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یک بیوسنسور آنزیمی برای پایه پروکسید هیدروژن بر روی نانوساختار CeO2       الکترورسوب یافته در سطح ITO
چکیده 
در این مطالعه یک بیوسسنور (بیو حسگر) آنزیمی برای شناسایی امپرومتری پروکسید هیدروژن بر مبنای الکتروشیمی مستقیم میوگلوبین (Mb) بر روی فیلم نانوساختاری دی اکسید سریوم متخلخل (CeO2) توسعه یافته است. در ادامه فیلم توسعه یافته و به اتمام رسیده با حوزه سطحی وسیع بر روی زیرلایه اکسید قلع ایندیوم (ITO) الکترورسوب یافت. مطالعات مورفولوژی سطحی حاکی از آن بود که فیلم شکل گرفته CeO2 دارای حوزه سطحی بزرگی با نانوساختار منحصر به فرد بر روی سطح ITO بوده است. ولتامتری چرخه ای (CV) و ولتامتری پالس دیفرانسیلی (DPV) برای نشان دادن رفتار الکتروشیمی Mb بیحرکت شده روی فیلم ساخته شده کاربرد داشته که حاکی از الکتروشیمی ساده و مستقیم و عملکرد بهینه الکتروکاتالیزی بدون هیچ واسطه الکترونی بوده است. لازم به ذکر است که الکترود دارای دو نقطه اوج نیمه برگشت پذیر کاهش – اکسیداسیون به ترتیب در 3/0 – و V 2/0 – بوده که در نتیجه جفت ردوکس [image: ]روی داده که یک فرایند الکتروشیمیایی و کنترل شده سطحی با انتقال یک الکترون      می باشد. این سنسور فاقد معرف دارای ثبات خوب و حساسیت بالا برای شناسایی H2O2 بدون هیچ اثری از ترکیبات واسطه گری است. همچنین سنسور با پایه پروتئینی از قابلیت شناسایی H2O2 اندک تا μM 6/0 برخوردار بوده که بصورت خطی تا mM 3 بوده و دارای زمان واکنش [image: ] در مقایسه با مقادیر مربوط به سایرالکترودهای اصلاح یافته می باشد. پس می توان گفت که CeO2 متخلخل یک گزینه داوطلب برای ساخت سنسورها یا ابزارهای آنزیمی می باشد. 
1. مقدّمه 
همانطور که می دانید توجه روزافزونی به توسعه بیوسسنورهای الکتروشیمیایی مبتنی بر بیومولکول ها در نتیجه کاربردهای بالقوه آنها در زمینه نمونه های درمانی، محیطی و مربوط به صنایع غذایی مبذول شده که ناشی از حساسیت، خاصیت گزینشی، واکنش دهی سریع و هزینه پایین این مواد می باشد (هوکاور و همکاران، 2007؛ شو و همکاران، 2007؛ یاگاتی و همکاران، 2011). بیومولکول هایی که اندازه آنها با مقیاس نانومواد مطابقت دارد دارای مزایای متعددی همچون قابلیت کنترل، غربالگری و مطالعه تعامل های بیومولکولی (شناسایی، پیوند دهی و کاتالیزوری) برای طراحی شیوه های کارآمد بیوحسگری می باشند (دوواس و همکاران، 2002؛ پیلت و همکاران، 2013؛ شیه 2008). الکتروشیمی مستقیم پروتئین های ردوکسی نیز توجه بسیاری را در تبیین ویژگیهای حرکتی و ترمودینامیکی فطری پروتئین ها به خود جلب نموده و نیز این روند در نتیجه کاربرد بالقوه آنها بسوی ابزاهای بیوالکترونیکی حاصل شده است (شی و همکاران، 2009؛ زانگ و همکاران، 2008). هر چند باید گفت که پروتئین هایی با میزان آهسته تر انتقال ناهمگون الکترون نیز در الکترودهای مرسوم وجود دارد که به علت تدفین عمیق گروه های پروستتیک الکتروفعال، جذب طبیعت زدائی پروتئین ها در الکترودها و جهت دهی نامطلوب در الکترودها روی داده است، هر چند که روند انتقال – الکترون آنها در سیستم های بیولوژیکی کاملاً سریع می باشد (آرمسترانگ، 2005؛ تودی و همکاران، 2012). اقدامات متعددی به منظور شناسایی مواد پشتیبان جدید و شیوه های مناسب جهت بی حرکت سازی پروتئین ها روی سطح الکترود انجام شده که هدف از آن دستیابی به واکنشهای مستقیم الکتروشیمیایی آنها و نیز رسیدن به بیوسنسورهای بسیار حساس، گزینشی و ماندگار الکتروشیمیایی بوده است. اغلب نیاز به یک واسطه گر الکترون، گونه های نشر ردوکسی کوچک برای تسهیل ارتباط بین مرکز ردوکس پروتئین و سطح الکترود داریم (سوی و همکاران، 2007؛ زانگ و همکاران، 2007). متعاقباً یک بیوسنسور بدون واسطه نیز یک الکترود اصلاح شده شیمیایی (CME) است که خود عملکرد واسطه گری الکترون را برای تسهیل انتقال مستقیم الکترون ارائه می کند (لیو و همکاران، 2005؛ گودینگ و همکاران، 2003). همچنین CMEهای تولید شده با مواد متخلخل نیز بطور گسترده ای برای مطالعه مستقیم انتقال الکترون پروتئین ها مورد مطالعه قرار گرفته که به دلیل برخورداری از ویژگیهای منحصر بفرد همچون ناحیه سطحی بالا، سازگاری بیوی بالا و عدم سمیّت بوده است (دای و همکاران، 2004؛ والکوریوس، 2001). مواد متخلخل ریزمحیط های مطلوبی را برای پروتئین ها فراهم آورده و موجب ارتقای انتقال الکترون بین مراکز الکترو – فعال پروتئین ها و سطح الکترود می شوند. 
