Vietnam Journal of Catalysis and Adsorption, 10 —issue 2 (2021) 110-113

Vietnam Journal of Catalysis and Adsorption
Tap chi xtc tac va hdp phu Viét Nam

http://chemeng.hust.edu.vn/jca/

Anh hudng I8p vd carbon dén hoat tinh xdc tac tuong ty peroxidase cua vat liéu
Fe304/carbon cdu trdc 16i vé dinh hudng ing dung ché tao cam bién sinh hoc glucose
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In this study, we present a protocol for synthesis of carbon coated
FesO. nanoparticles with core-shell structured nanocomposite (FeC)
following a two steps approach. The peroxidase-like acitivity of the
synthesized FeC nanocomposite has been evaluated towards replacing
of the horseradish peroxidase enzyme (HRP) in hydrogen peroxide
enzymatic biosensor. In which, FeC has catalyzed for a redox reaction
5,5'-tetramethylbenzidine (TMB) and H,O, to produce oxidized state of
TMB with as a blue color. Results exhibited that FeC has a high catalytic
activity accepting for fabrication of a high selectivity hydrogen peroxide
(H>O5) colorimetric sensor with low detection of limit (LoD) of 0.02 mM
H.O,. Based on this finding, we have used FeC and combined with
glucose oxidase (GOx) enzyme to construct a new colorimetric glucose
biosensor with high selectivity.

Gidi thiéu chung

S0 dung enzym dac hiéu glucose oxidase (GOx) két
hop vd&i enzyme horseradish peroxidase (HRP) trong
cac thiét bj sinh hda va ban sinh hda la phuong phép
xét nghiém xac dinh glucose nhanh, chinh xac cao va
la tiéu chudn trong xét nghiém glucose. Enzym HRP
tuy c6 dd nhay cao, nhung rat khd bdo quan va dac
biét HRP rat nhay vai anh sang va dé mét hoat tinh &
nhiét d6 cao, pH acid hodc base, cac ion la trong dung
dich... Do dé, nghién ciu st dung cac vat liéu cau tric
nano, co6 hoat tinh tuong ty nhu enzym peroxidase
nham thay thé HRP trong cac phadn Ung sinh hoa,
trong cac cdm bién sinh hoc dugc nhiéu quan tam.

Vat liéu nanocomposite FesO4 boc carbon (ky hiéu la
FeC) co céu tric 16i va cé hoat tinh xtc tac tuong tu

nhu enzym peroxidase da dugc nhom nghién clu
ching t6i bao céo trudc day[l], tuy nhién anh hudng
clia cdu trdc vat liéu lén hoat tinh xuc tac cling nhu
Ung dung ching trong ché tao cdm bién sinh hoc
glucose chua dugc bao cdo. Trong nghién cliu nay,
ching téi tap trung vao cac khia canh trén, tu do dua
ra dudc ti 1€ 16i/vd dé vat liéu co hoat tinh cao nhét dé
Ung dung thr nghiém trong ché tao cdm bién sinh hoc
phan tich glucose. Ca s& nghién cltu hoat tinh xUc tac
clia vat liéu FeC thé hién trén so d6 hinh 1. Theo do,
vat lieu FeC cd kha ndng xtc tac cho phan Ung oxy
hoa khu gitia H.O, va 3,3,5,5'-tetramethylbenzidine
(TMB) giéng nhu enzyme HRP, két qua thu dugc mau
xanh dac trung clia TMB & dang oxy hda. Két hap vdi
enzyme GOx, TMB va vét liéu FeC dé tao ra cam bién
sinh hoc so mau (hinh 1). Két qué nghién clu sé la dua
ra dugc ti 1é 18i/vd phu hop dé vat liéu cé hoat tinh cao
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nhat, Ung dung dugc dé ché tao cdm bién sinh hoc
phan tich glucose trong mau bénh pham.

1 oxTMB « H.0 O; Glucose
o ¥
i _ FeC
TMB H,0, Gluconic
acid

Hinh 1: S do nguyén ly s&t dung xdc tac FeC thay thé
enzyme HRP trong ché tao cdm bién sinh hoc so mau
phan tich glucose

Thuc nghiém va phuong phap phan tich
Héa chat

Iron (lll) chloride hexahydrate (FeCls.6H,0), iron(ll)
ammonium sulfate hexahydrate (NHazFe(SO4),.6H,0),
Natri hydroxit 2M (NaOH), acetic acid (CH3COOH),
glucose, galactose, saccharose, fructose, hydrogen
peroxide solution 30% (H.O,) la hda chét tinh khiét
(AR) cla Trung Qudc, viéen dém phosphate (PBS),
3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB), Glucose oxidase
chiét xuat tr ndm Aspergillus niger (GOx, 149800 U/g
solid) dugc mua tU Sigma Aldrich. D€ s&t dung GOx
dugc pha trong dém PBS vé&i ndng dé 2 mg.ml™. TMB
dugc pha trong con (ethanol) véi néng dé 20 mg.ml™!
dé sur dung.

