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Background and Aim: Peroxidases are vital enzymes in biochemical processes, but high purification costs 
and instability limit their applications. This study investigated the synthesis of gold nanoclusters and 
optimized reaction conditions, including the concentration and volume of the substrate and the effect of the 
inhibitor on the peroxidase reaction. 
Materials and Methods: Gold nanoclusters based on the creatininase (Crn-AuNCs) were synthesized using 
a modified protocol. The kinetics of creatininase were analyzed to measure Km and Vmax values, and the 
optimization of 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB) and hydrogen peroxide (H2O2) concentrations was 
performed using a UV-Vis spectrophotometer. 
Results: In this study, (Crn-AuNCs) were synthesized, yielding Km and Vmax values of 0.0882 M and 24.5 
u.ml-1, respectively. The gold nanoclusters exhibited peroxidase-mimicking activity, effectively catalyzing 
peroxidation reactions with TMB and H2O2. The optimal concentrations and volumes of TMB and H₂O₂ 

were determined to be 10 mM (20 µL) and 0.1 M (2 µL), respectively. 
Conclusion: This study focused on synthesizing (Crn-AuNCs) that exhibited green fluorescence. It was 
found that the enzymatic activity of creatininase decreased significantly due to high temperature and 
alkaline pH. The investigation into the pseudo-enzymatic (peroxidase) activity of the nanoclusters revealed 
that the presence of Tris during synthesis significantly affected this activity. Additionally, variations in the 
concentrations of creatine, creatinine, and urea did not influence the fluorescence intensity of the 
nanoclusters. Overall, the findings suggest the potential application of Crn-AuNCs in biotechnology, 
particularly in biosensor development. 
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| پژوهشی اصیل  ۀ مقال  

  يِ دار ی و پا  ي ساز خالص  ي ها نه ی ا هز هستند، امّ یی ا ی م ی وش ی ب  ي ندها ی ا در فر  ی مهم  ي ها م ی آنز  دازها ی کس راُپِ  و هدف: زمینه 
  واکنش، شاملِ  طِی شرا   يِساز نه ی طلا و به   ي ها نانوخوشه   مطالعه، سنتزِ  ن ی ا   ها را محدود کرده است. در کم، کاربرد آن 
 قرار گرفت.    ی واکنش موردبررس   ن ی ا   ة مهارکنند   رِی ث أ ت   ز ی و ن   ي داز ی کس پراُ  واکنشِ  ي سوبسترا   غلظت و حجمِ

  ي شده سنتز شدند. برا اصلاح  ) با پروتکلCrn-AuNCsِ(  ناز ی ن ی کرات  مِی آنز  ۀ ی طلا بر پا  ي ها نانوخوشه  ها:و روش  مواد 
-' 5،5، ' 3،3غلظت    يِساز نه ی به   ن، ی قرار گرفت. همچن   ل ی وتحل ه ی مورد تجز   ناز ی ن ی کرات   Vmaxو    Km  یِک ی نت ی س   رِی مقاد   نِیی تع 

 . رفت پذی   انجام   فرابنفش   -ی مرئ   سپکتروفتومتر با استفاده از ا   )2O2H(   ژنه ی ) و آب اکس TMB(   ن ی د ی بنز ل ی تترامت 
ها  نانوخوشه   ن ی به دست آمد. ا )  1-u.ml  5 /24(   Vmax مولار) و   Km   )0882 /0  رِی سنتز شد، مقاد   AuNCs-Crn  :نتایج 

  کردند. غلظت و حجمِ  ز ی را کاتال   2O2Hو    TMBبا    ون ی داس ی کس راُپِ  ي ها نشان داده و واکنش   داز ی کس راُپِشبه   تِی فعال 
 شد.   ن یی ) تع تر ی کرول ی م   2مولار (   0/ 1) و  تر ی کرول ی م   20مولار ( ی ل ی م   10  ب ی ترت به   2O2Hو    TMB  ي برا   نه ی به 
نشان    ج ی نتا   ها متمرکز بود. آن   ي ها ی ژگ ی و   یِسبز و بررس   با فلورسانسِ  Crn-AuNCs  مطالعه بر سنتزِ  ن ی ا   :ي ر ی گ جه ی نت 

به   طِی شرا   تحتِ  ناز ی ن ی کرات   یِم ی آنز   تِی فعال   ند که داد  و    ي دما   ژه ی و واکنش،  م   یی ا ی قل   pHبالا  بررس ابد ی ی کاهش    یِ . 
داد    Crn-AuNCs  يِداز ی کس راُپِشبه   تِی فعال  طولِ  س ی تر   حضورِکه  نشان  ا   در  بر  گذاشت.    ر ی تأث   ت ی فعال   ن ی سنتز 

تأث   ن ی ن ی کرات   ن، ی کرات   ي ها در غلظت   یی ا ه ر یی تغ   ن، ی همچن  اوره  ا نانوخوشه   فلورسانسِ  بر شدتِ  ي ر ی و  نداشت.    ن ی ها 
 . کنند ی م   د یی تأ   ی ست ی ز   ي حسگرها   ۀ و توسع   ي وتکنولوژ ی ب   ي کاربردها   ي ها را برا نانوخوشه   ي بالا   لِی پتانس   ها افته ی 

| ncmbjpiau.ir | 
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 مقدمه  | 1
وزنِ هوموهِ   نِی پروتئ   ک ی )  Crn(   1ناز ی ن ی کرات   مِ ی آنز  با    گزامر 

هر مونومر است که از    ي دالتون برا لو ی ک   28  یِ ب ی تقر   یِمولکول 
ا   ل ی تشک   نه ی آم د ی اس   259 است.  شش    م ی آنز   ن ی شده  از 

  ة و به خانواد   افته ی   ش ی آرا   مرِ ی تر   ي مرها ی دا   صورتِبه   رواحد ی ز 
).  2  و   1(   ق دارد ز تعلّآ وره مرتبط با ا   ي درولازها ی دوه ی آم   بزرگِ 

رو   م ی تالوآنز مِ  ک ی   ناز ی ن ی کرات  به  منگنز   2Zn+(   ي وابسته  و   (
 )+2Mn (   ز هر  که  حاو   رواحدِ ی است  دو    مرکزِ   ک ی   يِ آن 

و    terminal-C  کِ ی نزد   β  ي ها ) در رشته 2Zn+(   ي رو   يِ ا هسته 
).  5-3(   باشد ی م   N-terminal  ۀ ی ناح   کِ ی نزد   α  ي ها چ ی مارپ 
  واکنشِ   زِ ی کاتال   شاملِ   م ی نز آ   ن ی ا   یِ ک ی ت ی کاتال   ي ها ت ی فعال 

  ي است که کاربردها   ن ی به کرات   ن ی ن ی کرات  لِ ی تبد  یِ وبرگشت رفت 
ها،  م ی آنز   خاصِ   يِ کاربردها   ). با وجودِ 6(   دارد   ی مهم در پزشک 

عدم   ي موارد  نسبت    ت ی حساس   ن، یی پا   عملکردِ   ، ي دار ی پا مانند 
و    د ی تول   ي بالا   ۀ ن ی و هز   ی اب ی باز   مشکلاتِ   ، ی ط ی مح   طِ ی به شرا 
).  7ها شده است ( آن   کاربردِ   تِ ی دود مح   موجبِ   ، ي ساز خالص 

شده ت ی محدود   ن ی ا  باعث  به ها  تا  با    یی ها ن ی گز ی جا   دنبالِاند 
موردتوجه    ي از راهکارها   ی ک ی .  م ی باش   شتر ی ب   ییِو کارا   ي دار ی پا 
محدود   ي برا  بر    ۀ توسع   ، ی ع ی طب   ي ها م ی آنز   ي ها ت ی غلبه 
ا   ها م ی آنز شبه   ا ی   ی مصنوع   ي ها م ی آنز  تقل   ن ی است.  با    دِ ی مواد، 
در  ی م   ، ی ع ی طب   ي ها م ی آنز   ی ک ی ت ی کاتال   ي ها ت ی فعال  توانند 
تشخ   ي ها نه ی زم  جمله  از  درمانِ  ص ی مختلف  ها،  ي مار ی ب   و 