فیلم های غیرساختاری و باریک اکسید فلز در نتیجه مورفولوژی منحصر به فرد، اندازه دانه ای، تخلخل و ویژگیهای فیزیکی، الکتریکی و مغناطیسی بسیار جالب توجه بوده و در زمینه های متعددی چون کاتالیزور، حسگری گاز و تفکیک آن، تولید و ذخیره برق و بیولوژی و داروسازی کاربرد دارد. همچنین ویژگیهای عملکردی فیلم های غیرحوزه ای فیلم های اکسید فلز نیز اخیراً در حوزه های متعددی چون سلول های فتوولتائیک (ریگان و گراتزل، 1991)، سنسورهای گاز (دیتریچ و همکاران، 1999) و بیوسنسورها (بویان و همکاران، 1996) مورد تأکید قرار گرفته است. اقدامات متعددی نیز برای ساخت، تبیین ویژگیها و بکارگیری مواد متخلخل همگون طی دهه اخیر انجام شده که دلیل آن ویژگیهای جالب توحه بافتی و ساختاری این مواد از جمله ساختار دارای ترتیب بالا، حوزه فوق العاده بالای سطحی، توزیع اندازه حفره در طیف مزوپور، اندازه قابل تنظیم حفره و ساختارهای حفره ای می باشد. پیشرفت های شایان توجهی نیز در کنترل ساختاری، ترکیبی و مورفولوژی و ثبات مواد متخلخل برای کاربرد در حال ظهور آنها در کاتالیز، جذب و حسگری صورت گرفته است (سونگ و همکاران، 2010؛ کو و همکاران، 2009). 
شیوه مبتنی بر بکارگیری مواد غیرساختاری برای بکارگیری حسگر حکایت از کارآیی بالا داشته و بسیار نویدبخش می باشد. لازم به ذکر است که TiO2 (زنگ و همکاران، 2008)، MnO2 (یانگ و هو، 2010)، Fe3O4 (یانگ و همکاران، 2011)، ZnO (زو و همکاران، 2007) و سایر فیلم های مشابه غیرساختاری برای اسمبلی نسل جدید بیوسنسورها برای شناسایی  H2O2 و نیز ترکیبات بیولوژیک همچون اسید 3و4 – دی هیدروکسی فنیلاستین، اسید اسکوربیک، گوآنین، ال – تیروزین، استامینوفن و بتا – NADH کاربرد داشته است (کورولی و همکاران، 2005). طی مطالعات گذشته شیوه های متعددی را برای شناسایی مواد بیولوژیکی (کانگ و همکاران، 2009؛ چوئی و همکاران، 2005؛ چوئی و همکاران، 2006) و نیز شناسایی ابزار بیوالکترونیک با عملکرد ساده (لی و همکاران، 2010؛ یاگاتی و همکاران، 2013) پیشنهاد نمودیم. البته لازم به ذکر است که الکتروشیمی مستقیم پروتئین ها روی این الکترودهای رسوب یافته فیلم اکسید فلز هنوز و تا به اکنون گزارش نشده است. 
