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  مقدمه -۱

 دارویی، صنایع در طبیعی هایآنزیم متنوع کاربردهای وجود با
 برخی ،حسگربیو عنوان به نیز و شیمیایی کشاورزی، غذایی،

 پایین، عملکردی پایداری مثل هازیمآن ذاتی هایمحدودیت
 و ها آنزیم بازیابی مشکلات محیطی، شرایط به نسبت حساسیت

 کرده محدود را هاآن کاربرد تخلیص، و سازی آماده بالای هزینه
 طراحی به منجر زیستی و فناورینانو علوم تلاقی تازگیبه است.

 انعنو تحت آنزیمی شبه کاتالیستی فعالیت دارای نانوذرات
 آنزیم از متنوعی عملکردی هایویژگی که است شده ها نانوزایم

 واسطه به ها مینانوزا .[۱] گذارندمی نمایش به طبیعی های
 کم و آسان دیتول بالا، یداریپا جمله از منحصربفرد یها یژگیو

 به یطولان یزمان یهابازه در تیفعال حفظ ،نیهمچن و نهیهز
 اندشده شناخته یعیطب یها میآنز یبرا یمناسب نیگزیجا عنوان

 بردشیپ در شان ییتوانا به توجه با یمصنوع یهامیآنز [.2]
 ،یسموتازید دیسوپراکس ،یکاتالاز شبه وعمتن یهاواکنش

 ن،سرطا هدفمند درمان و صیتشخ در ،یدازیپراکس ،یدازیاکس
 یشناس سم یحت و یمونواسیا ،یستیز ییشناسا داروها، صیتشخ
 مطالعات تاکنون [.4 ,۳] بود خواهند پرکاربرد اریبس یطیمح

 پراکسیدازی مقلدهای ویژه به آنزیمی مقلد نانوذرات بر بسیاری

 عیصنا جمله از متفاوت یهاحوزه در هامینانوزا عیوس کاربرد و گرافن دیاکس اتیخصوص یبهبودبخش تیاهم به توجه با :چکیده
 آن یزدایپراکس شبه تیخصوص یبررس واره،ید چند یکربن ی/نانولولهاءیاح گرافن دیاکس چندسازهنانو سنتز هدف با مطالعه نیا ،ییدارو

 حاصل چندسازهنانو .شد انجام ونیگلوتات یتجار یهاکپسول در یکاربرد و عیسر ساده، یسنجرنگ روش با ونیگلوتات سنجش و
 همچون .داشت 2O2H به بیشتری تمایل طبیعی پراکسیداز آنزیم با مقایسه در و داد نشان خود از مطلوبی پراکسیدازی مقلد خاصیت
 دما ،pH به وابسته آن ستیکاتالی فعالیت و کرد تبعیت منتن-مکائلیس معادله از نانوزایم سینتیکی رفتار ی،طبیع های آنزیم از بسیاری

 یدازیپراکس شبه تیفعال مهار آن دنبال به و ژنیاکس فعال یهاگونه حذف در ونیگلوتات ییتوانا به توجه با .بود کاتالیست غلظت و
 حد و کرومولاریم 625 تا 5/62 آن تشخیص یخط یگستره که شد طراحی ونیلوتاتگ سنجش یبرا سنج رنگ حسگر یک زایم،نانو

  .شد استفاده موفقیت با نیز یتجار هایکپسول در ونیگلوتات سنجش برای یسنج رنگ روش این از .بود مولار میلی ۱5/0 صیتشخ

  .لوتاتیونگ کپسول کالریمتریک، سنجش پراکسیدازی، مقلد فعالیت نانوزایم، :کلیدی واژگان 
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 ،([۳] طلا نانوذرات ،[2] پلاتین )نانوذرات فلزی نانوذرات مثل
 و [6] فلزی هایهالید ،[5 ,4] فلزی اکسید نانوساختارهای

 عنوان به و است شده انجام [8 ,7] کربن پایه بر نانوذرات
 مورد بیوشیمیایی های آنالیز در کارآمد زیستی مقلد هایکاتالیست

 و گرافن کربن، پایه بر نانوذرات بین در .[۹] اندگرفته قرار استفاده
 اکسید و [۱0] گرافن اکسید مثل آن آب در محلول مشتقات

 و گرمایی رسانش وسیع، سطح دلیل به [۱۱] هشد احیا گرافن
 ویژه بار انتقال های ویژگی زیاد، مکانیکی کشش بالا، الکتریکی

 کارآیی با ردیعملک نانوذرات عنوان به ساخت، بودن هزینه کم و
 های آنزیم از بهتر حتی یا مشابه کاتالیستی فعالیت و بالا

 .اندگرفته قرار توجه مورد بیشتر ،(پراکسیدازها بخصوص)طبیعی
 به گرافیت اکسایش از که ستا ای ورقه ساختاری گرافن اکسید
 اکسید هایورقه خالص، گرافیت با مقایسه در آید. می دست
 عملکردی هایگروه دارای و اکسیژنه شدت به گرافن

 علاوه به هستند. پایه های صفحه روی اپوکسید و هیدروکسیل
 قرار ها ورقه ی حاشیه در زنی کربونیل و کربوکسیل های گروه
 اکسید آنزیمی شبه فعالیت بر عاملی های گروه این وجود دارند.
 نانوتیوب .[۱6-۱2]  است تاثیرگذار گرافن با مقایسه در گرافن
 کاندید از پراکسیدازی، کارآمد مقلدهای عنوان به نیز، کربنی های
 .[۱7] آیند می شمار به نانوزایم عنوانبه کاربرد برای مناسب های

Song که دادند اننش 20۱0 سال در همکارانش و 
GO_COOH آن تیفعال و دارد یذات یدازیپراکس شبه تیفعال 

 رییتغ یکیولوژیزیف یپارامترها لهیوس به شدت به ،HRP مشابه
 از کاتالیستی واکنش این داد نشان یکینتیس یهازیآنال کند.یم

