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چکيده
آمینهای بیوژنیک مولکولهای آلی کوچکی هستند، که در ساختار شیمیایی آنها یک یا چند گروه آمین وجود داشته و بر فرآیند زیستی و شیمیایی بدن جانداران اثر میگذارند. خواص هورمونی آنها باعث میشود نقشهای زیستی حیاتی در بدن انسان داشته باشند. این ترکیبات در غذاهای تازه به خصوص منابع غنی از پروتئین و محصولاتی غذایی یافت میشوند. آمینهای بیوژنیک در بدن دارای محدوده غلظتی مشخص هستند، فراتر از محدوده غلظتی خود اثراتی همچون افزایش فشار خون، آسیب به کبد، انواع میگرنها، انواع سرطانها و جلوگیری از سم زدایی بدن را باعث میشوند. آمینهای بیوژنیک همانند کاداورین، پوترسین، اسپرمیدین و اسپرمین میتوانند به طور جدی اثر همافزائی بر روی سمهای تولیدشده در بدن داشته و سوخت و ساز سایر آمینهای بیوژنیک سمی را برای افزایش سمیت آنها تشدید کنند. به طور نمونه پوترسین میتواند به صورت غیرمستقیم با تولید نیتروزامین سرطانزا، افزایش اثرات سمی سایر آمینهای بیوژنیک را تقویت کند و از این رو کنترل، ردیابی و اندازهگیری دقیق آنها دارای اهمیت ویژهای است. در این پژوهش، دو حسگر نانوزیمی به ترتیب مبتنی بر آنالوگ آبی پروس آهن/وانادیوم و چارچوب فلز-آلی پایه وانادیوم جهت سنجش رنگ سنجی پوترسین طراحی شده است. برای بهبود عملکرد سینتیک نانوزیمی آنها به ترتیب از بارگیری ترکیبات آنزیمی انسولین و پپسین استفاده شده است. ترکیبهای تهیه شده با استفاده از روشهای اسپکتروسکوپی، میکروسکوپی و الکتروشیمیایی متفاوت مشخصهنگاری شدند، نتایج حاصل تایید کرد که استفاده از فلزات با عددهای اکسیداسیون چندتایی همانند وانادیم و آهن و بههمراه حضور آنزیمهای طبیعی خواص کاتالیزری تقویت شدهای را باعث شده است. ترکیبهای تهیه شده به عنوان کاتالیزرهای کارا در تولید رادیکالهای اکسیژن فعال و متعاقباً اکسیداسیون عوامل کروموژنیک تترامتیلن بنزیدین و ارتوفنیلندیآمین برای ایجاد محصولات رنگی به منظور علامت تجزیهای قابل ردیابی با دستگاه در دسترس اسپکتروفوتومتر UV-Vis و تشخیص چشمی مورد استفاده قرار گرفتند. عملکرد بسیار عالی در فرآیند اکسیداسیون عوامل کروموژنیک باعث ایجاد پیکهای تیز و رنگهای قابل رویتی شد که حضور پوترسین به عنوان گونه مورد بررسی با خاصیت آنتیاکسیدانی قوی و به دام اندازندگی رادیکالهای فعال اکسیژن باعث کاهش شدت پیکها و محو شدن رنگها شد. پارامترهای عملیاتی تهیه حسگر از جمله درصد وزنی کاتالیزرها، غلظت عوامل کروموژنیک، pH، زمان برهمکنش و غلظت عوامل اکسنده بهینه شدند. در شرایط بهینه بدست آمده حسگر پیشنهادی آنالوگ آبی پروس آهن/وانادیوم بارگیری شده با انسولین حد تشخیص بسیار پایین 0/13 نانومولار، محدوده خطی گسترده از 0/30 نانومولار تا 0/12 میکرومولار و حسگر چارچوب فلز-آلی پایه وانادیوم بارگیری شده با پپسین حد تشخیص بسیار پایین 5/5 نانومولار، محدوده خطی گسترده از 0/20 نانومولار تا 0/80 میکرومولار را نشان دادند. حسگرهای پیشنهادی، گزینشپذیری و تکرارپذیری مطلوبی از خود نشان دادند و همچنین عملکرد خوبی برای تشخیص پوترسین در نمونههای ماهی از خود نشاند دادند. روش پیشنهادی به عنوان رویکردهای با پتانسیل امیدوارکننده در حوزه تشخیص زیست نشانگرهای بیماریها و نظارت بر کیفیت غذا را گسترش می‌دهد. 

 واژه‌هاي كليدي: آمینهای بیوژنیک، آنالوگ آبی پروس، انسولین، پپسین، پوترسین، چارچوب فلز-آلی، نانوزیم، وانادیم و آهن.
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مقدمه
آمینهای بیوژنیک مولکولهای آلی کوچکی هستند، که در ساختار شیمیایی آنها یک یا چند گروه آمین وجود داشته و بر فرآیند زیستی و شیمیایی بدن جانداران اثر میگذارند. آمینهای بیوژنیک به سه دسته آلیفاتیک (کاداورین[footnoteRef:1]، پوترسین[footnoteRef:2]، اسپرمیدین[footnoteRef:3] و اسپرمین[footnoteRef:4])، آروماتیک (فنیل اتیل آمین[footnoteRef:5]) و ناجورحلقه (هیستامین[footnoteRef:6]) طبقه بندی میشوند. این آمینها ترکیبات حاوی نیتروژن فعالزیستی هستند که بسته به تعداد اتمهای نیتروژن موجود در ساختار آنها میتوانند مونوآمین یا پلیآمین باشند. همچنین این ترکیبات در غذاهای تازه به خصوص منابع غنی از پروتئین یافت و محصولاتی غذایی همچون ماهی، گوشت، محصولات لبنی، سبزیجات، میوه‌ها، آجیل، شکلات، انگور، سوسیس، پنیر، سویا و لوبیا تخمیری وجود دارند. تولید آنها به کمک کربوکسیلزدائی اسیدهای آمینه مربوطه در گیاهان و حیوانات در طی سوخت و ساز انجام میپذیرد. بیوژنیک بودن آنها به این دلیل است که در سامانههای زیستی از جمله سامانههای هورمونی بدن، عملکردهای زیستشیمی و متابولیک، مثل اثر تنظیمی و حفاظتی بر ساختار باکتریها، تثبیت غشاء سیتوپلاسمی، سنتز اسیدهای نوکلئیک و پروتئین، حذف رادیکالهای آزاد، تثبیت مولکول های DNA و  RNAبه شدت موثراند. خواص هورمونی آنها باعث میشود نقشهای زیستی حیاتی داشته باشند بطور مثال، فنیل اتیلآمین به عنوان هورمون عشق شناخته میشود. هیستامین و سروتونین نقش انتقالدهندگی عصبی داشته و بههمراه دیگر آمینهای بیوژنیک مانند تیرآمین در دستگاه گوارش موثر هستند. یادآور میشود که این آمینها در غلظتهای پایین در مسیرهای متابولیک انسان یافت میشوند. بطور مثال اسپرمین و اسپرمیدین با غلظت کم در اسپرم و کاداورین در ریبوزومها وجود دارند. با این تفاسیر آمینهای بیوژنیک در بدن دارای حد غلظت هستند (محدوده غلظتی آنها به تفصیل در فصل دوم آورده شده است). فراتر از این حد غلظت اثراتی همچون افزایش فشار خون، آسیب به کبد، میگرن، انواع سرطانها و جلوگیری از سم زدایی بدن را حاصل میکند. آمینهای بیوژنیک کاداورین، پوترسین، اسپرمیدین و اسپرمین میتوانند به طور جدی اثر همافزائی بر روی سمهای تولیدشده در بدن داشته و سوخت و ساز سایر آمینهای بیوژنیک سمی را برای افزایش سمیت آنها تشدید کنند. به عنوان مثال پوترسین میتواند به صورت غیرمستقیم با تولید نیتروزامین سرطانزا، افزایش اثرات سمی سایر آمینهای بیوژنیک را تقویت کند و از این رو اندازهگیری آنها دارای اهمیت است. پوترسین با نام آیوپاک بوتان-1، 4-دی آمین یا 1و4 -دی آمینو بوتان یا 1و4-بوتادی آمین شناخته میگردد. پوترسین یک ترکیب آلی با وزن مولکولی کم بوده که به گروه آمینهای آلیفاتیک تعلق دارد. در مقادیر کم توسط سلولهای زنده سنتز میشود و یک فاکتور رشد لازم برای تقسیم سلولی میباشد. از اینرو، تعیین غلظت این ترکیبات در نمونههای حقیقی مانند انواع خوراکیهای پروتیینه، خون، تنفس انسان، ادرار و دیگر مایعات حیاتی بدن انسان حایز اهمیت میباشد. روشهای اندازهگیری برای پوترسین کروماتوگرافی مایع[footnoteRef:7]، کروماتوگرافی گازی[footnoteRef:8]، کروماتوگرافی لایه نازک[footnoteRef:9]، روشهای الکتروفورز مویینهای[footnoteRef:10]، کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا[footnoteRef:11]، فاز معکوس[footnoteRef:12] و روشهای حسگری میباشد. روشهای حسگری به علت داشتن خصوصیات مطلوبی چون دستگاوری ساده، مقرون بصرفه بودن، حساسیت بالا، تشخیص سریع و آسان امروزه از کاربرد بیشتری نسبت به روشهای دیگر اندازهگیری برخوردار هستند. به طور کلی، روشهای حسگری شامل حسگرهای بازتابسنجی[footnoteRef:13]،  نورسنجی[footnoteRef:14]، لومینسانسنوری[footnoteRef:15]، لومینسانسشیمیایی[footnoteRef:16]، الکتروشیمیایی[footnoteRef:17]، نورشیمیایی[footnoteRef:18] و رنگ سنجی میباشند. حسگرهای رنگ سنجی به دلیل داشتن خصوصیات مطلوبی همچون تشخیص سریع، تشخیص چشمی و مقرون به صرفه بودن از کاربرد بیشتری برخودار هستند. حسگرهای رنگ سنجی به دو صورت مستقیم و غیرمستقیم در دسترس هستند. در روش مستقیم عموماً از شناساگرها، کروموفورها، رنگها و گروههای عاملی استفاده میشود و درروش غیرمستقیم از ردیابهای کروموژنیک همانند 2,2-آزینو بیس (-اتیل بنزوتیازولین 6-سولفونیک اسید) نمک دی آمونیوم[footnoteRef:19]، فنیلندیآمین[footnoteRef:20] (اورتو، متا و پارا) و 3،3'، 5،5'-تترا متیل بنزیدین[footnoteRef:21] به همراه یک کاتالیزر برای تغییر رنگ استفاده میگردد. در این روش ردیابها به طور غیرمستقیم به عنوان محرک تغییر رنگ عمل میکنند و از کاتالیزرهای همگن و ناهمگن سنتزی برای ایجاد رادیکالهای اکسنده در حضور عوامل اکسنده و تغییر رنگ استفاده میشود. فعالیتهایی که مشابه آنزیمها عمل میکنند با سنتز ترکیبات شبه آنزیم تقلید شده است، که این نوع ترکیبات سنتزی را نانوزیم میگویند. تقلید آنزیمی نانوزیمها شامل خانواده اکسیدوردوکتاز[footnoteRef:22] میباشد که خود دربرگیرنده اکسیداز، پراکسیداز، سوپراکسید دیسموتاز[footnoteRef:23]، دهیدروژنازها[footnoteRef:24] و نیتراتردوکتاز[footnoteRef:25] است. همچنین تقسیمبندی آنزیمی نانوزیمها بر اساس گونههای اکسیژن فعال مانند پراکسیدها، سوپراکسیدها، رادیکالهای هیدروکسیل، اکسیژنهای منفرد و آلفا اکسیژنها انجام میگیرد. نانوزیمها به طور کلی ساختارهایی همانند مواد پلاسمونی[footnoteRef:26]، اکسیدهای فلزات، کالکوژنیدهای فلزی[footnoteRef:27]، فسفیدهای فلزی، پلیمرهای آلی-معدنی و چارچوبهای فلز-آلی را شامل میشود. در این بین، نانوزیمهای بر پایه چارچوبهای فلز-آلی به دلیل داشتن خواص مطلوبی چون ساختار متخلخل، داشتن جایگاههای فعال زیاد، ساختار قابل تنظیم و قابلیت برهمکنش پایدار از کابرد بیشتری برخوردار هستند. نانوزیمهای برپایه چارچوبهای فلز-آلی گزینشپذیری ذاتی پایینی نسبت به مواد آلی کوچک دارند. از این رو، از سه روش کپسوله کردن، نفوذ و جذب سطحی ترکیبات زیستی و دیگر ترکیبات واکنش پذیر درون حفرات آنهادر جهت بهبود کارایی آنها استفاده میکنند. همچنین استفاده از نیروهای محرک فیزیکی به افزایش کارایی نانوزیمها کمک میکند. به عنوان مثال، بهره بردن از امواج فراصوت، گرما و امواج الکترومغناطیس در جهت افزایش کارایی نانوزیمها مقرون به صرفه و کارآمد است. در بین نیروهای محرک، نور که مربوط به امواج الکترومغناطیس است، به دلیل خواص مطلوب همچون حفاظت از محیط زیست و عدم آلودگی ثانویه در نانوزیمها از کاربرد بیشتری برخوردار است. در مقایسه با نانوزیمهای معمولی، نانوزیمهای فعال شده با نور دارای مزایایی از جمله فعالیت تنظیم شده با نور و استفاده از اکسیژن مولکولی به عنوان یک اکسیدان سبز میباشند.  [1:  Cadaverine]  [2:  Putrescine]  [3:  Spermidine]  [4:  Spermine]  [5:  Phenyl ethylamine]  [6:  Histamine]  [7:  Liquid chromatography ]  [8:  Gas chromatography ]  [9:  Thin layer Chromatography ]  [10:  Capillary electrophoresis]  [11:  High Performance Liquid Chromatography ]  [12:  Reverse Phase]  [13:  Refelectrometric]  [14:  Photometric]  [15:  Photoluminescence]  [16:  Chemiluminescence]  [17:  Electrochemical]  [18: Photochemical]  [19:  2,2′ azino bis(3 ethylbenzothiazoline 6 sulfonic acid) diammonium salt (ABTS)]  [20:  phenylenediamine (orto, meta, para)]  [21:  3,3′ ,5,5′-TetramethylBenzidine (TMB)]  [22:  Oxidoreductase]  [23:  Superoxide dismutase]  [24:  Dehydrogenases]  [25:  Nitrate reductase]  [26:  Plasmonic materials]  [27:  Metal calcogenides] 
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در اين پژوهش، ساخت دو حسگر رنگ سنجی نانوزیمی با کارایی مطلوب، سریع و با ارقام شایستگی بسیار بهبود یافته  بر اساس بارگیری انسولین بر روی آنالوگ آبی پروس وانادیوم/آهن و بارگیری پپسین بر یک چارچوب فلز-آلی (MIL-47) جهت تشخیص پوترسین در نمونههای حقیقی ماهی مورد استفاده قرار گرفتهاست.
[bookmark: _Toc103505616]روش و مراحل تحقیق
1. تهیه آنالوگ آبی پروس آهن وانادیوم و چارچوب فلز-آلی پایه وانادیم MIL-47(V).
2. بارگیری انسولین بر روی آنالوگ آبی پروس آهن وانادیوم و بارگیری پپسین بر MIL-47(V).
3.تهیه نمونههای حقیقی از ماهیهای متفاوت.
4. بررسی خصوصیات فیزیکی و شیمیایی نانوزیمها با آنالیزهایی شامل طیفسنجی تبدیل فوریه زیرقرمز[footnoteRef:28]، طیف سنجی پراش پرتو ایکس[footnoteRef:29]، میکروسکوپ الکترونی روبشی گسیل میدانی[footnoteRef:30]، اندازه‌گیری طیف بازتاب نفوذی مریی- فرابنفش[footnoteRef:31]، اندازه گیری طیف بازتاب نفوذی[footnoteRef:32] و طیفسنجی فلورسانس[footnoteRef:33]. [28:  Fourier transform infrared (FTIR)]  [29:  X-ray diffraction (XRD)]  [30:  Field emission scanning electron microscope (FE-SEM)]  [31:  Diffuse reflectance UV-Visible spectrometer (UV-Vis-DRS)]  [32:  Energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDAX)]  [33:  Fluorescence spectroscopy] 

5. بررسی خواص کاتالیزری نوری  MIL-47(V)با استفاده از آنالیزهای جریان نوری[footnoteRef:34]، موت شاتکی[footnoteRef:35]، ولتامتری چرخهای[footnoteRef:36] و طیف سنجی امپدانس الکتروشیمیایی[footnoteRef:37]. [34:  Photocurrent]  [35:  Mott Schottky (M-S)]  [36:  Cyclic voltammetry (CV)]  [37:  Electrochemical impedance spectroscopy (EIS)] 

6. بهینه سازی متغیرهای موثر بر ساختار حسگر جهت دستیابی به بالاترین شدت علامت تجزیهای.
6. بهینهسازی متغیرهای موثر بر ساختار حسگرها در تشخیص پوترسین (pH، اثر زمان و ...).
7. ارزیابی ارقام شایستگی و رسم منحنیهای کالیبراسیون[footnoteRef:38]. [38:  Calibration curves] 

8. شناسایی پوترسین در بافت نمونههای حقیقی ماهیهای مختلف.
[bookmark: _Toc103505617]ساختار پایان نامه
مطالب گردآوری شده در پایان نامه حاضر شامل پنج فصل به شرح زیر است:
فصل اول، خلاصهای از پیشینه پژوهشهای انجام شده، اهداف و  مراحل تحقیق میباشد.
در فصل دوم، تحقیقات و منابع سالهای اخیر مرور خواهد شد. هدف این فصل معرفی آمینهای بیوژنیک و اهمیت اندازهگیری پوترسین میباشد. در ادامه به معرفی روشهای حسگری رنگ سنجی مستقیم و غیر مستقیم  برای اندازه گیری آمینهای بیوژنیک پرداخته شده است. همچنین رنگ سنجی نانوزیمی، انواع مختلف آن و نانوزیمهای متفاوت بررسی شده است.
در فصل سوم، آماده سازی و نحوه تهیه نمونهها، مواد شیمیایی و ابزار های مورد استفاده و نیز آزمايشهای انجام شده جهت ساخت حسگرهای رنگ سنجی مبتنی بر نانوزیمهای تهیه شده پرداخته شده است.
در  فصل چهارم، نتايج حاصل از آنالیزهای شناسایی مواد سنتزی و همچنین آزمايشها، بهینهسازیهای انجام شده، مقايسه و تحلیل نتايج ارائه شده است.
در فصل پنجم به نتیجهگیری، جمع بندی مطالب و ارایه پیشنهادات پرداخته شده است.

تهیه نانوزایمهای مبتنی بر چارچوبهای فلز-آلی برای تشخیص پوترسین...	  						مقدمه
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[bookmark: _Toc103505619]آمینهای بیوژنیک[footnoteRef:39] و اهمیت آنها [39: 1 Biogenic amines] 

آمینهای بیوژنیک مولکولهای آلی کوچکی هستند، که در ساختار شیمیایی آنها یک یا چند گروه آمین وجود داشته و فعالیت زیستی بالایی از خود نشان میدهند. این ترکیبات دارای ساختارهای آلیفاتیک، آروماتیک یا ناجورحلقه هستند. آنها عمدتاً در بافتهای موجودات زنده در نتیجه کربوکسیلزدائی آنزیمی[footnoteRef:40] اسیدهای آمینه یا با آمیندار کردن[footnoteRef:41] و ترانس آمیندارکردن آلدهیدها و کتونها ایجاد میشوند. آمین‌های بیوژنیک از دو منبع مواد خام و فرآیندهای تخمیر با استفاده از منابع میکروبی به وجود میآیند. به طور مثال این ترکیبات در طی تخمیر مالولاکتیک[footnoteRef:42] توسط کربوکسیلزدائی پیش‌سازهای[footnoteRef:43] اسیدآمینه تولید میشوند [6-1].  [40:  Enzymatic decarboxylation]  [41:  Amination]  [42:  Malolactic fermentation]  [43:  Precursors ] 

آمینهای بیوژنیک به سه دسته آلیفاتیک (کاداورین[footnoteRef:44]، پوترسین[footnoteRef:45]، اسپرمیدین[footnoteRef:46] و اسپرمین[footnoteRef:47])، آروماتیک (فنیل اتیل آمین[footnoteRef:48]) و ناجورحلقه (هیستامین[footnoteRef:49]) طبقه بندی میشوند [1]. همچنین میتوان آنها را به کاتکولآمینها[footnoteRef:50] (دوپامین[footnoteRef:51]، نوراپینفرین[footnoteRef:52] و اپینفرین[footnoteRef:53])، ایمیدازولآمینها[footnoteRef:54] (هیستامین)، ایندولآمینها[footnoteRef:55] (سروتونین[footnoteRef:56] و ملاتونین[footnoteRef:57]) و پلیآمینها[footnoteRef:58] (پوترسین، اسپرمیدین و اسپرمین) طبقهبندی کرد [4].  ساختار شیمیایی آمینهای بیوژنیک نام برده شده در شکل (2-1) و (2-2) آورده شدهاست. این آمینها ترکیبات حاوی نیتروژن فعالزیستی هستند که بسته به تعداد اتمهای نیتروژن موجود در ساختار آنها میتوانند مونوآمین یا پلیآمین باشند [8]. همانطور که گفته شد از کربوکسیلزدائی اسیدهای آمینه مربوطه در گیاهان و حیوانات در طی سوخت و ساز آنها تولید میشود. همچنین این ترکیبات در غذاهای تازه به خصوص منابع غنی از پروتئین یافت و محصولاتی همچون ماهی، گوشت، محصولات لبنی، سبزیجات، میوه‌ها، آجیل، شکلات، انگور، سوسیس، پنیر، سویا و لوبیا تخمیری وجود دارند (شکل (2-1) و (2-2) ) [6، 5، 2، 1]. [44:  Cadaverine]  [45:  Putrescine]  [46:  Spermidine]  [47:  Spermine]  [48:  Phenyl ethylamine]  [49:  Histamine]  [50:  Catecholamines]  [51:  Dopamine]  [52:  Norepinephrine]  [53:  Epinephrine]  [54:  Imidazolamines]  [55:  Indolamines]  [56:  Serotonin]  [57:  Melatonin]  [58:  Polyamines] 



[bookmark: _Toc103523342]شکل (2-1) ساختار شیمیایی آمینهای بیوژنیک آروماتیک و هیستامین [9].


