدار عامل شبكه ای کننده 
نشده  بررسی  پيشين  پژوهش های  در  که  الكترود اصلاح شده  روی 
پليمری  فيلم  تثبيت  برای  اين،  بر  افزون  است.  شده  ارزيابی  بود، 
تا  الكترود پلاتين از روش ولت سنجی چرخه ای استفاده شد  روی 
اصلاح شده  الكترودهای  تمام  برای  شرايط  پويش،  مقدار  کنترل  با 
)کنترل ضخامت فيلم پليمری( يكسان درنظر گرفته شود. همچنين، 
اثر دما روی فعاليت الكترود اصلاح شده برای به دست آوردن انرژی 
فعال سازی در محيط های بافری متفاوت بررسی شده و برای اثبات 
 )EIS( الكتروشيميايی  امپدانس  از  پليمری  بستر  روی  آنزيم  تثبيت 

استفاده شده است. 

تجربی

مواد 
آنيلين، آنزيم گلوکوز اکسيداز )U/mg 80 GOD(، سولفوريک اسيد، 
پتاسيم دی هيدروژن فسفات، دی سديم  سديم استات، استيک اسيد، 
2ـ پيروليدون )NMP( و   هيدروژن فسفات، تری سديم فسفات، Nـ متيل ـ
بافری  محيط  تهيه  برای  Merck خريداری شدند.  از شرکت  استون 
از  فسفات  بافری  محيط  و  اسيد  استيک  و  استات  سديم  از  استات 
استفاده  فسفات  هيدروژن  دی سديم  و  فسفات  دی هيدروژن  پتاسيم 
محلول  آنيلين،  از  بازدارنده ها  جداسازی  و  خالص سازی  برای  شد. 
آنيلين دو مرتبه در خلأ تقطير و دور از نور در يخچال نگه داری و 

استفاده شد. بقيه مواد به همان شكل اوليه استفاده شدند.

دستگاه ها
برای بررسي ولت سنجی چرخه ای و امپدانس از دستگاه پتانسيوستات ـ 
 گالوانوستات Auto lab مدل PGSTAT30 متصل به دستگاه رايانه )PC( و 
اعمال  منبع  به عنوان  هلند  GPES ،FRA ساخت  نرم افزار  به  مجهز 

و  ولت سنجی چرخه ای  انجام  برای  شد.  استفاده  جريان  يا  پتانسيل 
امپدانس از سامانه استاندارد سه الكترودی داراي الكترود کار از نوع 
و  پلاتين صفحه ای  جنس  از  کمكی  الكترود   ،0/4×0/4  cm پلاتين 
 505IF مدل Bruker استفاده شد. طيف سنج Ag/AgCl الكترود شاهد
براي گرفتن طيف های FTIR و شناسايي گروه هاي عاملي استفاده شد. 
 UV-vis طيف سنج  هوموپليمرآنيلين،  مولكولي  طيف  مشاهده   براي 

مدل Matsushita, Japan(1616( به کار گرفته شد.

 روش ها
تهيه فيلم و الكترود پلاتينی اصلاح شده با پلی آنيلين 

از   1  M محلول  و  آنيلين   0/2  M آبی  محلول  از  پلی آنيلين  فيلم 
شد.  تهيه  چرخه ای(  )ولت سنجی  الكتروشيميايی  روش  به   H2SO4

انجام  سه الكترودی  سلول  در  و   27°C دمای  در  الكتروپليمرشدن 
شد. از صفحه پلاتينی cm 0/4×0/4 به عنوان الكترود کار، الكترود 
ميله ای پلاتين به عنوان الكترود کمكی و الكترود Ag/AgCl به عنوان 
الكترود مرجع استفاده شد. برای تهيه فيلم پليمري، الكترود در محلول 
اسيدی حاوی مونومر آنيلين قرار گرفت و پتانسيل با استفاده از روش 
با سرعت پويش   1 V تا   -0/1 V پتانسيل  از  ولت سنجی چرخه ای 
mV/s 50 به تعداد 30 مرتبه پويش تغيير داده شد. پس از آن فيلم تهيه 

شده با آب مقطر شست وشو و در هوای سرد خشک شد.
 