در این مطالعه، فیلم اکسید سریوم (CeO2) روی سطح اکسید قلع ایندیوم (ITO) برای الکتروشیمی مستقیم میوگلوبین (Mb) و نیز به منظور بررسی فعالیت متمایل به پروکسید هیدروژن الکترورسوب یافت. فیلم ساخته شده با استفاده از روش میکروسکوپ اسکن (SEM) و میکروسکوپ نیروی اتمی (AFM) آنالیز شد. بعلاوه رفتار الکتروشیمیایی الکترود Mb/CeO2/ITO و حسگری H2O2 نیز با روندهای       اندازه گیری الکتروشیمیایی به ثبات لازم دست یافت. 
2. جزئیات آزمایش 
2.1. مواد بکار رفته در آزمایش 
میوگلوبین (Mb) بدست آمده از قلب اسب از شرکت آلدریچ زیگما (سنت لوئیس، MO، ایالات متحده آمریکا) خریداری شده و بدون هیچونه پالایش اضافی و در همان شرایط دریافتی مورد استفاده قرار گرفت. هگزاهیدرات نیترات سریوم (III) (Ce(NO3)3.6H2O)) (خلوص 90 درصد) و محلول رزین نافیون پرفلورینه (wt% 20) در ترکیبی از الکل های پایین تر آلیپاتیک و آب نیز از شرکت زیگما – آلدریچ تهیه شد. پروکسید هیدروژن نیز از شرکت مواد شیمیایی و آزمایشگاهی دائه جانگ (جیونجی – دو، کره جنوبی) خریده شد و با رقیق سازی آن در آب دیونیزه (DI) برای آماده سازی مولار مورد نظر انجام یافت. محلول بافر 10 mM PBS برای تمامی آزمایش های الکتروشیمیایی مورد استفاده قرار گرفت. تمامی محلولهای دیگر با آب DI (18 MΩcm) آماده شد که با استفاده از سیستم میلی – کیو تصفیه شد (میلیپور، بدفورد، MA، ایالات متحده آمریکا) (چوی و همکاران، 2009؛ لی و همکاران، 2011). 
2.2. رویّه پاکسازی الکترود 
پلیت شیشه ای با پوشش ITO(20 Ω/cm2) و ضخامت 400 نانومتر مورد استفاده قرار گرفت. الکترود شفاف نیز به روش فراصوت در محلول های پی در پی تریتون X-100/ آب (5 : 1 ، v/v)، آب و اتانول به مدت حداقل 40 دقیقه پاکسازی شد. الکترود ITO سپس در محلول 5 : 1 : 1 NH4OH:H2O2:H2O به مدت 40 دقیقه در دمای 80 درجه سانتیگراد گرمایش یافته، و بطور کامل با آب شسته شد و تحت جریان گاز نیتروژن خشک شد. 
2.3. رسوب الکتروکاتالیزوری فیلم CeO2 و بی حرکت سازی Mb روی سطح ساخته شده 
حمام الکتروشیمیایی متشکل از 01/0، 1/0 و 2/0  M Ce (NO3)3. محلول 6H2O به روش الکتروشیمیایی با استفاده از ایستگاه های کاری الکتروشیمیایی CHI 660A رسوب یافته است. رسوب الکتروشیمیایی در یک سلول سه الکترودی با استفاده از ITO به عنوان الکترود کاری انجام شده، و از یک سیم پلاتینوم و الکترود Ag/AgCl به ترتیب به عنوان الکترودهای کانتر و مرجع استفاده شده است. همچنین ولتاژ رسوب بین 6/0 – V تا V 8/1 – در مقابل الکترود مرجع در دمای اطاق متغیر بوده است. بعد از هر روند رسوب، فیلم های حاصل با آب DI شستشو یافته و تحت جریان N2 خشک شده است. 
در ادامه سوسپانسیون (μL 20) مربوط به 0/1 mg/mL Mb به مدت 6 ساعت تحت تبخیر محتوای آبی قرار گرفته و حاصل آن یک فیلم یکنواخت بوده است. در مرحله بعدی μL 10 از محلول نافیون wt % 1/0 پوشش قطره ای یافته و در دمای 4 درجه سانتی گراد خشک شد. فیلم نافیون یک ماده فیلم متداول و رایج در الکترودهای اصلاح یافته شیمیایی می باشد که دلیل آن برخورداری از تبادل یونی منحصر به فرد، فرق گذاری، مقاومت شیمیایی و ویژگیهای سازگاری بیو بوده است (مائنسیری و همکاران، 2007). به منظور مطالعه قیاسی، آماده سازی الکترود Mb/ITO با استفاده از ITO بدون پوشش بجای CeO2 رسوب یافته انجام شد. در ادامه بعد از بی حرکت سازی الکترود در طول شب و در دمای 4 درجه سانتیگراد، شستشوی آن با آب مقطر انجام شده و تحت جریان N2 خشک شد. الکترودهای خشک شده زمانی که مورد استفاده قرار نمی گرفتند در دمای 4 درجه سانتیگراد ذخیره سازی شدند. 