 تیفعال  GO_COOH و کندیم یرویپ یپنگ نگیپ میسمکان
 .[۱8] دهدیم نشان یعیطب PHR به نسبت یبرتر کاتالیستی

 چندسازهنانو دادند نشان 20۱2 سال در ،محققان از یگروه
 امکان یدازیپراکس شبه تیفعال با 4O3GO_Fe یسیمغناط

 یها زیآنال کند.یم همافر یسنج گرن روش با را گلوکز سنجش
 از زین نانوساختار نیا کیتیکاتال تیفعال داد نشان یکینتیس
 نیمهمتر از یکی .[۱۹] کندیم یرویپ یپنگ نگیپ کینتیس

 یها تیمتابول سنجش ،یدازیپراکس یهامینانوزا یکاربردها
 دیپپت یتر .[20] است ونیگلوتات و گلوکز اوره، جمله از یستیز

 شده شناخته ی ولهیت ومولکولیب نیتر فراوان (GSH) ونیگلوتات
 و ایفا ردوکس هموستازی حفظ در مهمی نقش که است سلول در

 سیستئین تیول گروه کند، می عمل اکسیدانت آنتی یک عنوان به
 نقش ترتیب این به و دارد می نگه احیا حالت در را ها پروتئین
 در ونیگلوتات دارد. سلول رشد و پروتئین عملکرد حفظ در مهمی

 نقش ها دیپراکس و لیالکتروف متنوع باتیترک ییزدا تیسم
 میآنز برخی یبرا کوفاکتور ای دهما پیش کی رایز دارد، یدیکل
 دام به طریق از و است دازیپراکس ونیگلوتات مثل یمحافظت یها

  آسیب RNA و DNA به که آزاد هایرادیکال انداختن
 به و کندمی محافظت اکسیداتیو استرس از را هاسلول رسانند،می

 دمع دنده یم نشان مطالعات کند. می کمک ایمنی عملکرد حفظ
 سرطان، جمله از هایماریب از بسیاری با ونیگلوتات وحسط تعادل

 نیبنابرا .است مرتبط یعصب یهایماریب و یقلب مشکلات ی،ریپ
 برخوردار یاژهیو تیاهم از موجودات سلامت حفظ در ونیگلوتات
 داروسازی و تغذیه علوم در زیادی ارزش آن تشخیص و است
 کمی تعیین ایبر زیادی های استراتژی اینکه وجود با دارد.

 از بسیاری هایمحدودیت است، شده گرفته کار به گلوتاتیون
 از روش نبودن صرفه به مقرون همچون تشخیصی هایروش
 قیمت گران و پیچیده ابزارهای به نیازمندی و زمان و هزینه لحاظ
 سنجش امکان که شد آسانی و جدید هایروش یتوسعه به منجر
 با سازند.می پذیر امکان را یونگلوتات اختصاصی و حساس ساده،
 جهت یامکانات و هافرصت نانو، یفناور روزافزون ی توسعه
 طی شد. ارائه یسنجش یابزارها از یدیجد یها نسل یطراح
 هایحسگر از استفاده با هامولکول هدفمند سنجش اخیر ی دهه
 است کرده جلب را بسیاری پژوهشگران توجه سنج رنگ

 کاربرد به توجه با پژوهش، این در .[2۱-2۳ ,۱2 ,۱۱]
oxide Graphene پزشکی، متفاوت هایزمینه در شده احیاء 
 نانوذرات سایر با آن ترکیب امکان و غذایی صنایع و زیست محیط
 چنین هم ،[۱۳] آن حساسیت و کاتالیتیک فعالیت ارتقای برای

-واکنش جمله از دیواره چند کربنی های نانولوله های ویژگی

 Restacking از جلوگیری مقاومت، استحکام، شیمیایی، پذیری
 صدد در ،[24] الکترون انتقال سرعت افزایش و گرافن هایورقه
 های نانولوله و گرافن اکسید یپایه بر جدید ای نانوذره سنتز

 ضمن برآمدیم. پراکسیدازی شبه خاصیت با دیواره چند کربنی
GO/PPD/Multi- ینانوذره آنزیمی مقلد خاصیت ی مطالعه

nanotube carbon walled، جدیدی حسگر عنوانبه آن از 
 انتخابی و حساس ساده، سنجیرنگ روش یک یارائه برای
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 یآنت تیخاص اساس بر ونیگلوتات سنجش و صیتشخ جهت
  بردیم. بهره  آن یدانیاکس

 تجربی بخش -2

  تجهیزات و مواد -۱-2

Pharmacia  شرکت از Visible-UV سنجیطبف هایدستگاه

Biotech 3000مدل Ultrospec، رقمی چهار دیجیتالی ترازوی، 
pH ماریبن ،متر ertmMem روبشی الکترونی کوپمیکروس و 

 از caps Snow تجاری کپسول گرفتند. قرار استفاده مورد [25]
 شد. تهیه ژاپن کشور

 شرکت از شده دارعامل کربنی هایلولهنانو و گرافن اکسید
 Biomedicals MP شرکت از هیدروکلریک اسیدهای نوترینو،

 کاهنده، عامل عنوان به (PPD) آمین دی فنیلن پارا .شدند هیته
 پراکسید ،(NaAc) استات سدیم نیتریت، سدیم و آمونیاک

 دی (،4O2KH) فسفات هیدروژندی پتاسیم (،2O2H) هیدروژن
 تترا-5՛-5-۳՛-۳ (،4HPO2K) فسفات هیدروژن پتاسیم
 ،NaCl (،TMB) زا رنگ یماده پیش عنوان به بنزیدین متیل

 ن،یلوس ن،یسیگلا ن،یآلان لیفن یدهاینواسیآم ،گلوکز و لاکتوز
+ یهاونیکات و نیستئیس ن،یآرژن پتوفان،یتر

K، 2+
Ca، 2+

Zn، 
2+

Mg شدند خریداری مرک شرکت از. 