  8(   مختلف کاربرد داشته باشند   عِی و صنا   ی ست ی ز   ي ها سنجش 
پ9ِ  و  آنزیم راُ ).  گروهِ کسیدازها  به  متعلق    هایی 

هاي  سلول   ها در تمامیِباشند. این آنزیم دوکتازها می اکسیدورِ
قبیلِ   زنده   موجوداتِ   بدنِ  قارچ باکتري   از  جلبک ها،  ها،  ها، 

می  یافت  گیاهان  و  ا 11  و   10(   شوند جانوران  با    م ی آنز   ن ی ). 
ه  از  واکنش   عنوانِبه   د ی کس راُ پِ  دروژن ی استفاده    ي ها سوبسترا، 

کاتال   ي متعدد   وِی دات ی اکس  سوبستراها ی م   ز ی را    جِ ی را   ي کنند. 
-3  س ی نوب ی )، آز OPD(   ن ی آم ي د لن ی فن -Oشامل    ي داز ی کس راُپِ
-' 5،5، ' 3،3  ) و  ABTS(   د ی اس   ک ی سلفون -6-ن ی ازول ی بنزوت   ل ی ات 

به TMB(   ن ی د ی بنز ل ی تترامت  هستند.  بودن،    ی سمّ ر ی غ   لِ ی دل ) 
TMB   ۀ ی بر پا   ی سنج رنگ   در سنجشِ   ی معمول   پروبِ   عنوانِبه  

م   ي داز ی کس راُ پِ  ي ها ت ی فعال  قرار  .  رد ی گ ی مورداستفاده 
  یی کاربردها   ی شناس ست ی و ز   ی در صنعت، پزشک   دازها ی کس راُپِ

  صِ ی تشخ   ي ها ستم ی توان به س ی کاربردها م   ن ی دارند. از جمله ا 
 

1 Creatininase 

لومینسنت)،    ک ی اسپکتروفتومتر  و  فلورسنت  (شامل 
و    دها ی کس راُ پِ  حذفِ   ، ی ست ی ز   ي حسگرها  موادغذایی  از 

صنا زباله  صنعتی،  نساج   عِ ی هاي  و  فرایندهاي    ، ی کاغذ 
محصولاتِ آب   2زنیزاسیون اُ سیستم ی غذای   وهوا،  هاي  ، 

تکنیک   ، گزارشگر  ایمنی در  حفظِ هاي  زیست،  محیط   سنجی، 
ایمونوهیستوشیم   صنایعِ  درمانِ   ی آرایشی،  اشاره    و  سرطان 

پ18ِ-12(   کرد  آنز راُ).  جمله  از    تربِ   داز ی کس راُ پِ  مِ ی کسیدازها 
به HRP(   3ی کوه  اختصاصیتِ  دلیلِ)  و  داراي    کارایی  بالا، 

فراوانی در حوز  بیوسنسورها و    ة کاربردهاي  پزشکی،  صنعت، 
امّ  هستند.  نواقصِ غیره  داراي  متاسفانه  نیز    ذاتیِ   ا  متعددي 

جمل می  از  می   ۀ باشند.  موارد  هزین این  به    ي بالا   ۀ توان 
  ناتوره شدن در شرایطِسازي، تخلیص، ذخیره کردن، دِ آماده 

توسطِ pHدمایی،    نامناسبِ  تجزیه  پایداريِ   ،  و  کم    پروتئازها 
نواقصِ  این  نمود.  بیان ذاتیِ   اشاره  به   روي  شده  بر  طور جدي 

اثر می آنزیم   طبیعیِ   کاربردِ  به  ها  دادن  براي خاتمه  و  گذارند 
کسیدازي از جمله  راُ پِهاي شبه این نواقص استفاده از کمپلکس 

هِ 4مین هِ پورفیرین 5ماتین ،  نانوزیم   6،  یافته    7ها و  گسترش 
 ) به 20  و   19است  ز   ي نانوفناور   علومِ   یِلاق ت   ی تازگ ).    ی ست ی و 

طراح  به    کاتالیتیکیِ   تِی فعال   يِدارا   ي ها نانوخوشه   یِمنجر 
  ي ها ی ژگ ی ها شده است که و م ی نانوز   عنوانِ   تحتِ   ی م ی آنز شبه 

گذارند.  ی م   ش ی به نما   ی ع ی طب   ي ها م ی از آنز   ی متنوع   يِ عملکرد 
مق نانوزیم  در  مواد  از  نوعی  با    ک ی   اسِی ها  نانومتر،  صد  تا 

آنزیم را تقلید    آنزیمی هستند و فعالیتِ   یِ کاتالیتیک   خاصیتِ 
دستکاريِ ی م  با  که  اصلاحِ   کنند  و  مورفولوژي  شکل،    اندازه، 

ها را تنظیم  نانوزیم   کاتالیتیکیِ   توان فعالیتِ ترکیب می   سطحِ
فعالیتِ  چون  سطحِ   نمود.  در  معمولاً  ها  نانوزیم   کاتالیزوري 

ها از  نانوزیم   ة سطح و انداز   پوششِ   ي ا ه گیرد تغییر صورت می 
به   همیتِ ا  نانوزیم    کاتالیتیکیِ   فعالیتِ   تغییرِ   منظورِ بیشتري 

می  نانوزیم برخوردار  جایگزینِباشد.  در  آنزیم   ها،  طبیعی  هاي 
هاي پزشکی، صنعتی و  هاي مختلف از جمله در زمینه زمینه 

محققان    ر ی اخ   ي ها در سال   ). 22  و   21  ، 19باشند ( زیستی می 
توسع    ار ی بس   ي ها ن ی گز ی جا   عنوانِبه   ی مصنوع   ي ها م ی آنز   ۀ بر 

کم   دار ی پا  در    ي برا   ی ع ی طب   ي ها م ی آنز   ي برا   نه ی هز و  استفاده 
 

2 Ozonation 
3 Horseradish Peroxidase 
4 Hemin 
5 Hematin 
6 Porphyrin 
7 Nanozymes 



 |1405بـهـار    |  62ة  شمار   |16ة  دور   | مولکولی و سلولی ولوژي   ـهاي بیوتکن امۀ تازه  ـفصلن 
 

89 
 

کرده   ی ع ی وس   فِی ط  تمرکز  کاربردها  نانوخوشه از  دارا اند.    ي ها 
پِمقلّ   تِ ی فعال  مقا   ي داز ی کس راُد  در  و  آنز   سه ی هستند    مِ ی با 
دارا ی کوه   تربِ  دازِی کس راُ (پِ  ی ع ی طب  مانند    یی ا ی مزا   ي ) 

پا   يِساز آماده  و  ).  24  و   23(   د هستن   ی عال   يِدار ی آسان 
نسبت به    ي اد ی ز   ي ا ی مزا   ن ی پروتئ   طلا با روکشِ   ي ها نانوخوشه 

جمله    ي ها نانوخوشه   ي ها ستم ی س   رِ ی سا  از  دادند  نشان  طلا 
سازگار   سنتزِ آسان،  و  سم   ، ی ست ی ز   يِ سبز    ت ی ال حلّ   ت، یّعدم 

م   اد ی ز  دارا  را  آب  ز ن باش ی در  به ن ی پروتئ   را ی د،    عنوانِ ها 
تثب   ي ها مولکول  و  کنند.  ی م   عمل   ی ط ی مح   ة کنند ت ی کاهنده 

شرا  به  حلّم ی ملا   واکنشِ   طِی فقط  و    در   ت ی ال ،  آب 
علاوه 25(   دارند   از ی ن   ی ع ی طب   يِ سازگار ست ی ز  ا ).    ن ی بر 

م ن ی پروتئ   يِ عد بُسه   ي ساختارها  ط ی ها  از    ی ع ی وس   فِی توانند 
pH   به و  کنند  تحمل  سا   ی راحت را  ترک ستم ی س   ر ی با    ب ی ها 

الگوها  محتو   لِ ی دل به   ی ن ی پروتئ   ي شوند.  در  ت   ات ی تنوع    یِوال و 
تشک   نه ی آم   ي دها ی اس  خواصِ  ل ی بر  ت نانوخوشه   و    ر ی ث أ ها 
  لِ ی دل   ۀ شده با ارائ ت ی تثب   ي طلا  ي ها ). نانوخوشه 26(   گذارند ی م 

سهولتِ   نسانس ی فوتولوم   ، ی ست ی ز   يِ سازگار  گز   و    ۀ ن ی سنتز، 
ا 27(   هستند   ی ک ی ولوژ ی ب   ي کاربردها   ي برا   ی مناسب  در    ن ی ). 