[bookmark: _Toc103523343]شکل (2-2) ساختار شیمیای آمینهای بیوژنیک آلیفاتیک [9].
از این رو، نگهداری نادرست و گذشت تاریخ مصرف مواد غذایی غلظت آمینهای بیوژنیک را افزایش میدهد. پلیآمینها اثر تنظیمی و حفاظتی بر ساختار باکتریها، دارند. همچنین باعث تثبیت غشاء سیتوپلاسمی[footnoteRef:59]، سنتز اسیدهای نوکلئیک و پروتئین، حذف رادیکالهای آزاد، تثبیت مولکول های DNA و  RNAمیگردند. به طورکلی، آمینهای بیوژنیک غذایی موثر در مسمومیت غذایی شامل هیستامین، تیرآمین، بتافنتیل‌آمین، تریپتامین[footnoteRef:60]، سروتونین، پوترسین، کاداورین، اسپرمیدین، اسپرمین و تیرامین[footnoteRef:61] هستند [10]. بنابراین میتوان گفت، آمینهای بیوژنیک از تغذیه طبیعی تاثیرپذیر بود و از نظر بهداشتی بسیار حائز اهمیت میباشند، زیرا به جز نقش آنها در واکنشهای مسمومیت غذائی، میتوانند واکنش‌های دارویی مختلفی را آغاز کنند. بیوژنیک بودن آنها به این دلیل است که در سامانههای زیستی از جمله سامانههای هورمونی بدن، عملکردهای زیستشیمی و متابولیکی به شدت موثراند. خواص هورمونی آنها باعث میشود نقشهای زیستی حیاتی داشتهباشند. بطورمثال فنیل اتیلآمین به هورمون عشق معروف است و همچنین هیستامین و سروتونین نقش انتقال دهندگی عصبی دارند و بههمراه دیگر آمینهای بیوژنیک مانند تیرآمین در دستگاه گوارشی موثراند. یادآور میشود که این آمینها نیز در غلظتهای پایین در مسیرهای متابولیک انسان وجود دارند، بطور مثال اسپرمین و اسپرمیدین با غلظت کم در اسپرم و کاداورین و پوترسین در ریبوزومها وجود دارند [11].  [59:  Cytoplasmic membrane]  [60:  Tryptamine]  [61:  Tyramine] 

آمینهای بیوژنیک موادی هستند که میتوانند باعث بیماری در انسان شوند، اگرچه اثرات سمی آمینهای بیوژنیک متفاوت است اما به طور کلی، محققان بر این باورند که محتوای کل آمینهای بیوژنیک در غذا نباید بیشتر از ۹۰۰میلیگرم بر کیلوگرم باشد،  وقتی میزان کل آمینهای بیوژنیک به ۱۰۰۰ میلیگرم بر کیلوگرم در غذا میرسد، آسیب زیادی به سلامت انسان وارد میکنند. با این حال، تعیین حد محتوای کل آمینهای بیوژنیک در مواد غذایی بسیار دشوار است، زیرا سمیت کل آمینهای بیوژنیک تحت تأثیر عوامل زیادی از جمله نوع آنها است. همافزایی بین آمینهای بیوژنیک، فعالیت اکسیداز آمونیاک در بدن انسان را دستخوش تغییر قرار داده و بر عملکرد فردی برخی از ارگانهای بدن میتواند موثر میباشد. به عنوان مثال، هیستامین یک ترکیب ناجورحلقه بسیار سمی است که ممکن است در صورت مصرف در سطوح مختلف ۸ تا ۴۰ میلیگرم، ۴۰ تا ۱۰۰ میلیگرم و بالاتر از ۱۰۰ میلیگرم بهترتیب علائم خفیف، متوسط یا شدید مسمومیت ایجاد کند. غلظت هیستامین در ماهیهای تازه نباید از ۲۰۰ میلیگرم بر کیلوگرم بیشتر شود و در محصولات ماهی دودی نباید از ۴۰۰ میلیگرم بر کیلوگرم بالاتر باشد. مقدار هیستامین قابل قبول در ماهیهای اسکمبروئید[footnoteRef:62] ۵۰ میلیگرم بر کیلوگرم میباشد. غلظت بالای تریپتامین[footnoteRef:63] افزایش فشار خون و سمیت کبدی را باعث میشود. همچنین بتافناتیلآمین[footnoteRef:64] میتواند نوراپینفرین را در سامانه عصبی از بین ببرد و باعث افزایش فشار خون و میگرن گردد. تیرآمین زمانی که بیش از ۱۰۰ میلیگرم از راه خوراکی مصرف شود میتواند باعث میگرن شود و در صورت مصرف بیش از ۱۰۸۰ میلیگرم بر کیلوگرم علائم مسمومیت شدید را ایجاد کند. کاداورین، پوترسین، اسپرمیدین و اسپرمین ترکیبات آلیفاتیک هستند و هیچ سمیت آشکاری ندارند اما میتوانند به طور جدی اثر همافزائی بر روی سمهای تولیدشده در بدن بگذارند و میتوانند سوخت و ساز سایر آمینهای بیوژنیک سمی را برای افزایش سمیت آنها تشدید کنند، در این میان، پوترسین میتواند رشد تومورها را تقویت کند؛ با نیتریت[footnoteRef:65] واکنش دهند تا نیتروزآمین[footnoteRef:66] تولید کند. همچنین با اکسیداز[footnoteRef:67] روده برهمکنش کرده و فعالیت هیستامین N- متیلترانسفراز [footnoteRef:68]را مهار کنند و سمیت را افزایش دهند [12، 7، 6]. بر اساس گزارش سازمان ایمنی مواد غذایی اروپا [footnoteRef:69] غلظت پوترسین از ۱۰۰ تا ۱۸۰ میلیگرم بر کیلوگرم وزن بدن عوارض جانبی متوسط دارد. اگرچه به دلیل قابلیت هم افزائی شدید این دیآمین برخی مواقع حتی باید کمتر از 3/0 میلیگرم بر گرم در مواد غذایی باشد تا اثر هم افزایی را تشدید نکند [12]. مهمترین دلیل تعیین و اندازهگیری پوترسین اثر همافزایی آن و جلوگیری از خروج سموم از بدن است. از این رو، تعیین غلظت پوترسین در مواد غذایی و مایعات حیاتی بدن انسان و اندازهگیری آن بسیار مهم میباشد، زیرا ورود پوترسین به بدن انسان از طریق مواد خوراکی موجب مسمومیت شدید در مدت زمان مشخصی میشود [7]. [62:  Scombroid-like fishes]  [63:  Tryptamine]  [64:  Beta-phenethylamine]  [65:  Nitrite ]  [66:  Nitrosamines]  [67:  Oxidase]  [68:  N-methyltransferase]  [69:  European food safety authority report] 

[bookmark: _Toc103505620]2-1-1 انواع روشهای اندازهگیری آمینهای بیوژنیک
انواع روشهای اندازهگیری آمینهای بیوژنیک شامل کروماتوگرافی مایع[footnoteRef:70]، کروماتوگرافی گاز[footnoteRef:71]، کروماتوگرافیلایه نازک[footnoteRef:72]، روشهای الکتروفورز مویینهای[footnoteRef:73]، کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا[footnoteRef:74]، فاز معکوس[footnoteRef:75] و حسگرها میباشد. روشهای حسگری به علت داشتن خصوصیات مطلوبی همچون مقرون بصرفه بودن، حساسیت بالا، تشخیص آسان، استفاده راحت در بافتهای حقیقی، کارآمد بودن، سرعت بالا، دقت زیاد در سنجش آنالیتهای هدف، جمعآوری داده آسانتر و هدررفت انرژی کمتر از کاربرد بیشتری برخوردار میباشند. دیگر روشهای اندازهگیری گفتهشده دارای معایبی چون سرعت پایین، خطاهای معین به واسطه جذب سطحی در ستون، پیچیدگی بالا، هزینه بالا، وقتگیر بودن و حجم حلالهای مصرفی زیاد میباشند [13]. حسگر ابزاری است که ورودی فیزیکی یا شیمیایی محیط خود را اندازهگیری میکند و آن را به دادههایی تبدیل میکند تا توسط انسان یا ماشین تفسیر شوند [14]. حسگرهای شیمیایی ابزاری قدرتمند در جهت شناسایی اطلاعات شیمیایی مانند غلظت، فشار و فعالیت ذرات است و متعاقباَ یافتن اطلاعات کمی، کیفی، زمان و مکانی در مورد اجزای شیمیایی خاص میباشند (طرح کلی یک حسگر در شکل (2-3) نشان داده شدهاست) [14]. روشهای حسگری دراندازهگیری این آمینهای بیوژنیک شامل حسگرهای بازتاب سنجی[footnoteRef:76]، نورسنجی[footnoteRef:77]، لومینسانسنوری[footnoteRef:78]، لومینسانسشیمیایی[footnoteRef:79]، الکتروشیمیایی[footnoteRef:80]، نورشیمیایی[footnoteRef:81] و رنگ سنجی میباشند [5].  [70:  Liquid chromatography ]  [71:  Gas chromatography ]  [72:  Thin layer chromatography ]  [73:  Capillary electrophoresis]  [74:  High performance liquid chromatography ]  [75:  Reverse phase]  [76:  Refelectrometric]  [77:  Photometric]  [78:  Photoluminescence]  [79:  Chemiluminescence]  [80:  Electrochemical]  [81:  Photochemical] 

[image: C:\Users\ramsis\Downloads\Documents\farsi sensor.PNG]
[bookmark: _Toc103523344]شکل (2-3).  طرح کلی یک حسگر و تغییرات شیمیایی مربوطه در سطح مبدل (الکتریکی، نوری، جرمی و دمایی)  و تبدیل[footnoteRef:82] آن به علامت تجزیهایی [14]. [82:  Transduction] 

در میان حسگرهای نامبرده شده، حسگرهای رنگ سنجی به دلیل داشتن خصوصیات مطلوبی همچون قابلیت تجاریسازی ساده، تشخیص سریع، تشخیص چشمی، مقرون به صرفه بودن و اندازهگیری مناسب آنالیتهای محیطی از کاربرد بیشتری برخودار هستند. دیگر روشهای حسگری دارای معایبی چون دستگاهوری پیچیدهتر پاسخ کندتر، انتخابپذیری پایینتر، هزینه گزاف برای مواردی مثل تهیه لنز، آلودگی محیطی بیشتر و دقت کمتر هستند. حسگرهای رنگ سنجی دستهای از حسگرها هستند که با تأثیر محرکهای خارجی با تغییر فیزیکی و شیمیایی رنگ خود را تغییر میدهند. این موضوع به این معنی است، طراحی هر حسگر رنگ سنجی براساس تعامل حسگر با محرک خارجی (براساس حضور ترکیبات مختلف) میباشد [15]. حسگرهای رنگ سنجی به دو صورت مستقیم و غیرمستقیم سنجش را انجام میدهند. در روش مستقیم از رنگهای مانند شناساگرهای اسید و باز [footnoteRef:83]، فتالوسیانین[footnoteRef:84]، پورفیرین[footnoteRef:85]، فتالوسیانین[footnoteRef:86] ، مشتقات کومارین[footnoteRef:87]، مشتقات تریفلوئورواستیل[footnoteRef:88] و  رنگ‌ها آزو[footnoteRef:89] استفاده میشود. این رنگها به طور مستقیم محرک هستند و به عنوان یه شناساگر رنگی مورد استفاده قرار میگیرند. در حسگرهای رنگ سنجی غیرمستقیم از ردیابهای کروموژنیک همانند از 2,2-آزینو بیس (3-اتیل بنزوتیازولین 6- سولفونیک اسید) نمک دی آمونیوم[footnoteRef:90]، ارتوفنیلندیآمین[footnoteRef:91] و 3،3'، 5،5' -تترا متیل بنزیدین[footnoteRef:92] به همراه یک کاتالیزر برای تغییر رنگ استفاده میشود. در این روش ردیابها به طورغیرمستقیم به عنوان محرک تغییر رنگ عمل میکنند [16، 9]. حسگرهای رنگ سنجی غیرمستقیم به دلیل داشتن خصوصیات مطلوبی همچون کنترل تغییر رنگ، کنترل سینتیک و دردسترس بودن از کاربردهای بیشتری برخوردار هستند. حسگرهای رنگ سنجی مستقیم دارای معایبی چون عدم سنجش جداگانه، گزینشپذیری کمتر، نویزهای محیطی بیشتر و هزینه زیاد برخی رنگ ها را دارا میباشند [17]. در ذیل تقسیمبندی حسگرهای رنگ سنجی تشخیص آمینهای بیوژنیک آورده شده است. [83:  Acid-base indicator]  [84:  Phthalocyanine]  [85:  Porphyrins]  [86:  Phthalocyanines]  [87:  Coumarine derivatives]  [88:  Trifluoroacetyl derivatives]  [89:  Azo dyes]  [90:  2,2′ azino bis(3 ethylbenzothiazoline 6 sulfonic acid) diammonium salt (ABTS)]  [91:  Ortho phenylenediamine (o-PDA)]  [92:  3,3′ ,5,5′ Tetramethylbenzidine (TMB)] 

[bookmark: _Toc103505621]رنگ سنجی به کمک شناساگرهای رنگی
این حسگرها زیرمجموعه حسگرهای رنگ سنجی مستقیم محسوب میشوند. در این حسگرها با افزودن مستقیم شناساگر به گونه مورد آنالیز به واسطه برهمکنشهای احتمالی تغییررنگ حاصل میشود. برهمکنشهای اصلی عناصر در این سامانه عبارتند از، پیوند هیدروژنی، پیوند π-π، برهمکنشهای اسید-باز و اتصالات واندروالس [18]. از معروفترین شناساگرهای مورد استفاده در این دسته میتوان شناساگرهای pH را نام برد. شناساگرpH  یک ترکیب شیمیایی هالوکرومیک است [19]. از شناساگرهای pH معروف متیل قرمز[footnoteRef:93]، آلیزارین قرمز[footnoteRef:94]، بروموفنل آبی[footnoteRef:95]، تیمول آبی[footnoteRef:96]، کلروفنول قرمز[footnoteRef:97] میتوان نام برد [22-20]. همچنین بروموفنل آبی، کرزول قرمز[footnoteRef:98]، بروموکرزول سبز[footnoteRef:99]، متیل قرمز[footnoteRef:100]، زایلنول آبی[footnoteRef:101] و بلورلاکتون بنفش[footnoteRef:102] به عنوان شناساگر مواد آلی و معدنی مختلف مورد استفاده قرار میگیرند. دسته دیگری از شناساگرها کروموفورها[footnoteRef:103] هستند که به عنوان بخشی از یک مولکول باعث رنگی شدن آن میشوند. کروموفورهایی که برای حسگرهای رنگ سنجی استفاده میشوند شامل -Nاتیلکاربازول، پلیوینیل کاربازول، 4-(N,N-دی متیل آمینو)-4'-نیتروستیلبن، 2-N،N-دی هگزیلامین-7-دی سیانومتیل دنیل 3،4،5،6،10-پنتاهیدرونافتالین و بسیاری از کروموفورهای گوناگون دیگر است. در این راستا، کالوینو[footnoteRef:104] و همکاران با جفت شدن یک تیوسمی‌کاربازید[footnoteRef:105] و یک کروموفور مبتنی بر نفتالیمید[footnoteRef:106]، مولکول‌های حسگر بسیار حساس به آمینهای بیوژنیک را طراحی کردند [23]. محلولهای موردنظر در دی متیل سولفوکسید به رنگ زرد در میآیند و طیف جذب مریی-فرابنفش آن یک نوار جذب باریک با حداکثر طول موج ۴۱۶ نانومتر را نشان میدهند. با افزودن N-بوتیل آمین، به عنوان آمین بیوژنیک مورد مطالعه نوار در مرکز ۴۱۶ نانومتر به تدریج ناپدید و نوار حدود ۵۷۴ نانومتر ظاهر میشود (شکل (4-2) ). [93:  Methyl red ]  [94:  Alizarin red]  [95:  Bromophenol blue]  [96:  Blue thymol]  [97:  Methyl red]  [98:  Cresol red]  [99:  Green bromocrozole]  [100:  Methyl red]  [101:  Xylenol blue]  [102:  Crystal violet lactone]  [103:  Chromophore]  [104:  Calvino]  [105:  Thiosemicarbazide]  [106:  Naphthalimide] 
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[bookmark: _Toc103523345]شکل (2-4) (A) ساختار مولکولی کروموفور مبتنی بر نفتالیمید تیوسمی کاربازید، (‌B) طیف جذبی مریی-فرانبفش کروموفور پس از تیتراسیون با مقدار کمی ازN_ بوتیل آمین (خطوط بنفش)، (C) جذب در طول موج ۵۷۴ نانومتر از طیف نشان داده شده در (B) به عنوان تابعی از معادلهای مولی ان بوتیل آمین و (D) تصاویر تغییر رنگ محلول شناساگر در حضور غلظتهای مختلف یوتیل آمین [23] .
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[bookmark: _Hlk92397055]بلورهای نوری نوعی ماده با تغییر ضریب شکست دورهای هستند که دارای ویژگی شکاف نوار فوتونی[footnoteRef:107] بوده و می‌تواند عبور برخی از طول موج‌ها را در شکاف این نوار دشوار کند. ویژگیهای مرتبط به شکاف نوار نشاندهنده رنگ ساختارها میباشند. رنگ خاص هر بلور نوری می تواند به عنوان کد نوری عمل کرده تا بلورها را قادر به سنجش واحد با بازده بالا نماید. بلورهای نوری به طور گسترده در زمینههای تبدیل انرژی، نمایشگرها و سنجش حسگری استفاده شدهاند[24]. وجود شکاف انرژی می‌تواند یک ساز و کار  نظارتی بصری، ساده اما قدرتمند را فراهم کند. تانگ[footnoteRef:108] و همکاران سنتز یک بلور نوری نانومتخلخل و رنگی را با قراردادن نانوژل پلیآکریل آمید-متیلن بیسآکریلآمید[footnoteRef:109] حاوی بلور نوری تیتانیوم دیاکسید[footnoteRef:110] با هم گزارش کرد که می‌تواند به عنوان یک حسگر رنگ سنجی با کارایی بالا برای تشخیص رطوبت استفاده شود (شکل (2-5)). دراین طرح، نانوژل‌ و نانوتخلخل‌های حساس به آب با ساختار بلورهای نوری ترکیب شدند تا به شناسایی سریع، آسان، پایدار و برگشتپذیر رطوبت دست یابند [25].  [107:  Photonic bond gap]  [108:  Tang ]  [109:  Polyacrylamide-methylene bis (acrylamide) (P(AM-MBA)]  [110:  Titanium dioxide-(Tio2 )] 
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[bookmark: _Toc103523346]شکل (2-5) طرح واره‌ای از تشخیص رطوبت برپایه پلیآکریل آمید-متیلن بیسآکریلآمید ادغام شده با بلورهای نوری دی اکسید تیتانیوم [25].
[bookmark: _Toc103505623]رنگ سنجی به روش رزونانس پلاسمون سطحی[footnoteRef:111] [111:  Surface plasmon resonance] 

حسگرهای رنگ سنجی پلاسمونی به صورت مستقیم و غیرمستقیم تشخیص را انجام میدهند. همانطور که از اسم این روش مشخص است، اساس این روش برپایه استفاده از ترکیبات پلاسمونی بنا نهاده شده است. مواد پلاسمونی موادی هستند که چگالی الکترونی آن‌ها می‌تواند با تابش الکترومغناطیسی جفت شود [26]. این تابشهای الکترومغناطیسی طول موج‌هایی به ‌مراتب بزرگ‌تر از نوع ذره پلاسمونی دارند. الکترونهای این دسته مواد حالت پلاسمایی دارند که در تعامل با تابشهای الکترومغناطیسی نوسان میکنند. این تعامل منجر به تشکیل دوقطبی در چگالی الکترونی شده و به نوسانات پلاسمونیک ختم میشود [27]. هنگامی که تابش الکترومغناطیسی با نانومواد فلزی پلاسمونیک دارای دوقطبی منفی و مثبت (به طور مثال نانوذرات نقره و طلا) برهمکنش ‌کند نوسان جمعی از الکترون‌های رسانای سطحی به نام نوسانات پلاسمون‌های سطحی را القا می‌کند که منجر به افزایش میدان الکترومغناطیسی در برخی مکان‌های نانو پلاسمونی می‌شود [28]. مورفولوژی مواد پلاسمونی همانند طلا و نقره به عنوان مهمترین عامل در ایجاد رنگ و طیف این مواد عمل میکند، نانوکرههای طلای توخالی با رنگهای قرمز، صورتی، آبی و آبی مایل به سبز، به ترتیب در طول موجهای ۵۰۰، ۶۰۰، ۷0۰ و ۸۹۰ نانومتر دارای حداکثر جذب هستند. همچنین ذرات نقره کروی، پنج ضلعی، لوزی، میلهایی و مثلثی با رنگهای زرد، نارنجی، صورتی، سبز و آبی به ترتیب در طول موجهای ۴۲۰، ۴۹۰، ۵۴۰، ۷۹۰ و 690 نانومتر دارای حداکثر جذب هستند (شکل (2-6) و (2-7)) [31-29].
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[bookmark: _Toc103523347]شکل (2-6) (A) میکروسکوپ الکترونی عبوری[footnoteRef:112] با وضوح بالا یک نانوکره طلا منفرد ۳۰ نانومتری، (B)70نانومتری، (C) 50 نانومتر، (D)۴۰نانومتری، (E) 28 نانومتر، (F) ۹ عدد طیف جذبیـمریی یک نمونه نانوکره طلا (G) 9 مورد نمونه نانوکره طلا به همراه تغییر رنگ آنها به ترتیب افزایش اندازه [31-29]. [112:  Transmission electron microscopy] 
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[bookmark: _Toc103523348]شکل (2-7) طیف‌های جذبی ریختهای مختلف نانوذرات نقره[32].
ساز و کار  سنجش نانوذرات پلاسمونی میتواند ناشی از استخراج مایع-جامد[footnoteRef:113]، تجمع[footnoteRef:114]، انباشتگی[footnoteRef:115]، جفت شدن پلاسمونها[footnoteRef:116]، خودآرایی[footnoteRef:117] و پراکندگی[footnoteRef:118] باشد [33]. انباشتگی از مجموعه (متراکم) ذرات زیادی که دارای پیوند قوی هستند تشکیل میشود، در حالی که در مورد تجمع، ذرات به صورت ضعیفتر به هم متصل شده و با استفاده از یک فشار خارجی به راحتی شکسته میشوند [34]. جفت شدن پلاسمونی، زمانی رخ میدهد که دو یا چند ذره پلاسمونی به یکدیگر نزدیک شوند [35]. خودآرایی فرآیندی است که در آن یک ساختار سازمان یافته به طور خود به خود از اجزای منفرد در نتیجه تعاملات خاص بین اجزا تشکیل می شود. هنگامی که اجزای سازنده مولکول باشند، این فرآیند را خودآرایی مولکولی مینامند [36]. پراکندگی در آن ذرات پلاسمونیک در یک فاز پیوسته از ماده دیگر پراکنده میشوند [37]. یکی از انواع حسگرهای رنگ سنجی پلاسمونی حسگرهای رنگ سنجی بر پایه نانوذرات طلا میباشند، که میتوان به سادگی با واکنش تجمع محلول طلای کلوئیدی آنها را سنتز کرد. به عنوان مثال به کمک اختلاط کربن دیسولفید[footnoteRef:119] (به عنوان گروه عاملی) و نانوذرات طلای کلوئیدی میتوان یک حسگر رنگ سنجی مستقیم برای آمینهای بیوژنیک بدست آورد (شکل (8-2)). وقتی برهمکنش فقط بین نانوذرات طلای کلویید و کربن دیسولفید رخ میدهد، رزونانس پلاسمون سطحی قرمز مشاهده میشود. ولی بعد از افزایش غلظت آمینهای بیوژنیک به دلیل برهمکنش آمینها با نانوذرات طلا و همچنین کربن دیسولفید به دلیل تولید ذرات طلای کلوییدی تجمع یافته تغییر رنگ به سمت رنگ آبی میرود. تجمع ذرات کلوییدی و تغییر رنگ آبی نشان دهنده حضور آمین بیوژنیک در محلول است [38].  [113:  Leaching]  [114:  Aggregation]  [115:  Accumulation]  [116:  Plasmon coupling]  [117:  Self assembly]  [118:  Disperse]  [119:  Carbon disulfide (CS2)] 


[bookmark: _Toc103523349][image: ]شکل (2-8) ساز و کار  تشخیص آمین های بیوژنیک بر اساس تجمع گروه عاملی (دیسولفید کربن) و نانوذرات طلا [38].
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نانوزیمها که به عنوان آنزیمهای مصنوعی شناخته میشوند، این مواد پل ارتباطی اتصال نانومواد به سامانه های زیستی هستند و درسالهای اخیر پیشرفتهای چشمگیری داشتند [39]. نانوزیمها به دو دسته طبیعی و سنتزی تقسیم میشوند. نانوزیمهای طبیعی آنزیمهایی در مقیاس نانو هستند که به صورت کاملاَ طبیعی در بدن جانداران و گیاهان تولید میشوند [40]. نانوزیمهای سنتزی به کمک نانوذرات کاتالیزری مختلف در محیط آزمایشگاه سنتز شده که بر اساس نانو ذرات و ریختشناسی آنها دارای تقلیدهای آنزیمی مختلف هستند. این تقلیدهای آنزیمی در طبیعت وجود دارند ولی به کمک نانوزیمها آنها را در راستای کاربردهای حسگری، بصورت سنتزی تهیه میکنند [41]. 