 کار روش -2-2

از روش بهینه  سنتز اکسید گرافن احیاء و عامل دار شده برای
، با اندکی تغییرات استفاده شو همکاران Kotalدر مطالعه شده 

گرافن اکسید با دستگاه  mg 80 ،بدین ترتیب که .[26] شد
 تعلیقهسپس به  .شد پخشدقیقه در آب  ۱0اولتراسونیک به مدت 

شد.  افزودهمحلول آمونیاک  µl 480و  mg 800 PPDحاصل 
 ساعت در دمای 6محلول بدست آمده به مدت 

°C ۹5 سازی محلول حاصل شفاف برایشد. در نهایت،  بازروانی
انجام  گریزانهلتراسیون با آب و اتانول به وسیله ی چندین بار فی

( که عاری از ناخالصی است به GO/PPDماده بدست آمده ) شد.
 خشک شد. C 60°ساعت در دمای  ۱2مدت 

بین اکسید گرافن و نانولوله های چند  C-Cایجاد پیوند  برای
دار شده تولید دیواره، نمک دیازونیوم اکسید گرافن احیاء و عامل

در  HClحجمی( -% )حجمی40شد. به این صورت که محلول 
 GO/PPDای به مخلوط به شکل قطره C5-0° ی دمایی بازه

 افزودهگرم( حین هم زدن  26/۱و سدیم نیتریت )  گرم( 07/0)
 شد.

های دار شده با عاملهای کربنی عامللولهگرم از نانو 07/0
دقیقه در آب  ۱0کربوکسیلیک تحت امواج اولتراسونیک به مدت 

 این مخلوط در دمای .شد. افزوده بالادیسپرس و به مخلوط 
 °C 75  ساعت  4در یک فضای نیتروژنی حین هم زدن به مدت

( چندبار با GO/MWCNT)هیبرید  شد. محلول حاصل بازروانی
 از آن در دمای  پسو  گریزانهآب و اتانول 

◦
C60  ۱2مدت  به 

 ساعت خشک شد. 

شبه پراکسیدازی نانوذرات بر پایه  کاتالیستیلیت برای ارزیابی فعا
، گرافن احیاء شده با پارا فنیل (GOاکسید گرافن ) ی گرافن یعنی

( و اکسید گرافن احیاء شده/نانولوله ی GO/PPDدی آمین )
 اکسایش( آزمایش GO/PPD/MWCNTکربنی چند دیواره )

انجام  H2O2در حضور  TMBزای ی رنگپیش مادهکاتالیتیک 
میلی مولار )رقیق شده در بافر  µl ۱۳5 H2O2 80. [27]شد 

NaAc ۱00 ( ۳میلی مولارpH ))  باµl ۱۳5 TMB 5  میلی
از هر یک از  µl ۳0( مخلوط و DMSOمولار )حل شده در 

 پسو  افزودهمیلی گرم بر میلی لیتر  2مذکور با غلظت نانوذرات 
دقیقه در دمای اتاق، طیف جذبی  ۳از انجام واکنش به مدت 
نانومتر مورد بررسی قرار گرفت.  652نمونه ها با تغییر رنگ در 

 و فاقد نانوذره بود.ماده پیشنمونه شاهد شامل دو 

یی همچاون  تاثیر فاکتورهاا واکنش  طیشرا یساز نهیبهبه منظور 
و دماا بار فعالیات شابه پراکسایدازی       pHزمان، غلظت نانوذره، 

GO/PPD/MWCNT .بررسی شد 

تعیین زمان مناسب واکنش، فعالیت نانوزایم طبق روش ذکر  برای
دقیقاه بعاد از آغااز واکانش      ۱-5شده در بالا در فواصل زمانی  

 صاورت  باه سنجیده شد. مدت زمانی که پیشرفت واکانش در آن  
 زمان بهینه فعالیت نانوزایم در نظر گرفته شد. عنوان بهت خطی اس

 GO/PPD/MWCNT تغییار غلظات  با  ،نانوذره یبهینهغلظت 
حجام  در ( تار یل یلا یگارم بار م   یلیم 2، ۱، 5/0، 25/0، ۱25/0)
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سنجش واکنش آنزیمی طبق روش بالا انجاام  شد.  نییتع واکنش
 شد. سهینانومتر مقا 652در طول موج  یجذب یهافیطو 

های بر فعالیت شبه آنزیمی نانوذره، محلول pHبرای مطالعه اثر 
-5/6متفاوت ) pHمیلی مولار با مقادیر  ۱00بافری سدیم استات 

و طبق روش  متفاوتهای pH( تهیه شدند و فعالیت در 2
نانومتر  652و تغییرات جذب در  گیریاستاندارد سنجش اندازه

بار تکرار شد. حداکثر فعالیت سه  pHدر هر ها سنجش  .ثبت شد
% در نظر گرفته شد ۱00ی سنجش شده ها pHمشاهده شده در 

و فعالیت نسبی سایر سنجش ها در مقایسه با این مقدار محاسبه 
 و گزارش شد.

دقیقه  ۱0به مدت ماده پیشتعیین دمای بهینه واکنش نیز  برای 
د. سپس درجه سانتیگراد( انکوبه شدن 20-80در دمای مورد نظر )

در همان دما  پیش مادهنانوزایم به  افزودنفعالیت شبه آنزیمی با 
گیری شد. هر سنجش در هر دما سه بار تکرار شد. حداکثر اندازه

% در نظر گفته ۱00فعالیت مشاهده شده در دماهای سنجش شده 
ها در مقایسه با این مقدار شد و فعالیت نسبی سایر سنجش

 محاسبه و گزارش شد.