2.4. برشمردن ویژگیهای فیلم ساخته شده بر روی سطح ITO 
توپوگرافی سطحی فیلم های بدون پوشش و رسوب یافته بر روی سطح ITO با روندهای اندازه گیری SEM تصدیق شده و این امر با استفاده از میکروسکوپ JEOL JSM S-4300 در ولتاژ عامل kV 20 انجام شده است. تصاویر AFM نیز با استفاده از نانوسکوپ IV/ چندحالته (ابزارهای دیجیتالی (تونا واندا، NY، ایالات متحده آمریکا)) بدست آمده است. لازم به ذکر است که تمامی تصاویر AFM در وضعیت تاپینگ ثبت شده که به کمک کانتیلور سیلیکنی با فرکانس های رزونانسی (f°) معادل kHz 300 – 250 صورت گرفته است. الگوهای شکست اشعه ایکس (XRD) نمونه های آماده شده با تابش Cu Kα [image: ] از دیفراکتومتر  ریگاکو اشعه ایکس در میزان پایش [image: ]/ سپس در [image: ] حاصل شده است. دیفراکتومتر اشعه ایکس در 40 kV و 150 mA عمل می نماید. اندازه گیری نوری با استفاده از طیف سنج [image: ] انجام شده است. از یک زیرلایه بدون پوشش ITO به عنوان نمونه مرجع استفاده شده است. 
2.5. فعالیت الکتروشیمیایی و شناسایی H2O2 
ولتامتری چرخه ای (CV) و ولتامتری روبشی خطی (LSV) با یک سیستم سه الکترود و با بکارگیری زیرلایه ITO [image: ] به عنوان الکترود کاری انجام شده و نیز یک سیم پلاتینوم به عنوان الکترود کانتور کاربرد داشته و [image: ] به عنوان الکترود مرجع بکار رفته است. همانطور که گفتیم این آزمایش ها با استفاده از پنتیوستات CHI 660A مجهز به نرم افزار الکتروشیمیایی با هدف عمومی صورت گرفته است. روندهای اندازه گیری آمپرومتری (I/t) و DPV روی الکترود [image: ] با استفاده از غلظت های متفاوت H2O2 انجام شده است. میزان پتانسیل معادل V 30/0 – تنظیم شده و منحنی های زمان – جریان نیز بعد از افزودن فزاینده [image: ]از [image: ] در [image: ] از بافر [image: ] ثبت شده است. انتقال همرفتی در طول شناسایی امپرومتری با تکان مغناطیسی در 600 rpm انجام شده است. محلول بافر با نیتروژن بسیار خالص در طول آزمایش تصفیه شده است. 
3. نتایج و بحث و بررسی 
3.1. شکل گیری و بهینه سازی فیلم اکسید فلز بر روی سطح ITO 
رسوب الکتروکاتدی فیلم متخلخل CeO2 با ولتامتری چرخه ای و با استفاده از الکترودهای متفاوت کاری غوطه ور در غلظت های فزاینده (01/0 ، 1/0 و 2/0 M) محلول های تازه نیترات سرویم در طیف بالقوه [image: ] تا [image: ] انجام شده است. چنانچه با توجه به تصویر شماره 1 به خوبی مشهود است که هیسترسیز پایش معکوس حاکی از آن است که فیلم اکسید فلز بر روی سطح ITO رسوب یافته است. بعلاوه افزایش هیسترسیز و چگالی های جریان با افزایش غلظت محلول نیترات سریوم روی داده است. به منظور بهینه سازی محتوای اکسید فلز جهت توسعه یک حسگر حساس امپرومتری، عملکرد الکترود بعد از بی حرکت سازی پروتئین با توجه به بارگذاری اکسید فلز به لحاظ غلظت های رسوبی منجر به واکنش بالای امپرومتری بهینه سازی شده است. بیوسنسورهای حاوی غلظت های متفاوت CeO2 نیز به این منظور ساخته شده و مورد تست قرار گرفته است، در عین حال که مقدار Mb در ماتریس بی حرکت سازی ثابت بوده است. همچنین لازم به ذکر است که واکنش بالاتر امپرومتری با فیلم [image: ] بدست آمده است. افزایش غلظت CeO2 منجر به شدت بالاتر جریان نشد. تصویر S1 تصاویر SEM بدست آمده برای غلظتهای متفاوت را [image: ] تحت شرایط یکسان روی سطح ITO نشان می دهد. به خوبی مشهود است که فیلم های رسوب یافته همچون نانوذرّات سریوم در غلظت های کمتر به نظر رسیده و افزایش اندازه دانه ای در غلظت های پایین تر محلول نیترات سریوم منجر به یک ساختار متخلخل شده است. 