به دام انداختن آنزیم گلوكوز اكسيداز در فيلم پليمری پلی آنيلين 
ابتدا الكترود پلاتينی اصلاح شده با پلی آنيلين به مدت min 30 درون 
قرار  شبكه ای کننده(  )عامل  گلوتارآلدهيد  از  حجمی   0/1% محلول 
روی  موجود  آلدهيدی  گروه های  با  پلی آنيلين  آزاد   NH2 تا  گرفت 
است(.  آب  آزادشدن  با  همراه  )واکنش  دهد  واکنش  گلوتارآلدهيد 
بافر  h 2 درون محلول  به مدت  الكترود اصلاح شده حاصل  سپس، 
استات )برای ثابت نگه داشتن pH برابر 7( حاوی mg/mL 1 آنزيم 
 NH2 با  بتواند  آلدهيدی ديگر گلوتارآلدهيد  آزاد  تا سر  قرار گرفت 
باعث  به دام انداختن  اين نوع  آنزيم واکنش دهد ]19[.  موجود روی 

افزايش پايداری شيميايی می شود )طرح 1(. 

نتایج وبحث 

بررسی ولت سنجی چرخه ای پلی آنيلين
به  می توان  را   )1 )شكل   )C/C'( و   )A/A'( شده  مشاهده  پيک های 
ساختارهای زير مربوط دانست )طرح2(. پاسخ ابتدايی )'A/A( همراه 
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دست دادن  از  يا  گرفتن  بدون  الكترون،  دست دادن  از  يا  جذب  با 
پروتون است. اما سومين زوج پيک مشاهده شده ('C/C) مربوط به 
حالت جذب و دفع پروتون به همراه جذب و دفع الكترون است و 
پيک دوم مشاهده شده در پتانسيل V 0/5 مربوط به آبكافت آنيلين با 
آب است که منجر به تشكيل ساختار کينون و هيدروکينون می شود 

]20[ )شكل های 1 و 2(.

طيف FTIR پلی آنيلين
با توجه به طيف FTIR پلی آنيلين در شكل 2 می توان پيک مشاهده 
شده در ناحيه cm-1 3410/82 را به ارتعاشات cm-1 ،NH 2957/07 را 
 C-N 1612/16 را به کشش cm-1،آليفاتيک CH به ارتعاشات کششی
مربوط به ساختار کينوئيدی پلی آنيلين، cm-1 1498/09 را به ارتعاشات 
حالت بنزوئيدی آن، cm-1 1286/71 را به cm-1 ،C-N 1232/25 را 
به C-C و ارتعاشات بين cm-1 600-900 را نيز به ارتعاشات خمشی 

خارج از صفحه CH نسبت داد. نتايج حاصل از ارتعاش های مزبور 
تأييدی بر تشكيل فيلم پلی آنيلين است ]21[.

طيف UV-Vis هوموپليمرآنيلين
است.  شده  داده  نشان  هوموپليمرآنيلين   UV-Vis طيف   3 در شكل 
رخ  شكل  اين  در  انتقال  نوع  دو  می شود،  مشاهده  که  همان طور 
به   Π انتقالات  به  مربوط   305  nm در  شده  مشاهده  پيک  می دهد. 
٭Π حلقه های آروماتيک و پيک مشاهده شده در nm 550  مربوط به 

اوربيتال های  به  نيتروژن  غيرپيوندی  الكترون های   Π٭ به   n انتقالات 
تهيه  بر  تأييدی  نيز  نتايج  اين  که  است  آروماتيک  ضدپيوندی حلقه 

پليمر پلی آنيلين است ]22-25[.

 Pt/PANI/GOD شده،  اصلاح   Pt ،Pt/PANI نایكویست  منحنی 
اصلاح شده

 شكل 4 نشان دهنده منحنی نايكويست )Pt ،Pt/PANI )Nyquist plot و 
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شكل 1- نمودار ولت سنجی چرخه ای )cv( پلی آنيلين از V 0/1- تا 
V 1 با سرعت پويش mV/s 50 به تعداد 30 پويش.
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شكل2- طيف FTIR پلی آنيلين.

کاهش  و  اکسايش  اثر  در  پلی آنيلين  مختلف  ساختارهای  طرح2- 
الكتروشيميايی.
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با  آنزيم  و  پلی آنيلين  آزاد   NH2 عاملی  گروه های  واکنش   -1 طرح 
گروه های آلدهيدی موجود روی گلوتارآلدهيد.

