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ABSTRACT 

Pseudomonas aeruginosa azurin, a small copper containing redox metalloprotein was cloned 

in pET28a vector in fusion with an affinity tag (6 X histidine) for single step purification using 

Ni-NTA (Nickel-nitrilotriacetic acid). The protein was overexpressed and purified and the yield 

was 50 times higher for recombinant azurin than reported values for wild type azurin from P. 

aeruginosa. Recombinant azurin was characterized by UV-visible spectroscopy and the 

characteristic peak at 620 nm was observed with purity ratio (Abs620/Abs280) of 0.174. Azurin 

was also characterized by fluorescence, and CD spectroscopy. The electrochemical behavior of 

protein was studied by cyclic voltammetry and conductive atomic force microscopy. In cyclic 

voltammetry azurin protein showed oxidation and reduction peaks at 280 mV and 178 mV, 

respectively. Azurin variants (Cu-azurin, Fe-azurin and Ni-azurin) were reconstituted by 

modifying the metal ion center of the protein. They were characterized by UV-visible 

absorbance and fluorescence spectroscopy. All the three azurin variants showed good redox 

active characteristics observed by the presence of oxidation and reduction peaks. Azurin 

variants were prudently immobilized on three different devices which acted as a channel (200 

nm) between the source and drain electrodes and the devices realized in highly scalable and 

reproducible manner to act as a field effect transistor (FET). Electrical measurements illustrated 

p-type FET behavior for all three variants. The devices possess low subthreshold swing (200 

mV/decade) and high on-off current ratio (105). The FET devices showed consistent behavior 

in highly stable mode as measured for a span of 8 weeks. These FETs having high throughput 

with long term stability and exhibited commendable robustness. The Al/Azurin/ITO/PET 

(Aluminium/Azurin/Indium tin oxide/Polyethylene terephthalate) structure based on 
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recombinant azurin was used for the flexible memory applications. Highly stable LRS (low 

resistance state) and HRS (high resistance state) were demonstrated for 500 cycles. The flexible 

device has also exhibited stable current and both switching states upon bending test for multiple 

cycles. Azurin metal ion variants based memory devices were also studied. Stable HRS and 

LRS were observed in all three devices for 10 cycles. The Cu-azurin based device showed best 

memory behavior with larger memory window. Also, all three devices exhibited good 

repeatability and endurance. Recombinant azurin has shown good conducting behavior and may 

be used for the development of electronic biosensors. These devices also fill the technological 

gap to integrate protein based memory with other biocompatible and bio-integrated electronic 

device, which is extremely desirable. 
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सार 

स्यूडोमोनास एरुजिनोसा ऐज़ूरीन, जो कि एक ताांबा आयन युक्त छोटा सा अपचयोपचय धात ुप्रोटीन ह,ै को 

जनकेल-एन. टी. ऐ. (नाइट्रिलोट्रायएजसट्रटक एजसड) द्वारा एकल चरण शुजिकरण के जलए एक एफ़िजनटी टैग 

(6xजहजस्टडाइन) के साथ pET28a वेक्टर में क्लोन फकया गया । ऐज़ूरीन को ओवरएक्सपे्रस और शुि फकया गया 

और वाइल्ड टाइप स्यूडोमोनास एरुजिनोसा ऐज़ूरीन की तुलना में ररिॉम्बबनेंट ऐज़ूरीन 50 गुना ज़्यादा प्राप्त 

हुआ। ररिॉम्बबनेंट ऐज़ूरीन को पराबैंगनी-दशृ्यमान स्पेक्िोस्कोपी द्वारा म्चम्हित फकया गया और शीर्ष 620 nm 

पर 0.174 के शुिता अनुपात (Abs620 / Abs280) के साथ पाया गया । ऐज़ूरीन, फ्लोरोसेंस और सी. डी. 

