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مقاله
مرورى

تثبيت آنزيم گلوكز اكسيداز بر روى نانو ساختارگرافن جهت استفاده در بيوسنسور قند خون
*عبدالرحمان حسينى فر1

چكيد ه
سابقه و هدف: در اين مقاله ابتدا به مفهوم تثبيت آنزيم و روشهاى تثبيت پرداخته. در ادامه با مطالعه موردى تثبيت آنزيم گلوكز 
اكسيداز بر روى پايه هاى گرافنى به تشريح روشهاى رايج در شناسايى گلوكز پرداخته مى شود.آنزيم گلوكز اكسيداز يك بيوكاتاليست 
زيستى است كه فرآيند تبديل گلوكز به آب اكسيژنه را تسريع مى كند. اكثر دستگاه هاى رايج اندازه گيرى قند خون موجود در بازار 
بر همين اساس فعاليت مى كنند. برخى ساختارهاى گرافنى مورد بحث قرار مى گيرد و در ادامه بحث، تمام مقالات موجود و مرتبط 

با ساخت سنسورهاى گلوكز بر پايه گرافنى مورد مطالعه قرار مى گيرد.
مواد و روش ها: با توجه به اينكه روش استفاده از گرافن روشى جديد است و اولين مورد استفاده از گرافن براى سنسور گلوكز 
در سال 2009 گزارش شد، تعداد مقالات اين حوزه نيز بسيار اندك است. در ادامه مطلب به بررسى كمى و كيفى اين پژوهش ها 
پرداخته مى شود و خلاقيت هاى بكار برده شده در هر سنسور براى افزايش حساسيت سنسور، كاهش حد تشخيص و افزايش 

زيست سازگارى آنها تشريح مى گردد.
بحث و نتيجه گيرى: با توجه به اهميت روز افزون سنسورهاى شيميايى و بيوشيميايى در تشخيص زود هنگام بيماريها و همچنين 
افق روشن صنايع مرتبط با اين دستگاه ها و توانايى هاى منحصر به فرد نانو فناورى، اميد است تا در آينده اى نه چندان دور بسيارى 
از بيمارى ها در مراحل اوليه شنايايى گردند. در اين ميان سنسورهاى گلوكز به عنوان پيش رو در اين راه موفقيت هاى چشمگيرى 
در پاسخ گويى سريع و حد تشخيص مناسب از خود نشان داده اند. در اين ميان گرافن نشان داد كه از جهات مختلفى چون زيست 

سازگارى، هزينه، پاسخ گويى و... برترى هاى ويژهاى نسبت به ساير خانواده هاى كربنى نانو از خود نشان مى دهد.
كلمات كليدى: آنزيم گلوكز اكسيداز، سنسور قند خون، گرافن، تثبيت آنزيم

پژوهشگر، ايران، تهران، دانشگاه تهران، دانشكده مهندسى شيمى، دانشجوى دكتراى نانوفناورى (*نويسنده مسئول) 1 ـ
a.r.hosseinifar@ut.ac.ir :تلفن:                                         آدرس الكترونيك  

مقدمه
مفهوم تثبيت و روشهاى تثبيت آنزيم ها

تثبيت آنزيم ها به طور ساده به معناى ساكن كردن يك گونه واكنش گر 
بر روى بستر (سوبسترا) بى اثر و خنثى در شرايط آزمايش مى باشد. 
اما اين تعريف را به طور دقيق تر نمى توان مورد پذيرش قرار داد چرا 
كه هيچ ماده را نمى توان به طور كامل بى اثر ناميد. لذا يكى از اولين 
اهداف تثبيت استفاده از ماده اى است كه كمترين تاثير را با تركيبات 

شيميايى موجود در شرايط واكنش داشته باشد. از سوى ديگر گاه 
خواص ويژه بستر به طور غير مستقيم باعث بهبود خاصيت گونه 
موثر مى شود. براى مثال، نمونه هاى فراوان تركيبات نانو با توجه 
به افزايش چشمگير نسبت سطح به حجم خود، سطح زياد ترى را 
در اختيار گونه موثر قرار داده و به اين ترتيب فعاليت گونه موثر به 

طور قابل توجهى افزايش مى يابد.
آنزيم ها به عنوان دسته اى از كاتاليزورهاى زيستى كاربردهاى فراوانى 

تاريخ اعلام قبولى مقاله: 91/8/28 تاريخ اعلام وصول: 91/4/4   
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در صنايع شيميايى و ساخت سنسورها دارا مى باشند. اهميت اين 
دسته از مواد به خاطر انجام فرايند واكنش در شرايط ملايم و 
انتخاب پذيرى چه از نظر ساختارى و چه از نظر شيميايى مى باشد. 
آنزيم ها تركيباتى زيست تخريب پذير مى باشند كه در مقايسه با 
ساير كاتاليزورهاى مرسوم در صنايع اثرات سميت كمترى را دارا 
مى باشند. از سوى ديگر با توجه به انجام فرايندهاى كاتاليز شده 
توسط آنزيم ها در محيط هاى آبى و حذف اثرات حلال هاى آلى 
تهديد كننده محيط زيست، اين دسته از كاتاليزورها در درجه اول 

اهميت مى باشند. (1)
اما تثبيت آنزيم ها بر روى بسترهاى ديگر با اهداف زيادى صورت 
مى گيرد كه مهمترين آنها عبارت اند از: افزايش پايدارى حرارتى 
آنزيم، افزايش پايدارى ساختارى در صورت تماس با محلول هاى 
آلى، تسهيل در فرايند جداسازى آنزيم پس از انجام آزمايش، كاهش 
آلودگى هاى ناشى از آنزيم در محصولات، افزايش سازگارى آنزيم 
در شرايط زيستى، افزايش فعاليت و راندمان توليد محصول و... 