دقیقه  ۳طی بازه ی زمانی  steady-stateیش های سینتیک آزما
نانومتر با استفاده از  652با بررسی تغییرات جذب در طول موج 

 تحت شرایط اپتیمم )دمای  UV-Visible طیف سنجی
◦
C۳5 ،

۳pH  انجام شد. بمنظور محاسبه پارامترهای سینتیکی )Km  و
Vmaxمتفاوتی ، فعالیت شبه پراکسیدازی در حضور غلظت ها 
ی دیگر ارزیابی شد. پیش مادهو غلظت ثابت  پیش مادهیک 

با ) GO/PPD/MWCNTنانوذره ی  µl۳0 بدین ترتیب که 
و  کاتالیستنیم میلی گرم بر میلی لیتر( به عنوان غلظت نهایی 

µl ۱۳5  متفاوتغلظت های H2O2  (25-۱56/0  یا )میلی مولار
TMB (7-25/0 مولار یلیم )کنش شبه آنزیمی انجام وا برای

پیش  متفاوتهای استفاده شد. منحنی سرعت اولیه برعلیه غلظت
رسم  6نسخه ی   Graphpad Prism افزار نرمبا استفاده از  ماده

( محاسبه Vmax( و سرعت ماکزیمم )Kmشد و ثابت میکائیلیس )
 شدند.

 µl ۳0منظور انجام روش رنگ سانجی تشاخیص گلوتااتیون،    هب
 GO/PPD/MWرم بر میلای لیتار ناانوذرات   محلول نیم میلی گ

CNT   را باهµl ۱۳5 از H2O2 5    میلای ماولار )در باافرNaAc  

میلی مولار )حال   µl ۱۳5 TMB ۳و  (( ۳pHمیلی مولار ) ۱00
 ۱5مخلوط واکنش به مدت  ،سپسشد.  افزوده(  DMSOشده در

 µl در بن مااری انکوباه شاد. در اداماه     C ۳5°دقیقه در دمای  
میکرومولار( به  0-2500گلوتاتیون ) متفاوتهای از غلظت  ۱00

انکوباه   C ۳5°دقیقه در دماای   ۱5برای  دوبارهو  افزودهواکنش 
در  TMB اکساایش  مقدارشد. طیف جذبی در دمای اتاق ثبت و 

ی نموناه  ها در این آزمایشنانومتر مورد بررسی قرار گرفت.  652
ره باه عناوان   ها و گلوتاتیون در عدم حضور نانوذپیش مادهحاوی 

 شاهد در نظرگرفته شد.

( The standard additions method) اساتاندارد  نافزودروش 
مورد استفاده قارار   یکاربرد یدر نمونه ها ونیگلوتات نییتع یبرا

شاده   زیهموژناا  یتجار هایدارو یمحلول از نمونه  کیگرفت. 
 تار یل یلا یم ۱00وزن و در  کپساول  گرم پودر یلیم ۱0شد.  هیته

با اساتفاده  شد و  حل ( ۳pHمیلی مولار ) ۱00  استات میبافر سد
 افزودهبا  ونیبا گلوتات Spike ینمونه ها شد. لتریف یکاغذ صاف از

شده،  قیرق های کپسولبه نمونه  ونیگلوتات متفاوت ریکردن مقاد
 و مخلوط شدند. هیته

 بحث و نتایج -۳

 فنگرا ی هیپا بر نانوذرات اتیخصوص نییتع -۳-۱

با استفاده از  یگرافن ینانوساختار ها شناسیریختساختار و 
بررسی  قرار گرفت. یمورد بررس SEMو  FT-IR یزهایآنال

اعداد  هایی را درنواربرای گرافن اکسید  FT-IRطیف سنجی 
cmو  ۱224، ۱628، ۱7۱7، ۳4۳0 موجی

دهد نشان می ۱047 1-
های ر گروهد OH ،C=O–که به ترتیب متناظر با پیوندهای 

 C–Oو  C–OHهای آروماتیکی، در حلقه C=Cکربوکسیل، 
از احیا شدن و اصلاح گرافن  پس رود. هرچند انتظار میهستند

های اکسیژنی است، هایی که مربوط به گروهنواراکسید، شدت 
 های جدیدی در نواردر اثر احیا شدن گرافن اکسید،  کاهش یابد.
cmو  ۱۱78 ،۱5۳8، ۳۳40، ۳460 اعداد موجی

به وجود  7۳۳ 1-
–NH2 ،N–H ،C–آید که به ترتیب نشان دهنده پیوندهای می

N  و جابجایی ارتعاشیN–H است .CNT  ضعیف در  نواریک
cm

cmقوی در  نوارو یک  ۱070 1-
 به خاطر کشش ۳4۳0 1-

 C–O  و جابجایی ارتعاشیO–H از پیوند  پسدهد. نشان می
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ید احیا شده، پیک مربوط و گرافن اکس MWCNTشیمیایی بین 
cmدر  N-Hبه 

رود و این نشان دهنده ایجاد از بین می ۳۳40 1-
و گرافن اکسید احیا شده است  MWCNTپیوند کووالانسی بین 

 دیاکس ،الف مشخص است-2(. همانطور که در شکل ۱)شکل 
 یدار، نازک و مجتمع تصادف نیچ یاهیلا یگرافن ساختارها

 به  ،تیجهت دار گراف یاهیار لاساخت نیدهد. اینشان م
دهد ب نشان می-2شکل نامتعادل شده است.  اکسایش یواسطه

ساختار متراکم و  کیهای کربنی چند دیواره دارای که نانولوله
جهت دار  مانند بهم آمیخته است که به صورت لایه هایلوله 

باز شده  اکسایشاز  پس MWCNTیینقاط انتهاعمودی بوده و 
اند، سطح شده دهیها به انواع کوتاهتر برMWCNTز ا یو برخ

مانطور که در . هبرخوردارند یو از رنگ روشن تر هشد دهییسا
سطح  بر وارهیچند د یکربن یهانانولوله ،شود یم دهید ج-2شکل 

 .اندپخش شده به خوبی شده اءیگرافن اح دیاکس یورقه ها

، GO ،GO/PPD ،MWCNTنانوساختارهای  FT-IRطیف  :۱شکل 
GO/PPD/MWCNT. 