گلوتارآلدهيد

2 h

30 min

آنزيم
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Pt/PANI/GOD است. نمودار تشكيل شده از مقاومت حقيقی 'z بر 

حسب مقاومت موهومی "z در محدوده بسامد kHz 100-10 ناشی 
از ترکيب مقاومت الكتريكی و خازن لايه دوگانه است که می توان با 
استفاده از قطر تشكيل شده از نيم دايره نايكويست به سختی يا آسانی 
واکنش شيميايی پی برد. در مدار معادل، RS عبارت است از مقاومت 
اهمی يا مقاومت جبران نشده محلول بين الكترود مرجع و الكترود 
کار )نمونه مورد آزمون( و RCT عبارت است از مقاومت قطبی شدن 
در فصل مشترک محلول و الكترود که گاهی از آن با عنوان مقاومت 
الكتريكی  دو گانه  لايه  ظرفيت  نيز   CDL می شود.  برده  نام  بار  انتقال 
در فصل مشترک مزبور است. مشاهده می شود، با به دام افتادن آنزيم 
GOD روی الكترود اصلاح شده Pt/PANI مقدار RCT افزايش يافته 

است )شكل 4(. افزايش مقدار RCT نمايانگر افزايش مقاومت پوشش 
از وجود  ناشی  اين مسئله هم می تواند  الكترون است که  انتقال  در 
عاملی  مسئله  همين  باشد.  پلی آنيلين  فرج  و  خلل  در  آنزيم  ذرات 
است تا نمک های محلول در آب تمايل کمتری برای نقل و انتقالات 

الكترونی در سطح الكترود )کاهش نفوذپذيری( نشان دهند ]26[.

بررسی اثر عامل شبكه ای كننده بر فعاليت الكترود اصلاح شده
درصد حجمی  تغيير  با  می شود،  مشاهده   5 در شكل  که  همان طور 
عامل شبكه ای کننده فعاليت الكترودهای اصلاح شده افزايش می يابد 
که بيشترين فعاليت در %0/1 حجمی از گلوتارآلدهيد مشاهده می شود. 
الكترود  فعاليت  شبكه ای کننده،  عامل  بيشتر  افزايش  با  آن  از  پس 

اصلاح شده )در توليد جريان( با شيب بسيار تند کاهش می يابد. 
افزايش ابتدايی به دليل افزايش در مقدار آنزيم به دام افتاده به وسيله 
عامل شبكه ای کننده است که با افزايش مقدار آن موجب از بين رفتن 
فعاليت آنزيم ها به دليل تغيير ساختار شيميايی آنها می شود. چرا که با 

واکنش زياد گروه های عاملی شبكه ای کننده، مرکز فعال آنزيم گلوکوز 
 اکسيداز که مسئول اصلی واکنش با گلوکوز است، در امان نمی ماند و 
با افزايش عامل  اين عامل کاهش تند فعاليت الكترودهای اصلاحی 

شبكه ای کننده است. 

در  زمان  حسب  بر  جریان  و  غلظت  حسب  بر  جریان  نمودار 
غلظت های مختلف گلوكوز در محيط بافری 

در شكل های 6 و 7 مشاهده می شود، متناسب با افزايش مقدار غلظت 
گلوکوز در ابتدا، جريان حاصل از H2O2 توليدی )از واکنش گلوکوز 
با آنزيم گلوکوز اکسيدازی است که در بستر فيلم پليمری به دام افتاده 
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شكل5- نمودار جريان الكترود اصلاح شده Pt/PANI/GOD برحسب 
درصد حجمی عامل شبكه ای کننده )گلوتارآلدهيد( در محيط بافری 

فسفات در غلظت μM 3 گلوکوز.
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بيشتر گلوکوز جريان حاصل  افزايش  با  اما،   افزايش می يابد.  است( 
يكنواخت در طول سطح  آنزيم  اينكه  با فرض  ثابت می شود  تقريباً 
فيلم پليمری پخش شده است. از آنجا که جريان توليدی تحت تأثير 
غلظت واکنش دهنده در سطح فيلم و پديده نفوذ رخ می دهد، بنابراين 
در غلظت های کم اين دو پديده هم زمان و به راحتی اتفاق می افتد. 
از  حاصل  جريان  پاسخ  و  نفوذ  پديده  بين  زياد  غلظت های  در  اما ، 
H2O2 تأخير زمانی به وجود می آيد که اين عامل سبب شده است تا 

جريان حاصل تقريباً ثابت بماند. 
اصلاح شده  الكترود  7 محدوده خطی  و   6 به شكل های  توجه  با 
ثابت  آمد.  به دست   1-10  mM گلوکوز  مقدار  سنجش   برای 
Michaelis-Menten (Km) برای اندازه گيری مقدار فعاليت آنزيم به دام 