تصویر 1. ولتاموگرام های چرخه ای نشان دهنده رسوب الکتروکاتدی فیلم های غیرساختاری سریوم روی سطح ITO [image: ]یک محلول M 2/0 در میزان پایش [image: ] می باشد 
[image: ]
3.2. صورتبندی بی حرکت سازی پروتئین روی سطح ساخته شده 
شکل گیری فیلم اکسید سریوم و رسوب Mb روی سطوح ساخته شده با آنالیز SEM (تصویر 2 الف تا ج) و AFM نشان داده شده است (تصویر S2، اطلاعات پشتیبان). نتایج بدست آمده از هر دو تحلیل نشان داد که الکترورسوب فیلم CeO2 بخوبی بر روی سطح ITO شکل گرفته است. سطح ITO نیز حاکی از ریدج هایی در سرتاسر سطح در مقایسه با فیلم رسوب یافته بوده که دارای بخش های هموار پردازش یافته یک ساختار سه بُعدی تعریف شده می باشد. نوکلئوسیون اکسیدها از محلول پیش مادّه در سطح مولکولی روی داده و فیلم ها دارای ریزساختار یکنواخت و متراکم بوده است. علاوه بر آن ساختار هموار نیز با مولکولهای پروتئین جذب شده که منجر به شکل گیری یک سطح هموارتر می شود زمانی که پروتئین و نافیون         بی حرکت شده اند (تصویر 2ج). همچنین آنالیز AFM به وضوح نشان از جذب مولکول ها روی سطح به موازات جذب بهینه Mb روی سطح CeO2/ITO داشته است. 
تصویر 2. تصاویر SEM (الف) سطح بدون پوشش ITO، (ب) فیلم الکترورسوبی سریوم روی ITO و (ج) میوگلوبین بی حرکت شده روی فیلم اکسید سریوم سطح فیلم ITO
[image: ]


3.3. آنالیز XRD و UV-vis سطح الکترود CeO2/ITO
طیف UV مربوط به ITO بدون پوشش نشان از اوج جذب در 550 nm داشته که برای یک سطح ITO عادی بوده و لبه جذب برای CeO2/ITO از طیف مشاهده شده معادل 360 nm بوده است (تصویر 3 الف و ب). یکی از مطالعات صورت گرفته در این زمینه نشان داده است که CeO2/ITO حاکی از باند جذب در حوزه طول موج nm 400 – 270 بوده که از تبدیل انتقال بار از O2-(2p) به مدار Ce4+(4f) در CeO2 تعیین شده است (انصاری و همکاران، 2009 الف). بعلاوه تصویر 3 ج نتایج مطالعات XRD را نشان میدهد که روی فیلم نانوساختاری CeO2 رسوب یافته در زیرلایه ITO انجام شده است. نتایج مربوط به الگوی XRD نشان می دهد که فیلم CeO2 بلورینه بوده و دارای نقاط اوج انکسار اضلاع معادل (1 1 1)،          (0 0 2)، (0 2 2) و (1 1 3) می باشد که به عنوان شاخصی برای ساختار خالص و مکعبی فلوریت CeO2 بکار می رود. دامنه بسط و موقعیت نقاط اوج مطابق با ادبیات حوزه بوده است (کارت JCPDS، شماره 0593 -4). همچنین طی مطالعات متعدد مشخص شده است که نقاط اوج حل سطح ITO مبروط به اضلاع (1 1 2)، (2 2 2)، (0 0 4)، (1 1 4)، (1 3 4) و (0 4 4) بوده است. شدت و موقعیت نقاط اوج در انطباق با فایل کارت JCPDS می باشد (فایل JCPDS: 2160 – 088 – 01) (یاگاتی و همکاران، 2012). 