 

 

 

، MWCNT، ب( GOنانوساختارهای الف(  SEMتصاویر  :2شکل 

 . GO/PPD/MWCNTج(

 گرافن ی پایه بر نانوذرات پراکسیدازی شبه فعالیت -2-۳

شبه پراکسیدازی نانوذره  کاتالیستیبرای مقایسه ی فعالیت 
GO/PPD/MWCNT  اجزای تشکیل دهنده ی آن، با

TMBی معمول پراکسیداز پیش مادهوان رنگ به عنی بی
 H2O2در حضور  ستیکاتالی اکسایشانتخاب شد، که طی واکنش 

ی شبه پراکسیدازی، می تواند به محصول آبی رنگ و نانوذره 
(5՛-5-۳՛-۳- ،تترا متیل بنزیدین دی ایمینTMBDI )

متفاوت وجود دارد،  اکسایشدو مرحله  TMBاکسید شود. برای 
تک الکترونی اتفاق می افتد که  اکسایشک مرحله، ی نخستیندر 

بیشینه ی طول موج جذبی رادیکال های کاتیونی آزاد حاصل از 
 اکسایشنانومتر می باشند. در مرحله دوم،  652و  ۳70آن، در 

تک الکترونی دیگری از رادیکال کاتیون اتفاق می افتد و منجر به 
ومتر جذب نان 450تشکیل مشتق دی ایمین می شود که نور را در 

 TMB هیاول های مولکول درصد 50 که یقبل از نقطه امی کند. 
شوند، رنگ مخلوط واکنش سبز و پس  لیتبد ونیکات کالیبه راد

الف -۳مکانیزم واکنش در شکل  .[2۳] کند یم رییاز آن به زرد تغ
 + GO/PPD/MWCNTنشان داده شده است. سیستم واکنش 

H2O2 + TMB   رنگ آبی تیره واضحی در مقایسه با نمونه ی
که  کنداست، ایجاد می H2O2و  TMBکنترل، که فقط شامل 

برای انجام  کاتالیستی لزوم حضور نانوذره به عنوان نشان دهنده
 652توجه به حداکثر پیک جذبی در  پذیری واکنش است. با

شود، فعالیت ب مشاهده می-۳نانومتر، همانطور که در شکل 
خالص و  GOتر از قوی GO/PPD/MWCNTنانوذره 

GO/PPD  .مثل  های عملکردیگروه وجود برخیبود
، ورقه های اکسید هیدروکسیل، اپوکسید، کربوکسیل و کربونیل

آن را در آب  پخشو امکان  ساخته دوستآبگرافن را به شدت 
کند. اکسید گرافن به وسیله امواج ملایم اولتراسونیک فراهم می

(GO از لحاظ رسانایی الکتریکی عایق است، بنابراین روند انتقال )
و فعالیت شبه پراکسیدازی به شدت پایین  انجام نشدهالکترون 

تقال است. طبق مطالعات پیشین، هدایت الکتریکی و توانایی ان
های اکسید گرافن از طریق احیاء شدن شیمیایی الکترون ورقه

نیز از پارا فنیلن دی آمین  ،در این مطالعه .[۱6]یابد افزایش می
(PPD جهت احیای این ورقه ها بمنظور ارتقاء خاصیت شبه )

پراکسیدازی استفاده شد. قرارگیری ساختار آروماتیکی بزرگ 
PPD های اکسید گرافن از تجمع وبین ورقه aggregation  

 کند. در نهایت ساختاری لایه لایه ایجاد ها جلوگیری میآن
. [28]شود که برای انتقال الکترون بسیار مناسب خواهد بود می

افزایش انتقال الکترون با افزایش فعالیت مقلد پراکسیدازی همراه 
نانومتر  652که به صورت پیک جذبی قوی تر در طول موج است 

ن نانولوله های کربنی افزودقابل مشاهده است.  GOدر مقایسه با 
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های کربوکسیلیک به این ساختار دار شده با عاملعامل دیوارهچند
های فعال بر افزایش انتقال الکترون، جایگاه افزوناحیا شده، 

بالاتری برای  ذیری و فعالیت شیمیاییپو در نتیجه واکنش بیشتر
GO/PPD/MWCNT ی دیگر فراهم در مقایسه با دو نانوذره

، بنابراین در این مطالعه از بین نانوذرات مورد بررسی، [24]کند می
ی کربن چند دیواره به عنوان اکسید گرافن احیاء شده/نانولوله

 مقلد آنزیمی کارآمد برای مطالعات بعدی انتخاب شد.

 
 اکسایش یکننده ستیکاتال GO/PPD/MWCNTواکنش  زمیمکانالف(  :۳شکل 

TMB  در حضورH2O2 ب( طیف جذبی .UV-Visible های واکنشی از سیستم
(  a  )H2O2+TMB،b  )GO+H2O2+TMB،cمتفاوت:

GO/PPD+H2O2+TMB،d  )GO/PPD/MWCNT+H2O2+TMB  که به
 مدت سه دقیقه در بافر سدیم استات انکوبه شدند.

 بهینه سازی شرایط واکنش -۳-۳

، همانند آنزیم پراکسیداز ی شبه پراکسیدازیهافعالیت نانوزایم
 کاتالیست، دما و غلظت pHهایی مثل ابسته به فاکتورطبیعی و

 pHالف، بررسی تغییرات جذب در -4. مطابق شکل [2۹]است 

 کاتالیستینشان داد نانوزایم مورد مطالعه فعالیت  متفاوتهای 
سازی شرایط واکنش، بهینه برای ،دارد، بنابراین pHبه  وابسته

 2از  متفاوتهای  pHدر محلول های بافری با  pHوابستگی به 
های گزارش شده بسیاری از نانوزایم همانند بررسی شد.  5/6تا 

[۳0 ,۳۱] ،pH  بهینه فعالیتGO/PPD/MWCNT به دست ،
 نشان دادب -4نتایج شکل  ،شدآمد. همانطور که پیش بینی می

 یغلظت برا نیترو مناسب استمتاثر از غلظت آن نانوذره  فعالیت
)در حجم  تریل یلیگرم بر م یلیم مین ی،بعد یهاانجام تست

ظت های توجه به تاثیر نامطلوب غلبا  واکنش( به دست آمد.
بالاتر بر شفافیت محیط سنجش فعالیت و ایجاد اختلال در طیف 