بررس پژوهش  به  رو   ي ها نانوخوشه   سنتزِ  یِ ،  بر    مِ ی آنز   يِطلا 
و   ناز ی ن ی کرات  است.    یِ ک ی نت ی س   ي ها ی ژگ ی و  شده  پرداخته  آن 

فعال   طورِبه    ي طلا   ي ها نانوخوشه   يِداز ی کس راُپِ  تِی خاص، 
رو ت ی تثب  بر  از    ناز ی ن ی کرات   مِی آنز   ي شده  استفاده  و    TMBبا 
قرار    ی موردبررس   ي اسپکتروفتومتر   با روشِ  د ی کس راُ پِ  دروژن ی ه 

ن ؤ م   گرفت و عواملِ  بر آن    ن ی چن هم مطالعه شده است.    ز ی ثر 
کرات   ي ها ت ی آنال   رِ ی تأث   یِ بررس  اوره،  مانند  و    ن ی مختلف 
 ها موردتوجه قرار گرفته است. نانوخوشه   نشرِ   ي بر رو   ن ی ن ی کرات 

 هامواد و روش  |2
  زه ی ون ی د   و با استفاده از آبِ  ي ا ه ی تجز   ها در سطحِمحلول   تمامیِ

،  2O2(H ،  NaCl(  د ی راکس پِ  دروژن ی شدند. ه   ه ی صورت روزانه ته به 
کرات   وم، ی آمون   سولفاتِ  س، ی تر   ن، ی س ی کاناما   دازول، ی م ی ا  ،  ن ی اوره، 

TMB ،   سرول، ی گل  EDTA ک ی ، آسکورب د ی اس   ک ی کر ی ، پ ن ی ن ی ، کرات  
  . پپتون و مخمر از شرکتِ ند د ی گرد   ه ی رك ته مِ  از شرکتِ  د ی اس 

Quelab    4وHAuCL  ِن ی . همچن ند شد   ه ی ته   نوفارم ی س   از شرکت  
مرئ   دستگاهِ شرکتِ -ی اسپکتروفتومتر  از  فلورسانس  و    فرابنفش 

Perkin Elmerِاز شرکت    رر ی است   ، دستگاهHeroes از    فوژ ی ، سانتر
 . ند د ی گرد   ه ی ته   Memmert  و انکوباتور از شرکتِ  MPW  شرکتِ

 نازینیکرات   مِی آنز و تخلیصِ  انیب  |1-2
،  BL21  ۀ ی سو   ژه ی و ، به E. coli  ي ها در سلول   ناز، ی ن ی کرات   مِ ی آنز 

داراي   م ی آنز   ن ی سنتز شد. ا  Pet 28a انِی ب   ستمِ ی با استفاده از س 
 ) هیستیدینی  در His tagدنبالۀ  ( انتهاي    )  -Cکربوکسیل 

terminalِزیادي به نیکل دارد و   ) خود است. این دنباله تمایل
  کند. پس از آن، تخلیصِمحکمی با آن برقرار می   نشِکُمیان 

و با استفاده    1تمایلی   کروماتوگرافیِ   روشِ نوترکیب به   پروتئینِ 
ژاپن انجام    مادزو، ی ش   شرکتِ  ساختِ   2سفاروز   نیکلِ   از ستونِ

ب   ي گرفت. برا    شده تحتِ خالص   مِ ی آنز   دازول، ی م ی ا   بردنِ  ن ی از 
خلوصِ   ز ی ال ی د   ندِ ی فرا  گرفت.  -SDS  توسطِ   ناز ی ن ی کرات   قرار 

PAGE   با استفاده از روشِ   ن ی پروتئ   غلظتِ  ت، ی و در نها   د یی أ ت  
 شد.   ن یی برادفورد تع 

 طلا   ي ها نانوخوشه   يِساختار   اتِ ی سنتز و خصوص   |2-2
پا ت ی تثب   ي طلا   ي ها نانوخوشه  بر  با    ناز ی ن ی کرات   مِ ی آنز   ۀ ی شده 

از   ( اصلاح   پروتکلِ   ک ی استفاده  شدند  سنتز  ا 28شده    ن ی ). 
شاملِ محلولِ   ک ی سکورب آ   د ی اس   افزودنِ  روش  و    ن ی پروتئ   به 

مداوم   زدنِ با هم  4HAuCl ی آب   محلولِ  یِ ج ی تدر   سپس افزودنِ 
نها  در  دما   محلولِ   ت، ی بود.  در  و مخلوط  اضافه شده    يِسود 

به گراد  سانتی   ۀ درج   37 گرد شبانه   ک ی   مدتِ و  انکوبه  .  د ی روز 
به TEM(   ي عبور   یِالکترون   کروسکوپِ ی م   کِی تکن    طورِ ) 
زم   ي ا نده ی فزا  ز   ي نانوتکنولوژ   ۀ ن ی در  است،  شده    را ی محبوب 
قابلِ  ق ی دق   جِ ی نتا   ۀ ارائ   تِی قابل  ا   و  دارد.  را    ک ی تکن   ن ی تکرار 

برا  ساختارِ  نِ یی تع   ي معمولاً  و  استفاده  نانوخوشه   اندازه  ها 
ا ی م  در  م   ن ی شود.  از    ي عبور   یِالکترون   کروسکوپِی مطالعه، 
 )TEM به طلا    ي ها نانوخوشه   اندازه و ساختارِ  یِبررس   منظورِ) 

 استفاده شد.   ناز ی ن ی کرات   مِ ی آنز   ۀ ی بر پا 

 م ی آنز   تِی فعال   سنجشِ   |3-2
  محلولِ   تر ی ل ی ل ی م   0/ 9ابتدا    ناز، ی ن ی کرات   مِی آنز   تِی فعال   سنجشِ  ي برا 

بافرِ  مولار ی ل ی م   100  نِی کرات  در  با  م ی پتاس   را    pH 5 /7فسفات 
. سپس  شد انکوبه  گراد ی سانت   ۀ درج  37 يِدر دما  قه ی دق  5 مدتِبه 
  10  مدتِبه مخلوط اضافه شد و به   ناز ی ن ی کرات   مِی آنز   تر ی ل ی ل ی م   0/ 1
  از محلولِ   تر ی ل ی ل ی م   0/ 1. در ادامه،  د ی گرد   انکوبه در همان دما    قه ی دق 
و  ل ی استر   خِی   آبِ  تر ی ل ی ل ی م   0/ 9به    بالا    محلولِ   تر ی ل ی ل ی م   2شده 

اتاق    ي در دما   قه ی دق   20  مدتِاضافه شد و به   د ی اس   ک ی کر ی سود و پ 

 
1 Affinity Chromatography 
2 Nickel-Sepharose 



|1405و همکاران،  عراقی  |   
 

90 
 

نها  شد.  طول   ي ا ه ر یی تغ   تاً، ی انکوبه  در  با    520  موجِجذب  نانومتر 
 شد.   ي ر ی گ استفاده از اسپکتروفتومتر اندازه 

   ناز ی ن ی کرات   م ی آنز   یِک ی نت ی س   ي پارامترها   يِر ی گ اندازه   |4-2
 سنتز از  قبل و بعد  

  Km  مانندِ   ی ک ی نت ی س   ي پارامترها   نِ یی و تع   ي ر ی گ اندازه   منظورِ به 
با    یی ها ش ی سنتز، آزما از  قبل و بعد    ناز ی ن ی کرات   مِی آنز   Vmaxو  

غلظت  از  محدود   ن ی کرات   مختلفِ  ي ها استفاده    0/ 2تا    0  ة در 
غلظت  شد.  انجام  ،  0/ 05،  0شامل    ن ی کرات   مختلفِ   ي ها مولار 

مولار    0/ 2و    0/ 12،  0/ 11،  0/ 1،  0/ 09،  0/ 08،  0/ 07،  0/ 06
  ناز ی ن ی کرات   مِ ی آنز   تِ ی ها بر فعال غلظت   ن ی ا   رِ ی تأث   یِ بررس   منظورِ به 

بعد   و  م از  قبل  گرفت.  قرار  مورداستفاده    جذبِ   زانِ ی سنتز 
  منظورِ ها به داده  ن ی ثبت شد. ا  قه ی دق  40 مدتِ  ها در طولِ نمونه 

  ل ی وتحل ه ی تز تجز ن س از  قبل و بعد    مِ ی آنز   Vmaxو    Km  نِ یی تع 
دا د ی گرد  از  استفاده  با  منحن دست به   ي ها ده .    یِ آمده، 

رسم    صورتِ به   ناز ی ن ی کرات   مِ ی آنز   ي برا   1منتن -س ی ل ی کائ ی م  مجزا 
ا  در  غلظتِ  ن ی شد.  حجمِ  ن ی کرات   ییِ نها   مرحله،    محلولِ   در 

وارد    Excel  افزارِ ها در نرم . داده د ی ت محاسبه گرد موجود در کووِ
تجز  همچن   ل ی وتحل ه ی و  با    2برك -ور ی نو ی لا   نمودارِ  ن، ی شدند. 