تصویر 3. طیف UV در برابر طیف جذب بدست آمده برای (الف) ITO بدون پوشش؛ (ب) اکسید سریوم روی سطح ITO؛ داخل تصویر نشان دهنده قسمت زوم شده تصویر در طیف 350 تا 370 نانومتر بوده و (ج) الگوهای XRD برای فیلم بدون پوشش و رسوب یافته اکسید سریوم روی سطح ITO
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3.4. رفتار الکتروشیمیایی الکترودهای CeO2/ITO و Mb/CeO2/ITO 
در تصویر S3a می توانید CVهای مربوط به الکترودهای CeO2/ITO و الکترودهای بدون پوشش ITO را مشاهده نمایید. همانطور که می بینید در مورد الکترود ITO بدون پوشش، هیچ ردوکس اوج واضحی وجود ندارد، در حالیکه ردوکس های اوج تعریف شده و برگشت پذیر (Epa=0/6V و Epc=0/3V) موجود روی الکترود اصلاح یافته CeO2- الکترورسوبی در محلول 10mM PBS مشهود می باشد. لازم به ذکر است که نقاط اوج مذکور در نتیجه شکل گیری جفت Ce3+/Ce4+ حاصل شده است. این نتایج بیش از پیش موجب تصدیق شکل گیری CeO2 روی سطح الکترود ITO شده و حاکی از ماهیت عالی الکتروشیمیایی فیلم است. تصویر S3b حاکی از CVهای CeO2/ITO در مقادیر متفاوت اسکن در pH 7 PBS می باشد. یک جفت نقاط اوج ردوکس متقارن نیز در وضعیت هموار با ارتفاع تقریباً برابر در مقدار اسکن [image: ] قابل مشاهده می باشد. یک ارتباط بهینه خطی نیز بین جریان نقطه اوج ردوکس و میزان اسکن با نتایج [image: ] [image: ] و [image: ] [image: ] قابل مشاهده می باشد. چنین رفتاری حاکی از آن است که انتقال الکترون بین فیلم CeO2 و ITO یک فرآیند الکتروشیمیایی با سطح کنترل شده بوده است. تصویر شماره 4 الکتروشیمی مستقیم Mb بیحرکت شده روی سطح الکترود CeO2/ITO را در 10 mM PBS نشان می دهد. با توجه به آن به وضوح می توان دید که دو جفت نقطه اوج کاهش و اکسیداسیون نیمه برگشت پذیر وجود دارد که مربوط به CeO2 و Mb      می باشد. نقاط اوج -0/38 و -0/2V نیز مربوط به مرکز ردوکس [image: ] Mb است. پتانسیل فرمال [image: ] برای Mb از نقطه میانی پتانسیل های اوج کاهش و اکسیداسیون محاسبه شده و برابر [image: ] بوده است ( در برابر Ag/AgCl)، و تفاوت پتانسیل اوج به اوج [image: ] برابر 180 mV می باشد. این نتایج تأیید می کند که Mb روی الکترود CeO2/ITO دارای واکنش نیمه برگشت پذیر الکتروشیمیایی بوده است. آنالیز مقدار اسکن روی الکترود [image: ] در 10mM PBS pH 7 از طیف 20 تا 200 [image: ] انجام شده است (تصویر S3c). نتایج بدست آمده حاکی از آن است که هم جریان های اوج آندی و هم کاتدی تقریباً متقارن بوده و دارای نسبت خطی با ریشه مربع میزان اسکن [image: ] در طیف [image: ] می باشند که نشان از یک فرآیند عادی و کنترل شده نشر دارد. تساوی های رگرسیون نیز به این ترتیب است: [image: ] [image: ] [image: ] ،  و [image: ]. همچنین لازم به ذکر است که نمودار [image: ] منجر به دو خط مستقیم با شیب [image: ] و [image: ] به ترتیب برای اوج کاتدی و آندی شده است (تصویر S4a و b). از این رو مقدار آلفا معادل 533/0 از دامنه های خطوط مستقیم بر مبنای تساوی ذیل محاسبه شده است (تیان و همکاران، 2009): 
[image: ]
تساوی لاویرون ذیل نیز برای محاسبه مقدار انتقال الکترون ناهمگون مشهود به مقدار ثابت (ks) بکا رفته است: 
[image: ]
که آلفا عبارت از ضریب انتقال الکترون، n تعداد الکترون ها، [image: ] عبارت از تفکیک نقاط اوج ردوکس بوده و v میزان اسکن می باشد. مقدار ثابت میزان انتقال الکترون برابر [image: ] محاسبه شده است. 
طبق تساوی لاویرون (لاویرون، 1979) پوشش سطحی [image: ] مربوط به Mb، [image: ] [image: ]        بی حرکت شده روی سطح الکترود اصلاح یافته [image: ] برابر [image: ] [image: ] بوده که نشان دهنده آن است که لایه های متعدد Mb در فیلم کامپوزیت درهم تنیده شده و در فرآیند انتقال الکترون نقش داشته اند. 