Téng hgp vat liéu carbon boc nano sdt tir cdu trdc
16i/Vvé (FeC)

8,63 g mudi (NH4)2Fe(SO4)2.6H,O va 11,89 g mudi
Fe304Cl.6H.O dugc can vao cbc, thém nudc céat dé
hoa tan thanh dung dich trong suét. H6n hgp dugc gia
nhiét 1én 80°C va khudy nhe. Tiép d6, cho tU tir dung
dich NaOH 2M vao hdn hgp trén cho dén khi pH8 va
git 6n dinh & pH nay trong 60 phdt. BE ngudi, ly tam
&y két tua, rifa lai bang nudc cdt va etanol thu duoc
hat nano Fe3O4 mau den. Nano FesOs4 thu dugc trén
vdi glucose (5 g; 10 g; 15g; 25 g; 30 g; 35 g; 50 g;
tuong Ung vd&i FeCll; FeC12; FeCl13; FeCl5; FeCl7;
FeC110) thém 100 ml nudc cat dé hoa tan glucose.
HoN hop dugc siéu am dé phan tan FesOy, sau dé cho
vao autoclave va dem thiy nhiét & 140°C trong 8 gid.
Pé ngudi autoclave, loc hdn hop thu dugc két tha mau
den. Bem ria két tla bang nudc cét va etanol, sdy kho
va nghién min thu dugc véat liéu nanocomposite FesOq4

boc carbon (FeC). XUc tac dugc phan tan trong nudc
véi nong dé 2 mg.ml' dé st dung.

Xdc dinh hdng s6 déng hoc xic tdc caa vt liéu FeC vii
TMB va H20:

Hoat tinh xUc tac cla cac vat liéu FeC da téng hop
dugc danh gia qua hang sé xuc tac theo phuang phap
cla Michaelis — Menten(3,6] trén cd s& phan Ung oxy
hda — khir gitta TMB va H,O; theo diéu kién phan Ung
da téi uu (moi trudng pH4, nhiét dé phan ng 40 °C,
thdi gian phan Ung 30 phut) [1] nhung vdi néng doé
HoO, tlr 0,02 mM dén 1 mM. Két qua thu dugc tinh
toan theo néng dd cua dinh luat Beer-Lambert su
dung hé s6 hédp thu phan t& 1a 39.000 M~ T.cm~ " cho
céc san pham oxy hoa c6 ngudn géc tr TMB. Hang s
Michaelis — Menten cla xuc tac (Ky) dugc tinh toan
bang phuong trinh Lineweaver — Burk :

1 1 1 1
V. Vo Tk g

Trong dé V 1a van téc ban dau clia phan Ung, Vmax 1a
van téc phéan Ung cuc dai, [C] la ndng do cla chat nén
(TMB hoac H.0,) va Kn, la hang sé& Michaelis — Menten.
Phuong trinh trén co thé coi la moét phuong trinh tuyén
tinh co dangy = ax + b v&iy la 1/V va x la 1/[C]. Gia tri
clia hang s6 Kn cang nho, ai luc gitta enzyme va chét
nén cang manh[2, 3, 6] tdc gié tri Km cang nhd thi hoat
tinh xUc tac cla vat liéu cang manh.

Ché tgo cdm bién xdc dinh ndng dé hydrogen peroxide
(H202)

Lay T ml dém axetat (pH = 4) vao 6ng eppendorf, sau
do thém vao 20 ul dung dich FeC (2 mg.mL™1) va 20 ul
dung dich TMB (20 mg.ml). Thém vao cac éng da
chuén bi 100 pl dung dich H,0, ¢ ndng dé khac nhau
(tr 0,02 mM dén 0,7 mM), lac déu bang méy lac réi i &
40 °C trong 30 phdt. Cudi cung, hdn hgp trong céc
&ng eppendorf dugc chuyén vao cuvet dé do do hép
thu UV-Vis va mat dé quang & budc séng 650 nm.