واکنش    سرعتِ  سوبسترا و معکوسِ   غلظتِ   وسِ استفاده از معک 
همچن  شد.  معادل   ن ی رسم  از  استفاده  از  دست به   خطِ   ۀ با  آمده 

 محاسبه شد. نیز    Vmaxو    Km  رِ ی نمودارها، مقاد 

 ناز ی ن ی کرات   مِی آنز   ۀ نمون   زِ ی ال ی د   |5-2
تشک   ناز ی ن ی کرات   مِ ی آنز   ي بالا   تِ ی قابل   لِ ی دل به    ي ها فرم   لِ ی در 

  ی منف   رِ ی تأث   توانند ی ها م تجمع   ن ی ا   ر، ی ناپذ و برگشت   افته ی تجمع 
از    ي ر ی و جلوگ   ها ی ناخالص   حذفِ   بگذارند. جهتِ   م ی آنز   تِ ی بر فعال 

شامل    ز ی ال ی د   استفاده شد. محلولِ   ز ی ال ی د   کِ ی مشکل از تکن   ن ی ا 
سولفاتِ ولار م ی ل ی م   NaCl   150، درصد   1  سرول ی گل    وم ی آمون   ، 
  يِدر دما   ز ی ال ی باشد. د ی مولار م ی ل ی م   EDTA   1مولار، ی ل ی م   0/ 8
بافر   گراد ی سانت   ۀ درج   4 در    24  مدتِبه   تر ی ل   1  به حجمِ   ي و 

  150  ها با سرعتِ زمان، نمونه   ن ی ا   یِ و در ط   د ی ساعت انجام گرد 
برا   فوژ ی ) سانتر rpm(   قه ی دور در دق    یِ اثربخش   یِ اب ی ارز   يِ شدند. 

فعال   م ی آنز   محلولِ   يِ ظاهر   ي ا ه ر یی تغ   ز، ی ال ی د    ی م ی آنز   تِ ی و 
پ   ی موردبررس  گرفت.  د   ش ی قرار    م ی آنز   يِ حاو   محلولِ   ز، ی ال ی از 

بود    رمسلح ی غ   مشاهده با چشمِ قابل   قِ معلّ  کدورت و ذراتِ   ي دارا 

 
1 Michaelis–Menten 
2 Lineweaver–Burk 

و    رمحلول ی غ   یِ ن ی پروتئ   ي ا ه تجمع   لِ ی تشک   ة دهند نشان   که 
  ش ی محلول افزا  تِ یّشفاف  ز، ی ال ی پس از د   که ی بود؛ درحال   رفعال ی غ 
  يِ ر ی گ اندازه   ن، ی مشاهده نشدند. همچن  افته ی تجمع   و ذراتِ   افت ی 

توجه در  قابل   شِ ی افزا   موجبِ   ز ی ال ی نشان داد که د   م ی آنز   تِ ی فعال 
ناش   ی م ی آنز   تِی فعال  احتمالاً  که  است  حذفِ   ی شده    از 

 . باشد ی م   م ی آنز   يِساختار   يِ دار ی پا   و بهبودِ   ها ی ناخالص 

طلا    ي ها نانوخوشه   يِداز ی کس راُپِشبه   تِ ی فعال   یِبررس   |6-2
به  حجم   يِساز نه ی و  و  و    TMB  مختلفِ  ي ها غلظت 

2O2H    عنوان سوبسترا به 
فعال  با    ي ها نانوخوشه   يِ داز ی کس راُ پِ  ي ها ت ی در  واکنش  طلا، 

سوبسترا  از  ا   ی موردبررس   TMB  يِ استفاده  به  گرفت.    ن ی قرار 
محلولِ  تر ی کرول ی م   5منظور،     5  مولار، ی ل ی م   TMB   10از 

نانوخوشه   تر ی کرول ی م  و    ي ها از    دروژن ی ه   تر ی کرول ی م   5طلا 
واکنش    مخلوطِ در ادامه  ) باهم مخلوط شدند.  2O2H(   د ی کس راُ پِ

ا  انکوباس   تاق در  از  پس  شد.  در    جذبِ  ون، ی انکوبه  محلول 
مر   652  موجِطول  اسپکتروفتومتر  از  استفاده  با    -ی ی نانومتر 

  غلظت و حجمِ  يِ ساز نه ی به   منظورِ شد. به   ي ر ی گ فرابنفش اندازه 
  ) در واکنش2O2Hِ(   د ی کس راُ پِ  دروژن ی و ه   TMB  ي سوبستراها 

  جرا و ا   ی طراح   ی متوال   ي ها ش ی از آزما   ي ا مجموعه   ، ي داز ی کس راُ پِ
مرحل ند د ی گرد  در  حجم   اثرِ  ، ي ساز نه ی به   اولِ  ۀ .  و    ي ها غلظت 

قرار گرفت.    ی موردبررس   ي داز ی کس راُپِ  تِ ی بر فعال   TMBمختلف  
حضورِ   ها ش ی آزما   ن ی ا  حجمِ   در  و    ي ها نانوخوشه   ثابتِ   غلظت 

  ي ها ها و حجم انجام شد. غلظت   د ی کس راُپِ  دروژن ی ه   ز ی طلا و ن 
  20و    15،  10،  5،  1شامل    ب ی ترت به   TMB  ي مورداستفاده برا 

  کرومولار ی م   30و    25،  20،  15،  10،  5  ن ی و همچن   مولار ی ل ی م 
مرحل  در  به   ۀ بودند.  حجمِ   يِ ساز نه ی دوم،  و    دروژن ی ه   غلظت 

ا 2O2H(   د ی کس راُ پِ در  شد.  انجام  حجمِ   ن ی )  و  غلظت    مرحله، 
  TMB  ة شد نه ی به  غلظت و حجمِ  ن ی طلا و همچن   ي ها نانوخوشه 

در    2O2H  و حجمِ   غلظت داشته شد و    بالا ثابت نگه   شِ ی از آزما 
غلظت   ر ی متغ   ش ی آزما  حجم بود.  و    ي برا   ی موردبررس   ي ها ها 

2O2H   مولار و    2و    2/ 5،  1،  0/ 1،  0/ 05،  0/ 01  شاملِ  ب ی ترت به
شدتِ   کرومولار ی م   10و    7،  5،  2،  1،  0/ 5  ن ی همچن    بودند. 
از دستگاهِ   652  موجِ محلول در طول   جذبِ  با استفاده    نانومتر 

 . د ش   ي ر ی گ اسپکتروفتومتر اندازه 
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  مِ ی آنز   ۀ ی طلا بر پا   ۀ مختلف بر نانوخوش   ي ها ت ی اثر آنال   |7-2
 ناز ی ن ی کرات 

فعال   ي ها ت ی آنال   رِی تأث   یِ اب ی ارز   منظورِ به  بر    تِ ی مختلف 
مبتن   ي ها نانوخوشه  آنز ی طلا  با    یی ها ش ی آزما   ناز، ی ن ی کرات   مِ ی بر 

آنال  از  در    ن ی ن ی کرات   ن، ی کرات   ي ها ت ی استفاده  شد.  انجام  اوره  و 
آنال   ی متفاوت   ي ها غلظت   ها، ش ی آزما   ن ی ا  هر  حضورِ   ت ی از    در 