ها صرفنظر شد. همچنین بررسی تغییرات از این غلظت ،جذبی
درجه سانتیگراد )با فاصله  80تا  20ی دمایی گسترهجذب در 

نانوذره نشان داد این  (ج-4شکل ) درجه سانتیگراد( 5دمایی 
-Cuهای بر پایه ی گرافن ) چندسازهرفتاری مشابه با برخی نانو

Ag/rGO و Nitrogen-doped graphene quantum dots) 
به دست آمد.  C ۳5° آن فعالیتدمای بهینه و  دارد [۳۱, 2۹]

ی نانوذره با TMB ستیکاتالی اکسایشبنابراین برای 
GO/PPD/MWCNTنیم میلی گرم  ستکاتالیمناسب  ، غلظت

 ۳5 ،و دمای بهینه ۳بهینه  pHبر میلی لیتر در حجم واکنش، 
در دامنه  GO/PPD/MWCNTی نانوذره درجه سانتیگراد است.

pH  درجه سانتیگراد  80تا  20ی وسیع دمایی و گستره 6تا  2ای
(، HRPنشان داد، در حالیکه پراکسیداز طبیعی ) ستیفعالیت کاتالی

درجه سانتیگراد،  50و دماهای بالای  ۳تر از  های پایین pHدر 
خود را تا حد زیادی از دست  ستیغیرفعال شده و فعالیت کاتالی

ی نانوذره کاتالیستی پایداری ،بنابراین .[۳2]می دهد 
GO/PPD/MWCNT  در بازه ی وسیع دما وpH باعث برتری ،

های زمینهآن بر آنزیم پراکسیداز طبیعی و بکارگیری آن در 
 کاربردی می شود.  متفاوت
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بستگی تغییرات جذبی ناشی از فعالیت شبه پراکسیدازی نانوذرات : وا4شکل 

GO/PPD/MWCNT  به: الف( غلظت نانوذره، ب( مقدارpH آزمایشات  .و ج( دما
و دما  با استفاده از یک میلی گرم بر میلی لیتر  pHمربوط به 

GO/PPD/MWCNT ،۱۳5  ماکرولیتر ازH2O2 80  میلی مولار وTMB 5  میلی
 م شد.مولار انجا

 کاتالیستیپارامترهای سینتیکی فعالیت  -4-۳
GO/PPD/MWCNT 

و ثابت  پیش مادهدر شرایط بهینه فعالیت، با تغییر غلظت یک 
ی دیگر، رفتار سینتیکی نانوزایم پیش مادهنگه داشتن غلظت 

بررسی و مشخص  TMBو  H2O2ی پیش مادهنسبت به هر دو 
کند. منحنی وی میمنتن پیر-شد نانوذره از سینتیک مکائلیس

ب به -5الف و -5منتن مطابق شکل های _میکائیلیسهای 
، ثابت steady-stateدست آمدند و پارامترهای سینتیکی 

( از Vm( و ماکزیمم سرعت واکنش )Kmمنتن )_میکائیلیس
د( محاسبه و -5ج و -5برک )شکل های _نمودار های لاین ویور

آنزیم طبیعی، فعالیت ارائه شد. جالب اینکه همانند  ۱در جدول 
نیز در غلظت های بالای  GO/PPD/MWCNTکاتالیتیک 

H2O2 شود. مهار میKm  پیش تمایل آنزیم به  بررسیشاخص
پیش ست و هرچه مقدار آن کوچکتر باشد، تمایل آنزیم به ماده
ی نانوذره Km. مقدار [۳۳]بیشتر است  ماده

GO/PPD/MWCNT  باH2O2 ۹6/0، پیش مادهعنوان به 
میلی مولار به دست آمد که خیلی پایین تر از مقدار گزارش شده 

میلی مولار( و برخی نانوزایم ها  7/۳طبیعی ) HRPآنزیم  برای
 TMBی پیش مادهبرای  Km(. با این وجود، مقدار ۱ بود )جدول

ی تمایل کمتر برای اتصال به نشان دهنده بالاتر بود که HRPاز 
ممکن است  TMBاست. تمایل کمتر به  TMBی پیش ماده

های فعال بیشتر برای ناشی از وجود و در دسترس بودن جایگاه

H2O2  بالا از  نسبتبهباشد که نیاز به غلظتTMB  را برای
با توجه به مطالعات پیشین،  .[۳4]کند آزمایشات توجیه می

افتد، اتفاق می H2O2 قال الکترون از گرافن بهاستنباط شد که انت
سطوح  برهای کربوکسیلیک با گروه TMBمولکول  همچنین،

GO/PPD/MWCNTپیش های اتصال ، که به عنوان جایگاه
برقرار کرده و  - عمل می کنند، میانکنش هیدروفوبیک و ماده

می  GO/PPD/MWCNTوه های آمینو را به جفت الکترون گر
دهد. افزایش چگالی و تحرک الکترون در نانوذره ی گرافنی 

تسریع شده و  H2O2باعث می شود انتقال الکترون از نانوزایم به 
اسیدی اتفاق  pHتحت شرایط  H2Oبه  H2O2در نتیجه کاهش 

 H2O2به وسیله  TMB اکسایشمی افتد و سرعت واکنش 
 GO/PPD/MWCNTنانوذره ی  Vmax. [۱8]افزایش می یابد 

 ۱/۱×۱0-8به ترتیب  TMBو  H2O2های پیش مادهنسبت به 
 ر بر ثانیه به دست آمد.مولا ۹/۹× ۱0-8مولار بر ثانیه و 

 

 

 

 

 

 

 

 

واکنش کاتالیز شده به وسیله  steady-stateآنالیز های سینتیک  :5شکل 
GO/PPD/MWCNT( سرعت واکنش .V به وسیله یک میلی گرم بر میلی لیتر )
GO/PPD/MWCNT  ۱00و با استفاده از بافر سدیم استات ( ۳میلی مولار=pH )

متنوع  H2O2میلی مولار و غلظت  TMB 5غلظت  در دمای اتاق محاسبه شد. الف(
متنوع بود. ج و د(  TMBمیلی مولار و غلظت  H2O2 80بود. ب( غلظت 