[bookmark: _Toc103505625]2-5-1 طبقهبندی نانوزیمها
بسیاری از نانومواد به عنوان داوطلب  آنزیمی بالقوه برای کاربردهای عملی پیشنهاد شدهاند، که اصطلاحاً به آن ها نانوزیم اطلاق میشود. به طور کلی آنزیمها در طبیعت به دو دسته تقسیم میشوند: (1) خانواده اکسیدوردوکتاز[footnoteRef:120]، که شامل، اکسیداز، پراکسیداز، سوپراکسید دیسموتاز[footnoteRef:121]، دهیدروژنازها[footnoteRef:122] و نیتراتردوکتاز[footnoteRef:123] هستند و (2) خانواده هیدرولاز که به چهار دستهی نوکلئاز[footnoteRef:124]، استراز[footnoteRef:125]، فسفاتاز[footnoteRef:126] و پروتئاز[footnoteRef:127] تقسیم میشود. به طور مثال دهیدروژنازها که در دسته اکسیدوردوکتاز معرفی شدهاند فرایند حذف اتم‌های هیدروژن را انجام میدهد و از این طریق واکنش‌های کاهشی از طریق انتقال یون‌های هیدروژن (پروتون) از بستر به یک گیرنده یا کوآنزیم کاتالیز می‌کنند. دسته دیگر در این گروه اکسیدازها هستند که واکنشهای اکسیداسیون را تسریع میکنند، به ویژه واکنشهایی که شامل اکسیژن به عنوان گیرنده الکترون است وبه آسکورباتاکسیداز[footnoteRef:128]، گلوکز اکسیداز، سولفیت اکسیداز تقسیم بندی میشوند. به همین منوال، پراکسیدازها واکنشهای کاهش پراکسیدها نیزکاتالیز میگردند. این دسته به انواع گلوتاتیون پراکسیداز[footnoteRef:129]، هالوپراکسیداز[footnoteRef:130]، هورس رادیش پراکسیداز [footnoteRef:131] و نیکوتین آمید آدنین دی نوکلئوتید هیدروژن پراکسیداز[footnoteRef:132] تقسیم بندی میشوند. به طور مثال در این بین، گلوتاتیون پراکسیداز آنزیمی است که گلوتاتیون را به گلوتاتیون دی سولفید تبدیل میکند. علاوه بر اکسیدوردوکتاز هیدرولازها نیز به عنوان آنزیم های طبیعی تقسیم بندی شدهاند که شامل نوکلئاز، استراز، فسفاتاز و پروتئاز هستند. هر کدام از آنزیمها بسته به نامگذاری که دارند تقسیم یک مولکول طبیعی را به واحدهای کوچکتر انجام میدهند. دستهبندی کلی آنزیمها در شکل (2-9) آورده شده است. از معایب آنزیمهای طبیعی میتوان به هزینه زیاد، عدم پایداری در برابر شرایط محیطی و نیاز به درصد خلوص بالا اشاره کرد. از این رو استفاده از نانوزیمها به جای آنزیمهای طبیعی به دلیل خواص مطلوبی همچون مقرون به صرفه بودن، آماده سازی آسان، پایداری بالا و کاربردهای کاتالیزری ویژه آنها مورد توجه ویژه قرار گرفتهاست. نانوزیمها عمدتاً تقلید آنزیمی خانواده اکسیدوردوکتاز را انجام میدهند [49-42]. [120:  Oxidoreductase]  [121:  Superoxide dismutase]  [122:  Dehydrogenases]  [123:  Nitrate reductase]  [124:  Nuclease]  [125:  Esterase]  [126:  Phosphatase]  [127:  Protease]  [128:  Ascorbate oxidase]  [129:  Glutathione peroxidase]  [130:  Halo peroxidase]  [131:  Horse radish peroxidase]  [132:  Nicotinamide adenine dinucleotide hydrogen peroxidase] 
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[bookmark: _Toc103523350]شکل (2-9) دسته بندی انواع آنزیمها و مسیرهای واکنش آنها[42-49].
نانوزیمها در سامانههای کاتالیزری گونههای اکسیژن فعال دارای اهمیت بیشتری هستند. گونههای فعال اکسیژن عبارتند از پراکسیدها، سوپراکسیدها، رادیکالهای هیدروکسیل، اکسیژنهای منفرد و آلفا اکسیژنها که فرایندهای این گونهها شامل انواع مختلفی از جمله کاهش اکسیژن مولکولی منجر به تولید رادیکال سوپراکسید، تولید هیدرژن پراکسید با دو پراکسید که سامانه کاتالیزری سوپراکسید دیسموتاز، را اکسیژن منفرد در فوتوسنتز گیاهان میباشد. از نگاه دیگر سامانههای تقلیدی نانوزیمی به دو دستهی کاتالاز و سوپراکسید دیسموتاز به عنوان حذف کننده اکسیژنهای فعال و دو دسته اکسیداز و پراکسیداز تولید کننده گونههای اکسیژن فعال تقسیم میشوند (شکل(2-10)) [42].
[image: ]
[bookmark: _Toc103523351]شکل (2-10) تولید و حذف گونههای فعال اکسیژن در چهار الگوی تقلید نانوزیمی [42].
از انواع نانوزیمهای اکسیداز سنتز شده تاکنون میتوان به ترکیباتی همانند نقره، ایریدیوم[footnoteRef:133]، پلاتین-کبالت[footnoteRef:134]، نانوذرات آهن، نانوذرات توخالی نیکل-پالادیوم[footnoteRef:135]، پلاتین-سلنیم، زینک اکسید (II,II)، اکسید سریم (IV,II)، اکسید گرافن کاهشیافته، تتراکسید تری منگنز، وانوکس 13[footnoteRef:136]، کبالت فریت[footnoteRef:137]، فریت نقرهکبالت[footnoteRef:138]  اشاره کرد. از نانوذرات فلزات نجیب (طلا، نقره، پلاتین، پالادیوم و رونیوم) و هیبرید چارچوبهای فلز-آلی با فلزات نجیب به عنوان گلوکزاکسیداز استفاده شده است. همچنین هیبرید طلا و پلاتین به دلیل قابلیت کاتالیز نمودن اکسیداسیون آسکوربیک اسید در فرآیند آسکورباتاکسیداز[footnoteRef:139] به کار برده شده است. همچنین کامپوزیتهای مواد نامبرده شده، اکسیدهای سریم، آهن، مولیبدن، گرافن، منگنز، وانادیم، کبالت و نقره، هیبریدها و کامپوزیتهای پورفیرینی، نیترید کربن گرافیتی و پلیپیرول، پورفیرینهای فلز دارشده و چارچوبهای فلز-آلی هیبرید شده با آنزیمهای طبیعی و نقاط کوانتومی به دلیل قابلیت کاتالیزری آنها در احیا پراکسید نیز به عنوان نانوزیمهای پراکسیدازی قابل استفاده هستند [41]. [133:  Iridium )Ir(]  [134:  The platinum cobalt )PtCo(]  [135:  Nickel-palladium hollow nanoparticles]  [136:  Vanox 13 )V6O13(]  [137:  Cobalt ferrite-CoFe2O4 (CoO·Fe2O3).]  [138:  Silver-cobalt ferrite )Ag-CoFe2O4(]  [139:  Ascorbate oxidase] 

[bookmark: _Toc103505626]2-5-2- حسگرهای نانوزیمی بر پایه نانوذرات پلاسمونی
در بخشهای قبلی راجع به کاربرد نانوذرات پلاسمونی در اندازهگیری رنگ سنجی مستقیم گونهها تجزیهای بحث شد. نانوذرات پلاسمونی به کمک روشهای حسگری رنگ سنجی غیر مستقیم همگن هم قابل کاربرد هستند. در این راستا، کو[footnoteRef:140] و همکارانشان (‏۲۰۱۸) یک روش سنتز تک مرحلهای ساده برای تثبیت نانوذرات دو فلزی طلا-نقره بر روی نانوصفحات کلرید نقره به عنوان یک نانوزیم دارای ماهیت کاتالیزوری پراکسیدی استفاده کردند. آنها از نانو هیبرید تهیه شده برای سنجش اسپرمین استفاده کردهاند. بدین صورت که در حضور اکسیداسیون آمپلکس قرمزی[footnoteRef:141] به نام 10-استیل-3،7-دی هیدروکسی فنوکسین[footnoteRef:142] ممانعت شده اگرچه در عدم حضور اسپرمین اکسیداسیون آمپلکس قرمز به راحتی بر روی نانوزیم تهیهشده انجام شده و رنگ قرمز شدیدی ایجاد میکند (شکل (2-11)) [50]. [140:  Kuo]  [141:  Red amplex]  [142:  10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine] 
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[bookmark: _Toc103523352]شکل (2-11) سنتز نانوهیبرید دو فلزی طلا-نقره بر روی نانوصفحات کلرید نقره و تعیین اسپرمین بر اساس مهار فعالیت آنزیمی آن با استفاده از اکسیداسیون-کاهش هیدروژن پراکسید-آمپلکس قرمز [50].
[bookmark: _Toc103505627]2-5-3 حسگرهای نانوزیمی بر پایه نانوذرات غیرپلاسمونی 
نانوذرات غیرپلاسمونی شامل گروههای مختلفی همچون اسیدهای لوییس و اکسیدهای فلزی هستند که با روشهای مختلف قابل تبدیل شدن به حسگر میباشند. برخی نانوزیمهای اکسید فلزی و فلزی غیرپلاسمونی دارای گزینشپذیری هستند. از این رو، به کمک روشهای جانبی مثل پلیمرهای قالب مولکولی[footnoteRef:143]، مونتاژ کردن[footnoteRef:144]، کپسوله کردن[footnoteRef:145]و اصلاح سطحی[footnoteRef:146] میتوان درصدد رفع این نواقص برآمد. پلیمر قالب مولکولی[footnoteRef:147] روشی است که در سالهای اخیر به طور چشمگیر برای این منظور استفاده شده است، به این صورت که حفره‌هایی را در ماتریس پلیمری با تمایل به مولکول قالب انتخابی مدنظر ایجاد می‌کند. به عنوان مثال چن[footnoteRef:148] و همکاران از نانوذرات اکسید آهن ( IIوIII ) به عنوان الگویهای نانوزیمی ناهمگن استفاده کردهاند و پلیمرهای قالب مولکولی مناسب را در اطراف نانوذرات  در جهت سنجش هیدروژنپراکسید با ساز و کار  نانوزیمی پراکسیدازی پوشش دادند [51]. نانوذرات قالب شده مولکولی با موفقیت از طریق جذب سطحی به بستر رنگسنج متصل میشوند. همانطور که در شکل (2-12) مشاهده میشود، در حالت قالب شده تغییررنگ آبی پررنگ تمایز دو بستر 2،2'-آزینو-بیس (3-اتیل بنزوتیازولین-6-سولفونیک اسید)  و تترامتیلبنزیدین را به خوبی نشان میدهد. این در حالی است که در حالت معمولی تغییر رنگ محسوسی بین این دو بستر رخ نمیدهد [53، 52]. [143:  Molecularly imprinted polymer (MIP)]  [144:  Assembly]  [145:  Encapsulate]  [146:  Surface assembly]  [147:  Molecularly imprinted polymer]  [148:  Chen] 
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[bookmark: _Toc103523353]شکل (2-12) فعالیت و ویژگی قالب مولکولی نانوذرات اکسید آهن (II، III) را برای اکسیداسیون تترامتیلبنزیدین و 2،2-آزینو-بیس(3-اتیل بنزوتیازولین-6-سولفونیک اسید را در حضور و عدم حضور هیدروژنپراکسید نشان می‌دهد [53].
 استفاده از نانوصفحات فلزی یکی از راههای حسگری نانوزیمی مناسب برای سنجش دوپامین است. به عنوان مثال مرتضی حسینی و همکاران یک حسگر رنگ‌سنج نانوزیمی‌ ساده با استفاده از نانوصفحات سریم مولیبدات[footnoteRef:149] برای شناسایی دوپامین[footnoteRef:150] با روش گرمآبی[footnoteRef:151] تهیه کردند. نانوصفحات سریم مولیبدات با فعالیت پراکسیداز تقلیدی[footnoteRef:152] در حضور هیدروژن پراکسید، باعث کاتالیز اکسیداسیون ۳،۳،۵،۵-تترا متیل بنزیدین و تولید رنگ آبی شده است. دوپامین به دلیل خاصیت کاهش‌پذیری گروه فنل هیدروکسیل[footnoteRef:153]، با مهار واکنش بین هیدروژن پراکسید و ۳،۳،۵،۵-تترامتیل بنزیدین باعث کم‌رنگ شدن محلول آبی رنگ می‌شود (شکل (2-13)) [54]. [149: Cerium molybdate (Ce2(MoO4)3)]  [150:  Dopamine]  [151:  Hydrothermal]  [152:  Peroxidase-mimetic activity]  [153:  Phenol hydroxyl] 
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[bookmark: _Toc103523354]شکل (2-13) طرحواره‌ای از تعیین دوپامین بر اساس خاصیت پرکسیداز تقلیدی نانوصفحات سریم مولیبدات [54].
نوع دیگر اثر همافزایی ایجاد اثر همافزایی با آنزیمهای طبیعی در نانوزیمهای غیرپلاسمونی میباشد. به عنوان مثال سویدان[footnoteRef:154] و همکاران این اثر هم افزایی را با نانوزیمهای حسگری ناهمگن به کمک آنزیم طبیعی آلبومین سرم گاوی[footnoteRef:155] برای سنجش آمینهای بیوژنیک طراحی کردهاند. این حسگر بر اساس فعالیت تقلیدی پراکسیداز نانوذرات مونوسولفیدمس(II,II)-آلبومین سرم گاوی–فسفاتمس (II,II)[footnoteRef:156] میباشند [55]. این نانوذرات دارای فعالیت نانوزیمی در برابر 3,3',5,5'- تترامتیل بنزیدین هستند. تغییر رنگ در این حسگر به کمک احیا هیدروژن پراکسید موجود در محیط و تولید رادیکال هیدروکسید در حضور بستر تترا متیل بنزیدین رخ میدهد. در حضور آمین بیوژنیک دوپامین به عنوان یک ترکیب آنتی اکسیدانت حاوی گروههای آمینی (N-H) این مسیر متوقف میشود. این توقف نشاندهنده حضور آمین بیوژنیک است زیرا تغییرات رنگی را به حداقل میرساند و در غلظتهای بالا از تغییر رنگ به طور کامل جلوگیری میکند (شکل (2-14)). [154:  Swaidan]  [155:  Bovine serum albumin]  [156:  Coppermonosulfide-Bovine serum albumin-copperphosphate (CuS BSA Cu3(PO4))] 
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[bookmark: _Toc103523355]شکل (2-14) فرایند حسگری نانوزیم مونوسولفیدمس(II,II)- آلبومین سرم گاوی–فسفاتمس (II,II) در حضور و عدم حضور دوپامین [55].
[bookmark: _Toc103505628]2-5-4 حسگرهای نانوزیمی بر پایه چارچوبهای فلز- آلی
نانوزیمهای برپایه چارچوبهای فلز-آلی به دلیل داشتن خواص مطلوبی همچون متخلخل بودن آنها، داشتن جایگاههای[footnoteRef:157] فعال زیاد و قابلیت نفوذ پایدار ترکیبات آلی فعال همچون آنزیمهای طبیعی به درون حفرههای آنها نسبت به نانوزیمهای دیگر از کاربرد بیشتری برخوردار هست. چارچوبهای فلز-آلی دسته‌ای از مواد هستند که از لیگاندهای آلی و گره‌های فلزی تشکیل شده‌اند. برهمکنش قوی بین یونهای فلزی و لیگاندهای آلی مربوطه، تشکیل ساختارهای چارچوب منحصر به فرد با خواص گوناگون را ممکن می-سازد. در نتیجه، چارچوبهای فلز-آلی به طور گسترده در زمینههای مختلفی از جمله جداسازی گاز، حذف، جذب، کاتالیزری شیمیایی، تحویل دارو، تجزیه و تحلیل زیستشیمیایی استفاده میشوند. به خصوص در زمینه حسگری، چارچوبهای فلز-آلی در تشخیص آنالیت‌های مختلف از گازها، یون‌ها و مولکول‌های کوچک گرفته تا ترکیبات آروماتیک و گونه‌های زیستی فعال استفاده شده‌اند. چارچوبهای فلز-آلی جدید با فعالیت نانوزیمی مشابه با آنزیمهای زیستی طراحی شدهاند. به عنوان مثال، چارچوبهای فلز-آلی بر پایه زیرکونیوم به عنوان هیدرولاز ارگانوفسفر برای تخریب عامل ارگانوفسفر عمل مینمایند. نانوزیم‌های چارچوبهای فلز-آلی با داشتن ساختارها و عملکردهای چندمنظوره ویژگی‌های خاصی از خود نشان می‌دهند، که هم به عنوان تقلیدکننده پراکسیداز و هم به عنوان حامل آنزیم طبیعی به کار برده میشوند، و واکنشهای آبشاری با کارایی نانوزیمی بالا را ممکن میکند. برخی از چارچوبهای فلز-آلی ظرفیت نانوزیمی تقلیدکننده آنزیم از خود نشان میدهند. ویژگی تقلیدی آنزیمی این چارچوبهای فلز-آلی، همراه با ماهیت همه کاره آنها، به سرعت آنها را با کاربردهای رو به رو شد، به ویژه در زمینه تشخیص زیستشیمیایی کرده است. همانطور که قبلا اشاره شد، در یک چارچوبهای فلز-آلی معمولی، گرههای فلزی و لیگاندهای آلی به طور همزمان وجود دارند. بنابراین، ظرفیت نانوزیمی چارچوبهای فلز-آلی میتواند ناشی از دو عامل زیر باشد. از یک طرف، چارچوبهای فلز-آلی حاوی گره های آهن، مس، کبالت، نیکل، وانادیم و سریم میتوانند فعالیت کاتالیزوری تقلیدکننده آنزیم را به دلیل وجود زوجهای اکسید-احیا فلزی ارائه دهند. از سوی دیگر، برخی لیگاندهای آلی در چارچوبهای فلز-آلی به عنوان واسطه‌های الکترونی برای پذیرش الکترون‌ها از یک بستر عمل می‌کنند و سپس الکترون‌ها را به بستر دیگری منتقل می‌کنند، بنابراین واکنش‌هایی را مشابه آنزیم‌های طبیعی کاتالیز می‌کنند. در چند سال گذشته، تعدادی از چارچوب‌های فلز-آلی نانوزیمی با انواع مختلف فعالیت آنزیمی، از جمله پراکسیداز، اکسیداز، سوپراکسید دیسموتاز و هیدرولاز مورد بررسی قرار گرفتهاند (شکل (2-15)). همچنین، برخی از چارچوب‌های فلز-آلی دو یا چند نوع فعالیت آنزیمی را تحت شرایط مشابه یا در محیطهای مختلف نشان میدهند [56]. [157:  Active site] 
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[bookmark: _Toc103523356]شکل (2-15) برخی از چارچوبهای فلز-آلی نانوزیمی [56].
چارچوبهای فلز-آلی حاوی گره‌های اکسید و احیا آهن برای نشان دادن توانایی نانوزیمی تقلید پراکسیداز تأیید شده‌اند. به غیر از چارچوبهای فلز-آلی مبتنی بر آهن، برخی فلزات واسطه دیگر حاوی چارچوبهای فلز-آلی، از جمله مس، روتنیم، نیکل نیز به عنوان تقلیدکنندههای پراکسیداز مورد بررسی قرار گرفتهاند [56]. به طور کلی کاربرد نانوزیمهای چارچوب فلز-آلی در زمینه حسگری به چهار دسته طبقهبندی میشوند (شکل (2-16)). (۱) بسترهای آنزیمی (هیدروژن پراکسید، فنل‌ها، و غیره) و مولکول‌های مرتبط با بسترها (به عنوان مثال گلوکز) را از طریق چارچوبهای فلز-آلی به عنوان نانوزیم شناسایی کرد. ) ۲) فعالیت نانوزیمی چارچوبهای فلز-آلی به راحتی توسط مولکولهای خارجی مانند یونهای معدنی و DNA تحت تأثیر قرار میگیرد و به گونهای که سنجش این مواد از طریق مدولاسیون فعالیت نانوزیم قابل تحقق میباشد. (۳) برخی از گونه‌های کاهش‌دهنده، از جمله تیول‌های زیستی و دوپامین روی سامانه‌های کاتالیزشده با نانوزیم تأثیر میگذارند، بنابراین این گونه‌ها با استفاده از نانوزیم‌های چارچوبهای فلز-آلی قابل شناسایی هستند. (۴) چارچوبهای فلز-آلی به عنوان جایگزین‌های بالقوه برای آنزیم‌های طبیعی، علامتهای تجزیهایی تقویت‌شده در حسگرها تولید میکنند. با اصول بالا، تعدادی از آنالیتها را میتوان به طور موثر با مشارکت چارچوبهای فلز-آلی به عنوان نانوزیم شناسایی کرد [56]. 
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[bookmark: _Toc103523357]شکل (2-16) کاربردهای مختلف تجزیهای نانوزیمهای چارچوبهای فلز-آلی [56].
در بیشتر نانوزیم‌های چارچوبهای فلز-آلی توسعهیافته، منشأ فعالیت از گره‌های فلزی است. زوج اکسید احیا فلز در یک چارچوب فلز-آلی نقش نانوزیم را ایفا میکند و با تنظیم ظرفیت نانوزیم‌های چارچوبهای فلز-آلی ایجاد یک رویکرد عملی مشخص برای تنظیم فعالیت نانوزیمی آنها امکانپذیر است [59-57]. با این رویکرد، یییونگ[footnoteRef:158] و همکارانش یک چارچوب فلز-آلی مختلط بر پایه سریم[footnoteRef:159] را به عنوان یک تقلید اکسیداز طراحی کردند [57]. آنها حالت ظرفیت مختلط چارچوبهای فلز-آلی بر پایه سریم را از طریق اکسیداسیون جزئی ساده و سریع یک چارچوب فلز-آلی ساده بر پایه سریم معمولی در مخلوطی از سدیم هیدرکسید و هیدروژن پراکسید به دست آوردند. در این روش کاتیون سریم (IV) به سریم (III) [footnoteRef:160] کاهش مییابد. حالت ظرفیت مختلط چارچوبهای فلز-آلی بر پایه سریم توانایی نانوزیمی اکسیدازی برای تحریک واکنش رنگی تترامتیلبنزیدین از خود نشان میدهد، در حالی که چارچوبهای فلز-آلی بر پایه سریم معمولی اولیه فعالیت بسیار ضعیفی را نشان میدهد. در اینجا میزان کاهش زوجشدگی گره فلزی در حضور اسید آسکوربیک افزایش مییابد. این فرآیند سینتیکی، تغییر رنگ حسگر به واسطه اکسیداسیون تترا متیل بنزیدین را به شدت بهبود میدهد. همان طور که در شکل (2-17) نشان داده شده است این حسگر رنگ سنجی فعالیت آلکالین فسفاتاز[footnoteRef:161] را مورد بررسی قرار میدهد [56]. [158:  Xiong]  [159:  Mixed valence state Ce MOF (MVCM)]  [160:  Ce4+ to Ce3+]  [161:  Alkaline phosphatase (ALP)] 
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[bookmark: _Toc103523358]شکل (2-17) (A) فرآیند تبدیل چارچوب فلز-آلی معمولی به حالت ظرفیت مختلط، (B) فعالیت تقلید اکسیداز و (C) سنجش رنگ سنجی فعالیت آلکالین فسفاتاز [56].
برخی از نانوزیمهای چارچوبهای فلز-آلی با یک آنزیم طبیعی ادغام شده و به عنوان کامپوزیت زیستی، از چندین بخش سنتزی و یک یا دو بخش آنزیمی تشکیل میگردند. در واقع، آنزیم ها میتوانند به تخلخلهای چارچوب فلز-آلی نفوذ کرده یا از طریق پیوندهای کووالانسی یا غیرکووالانسی به سطح متصل شوند. ادغام چارچوبهای فلز-آلی و آنزیم‌ها از این طریق باعث محافظت آنزیم می‌شود و به آنزیم اجازه می‌دهد تا فعالیت خود را در شرایط چالش ‌برانگیز حفظ کند. با این حال، یک مانع مهم برای کاربرد گسترده صنعتی آنها فعالیت محدود آنزیمها در معرض محیطهای غیرآبی یا دماهای بالا میباشد. تنش حرارتی و حلال‌های آلی می‌توانند شبکه پیچیده و همچنین برهمکنش‌های کووالانسی و غیرکووالانسی، که حالت چینخوردگی طبیعی یک آنزیم را ایجاد ‌کرده و فعالیت نانوزیمی آن را اصلاح، حذف و یا مختل کند. رویکردهای موجود برای غلبه بر شکنندگی ساختاری آنزیم‌ها شامل مهندسی ژنتیک، اصلاح شیمیایی، تغییر در محیط واکنش و کپسوله‌سازی آنها به شرح زیر است:
۱. کپسوله سازی آنزیمها با چارچوبهای فلز-آلی که باعث ایجاد یک کامپوزیت زیستی شده که در آن، آنزیم درون چارچوب فلز-آلی محصور میگردد. 
۲. نفوذ درونحفرهای[footnoteRef:162] آنزیم در تخللهای یک چارچوبهای فلز-آلی از پیش سنتز شده. [162:  Infiltration] 