تصویر 4. ولتاموگرام های دوره ای بدست آمده از الکترود [image: ] در یک طیف وسیع پتانسیل که نشان دهنده ویژگیهای ردوکسی هم [image: ] و هم لایه های Mb روی سطح ITO است 
[image: ]
3.5. عملکرد تحلیلی الکترود Mb/CeO2/ITO برای شناسایی H2O2 
ثبت DPV و LSV در 10 mM PBS موجب کاوش بیشتر رفتار الکتروشیمیایی [image: ] و مولفه های فردی آن می شود. در تصویر 5 الف DPV مربوط به [image: ] ثبت شده با یک سوئیپ پتانسیل بین -0/15  و V 0/20 [image: ] نشان داده شده که نقاط اوج بارز کاهشی آن به کاهش هم [image: ] و هم Mb نسبت داده می شود که به ترتیب در 10/0 و V 075/0 – نشان داده شده است. بعلاوه تصویر S5 و b نشان می دهد که DPV مربوط به الکترودهای [image: ] و [image: ] دارای پتانسیل اوج به ترتیب برابر [image: ] و [image: ] می باشد که در آن یک تغییر جزئی در اوج پتانسیل توزیع در مقایسه با ساختار هیبریدی روی داده است. این روند احتمالاً در نتیجه هر دو ماده ردوکس در محیط مشابه مولکولی یا محدویت سطح پروتئین روی سطح الکترود می باشد که منجر به تغییر پتانسیل ردوکسی آنها شده است. همچنین LSV به وضوح نشان می دهد که شکل گیری سطوح الکترودی  [image: ] و [image: ]به چه نحو می باشد که در تصویر S5c نشان داده شده و اندازه گیری d.DPV و آمپرومتری (I/t) نیز روی Mb/CeO2/ITO برای تبیین واکنش الکتروکاتالیزوری H2O2 انجام شده است. 
مکانیسم کاهش الکتروکاتالیزوری H2O2 به این صورت بیان شده است: 
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سیگنال های DPV (تصویر 5 ب) بعد از افزودن μL 10 الیکوت [image: ] به [image: ] در [image: ] بدست آمده است. هر نوبت افزودن [image: ] به وضوح نشان می دهد که الکترود [image: ] دارای واکنش بهینه الکتروکاتالیزوری برای شناسایی [image: ] می باشد. به این منظور پتانسیل -0/15V منفی بیشتر را به نسبت پتانسیل کاهش Mb انتخاب کردیم تا بطور کارآمد اقدام به کاهش مولفه تست نماییم. از این رو از پتانسیل کاربردی -0/3 V برای دستیابی به واکنش کرونوآمپرومتری استفاده شد. الکترود [image: ] در محلول بافر PBS با غلظت های متفاوت [image: ] تست شده و سپس کرونوآمپرومتری با الحاق نیتروژن در رابط اکسیژن محیط ثبت گردید تا منحنی کالیبراسیون بدست آید (تصویر 6 الف). همچنین ضمیمه طرح کالیبراسیون (1) برای غلظت های متفاوت [image: ] بین 0/2 mM و 5 mM با طیف دینامیک تا بیش از 3mM بدست آمده است. تساوی رگرسیون خطی نیز به این صورت بیان شده است: [image: ]که مقدار R2 آن معادل 9825/0 می باشد. حساسیت الکترود Mb/CeO2/ITO بسوی [image: ] نیز برابر [image: ] بوده و محدوده شناسایی [image: ] معادل [image: ]        می باشد. این محدوده شناسایی کمتر از میزان قبلا بدست آمده برای [image: ] بوده و با شیوه های الکتروشیمیایی موجود در جدول S1 مقایسه شده است (اطلاعات تکمیلی). ضمیمه (2) جریان واکنش را در یک وضعیت پایدار با افزودن [image: ] نشان می دهد که در آن 95 درصد جریان وضعیت پایدار بعد از 10 ثانیه بدست آمده است. بیوسنسور ساخته شده که طی 10 ثانیه پاسخ می دهد نیز برای کاربردهای تشخیصی داخل بدن قابل قبول بوده است (انصاری و همکاران، 2009 ب). 
وضعیت ثابت واکنش در منحنی کالیبراسیون زمانی مشاهده شده که غلظت H2O2 بیش از mM 3 بوده و حاکی از ویژگیهای مکانیسم حرکتی میکائیلی – منتن دارد. بازتاب ابعاد حرکتی آنزیم – زیرلایه با تساوی لینویور – بورک برای دست یافتن به اطلاعات کمّی در مورد اثرات ریزمحیط اکسید فلز روی فعالیت آنزیم با مقدار ثابت مشهود میکائیلز – منتن [image: ] نشان داده شده است (مهتا و همکاران، 2007): 
[image: ]
که Iss جریان پایدار بدست آمده بعد از افزودن زیرلایه بوده، C غلظت بالک زیرلایه، و Imax ماکزیمم جریان اندازه گیری شده تحت شرایط زیرلایه اشباع می باشد. مقدار مشهود و ثابت میکائیلز – منتن [image: ] برابر mM 15/3 بوده و حاکی از آن است که بیوسنسور دارای میل ترکیبی بالایی برای H2O2 می باشد. 