یا  TMB) پیش مادهبا یک غلظت ثابت از یک  Double reciprocalنمودارهای 
H2O2 ی دیگر.پیش ماده( و غلظت های متنوع از 
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 آنزیمی متنوع.های مقلد Km: مقایسه ی پارامتر سینتیکی ۱جدول 

 

سنجش گلوتاتیون با استفاده از سیستم  -5-۳
GO/PPD/MWCNT-H2O2-TMB 

رنگ  حسگر کی یبا طراح ،شو همکاران Chen 20۱8در سال 
 Sulfide یها چندسازهنانو هیبر پا یسنج

GO/montmorillonite/Ni توانستند مقدار ،H2O2  وGSH  را
 اندازه کرومولاریم 504۳/0و  7۳/۹ صیتشخ گسترهبا  بیبه ترت

گرافن کوآنتوم دات  ،Yangو  Li . همچنین[۳5] کنند یریگ
 یذات یدازیشبه پراکس تیسنتز کردند که فعال ار( GQDs) ییها

با حد  بیبه ترت ونی، گلوکز و گلوتاتH2O2 ییآن ها جهت شناسا
به کار  کرومولاریم 5/0 و کرومولاریم 5/0نانومولار،  ۱0 صیتشخ

با  سهیدر مقا GQDs ینسبتا بالا کاتالیستی تیفعال گرفته شد.
GO موثر  بیآن ها در ترک ییبه سرعت انتشار بالا و توانا

 نیز ،. در پژوهش حاضر[۳6] نسبت داده شد یستیز یمولکول ها
بر اساس توانایی گلوتاتیون در حذف رادیکال های آزاد تولید شده 

و  TMB اکسایش، اثر مهاری گلوتاتیون بر TMB اکسایشطی 
، روش سنجش H2O2 [2۳]رقابت این مولکول با  ،همچنین

سنجی گلوتاتیون با استفاده از سیستم رنگ
GO/PPD/MWCNT-H2O2-TMB  ارائه شد. همانطور که در

الف نشان داده شده است، با افزایش غلظت گلوتاتیون، -6شکل 
یابد، به طوریکه در مینانومتر به تدریج کاهش  652جذب در 

میکرومولار گلوتاتیون سیستم واکنش تقریبا بی رنگ  625غلظت 
شود که به آسانی با چشم غیرمسلح نیز قابل تشخیص است. می

، مجموع بارهای سطحی پیشینطبق آنالیز زتا پتانسیل و مطالعات 
های کربوکسیل به شود گروهنانوذره منفی است و پیشنهاد می

سطح  بر H2O2کنند. مولکول های رنده عمل میعنوان یک پذی
GO/PPD/MWCNT  جذب می شوند و پیوندO-O  درH2O2 

های کربوکسیل به عنوان منبع شود. در واقع گروهشکسته می
سازی عمل کرده و طی پروتونه شدن، دو رادیکال پروتون

به شدت  OH•های . رادیکال[۱4]شود هیدروکسیل تولید می
بی رنگ را به فرم  TMBاکسیداتیو هستند و می توانند به آسانی 

ی این واکنش ی آبی رنگ تبدیل کرده که در نتیجهاکسید شده
آید. گلوتاتیون با دارا ت مینانومتر به دس 652پیک جذبی قوی در 

بودن گروه های عملکردی متنوع از جمله کربنیل، آمین و تیول، 
خاصیت نوکلئوفیلی دارد و به سرعت با رادیکال های آزاد وارد 

-ی قوی هم میشود و به عنوان یک عامل احیاکنندهواکنش می

برای  را H2O2حاصل از تجزیه ی  OH•تواند رادیکال های 
را  TMBتواند فرم اکسید از بین ببرد و هم می TMB اکسایش

. دامنه ی تشخیصی [۳۹-۳7, ۳0, 2۱, ۹]به حالت اولیه برگرداند 
( LODمیکرومولار و حد تشخیص ) 625تا  5/62گلوتاتیون 

این نتایج نشان داد، . ج(-6)شکل  به دست آمدمیلی مولار  ۱5/0
که  GO/PPD/MWCNTی نانوذره کاتالیستیر فعالیت مها

 بررسیوابسته به غلظت گلوتاتیون است، استراتژی مناسبی برای 
 2های زیستی است. همانطور که در جدول گلوتاتیون در نمونه

اگرچه در مقایسه با سایر روش هایی که  نشان داده شده است،
د از جمله روش های برای شناسایی گلوتاتیون به کارگرفته شده ان

 ،ی و همچنینسنجطیفکروماتوگرافی، فلورسنس، الکتروشیمی، 
، روش رنگ سنجی ارائه شده [2۱]های رنگ سنجی مشابه روش
، اما طبق مطالعات انجام شده با دارد یبالاتر ییشناسا یهگستر

ترکیبات آلی مثل  نافزوداعمال یکسری اصلاحات از جمله 
به  [42]یا نانوذرات فلزی  [4۱]ها ، متالوپروتئین[40]کوئینون 

آن را  ستیتوان فعالیت کاتالیساختار گرافنی مورد مطالعه می
سازی زمان انجام آزمایش و سهولت آمادهافزایش داد و با توجه به 

تواند به عنوان یمواد، هزینه کم و حساسیت، روش ارائه شده م
 یک سیستم شناسایی مناسب با سایر روش ها قابل رقابت باشد.
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محلول های  UV-Visibleالف( تغییرات طیف  :6شکل 
GO/PPD/MWCNT+H2O2+TMB  از گلوتاتیون. ب(  متفاوتدر غلظت های

 ۱00نمودار کالیبراسیون خطی شناسایی گلوتاتیون. آزمایشات در بافر سدیم استات 
دقیقه انجام شد.  ۳0درجه ی سانتیگراد به مدت  ۳5( و دمای =۳PHمولار )میلی 

میلی  5میلی مولار،  ۳به ترتیب  GO/PPD/MWCNTو  TMB ،H2O2غلظت 
 .مولار و یک میلی گرم بر میلی لیتر بود