स्पेक्िोस्कोपी द्वारा भी म्चम्हित फकया गया । प्रोटीन के म्वद्युत ्रासायम्नि व्यवहार का अध्ययन चक्रीय वोल्टामेिी 

और प्रवाहकीय परमाणु बल माइक्रोस्कोपी (िां डम्क्टव एटॉम्मि फोसष माइक्रोस्िोपी) द्वारा फकया गया । ऐज़ूरीन 

प्रोटीन में चक्रीय वोल्टामेिी द्वारा ऑक्सीकरण और अपचयन शीर्ष क्रमशः 280 mV और 178 mV पर प्राप्त 

हुए। ऐज़ूरीन वेट्ररएटं्स (Cu-ऐज़ूरीन, Fe-ऐज़ूरीन और Ni-ऐज़ूरीन) प्रोटीन के धात-ुआयन कें द्र को संशोजधत 

करके पुनर्निर्मित फकए गए । वे पराबैंगनी-दशृ्यमान अवशोषण और फ्लोरोसेंस स्पेक्िोस्कोपी द्वारा भी म्चम्हित 

किये गए । सभी तीन अज़ुट्ररन वेट्ररएटं्स की अपचयोपचय कक्रया ऑक्सीकरण और अपचयन शीर्ष द्वारा दखेी गई। 

एज़ुट्ररन वेट्ररएटं्स तीन अलग-अलग उपकरणों पर इबमोम्बलाईज़ किये गए म्जहिोंने स्रोत और म्निास इलेक्िोड 

के बीच एक माध्यम (200 nm) के रूप में कायि फकया और तीनों उपिरण अत्याम्धि स्केलेबल और पुनरुत्पाफदत 

फील्ड इफ़ेक्ट िांजिस्टर िी तरि िाम िरने के जलए अनुकूल पाए गए । म्वद्युत मापन द्वारा सभी तीन उपकरणों 

में p-प्रिार िे फील्ड इफ़ेक्ट िांजिस्टर िा व्यवहार दखेा गया । उपकरणों में कम सबथ्रेशोल्ड सस्वंग (200 mV/ 

म्डिेड) और उच्च ऑन-ऑफ म्वद्युत प्रवाि अनुपात (105) म्मला । फील्ड इफ़ेक्ट िांजिस्टर उपकरणों के व्यवहार 
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को आठ सप्ताह की अवजध के जलए मापा गया और अत्याम्धि जस्थर व्यवहार प्राप्त हुआ । इन फील्ड इफ़ेक्ट 

ट्राांम्ज़स्टरों में दीर्िकाजलक जस्थरता के साथ उच्च थ्रूपुट कदखाया गया और सराहनीय सुदढृ़ता प्रदर्शित हुई । लचीली 

मेमोरी अनुप्रयोगों के जलए ररिॉम्बबनेंट ऐज़ूरीन पर आधाट्ररत एलुमीम्नयम / ऐज़ूरीन  / आई. टी. ओ. / पी. ई. 

टी. (इांम्डयम रटन ऑक्साइड / पोलीएम्थम्लन टेररपथेलेट) संरचना का उपयोग फकया गया । 500 चक्रों के जलए 

अत्याजधक जस्थर एल. आर. एस. (मांद प्रम्तरोधी अवस्था) और एच्. आर. एस. (उच्च प्रम्तरोधी अवस्था) पायी 

गयी । लचीले यहर िो िई बार मोड़ने िे बाद भी जस्थर प्रवाह और दोनों म्स्वचचांग अवस्थाएां पायी गयी । एज़ुट्ररन 

धातु आयन वेट्ररएटं्स आधाट्ररत मेमोरी उपकरणों का भी अध्ययन फकया गया । 10 चक्रों के जलए सभी तीन 

उपकरणों में जस्थर एल. आर. एस. और एच.् आर. एस. प्राप्त हुए । Cu-एज़ुट्ररन आधाट्ररत यहर ने बड़ी मेमोरी 

सवंडो के साथ सबसे अच्छा मेमोरी व्यवहार फदखाया । इसके अलावा, सभी तीन उपकरणों ने अच्छा दोहराव और 

म्स्थरता प्रदर्शषत िी । ररिॉम्बबनेंट एज़ुट्ररन द्वारा अच्छा संचालन व्यवहार फदखाया गया ह ैऔर इसे म्वद्युतीय 

सांवेदको के जवकास के जलए इस्तेमाल फकया िा सकता ह ै। ये उपकरण प्रोटीन आधाट्ररत मेमोरी को अन्य िैव-

संगत और िैव-एकीकृत म्वद्युतीय यहर के साथ एकीकृत करने के जलए तकनीकी िमी िो पूरा िरते हैं, िो की 

बेहद वांछनीय ह।ै 
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