۳. جذبسطحی آنزیم از طریق پیوندهای کووالانسی یا برهمکنشهای غیرکووالانسی به سطح یک چارچوب فلز-آلی از پیش سنتز شده، تطبیقپذیری و تغییرپذیری شیمیایی چارچوب های فلز-آلی امکان تشکیل کامپوزیتهای چند جزئی را فراهم نموده و همچنین آنزیمها قابلیت ترکیب با مواد اضافی مانند نانوذرات سرامیکی یا فلزی را دارند.
 کامپوزیتهای زیستی و مفهوم کپسوله کردن آنزیم‌ها در بستر جامد عمدتاً با هدف حفظ فعالیت و تسهیل قابلیت بازیابی آنها انجام می‌شود. در برخی موارد، برهمکنش‌های غیرکووالانسی زیرواحدهای آنزیمی منجر به ساختار چهارتایی می‌گردد [60]. یک تمایز قابل‌توجه بین کامپوزیت آنزیم/چارچوب فلز-آلی ایجاد شده توسط کپسوله سازی این است که به آسانی امکان گنجاندن آنزیم‌هایی با ابعاد بزرگتر نسبت به قطر منافذ چارچوب را دارند. این فرآیند سنتزی منجر به محدود شدن آنزیم در یک محفظه متخلخل در چارچوب فلز-آلی شده و سطح بالایی از حفاظت را در برابر محیط‌های خارجی ارائه می‌دهد (‏جدول (2-1))‏.
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جدول (2-1) مقایسه کلی روش‌های تثبیت آنزیم با استفاده از چارچوب فلز–آلی[60]
[image: ]

معرفی این کامپوزیتها از آن جهت دارای اهمیت بوده که به دلیل وجود آنزیم در آنها میتوانند فعالیت کاتالیزوری بالایی داشت باشند. این ویژگی موجب فعالیتهای نانوزیمی گستردهای بوده و از سوی دیگر، سنتز و معرفی آنها دارای اهمیت بالایی است. از آنجایی که هیدروژن پراکسید یک واسطه مهم در بسیاری از واکنش‌های زیستشیمیائی آبشاری است، نانوزیم‌های چارچوبهای فلز-آلی می‌توانند، با آنزیم‌های طبیعی برای سنجش مولکول‌های مربوط به هیدروژنپراکسید ادغام شوند. شین و همکاران از یک آنزیم پراکسیداز و اکسیداز به نام هیمین[footnoteRef:163] حاوی چارچوب فلز-آلی به عنوان یک تقلیدکننده پراکسیداز کارآمد برای سنجش رنگ سنجی گلوکز با ترکیب تقلید با گلوکز اکسیداز استفاده کردند [61]. همانطور که در شکل (2-18) نشان داده شده است، ابتدا گلوکز به طور خاص توسط گلوکز اکسیداز برای تولید واسطه هیدروژن پراکسید و سپس واسطه توسط تقلید چارچوب فلز-آلی پراکسیداز کاتالیز شد و واکنش کروموژنیک تترامتیل بنزیدین را برای تعیین کمی القا کرد. علاوه بر گلوکز، نانوزیمهای چارچوب فلزی-آلی با کلسترول اکسیداز، لاکتات اکسیداز یا اورات اکسیداز ترکیب شده و کلسترول، لاکتات یا اسید اوریک را شناسایی میکنند.  [163:  Hemin] 
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[bookmark: _Toc103523359]شکل (2-18) حسگر رنگ سنجی ادغام گلوکز اکسیداز با چارچوب فلز-آلی و هیمین به عنوان یک پراکسیداز تقلیدی برای سنجش گلوکز [61].
یکی دیگر از کاربردهای چارچوب فلز-آلی، کپسوله کردن ترکیبات نانوزیمی از قبیل ترکیبات پلاسمونی میباشد. هوی[footnoteRef:164] و همکاران با موفقیت نانوزیم‌ کامپوزیت MIL-101[footnoteRef:165] حاوی نانوذارت طلا پلاسمونی به همراه یک پراکسیداز طبیعی را تهیه کردند [62]. پس از مونتاژ گلوکز اکسیداز، نانوکامپوزیتهای به دست آمده میتوانند گلوکز را برای تولید اسید گلوکونیک[footnoteRef:166] و هیدروژنپراکسید کاتالیز کنند. سپس هیدروژنپراکسید تولید شده میتواند، اکسیداز لوکومالاشیت سبز[footnoteRef:167]، (گزارشگر غیرفعال رامان[footnoteRef:168]) را با حضور نانوذرات طلا به مالاشیت سبز فعال[footnoteRef:169]، اکسید کند. از آنجایی که مالاشیت سبز فعال علامتهای رامان بالایی را نشان میدهد، نانوزیمهای کامپوزیت  MIL-101نانوذارت طلا گلوکز اکسیداز میتوانند برای تشخیص آزمایشگاهی گلوکز در مغزهای زنده با نظارت بر تغییرات علامتهای رامان استفاده شود (شکل (2-19)). [164:  Huy]  [165:  Matériaux de l′Institut Lavoisier-(MIL101-)]  [166:  Gluconic Acid-(GA)]  [167:  Oxidize leucomalachite green]  [168:  Raman inactive reporter]  [169:  Malachite green] 
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[bookmark: _Toc103523360]شکل (2-19) پراکندگی رامان افزایش یافته سطحی[footnoteRef:170] همراه با نانوزیمهای  [footnoteRef:171]MIL-101 حاوی نانوذرات طلا /گلوکز اکسیداز برای نظارت بر گلوکز و لاکتات در یک سامانه زنده [41]. [170:  Surface-enhanced raman spectroscopy (SERS)]  [171: Matériaux de-′Institut Lavoisier (MIL) ] 
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اعمال نیروهای محرک فیزیکی به افزایش کارایی نانوزیم ها کمک میکند. به عنوان مثال، امواج فراصوت، گرما و امواج الکترومغناطیس در جهت افزایش کارایی نانوزیمها مقرون به صرفه و کارآمد نشان دادهاند. در بین نیروهای فیزیکی، نور به دلیل خواص مطلوب برگرفته از واکنشهای زیستشیمیایی طبیعی همچون، حفاظت از محیط زیست، تخریب کامل آلایندهها و عدم آلودگی ثانویه در نانوزیمها از کاربرد بیشتری برخوردار است. در مقایسه با نانوزیمهای معمولی، نانوزیمهای فعال شده با نور دارای مزایایی از جمله فعالیت تنظیم شده با نور و استفاده از اکسیژن مولکولی به عنوان یک اکسیدان سبز میتوان نام برد که باعث فعالیت بالاتر این دسته از نانوزیمها میشود. نانوزیم‌های فعالشده با نور اصولاً با شروع فرآیندهای نورفیزیکی و شناسایی گونه‌های فعال اکسیژن[footnoteRef:172] خلاصه میشوند. اگرچه انواع نانوزیم‌های فعالشده با نور هنوز کاملاً محدود بوده و هنوز نمی‌توانند واکنش‌های مشابه آنزیم‌های فعالشده با نور طبیعی را تقلید کنند، اما به نتایج قابل قبولی دست یافتهاند. چند کاربرد مهم این دسته از نانوزیمها شامل سنجش و سنتز شیمیایی، تخریب آلاینده‌های آلی، و برش و ترمیم DNA میباشد [63]. برخی از مواد نیمهرسانا، مانند نانو ذرات تیتانیوم اکسید (II,IV)[footnoteRef:173] و نقاط کوانتومی نیمهرسانا، به طور گسترده به عنوان کاتالیزری نوری قوی گزارش شده و در بسیاری از زمینههای کاتالیزری نوری کاربرد دارند. حساس‌کننده‌های نوری نیز به‌دلیل فعال‌سازی عالی اکسیژن، به‌طور گسترده در روش دینامیک نوری[footnoteRef:174] استفاده می‌شوند. به طور کلی دو نوع نانوزیم فعال نوری وجود دارد. برای نوع اول، آنیون سوپراکسید[footnoteRef:175]، رادیکال هیدروکسیل[footnoteRef:176]، اکسیژن منفرد و حفرههای[footnoteRef:177] تولید شده از نور که در طول واکنشهای کاتالیزری نوری دخالت دارند. مزیت اصلی نانوزیمهای نوری توانایی آنها در کاتالیزکردن واکنشهای چالش برانگیزی است، که به سختی بدون نور انجام میشوند. برای نوع دوم، نانوزیم‌های غیر فعال نوری با استفاده از حساسکنندههای نوری تقویت شده که باعث بهبود تولید اکسیژن برای تسریع واکنشهای نانوزیمی نوری میشود. برای این منظور، بهبود جذب نور یک رویکرد امیدوارکننده برای افزایش بازده گونه‌های فعال اکسیژن است [63]. یک نانوزیم نوری باید قابلیت جذب بالای نور[footnoteRef:178]، جدایی بار[footnoteRef:179] و انتقال بار[footnoteRef:180] مطلوبی داشته و با جذب نور به واسطه تولید جفت الکترون-حفره و متعاقباً ایجاد رادیکالهای فعال به کاتالیز نمودن واکنشهای گوناگون شیمیایی بپردازد. پس از تحریک، الکترونهای موجود در نوار ظرفیت[footnoteRef:181] و انتقال به نوار رسانایی[footnoteRef:182] حفرههایی در نوار ظرفیت باقی میگذارد. الکترونهای تحریکشده میتوانند با اکسیژن و آب واکنش داده و منجر به تولید رادیکالهای فعال اکسیژن مانند هیدروکسیل و سوپراکسید شوند که اکسیداسیون و احیا را باعث میشوند. علاوه بر این، پتانسیل نوارهای انرژی به تحرک حامل (فعالیت الکترونها) کمک میکند، که سرعت بازترکیبی جفت الکترون-حفره را کنترل میکند. رادیکالهای فعال اکسیژن تولید شده را میتوان برای اکسیداسیون بسترها جمعآوری کرد. عموم مواد مورد استفاده در سامانههای نانوزیمی نوری، نیمهرساناها میباشند که در ادامه توضیح داده شدهاند [64].  [172:  Reactive oxygen species-(ROS)]  [173:  Titanium (IV) oxide (TiO2)]  [174:  Photodynamic therapy]  [175: Superoxide (O 2-)]  [176: Hydroxyl radical (•OH)]  [177:  Holes]  [178:  Light absorption]  [179:  Charge sepration]  [180:  Charge transfer]  [181:  Valence band (VB)]  [182:  Conduction band (CB)] 
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نیمهرساناها به دو دسته اصلی نوع p (حفره‌ها اغلب حامل‌های بار هستند) یا نوع n (الکترون‌ها اغلب حامل‌های بار هستند) و یا ترکیب این دو به صورت نیمهرساناهای ناهمگن نوعp-p ، n-n و p-n طبقهبندی می‌شوند که به ترتیب از دو نیمهرسانای نوع p، دو نیمهرسانای نوع n و ترکیبی از نیمهرسانای نوع p و n تشکیل می‌شوند [65].




[bookmark: _Toc103505631]2-6-2- فرآیندهای واکنشی کاتالیزورهای نیمهرسانا 
[bookmark: _Hlk93443021]موقعیت‌های سطح فرمی[footnoteRef:183] و سطح خلاء[footnoteRef:184]، تابع کار[footnoteRef:185]، شکاف انرژی[footnoteRef:186]، انرژی یونیزاسیون[footnoteRef:187] و الکترون‌خواهی[footnoteRef:188] پارامترهای بسیار مهم برای هر ماده نیمهرسانا هستند. نمودار انرژی ناحیه سطح یک نیمه‌رسانا در شکل (2-20) آورده شده است. [183:  Fermi level (EF)]  [184:  Vacuum level (EVAC) ]  [185:  Work function (WF)]  [186:  Energy gap (EG)]  [187:  Ionization energy (IE)]  [188:  Electron affinity (EA)] 
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[bookmark: _Toc103523361]شکل (2-20) دیاگرام انرژی یک نیمهرسانا [66].
سطوح انتقال تک ذره الکترون و حفره در نیمهرسانای معدنی به ترتیب حداقل نوار هدایت[footnoteRef:189] و حداکثر شکاف ظرفیت[footnoteRef:190] است. معادل آن‌ها در یک نیمه‌رسانا آلی به ترتیب کمترین و بالاترین اوربیتال‌های مولکولی اشغال شده یعنی LUMO[footnoteRef:191] و HOMO[footnoteRef:192] هستند. شکاف انرژی تک ذرهای که شکاف انتقال نیز نامیده می‌شود، اختلاف انرژی بین این سطوح است. الکترونها به طور طبیعی به جامدات متصل بودهاند و در سطح مواد، یک مانع انرژی که در سطح خلاء به اوج خود می‌رسد، از فرار آن‌ها (به خلاء) جلوگیری مینماید. استاندارد سطح خلاء، سطح انرژی یک الکترون است که در حالت سکون در "چند نانومتر" خارج از جامد، یعنی با انرژی جنبشی صفر نسبت به سطح نمونه قرار دارد. منظور از فاصله «چند نانومتری» فاصله کافی برای الکترون برای تجربه کامل اثر دوقطبی سطح است [66].  [189:  Conduction band maximum]  [190:  Valance band minimum]  [191:  Lowest unoccupied molecular orbital (LUMO)]  [192:  Highest occupied molecular orbital (HOMO)] 

نیمهرسانا نشان دادهشده در شکل (2-20)، صرف نظر از تعداد کمی از الکترون‌هایی که ممکن است در سطح شکاف هدایت در اثر دوپ شدن یا تحریک حرارتی وجود داشته باشند، الکترون‌هایی که نزدیک ترین انرژی به انرژی سطح خلاء دارند، الکترون‌هایی هستند که در سطح شکاف ظرفیت قرار دارند. بنابراین تفاوت انرژی بین انرژی سطح خلاء و این سطح، حداقل انرژی لازم برای حذف یک الکترون از سامانه بوده و به عنوان انرژی یونیزاسیون شناخته می‌گردد که در اینجا به عنوان یک کمیت مثبت تعریف می‌شود. نیمهرسانا‌های معمولی مورد توجه در الکترونیک غیرآلی یا آلی به ترتیب دارای الکترونخواهی و انرژی یونیزاسیون در محدوده ۲-۴ و ۵/۴-۵/۶ الکترون ولت هستند. در ادامه به عواملی که در موقعیت سطح خلاء و در نتیجه به مقدار تابع کارکمک می‌کنند پرداخته می‌شود. تابع کار، انرژی مورد نیاز برای حذف یک الکترون از سطح یک جامد متراکم به خلاء خارجی است. در یک نیمه‌رسانا، تابع کار مستقیماً به موقعیت سطح خلاء و سطح فرمی بستگی دارد که به نوبه خود به چگالی ترازها، دما و چگالی حامل در ماده بستگی دارد. تابع کار به صورت کمی از طریق طیف‌سنجی نشر نوری تعیین می‌شود که اندازه‌گیری مطلق موقعیت‌های انرژی فرمی و انرژی در سطح را فراهم می‌کند. سطح فرمی یک نیمه‌رسانا، کل پتانسیل شیمیایی الکترونهای آن بوده و معمولاً سطوح فرمی نابرابر برای نیمه‌رساناهای مختلف وجود دارد. برای یک نیمه‌رسانا نوع n، سطح فرمی پایینتر از نوار هدایت است. در حالی که برای یک نیمه‌رسانا نوع p، سطح فرمی کمی بالاتر از نوار ظرفیت است. تابع کار و سایر فاکتورهای مربوط به انرژی سطح نیمه‌رسانا را میتوان با مهندسی دوقطبی‌های سطح اصلاح کرد. به عنوان مثال، قراردادن گونه‌های الکترونگاتیو روی سطح پذیرنده منجر به انتقال الکترون، ایجاد یا افزایش دوقطبی‌های سطح و نیز باعث افزایش انرژی سطح خلاء، تابع کار، الکترونخواهی و انرژی یونیزاسیون می‌گردد [66].
واکنش‌های نانوزیم نوری در نیمه‌رساناها شامل یک سری فرآیندهای شیمیایی نوری است: (الف) جذب نور (فرابنفش، مرئی یا نزدیک به فروسرخ) توسط مواد نانوزیم نوری بسته به فاصله‌ شکاف انرژی آن‌ها (ب) برانگیخته شدن الکترون‌های نوار ظرفیت[footnoteRef:193] نانوزیم نوری به نوار هدایت[footnoteRef:194] و ایجاد حفره‌هایی در شکاف ظرفیت (ج) مهاجرت الکترون و حفرههای القاشده با نور به سطح (د) واکنش اکسیداسیون و کاهش نوری در سطح توسط الکترون و حفرههای حاصل از نور. بارهای القاشده از نور باید در یک سامانه مولکولی گنجانده شوند تا فوتون‌ها را جذب و اکسایتون[footnoteRef:195] تولید کند. اکسایتون‌ها به بارهایی تقسیم می‌شوند که برای واکنش‌های اکسیداسیون وکاهش به مراکز نانوزیمی منتقل میشوند. جذب نور، شکاف انرژی، جداسازی و انتقال بارناشی از نور، مراحل مهمی هستند که برعملکرد نانوزیم نوری تأثیر می‌گذارند. جذب نور با انتقال الکترون (σ*-σ وπ -*π) از نوار ظرفیت به نوار هدایت اتفاق می‌افتد. انتقال σ*-σ در محدوده فرابنفش رخ می‌دهد، در حالی که انتقال π–* πبه دلیل نیاز به انرژی پایین در ناحیه مرئی رخ می‌دهد[67]. [193:   Valance band (VB)]  [194:  Conduction band (CB)]  [195:  Exciton] 