خاصیت گزینشی نیز در طول کاربرد عملی یک بیوسنسور اهمیت بسیاری دارد. اسید اسکوربیک، اسید اوریک، نیتریت سدیم و بیوکربنات سدیم در 0/2 mM برای ارزیابی خاصیت گزینشی الکترود مورد تست قرار گرفته است. واکنش های آمپریومتری بیوسنسورها با دنبال نمودن تزریق متعاقب [image: ] با گونه های مداخله ای فوق حاصل شده است (تصویر 6ب). ناگفته پیداست که حداقل اثرات انواع مداخله ای روی واکنش H2O2 وجود داشته است. تزریق [image: ] با [image: ] گونه های مداخله ای فوق منجر به واکنش قابل چشمپوشی شده و حاکی از خاصیت بالای گزینشی بیوسنسور می باشد (تصویر S6). ثبات [image: ] از راه غربالگری واکنش جریان بعد از چرخه فزاینده الکترود اصلاح شده در طیف پتانسیل [image: ] برای دوره های متعدد بررسی شده است. بعد از یک دوره ذخیره سازی یک هفته ای در دمای 4 درجه سانتیگراد، الکترود [image: ] هیچ تغییری را در واکنش خود به [image: ] در [image: ] تجربه ننموده است. بعد از 2 هفته سنسور به 95 درصد میزان واکنش خود به [image: ] دست می  یابد. از این رو می توان گفت که [image: ] و نافیون دارای نقش شکل دهنده فیلم و چسبندگی در بی حرکت نموده Mb بوده است. انحراف استاندارد نسبی نیز برای شش روند اندازه گیری فزاینده [image: ] در [image: ] نشان داده است که بیوسنسور پیشنهادی رفتار بازتولیدی قابل قبولی داشته است. 
تصویر 5. ولتاموگرام های پالسی دیفرانسیل برای (الف) سطح [image: ]در [image: ] نشان از نقاط اوج میوگلوبین و اکسید سریوم دارد (ب) DPV برای الکترود [image: ] به عنوان تابع [image: ] نسبت به افزودن فزاینده [image: ] الیکوت [image: ] در محلول [image: ] [image: ]
[image: ]




تصویر 6. (الف) منحنی امپرومتری حاصل برای الکترود [image: ] نسبت به افزودن فزاینده 10 میلی لیتر الیکوت [image: ] با تکان ثابت در پتانسیل کاربردی V 3/0 – تحت پالایش نیتروژن. در درون تصویر (1) منحنی کالیبراسیون و در (2) زمان واکنش الکترود [image: ] بسوی شناسایی [image: ] آمده است. (ب) منحنی I/t بدست آمده برای الکترود [image: ] در اضافه نمودن [image: ] نشن داده شده است 
[image: ]
4. نتیجه گیری 
بطور خلاصه باید بگوئیم که یک فیلم CeO2 با ناحیه بالای سطحی برای بی حرکت نمودن Mb به عنوان الکترود اصلاح یافته ITO مورد استفاده قرار گرفته است. همچنین CeO2 الکترورسوب یافته موجب انتقال الکترون بین Mb و سطح ITO آن جهت شناسایی الکتروشیمیایی [image: ] شده است. بیوسنسور الکتروشیمیایی قادر به اندازه گیری [image: ] در محدوده بسیار اندک شناسایی بوده است. حساسیت بالای سنسور [image: ] را می توان به ناحیه بزرگ سطحی و ارتقای فعالیت الکتروکاتالیزوری سطح اصلاح یافته CeO2 نسبت داد که همراه با رسانایی حاصل از ماده اکسید فلز و سطح جریان به حداقل رسیده زمینه می باشد که از بهینه سازی فرآیند تحت شرایط متعدد آزمایشی حاصل می شود. ساخت ساده و آسان، هزینه پایین و کاتالیزوری عالی الکتروشیمیایی با گزینش بالا برای شناسایی سیگنال حاصل شده و از این رو از رسانایی مراحل کامل شناسایی اجتناب شده است. پلتفرم توسعه یافته حاکی از مزایایی چون سادگی، کارایی و سرعت برای ارزیابی هدف است که برای توسعه پلتفرم های سنسور کاربردپسند الزامی بوده و نیز برای شناسایی حساس و گزینشی مواد دیگر مورد استفاده قرار می گیرد. 
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