مى توان نام برد. (1)
تثبيت آنزيم ها با سه روش كلى انجام مى شود:

Surface binding اتصال به سطح يا
در اين روش آنزيم مورد نظر با استفاده از اتصالات فيزيكى يا 
شيميايى به سطح ثانويه متصل مى گردد. قدرت پيوند ايجاد شده 
تابعى است از نوع شيميايى يا فيزيكى بودن اين اتصال.  شديداً 
طبيعى است كه در اين ميان پيوند هاى كووالان اتصالات قوى تر و 
پيوند هاى واندروالسى اتصالات ضعيف ترى را ايجاد نموده. آزاد 
شدن تدريجى آنزيم از روى سطح مورد نظر را كه به اصطلاح 
ليچينگ گويند، شديداً تابعى از اين قدرت پيوند مى باشد. پيوندهاى 
بر قرار شده بين سطح و آ نزيم مورد نظر از لحاظ تمايل به ليچينگ 
آنزيم ها به ترتيب عبارت اند از: پيوند واندروالسى، پيوند يونى (2)، 

پيوند كووالانى.
سوبسترا يا سطح مورد نظر مى تواند رزين سنتزى، پليمر زيستى و 
يا پليمر معدنى، ساختار هاى ماكروپروس و مزوپوروس سيليكا، 
زئوليت ها و يا ساختارهاى نانوى كربنى مانند نانو لوله هاى كربنى، 

فولرن ها و گرافن ها (3) باشد.
از ميان پليمرهاى زيستى مورد استفاده در تثبيت آنزيم ها به اين روش 

مى توان به سلولوز، نشاسته، آگاروز، كيتوسان و يا پروتئين هايى 
مانند آلبومن و ژلاتين را نام برد.

در محلول هاى غيرآبى كه احتمال ليچينگ آنزيم ها از سطح بستر 
بسيار كمتر مى شود مى توان از هيدروژل يا كرايوژل نيز استفاده 
نمود. نمونه معروف اين دسته از ژل ها كرايوژل پلى ونيل الكل با 
نام تجارى لانتيكات مى باشد كه طور گسترده اى استفاده مى شود.

Entrapment محبوس كردن يا
اگر در حين سنتز شبكه پليمر، آنزيم مورد نظر در حفرات آنزيم 
محبوس گردد و احتمال خروج آن از حفرات پايين باشد از روش 
entrapment استفاده شده. در اين روش از ژل هاى مختلفى همچون 

هيدروژل هاى پليمرى يا سل-ژل سيليكا استفاده مى شود. در اكثر 
ژل هاى مورد استفاده جهت كاهش ليچينگ آنزيم از شبكه پليمر 
استفاده از پيوند هاى كووالان ثانويه بين شبكه پليمر و آنزيم مورد 

نظر الزامى مى باشد.

Cross-linking اتصالات متقاطع
استفاده از تثبت آنزيم ها توسط دو روش قبل با يك مشكل بزرگ 
رو برو است و آن اشغال كردن حجم بزرگى از فضاى كاتاليست 
نهايى توسط بستر مورد نظر است به طورى كه گاه تا 70 درصد 
فضاى كلى كاتاليست توسط ژل يا پليمر اشغال مى شود. به منظور 
رفع اين مشكل از روش اتصالات متقاطع استفاده مى شود كه طبق 
اين روش خود آنزيم مورد نظر توسط قطعات شيميايى كوچك 
به هم متصل مى شود و در نهايت يك توده پليمرى از آنزيم مورد 
نظر ايجاد مى شود كه درصد زيادى از آن را آنزيم اشغال كرده 
است. فرآيند شيميايى اين واكنش شامل يك واكنش تراكمى بين 
هيدروژن گروه آمين و يا آميد پروتئين ها و گروه آلدهيدى از يك 
تركيب واسط مى باشد. حذف بستر از لحاظ اقتصادى نيز بسيار 
مهم است چرا كه در صنايع عموماً بستر مورد استفاده ماده اى هزينه 
بر و تثبيت آنزيم بر روى آن نيز هزينه بر تر خواهد بود. استفاده از 
اين روش همچنين پايدارى شيميايى و همچنين فعاليت و راندمان 

آنزيم را به طور چشمگيرى افزايش مى دهد.
ايجاد  توانايى  خود  آلدهيدى  انتهايى  گروه  دو  با  آلدهيد  گلوتر 
پيوند با گروه آمين آنزيم ها را دارد. اين گلوتر آلدهيد است كه 
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در نهايت همچون پل هاى كوچكى ما بين ملكول هاى آنزيم ايجاد 
پيوند نموده و در نهايت ماكروملكول آنزيمى را تهيه مى كند كه به 
راحتى قابل جداسازى از محلول است. البته اين ايجاد پيوند گاهاً 
مقدارى از فعاليت آنزيم را كاهش مى دهد ولى در نهايت تركيب 
ايجاد شده به دليل قابليت جدا سازى از محلول و استفاده مجدد، 

از نظر اقتصادى به صرفه تر است. (1)

مكانيسم شناسايى گلوكز با استفاده از آنزيم گلوكز اكسيداز
گلوكز را مى توان از طريق فرايند اكسداسيون كاتاليستى به اكسو 
لاكتون و آب اكسيژنه تبديل نموند. بيوكاتاليست مورد استفاده در اين 
فرآيند آنزيم گلوكز اكسيداز است كه انتخاب پذيرى بسيار مناسبى 
نسبت به گلوكز داراست. شكل 3  ساختار ديمرى اين پروتئين 