[bookmark: _Toc103505632]2-6-3- عوامل موثر بر نانوزیمهای نوری نیمهرسانا
[bookmark: _Hlk90763759]همان طور که گفته شد درنانوزیمهای نوری نیمه‌رسانا علاوه بر برداشت نور، جداسازی و انتقال بار تولید شده با نور مرحله حیاتی است [68]. (شکل(2-21)) رویکردهای بهبود جداسازی و انتقال بار در نیمه‌رساناها که شامل تخلخل و اثرات سطح، ویژگیهای ساختار تودهای[footnoteRef:196]، برهمکنش نیمه‌رساناها با مواد دیگر (مانند نیمه‌رساناها، فلزات، اکسید فلزات، سولفید فلزات)، اثرات الکترولیت است را نشان میدهد. برای همه عوامل ذکر شده، ساختار و انرژی مربوطه باید برای جداسازی و انتقال بار ساده در نظر گرفته شود که در سه مورد توضیح داده می‌شود؛ (۱) رویکردهای مهندسی سطح، جایگاه‌های‌ فعال جدیدی را ایجاد می‌کنند تا بازترکیب حامل‌های بار را به حداقل برسانند و راندمان جداسازی بار را افزایش دهند تا بارها به مکان‌های فعال مناسب انتقال یابند، (۲) مهندسی سطح‌های مشترک/مرزهای بین اجزای نیمهرساناها رایجترین راه موثر برای رسیدن به جداسازی و انتقال بار کارآمد است، زیرا حامل‌های حاصل از نور می‌توانند در سطح مشترک این چارچوب‌ها موثرتر باشند. (۳) در مهندسی توده[footnoteRef:197] برای جذب کارآمد نور، جداسازی و انتقال بارهای تولید شده، نیمه‌رسانا باید به خوبی انتخاب و مهندسی شود تا نه تنها دارای مکان‌های انرژی قابل قبول، بلکه دارای تحرک حامل بار بالا با کمترین اتلاف انرژی باشد. علاوه براین، سامانه‌های هیبریدی را می‌توان به طور منطقی از طریق یک کاربرد ترکیبی طراحی و ساخت همان‌طور که می‌دانیم پرتوهای فرابنفش[footnoteRef:198]، مرئی یا مادون قرمز[footnoteRef:199] شروع یک واکنش شیمیایی نوری که توسط نانوزیم نوری کاتالیز میشود، ضروری است. در حالی که بیشتر نانوزیم‌های نوری تنها با انرژی نور فرابنفش فعال می‌گردند که تنها حدود 5 درصد طیف خورشیدی را تشکیل می‌دهند، نور مرئی 45 درصد و مادون قرمز نزدیک 49 درصد انرژی نور خورشید را تشکیل می‌دهد. بنابراین، با توجه به استفاده کارآمد از انرژی خورشیدی، تلاش برای گسترش پاسخ نور، از نور سرطان‌زا و مخرب بافت چشم و پوست فرابنفش و همچنین نور کم انرژی و ناپایدار با اثر حرارتی مخرب فروسرخ  به نور مرئی، ضروری است [68]. [196:  Bulk]  [197:  Bulk engineering]  [198:  Ultraviolet (UV)]  [199:  Infrared (IR)] 
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[bookmark: _Toc103523362]شکل (2-21) نمای کلی از رویکردهای بهبود جداسازی و انتقال بار در نیمه‌رساناها [68].
[bookmark: _Toc103505633]2-6-4- انواع نانوزیم های نوری نیمهرسانا 
مهم‌ترین عامل در طراحی یک حسگر مبتنی بر نانوزیم نوری انتخاب ماده حسگری فعال نوری می‌باشد. تاکنون، خوشه‌های فلزی، اکسید فلزی، فسفیدهای فلزی، فسفات‌های فلزی، وانادات‌ها و هالیدهای فلزی، کربن نیتریدهای گرافیتی و نیمه‌رساناهای معدنی برای ساختن نانوزیمهای نوری استفاده شده‌اند [69]. چارچوبهای فلز-آلی به دلیل خواص مطلوب مثل تنوع پیونددهندهها، شکاف نوار گوناگون و خاصیت بارگیری قوی حساسکنندههای نوری در تخلخلهای آنها نسبت به دیگر نانوزیمهای نوری ارجحیت دارند. 
[bookmark: _Toc103505634]2-6-5- نانوزیم های نوری بر پایه چارچوبهای فلز-آلی
چارچوب‌های فلز-آلی میتوانند از طریق جذب نور توسط پیوند دهنده آلی یا گرههای اکسید فلزی به نور پاسخ دهند. تحریک نوری واحدهای جذب کننده نور در چارچوب‌های فلز-آلی اغلب یک حالت جداسازی بار از لیگاند به فلز ایجاد میکند که منجر به فعالیت کاتالیزری نوری میگردد. اخیراً، چارچوب‌های فلز-آلی به علت تنوع و قابلیت تنظیم ساختاری کاربرد وسیعی را در سامانههای نانوزیمی پیدا کردهاند [70]. همچنین تخلخل ذاتی چارچوب‌های فلز-آلی فرآیند انتقال الکترون را در محلولهای نانوزیمی نوری تقویت میکند. با استفاده از جایگزینی مناسب پیوند دهندههای آروماتیک معمولی با کروموفورها به عنوان پیوند دهنده، میتوان چارچوب‌های فلز-آلی فعال نوری نانوزیمی طراحی کرد. این روش برای کنترل خواص جذب نور برای مولکولهای آلی معمول است و میتوان به راحتی در چارچوب‌های فلز-آلی پیاده سازی کرد، اما برای نیمهرساناهای معدنی معمولی این موضوع مناسب نیست. یک مثال واضح از پیوند دهندهها تاثیر جانشینی اثر کلی گروههای آمینی به عنوان جانشین اسید 1،4-بنزندی کربوکسیلیک[footnoteRef:200] و دیگر پلی کربوکسیلاتهای آروماتیکها است، که در آن چارچوب فلز-آلی یک نوار جدید در ناحیه مرئی با طول موج ماکزیمم در حدود 600 نانومتر ایجاد می کند.  بنابراین افزایش گروه آمینی نوار شکاف را کوچیکتر از حالت معمولی میکند (شکل (2-22)). بطورمثال پورفیرین‌ها به عنوان یک کروموفر یا رنگ‌های کمپلکس پلی‌پیریدیل[footnoteRef:201] فلزی به ‌عنوان پیوند دهنده‌های تقویت کننده کاتالیزر نوری استفاده میشوند [70]. [200:  1,4-Benzenedicarboxylic acid (BA)]  [201:  Polypyridyl] 
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[bookmark: _Toc103523363]شکل (2-22) تاثیر جایگزینی آمین بر روی شکاف انرژی یک چارچوب فلز-آلی [70].
چارچوب های فلز-آلی حساس به نور فعالیت تقلیدی اکسیداز را میتوانند با تابش نور و یک پیوند دهنده تقویت کننده انجام دهند. به عنوان مثال  لیو[footnoteRef:202] و همکارانش یک چارچوب فلز-آلی حساس به نور را با معرفی یک لیگاند فعال نوری از مشتق کلرید تریس (بی پیریدین) روتنیم (II)[footnoteRef:203] در یک چارچوب فلز-آلی مبتنی بر روی طراحی و سنتز کردند. این چارچوب فلز-آلی به طور موثری اکسیداسیون پیشمادههای الگوی اکسیداز (‏به عنوان مثال تترا متیل بنزیدین، اورتو فنیل دی آمین و 2،2'-آزینو بیس3-اتیل بنزوتیازولین-6-سولفونیک اسید) ‏تحت تابش نور مرئی را کاتالیز کردند [69]. چارچوب فلز-آلی تهیه شده به عنوان یک نانوزیم در حضور نور مریی تشخیص گلوتاتیون را انجام داده است. بدین صورت که حسگر تحت تابش نور به سرعت اکسیداسیون تترامتیلبنزیدین را کاتالیز کرده و رنگ آبی  را نشان میدهد. برای فعالیت تقلید کننده اکسیداز چندین گونه فعال ممکن می‌تواند شامل رادیکال‌های هیدروکسیل‏، اکسیژن منفرد، پراکسید هیدروژن‏، آنیون سوپراکسید ‏و حفره‌های ایجاد شده توسط نانوزیم نوری باشد. مانیتول، تریپتوفان، کاتالاز، سوپراکسید دیسموتاز و اتانول به ترتیب برای حذف رادیکال هیدروکسیل، اکسیژن منفرد، هیدروژنپراکسید، رادیکال آنیون سوپراکسید و حفره انتخاب شدهاند (شکل (2-23)). [202:  Liu]  [203:  Tris(bipyridine) ruthenium (II) chloride-(Ru(bpy)32+)] 
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[bookmark: _Toc103523364]شکل (2-23) ساز و کار  اکسیداز نانوزیم نوری بر پایه چارچوب فلز-آلی مبتنی بر روی [69].


 تهیه نانوزایمهای مبتنی بر چارچوبهای فلز-آلی برای تشخیص پوترسینمروری بر منابع
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[bookmark: _Toc209236405][bookmark: _Toc216492450][bookmark: _Toc103505636]مقدمه
در این فصل به بررسی عملیات آزمایشگاهی جهت طراحی حسگر رنگ‌سنج نانوزیم پراکسیداز انسولین[footnoteRef:204] بارگیری شده برروی آنالوگ آبی پروس[footnoteRef:205] (V/Fe) و حسگر رنگسنج  نانوزیم فعال نوری اکسیداز پپسین[footnoteRef:206] بارگیری شده بر چارچوب فلز-آلی MIL-47(V) جهت اندازه گیری پوترسین پرداخته شده است. [204:  Insulin]  [205:  Prussian blue analogues(V-Fe)(PBA-V/Fe))]  [206:  Pepsin] 

[bookmark: _Toc103505637]مواد شیمیایی و تجهیزات دستگاهی مورد استفاده
مواد شیمیایی مورد استفاده در این پایان نامهبه همراه فرمول مولکولی، درصد خلوص و شرکت سازنده در جدول 3-1 آورده شده است. 
[bookmark: _Toc103523393]جدول (3-1) مواد شیمیایی مورد استفاده
	نام  ماده
	فرمول شیمیایی
	درصد خلوص
	شرکت

	وانادیم اکسید سولفات
	VOSO4+H2O
	25/98
	مرک

	1و4-دی آمینو بوتان (پوترسین)
	C4H12N2
	40/98
	مرک

	بنزن 1و4-دی کربوکسیلیک اسید
	C8H6O4
	20/98
	مرک

	اگزالیک اسید
	C2H2O4
	35/97
	سیکما آلدریچ

	پتاسیم فری سیانات(III)
	K3[Fe(CN)6]
	40/99
	مرک

	وانادیمIII))کلراید
	VCl3
	40/99
	مرک

	ال-آسپارتیک اسید
	C4H7NO4
	50/98
	مرک

	گلوتاتیون
	C10H17N3O6S
	65/98
	سیکما آلدریچ

	ال-آرژنین
	C6H14N4O2
	50/98
	مرک

	ال-تیروسین
	C9H11NO3
	95/99
	تیتراکم

	هگزامتیلن دی آمین
	C6H16N2
	00/97
	سیکما آلدریچ

	اتیلن دی آمین
	C2H8N2
	35/99
	مرک

	هیستامین
	C5H9N3
	50/97
	مرک

	مالئیک اسید
	C3H4O4
	45/98
	مرک

	متیونین
	C5H11NO2S
	45/99
	مرک

	ال-تریپتوفان
	C11H12N2O2
	24/99
	مرک

	فنیل استیک اسید
	C8H8O2
	55/98
	مرک

	پپسین
	-
	-
	سیکما آلدریچ

	انسولین
	-
	_
	نانوورپید[footnoteRef:207] [207:  Novorapid] 


	دی متیل سولفوکسید
	C2H6OS
	65/99
	مرک

	اتانول
	C2H5OH
	00/95
	مرک

	سدیم هیدروکسید
	NaoH
	24/97
	مرک

	ال-تیروزرین
	C9H11NO3
	00/97
	مرک

	نقره نیترات
	AgNo3
	00/98
	مرک

	اتیلن دی آمین تترا استیک اسید[footnoteRef:208] [208:  Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA] 

	C10H16N2O8
	45/98
	مرک

	اسید اسکوربیک
	C6H8O6
	75/96
	سیکما آلدریچ

	ایندول
	C8H7N
	43/97
	مرک

	کراتینین
	C4H7N3O
	45/96
	سیکما آلدریچ


[bookmark: _Hlk92632957]
تجهیزات دستگاهی مورد استفاده جهت شناسایی و تعیین خواص ترکیبات سنتز شده با مشخصات ذکر شده در جدول 3-2 آورده شده است.
[bookmark: _Toc103523394]جدول (3-2) روش های دستگاهی مورد استفاده
	نام دستگاه
	شرکت سازنده
	سری ساخت
	کاربرد

	(FT-IR)زیر قرمز  طیفسنجی تبدیل فوریه
	پرکین ‌المر[footnoteRef:209] [209:  PerkinElmer] 

	Spectrum 100
	تعیین گروه‌های عاملی، بررسی صحت و پیشرفت واکنش شیمیایی

	طیف سنجی فرابنفش-مرئی(UV-Vis) 
	پی جی اینسترومنت[footnoteRef:210] [210:  PG Instruments] 

	T80+
	ثبت طیفهای مریی-فرابنفش

	[bookmark: _Hlk95045620]اندازه گیری طیف بازتاب نفوذی (DRS)
	شیمادزو[footnoteRef:211] [211:  Shimadzu] 

	UV- 160 A
	تخمین خواص  نوری

	سانتریفیوژ
	- پل ایده آل تجهیز
	- یونیورسالPIT320 کلاسیک
	جداسازی ذرات از محلول

	(XRD) پراش پرتو ایکس 
	فیلیپس[footnoteRef:212] [212:  Philips] 

	PW1730
	شناسایی مواد و تعیین ساختار بلوری

	میکروسکوپ الکترونی روبشی گسیل میدانی (FE-SEM)
	زایس[footnoteRef:213] [213:  ZEISS] 

	Sigma 300
	ریخت شناسی، اندازه‌گیری ابعاد ذرات و تصویربرداری صفحهای

	طیف‌سنجی پراکنده انرژی (EDS)
	زایس
	Sigma 300
	تجزیه و تحلیل ساختاری و آنالیز عناصر موجود در نمونه

	نوار ال-ای-دی آبی
	تکنوتل[footnoteRef:214] [214:  Technotel] 

	2835
	منبع نور فعال سازی کاتالیزور نوری

	pH متر
	متلرتولدو[footnoteRef:215] [215:  Mettler Toledo] 

	S220-BIO
	تعیین میزان اسیدیته/بازیسیته مستقیم محلول


[bookmark: _Toc103505638]سنتز آنالوگ آبی پروس PBA(V/Fe)))
به منظور تهیه PBA(V/Fe)، 45/0 گرم وانادیم III))کلراید، 65/0 گرم پتاسیم(III) فری سیانات و 81/0 گرم اگزالیک اسید بیآب درون ۴۰ میلی لیتر آب مخلوط شد. مخلوط حاصل به مدت یک ساعت در حمام فراصوت تا ظهور رنگ قرمز همزده شد. به منظور انجام سنتز گرمآبی مخلوط حاصل، به ظرف شیشهای محصور شده درون یک واکنشگاه فولاد-زنگ نزن حاوی قالب تفلونی منتقل شد. واکنشگاه مورد نظر به آون منتقل و به مدت 8 ساعت در دمای 180 درجه سانتی گراد قرار گرفت. در پایان، واکنشگاه تا دمای محیط سرد و رسوبات حاصل با سانتریفیوژ جمع آوری و سه مرتبه با اتانول و آب به نسبت یک به یک شستشو داده شد. رسوب سورمهای رنگ نهایی درون آون در دمای 90 درجه سانتیگراد به مدت 24 ساعت خشک و جمع آوری شد.
[bookmark: _Toc103505639]بارگیری انسولین بر روی PBA(V/Fe) 
 به منظور تهیه PBA(V/Fe)-Ins، 45/0 گرم PBA(V/Fe) به همراه 20 میکرولیتر انسولین به یک بشر حاوی 40 میلیلیتر آب افزوده شده و به مدت 20 دقیقه در حمام  فراصوت همزده شد (دمای حمام با استفاده از قالبهای یخ در 10 درجه سانتی گراد تثبیت شد). سپس مخلوط حاصل در دمای محیط به مدت 12 ساعت انکوبه شد و رسوبات نهایی به منظور استفاده کاتالیزری در سنجش پوترسین جمع آوری، شستشو و خشک گردید. مراحل مختلف سنتز PBA(V/Fe)-Ins در شکل (3-1) آورده شده است. 

[image: gggggg]
[bookmark: _Toc103523365]شکل (3-1) مراحل مختلف سنتز)  PBA(V/Fe و بارگیری انسولین PBA(V/Fe).

[bookmark: _Toc103505640]سنتز MIL-47(V)
به منظور تهیه چارچوب فلز-آلی پایه وانادیم، ابتدا 4 میلی مول وانادیم اکسید سولفات و 4 میلی مول از بنزن دی کربوکسیلیک اسید به همراه 40 میلی لیتر دیمتیلفرآمید در بشر ۱۰۰ میلی لیتر مخلوط شد. سپس بشر به مدت 30 دقیقه در حمام فراصوت تا رسیدن به مخلوط همگن همزده شد. مخلوط همگن بلافاصله به درون محفظه شیشهای محصور شده در واکنشگاه فولاد زنگ نزن حاوی قالب تفلونی منتقل شد. واکنشگاه به مدت 12 ساعت در دمای 160 درجه سانتی گراد درون آون قرار داده شد. سپس تا دمای محیط سرد و رسوبات حاصل با استفاده از سانتریفیوژ جمع آوری و چندین مرتبه توسط متانول شستشو داده شد. رسوب سبز نهایی در آون  در دمای 90 درجه سانتی گراد به مدت 24 ساعت خشک و جمع آوری گردید.
[bookmark: _Toc103505641]بارگیری پپسین بر روی MIL-47(V) 
برای تهیه MIL-47(V)/pep، از فرآیند جذب سطحی به شرح زیر استفاده شد: 50 میلی لیتر بافر فسفات 50 میلی‌مولار (5pH =) حاوی 01/0 گرم بر میلی‌لیترMIL-47  تهیه شد و متعاقباً 10 میلی‌لیتر محلول پپسین (2 میلی گرم بر میلیلیتر)  به محلول بالا اضافه شد و پس از 20 دقیقه پراکندگی در حمام فراصوت مخلوط نهایی به مدت 24 ساعت در دمای محیط انکوبه شد. در پایان، MIL-47(V)/pep به‌دست‌آمده توسط سانتریفیوژ جمعآوری شد و با بافر بریتون-رابینسون 0/1 مولار به مدت 1 ساعت شستشو داده شد، محصول نهایی در دمای اتاق خشک و جمع آوری شد و قبل از استفاده کاتالیزوری در دمای 4 درجه سانتی‌گراد نگهداری شد. مراحل مختلف سنتزMIL-47(V) و بارگیری پپسین در شکل (3-2) آورده شده است.
[image: ]
[bookmark: _Toc103523366]شکل (3-2) مراحل مختلف سنتز MIL-47(V)و MIL-47(V)/pep.
[bookmark: _Toc103505642]تهیه محلولهای مورد استفاده 
[bookmark: _Hlk93096260] آماده‌سازی محلول‌های مادر با غلظت 4/0 میلیمولار با انحلال مقدار معین از ماده اولیه در 250 میلی لیتر آب صورت گرفت. 
روش اندازه‌گیری پوترسین با استفاده PBA(V/Fe)-Ins
[bookmark: _Hlk93959200]ابتدا درون یک میکروتیوب، حجم معینی (۹00-100 میکرولیتر) از سوسپانسیون نانوزیم پراکسیدازی PBA(V/Fe)-Ins (2/0 درصد وزنی)، حجم معینی (800-100 میکرولیتر) محلول تترامتیلبنزیدین 0/1 میلی‌مولار به عنوان ردیاب و حجم معینی (400-100 میکرولیتر) از آمونیوم پرسولفات 75/1 میلی مولار به عنوان عامل اکسنده در حضور و عدم حضور غلظتهای متفاوت پوترسین اضافه شد به گونهایی که حجم نهایی 0/3 میلی لیتر میباشد. در پایان واکنش 0/2 میلی لیتر از محلول نهایی جمعآوری و به سل کوارتوزی طیف سنج ماورابنفش-مریی منتقل و طیف حاصل 800-450 نانومتر ثبت شد. اثر متغیرهای حجم نانوزیم پراکسیدازی، حجم تترا متیل بنزیدین، آمونیوم پرسولفات، pH، زمان برهمکنش، گزینش‌پذیری نانوحسگر در حضور گونه‌های دیگر، ارقام شایستگی (تکرارپذیری، محدوده خطی و حد تشخیص) و کارایی روش برای تشخیص پوترسین در نمونههای حقیقی ماهی و سینتیک واکنش کاتالیزری مورد بررسی قرار گرفت.
[bookmark: _Toc103505644]روش اندازه‌گیری پوترسین با استفاده MIL-47(V)/Pep
[bookmark: _Hlk94133845]600 میکرولیتر نانوزیم فعال نوری MIL-47(V)/pep (1 میلی گرم بر میلی لیتر)، حجم معینی (۱۲۰۰-۲۰۰ میکرولیتر) میکرولیتر اورتو-فنیلن دی آمین با غلظت 7/3 میلی مولار به عنوان ردیاب در حضور و عدم حضور مقدار معینی از محلول آنالیت پوترسین در 200 میکرولیتر محلول بافر بریتون-رابینسون 0/1 مولار با 7pH = تزریق شد. سپس مخلوط حاصل در مدت زمان مشخص درون یک واکنشگاه مجهز به لامپ با استفاده از یک واکنشگاه لامپ ال ای دی  آبی (30 وات) تحت تابش نور قرار گرفت (شکل (3-3)) . در پایان حدود ۲ میلی لیتر از محلول مورد نظر به سل کواتزی طیف سنج ماورا بنفش منتقل و طیف مربوطه در ناحیه 6۰۰-350 نانومتر ثبت شد. اثر متغیرهای حجم نانوزیم فعال نوری، حجم ارتو فنیلن دی آمین، pH، زمان، برهمکنش گزینش‌پذیری نانوحسگر در حضور گونه‌های تجزیهای دیگر، ارقام شایستگی (تکرارپذیری، محدوده خطی و حد تشخیص) و کارایی روش برای تشخیص پوترسین در نمونههای حقیقی ماهی مورد بررسی قرار گرفت.

[image: C:\Users\ramsis\Downloads\End book gol\Piic\جعبه آبی.PNG]
[bookmark: _Toc103523367]شکل (3-3) واکنشگاه نوری مورد استفاده.
[bookmark: _Toc103505645]آماده‌سازی نمونه‌های حقیقی
[bookmark: _Toc103505646]3-10-1-تهیه نمونههای ماهی 
نمونههای ماهی دودی، قزل آلا، ماهی کفال، ماهی سفید تازه و ماهی تن از بازارهای محلی نارمک، تهران، ایران برای ارزیابی غلظت پوترسین خریداری شد. برای ماهی تازه، نمونه برداری با پوست و گوشت بلافاصله پس از بازگشت از بازار و همچنین سایر نمونه ها بلافاصله پس از باز کردن بسته مورد بررسی قرار گرفت. یک گرم از هر نوع محصول ماهی به مدت 15 دقیقه در0/5 میلیلیتر محلول پرکلریک اسید 4/0 مولار همگن شده و سپس به مدت 30 دقیقه در حمام فراصوت قرار گرفت. مخلوطها در 8000 دور در دقیقه به مدت 10 دقیقه سانتریفیوژ شد و مایع رویی برای تجزیه و تحلیل جمع آوری شد (مایع رویی در دمای 5- درجه سانتی گراد برای آماده به کار ذخیره شد). 80 میکرولیتر از محلولهای تهیه شده درون 25 میلی لیتر آب یون زدایی شده حل شده و طیف جذبی نمونه‌ها در حضور نانوحسگر نوری قبل و بعد تزریق حجم‌های متفاوت از پوترسین 4/0 میلیمولار در محدوده‌ ‌طول‌موج 75۰-350 نانومتر مورد بررسی قرار گرفت (برای هر غلظت 3 مرتبه تکرار انجام شد). درصد بازیافت و درصد خطای نسبی محاسبه گردید.
[bookmark: _Toc103505647]ارقام شایستگی 
[bookmark: _Toc103505648]3-11-1- حد تشخیص[footnoteRef:216] و حد تعیین[footnoteRef:217] [216:  Limit of detection (LOD)]  [217:  Limit of quantification (LOQ(] 

[bookmark: _Hlk94123799]جهت ارزیابی نانوحسگرهای تهیه شده برای اندازه‌گیری غلظت پوترسین در شرایط بهینه، حد تشخیص و حد تعیین کمی از ترسیم منحنی کالیبراسیون براساس تغییرات علامت تجزیه‌ای برحسب غلظت‌های متفاوت پوترسین محاسبه شد. محاسبه‌ حدتشخیص و حد تعیین کمی با استفاده از معادله‌های (3-1)، (3-2) و (3-3) با اندازه گیری علامت تجزیه ای شاهد انجام می‌شود، محلول شاهد محلولی است که در آن همه‌ی گونه‌ها به جز آنالیت (پوترسین) حضور داشته باشند. برای به دست آوردن علامت تجزیه‌ای جذب محلول شاهد در طول موج مورد نظر اندازه‌گیری شد. 

معادله (3-1)                                                                                                    

    معادله (3-2)                                                                                             

 معادله (3-3)                                                                                       

انحراف معیار شاهد،m  شیب منحنی کالیبراسیون، Xi مقدار هر نمونه در مجموع دادهها،  میانگین مقادیر و n تعداد تکرار آزمایش را شامل میشود. جهت اطمینان از دقت و صحت روش پیشنهادی برای سنجش پوترسین، آزمون T و آزمونF  مطابق معادله (4-3) و (3-5) محاسبه گردید. 