Ché tao cdm bién sinh hoc phan tich néng d6 glucose

Cho 100 pl dung dich dém PBS (0,01 M); 100 pl dung
dich glucose (0,2 mM) va 50 ul GOx vao &ng
eppendorf. Hn hop dudc Iac déu rdi U & nhiét dd 40
°C trong 30 phut. Sau doé, cho thém 20 ul dung dich
FeC; 20 ul dung dich TMB va 1 ml dung dich dém
axetat (pH4) vao &ng eppendorf tudng Ung. Cudi
cung, hén hgp dudc U trong 40 °C trong 30 phut roi
chuyén dén cuvet dé do phé UV-Vis.
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Két qua va thao luan

Anh huéng cta 16p vé carbon [én hogt tinh xtc tdc
tuong tu peroxidase cua vt liéu FeC

Két qua thuc nghiém dudc trinh bay dai dién bang viéc
tinh Kr, d6i véi TMB va H,0, clia vét liéu FeC13, két qua
tinh todn Km cla cac FeC khéc dugc xac dinh tuong
tuong nhu mau FeC13. Trén hinh 2 trinh bay do thi
quan hé gitia do hédp thu A & budc séng 652 nm (Aesz)
(ddc trung cho TMB & dang oxi hda) phu thudc vao
néng dé TMB st dung dé tinh toén ra Ky, déi véi TMB
cla vét liéu FeC13. Tuong tu nhu vay nhung vai nong
do H,0, thay déi dé tinh toan Ky, ddi véi H,0» cla vat
lieu FeC13 (ph& UV-VIs & hinh 3A va dudng cong quan
hé Ass2-Ciz02 & hinh 3B). O hinh 2 va 3B déu cho thay
khi tdng ndng dé chat phan Ung (TMB va HOy) thi
Ass> tang, chiing té FeC13 xuc tac thic ddy phan Ung.
K&t qua tinh todn Ky theo phuang trinh (1) thé hién
trén bang 1.

0.55 +
0.50 ~

0.45 +

Equation y=arbx
Weight No Weighting
44597264

098985
097476

Value  Standard Error
B Intercept 031355 001215
B Slope 110763 0.79509

0.40 ~

Absorbance/ A.U

0.35

0.005 0.015 0.020 0.025

[TMB] (mM)

Hinh 2: (A) PhS UV-vis clia cdm bién H.O> vai TMB
ndng doé khac nhau st dung FeC13 lam xdc tac; (B)
Pudng chuén cltia TMB st dung dé tinh Ky vSi TMB

0.010

Theo bang 1 khi tang dan clia ham lugng I&p carbon
boc vo tU 1 dén 3 1an so vdi khéi lugng vat liéu nano
FesO4 lam 16i thi hang s Ky déi véi TMB va H.O, déu
giam thé hién hoat tinh xtc tac cla vat liéu FeC tang.
Nguyén nhan Ia hoat tinh xuc tac cla cua vat liéu la do
vai tro clia ion Fe** (nhung néu nhiéu ion Fe**qué nhu
dung dich FeCls, thi xtc tac qué manh va khdng co
tinh chon loc), khi & dang vat liéu FeC thi vai I6p vo
carbon chia nhiéu nhém chic nhu —OH hay —
COOH[1] nén da tich dugc nhiéu ion Fe** 1én bé mat
hon so véi FesO. dang két tha rdn nén hoat tinh xdc
tac tang lén. Han nlia, khi c6 I8p carbon x&p thi viéc
hap phu TMB [én bé mat cling thuan tién lon va ngoai

ra 16p vd carbon x8p lam kha nang véan chuyén
electron cta vat liéu dugc ting cudng, dan tdi kha
nang xuc tac déi véi TMB va H,O, cling dudc gia tang.
Tuy nhién khi tang lugng carbon lén rat nhiéu 1an (5 —
7 1an) so vai khéi lugng FesOa tic 16p vé qua day thi
hoat tinh xUc tac lai gidm quan sat qua gia tri K tang
doi véi ca doi véi TMB va H20, & bang 1ddi véi FeCl5
va FeC17. Nguyén nhan cé 1€ la do I8p vdi qué day
nén ion Fe3* khéng khuéch tan 1én bé mat dugc. bang
1 cling chi ra gia tri t6i uu cla I&p vo la khi ty 1& khoi
luong nguyén liéu Meesos/Mglucose tU 1/2 dén 1/3. Do do
trong cac nghién cltu Ung dung sau nay ching toi st
dung vat liéu FeC13 lam xUc tac dé thay thé enzym
HRP. K&t qua trong bang 1 cling thé hién kha nang xdc
tac rat tot via FeC13 so vdi cac vat liéu khac co hoat
tinh xdc tac tuong tu HRP da dugc bao cao.