آنزيمى را نمايش ميدهد. خوشبختانه قسمت هاى فعال اين آنزيم 
كه گلوكز با آن واكنش مى دهد در پاكت هاى عميق در اين آنزيم 
است و ايجاد اتصال هاى سطحى اين آنزيم با يك سوبسترا فعاليت 

آن را آنچنان كه در ساير آنزيم ها ديده مى شود كاهش نمى دهد.
از سوى ديگر سرعت انجام اين فرآيند نسبتاً بالاست به طورى 
كه اين واكنش را براى مقاصد شناسايى گلوكز مناسب مى كند. از 
طريق فرايند تجزيه آب اكسيژنه حاصل از اين واكنش بر روى سطح 
الكترود، مى توان به طور غير مستقيم گلوكز موجود در محيط را 
اندازه گيرى نمود.خلاصه اى از اين فرايند در شكل 4 آمده است.

pH مناسب جهت انجام اين فرآيند 7/4 است كه اين pH در اكثر 

آزمايشات با بافر PBS ثابت نگه داشته مى شود. در pH هاى بالاتر 
و پايين تر به علت دينيچر شدن و از كار افتادگى بخش هاى فعال 

آنزيم، فعاليت سنسور تا حد چشمگيرى كاهش مى يابد.

انتقالات الكترونى واكنش تجزيه آب اكسيژنه در سطح الكترودى 
از جنس پلاتين و يا گرافيت انجام گرفته كه با اين انتقال الكترونى 
سيگنالى در مدار ايجاد گرديده. از اين روش به طور غير مستقيم 
به اندازه گيرى گلوكز در مايعاتى مثل خون استفاده مى شود و در 
واقع اساس تمام دستگاه هاى تجارى اندازه گيرى قند خون موجود 

در بازار بر اين پايه است.

گرافن و ساختار هاى آن
گرافيت پيريستين (تك لاية خالص از كربن هيبريدى sp2 و عارى از 
هر گونه نقص ناشى از حضور اتم-هاى غير همجنس) با روش هاى 
متعددى قابل تهيه است (4).رويكردهايى كه براى توليد انبوه نانو 
صفحات گرافيت GNP و مواد گرافنى مطرح شدند (منظور صفحات 
چندلايه اى متشكل از صفحات تك لاية كربن و داراى اتم هاى غير 
همسان و نيز نقايص هندسى) در ابتدا از تركيبات ميان افزودة گرافيتى 

شكل 1- شمايى از فرآيند اتصال به سطح. اشكال خورشيد مانند پروتئين ها 
و صفحه مشبك سوبسترا مى باشد

شكل 3– نمايى از ساختار ديمر آنزيم گلوكز اكسيداز

شكل 2- شمايى از فرآيند اتصالات متقاطع جهت تثبيت آنزيم ها.خطوط 
خميده دى آلدهيد و اشكال خورشيدى پروتئين ها هستند

2 H2O2 → 2 H2O + O2

شكل 4– شماتيك واكنش شناسايى گلوكز توسط آنزيم گلوكز اكسيداز
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GICs و اكسيد گرافيت GO به عنوان پيش ماده استفاده مى كردند.

روشهاى متعددى براى ورقه ورقه كردن GICها توسعه پيدا كرد ولى 
اغلب اين روش به تشكيل ورقه هاى تك لايه اى منجر نمى شود، 

صفحات توليد شده تقريباً ضخامتى در حد 5 نانومتر دارند.
بيشتر فيلر هاى گرافيتى ورقه ورقه شده از GIC ها مشتق مى شوند 
كه در واقع تركيباتى از گرافيت هستند كه يكسرى اتم و ملكول 
(نظير فلزات قليايى و اسيدهاى معدنى) لابه لاى لايه هاى كربنى 
آن وارد شده است. وارد شدن اين اتم ها و ملكول ها فاصله ميان 
صفحات گرافيت را افزايش مى دهد و افزايش فاصلة ميان صفحات 
 GIC برهمكنش ميان آنها را ضعيفتر مى كند و اين امر ورقه ورقه شدن
را در اثر فرآيندهاى مكانيكى و حرارتى تسهيل مى كند (5). ميان 
افزايى گرافيت با تركيبى از اسيد سولفوريك و اسيد نيتريك منجر 
به توليد GICاى با كيفيت بالاتر (حاوى 2 تا 5 لايه گرافن بين هر 
دو لايه ماده ميان افزوده) مى گردد، اين GIC ها را مى توان از طريق 
حرارت دهى سريع يا انجام عمليات حرارتى تحت مايكروويو ورقه 
 EG ورقه كرد، مادة بدست آمده از اين مرحله را گرافيت باز شده
مى گويند. EG ساختمانى لايه اى دارد ولى نسبت به گرافيت داراى 
فاصلة بين لايه اى زيادترى است و در واقع متشكل از صفحات 
كوچك نازكى در حد 30 تا 80 نانومتر است كه خيلى شل كنار 
هم چيده شده اند. شايان ذكر است كه فرآورى تحت اسيد ممكن 

است منجر به اكسيده شدن صفحات مذكور شود ولى ميزان اين 
اكسيداسيون در مقايسه با حدى كه در GO ايجاد مى شود، بسيار 

ناچيز است (6).
سونيكيت كردن فلس هاى گرافيتى در آب منجر به توليد صفحات 
چند لايه و تك لاية گرافنى مى شود كه عمدتاً عارى از نقايص 
هستند ولى اين فرآيند مستلزم استفاده از سورفكتانت هايى است 

كه بر خواص هدايت الكتريكى تاثير منفى دارند.
GO عمدتاً از طريق واكنش گرافيت با اسيدهاى معدنى قوى و عوامل 