موردبررس   ي ها نانوخوشه  گر   ی طلا  ا ند فت قرار  در    ش ی آزما   ن ی . 
از کرات   ي ها با غلظت   یی ها محلول  اوره    ن ی ن ی کرات   ن، ی مختلف  و 

مشخص به    طلا با غلظتِ   ي ها . سپس نانوخوشه ند د ی گرد   ه ی ته 
محلول   ک ی هر  مخلوطِ   ت ی آنال   ي ها از  و  انکوبه    اضافه  حاصل 
انکوباس ند شد  از  پس  حضورِ   ی ناش   پاسخِ   ون، ی .  آنال   از    ت ی هر 

حاصل از    ي ها شد و داده   ی اب ی فلورسانس ارز  یِ سنج ف ی ط   توسطِ 
 شدند.   ل ی وتحل ه ی و تجز   سه ی مقا   گر ی کد ی ، با  ي ر ی گ اندازه 

 ج ینتا| 3
 ) ASTآسپارتات آمینوترانسفراز (   مِ ی آنز   |1-3

تول   ان ی ب   ي برا  باکتر   ب ی نوترک   نازِی ن ی کرات   مِی آنز   ي بالا   دِ ی و    ي از 
پسودوآلکال  مح 1ژنز ی سودوموناس  از    ي برا   LB  کشتِط ی ، 

مح   کشت ش ی پ  استفاده    یی نها   کشتِ  ي برا   XYT2  کشتِط ی و 
  8  رِی با مقاد   IPTGاز لاکتوز و    ی مخلوط   ان، ی ب   ي القا   منظورِشد. به 

وکتورِ به   ب ی ترت به   مولار ی ل ی م   0/ 5و    مولار ی ل ی م  شد.  گرفته    کار 
PET28A   ۀ دنبال   ي دارا  His6-Tag   ا و    ي ها ن ی پروتئ   ن ی است 

ا   صورتِبه   ناز ی ن ی کرات  به  تول   ن ی متصل  برا شوند ی م   د ی دنباله    ي . 
  کلِی با ن   2ی ل ی تما   یِکروماتوگراف   از ستونِ  ناز، ی ن ی کرات   يِساز خالص 

استفاد  برا   ه سفاروز  خلوصِ  ان ی ب   سطحِ  یِاب ی ارز   ي شد.    مِ ی آنز   و 
تکن استخراج  از  گرفته    SDS-PAGE  الکتروفورزِ  کِی شده،  بهره 

ا    ي برا   ها ک ی تکن   ن ی و مؤثرتر   ن ی تر از متداول   ی ک ی روش    ن ی شد. 
جداساز   ک ی تفک    (وزنِ   ی مولکول   جرمِ  براساسِ  ها ن ی پروتئ   يِو 

آن ی مولکول  نتا )  الکتروفورزِدست به   جِی هاست.  از  -SDS  آمده 

PAGE   ا که  داد  نشان  شکل  است    ک ی تکن   ن ی در  که  قادر 
به   ا ه ب ی ترک  و خلوصِ  گر ی کد ی از    ق ی دق   طورِرا    مِ ی آنز   جدا کرده 
الف  -1  طور که در شکلِکند. همان   ی بررس   ی خوب را به  ناز ی ن ی کرات 

 است.   لودالتون ی ک   28  ناز ی ن ی کرات   مِی آنز   یِمولکول   مشاهده شد، وزنِ

  ي ها نانوخوشه   يِ ساختار   تِی خصوص   نِیی سنتز و تع   |2-3
 ناز ی ن ی کرات   مِی آنز   ۀ ی طلا بر پا 

 
1 Pseudomonas pseudoalcaligenes 
2 Affinity Chromatography 

  نورِ  تابشِ  شده تحتِه ی ته   ي ها طلا، نمونه   ي ها نانوخوشه   پس از سنتزِ
و  تا  گرفتند  قرار  موردبررس آن   يِنور   ي ها ی ژگ ی فرابنفش  قرار    ی ها 

کاملاً واضح در    صورتِبه   ی آب -سبز   نورِ  تابشِ  ش، ی آزما   ن ی . در ا رد ی گ 
  ، ي نور   شاخصِ  ک ی   عنوانِبه   ده ی پد  ن ی ب مشاهده شد که ا -1شکل  
بر    ي ها نانوخوشه   سنتزِ  ندِی ا فر   بودنِ  ز ی آم ت ی موفق   ة دهند نشان  طلا 

فلورسانس    از خواصِ  ی تابش که ناش   ن ی است. ا   ناز ی ن ی کرات   مِی آنز   ۀ ی پا 
  رمخرب ی حساس و غ   ی روش   عنوانِبه   تواند ی هاست، م نانوخوشه   ة ژ ی و 

بر  . علاوه رد ی ها مورداستفاده قرار گ نانوخوشه   سنتزِ  صحتِ  دِ یی تأ   جهتِ
سنتزشده در    ي ها ها، نمونه نانوخوشه   يِدار ی پا   یِاب ی ارز   منظورِبه   ن، ی ا 

پودر و محلول،    صورتِها به . نمونه شوند ی م   ي خاص نگهدار   طِی شرا 
دما   ي عار   طِی در مح  در  و  نور    ي نگهدار   گراد ی سانت   ۀ درج   4  يِ از 

ا شوند ی م  که  حفظِ  ي نگهدار   طِی شرا   ن ی .  ها  نانوخوشه   ساختارِ   به 
  در طولِ   ها آن   يِساختار   ي ا ه ر یی تغ   ا ی   ب ی و مانع از تخر   کند ی کمک م 
م  ا شود ی زمان  نشان   يِدار ی پا   ن ی .    مناسبِ  لِی پتانس   ة دهند بالا، 

برا   ي ها نانوخوشه  آزما   مدت ی طولان   ي کاربردها   ي طلا    ي ها ش ی در 
د   ی دارورسان   ، ی ست ی ز  برا   ي ها حوزه   گر ی و  است.    لِ ی تحل   يِمرتبط 

  یِالکترون   کروسکوپِی طلا، از م   ي ها نانوخوشه   يِساختار   اتِی خصوص 
گرف TEM(   ي عبور  بهره  ا   ته )  شکلِ  ن ی شد.  در  که  پ  -1  روش 

را که    یی طلا   ي ها نانوخوشه   يِ شده است، مورفولوژ   ده ی کش   ر ی تصو به 
پا  به سنتز شده   ناز ی ن ی کرات   مِی آنز   ۀ ی بر  .  دهد ی نشان م   ق ی دق   طورِاند، 

  ی شکل   ي ها دارا که نانوخوشه   د ن ده ی نشان م   TEMحاصل از    جِی نتا 
با    ي عبور   یِکترون ال   کروسکوپِی هستند و با استفاده از م   ي کرو   باًی تقر 

  8تا  6 ة ها در محدود نانوخوشه  ة اند. انداز شده  ي ر ی گ بالا اندازه  وضوحِ
  ن ی اند. ا در نمونه پراکنده شده   کنواخت ی   طورِد و به ن نانومتر قرار دار 

  کنترلِ  ة دهند ها، نشان نانوخوشه   اندازه و شکلِ   عِی در توز   ی کنواخت ی 
تأث   ندِی ا فر   قِی دق  و  تثب   ناز ی ن ی کرات   مِی آنز   مثبتِ  رِی سنتز  و    ت ی در 

از  نانوخوشه   یِده شکل  استفاده  است.    ابزارِ   ک ی   عنوانِبه   TEMها 
تحل  در  تحل   ق ی دق   ة مشاهد   امکانِ  ، ي ساختار   لِی قدرتمند    لِ ی و 

م نانوخوشه   يِساختار   اتِی جزئ  فراهم  را  ا   کند ی ها  برا   ن ی که    ي امر 
  ن ی است. ا   ي ها ضرور آن   ییِا ی م ی و ش   ی ک ی ز ی ف   ي ها ی ژگ ی و   بهترِ  دركِ

و    ل ی تشک   ة را در مورد نحو   ي ارزشمند   اطلاعاتِ  ، ي ساختار   لِی تحل 
م نانوخوشه   يِدار ی پا  ارائه  م   دهد ی ها    ي برا   ي ا ه ی پا   عنوانِبه   تواند ی و 
کاربردها   ي ندها ی ا فر   يِساز نه ی به  و  زم   نده ی آ   ي سنتز    ي ها نه ی در 