های با استفاده از روش GSHی خطی و حد تشخیص گسترهمقایسه ی  :2جدول 
 .متفاوتسنجشی 

 

 اصیت سیستم شناسایی نسبت به گلوتاتیوناختص -6-۳

سیستم شناسایی نسبت به  این اختصاصیت یبررس برای
معمول  یاجزااز چندین ماده ی احتمالی مداخله گر  اثر، گلوتاتیون

تحت ، ، لاکتوز و گلوکزNaClاز جمله  ییدارو یآماده ساز در
 روش سنجش گلوتاتیونشد.  یبررس یشگاهیآزما ینهیبه طیشرا

 ن،یلوس ن،یسیگلا ن،یآلان لیمثل فن دها،ینواسیاز آم یبرخبر 
+مثل  ییهاونیو کات نیستئیس ن،یآرژن پتوفان،یتر

K ،Ca
2+ ،

Zn
2+ ،Mg

 تیکنترل اختصاص گر و جهتمداخله، به عنوان +2
همانطور که در شکل  بررسی قرار گرفت. موردگلوتاتیون سنجش 

دو های غلظتنشان داده شده است، تغییرات شدت جذب با  7
)به جز  سایر ترکیبات نشان داد برابر ترکیبات مداخله گر

 اکسایش کاتالیستیواکنش  بر بسیار ناچیزی تاثیر سیستئین(
TMB تنها سیستئین منجر به تغییر از بین آمینواسیدها و  دارند

ممکن اگرچه  شود.جذب در سیستم واکنش میکاهش رنگ و 
 یژگیوو  داشتن گروه تیولی حضور سیستئین، به واسطهاست 

تداخل ایجاد  GSH شناساییدر  ونیگلوتات مشابه ییایمیش یها

 GSHقدرت آنتی اکسیدانی بسیار بیشتر  ، اما با توجه بهکند
نسبت به سیستئین و نیز غلظت دو برابری سیستئین نسبت به 

گلوتاتیون قابل چشم  بررسی، تاثیر آن در در این آزمون گلوتاتیون
. در گزارش های مشابه نیز از اثر تداخلی سیستئین با استپوشی 

. بنابراین سیستم [۳۹]اند این روش شناسایی صرفنظر کرده
گلوتاتیون ص برای تشخیشناسایی ارائه شده حساسیت بالایی 

 برای آنالیز گلوتاتیون روش کاندیدای ارزان، ساده و مناسبیو دارد 
 .استر صنایع غذایی، داروسازی و غیره د

 

: اختصاصیت روش ارائه شده برای سنجش گلوتاتیون در برابر چندین ماده 7شکل 
 ی مداخله گر.

 کاربرد درکنترل کیفیت نمونه ی کپسول گلوتاتیون -7-۳

 یبرا یبه عنوان روش ،سنجش ستمیس نیاستفاده از ا مکانا
 ۳بررسی شد. براساس جدول  ،در داروها ونیگلوتات تیفیکنترل ک

با  درصد ۳/۹۹-6/۹۹ی  گسترهاز نمونه ها در  ونیگلوتات یابیباز
بود، که نشان داد  درصد ۳۱/۱-77/۱مقادیر انحراف معیار نسبی 

در آماده  ونیگلوتات تیفیکنترل ک جهت ییشناسا ستمیس نیا
با به دست آمده  جینتا. است قابل اعتماد و دقیق داروها یساز

 .[۳۹, ۱۱] است سهیقابل مقا نتایج سایر مطالعات مشابه

 رقت(. ۳ی کپسول تجاری )ها: سنجش گلوتاتیون در نمونه۳جدول 
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  گیرینتیجه -4

روش  به GO/PPD/MWCNT ی جدیدهنانوذردر این مطالعه، 
برخی از و  اش سازنده یاجزا اب که در مقایسه سنتز شدیی ایمیش

ی ذاتی دازیشبه پراکس تیفعالگرافن بر پایه  نانوذراتسایر 
 کاتالیستی تیفعال میسمکان یمطالعه  .مطلوب تری نشان داد
GO/PPD/MWCNT  آن یدازیشبه پراکس تیفعالگویای 

 ینانوساختارها وبود  منتن_سیلیکائیم کینتیمطابق س
GO/PPD/MWCNT یبراتری بالا لیتما H2O2  در مقایسه

 ی، از نانوساختارهاویژگی ها نای اساس برنشان دادند.  HRPبا 
GO/PPD/MWCNT برای دیجد دازیمقلد پراکس کی به عنوان 

در  ونیگلوتات ییتوانا ا تکیه براستفاده شد. ب ونیگلوتات ییشناسا
و مهار فعالیت شبه پراکسیدازی  ژنیفعال اکس یهاحذف گونه

یک ، GO/PPD/MWCNT_H2O2_TMBنانوزایم در سیستم 
با موفقیت  طراحی و ،یو انتخاب حساس ،ساده یرنگ سنجروش 

 استفاده شد. یتجار هایکپسول در ونیسنجش گلوتات در راستای
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Abstract: Due to the importance of the improvement of graphene oxide characteristics and wide applications of 

nanozymes in various fields such as pharmaceutical industry, here, a reduced graphene oxide/multi-walled 

carbon nanotube nanocomposite was synthesized and after evaluating its peroxidase-like activity, a simple, fast, 

and practical colorimetric method was developed to detect glutathione in commercial capsules. The 

nanocomposite exhibited good peroxidase mimic activity, as its affinity to H2O2 was higher when compared with 

natural peroxidase enzyme. The nanozyme followed Michaelis-Menten kinetics and its catalytic activity was 

dependent on pH, temperature, and concentration of the catalyst. Due to the ability of glutathione to remove 

reactive oxygen species and consequently inhibition of peroxidase-like activity, a colorimetric sensor was 

designed for detection of glutathione with a linear range of 62.5 to 625 μM and detection limit of 0.15 mM. The 

colorimetric method was successfully used to measure glutathione in commercial capsule. 

  

 

 