اكسنده نظير KMnO4 و H2SO4 سولفوريك و يا در فرآيندهاى مشابه 
بهينه شده با استفاده از HNO3 و KClO3 (NaClO3) توليد مى شود (7). 
اين واكنش ها درجات اكسيداسيون مشابهى را فراهم مى كنند (نسبت 
كربن به اكسيژن عمدتاً 2 به 1 است) و كاملاً ساختار الكترونى 
گرافيت را دچار از هم گسيختگى مى كند. در اثر واكنش هاى مذكور 
گروه هاى عاملى شيميايى متعددى با پاية اكسيژن بر سطح گرافيت 
تشكيل مى شود. هر چند ساختار دقيق GO تا زمان فعلى همچنان 
محل بحث و اختلاف نظر است، ولى به نظر مى رسد گروه هاى 
اپوكسى و هيدروكسيل با حداكثر غلظت ممكن روى صفحة بنيادى 
تشكيل مى شوند و گروه هاى كربوكسيليك اسيد جوانب صفحات 

را احاطه مى كنند (8) (شكل 5).
به جز تعداد معدودى استثنا، توليد بيوسنسورهاى حاوى GO با 

G-O و تفاوت ساختار آن با اكسيد گرافيت ورقه اى GO شكل 5- ساختار شيميايى اكسيد گرافيت
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 GO توزيع بسيار خوب تا حد زيادى به كيفيت ورقه ورقه شدن
قبل از وارد كردن به زمينه پليمرى بستگى دارد. روش هاى ورقه 
ورقه كردن مبتنى بر استفاده از حلال و نيز فرآيندهاى ورقه ورقه 
كردن حرارتى نسبت به ساير فرآيندها ارجحيت بيشترى دارند. در 
روش هاى مبتنى بر حلال خاصيت آبدوستى و فواصل بين لايه اى 
زياد در GO (در مقايسه با گرافيت)، ورقه ورقه كردن مستقيم لايه ها 
را در آب با كمك فرآيندهاى مكانيكى نظير هم زدن و سونيكيت 
كردن تسهيل مى كند و مى توان با اين شيوه به سوسپانسيون كلوييدى 
از اكسيد گرافن دست يافت كه از اين به بعد با عبارت G-O نشان 

داده مى شود (9).
خواص فيزيكى صفحات G-O به نحو چشمگيرى از گرافن متفاوت 
است. ولى اين صفحات را مى توان از طريق احياى شيميايى با كمك 
يكسرى عوامل كاهنده نظير هيدرازين مونوهيدرات و يا سديم 
بوروهيدرات احيا كرد و به ماده اى دست يافت كه تا حد زيادى به 
گرافن پيريستين شباهت دارد. در صفحات G-Oى احيا شده به شيوة 
شيميايى عليرغم نسبت كربن به اكسيژن بيش از 10 به 1 بسيارى 

از كارايى هاى ذاتى صفحات G-O همچنان محفوظ باقى مى ماند.
بيشتر واكنش هاى مطرح در موردG-O با احياىG-O منجر به تشكيل 
صفحات اكسيد گرافن احيا شده يا RG-O مى شود كه داراى رسانايى 
الكتريكى هستند، البته تعداد زيادى از تبديلات شيميايى نيز هستند 
كه بر گروه هاى عاملى اكسيژن دار G-O عمل مى كنند. فرآيندهاى 
عامل دار كردن كوالانسى و غير كوالانسى هر دو در مورد صفحات 
G-O با هدف ايجاد توزيع هاى پايدارى از صفحات گرافنى اصلاح 

شيميايى شده (CMG) در محلول هاى آلى و نيز بهبود هم خوانى 
آنها با ماتريس هاى پليمرى مختلف گزارش شده اند. در اين ميان، 
واكنش هايى كه از آمين ها و ايزوسيانات ها براى عامل دار كردن 
صفحات G-O با كوچك ملكول ها، به دليل سادگى واكنش ها و قابليت 
انجام واكنش ها از مسيرهاى چندگانه (به عنوان مثال: آميداسيون، 
حلقه گشايى هسته دوستى اپوكسايد، تشكيل كربامات و...) بيشتر 
مورد توجه قرار گرفته اند. البته ايجاد عوامل داراى اتصال كوالانسى 
بر روى صفحات G-O مى تواند روى خواص هدايت الكتريكى 
صفحات تاثير منفى بگذارد. شبكة هيبريدى شدة SP2 براى مكانيزم 
هدايتى الكترون/حفره لازم است، ايجاد اتصالات كوالانسى اين 
شبكة هيبريدى را در گرافن بين مى برد. اما عامل دار كردن غير 

كوالانسى صفحات RG-O مثلاً برهمكنش هاى π-π مى تواند تخريب 
هدايت الكتريكى را كاهش دهد.