 . رد ی مورداستفاده قرار گ   ی و صنعت   ی علم   مختلفِ
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ژلِ  -1شکل  به Ladderالکتروفورز،    SDS-PAGE  الف)    مارکرِ   عنوانِ : 
آنز Fraction  1،  ن ی پروتئ  از ستونِ ص ی تخل   نازِی ن ی کرات   مِ ی :    کلِ ی ن   شده 

نانوخوشه  ب)  تثب   ي ها سفاروز.  پا   ي ها شده   ت ی طلا    مِ ی آنز   ۀ ی بر 
طلا    ي ها نانوخوشه   TEM  رِی فرابنفش. پ) تصو   نورِ  رِی در ز   ناز ی ن ی کرات 
 نانومتر.   50  ي ها یی نما در بزرگ   ناز ی ن ی کرات   ۀ ی بر پا 

 نازی نی کرات   مِ یآنز   تِی فعال   سنجشِ  | 3-3
  نازِ ی ن ی کرات   مِ ی آنز   ، مقدارِناز ی ن ی کرات   مِ ی آنز   تِی از فعال   unit (u)هر  

دق   ن ی کرات   تر ی کرول ی م   ک ی   لِ ی تشک   ي برا   از ی موردن  بر    قه ی در 
تعر   طِی شرا   تحتِ   تر ی ل ی ل ی م  فعال   ف ی استاندارد  است.    تِ ی شده 

ها  ن آ   جذبِ   زانِ ی واکنش و م   رنگِ  را از شدتِ   ناز ی ن ی کرات   مِی آنز 
مشاهده  ی م  فعال نمو توان    سنتز از  قبل    ناز ی ن ی کرات   مِی آنز   تِ ی د. 
1-u.ml  28 /2    1و بعد از سنتز-u.ml  1 /0   ة دهند است که نشان  
از سنتز    ناز ی ن ی کرات   مِ ی آنز   فعالِ   ي ها گاه ی جا   شدنِ   رفعال ی غ  بعد 

ز  تغ   را ی است  ح   pH  ي ا ه ر یی با  در  حرارت    م ی آنز   سنتزِ  نِ ی و 
طور  دهد. همان ی از دست م   ا خود ر   تِ ی شود و فعال ی ناتوره م دِ

  ک ی   ی م ی آنز   واکنشِ  ن ی ا   محصولِ  ، مشاهده شد   2  که در شکلِ
  زردِ  رنگ است که پس از سنتز به رنگِ  ی نارنج -قرمز   بِ ی ترک 

 . کند ی م   ر یی مشابه با بلانک تغ 

 
  ناز ی ن ی کرات   مِی آنز   تِی از فعال   ی ناش   واکنشِ  رنگِ  شدتِ  ۀ س ی مقا   -2  شکل 

 قبل و بعد از سنتز. 

قبل و بعد    ناز ی ن ی کرات   مِی آنز   یِک ی نت ی س   اتِی خصوص   | 4-3
 سنتز از  

ا  س   ن ی در  از    ناز ی ن ی کرات   مِ ی آنز   کِ ی نت ی مطالعه،  استفاده  با 
به   ی موردبررس   ن ی کرات   ي سوبسترا  گرفت.    نِیی تع   منظورِ قرار 
  سوبسترا بر سرعتِ   مختلفِ ي ها غلظت   اثرِ   ، ی ک ی نت ی س  ي پارامترها 

ارز  براساسِ   ی اب ی واکنش  جذبِداده   شد.  )  OD(   ي نور   ها، 
تحل   ي ر ی گ اندازه  با  پارامترها داده   لِ ی شد.    رِ ی نظ   ی ک ی نت ی س   ي ها، 

  )، حداکثرِ kcat(   ی ک ی ت ی کاتال   )، عددِ Kmمنتن ( -س ی ل ی کائ ی ثابت م 
(   سرعتِ  نسبتِ Vmaxواکنش  و   (  kcat/Km    در و  محاسبه 
الف  -3 آمده در شکلِدست به  جِ ی نتا  ارائه شدند. براساسِ 1  جدولِ 

نمودارها  ب  ل -س ی ل ی کائ ی م   ي و  و  برا -ور ی نو ی منتن    مِ ی آنز   ي برك 
ا   د ی گرد   م ی ترس   ناز ی ن ی کرات    رفتارِ   انگرِ ی نما   مودارها ن   ن ی که 

  ن ی . ا باشد ی م   ن ی کرات   ي سوبسترا   در حضورِ  م ی آنز   ن ی ا   ی ک ی نت ی س 
با    ناز ی ن ی کرات   مِ ی آنز   قِی دق   یِ ک ی نت ی س   ي ها مشخصه   ج، ی نتا  را 

  جِ ی با نتا   سه ی . در مقا کند ی م   ن یی استاندارد تع   ي ها استفاده از روش 
برا دست به   یِ ک ی نت ی س  نشان  ه ه مطالع   ناز، ی ن ی کرات   مِ ی آنز   ي آمده  ا 

آنز   ند ا داده  سنتز،  از  پس    یِ ک ی ت ی کاتال   تِ ی فعال   ناز ی ن ی کرات   مِ ی که 
ا ی از خود نشان نم   ی توجه قابل    رفتنِ   ن ی از ب   ا ی کاهش    ن ی دهد. 
از    م، ی آنز   يِ عد بُ سه   در ساختارِ   ر یی از تغ  ی ممکن است ناش   ت ی فعال 

نت   طِ ی در شرا   م ی آنز   فعالِ   گاهِ ی جا   رفتنِ   ن ی ب  در  باشد.    جه ی سنتز 
مرتبط با    ي پارامترها   نِ یی ع و ت   ی ک ی نت ی س   ي ها ل ی تحل   انجامِ   امکانِ 

رسمِ   م، ی آنز   تِی فعال  جمله  نشد.    ی ک ی نت ی س   ي نمودارها   از  فراهم 
  تِی بر فعال   ی منف   رِ ی ث أ سنتز ت   ندِ ی د که فرا ن ده ی نشان م   ج ی نتا   ن ی ا 

انجامِ   ناز ی ن ی کرات   مِ ی آنز   یِ ک ی ت ی کاتال  از  را  آن  و    تِ ی فعال   داشته 
 خود بازداشته است.   یِ ع ی طب   یِ ک ی ت ی کاتال 
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  مختلفِ  ي ها غلظت   منتن در حضورِ-س ی ل ی کائ ی م   الف) نمودارِ -3  شکل 

 . ن ی کرات   مختلفِ  ي ها غلظت   برك در حضورِ-ور ی نو ی ل   . ب) نمودارِن ی کرات 
 از سنتز. کراتینیناز  قبل    آنزیمِ  پارامترهاي سینتیکیِ   -1    جدول 
Kcat/Km 
(s-1 M-1) 

Kcat 
(s-1) 

Vmax 
(u.ml-1) 

Km 
(M) 

 سوبسترا 

1/132  66/11  5/24  0882/0  کراتین  

 ز ـیالید  |5-3
ا  مشاهد   ، پژوهش   ن ی در  به  توجه  واکنشِ انجام   ي ا ه ه با    شده، 

نت   ر ی پذ امکان   ی ل ی دلا به   ي داز ی کس راُ پِ در    ي ها ی بررس   جه، ی نبود. 
  موجود در محلولِ  يِ رضرور ی غ   ي ا ه ب ی ترک  مشکلِ   رفعِ  ي لازم برا 

  عاملِ  ک ی  عنوانِ به   س ی تر  نمکِ ند، ی ا فر  ن ی انجام شد. در ا   ی م ی آنز 
و    ز ی ال ی د   انجامِ   با شد.    یی شناسا   ي داز ی کس راُ پِ   واکنشِ   ة بازدارند 
  ان ی ها دوباره نما نانوخوشه  يِداز ی کس راُ پِ تِ ی عامل، خاص  ن ی ا   حذفِ 

  که نمکِ   ند متعدد نشان داد   ي ا ه ش ی آزما  جِ ی نتا   ن، ی بر ا شد. علاوه 
  TMBبه  ox-TMB  لِ ی است و تبد   ي کاتالاز  یِژگ ی و   ي دارا   س ی تر 

  ی م ی آنز   ي ها ستم ی در س   ا ه ب ی توجه به ترک   ها افته ی   ن ی را داراست. ا 
تأث  نما   ي زور ی کاتال   ي ها ت ی فعال   بر ها  آن   رِی و  در  ی م   ان ی را  کند. 