معادله (3-4)                                                                                                                                                                   

معادله (3-5)                                                                                                       

[bookmark: _Toc103505649]3-11-2- تکرارپذیری روش
دقت اندازه‌گیری یک حسگر با تکرارپذیری آن مورد بررسی قرار می‌گیرد. دقت روش با اندازه‌گیری 5 محلول حاوی نانوحسگر در مجاورت پوترسین با غلظت معین در شرایط بهینه مورد بررسی قرار گرفت. انحراف استاندارد نسبی[footnoteRef:218] به عنوان معیاری از دقت مطابق معادله (3-6) محاسبه گردید.  [218:  Relative standard deviation (RSD)] 


 معادله (3-6)                                                                                  

[bookmark: _Hlk94124503]در این معادله Sx، Xi، ، به ترتیب انحراف استاندارد تعداد اندازه‌گیری‌ها، مقدار به دست آمده در هر اندازه‌گیری و میانگین اندازه‌گیری‌ها را نشان می‌دهد. با استفاده از مقدار انحراف استاندارد و مقدار میانگین می‌توان از معادله (3-7)، درصد انحراف استاندارد نسبی محاسبه کرد.

 معادله (3-7)                                                                                  
[bookmark: _Toc103505650]3-11-3- قدرتمندی روش[footnoteRef:219] [219:  Robustness] 

قدرتمندی روش این پایان نامه به گونهای بود که شرایط کمی تغییر داده شد، ولی با این حال باز هم روش قابل اعتماد بود و این ویژگی نشان دهنده توانایی روش در بی تاًثیر ماندن پاسخ حسگر در صورت اعمال تغییرات جزئی است. برای قدرت مندی روش در این پایان نامهبخشی از متغییرهای موثر در حسگری تغییر داده ولی بقیه متغییرها ثابت گذاشته شد، همانند ثابت گرفتن شرایط غلظت آنالیت و تغییر متغیرهای موثره دیگر بررسی نتایج حسگری و بلعکس آن. تغییر شرایط جزیی محیطی حسگر تاثیر کمی بر تغییر نتایج نهایی حسگر داشت و نشان از قدرتمندی روش حسگری در همه شرایط شیمیایی و فیزیکی است.
[bookmark: _Toc103505651][bookmark: _Hlk93524030]3-11-4 بررسی تاثیر به داماندازنده‌های[footnoteRef:220] رادیکالی برای تعیین ساز و کار  حسگری [220:  Scavengers] 

از آن‌جا که یکی از کاتالیزورهای مورد استفاده در پژوهش حاضر دارای فعالیت نوری و ساز و کار  روش براساس تولید رادیکال‌های فعال اکسنده می‌باشد. از این رو، به منظور بررسی تاثیر به دام اندازنده‌های رادیکالی در سنجش پوترسین، مقدار معین از به دام اندازنده‌های دی متیل سولفوکسید، نیترات نقره و آسکوربیک اسید و اتیلن دی آمین تترا استیک اسید با غلظت 0/5 میلی مولار به عنوان به دام اندازه‌های رادیکال‌های آزاد مختلف در حضور و عدم حضور پوترسین مورد بررسی قرارگرفت.
تهیه نانوزایمهای مبتنی بر چارچوبهای فلز-آلی برای تشخیص پوترسین روش تحقیق
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[bookmark: _Toc106512943][bookmark: _Toc209236408][bookmark: _Toc209240160][bookmark: _Toc209240172][bookmark: _Toc216492454][bookmark: _Toc103505652]
نتايج و تفسير آنها




[bookmark: _Toc209236409][bookmark: _Toc216492455][bookmark: _Toc103505653]مقدمه
[bookmark: _Toc209236410][bookmark: _Toc216492456]در این فصل به بررسی خواص فیزیکی، شیمیایی و تقلید آنزیمی دو حسگر رنگ‌سنج نانوزیمی اکسیدازی MIL-47(V)/pep و حسگر رنگسنج نانوزیم پراکسیدازی PBA(V/Fe)/Ins پرداخته شده است. بهینهسازی متغییرهای عملیاتی حسگری به همراه متغیرهای فیزیکی و شیمیایی با استفاده از تفسیر پراش پرتو ایکس[footnoteRef:221]، اسپکترومتری مادون قرمز تبدیل فوریه[footnoteRef:222] ، میکروسکوپ الکترونی روبشی گسیل میدانی[footnoteRef:223]، طیف سنجی پراکنده انرژی[footnoteRef:224]، اندازه‌گیری طیف بازتاب نفوذی مریی-فرابنفش[footnoteRef:225]، آنالیزهای الکتروشیمیایی و طیف سنجی مریی-فرابنفش انجام پذیرفته است. [221:  Powder x-ray diffraction (PXRD)]  [222:  Fourier transform infrared (FTIR)]  [223:  Field emission scanning electron microscope (FE-SEM)]  [224:  Energy-dispersive x-ray spectroscopy (EDS)]  [225:  Diffuse reflectance spectroscop (DRS)] 

[bookmark: _Toc103505654]مشخصهیابی نانوزیم پراکسیدازی PBA(V/Fe) و PBA(V/Fe)-Ins
[bookmark: _Toc103505655]4-2-1- بررسی آنالیز طیفهای FTIR و الگوهای XRD
طیفهایFT-IR   نمونههای PBA(V/Fe) و PBA(V/Fe)-Ins را در شکل (4-1-a) آورده شدهاست. نوارمشاهده شده در cm-1  528  نشاندهنده ارتعاشات کششی[footnoteRef:226] پیوند بین فلز و نیتروژن (M-N) سیانیدی را نشان میدهد [71]. نوار مشاهدهشده در cm-1 3/972 نشاندهنده ارتعاشات کششی گروه وانادیمی (VO2+) میباشد [72، 71]. نوار ظاهر شده در cm-1 1411 مربوط به ارتعاشات کششی پیوند کربن هیدروژن (C-H) است [73]. ارتعاشات خمشی [footnoteRef:227] مولکولهای بینابینی آب با فلزات وانادایم و آهن در نوارcm-1 1620 مشاهده شدهاست و از سویی این نواردر PBA(V/Fe)-Ins از PBA(V/Fe) مقداری محدوده گسترده تری دارد [72]. نوار گسترده و تیز مشاهده شده در cm-1 2097 بیانگر ارتعاش کششی مولکول سیانید به عنوان گروههای اتصالدهنده[footnoteRef:228] به آهن (Fe-C≡N-M) است [72، 71]. علاوه بر مورد گفتهشده، نوار پهن مشاهده شده در cm-1 3706-2858 نشاندهنده وجود مولکول‌های آب زئولیتی و لیگاندی است که معمولاً در ساختار PBA(V/Fe)-In و) PBA(V/Fe گنجانده شده‌اند [72، 71].  [226:  Vibration stretching]  [227:  Bending vibrations]  [228:  Linking Group] 

الگویی پراش پرتوایکس به منظور بررسی بلورینگی نمونههای تهیه شده مورد استفاده قرار گرفت. پراش پرتو ایکس[footnoteRef:229]) PBA(V/Fe آماده شده نشان داد همچنانکه نمونه آماده شده به خوبی با پیکهای استاندارد ساختار V3[Fe(CN)6]2 و مرجع (PDF Card No. 00–042–1440) مطابقت دارد. پیکهای پراش اصلی ظاهرشده در 46/17، 79/24، 42/35، 79/39، 91/50 و 32/54 درجه با صفحات کریستالی (200)، (220)، (400)، (420)، (600) و (620) مطابقت دارد [71]. همچنین بارگذاری انسولین، به دلیل محتوای اندک انسولین، تأثیر قابل‌توجهی بر ساختار ) PBA(V/Fe نداشته است، این در حالی است قله‌ها به دلیل مسدود شدن حفرات PBA(V/Fe)-Ins کمی پهنتر شدهاند که با نتایج میکروسکوپ الکترونی روبشی گسیل میدان مطابقت دارد (شکل (4-1) و (4-2)). [229:  X-ray diffraction spectroscopy (XRD)] 


شکل (4-1). FT-IR (a) و الگویی XRD (b) نمونههای PBA(V/Fe)-Ins و PBA(V/Fe).
[bookmark: _Toc103505656]4-2-2- ریختشناسی
ریختشناسی PBA(V/Fe) و PBA(V/Fe)-Ins با میکروسکوپ الکترونی روبشی گسیل میدانی بررسی شد (شکل 4-2) تصویر حاصل تشان میدهد که قبل از بارگیری انسولین، PBA(V/Fe) دارای ذرات کروی یکنواخت و منظم نمیباشد که بعد از افزودن انسولین تجمع ذرات آنها قابل مشاهده است که نشان میدهد در حضور انسولین نیروهای بین مولکولی و ذاتی باعث تجمع و ازدیاد اندازه ذرات شده است هر چند ساختار کروی همچنان پا برجاست (شکل (4-2 ( b و c)). طیفهای EDS به منظور تعیین ترکیب عنصری نمونههای تهیه شده آنالیز انجامگرقت (شکل (4-3)) وجود عناصر مورد انتظار وانادیم، آهن، کربن، نیتروژن و اکسیژن بدون هیچ ناخالصی دیگری برای نمونه PBA(V/Fe) اثبات شد ولی در PBA(V/Fe)-Ins با توجه به حضور انسولین درصد کربن بالاتری مشاهده شده است (شکل (4-3)).
[image: ]
[bookmark: _Toc103523369]شکل (4-2)- تصاویر FE-SEM مربوط به PBA(V/Fe) (a و b)، و  PBA(V/Fe)-Ins (c و d) در بزرگنماییهای متفاوت
[image: ]
[bookmark: _Toc103523370]شکل(4-3)طیفهای EDS مربوطه PBA(V/Fe) (a) و (b) PBA(V/Fe)-Ins  (نقشه EDS مربوط به هرکدام در طیف EDS مربوطه گنجانده شده است).
نتایج تایید میکند که ترکیب PBA(V/Fe)-Ins به خوبی تهیه شدهاست از این رو بنا به حضور عناصر V و Fe به عنوان عناصری دارای چندین عدد اکسیداسیون و همچنین بارگیری انسولین خاصیت کاتالیزری ذاتی انتظار رفتار همافزایی برای این ترکیب وجود دارد.
[bookmark: _Toc103505657]4-2-3- بهینهسازی عناصر موثر بر حسگر زیستی
برای ارزیابی فعالیت کاتالیزوری و نظارت بر نحوه عملکرد ترکیبهای تهیهشده اکسیداسیون ردیاب کرموژنیک تترا متیل بنزیدین در حضور اکسنده آمونیوم پرسولفات در بافر بریتون-رابینسون (4=pH ) و ثبت طیف مریی-فرابنفش محصول نهایی استفاده شد. همان‌طور که در شکل (4-4-a) دیده می‌شود، PBA(V/Fe) اکسیداسیون تترا متیل بنزیدین را انجام داده و رنگ آبی ملایم تولید شدهاست که بشینیه جذب مرئی-فرابنفش در 650 نانومتر نشان دادهاست. درحالی‌که در حضور PBA(V/Fe)-Ins (0/1 درصد وزنی-وزنی انسولین)، شدت جذب خاصیت نانوزیمی به واسطه انسولین افزایش یافته است. 
درصد وزنی  PBA(V/Fe)-Insبه عنوان یک متغییر موثر در طراحی حسگر مورد نظر در محدودۀ 5/0 تا 3/1 درصد وزنی بررسی شد و نتایج حاصل نشان دادند که با افزایش میزان PBA(V/Fe)-Ins، به‌دلیل افزایش چگالی رادیکالهای اکسیژن فعال و پرسولفات فعال علامت تجزیهای تقویت شده است (شکل (4-4) b). بنابراین 0/1 درصد وزنی به‌دلیل رسیدن به 95 درصد علامت تجزیهای، به‌عنوان درصد بهینه انتخاب شدهاست.
اثر غلظت تترا متیل بنزیدین به‌عنوان یک ردیاب علامتساز[footnoteRef:230] بررسی شد. نتایج نشان دادند که 2/0 میلی‌مولار تترا متیلن بنزیدین، غلظت بهینه برای دستیابی به بالاترین شدت علامت تجزیهای است (شکل (4-4)-c). می‌توان گفت که در غلظت‌های بالاتر، کارایی نانوزیم پراکسیدازی برای اکسیداسیون تترا متیلن بنزیدین محدود شده و این ترکیب بیشتر به‌عنوان یک آنالیت عمل کرده و جایگاههای فعال کاتالیزر را مسدود میکند. [230:  Signaling] 

اثر غلظت اکسنده آمونیوم پرسولفات بر شدت علامت تجزیهای نشان داد که مقدار جذب بیشینه برای غلظت آمونیوم پرسولفات 13/0 میلیمولار است. دلیل افزایش بیشینه جذب افزایش چگالی رادیکالهای اکسیژن فعال با افزایش غلظت واسطه پرسولفات اکسنده است. اگرچه با توجه به خوردگی سطح نانوزیم در غلظتهای بالاتر پرسولفات راندمان اکسیداسیون کاهش پیدا کردهاست.





[bookmark: _Toc103523371]شکل (4-4) طیفهای UV-Vis تترا متیل بنزیدین اکسیدشده در حضور و عدم حضور انسولین (a)، و غلظتهای متفاوت PBA(V/Fe) (b)، TMB (c) و آمونیوم پرسولفات (d).
[bookmark: _Toc103505658]4-2-4-تاثیر pH بر روی پاسخ حسگر رنگ سنجی مورد نظر
اثر pH به‌عنوان یک عامل مهم در پاسخ حسگرهای نوری مورد بررسی قرار گرفت. به این منظور در شرایط بهینه حضور پوترسین و عدم حضور پوترسین با غلظت 5/4 میکرومولار با حجم کل سه میلی‌لیتر در محدودۀ  pH9-2 بررسی شد. سپس به نمونه‌های‌ آزمایشی 13/0 میلیمولار آمونیوم پرسولفات افزوده و به‌مدت 2 دقیقه تحت فرآیند پراکسیدازی در حضور سولفات قرار گرفتند تا رنگ آبی اکسید تترا متیل بنزیدین حاصل گردد. دو میلی‌لیتر از هرکدام از نمونهها جمع‌آوری و طیف مرئی-فرابنفش آن‌ها ثبت شد (شکل (4-5)‌a, b ). در pHهای خیلی اسیدی و بالاتر از پنج بین PBA(V/Fe)-Ins و پوترسین (pKa= 10.8)  بر هم کنش کمتر و پاسخ حسگری کمتری حاصل میشود. زیرا در pH بالاتر از پنج، اکسیداسیون تترامتیل بنزیدین بسیار محدود میشود، و شدت علامتتجزیهایی پایین میآید. به دلیل اختلاف جذب بالا در pH= 4 به عنوان pH بهینه انتخاب شد.



[bookmark: _Toc103523372]شکل (4-5) طیفهای UV-Vis تترا متیل بنزیدین اکسیدشده در عدم حضور(a) ، در حضور 5/4 میکرومولار پوترسین(b)  و در تفاوت جذبها در pH های متفاوت(c) .
[bookmark: _Toc103505659]4-2-5- تاثیر زمان بر پاسخ حسگر مورد نظر
سنیتیک فرایند پاسخ‌دهی نانوحسگر، در شرایطی که pH، میزان PBA(V/Fe)-Ins و تترا متیل بنزدین در مقادیر بهینه خود ثابت بودند مورد بررسی قرار گرفت. شکل )(4-6)، a و (b طیف‌های حاصل از فرایند کاتالیزری، در حضور و عدم حضور پوترسین با غلظت 5/4 میکرومولار را نشان می‌دهد. همان‌طور که در (شکل (4-6) c) مشاهده میشود، اختلاف جذب با گذشت زمان به‌تدریج افزایش یافته، تا در نهایت در 120 ثانیه به ثبات رسیدهاست. به دلیل واکنش تعادلی اکسیداسیون و کاهش شدت پیک تترا متیل بنزیدین اکسیدشده تقریبا ثابت مانده در نتیجه زمان 120 ثانیه به عنوان زمان بهینه در نظر گرفته شد (شکل (4-6)c).


[bookmark: _Toc103523373]شکل (4-6) طیفهای UV-Vis تترا متیل بنزیدین پس از اکسیداسیون نانوزیم پراکسیدازی در عدمحضور (a) و در حضور 5/4 میکرومولار پوترسین در زمانهای مختلف (b) و تفاضل جذب مربوطه (c).
[bookmark: _Toc103505660]4-2-6- ارقام شایستگی
در شرایط بهینه، طیفهای VU-Vis، TMB اکسیداسیون یافته در غلظت‌های متفاوت پوترسین ثبت شد (شکل (4-7 a)). مشاهده میشود که افزایش غلظت پوترسین باعث کاهش پیک جذبی در طول موج 640 نانومتر و در شرایط بهینۀ با تغییر رنگ محلول از آبی پررنگ به بی‌رنگ همراه شد. با این وجود، بین علامت تجزیهای مرود بررسی (اختلاف شدت جذب در عدم حضور و حضور پوترسین) و غلظت پوترسین از 0/30 نانومولار تا 0/12 میکرومولار با ضریب همبستگی[footnoteRef:231] 999/0، حد تشخیص 0/13 نانومولار یک رابطۀ خطی ایجاد شدهاست. پایداری و تکرارپذیری حسگر زیستی رنگ سنجی نانوزیم پراکسیدازی مورد مطالعه بررسی و نتایج حاصل پایداری و تکرار پذیری مطلوبی را در عدم حضور (با انحراف استاندارد نسبی 6/2 درصد) و حضور (با انحراف استاندارد نسبی کمتر از 1/3 درصد) پوترسین نشان داد. [231:  Correlation coefficients] 




[bookmark: _Toc103523374]شکل (4-7) طیفهای UV-Vis تترا متیل بنزیدین اکسیداسیون یافته در غلظت‌های مختلف پوترسین a)) و منحنی کالیبراسیون خطی متفاوت (ΔA) در مقابل غلظت‌ پوترسین(b) .
[bookmark: _Toc103505661]4-2-6-1- بررسی گزینش پذیری
انتخابپذیری حسگر زیستیِ رنگ سنجی موردنظر در حضور گونه‌های متداول مزاحم زیستی و اثرات آنها بر تشخیص پوترسین بررسی شدند. از این‌رو برهم‌کنش پوترسین و ال-تیروزین[footnoteRef:232]، هیستامین، ال-متیونین[footnoteRef:233]، آسپارتیک اسید[footnoteRef:234]، مالئیک اسید، گلوتاتیون[footnoteRef:235]، ال-آرژنین[footnoteRef:236]، هگزامتیلن دی‌آمین[footnoteRef:237]، ال-تریپتوفان[footnoteRef:238] و فنیل استیک اسید [footnoteRef:239]به‌دلیل شباهت در شکل ظاهری و گروه عاملی، با حسگر زیستی طراحی‌شده بررسی شدند(شکل (4-8)). به‌جز گلوتاتیون، متیونین و ال-آسپارتیک اسید دیگر موارد تداخل ناچیزی در تشخیص پوترسین داشتند. مزاحمت مشاهده‌شده گلوتاتیون و متیونین میتواند به‌ترتیب از گروه آمین آزاد و گروه تیول آنها باشد، به این ترتیب PBA(V/Fe)-Ins انتخاب‌پذیری مطلوبی برای تشخیص پوترسین دارد. [232:  L-tyrosine]  [233:  L-methionine]  [234:  Aspartic acid]  [235:  Glutathione]  [236:   L-arginine ]  [237:  Hexamethylenediamine]  [238:  L-tryptophan]  [239:  Phenylacetic acid] 




[bookmark: _Toc103523375]شکل (4-8) طیف جذبی UV-Vis  تترا متیل بنزدین اکسیدشده در حضور گونههای مختلف (c) و اختلاف جذب مربوط به آنها با محلول شاهد (d).
[bookmark: _Toc103505662]4-2-6-1-1- ساز و کار  پاسخ حسگری PBA(V/Fe)-Ins
ساز و کار  تشخیص پوترسین با روش طراحی شده با توجه به خواص پراکسیدازی  PBA(V/Fe)-Insبه‌صورت شماتیک در شکل (4-9) نشان داده شده است. هنگامی‌ که PBA(V/Fe)-Ins با محلول ردیاب کروموژنیک و اکسنده پرسولفات در pH بهینه برابر 0/4 در تماس باشد، تولید رادیکالهای پرسولفات بر روی نانوزیم سنتزی میتواند منجر واکنش اکسیداسیون TMB شود. PBA(V/Fe)-Ins با احیا پیوند پراکسید پرسولفات، به‌طور مؤثر تولید رادیکال سولفات را باعث میشودکه یک عامل اکسنده قوی برای اکسیداسیون TMB میباشد و باعث تولید رنگ آبی میشود. این درحالی است که انسولین از مسیر گفته‌شده، به‌طور همزمان باعث افزایش سینتیک میشود (4-7). در حضور پوترسین به‌موجب اثرات فضایی[footnoteRef:240] ایجاد شده، خاصیت آنتی اکسیدانی و به دام اندازندهگی آن جریان پراکسیدازی بطور قابل ملاحظهای کاهش مییابد (4-9). [240:  Steric hindrance] 
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[bookmark: _Toc103523376]شکل (4-9) ساز و کار  تولید زوج ردوکس تترا متیل بنزیدین و پاسخ PBA(V/Fe)-Ins نسبت به پوترسین در حضور اکسنده پرسولفات
[bookmark: _Toc103505663]4-2-7- سینتیک ردیاب رنگی در حضور نانوزیم
فعالیت آنزیمی و وابستگی متقابل بین PBA(V/Fe)-Ins و پوترسین با بررسی متغییرهای سینتیکی میکائیلیس-منتن[footnoteRef:241]  ) انجام گرفت. در این معادله V0 سرعت اولیه، Vmax حداکثر سرعت واکنش، [S] غلظت ردیاب تترا متیل بنزیدین و Km ثابت میکایلیس است [74, 75]. مجموعه ای از آزمایشات پراکسیدازی با تغییر غلظت ردیاب ارتو فنیل دی آمین و ثابت نگه داشتن متغییرهای دیگر در شرایط بهینه، در زمانهای مختلف انجام شد (شکل (4-10 a). سرعت واکنش اکسیداسیون تترا متیل بنزیدین محاسبه و منحنیهای میکایلیس–منتن ترسیم شد (شکل (4-10)). با برازش غیرخطی 3 میکاییلیس-منتن، متغییرهای Vmax و Km به دست آمده که مقادیر حاصل توسط نمودارهای خطی-برک[footnoteRef:242] با ترسیم V/1 بر حسب [s]/1 تأیید شد (شکل (4-10 b)). به طور کلی، km نشانگر میل ترکیبی بین TMB و PBA(V/Fe)-Ins است و در آن مقدار km کمتر، نشان دهنده میل ترکیبی و فعالیت پراکسیدازی بیشتری است.  [241:  Michaelis–Menten]  [242:  Lineweaver–Burk] 




[bookmark: _Toc103523377]شکل (4-10) تغییرات جذب وابسته به زمان اکسید تترا متیل بنزیدین در 640 نانومتر در غلظت های مختلف ردیاب اکسید تترا متیل بنزیدین و تحلیلهای سینتیکی در حالت پایدار با استفاده از الگوی میکاییلیس-منتن(b)  (الگوی موج خطی برک در شکل b گنجانده شده است) 
[bookmark: _Toc103505664]4-2-8- بررسی قابلیت روش پیشنهادی در سنجش پوترسین در نمونه حقیقی
حسگر توسعه یافته در نمونههای حقیقی ماهی دودی، قزل آلا، تن، کفال و سفید برای تشخیص پوترسین با روش افزایش استاندارد[footnoteRef:243] مورد بررسی قرار گرفت. برای تجزیه و تحلیل، محلول پوترسین با غلظت مشخص به نمونههای ماهی واقعی تزریق[footnoteRef:244] شد. فرآیند اکسیداسیون تترا متیل بنزیدین در شرایط تجربی ذکر شده مورد بررسی قرار گرفت طیف جذبی محصول اکسیداسیون تترا متیل بنزیدین ثبت و غلظت پوترسین از منحنی کالیبراسیون استاندارد تعیین شد. نتایج حاصل، بازیابی مطلوب و بدون خظا سامانهاتیک را در هر 5 نمونه حقیقی نشان میدهد (جدول(4-1)). همچنین نتایج حاصل قابلیت اطمینان[footnoteRef:245] و کاربرد بالقوه[footnoteRef:246] رویکرد توسعه ‌یافته را در فرآیندهای نظارت بر نمونههای حقیقی[footnoteRef:247] تأیید می‌کنند (جدول (4-1)). [243:  the standard addition method]  [244:  Spiked]  [245:  the reliability]  [246:  potential application]  [247:  Real sample] 