افتاده به کار می رود. برای محاسبه اين ثابت )Km(، معكوس جريان 
برحسب معكوس غلظت براساس معادله )1( رسم می شود ]27[:

1/Iss=1/Imax+ Km/Imax×1/C          )1(

در اين معادله C ،1 و Imax به ترتيب جريان، غلظت ماده مورد آزمون 
با  که  است  جريانی  )منظور  حاصل  جريان  بيشترين  و  )گلوکوز( 
از  است.  می ماند(  ثابت  تقريباً  گلوکوز  غلظت  مقدار  بيشتر  افزايش 
شيب معادله Km/Imax و عرض از مبدأ آن I/Imax به دست می آيد که با 
تقسيم شيب بر عرض از مبدأ آن می توان ثابت Km را استخراج کرد. 
 I=C Imax/ Km ،([C]<<Km) هنگامی که غلظت ماده مورد آزمون کم باشد
می شود. بدين معنی است که سرعت به غلظت گلوکوز وابسته است. 
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شكل 6- نمودار جريان: )الف( برحسب غلظت و )ب( برحسب زمان برای الكترود اصلاح شده در غلظت های مختلفی از گلوکوز در محيط بافری 

فسفات و pH برابر 7.
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استات و pH برابر 5/6.
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اما، در غلظت های بيشتر گلوکوز، يعنی هنگامی که C]>>Km[ باشد، 
Imax= I می شود. در اين هنگام جريان توليدی ديگر وابسته به مقدار 

غلظت ماده مورد آزمون نيست. Km مساوی با نسبت آنزيم آزاد به 
شود،  کمتر  آن  مقدار  چه  هر  بنابراين  است.  کمپلكس شده  آنزيم 
بيان کننده تشكيل بيشتر آنزيم های کمپلكس شده نسبت به آنزيم های 
کمپلكس نشده است ]26[. با توجه به شكل 8 و جدول 1 مشاهده 
استات  بافر  از  کمتر  فسفات  بافری  محيط  برای   Km ثابت  می شود، 
آنزيم های  مقدار  که  است  موضوع  اين  نشان دهنده  بنابراين  است. 
بافری  محيط  در  کمپلكس نشده  آنزيم های  به  نسبت  کمپلكس شده 

فسفات بيشتر از بافر استات است. 

اثر pH روی الكترود اصلاح شده
 برای تهيه محيط بافری استات با pH های مختلف از سديم استات و 
پتاسيم  از  فسفات  بافری  محيط  و  مختلف  مقدار  به  اسيد  استيک 
مقدار  به  فسفات  هيدروژن  دی سديم  و  فسفات  دی هيدروژن 
به  آنزيم  اتصال  بر  می تواند  مختلف  pH های  شد.  استفاده  مختلف 
و  پليمری  بستر  يونش   ،]28[ آنزيم  کاتاليزوری  فعاليت   سوبسترا، 

جدول1- مقدار پارامترهای اندازه گيری شده با استفاده از داده های تجربی.

محيط بافري
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الكترود اصلاح شده در  شكل9- نمودار جريان برحسب زمان برای 
محلول حاوی mM 3 از گلوکوز در محيط بافری: )الف( استات و 

)ب( فسفات در pHهای مختلف.
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 pH بهترين  دانستن  بنابراين،  باشد.  مؤثر  پروتئين  ساختار  در  تنوع 
باشد،  داشته  را  فعاليت  بيشترين  اصلاح شده  الكترود  آن  در  که 
جريان  نمودار  دليل،  همين  به  است.  برخودار  بسياری  اهميت  از 
پتانسيل  و   25°C آزمايشگاهی  دمای  در  مختلف  pH های  برحسب 
بافری  بافری استات و هم در محيط  V 0/65، هم در محيط  ثابت 
فسفات رسم و بهترين pH در محيط بافری استات 6/5 و برای بافر 
ابتدايی جريان  فسفات 7 مشاهده شد )شكل هاي 9 و10(. افزايش 
با pH وابسته به فعاليت کاتاليزوری آنزيم و افزايش اتصال آنزيم به 
سوبستراست. چرا که با افزايش pH، آنزيم هايی که در نقطه بالاتر 
از نقطه ايزوالكتريک اند، افزايش می يابند. بنابراين، آنزيم هايی با بار 
 منفی تمايل بيشتری برای اتصال با سوبسترا با بار مثبت پيدا می کنند و 
کاتاليزوری  فعاليت  کاهش  به  وابسته   pH با  جريان  انتهايی  کاهش 

آنزيم است.