—0.1mM H,0,

1.0 - = 0.2mM H,0,

] — 0.3 MM H,0,

0.9 = 0.4 MM H,0,

: = 0.5mM H,0,

D. 0.8 — 0.6 MM H,0,

< 1 —0.7mMMH,0,

D 0.7 4 — 10mMMH,0,
S 06+
8 05
B B
8 0.4—-
< 0.3 1
0.2 1
0.1

500 ' SEISO ' 6(I)O ' 6EI'>O ' 7(I)O ' 7éO ' 8(I)O
Wavelength/ nm

Absorbance/ A.U

0.0 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8

[H202] (mM)

Hinh 3: (A) Phé UV-vis clia cam bién st dung FeCys vai
néng dé H.O- khac nhau (B) Budng chuén xac dinh
nong dé H,O, clia cam bién
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Bang 1. Cac thong sé Ky, déi véi TMB va H»O, cla cac
mau xUc tac FeC va mét s6 xdc tac da cdng bd

Hang s6 dong hoc K, .
XUc tac Trich dan
TMB H>O;
M1 0,093 0,051 [3]
M2 0,36 0,110 [4]
M3 0,307 323,6 [5]
M4 0.1 173,510 [6]
M5 0,22 187 [7]
M6 0,097 199,4 [8]
FeC11 0,087 0,086
FeC12 0,010 0,059
FeCT3 0,004 0,052 Bao cao
nay
FeC15 0,005 0,097
FeC17 0,007 1,460

@ Chd thich: M1- FeOOH/N-doped carbon nanosheets;
M2- 3D flower-like ferrous(ll) phosphate nanostructures;
M3 - Prussian blue-Fe-O3 M4- CosO4 nanoparticles;
M5- Ferritin—platinum nanoparticles va M6- Apoferritin
paired gold clusters.

Ché tgo cdm bién xdc dinh ndng dé hydrogen peroxide
(H202)

0.4

o o
N w
1 1

Absorbance/ a.u.

0.0- T T ‘ T

Hz202  Ascorbic Fructose Galactose Glucose Saccarose

Hinh 4: D6 chon loc H202 clia cam bién vdi cac mau
thr glucose, ascobic acid, galactose, saccarose,
fructose

K&t qua & trén cho thdy FeC13 d& xuc tac cho phan
Ung oxy hoa khir gitta TMB va H,O,, néng dé H.O;
cang cao, TMB s& chuyén hoa tir dang khir (khong

mau) sang dang oxy hoa (mau xanh) cang nhiéu, dan
dén Assz cang tang (hinh 3A) va gia tri Aes2 dugc dung
lam tin hiéu clia cdm bién, qua dé cho dudng chuén
dé phan tich H,O. nhu trén hinh 3B (ndbng d6 H,O.
thay déi tir 0,1 mM dén 1 mM).

Dé chiing minh vat liéu FeCl13 chi xtc tac cho phan
Ung gitta TMB + H,O» (tlic dé chon loc), chung toi sur
dung cam bién dé phan tich cac mau thir ascobic acid,
fructose, galactose, glucose, saccarose thay vi H,O, vdi
cung néng do dé danh gia phan hoi cia cam bién vdi
cac mau thir nay va két qua dugc thé hién trén hinh 4.
V&i cac mau thr khong phai H.0,, TMB khéng chuyén
sang mau xanh, hodc lugng nay la rét thép , nguagc lai
véi mau thiu H.Os, cudng dé mau thu dugc cao 16
rét. Didu nay khang dinh cadm bién H.O, si dung
FeC13 c6 dé chon loc cao, ¢ thé Uing dung dé phan
tich H.02 trong cac mau dugc phdm, thuc phdm va
mau sinh hoc vi HoO2 1a san phdm phu, san phdm
trung gian quan trong clia cac qué trinh téng hop hoa
hoc, sinh hoc va H,O, cling la chéat bado quan thuc
phdm trong slfa tuci va H.O, cling 1a tac nhan sat
tring phd bién.

Ché tao cdm bién sinh hoc glucose

V@i khd nédng phéan hoi tuyén tinh, khodng tuyén tinh
phu hop dé thyc hién phan tich cac mau thuc té, gidi
han phéat hién nho, cho phép pha loang cac mau thuc
khi phan tich, giip két qua bdt bi dnh hudng bdi cac
tap chét trong mau thuc, ciing kha nang chon loc t6t,
chiing minh cdm bién H.O, phu hgp dé dinh lugng
H,0> trong cac mau thir cd thé Uing dung ché tao cam
bién glucose.