[bookmark: _Toc103523395]

جدول (4-1) تشخیص غلظت پوترسین در نمونه‌های ماهی مورد مطالعه و نتایج محاسبه شده 
	
	غلظت اضافهشده
(μM)
	غلظت یافتشده
(μM)
	بازیابی  %
	RSD %
(n=3)

	ماهی دودی
	0
	43/13
	-
	78/1

	
	5/0
	49/14
	00/98
	65/2

	
	0/2
	45/15
	67/101
	12/2

	
	5/3
	05/17
	42/103
	46/1

	
	0/5
	67/18
	80/104
	34/1

	ماهی قزل آلا
	0
	00/15
	-
	23/2

	
	5/0
	50/15
	00/100
	45/2

	
	0/2
	06/17
	00/103
	87/1

	
	5/3
	35/18
	71/95
	56/1

	
	0/5
	81/19
	20/96
	23/2

	ماهی تن
	0
	00/13
	-
	07/1

	
	5/0
	48/13
	00/96
	37/1

	
	0/2
	1/15
	00/105
	25/2

	
	5/3
	58/16
	28/102
	32/1

	
	0/5
	01/18
	20/100
	68/1

	ماهی کفال
	0
	00/14
	-
	50/1

	
	5/0
	50/14
	00/100
	56/2

	
	0/2
	09/16
	50/104
	23/2

	
	5/3
	56/17
	71/101
	80/1

	
	0/5
	17/19
	40/103
	45/1

	ماهی سفید
	0
	65/13
	-
	20/2

	
	5/0
	13/14
	00/96
	23/2

	
	0/2
	63/15
	00/99
	56/1

	
	5/3
	17/17
	57/100
	37/1

	
	0/5
	63/18
	60/99
	09/2






[bookmark: _Toc103505665]مشخصه یابی نانوزیم فعال نوری MIL-47(V) و MIL-47(V)/pep
[bookmark: _Toc103505666]4-3-1- بررسی آنالیز طیفهای FTIR و XRD
طیفهای FT-IR  نمونههای MIL-47(V) و MIL-47(V)/pep در شکل (4-7 a) آورده شده است. نوارپهن مشاهده شده در cm-1 2500-3500 به ارتعاش کششی گروههای هیدروکسیل فنولی و بنزن دیکربوکسیلیک اسید نسبت داده میشود [76]. نوارظاهر شده در cm-1 1680 مربوط به ارتعاش خمشی[footnoteRef:248] مولکول های آب جذب سطحی شده است و برای هر دو نمونه به خوبی قابل مشاهده است [76]. نواربلند و تیز مشاهده شده در cm-1 1395 را میتوان به فرکانسهای کششی ارتعاشی گروه های O-C-O بنزن دی کربوکسیلیک اختصاص داد که پس از برهمکنش با V(III) به شکل پهنتری ظاهر شده است [76]. باندهای مشاهده شده در cm-11030 و cm-1 785 را می توان به ارتعاش حلقههای بنزن دی کربوکسیلیک اسید و همچنین نوارتیز ظاهر شده در حدود cm-1610 به ارتعشات خمشی درون صفحه و خارج از صفحه گروههای -COO نسبت داده شد. باندهای cm-1741 و cm-1583 به ارتعاشات O–V–O اختصاص داده می‌شوند و نوارهای اصلی پپسین پس از بارگذاری بر روی MIL-47(V) در cm-13330 (حالت ارتعاش کششی متقارن N-H آزاد آمید A)، cm-12920 (کشش نامتقارن C-H آمید B)، cm-11650 (ارتعاش کششی C=O یا پیوند هیدروژنی همراه با COO آمید I) و cm-11539 (ارتعاش خمشی N–H آمید II) ظاهر شد [77]. این یافته، آمادهسازی موفقیتآمیز MIL-47(V) و MIL-47(V)/Pep را تایید میکند ( شکل (4-11 a)). [248:  Vibrational stretching] 

الگویی پراش پرتوایکس به منظور بررسی بلورینگی نمونههای تهیه شده مورد استفاده قرار گرفت. پراش پرتو ایکس[footnoteRef:249] MIL-47(V) آماده شده نشان داد همچنانکه نمونه آماده شده به خوبی با نمونه شبیه سازی شده مطابقت دارد، تا آنکه پیک های پراش اصلی در 95/7، 30/10، 85/15، 55/17، 95/19، 25/25 و 05/27 درجه ظاهر و با پیک های استاندارد مواد جامد چارچوب فلز-آلی مبتنی بر وانادیوم (MIL-47(V)) منطبق است (شکل (4-11) b) ]78[. همچنین بارگذاری پپسین، به دلیل محتوای اندک پپسین، تأثیر قابل‌توجهی بر ساختار MIL-47(V) نداشت است، این در حالی است قله‌ها به دلیل مسدود شدن حفره‌های چارچوب فلز-آلی کمی پهنتر شدهاند که با نتایج میکروسکوپ الکترونی روبشی گسیل میدانی مطابقت دارد (شکل (4-12) و (4-13)). [249:  X-ray diffraction spectroscopy-(XRD)] 





[bookmark: _Toc103523378]شکل (4-11). FT-IR (a) و الگویی XRD (b) نمونه‌های MIL-47(V) شبیه‌سازی‌شده و تهیهشده و MIL-47(V)/pep.
[bookmark: _Toc103505667]4-3-2- ریختشناسی MIL-47(V)/pep و MIL-47(V) 
ریختشناسی MIL-47(V)/pep و MIL-47(V) با میکروسکوپ الکترونی روبشی گسیل میدانی بررسی شد (شکل 4-12). تصاویر FE-SEM نشان میدهد که قبل از بارگیری پپسین، MIL-47(V) متشکل از نانومیله‌های بلند[footnoteRef:250] با توزیع یکنواخت، منظم و ساختار مسطح است که الگویی آن مشابه پوست درخت بلوط[footnoteRef:251] میباشد (شکل (4-12 (a و b) ). در حالی که پس از بارگذاری پپسین، از ارتفاع نانومیلهها کاستهشده و ساختار کلی تغییر کرده است. بنابراین میتوان گفت وجود پپسین در ساختار باعث تغییر سطح و ایجاد میلههای اسفنجی ناهموار[footnoteRef:252] شده است (شکل (4-12 ( b و c)).  [250:  Long rodlike]  [251:  Smooth oak bark structure]  [252:  Uneven sponge rods] 

طیف EDS به منظور بررسی ترکیب عناصر نمونههای تهیه شده مورد استفاده قرار گرفت (شکل (4-13)). طیف مربوط MIL-47(V) وجود عناصر کربن و وانادیم را همراه با عناصر اکسیژن بدون هیچ ناخالصی دیگری نشان میدهد (شکل (4-13 a)). همچنین وجود کربن، وانادیم، نیتروژن و کلر در MIL-47(V)/pep ساخت موفق هیبرید MIL-47(V)/pep را نشان میدهد (شکل (4-13 b)). نقشه برداری EDS توزیع یکنواخت عناصر نامبرده شده در هرکدام از نمونهها را تایید میکند  (شکل (4-13)).
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[bookmark: _Toc103523379]شکل (4-12). تصاویر FE-SEM مربوط به MIL-47(V) (a و b) و  MIL-47(V)/pep (c و d) در بزرگنماییهای متفاوت
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[bookmark: _Toc103523380]شکل (4-13) طیفهایEDS   MIL-47(V)(a) وMIL 47(V)/pep  (b) (نقشهبرداری EDS مربوط به هرکدام از نمونهها در طیف EDS مربوطه گنجانده شده است).
[bookmark: _Toc103505668]4-3-3- بررسی خواص نوری نانوزیم تهیه شده
خصوصیات نوری نمونههای MIL-47(V)  و MIL-47(V)/pep با استفاده از آنالیز UV-Vis DRS بررسی شد (شکل (4-14 a)). MIL-47(V) یک لبه جذبی[footnoteRef:253] را در حدود 520 نانومتر به عنوان جذب قوی در ناحیه مرئی نشان داده است (شکل (4-14 a)). در حالی که، کامپوزیت MIL-47(V)/pep لبه جذب جابهجایی قرمز کوچکی[footnoteRef:254] را در مقایسه با MIL-47(V) از خود نشان میدهد که مربوط به خواص جذب نور[footnoteRef:255] پپسین میباشد. نتایج نشان داد که افزودن پپسین تغییر قابل توجهی در جذب نوری MIL-47(V) ایجاد نکرده است، بلکه بیشتر به ماهیت فعالیت آنزیم نوری MIL-47(V) کمک کرده است. از شکل(4-14 b)، مقادیر شکاف انرژی مربوطه از نمودارهای تایوک[footnoteRef:256] به ترتیب 38/2 و 25/2 برای MIL-47(V) و MIL-47(V)/pep به دست آمدهاست. از مقادیر به دست آمده، کاملاً مشهود است هیبرید چارچوب فلز-آلی/آنزیم آماده شده دارای انرژی شکاف نواری مطلوبی است و انرژی کمی برای تحریک الکترون در جهت فعال شدن در محدوده نورهای مریی نیاز دارد (شکل(4-14 b)). شکل (4-14 c) طیف‌های لومینسانس نوری MIL-47(V) و MIL-47(V)/pep و رفتار انتقال بار و بازترکیب الکترون-حفرههای برانگیخته شده با نور را نشان می‌دهد. MIL-47(V)/pep در مقایسه با MIL-47(V) لومینسانس نوری با شدت کمتری را دارا میباشد زیرا پپسین به عنوان یک به دام اندازه عمل کرده و از بازترکیب الکترون و حفرات جلوگیری کردهاست. بازده انتقال انرژی[footnoteRef:257] از معادله E=1-Ic/Ip برآورد شد. Ip شدت لومینسانس نوری در حالت خالص و Ic شدت لومینسانس نوری در حالت کامپوزیت را نشان میدهد. از طریق، انتقال انرژی متناظر برای MIL-47(V)/pep 86/28 درصد محاسبه شد. نتایج تأیید میکند که MIL-47(V)/pep دارای انتقال انرژی و نتیجه فعالیت نوری مطلوبی میباشد.  [253:  cutoff absorption edge]  [254:  redshift absorption edge]  [255:  light-harvesting]  [256:  Tauc’s plots]  [257:  Efficiency of the corresponded energy transfer-(ET)] 





[bookmark: _Toc103523381]شکل (4-14) طیفهای (a) UV-Vis-DRS، نمودار (b)Tauc، و طیفهای لومینسانس نوری (c) نمونههای MIL-47(V) و  MIL-47(V)/pep.
[bookmark: _Toc103505669]4-3-3-1- بررسی خواص الکتروشیمیایی-نوری نانوزیم تهیهشده
شکل (4-15 (a ولتاموگرام چرخهای[footnoteRef:258]  MIL-47(V) و MIL-47(V)/pep را در محدوده پتانسیل آندی از 1/0- تا 0/1 ولت نشان میدهد.علاوه بر این 1 تا 10 میلی ولت محدوده سرعت روبش بوده است. .ولتامتری چرخهای MIL-47(V) دو پیک اکسیداسیون به دلیل حضور وانادیم با چندین عدد اکسیداسیون، نشان دادهاست. در حالی که تنها یک پیک کاهشی مشاهده میشود که میتوان به برگشت ناپذیری این رویداد نسبت داد. علاوه بر این، ولتامتری چرخهای MIL-47(V)/pep چگالی جریان[footnoteRef:259] قابل توجهی نسبت به MIL-47(V) دارد که این افزایش جریان با تفاوت در جداسازی بار بالا[footnoteRef:260] و سطح مشترک ایجادشده[footnoteRef:261] نسبت داده میشود که یک ویژگی بسیار مطلوب برای کاربردهای کاتالیزری  میباشد.  [258:  Cyclic voltammogram (CV)]  [259:  Current density]  [260:  Charge-separation]  [261:  Generated interface] 

شکل( 4-15 b) جریان نوری گذرا[footnoteRef:262] را برای چهار چرخه اندازهگیری نشان میدهد که هر دو الکترود پاسخ فوری بعد از روشن/خاموش شدن منبع نور نشان داده است. شدت جریان نوری برای MIL-47(V)/pep به دلیل تفکیک قابل توجه الکترون و حفره و انتقال الکترون مطلوب، بیشتر از MIL-47(V) است. علاوه بر این، جریان نوری آندی در هر مرحله روشن/خاموش شدن نور به دلیل ماهیت نوع n بودن نیمهرسانا MIL-47(V) میباشد. تکثیرپذیری و پایداری مطلوب نانوزیم‌های فعال نوری MIL-47(V) و MIL-407(V)/pep و پاسخ نوری مطلوب آن ثابت کرد که اکثر الکترون‌های تولید شده نوری می‌توانند به الکترود منتقل شده و برای تولید علامت تجزیهای مصرف شوند. [262:  Transient photocurrent] 

نمودارهای موت-شاتکی[footnoteRef:263] (شکل( 4-15 c)) برای یافتن چگالی حاملهای بار[footnoteRef:264] و خواص ترکیبات تهیه شده استفاده شد [68]. همانطور که مشاهده میشود، شیبهای مثبت ظاهری تأیید کرد هر دو نمونه نیمهرسانا نوع n میباشند، از این حیث با نتایج جریان نوری گذرا مطابقت خوبی دارند. به خصوص، شیب قابل توجه کوچکتر برای MIL-47(V)/pep نسبت به MIL-47(V) حاکی از بهبود چگالی حاملهای بار است و می تواند از معادله موت-شاتکی و برازش خطی[footnoteRef:265] آن محاسبه شود. در نتیجه، می‌توان گفت MIL-47(V)/pep دارای چگالی حاملهای بار و انتقال بار[footnoteRef:266] بهبود یافته است [68]. چگالی حاملهای بار با شیب محدوده خطی نمودار موت شاتکی ارتباط عکس دارد که نشان می دهد چگالی حاملهای بار برای MIL-47(V)/pep بالاتر است.  [263:  Mott-Schottky-(MS)]  [264:  Charge carrier density]  [265:  Linear fitting]  [266:  Charge transport] 

آنالیز امپدانس الکتروشیمیایی و نمودارهای نایکویست برای تشکیل سینتیک انتقال بار کاتالیرهای نوری تهیهشده مورد بررسی قرار گرفت (شکل(4-15 d)). بارگذاری پپسین جداسازی بار در ساختار MIL-47(V)/pepرا بهبود بخشید، و ساختار نهایی، جریان الکترونی ناهمسانگرد[footnoteRef:267] و جداسازی و بالاترین جریان نوری را تسهیل نمود، که مطابق با کوچکترین شعاع قوس[footnoteRef:268] آن در تجزیه و تحلیل نمودار نمودار نایکویست[footnoteRef:269] مطابقت داشته است (شکل(4-15 d)).  [267:  Anisotropic electron flow]  [268:  Smallest arc radius]  [269:  Nyquist] 

همچنین تجزیه و تحلیل سینتیک انتقال بار در سراسر سطح مشترک الکترود نوری/الکترولیت، از اندازه‌گیری طیف‌سنجی جریان نوری با شدت تنظیمی[footnoteRef:270] بررسی شد (شکل(4-15 e)) [68, 79]. نیم دایره هر دو نمونه در ربع موهومی[footnoteRef:271] مثبت قرار گرفتند که نشانده نوع n بودن نیمه رسانا تهیه شده میباشد، همانطور که این موضوع در روش موت-شاتکی و جریان نوری گذرا ثابت شده بود [68]. پاسخ فرکانس بالا و ناحیه فرکانس پایین به ترتیب متناظر با انتقال حجمی بار [footnoteRef:272]، رقابت بین انتقال بار سطحی[footnoteRef:273] و نوترکیبی مطابقت دارند [80-82]. در نتیجه، طبق نتایج IMPS، طول عمر شارژ  قابل محاسبه است، که در آن fmin، فرکانس در حداقل مقدار در IMPS نشان می‌دهد [68, 80-82]. τe برای MIL-47(V) و MIL-47(V)/pep به ترتیب حدود 05/0 و 65/1 میکرو ثانیه محاسبه شد. طول عمر طولانیتر [footnoteRef:274]، بازترکیبی تودهایی پایین به دلیل مصرف الکترون برای تولید گونه‌های فعال اکسیژن را تأیید می‌کند. علاوه بر این، ثابت‌های سرعت مربوط به انتقال بار[footnoteRef:275] (Ktrans) و بازترکیبی (Krec) از حداکثر فرکانس شعاعی[footnoteRef:276] (fmax) مطابق معادله () محاسبه کرد. ثابت‌های سرعت[footnoteRef:277] و بازده انتقال بار[footnoteRef:278] در رابط‌ها را میتوان با رابطه  محاسبه کرد. نتایج حاصل نشان داد که ηtrans بالاتر طول عمر الکترون بالاتر و بازترکیبی حاملهای بار را محدود می‌نماید (شکل (4-16 e)).  [270:  Intensity modulated photocurrent spectroscopy (IMPS)]  [271:  Imaginary quadrant]  [272:  Charge bulk transport]  [273: Iinterfacial charge transfer]  [274:  Prolonged lifetime]  [275:  Charge transfer ]  [276:  Maximum radial frequency]  [277:  Rate constants]  [278:  Charge transfer efficiency] 

علاوه بر این، پیک‌های مشخصه در نمودارهای فاز بد[footnoteRef:279] (شکل (4-16 f)) با طول عمر الکترون[footnoteRef:280] (τe) از طریق ( ) مرتبط هستند [68]. پس از بارگذاری پپسین، MIL-47(V)/pep طول عمر الکترون بالاتری از MIL-47(V) داشته، زیرا مقدار فرکانس اوج کمتری دارد که با نتایج IMPS مطابقت دارد. [279:  Bode phase]  [280:  Electron lifetime] 



[bookmark: _Toc103523382]شکل (4-15). نمودارهای ولتامتری چرخهایی (a)، جریان نوری در مقابل زمان (b)، موت-شاتکی (c)، نمودار نایکویست (d)،IMPS (e)، فاز بد(f)  و الکترودهای نوری آماده شده.
[bookmark: _Toc103505670]4-3-4- بهینه سازی عناصر موثربر حسگر زیستی 
جهت ارزیابی فعالیت کاتالیزوری، ناشی از نور مرئی نمونه‌های آماده‌شده، از طیف‌سنجی مرئی-فرابنفش برای نظارت بر اکسیداسیون کاتالیزوری ردیاب کروموژنیک اکسیدازِ معمولی ارتو فنیل دی‌آمین، در بافر بریتون-رابینسون 06/0 مولار (7pH =) استفاده شد. همان‌طور که در شکل (4-16 a) دیده می‌شود، MIL-47(V) تحت تابش نور آبی، اکسیداسیون ارتو فنیل دی‌آمین را تا حدودی کاتالیز کرده و رنگ زرد تولید کردهاست که بشینیه جذب مرئی-فرابنفش در 425 نانومتر مشاهده شد. درحالی‌که در حضور MIL-47(V)/pep (1 درصد وزنی بر وزنی پپسین)، بشینیه جذب به‌دلیل قابلیت نانوزیمی بالاتر شدت بالاتری را ایجاد کرده است هر چند بشینیه رنگ زرد ملایم به رنگ زرد تیره تغییر یافته و پیک جذب به 450 نانومتر منتقل شده است. یافته‌ها تأیید می‌کنند که MIL-47(V)/pep فعالیت کاتالیزری نوری اکسیداز دارا میباشد. 
وزنMIL-47(V)/pep  به عنوان یک متغییر موثر در طراحی حسگر مورد نظر در محدودۀ 6/0 تا 6/1 درصد وزنی بررسی شد و نتایج نشان دادند که با افزایش میزان MIL-47(V)/pep، به‌دلیل افزایش چگالی حاملهای بار[footnoteRef:281] و انتقال بار[footnoteRef:282]، علامت تجزیهای تقویت شده است (شکل (4-16) b). بنابراین 2/1 درصد وزنی به‌دلیل رسیدن به 95 درصد علامت تجزیهای، به‌عنوان درصد بهینه انتخاب شدهاست. [281:  Carrier density]  [282: Signal charge transport efficiency] 

 اثر ارتو فنیل دی‌آمین به‌عنوان ردیاب علامتساز[footnoteRef:283] بررسی شد. نتایج نشان دادند که 1۷۵/۰ میلی‌مولار ارتو فنیل دی‌آمین، غلظت بهینه برای دستیابی به بالاترین شدت علامت تجزیهای است (شکل (4-16) c). می‌توان گفت که در غلظت‌های بالاتر، کارایی نانوزیم نوری برای اکسیداسیون ارتو فنیل دی‌آمین محدود میشود و این ترکیب بیشتر به‌عنوان یک آنالیت عمل کرده است و سطح فعال کاتالیزر را پوشانده است.  [283:  Signaling] 

اثر غلظت بافر بر شدت علامت تجزیهای نشان داد که حداکثر مقدار جذب در بافر بریتون-رابینسون ۰۶/۰ مولار است. مقدار بالاتر از این به‌دلیل اختلال[footnoteRef:284] یون‌های فلزی به‌عنوان تله‌گذار الکترون[footnoteRef:285]، به‌طور قابل توجهی موجب کاهش شدت علامت تجزیهای میشود (شکل (4-16) d). [284:  Disturbance]  [285:  Electron trappers] 




[bookmark: _Toc103523383]شکل (4-16) طیفهای UV-Vis ارتو فنیلن دیآمین اکسیدشده در حضور و عدم حضور پپسین (a) و غلظتهای متفاوت MIL-47(V)/Pep (b)، o-PDA (c) و بافر ((d.
[bookmark: _Hlk93841665][bookmark: _Toc103505671]4-3-5- تاثیر pH بر روی پاسخ حسگر رنگ سنجی موردنظر
[bookmark: _Hlk94462150][bookmark: _Hlk94956223][bookmark: _Hlk94817033][bookmark: _Hlk94135334][bookmark: _Hlk94463552]اثر pH به‌عنوان یک عامل تأثیرگذار در پاسخهای حسگری مورد بررسی قرار گرفت. به این منظور در غلظت بهینۀ محلول MIL-47(V)/pep و محلول اورتو-فنیلن دی‌آمین، در حضور پوترسین و عدم حضور پوترسین با غلظت 0/30 میکرومولار با حجم کل 0/3 میلی‌لیتر در محدودۀ  pH9-2 بررسی شد. سپس نمونه‌های‌ آزمایشی درون واکنش‌گاه نوریِ مورد مطالعه، به ‌مدت دوازده دقیقه تحت تابش نور ال‌ای‌دی آبی قرار گرفتند. به‌منظور بررسی اثر pH، دو میلی‌لیتر از هرکدام از نمونهها جمع‌آوری شد و طیف مرئی-فرابنفش آن‌ها ثبت شد (شکل (4-17)‌a, b ). در pH پایین بین MIL-47(V)/pep و پوترسین(pKa = 10.8)  برهمکنش کمتر و پاسخ حسگری کمتری حاصل میشود. زیرا در  pHپایین علاوه بر این، در pH بالاتر، اکسیداسیون ارتو فنیل دی آمین بسیار محدود میشود و شدت علامتتجزیهایی پایین میآید، که به طور پیوسته، این موضوع به تفاوت کمتر در جذب منجر میگردد.