اثر دما روی الكترود اصلاح شده
برای اندازه گيری فعاليت الكترود آنزيمی در دماهای مختلف، جريان 
با روش جريان سنجی  الكترودهای اصلاح شده  از  الكتريكی حاصل 
از دمای 30 تا C°60 ثبت شد. مقدار شدت واکنش نسبی شكل های 
 β مختلف گلوکوز با آنزيم گلوکوز اکسيداز متفاوت است و تنها نوع
گلوکوز قابليت واکنش را با آنزيم گلوکوز اکسيداز دارد. اين در حالی 
است که هميشه سه شكل گلوکوز )طرح 3( با هم در تعادل اند. اين 

شكل ها با دما و pH تغيير می کنند. 
با افزايش دما و pH، شكل β بر نوع α غالب می شود که می تواند عاملی 
 بر افزايش فعاليت الكترود آنزيمی با افزايش ابتدايی دما باشد ]29[. 
 50°C دمای  از  پس  اما،  می دهد.  افزايش  را  فعاليت  دما،  افزايش 
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 فعاليت آنها شروع به کاهش می کند، چرا که آنزيم ها پروتئين هستند و 
در دماهای بيش از C°50 شروع به تخريب می کنند ]30[. با استفاده 
از معادله آرنيوس می توان انرژی فعال سازی آنزيم های به دام افتاده را 

در الكترود اصلاح شده محاسبه کرد ]31[:

I(T) = I0 exp(-Ea/RT)            )2(

LnI(T) = LnI0 – Ea/RT            )3(

T به ترتيب جريان ابتدايی، جريان،  در اين معادله R ،Ea ،I ،I0 و 
با  است.  کلوين  برحسب  دما  و  سرعت  ثابت  فعال سازی،  انرژی 
به دست   Y= A-BX شكل  به  معادله ای   ،1/T برحسب   LnI رسم 
Ea= B×R محاسبه می شود.  معادله  از  فعال سازی  انرژی  می آيد و 
محيط  در  پلی آنيلين،  اصلاح شده  الكترود  برای  فعال سازی  انرژی 
kJ/mol 41 به دست آمد.  بافری فسفات و استات به ترتيب 37 و 
هر اندازه مقدار انرژی فعال سازی کمتر باشد، بدين معنی است که 
بيشتری  فعاليت  مدنظر،  پليمری  بستر  در  افتاده  به دام  آنزيم های 
دارند. بنابراين، به انرژی کمتری برای گذر از سد انرژی نياز است 

)شكل های 11 و 12(.

نتيجه گيری

 PANI-GOD در اين پژوهش به طور موفقيت آميز الكترود اصلاح شده 
به روش ولت سنجی چرخه ای در الكتروليت سولفوريک اسيد تهيه 
عامل  عنوان  به  گلوتارآلدهيد  گلوکوز،  مقدار  سنجش  برای  شد. 
فعاليت  بهترين  استفاده شد.  آنزيم  به دام انداختن  برای  شبكه ای کننده 
الكترود اصلاح شده در محيط بافری فسفات در pH برابر 7 و برای محيط 
 Michaelis-Menten برابر 5/6 مشاهده شد. ثابت pH بافری استات در 
ارزيابی شد که مقدار آن در محيط بافری فسفات کمتر از محيط بافری 
استات به دست آمد. اين موضوع حاکی از سرعت بيشتر توليد جريان 
اصلاح شده  الكترود  محدوده خطی  است.  فسفات  بافری  محيط  در 
برای سنجش مقدار گلوکوز mM 10-1 به دست آمد. بهترين فعاليت 
 50°C الكترود اصلاح شده در محيط بافری استات و فسفات در دمای
گلوکوز  آنزيم  فعاليت  افزايش  از  ناشی  مسئله  اين  که  شد  مشاهده 
اکسيداز با افزايش دما و افزايش شكل β گلوکوز در محلول بافری 
اصلاح شده  الكترود  برای  فعال سازی  انرژی  دماست.  افزايش  با 
 41 kJ/mol پلی آنيلين، در محيط بافری فسفات و استات به ترتيب 37 و 

به دست آمد.
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