بررسى و تحليل مقالات: روشهاى تثبيت آنزيم گلوكز اكسيداز 
بر روى گرافن اكسيد

در اين بخش با هدف بررسى تكامل روشهاى تثبيت آنزيم گلوكز 
اكسيداز و بهبود سيگنال هاى حاصل از اى فرآيند به نگاهى تاريخى 
به مقالات منتشر شده در اين حوزه مى پردازيم. با توجه به نوين 
بودن روش استفاده از صفحات گرافن در كاربردهاى كاتاليستى 
و بيوسنسور اكثر اين مقالات به پنج سال اخير باز مى گردد كه در 

ادامه به ترتيب خلاصه اى از اين مقالات ارائه خواهد شد.
لى نيو و همكارانش براى اولين بار در سال 2009 از صفحات 
گرافن براى تثبيت كوالانى آنزيم گلوكز اكسيداز استفاده نمودند. 
آنها جهت پراكنده سازى گرافن در ساختار الكترود از پلى اتيلن 
ايمين عامل دار شده با يك مايع يونى (شكل 6) كه پخش خوب 

و حلاليت بالايى در آب دارد استفاده نمودند. (10)
دامنه خطى سنسور به دست آمده از روش لى نيو بين 2 تا 14 
ميلى مولار از گلوكز بود كه در مقايسه با ساير روش هاى قبل از 
خود شامل نانو لوله هاى كربنى دامنه وسيع ترى را شامل مى شد 
كه اين امر به علت خواص الكتريكى بهتر گرافن نسبت به ساير 

ساختار هاى كربنى نانو بود.
ييوها ژو و همكارانش با ابتكارى جالب تر جهت جلوگيرى از تجمع 
مجدد صفحات گرافن جدا شده از هم، آنها را با –SO3- عامل 
دار نمودند تا بار هاى مخالف روى اين صفحات باعث دفع آنها 
گردد. ژو نيز مانند لى نيو جهت پخش گرافن در ماتريس سنسور 

شكل 6– نمونه اى از مايع يونى بكار رفته در سنسور لى نيو (10)
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از يك پليمر آبدوست استفاده نمود با اين تفاوت كه وى از نفيون 
كه پليمرى رايج در ساخت سنسور هاست استفاده نمود. ژو نشان 
داد كه اين عامل دار كردن همزمان با اضافه نمودن نانو ذرات طلا به 
سنسور باعث افزايش فعاليت سنسور گلوكز مى گردد به طورى كه 
دامنه حساسيت او از 15 ميكرو مولار تا 5/8 ميلى مولار و با تكرار 
پذيرى بالاتر، افزايش مى دهد كه علت آن را در اثر سينرجيك بين 
طلا و گرافن مى دانست. اثر سينرجيك به اثر مضاعف حاصل از بر 
هم كنش بين دو ماده گويند كه از مجموع دو ماده بيشتر باشد به 
طور مثال اگر ماده اى داراى هدايت الكتريكى 5 ميلى زيمنس بر 
سانتيمتر باشد و ماده ديگرى 12 ميلى زيمنس بر سانتيمتر، مخلوط 
آنها ممكن است هدايتى برابر با 18 ميلى زيمنس بر سانتيمتر دارا 
باشد. حد تشخيص سنسور ژو 5 ميكرومولار و زمان مورد نياز 
براى پاسخ سنسور 5 ثانيه گزارش شده كه نسبت به سنسورهاى 
داراى نانو لوله هاى كربنى تك جداره و چند جداره زمان كمترى 
را براى پاسخ گويى نياز داشت اما نسبت به سنسور گلوكز تثبيت 
شده روى ژل سيليكا بيشتر است. علت اين امر در نوع تثبيت است. 
همان طور كه در ابتداى مقاله اشاره گرديد تثبيت كوالان آنزيم ها 
بر روى بستر ثانويه تا حدى از فعاليت آنها مى كاهد كه به دليل 
ايجاد پيوند شيميايى بخشهايى از آنزيم با بستر است كه ممكن 
است اين پيوند در بخش فعال آنزيم اتفاق بيفتد. در آنزيم محبوس 
شده در سيليكا ژل احتمال تشكيل اين پيوند كمتر مى باشد و آنزيم 
آزادانه تر مى تواند واكنش دهد. اما از طرفى تكرار پذيرى سنسورها 
نيز مبحث بسيار مهمى است كه در سنسور سيلكا ژل به علت آزاد 

شدن تدريجى آنزيم كمتر ديده مى شود. (11)
راماپ رابهو نيز در روشى بسيار مشابه با ژو از نانو ذرات طلا و 
پلاتين به عنوان پر كننده فضاى بين صفحات گرافن استفاده نمود. 
اين ذرات علاوه بر جلوگيرى از تجمع مجدد صفحات با هم همچنين 
باعث افزايش فعاليت الكترود مى گردند به طورى كه حد تشخيصى 

برابر با يك ميكرومولار گزارش كردند. (12)
يانگ ليو در سال 2010 نشان داد كه اتصال مستقيم گروه آمين 
گلوكز اكسيداز به گروه كربوكسيليك اسيد در گرافن اكسيد نه تنها 
پيوند محكم آميدى را ايجاد مى كند (شكل 7) بلكه تركيب حاصل 
سازگار با محيط هاى زيستى است و براى اثبات اين موضوع سنسور 
ساخته شده بر روى رده سلولى PRE آزمايش گرديد و نشان داده 

شده كه با توجه به زيست سازگارى سنسورهاى گرافنى مى توان 
in- از اين دسته از سنسورها براى اندازه گيرى قند خون به صورت
 vivoيا درون بافتى استفاده نمود.آنان همچنان نشان دادند كه تكرار 

پذيرى اين سنسور پس از گذشت يك ماه از ساخت آن و انجام 
آزمايشات مختلف فقط 20% كاهش مى يابد. (13)

چن ژانگ لى و همكارانش موفق شدند تا با تثبيت آنزيم گلوكز 
اكسيداز بر روى گرافن اكسايد و نشاندن اين تركيب بر روى پليمر 
رساناى پلى پيرول كه به طريقه الكتروشيميايى بر روى الكترود كربن 
نشانده شده بود، حد تشخيص گلوكز را كاهش دهند (شكل 8). 
پلى پيرول نشانده شده به طريقه الكتروشيميايى بر روى الكترود 
ساختار بسيار متخلخلى دارد كه باعث افزايش سطح موثر الكترود 
و افزايش تبادلات الكتروشيميايى بين گونه واكنش گر و آنزيم 
مى شود. در واقع اين روش را تركيبى از دو روش اتصال به سطح 
و محبوس سازى است. وى معتقد است كه با انجام پيوند كوالانى 