بهبودِ   س ی تر   نمکِ   حذفِ  ت، ی نها  به  محلول    ي ها ت ی فعال   از 
 ها منجر شد. آن   ییِ کارا   شِ ی ها و افزا نانوخوشه   يِ داز ی کس راُ پِ

  ي ها نانوخوشه   يِ داز ی کس راُ پِ شبه   تِ ی فعال   یِبررس   | 6-3
 ون ی داس ی کس اُ  واکنشِ   طِ ی شرا   يِ ساز نه ی و به   طلا 

معمول    طورِبه   TMB  ، ي زور ی کاتال   ي ها ت ی فعال   یِاب ی ارز   منظورِ به 
.  رد ی گ ی مورداستفاده قرار م  ي داز ی کس راُ پِشبه  تِ ی فعال   ۀ مطالع   ي برا 

  ۀ واسط را به   oxTMBبه    TMB  ونِ ی داس ی طلا اکس   ي ها نانوخوشه 
2O2H   ا کنند ی م   ز ی کاتال ا   ند ی ا فر   ن ی .  به  و    ی آب   رنگِ   جادِ ی منجر 

جذب،    شدتِ   هاي ر یی . تغ شود ی م نانومتر    652  موجِ جذب در طول 
و    TMB  نِ ی ب   در واکنشِ   ي د ی تول   ox-TMB  زانِی م   ة دهند نشان 

2O2H   ِحضور نتا   AuNC  در  نشان    ۀ مطالع   جِ ی است.  حاضر 
نانوخوشه   د ن ده ی م  رفتار   ي ها که  از    دازها ی کس راُ پِ  مشابهِ   ي طلا 

  ز ی ال ی د   قِ ی طلا از طر   ي ها . ازآنجاکه نانوخوشه د ن ده ی خود نشان م 
شده است،    ي ساز خالص  ی ) اضاف III(  ي طلا  ي ها ون ی   حذفِ ي برا 
به آن   يِ زور ی کاتال   اثرِ  بدونِ   طورِ ها    يِ فلز   ي ها ون ی   حضورِ   واضح 

ا . علاوه شود ی آزاد در محلول حاصل م  ا   ن، ی بر  به  طالع م   ن ی در  ه 
  جذبِ   ن ی و همچن   AuNC  در ساختارِ   Au (I)) و  Au   )0  حضورِ 

2O2H ِمنجر به   ند ی ا فر  ن ی ها اشاره شده است. ا نانوخوشه  بر سطح
  لِ ی طلا و تبد   ي ها توسط نانوخوشه   2O2Hدر    O-O  وندِ ی پ   ۀ ی تجز 

الف  -4  طور که در شکلِ . همان شود ی م   OH  يِ ها کال ی آن به راد 
م  به   ي ها نانوخوشه   حضورِ   شود، ی مشاهده    ی توجه قابل   طورِطلا 

  رنگِ   رِیی داد و تغ   ش ی را افزا   TMB  ونِی داس ی اکس   واکنشِ   سرعتِ
در عوض، در  همچنین  شد.  ان ی وضوح نما به   ی به آب   رنگ ی آن از ب 

ندتر  مراتب کُبه    ون ی داس ی اکس   طلا، واکنشِ   ي ها نانوخوشه   ابِ ی غ 
پژوهش،    ن ی مشهود نبود. در ا   ی واضح   طورِ به   رنگِ   رِیی بوده و تغ 

  بر واکنشِ   TMB  ي سوبسترا   غلظت و حجمِ   اثرِ   ی بررس   منظورِ به 
غلظت    رِ یی ثابت و با تغ   طِ ی شرا   با حفظِ   یی ها ش ی آزما   ، ي داز ی کس راُ پِ

حجم  حضورِ  TMB  مختلفِ   ي ها و  و    ي ها خوشه نو نا   در  طلا 
2O2H   ب و    ي گونه که در نمودارها حاصل، همان   جِ ی انجام شد. نتا

از شکلِ  داده شده است، حاک   4  پ  با    ی نشان  آن است که  از 
مولار  ی ل ی م   10  رِ ی تا مقاد   ب ی ترت ، به TMB  غلظت و حجمِ   شِ ی افزا 
افزا   شدتِ   تر، ی کرول ی م   20و   ا   ابد ی ی م   ش ی جذب  از  پس    ن ی و 

م   شدتِ در    ی ج ی تدر   کاهشِ   ر، ی مقاد  مشاهده  .  شود ی جذب 
، که  2O2H  غلظت و حجمِ   اثرِ   یِ حاصل از بررس   جِ ی نتا   ن، ی همچن 

که   دهد ی اند، نشان م ارائه شده  4  ت و ث از شکلِ   ي در نمودارها 
افزا  حجمِ   شِی با  و  مقاد   2O2H  غلظت  و    0/ 1  رِ ی تا    2مولار 

افزا   زانِ ی م   تر، ی کرول ی م  م   ش ی جذب  کاهش  آن  از  پس  .  ابد ی ی و 
  تِ ی فعال  ي طلا دارا  ي ها د که نانوخوشه ن ده ی حاصل نشان م   جِ ی نتا 

م   ي داز ی کس راُ پِشبه  و  کارآمد    زورِ ی کاتال   ک ی   عنوانِ به   تواند ی بوده 
عمل    2O2Hو    TMBبا استفاده از    ون ی داس ی کس راُ پِ  ي ها در واکنش 

  10  ب ی ترت به   2O2Hو    TMB  ي برا   نه ی به   ي ها کند. غلظت و حجم 
و  تر ی کرول ی م   20(   مولار ی ل ی م   (1 /0   ) تع تر ی کرول ی م   2مولار    ن یی ) 

ا  واکنش و    سرعتِ   ن ی ب   ی مناسب   تعادلِ   نه، ی به   رِ ی مقاد   ن ی شدند. 
م   شدتِ  فراهم  را  به   کنند ی جذب  در    نه ی به   طِ ی شرا   عنوانِ و 
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در    ي بعد   ي ا ه ه مطالع  گرفت.  خواهند  قرار  مورداستفاده 
غلظتِ ن یی پا   ي ها غلظت  از  واکنشِ نه ی به   تر    ون ی داس ی کس راُ پِ  ، 

نم   طورِ به  انجام  انداز   ي ر ی گ شود و شدت رنگ ی کامل    ی کاف   ة به 
واکنش   نه، ی به  بالاتر از غلظتِ   ي ها . در غلظت ست ی مشاهده ن قابل 

تغ اشباع  و  شدتِ   ی توجه قابل   ي ا ه ر یی شده  ا   در    جاد ی جذب 
توانند  ی م   نه ی به   بالاتر از حجمِ  ي ها مشابه، حجم   طورِ شود. به ی نم 

و کاهشِدهنده واکنش   شدنِق ی رق   باعثِ  جذب شوند،    شدتِ   ها 
  د ی واکنش و تول   لِ ی تکم به عدم   منجر   ی ناکاف   ي ها که حجم ی درحال 

 شوند. ی م   ف ی ضع   ي ها گنال ی س 

 

ط   -4شکل   عدم   2O2Hو    TMB  یِجذب ف ی الف)  و  حضور     حضورِدر 
اثرِ  ي ها نانوخوشه  ب)  واکنشِ  TMB  غلظتِ   طلا.  :  ي داز ی کس راُپِ  بر 

) و غلظت  mg/mL-1طلا (   ي ها نانوخوشه   ، غلظتِتر ی کرول ی م   TMB   10حجم 
  بر واکنشِ   TMB   حجمِ  ). پ) اثرِ تر ی کرول ی م   5مولار،    H2O2    )01 /0و حجمِ

غلظت ي داز ی کس راُپِ  :TMB    )10   غلظتِی ل ی م طلا    ي ها نانوخوشه   مولار)، 
 )1-mg/mLِو حجم غلظت  و   ( 2O2H   )01 /0    ،اثرِ تر ی کرول ی م   5مولار   ). ت) 