0.5 -
:i 0.4
© (a)
B 0.3 -
(&
c
8 0.2
S () b)
) o01-
o]
<
0.0 T T T T T 1
500 550 600 650 700 750 800

Wavelength/ nm

Hinh 5: Phé Uv-Vis clia mau (a) glucose + FeC13+GOx;
(b) GOx+FeC13 va (c) glucose + GOx
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Cu thé nhu trén hinh 5 (dudng a) cho thdy chi khi cé
mat ca glucose va ezyme GOx mdi c6 phan Ung
chuyén hoéa glucose thanh gluconic va H.O, va khi
trong mau cd thém TMB va FeC13 thi s& xudt hién mau
xanh va phS UV-Vis s& c6 pic dac trung clla TMB &
dang oxi héa & budc song 652nm (dudng a). Ngugc lai
néu chi ¢ glucose, enzyme GOx va TMB  thi phé UV-
Vis sé co pic dac trung cla TMB & dang oxi héa &
budc song 652nm nhung rat yéu (hinh 5, dudng b).
Chuing t6 H,O; sinh ra do phan ¢ng sinh hoa (2) da oxi
héa TMB nhung vdi téc dé va muc dé rat yéu.

GO
Glucose + 0O, = gluconolactone + H,0, (2)

Bén canh dé néu mau chi c6 GOx + TMB + FeCl13
nhung khdéng cé glucose thi sé khdng co phan Ung (2)
nén khong sinh ra H.O, cho phdn Ung oxi hda theo
chu trinh mo ta trén hinh 1.

TU cac két qua thu dugc chung td cg ché mo ta trén
hinh 11a pht hgp va hé gdm GOx + TMB va FeC13 c6
thé si dung lam cam bién sinh hoc dé phan tich
glucose. D€ kiém tra db dac hiéu (d6 chon loc) cla
cam bién thi ching t6i st dung cac loai dudng khac
thay thé glucose gdm ascobic acid, galactose,
saccarose, fructose cho két qua nhu trén hinh 6. Vdi
mau phan tich co glucose thi ¢é tin hiéu cudng dé Ags>
vuot trdi, con lai cac loai dudng nhu galactose,
saccarose, fructose thi cho tin hiéu v&i cudng dé bé
hon 3 1an so vdi tin hiéu glucose, hoan toan déap Ung
yéu cau (tin hiéu/nhiéu >3) cla can bién sinh hoc;
riéng vdi acid ascobic thi hoan toan khdng 1én mau
(Aes2 = 0). K&t quad nay ching té cdm bién sinh hoc
glucose cé do chon loc rét t6t hoan toan co thé st
dung dé phan tich dinh tinh hoac dinh lugng glucose.

(@)

0.2+

o
s
|

Absorbance/ a.u.

(d) (e)

(b)

Glucose Ascorbic Galactose Fructose Sacarose

0.0

Hinh 6: Cudng do Agsz cla cac cam bién khi mau
chua: (a) glucose; (b) acid ascobic; (c) galactose; (d)
sacarose va (e) saccarose. Nong do cac mau la 0,2 mM

Két luan

Trong nghién cliu nay, ching t6i da khao sat hoat tinh
clia céc vat liéu nano sat tir boc carbon (FeC) trong
phdn Ung oxy hdéa khi gitla 3,3'55'-
tetramethylbenzidine (TMB) va H,O: théng qua hang
s6 déng hoc xuc tac cla enzym (Ky) tU phuong trinh
Michaelis — Menten. Két qua chi ra vat liéu FeC dugc
ché tao vdi ty 1& Fes04/C 1a 1/3 (FeC13) co hoat tinh xic
tdc cao nhét. Ching t6i cling da nghién clu st dung
vat liéu FeC13 dé ché tao cadm bién H.O, cé khoang
tuyén tinh to 0,1 mM dén 1 mM, gidi han phéat hién 20
uM. Két hgp vdi enzym glucose oxidase (GOx) chidng
toi cling dé xudt cdm bién sinh hoc so mau phan tich
glucose. Budc dau ching toi da khao sat nguyén ly
hoat déng, dé xuét ca ché va cdm bién cho thay c6 do
chon loc t6t déi vdi glucose va cé tiém nang Uing dung
dé phan tich dinh tinh hoac dinh luong glucose.
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