شكل 8- نمايش ساختار محبوس شده تركيب گلوكز اكسيداز-گرافن اكسيد 
در شبكه پليمرى متخلخل پلى پيرول

شكل a  -7- نمايش ساختار ملكولى صفحات گرافن اكسيد b- ميكروگراف 
AFM صفحات گرافن اكسيد. c- شماتيك تثبيت آنزيم گلوكز اكسيداز بر روى 

گرافن اكسيد توسط پيوند پپتيدى بين گروه آمين آنزيم و كربوكسيليك اسيد 
گرافن اكسيد. (داخل b: طيف مادون قرمز گلوكز اكسيد)
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بين گلوكز اكسيداز و گرافن اكسيد، قسمت فعال آنزيم كه در فرآيند 
اكسيداسيون گلوكز موثر است يعنى فلاوين آدنين دى نوكلئوتيد به 
سطح گرافن نزديك مى شود و فرآيند الكتروشيميايى ثانويه بر روى 
محصول واكنش يعنى آب اكسيژنه در سطح گرافن به آسانى انجام 
مى شود. حد تشخيص اين سنسور 3 ميكرومولار گزارش شد (14).

گرافن  بيوسنسورهاى  روى  بر  پژوهش ها  خلاقانه ترين  از  يكى 
توسط يوحه لين انجام شد و آن دوپ كردن اتم نيتروژن در ساختار 
گرافن بود. دوپ كردن نيتروژن در گرافن نه تنها باعث افزايش 
خواص الكتريكى گرافن مى شود، بلكه باعث افزايش سازگارى 
زيستى و هم چنين افزايش تمايل به عامل دار كردن مى شود. در 
بيشتر گزارشات موجود درباره نحوه دوپ كردن اتم نيتروژن و يا 
ساختارهاى نيتروژنى در ساختار هاى كربنى نانو مانند نانولوله ها، 
از پلاسماى آمونيوم استفاده شده بود ولى يوحه از پلاسما نيتروژن 
استفاده نمود و با كنترل فشار پلاسما مى توان مقدار نيتروژن دوپ 
شده در ساختار گرافن را كنترل نمود كه از 0/11 تا 1/35% گزارش 
شد. فرآيند دوپينگ در فشار 750 ميلى تور و، منبع توليد پلاسما 
با توان 100 وات و اتمسفر نيتروژن با زمان كنترل شده بين 20 
تا 100 دقيقه بدست آمد. داده هاى آناليز XPS نشان داد كه در اثر 
نيتروژن  از  مختلف  نوع  سه  نيتروژن،  با  گرافن  دوپينگ  فرآيند 
وارد ساختار گرافن مى گردد كه در شكل 9 نشان داده شده است. 
هريك از انواع نيتروژن با تاثير بر روى پتانسيل فرمى و باز كردن 
بندگپ ها، باعث تغيير در ساختار الكترونى و خواص الكتريكى 

گرافن مى گردند. (15)

شكل 10 منحنى مقايسه ولتاموگرام چرخه اى گلوكز اسيداز متتصل 
به گرافن و گرافن دوپ شده و را نشان مى دهد. همان طور كه در 
شكل نشان داده شده است شدت سيگنال جريان آندى و كاتدى 
گرافن دوپ شده نسبت به گرافن معمولى بسيار بيشتر است كه 
باعث افزايش حساسيت و كاهش حد تشخيص سنسور حاصله 
مى گردد. البته حد تشخيص اين سنسور 10 ميكرومولار گزارش 
شده است كه در نگاه اول نسبت به روشهاى قبل بيشتر است. اما 
بايستى به دو نكته توجه داشت. اولاً اينكه هزينه ساخت اين سنسور 
نسبت به سنسور هاى داراى نانو ذرات طلا بسيار كمتر خواهد بود. 
ثانياً در صورت استفاده از روشهاى فوق مانند اضافه كردن نانو 
ذرات طلا، استفاده از پليمر هاى متخلخل و...، كاهش حد تشخيص 

امرى بديهى خواهد بود.
در ادامه تلاش ها براى كاهش حد تشخيص سنسورهاى گلوكز 
بر پايه گرافن و هم چنين افزايش زيست سازگارى اين سنسورها 
ژيانگ وهمكارانش در سال 2011 سنسورى تركيبى از كيتوسان 
و گرافن را معرفى نمودند. در ادامه با تثبيت نانو ذرات پالاديوم بر 
روى كامپوزيت حاصل و تثبيت توام آنزيم گلوكز اكسيداز موفق به 
ساخت سنسورى شدند كه حد تشخيص فوق العاده 0/2 ميكرومولار 
و رنج خطى يك ميكرومولار تا يك ميلى مولار از خود نشان داد. 
افزودن كيتوسان كه يك پليمر زيستى است به گرافن باعث افزايش 
سنسور  سازگارى  زيست  افزايش  چنين  هم  و  گرافن  آبدوستى 
مى شود به طورى كه آن را براى استفاده in vivo مطلوب مى سازد.