[bookmark: _Toc103523384]شکل (4-17) طیفهای UV-Vis ارتو فنیلن دی آمین اکسید شده در عدم حضور (a) و در حضور 0/30 میکرومولار پوترسین (b) و تفاوت جذب آنها در pHهای مختلف (c).
[bookmark: _Toc103505672]4-3-6- تاثیر زمان بر پاسخ حسگر مورد نظر
زمان واکنش به‌شدت بر پاسخ حسگر اثر می‌گذارد. هدف از بررسی زمان واکنش، دست‌یابی به بهترین پاسخ در کمترین زمان ممکن است. به این منظور سنیتیک فرایند پاسخ‌دهی نانوحسگر، در شرایطی که غلظت MIL-47(V)/pep و اورتو-فنیلندی‌آمین در مقادیر بهینه خود ثابت بودند و 7pH = مورد بررسی قرار گرفت. در شکل (4-18)، a و b طیف‌هایی را با فاصلۀ زمانی دو دقیقه در طول موج 450 نانومتر از نمونۀ فوق، عدم حضور پوترسین و در حضور پوترسین با غلظت سی میکرومولار را نشان می‌دهند. همان‌طور که در شکل (4-18) c مشاهده میشود، نسبت جذب با گذشت زمان به‌تدریج افزایش یافته، در نهایت در دوازده دقیقه 95 درصد پاسخ حاصل شده است. با افزایش زمان تابش، فعالیت اکسیداز مانند تا 12 دقیقه افزایش و بعد از آن، به دلیل واکنش تعادلی اکسیداسیون و کاهش شدت پیک ارتو فنیل دی آمین ثابت میماند (شکل (14-3)). در نتیجه، این زمان به عنوان زمان بهینه در نظر گرفته شد.



[bookmark: _Toc103523385]شکل (4-18) طیف جذب UV-Vis ارتو فنیل دی‌آمین اکسیدشده در عدمحضور (a) و در حضور 30 میکرومولار پوترسین در زمانهای مختلف (b) و تفاضل جذب مربوطه (c).
[bookmark: _Toc103505673]4-3-7- ارقام شایستگی
همان‌گونه که در شکل (4-19 a) نمایان است، افزایش غلظت پوترسین باعث کاهش پیک جذبی در طول موج 450 نانومتر شده است. اختلاف جذب قبل و بعد از افزودن پوترسین در دو محدوده 0/20 نانومولار تا 0/10 میکرومولار و 0/20 تا 0/80 میکرومولار با ضرایب همبستگی[footnoteRef:286] به‌ترتیب 989/0، 999/0 و حد تشخیص 5/5 نانومتر، ارتباط خطی دارد. علاوه بر این، پایداری و تکرارپذیری حسگر زیستی رنگ سنجی نانوزیم نوری مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاصل پایداری و تکرارپذیری مطلوبی را در غیاب پوترسین (شکل (4-19 a) با انحراف استاندارد نسبی 95/2 درصد) و حضور پوترسین (شکل (4-19-b) با انحراف استاندارد نسبی 25/3 درصد) نشان داد. [286:  Correlation coefficients] 




[bookmark: _Toc103523386]شکل (4-19) طیفهای UV-Vis، ارتو فنیل دی‌آمین اکسیدشده در حضور غلظت‌های مختلف پوترسین (a)  و منحنی کالیبراسیون خطی اختلاف جذب (ΔA) در مقابل غلظت‌های مختلف پوترسین (b).



[bookmark: _Toc103523387]شکل (4-20) پایداری و تکرارپذیری حسگر تهیه‌شده در عدم حضور (a) و حضور پوترسین (b).
[bookmark: _Toc103505674]4-3-7-1- بررسی گزینشپذیری
برای ارزیابی بیشتر انتخابپذیری حسگر زیستیِ رنگ سنجی، انواع گونه‌های متداول زیستی و اثرات آنها بر تشخیص پوترسین بررسی شدند. از این‌رو، برهم‌کنش پوترسین و ال-تیروزین، هیستامین، ال-متیونین، آسپارتیک اسید، مالئیک اسید، گلوتاتیون، ال-آرژنین، هگزامتیلن دی‌آمین، اتیلن دی‌آمین، ایندول[footnoteRef:287] و کراتینین[footnoteRef:288]، به‌دلیل شباهت در شکل ظاهری و گروه عاملی، به‌تنهایی با حسگر زیستی طراحی‌شده، بررسی شدند. به‌جز گلوتاتیون و متیونین بقیه تداخل ناچیزی در تشخیص پوترسین داشتند. این رخداد احتمالاً به‌دلیل قابلیت آنتی‌اکسیدانی محدود آنها و همچنین خاصیت گزینشپذیری بالا MIL-47(V)/pep است. مزاحمت مشاهده‌شده گلوتاتیون و متیونین میتواند به‌ترتیب از گروه آمین آزاد و گروه تیولی آنها باشد که می‌تواند فعالیت اکسیداز مانند MIL-47(V)/pep را با به دام‌انداختن واسطۀ گونههای اکسیژن فعال کاهشدهد. به این ترتیب MIL-47(V)/pep انتخاب‌پذیری مطلوبی برای تشخیص پوترسین دارد. از طرف دیگر با مشاهدۀ نمودارهای جذب در طول موج 450 نانومتر برای هرکدام از گونه‌ها‌ با غلظت 0/50 میکرو‌مولار (شکل (4-21))، میتوان دریافت که نانوحسگر طراحی‌شده دارای حساسیت بالاتری نسبت به پوترسین است. [287:  Indole]  [288:  Cratinine] 




[bookmark: _Toc103523388]شکل (4-21) طیف UV-Vis ارتو فنیل دی‌آمین اکسیدشده در حضور گونههای مختلف (a) و اختلاف جذب مربوط به آنها با محلول شاهد (b).
[bookmark: _Toc103505675]4-3-8- بررسی اثر به دام‌اندازنده‌های رادیکالی
به‌منظور بررسی ساز و کار  حسگری مورد مطالعه تأثیر به دام‌اندازنده‌های رادیکالی در سنجش پوترسین مورد مطالعه قرار گرفت. هریک از نمونه‌های نیترات نقره، دی‌متیل سولفوکسید، آسکوربیک اسید و اتیلن دی‌آمین تترا استیک اسیدِ پنج میلی‌مولار (پنجاه میکرولیتر)، به‌همراه حسگر زیستی در حضور پوترسین (سی میکرومولار) در شرایط بهینه مورد بررسی قرار گرفتند. برای توصیف بیشتر گونههای اکسیژن فعال، به‌ترتیب نیترات نقره، دی‌متیل سولفوکسید، آسکوربیک اسید و اتیلن دی‌آمین تترا استیک اسید، به ترتیب به‌عنوان به دام‌اندازندههای الکترون، رادیکال هیدروکسیل، سوپراکسید و حفره استفاده شدند. همان‌طور که مشاهده میشود، سوپراکسید>هیدروکسیل> الکترون>حفره، بهترتیب موثرترین گونههای اکسیژن فعال در پاسخگویی حسگر مورد نظر هستند (شکل (4-22).


[bookmark: _Toc103523389]شکل (4-22) طیف UV-Vis ارتو فنیل دی‌آمین اکسید شده در (a) حضور به دام‌اندازهای مختلف (a) و اختلاف جذب مرتبط با آنها (b).
[bookmark: _Toc103505676]4-3-8-1- ساز و کار  پاسخ نانوزیم MIL-47(V)/pep
ساز و کار  تشخیص پوترسین با روش طراحی شده با توجه به خواص الکتریکی و نوری ویژه MIL-47(V)/pep به‌صورت شماتیک در شکل (4-23) نشان داده شده است. هنگامی‌ که MIL-47(V)/pep با محلول ردیاب کروموژنیک در تماس باشد، انتقال حاملهای بار میتواند به جداسازی بار در شرایط تابش نور کمک کند. زمانی‌که نور فرودی به MIL-47(V)/pep برخورد می‌کند، حامل‌های بار تحریک‌شده با نور، به‌طور مؤثر توسط میدان داخلی[footnoteRef:289] میان MIL-47(V) و پپسین جدا می‌شوند. سپس الکترون‌ها از نوار ظرفیت MIL-47(V) به نوار هدایت آن برانگیخته می‌شوند و متعاقباً با اکسیژن واکنش می‌دهند و رادیکالهای سوپراکسید تولید میشود. مولکولهای هیدروکسیل با حفرههای ایجادشده در نوار ظرفیت برهمکنش کرده و رادیکال هیدروکسیل تولید میشود. رادیکال هیدروکسیل و سوپراکسید تولیدشده با آب واکنش می‌دهند و هیدروژن پراکسید تولید میشود. این درحالی است که پپسین از مسیر گفته‌شده، به‌طور همزمان سرعت میبخشد (4-23 a). در حضور پوترسین به‌موجب اثرات فضایی[footnoteRef:290] ایجاد شده، خاصیت آنتی اکسیدانی و به دام اندازندهگی آن جریان نوری بطور قابل ملاحظهای کاهش مییابد (4-23 b). [289:  The built-in field]  [290:  Steric hindrance] 
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[bookmark: _Toc103505677]4-3-9- سینتیک ردیاب رنگی در حضور نانوزیم
فعالیت آنزیمی و وابستگی متقابل بین MIL-47(V)/pep با بررسی مولفههای سینتیکی میکائیلیس-منتن[footnoteRef:291]  (V0=(Vmax[S])/(Km+[S])) انجام گرفتن، در این معادله V0 سرعت اولیه، Vmax حداکثر سرعت واکنش، [S] غلظت ردیاب ارتوفنیلدیآمین و Km ثابت میکایلیس است مورد بررسی قرار گرفت [74, 75]. مجموعه ای از آزمایشات کاتالیزور نوری با تغییر غلظت ردیاب ارتو فنیل دی آمین و ثابت نگه داشتن متغییرهای دیگر در زمانهای مختلف انجام شد (شکل (4-24 a). سرعت واکنش اکسیداسیون ارتوفنیلدیآمین محاسبه و منحنی میکایلیس–منتن ترسیم شد (شکل (4-24)). با برازش غیرخطی نمودار میکاییلیس-منتن، پارامترهای Vmax و Km به دست آمده که مقادیر حاصل توسط نمودارهای خطی-برک[footnoteRef:292] با ترسیم V/1 بر حسب [s]/1 تأیید شد (شکل (4-24 b)). به طور کلی، km نشانگر میل ترکیبی بین آنزیم و o-PDA است و در آن مقدار km کمتر، نشان دهنده میل ترکیبی و فعالیت نوری بیشتری است. همچنین km برای مقایسه عملکرد آنزیم‌ مانند نانوزیم‌های مختلف استفاده شده است. [291:  Michaelis–Menten]  [292:  Lineweaver–Burk] 




[bookmark: _Toc103523391]شکل (4-24) تغییرات جذب وابسته به زمان اکسید ارتو فنیل دی آمین در 450 نانومتر در غلظت های مختلف ردیاب اکسید ارتو فنیل دی آمین(a)  و تحلیلهای سینتیکی در حالت پایدار با استفاده از الگوی میکاییلیس-منتن و الگوی موج خطی برک (c)
[bookmark: _Toc103505678]4-3-10- بررسی قابلیت روش پیشنهادی در سنجش پوترسین در نمونه حقیقی
کاربرد تجزیهایی حسگر توسعه یافته در نمونههای حقیقی ماهی دودی، قزل آلا و تن برای تشخیص پوترسین با روش افزودن استاندارد[footnoteRef:293] مورد بررسی قرار گرفت. برای تجزیه و تحلیل، محلول پوترسین با غلظت خاص به نمونههای ماهی واقعی افزایش استاندارد[footnoteRef:294] شد. فرآیند اکسیداسیون نوری ارتو فنیل دی آمین در شرایط تجربی ذکر شده مورد بررسی قرار گرفت طیف جذبی محصول اکسیداسیون ارتو فنیل دی آمین بررسی شد و غلظت پوترسین از منحنی کالیبراسیون استاندارد تعیین شد. نتایج حاصل بازیابی مطلوب و بدون خطای سامانهاتیک را در هر سه نمونه حقیقی نشان میدهد (جدول (4-2)). همچنین نتایج حاصل قابلیت اطمینان[footnoteRef:295] و کاربرد بالقوه[footnoteRef:296] رویکرد توسعه‌یافته را در فرآیندهای نظارت بر نمونههای حقیقی[footnoteRef:297] تأیید می‌کند (جدول (4-2)). [293:  Standard addition method]  [294:  Spiked]  [295:  Reliability]  [296:  Potential application]  [297:  Real sample] 
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	غلظت اضافهشده
(μM)
	غلظت یافتشده
(μM)
	بازیابی  %
	RSD %
(n=3)

	ماهی دودی
	0
	17
	-
	78/2

	
	5
	11/22
	1/102
	65/3

	
	10
	88/26
	80/98
	96/3

	
	30
	26/48
	20/104
	79/2

	
	50
	37/65
	28/97
	86/2

	ماهی قزل آلا
	0
	25
	-
	62/3

	
	5
	75/29
	95
	54/3

	
	10
	3/35
	103
	01/3

	
	30
	62/53
	40/95
	77/2

	
	50
	23/77
	46/104
	45/3

	ماهی تن
	0
	12
	-
	88/3

	
	5
	13/17
	60/102
	75/2

	
	10
	87/21
	66/98
	25/3

	
	30
	93/42
	12/103
	32/2

	
	50
	37/60
	74/96
	68/2
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یکی از فناوریهای نوین دهه اخیر فرایندهای رنگ سنجی نانوزیمی است و به عنوان یک روش مطلوب در زمینه نانوحسگری مطرح شده است. اساس این روش بر پایه تولید رادیکالهای اکسیژن فعال آزاد بوده که با اکسیداسیون ردیابهای کرموژنیک همچون ارتو فنیل دی آمین، 5، 5، 3، 3، تترا متیل بنزیدین و 6، 4، 2 تری نیترو بنزن سولفونیک اسید تغییر رنگی را در محیط به صورت جهتدار تولید میکنند. یکی از علل تفاوت این حسگرهای مبتنی بر فرآیندهای نانوزیمی با دیگر حسگرهای رایج با خواص شیمیایی و در برخی از آنها نور-شیمیایی منحصر به فرد مانند قابلیت کنترل تغییر رنگ، کنترل سینتیک واکنش، در دسترس بودن، طراحی کاتالیزرهای مناسب و طیف جذب متمایز رویکردهای جدیدی را برای تهیه نانوزیمها با عملکرد چندگانه ارائه میدهد. نانوزیمهای اکسیدازی میتوانند با احیا مولکول آب منجر به تولید رادیکال هیدروکسیلی شوند و همزمان با این فرایند اکسیداسیون ردیابهای کروموژنیک رخ دهد. در برخی مواقع در جهت افزایش سینتیک اکسیدازی از ترکیباتی همچون آمونیوم پرسولفات استفاده میشود و تولید غیر مستقیم رادیکال هیدروکسیل عملکرد موثرتری در بهبود سینتیک و کنترل فرآیند تولید گونههای اکسیژن فعال نسبت به حضور مستقیم هیدروژن پراکسید دارد. نانوزیمهای فعال نوری میتوانند عملکردهای نوری را با فعالیت نانوزیمی ترکیب کنند و یک مسیر امیدوار کننده ایجاد کنند. این دسته نانوزیمها با توجه به پایداری، تولید رادیکالهای آزاد و همچنین عدم استفاده از اکسندههای قوی مانند هیدروژن پراکسید مورد توجه گستردهای قرار گرفتهاند.
به طور خلاصه در این پژوهش دو حسگر نانوزیمی بر پایه بارگیری شبه آنزیمهای پپتیدی بر روی چارچوبهای فلز-آلی در جهت سنجش رنگ سنجی پوترسین در بافتهای حقیقی ماهی استفاده شد. در پژوهش نخست به به طور موفقیت آمیزی چارچوب فلز-آلی PBA(V/Fe) با استفاده از بارگیری پپتید انسولین و محصول حسگر نانوزیم جدید اکسیدازی و پراکسیدازی معرفی شد. آنزیم پلی پپتیدی به نام انسولین به منظور تقویت شدت علامت تجزیهای و کنترل جهت دار سامانه رنگ سنجی مورد استفاده قرارگرفت. از سویی وجود دو عنصر آهن و وانادیم با عدد اکسیداسیون گوناگون بر بهبود عملکرد نانوزیمی تاثیرگذار بوده است. ردیاب کروموژنیک تترا متیل بنزیدین برهمکنش مطلوبی با بستر PBA(V/Fe)-Ins نشان داد و رنگ سنجی کاملاً جهتدار را برای حسگر نانوزیمی ایجاد کرد. که در حضور پوترسین به عنوان رباینده رادیکالهای فعال اکسیداسیون تترا متیل بنزیدین محدود و رنگ نهایی محو شد. همچنین به دلیل تنظیم ساختاری، مهندسی سطح، سینتیک قدرتمند، تنوع عملکردی PBA(V/Fe)-Ins و قابلیت کنترل دقیق فرآیند رنگ سنجی نویدبخش یک روش جدید بر پایه چارچوبهای فلز-آلی کاتالیزری در روشهای رنگ سنجی باشد.
پژوهش دوم یک چارچوب فلز-آلی مبتنی بر وانادیوم (MIL-47(V)) با فعالیت اکسیداز مانند طراحی و تهیهشد به منظور تقویت طیفهای حسگری MIL-47(V) با آنزیم اندوپپتیداز[footnoteRef:298] پپسین ترکیب شد. MIL-47(V)/pep در حضور تابش نور آبی، فعالیت کاتالیزری و تولید رادیکالی مطلوبی از خود نشان داد. رادیکالهای تولیدشده به طور قابل ملاحظهایی باعث اکسیداسیون شده و علامت تجزیهایی مطلوبی و حساس ایجاد کرد. با بهرهگیری از MIL-47(V)/pep ، یک حسگر زیستی رنگ سنجی قوی برای سنجش پوترسین به عنوان یک آمین بیوژنیک در نمونههای مواد غذایی طراحی شد. همچنین، به دلیل تنظیم ساختاری، مهندسی شکاف باند، مهندسی سطح و تنوع عملکردی MIL-47(V)/pep، پیش‌بینی میشود که این ترکیب کاربردهای متنوعی را ایجاد کند. در آخر در جدول (5-1) روش اندازه گیری ارائهشده برای پوترسین را با روشهای دیگر مقایسه کرده شد. [298: Endopeptidase ] 

جدول(5-1). مقایسه روشهای اندازهگیری پوترسین.
	مرجع
	قابل حمل
	pH
	رنج خطی
	حد تشخیص
	RSD%
	روش
	مخفف و اسم حسگر

	پروژه اول پایان نامه
	+
	00/4
	00/30 nM-00/12 μM

	 nM00/13
	10/3
	پرسولفات پراکسیداز
	PBA(V/Fe)-Ins


	پروژه دوم پایان نامه
	+
	00/7
	20.00 nM-10.00  μM
20.00 μM- 80.00 μM

	 nM05/5
	25/3
	اکسیداز فعال نوری
	MIL-47(V)/pep
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1. استفاده از نانوزیمهای چارچوب فلز-آلی دو بعدی باعث میشود پایداری شرایط کاتالیزوری نسبت به تغییرات دما و pH بیشتر حفظ شود [83]. 
2. سنتز یک مرحلهایی و درجا چارچوبهای فلز-آلی در حضور آنزیمها باعث بهبود بهتر عملکرد میشود [84].
3. استفاده از چارچوبهای فلز-آلی به عنوان قالبهای فدا شونده برای تهیه اکسید فلزات، سولفید فلزات و ... مینواند نانوزیمهای موثری را ایجاد کند.
4. استفاده از چارچوبهای فلز-آلی دارای خوشههای فلزی لانتانیدی دوتایی به منظور ایجاد مکانهای اکسیداسیون-کاهش نوری قوی تر.
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Abstract
Biogenic amines are small organic molecules that have one or more amine groups in their chemical structure and affect the biological and chemical processes of creatures. Their hormonal properties cause to a vital biological role in the human body. These compounds are found in fresh foods, especially in the resources with high amounts of protein and other food products. Biogenic amines in the body have a determined concentration range and beyond that, they cause effects such as high blood pressure, liver damage, various migraines, and various cancers and prevent detoxification of the body. Biogenic amines such as Cadaverine, Putrescine, Spermidine, and Spermine can seriously have a synergistic effect on body-produced toxins. For example, putrescine can indirectly enhance the toxic effects of other biogenic amines by producing carcinogenic nitrosamines, in this regard, their control, tracking, and accurate measurement of these compounds is very important. In this research, two nanozyme-based sensors including iron/vanadium-based Prussian blue analogue (PBA(V/Fe)) and a vanadium-based metal-organic framework (MOF(V)-47) were designed for the colorimetric detection of putrescine. For improving the kinetics of the enzymatic reaction, insulin and pepsin enzymatic compounds were loaded on PBA(V/Fe) and MOF(V)-47, respectively. The prepared compounds were fully characterized with different spectroscopic, microscopic and electrochemical methods and obtained results confirmed that the presence of the metals with multiple oxidation numbers such as vanadium and iron, along with the presence of natural enzymes, has caused an enhanced catalytic effect. Prepared compounds were applied as efficient catalysts in the production of reactive oxygen species (ROSs) and subsequent oxidation of the chromogenic probes including 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB) and ortho-phenylenediamine (o-PDA) to produce color products, as well as create a detectable UV-Vis spectrophotometer or the naked eye (visual) analytical signal. The as-prepared nanozymes have promising performance in the oxidation process of chromogenic probes which causes sharp peaks and visible colors. The presence of putrescine as a studied analyte with strong antioxidant properties and trapping of active oxygen radicals reduces the catalytic properties and fading colors as well as decreases the intensity of related UV-Vis peaks. Operational parameters of sensor preparation including the catalysts dosage, chromogenic probe concentration, solution pH, interaction time and oxidizing agent concentration were optimized by on-at the time method. Under optimal conditions, the proposed PBA(V/Fe)-Ins has a very low detection limit of 13.0 nM and a wide linear range from 30.0 nM to 12.0 μM as well as MOF(V)-47/pep has a very low detection limit of 5.5 nM, and a wide linear range from 20.0 nM to 80.0 μM. The proposed sensors showed satisfactory selectivity and reproducibility as well as successfully applied to detect putrescine in real fish samples. The developed method is a promising approach in the field of diagnosis of disease biomarkers and food quality monitorin.

Keywords: Biogenic amines, Prussian blue analogue, Insulin, Pepsin, Putrescine, Metal-organic framework Nanozyme, Vanadium and Iron.
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Figure 1. (a) Schematic illustration of the aggregation of peptide-functionalized
nanoparticles (PFNs) in the presence of metal ions [M+]. Reprinted with permission from
Ref. [33], Copyright 2008, Wiley-VCH. (b) Principle of ACP determination based on the
oxidase-mimicking property of MoO3NPs. Reprinted with permission from Ref. [35],
Copyright 2020, Elsevier. (c) Colorimetric Detection Mechanism of chelated Schiff base for
Fe2* and Fe3*. Reprinted with permission from Ref. [36], Copyright 2015, Elsevier. (d)
lllustration of response of the 1DPC sensor to water vapor: the original 1DPC and the
responsive 1DPC. Reprinted with permission from Ref. [37], Copyright 2018 American

Chemical Society.
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