آناليز رامان و IR نشان داد كه اتصالات بين كيتوسان و گرافن از 
شكل 9– نمايى از ساختار گرافن دوپ شده با اتم نيتروژن و سه نوع ساختار 

نيتروژن در آن

شكل 10- ولتاموگرام چرخه اى مقايسه اى بين گرافن-گلوكز اكسيد و گرافن 
دوپ شده-گلوكز اكسيد
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نوع استرى است و جهت تثبيت گلوكز اكسيداز بر روى كيتوسان 
مانند آنچه در قبل نيز اشاره شد. از گلوتر آلدهيد به عنوان پيوند 
دهنده بين آنزيم و كيتوسان استفاده نمود. تكرار پذيرى سنسور 
ساخته شده پس از 60 بار آزمايش بر روى سنسور با حفظ %91 
از فعاليت اوليه پس از يك هفته و 80% آن فعاليت پس از سه هفته 
همراه بود كه حاكى از ايجاد پيوند كوولانى محكم بين آنزيم و 
كيتوسان است كه مانع از ليچينگ آن در طول زمان مى شود. در 
بررسى مذكور همچنين اثر مزاحمت هاى ناشى از عوامل اكسيد 
شونده طبيعى مانند اسيد اسكوربيك و اوره كه ممكن است همراه 
گلوكز در قند خون وجود داشته باشد بررسى شد و نشان داده شد 
كه اثر اين مزاحمت ها در ولتاژ 0/5- ولت كمتر ديده مى شود. (16)
با توجه به اهميت حذف واكنش گرهاى سمى و آلوده كننده محيط 
زيست در شيمى سبز شيوان آى و همكارانش در سال 2011 با استفاده 
از فرآيند الكتروليز موفق به حذف واكنش گرهاى اكسنده قوى در 
فرآيند معمول ساخت گرافن اكسيد و همچنين احيا كننده ثانويه پس 
از آن شدند. معمولاً روش هامر روش رايج ساخت گرافن اكسيد 
است كه در آن از مخلوطى از اكسنده و اسيد قوى استفاده مى شود 
و ديفكت هاى موجود در گرافن را توسط عوامل اكسيدى عامل 
دار نموده و پس از آن براى بازگرداندن خواص الكتريكى گرافن 
به آن، گرافن اكسيد را توسط يك عامل احيا كننده مثل هيدرازين 
به طور جزيى احيا مى كنند. شيوان آى به جاى تمام اين فرآيند ها از 
فرايند الكتروليز گرافيت به طور مستقيم استفاده كرد و در اثر فرايند 
اكسيداسيون الكتريكى الكترود گرافيتى در محلول پتاسيم نيترات 
و در آند، گرافن اكسيد در محلول آزاد ميشد كه با توجه به حفظ 
خواص الكتريكى آن نيازى به احياى مجدد نبود. البته در حين اين 
فرآيند نير مقدارى از ساختارهاى كربنى كروى نيز توليد شد كه 
خود اين ذرات با ايجاد ممانعت فضايى بين صفحات گرافن ايجاد 
شده مانع از تجمع مجدد اين صفحات شدند. شكل TEM  11تركيب 
حاصل كه مخلوطى از صفحات گرافن و نانوكره هاى كربنى است 
(GNS-CNS) را نشان ميدهد. اندازه كره هاى كربنى تا 100 نانومتر 

گزارش شده است. (17)
محدوده خطى حساسيت سنسور ساخته شده با اين گرافن 0/4 تا 
20 ميلى مولار گزارش شده است و حد تشخيص آن 0/1 ميلى 

مولار اعلام شد.

در ادامه بررسى اثر سينرجيك مواد رسانا و نيمه رسانا ير روى 
فعاليت الكتروشيميايى صفحات گرافن، ونگ و همكارانش سنسور 
كامپيوزيتى گرافن-كادميوم سولفيد را معرفى نمودند. (18) محدوده 
خطى حساسيت اين سنسور 2 تا 16 ميلى مولار گزارش شد. كيو و 
همكارانش نيز در آزمايشى مشابه و جهت بررسى اثر سينرجيك از 
فروسن استفاده نمودند و همزمان به منظور افزايش زيست سازگارى 
از كيتوسان در شبكه سنسور استفاده شد. شكل 12 مراحل ساخت 
و آزمون سنسور به روش كيو را نشان مى دهد. اثرات سينرجيك 
مطلوبتر فروسن نسبت به كادميوم سولفيد باعث شد حد تشخيص 
اين سنسور به 7/6 ميكرومولار كاهش يافت و رنج خطى آن بين 

0/02 تا 6/87 ميلى مولار گزارش شد.
موهاپاترا و همكارانش در سال2012 نيز اعلام نمودند چند لايه 
بودن و تك لايه بودن نوع گرافن بكار رفته در ساخت سنسور تاثير 
چندانى در كارايى سنسور نخواهد داشت. او كه گرافن تك لايه

SLG، كم لايه (بين 3 تا 10 لايه FLG) و چند لايه (بين 10 تا 50 

لايه MLG) (شكل 13) را مورد آزمايش قرار اد به اين نتيجه رسيد 
كه در تعداد لايه هاى گرافن در راندمان سنسور و تكرار پذيرى آن 
تقريباً بى تاثير است. او علت ين پديده را اين چنين تشريح كرده 
كه مساحت سطح هر سه نوع گرافن يكسان و در نتيجه هر سه نوع 
گرافن مقدار يكسانى از آنزيم را روى خود جذب مى كنند. البته اين 
تفسير بنا به دلايلى مورد اشكال است. اولاً اين كه هيچ آناليزى برا 
اثبات يكسان بودن مساحت ها ارايه نداده و از نظر تئورى نبايستى 
سطوح يكسان باشد و سطح گرافن چند لايه بايستى كمتر از تك 
لايه باشد. ثانياً وى در ادامه پيوند هاى پاى-پاى استكينگ را عامل 
جذب گلوكز اسيداز بر روى گرافن دانسته نه پيوند بسيار محكم 

شكل 11- تصوير TEM از a) نانوكره هاى كربنى CNS (b صفحات گرافن 
GNS-CNS (c   GNS
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كوولانى. در صورتى كه تمام گزاش هاى قبلى حاكى از وجود 
اين پيوند محكم بين آنزيم و گرافن است. به نظر ميرسد كه علت 
يكسان بودن فعاليت آنزيمى هر سه نوع سنسور ساخته شده مربوط 
به ايجاد پيوند كوولانى بين آنزيم و گرافن در لبه هاى گرافن باشد 
كه تجمع گروه هيدروكسيل بيشتر است و از آنجا كه تعداد لبه ها 
در گرافن تك لايه و چند لايه يكسان است در نتيجه مقدار آنزيم 

جذب شده نيز در هر سه مورد تقريباً يكسان باشد.

نتيجه گيرى
در سالهاى اخير دسته زيادى از تركيبات كربنى نانو مانند نانولوله هاى 
كربنى تك جداره و چند جداره، نانو فيبرهاى كربنى (19) و گرافن 
(20) مورد استفاده ساخت سنسورها قرار گرفته اند. اهميت اين مواد 
به خاطر نسبت سطح به حجم بالا و همچنين خواص الكتريكى 

منحصر به فرد آنهاست. در اين ميان گرافن با توجه به خواص ويژه 
الكتريكى و هم چنين تسهيل در روش هاى ساخت و عامل دار كردن، 
از توجه ويژه اى برخوردار هستند. از سوى ديگر آزمايشات نشان 
داد كه گرافن تركيبى زيست سازگار است. ايجاد اتصال كووالان 
بين گروههاى عاملى گرافن و آمين در آنزيم ها به سادگى امكان 
پذير است.از سال 2009 تا كنون تلاشهاى زيادى براى بهبود حد 
تشخيص سنسور گلوكز ساخته شده از گرافن انجام شده است. 
گروهى با استفاده از افزودن نانو ذرات طلا، پلاتين و يا نيمه هاى هايى 
مانند كادميوم سولفيد و بررسى اثر سينرجيك اين تركيبات برروى 
خواص الكتريكى گرافن سعى در كاهش حد تشخيص سنسورها، 
افزايش حساسيت و كاهش زمان پاسخ گويى سنسور داشتند. گروهى 
ديگر در تلاش بودند تا علاوه بر حفظ خواص الكتريكى سنسور با 
استفاده از تركيبات پليمرى زيستى مانند كيتوسان، خاصيت زيست 

شكل 13- ميكروگراف ساختار هاى تك لايه، كم لايه و چند لايه گرافن

شكل 12- مراحل ساخت و آزمايش سنسور ونگ
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 in سازگارى سنسور را زياد كرده تا بتوان از اين سنسور در شرايط
vivo استفاده نمود. گروهى نيز به فكر كاهش هزينه ها و اقتصادى تر 

كردن ساخت اين سنسورها بوده و به جاى استفاده از ذرات طلا و 
پلاتين، با دوپ كردن اتم نيتروژن به درون ساختار گرافن و تغيير 
سطوح الكترونى آن موفق به بهبود خواص الكتريكى سنسور ها 
گشته. اما اين روند تحقيقات همچنان ادامه داشته و بررسى ها انجام 
شده بر روى گرافن شديداً تابعى از بررسى هاى انجام شده برروى 
ساير ساختارهاى كربنى نانو است. به طورى كه اندك زمانى پس 

از ساخت سنسورهاى جديد نانولوله كربنى سريعاً اين پژوهش ها 
وارد حوزه گرافن گشته و عيناً بر روى گرافن نيز آزمايش مى شود. 
همچنين ظهور ساختار هاى جديد گرافنى نيز ممكن است در آينده 
نزديك وارد اين قلمرو شود. از جمله اين ساختار ها ساختار هاى 
متخلخل گرافن (21) است كه در ساخت ابر خازن ها مورد استفاده 
قرار گرفته ول تاكنون در مورد سنسورها مورد استفاده قرار نگرفته 
است. اميد است كه پژوهشگران بتوانند تا با گسترش اين روش ها 
موفق به ساخت سنسورهايى پايدارتر، حساس تر و دقيق تر شوند.
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Abstract

Background: Enzymes Immobilization methods on the fixed bed are very important for recovery, reuse 

and also increasing catalytic activity of enzyme. In the beginning of this review we define immobilization, then 

methods of enzyme immobilization are presented. Then immobilization of glucose Oxidase (Gox) on graphene 

substrate and determination of glucose by this catalyst is described. Gox is a biocatalyst that accelerates the 

reaction of Hydrogen Peroxide production from glucose. Most of the conventional glucometers for sensing 

blood glucose follow this method. In this review, all the recent articles correspond to new advantages of 

glucose sensing based on graphene substrate are discussed. 

Materials and Methods: Due to the novelty of this method, there are few reports about graphene based 

sensors e.g. the first one was reported on 2009. Novelties lead to increasing bio-compatibility for in vivo 

application of sensors, decreasing LOD of sensor.

Conclusion: Due to increasing importance of chemical and biochemical sensors in early diagnosis 

of disease, and also obvious perspective of sensor industries and special capabilities of nanotechlogy 

applications in this field, this is expected to diagnose many of the disease in early steps in a near future. Herald 

role of glucose sensors in rapid response and low limit of detection is remarkable. Graphene shows excellent 

properties such as bio compatibility, cost effective, rapid response and etc, than to the other members of 

nano-carbonic structres.

Keywords: Enzyme immobilization, Glucose Oxidase (Gox), Blood Glucose Sensor, Graphene
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