واکنشِ  2O2H  غلظتِ حجمِي داز ی کس راُپِ  بر  و  غلظت   :TMB    )10  
) و  mg/mL  25 /0-1طلا (   ي ها نانوخوشه   غلظتِ  )، تر ی کرول ی م   20مولار،  ی ل ی م 

:  ي داز ی کس راُپِ  بر واکنشِ  2O2H  حجمِ  رِ). ث) اث تر ی کرول ی م   2O2H   )5  حجمِ
حجمِ و    غلظتِ   )، تر ی کرول ی م   20مولار،  ی ل ی م   TMB    )10  غلظت 

 مولار).   1 /0(   2O2H    ) و غلظتِ mg/mL  2 /0-1(   طلا   ي ها نانوخوشه 

 طلا   ي ها نانوخوشه   يِ مختلف بر رو   ي ها ت ی اثر آنال   | 7-3
آنز   ی ک ی   عنوانِ به   ناز ی ن ی کرات   مِ ی آنز  فر   ي ها م ی از  در    ي ندها ی ا مهم 

حوزه   ي ا گسترده   ي کاربردها   ، یی ا ی م ی وش ی ب  و    ی پزشک   ي ها در 
ا   ی ن ی بال  به    ن ی ن ی کرات   لِ ی تبد   رِ ی پذ برگشت   واکنشِ   م ی آنز   ن ی دارد. 

  و عملکردِ   ها ه ی کل   سلامتِ   یِ اب ی و در ارز   کند ی م   ز ی را کاتال   ن ی کرات 
به   مختلفِ   ي ها ستم ی س  تشخ   ژه ی و بدن،    ي ها ي مار ی ب   صِ ی در 
ت   ی عضلان   ، ي و ی کل  .  کند ی م   فا ی ا   ی مهم   نقشِ   ي د ی روئ ی و 

به   ن ی ن ی کرات   سطحِ   يِ ر ی گ اندازه  ادرار  و  سرم  از    ی ک ی   عنوانِ در 
قرار    ي و ی کل   عملکردِ   یِاب ی ارز   یِاصل   ي ها ي ار ی مع  مورداستفاده 
ا رد ی گ ی م  در  رو   ي ها ت ی آنال   اثرِ   ، پژوهش   ن ی .  بر    ي مختلف 

در شکل    ناز ی ن ی کرات   مِ ی آنز   ۀ ی بر پا   شده سنتز   ي طلا   ي ها نانوخوشه 
  ن، ی همچون کرات   یی ها ت ی قرار گرفت. آنال   ی وب موردبررس الف -5

مبتلا به   موجود در افرادِ  یِ اصل   ي ا ه ب ی و اوره که از ترک  ن ی ن ی کرات 
  ی بررس  م ی آنز  ي سوبسترا برا   عنوانِ هستند، به   ي و ی کل   ي ها ي مار ی ب 

تأث  و  شدتِ آن   رِ ی شد  بر  طلا    ي ها ه نانوخوش   فلورسانسِ   نشرِ   ها 
ا د ی گرد   ش ی آزما  آزمون   ي ا گسترده   طورِ به   ها ت ی آنال   ن ی .    ي ها در 

سا   ها ه ی کل   سلامتِ  تِ ی وضع   یِ بررس   ي برا   ی ن ی بال  ها  دستگاه   رِ ی و 
م  قرار  نتا رند ی گ ی مورداستفاده  داد   ج ی .  آنال   ند نشان    ي ها ت ی که 

تأث   ن ی ن ی کرات   ن، ی کرات  اوره  شدتِ  ي ر ی و    فلورسانسِ  بر 
ندار   ي ها نانوخوشه  ا ن طلا  نشان ی   ن ی د.    يِ دار ی پا   ة دهند افته 
که    ی معن   ن ی ست. به ا ها ت ی آنال   ن ی ا   طلا در حضورِ   ي ها نانوخوشه 
به نانوخوشه  نم ها  واکنش   رسد ی نظر  در    ا ی   ي زور ی کاتال   ي ها که 

  ن ی وارد شوند. ا   ا ه ب ی ترک   ن ی فلورسانس با ا   نشرِ  شدتِ   ي ا ه ر یی تغ 
ها  استفاده از نانوخوشه   ي برا   ت ی مز   ک ی عنوان  به   تواند ی م   ی ژگ ی و 
استفاده از    امکانِ   را ی مطرح شود، ز   ی ن ی و بال   ی پزشک   ي کاربردها   ر د 

  ي ها ی ژگ ی بر و   ر ی تأث  بدونِ ی ک ی ولوژ ی ب  ة د ی چ ی پ  ي ها ط ی ها در مح آن 
پاسخِ  دارد.  وجود  به    ي ها نانوخوشه   رحساسِ ی غ   فلورسانس  طلا 

ناش   ها ت ی آنال   ي ها غلظت   ي ا ه ر یی تغ  است  پا   ی ممکن    ي دار ی از 
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در    ي ها نانوخوشه   ساختارِ   ي بالا  باشد.    ا ه ب ی ترک   ن ی ا   برابر طلا 
به  خواصِ   ک ی   عنوانِ طلا،  با  نانومواد،    ژه ی و   يِ زور ی کاتال   ماده  در 

برابرِ  تغ   ی ک ی ولوژ ی ب   ي ا ه ب ی ترک   معمولاً در    ي ا ه ر یی مقاوم است و 
شرا   ییِ ا ی م ی وش ک ی ز ی ف  در  محدود    ی معمول   یِ شگاه ی آزما   طِ ی آن 

ا  م   ن ی است.  کاربردها   تِ ی مز   ک ی   تواند ی موضوع  در    ي مهم 
طلا قادر خواهند بود    ي ها نانوخوشه   را ی د، ز ی شمار آ به   ی ص ی تشخ 

بدونِ  و   ر ی چشمگ   رِ یی تغ   که  در    فلورسانسِ   ي ها ی ژگ ی در  خود، 
 کار گرفته شوند. مختلف به   یِ ک ی ولوژ ی ب   ي ها ط ی مح 

 
شدّ  -5شکل  در حضورِ  ي ها نانوخوشه   فلورسانسِ  نشرِ  تِالف)    طلا 

  فلورسانسِ  نشرِ . ب) شدتِن ی ن ی و کرات   ن ی کرات  مولارِی ل ی م   100  غلظتِ 
 اوره.   مختلفِ  ي ها   طلا در حضورِ   ي ها نانوخوشه 

 بحث| 4
ا نمودارها  نیدر  ل-سیلیکائ یم  يمطالعه،  و  -ورینویمنتن 

رفتارِ و    نازینیکرات  مِیآنز  یِکینتیس  برك  دادند  نشان  را 
u.ml-1  مولار و  0882/0  بیترتآن به   Vmaxو  Kmرِیمقاد

بعد از سنتز    نازینیکرات  مِی حال آنزنیامحاسبه شد. با 5/24
ا در    یکیتیکاتال  تِیفعال  طیشرا  نیدر  نداد.  نشان  خود  از 

آنز  نیا از    ی ستیز  داربستِ  عنوانِبه  نازینیکرات  مِ یمطالعه، 
طلا استفاده شده است.    ها) (خوشه   يکلاسترها  سنتزِ  يبرا

ا فر  ش یپ   میآنز  نیاگرچه  دارا  ندِیااز    تِ یفعال  يِسنتز 
امّ  یستیز بهبوده،   در طولِ  pH دما و  خاصِ  طِیشرا  لِیدلا 

فعال است.    یِ میآنز  تِیسنتز،  داده  دست  از  را  خود 
استنیابا آنز  فادهحال،  در    تیفعال  فاقدِ  نازینیکرات  مِیاز 

ز  یتوجهقابل  تِیاهم  يِدارا  یی نها  ساختارِ  حذفِ  رایاست؛ 

  کاهشِ   ستم،یس  يِداریپا  شِیافزا  موجبِ  یمیآنز  تِیفعال
 ي بستر  يِسازفراهم  ،یجانب   ي هاواکنش  بروزِ  احتمالِ

.  شودینانوکلاسترها م  تِیتثب  يشده براو کنترل   کنواختی
 رفعالیغ   در حالتِ  یحت  میآنز  يِعدبُسه   ساختارِ  ن،یهمچن

جهت  ي دیکل  نقشِ  تواندیم سازمان  یدهدر    یِده و 
ا بدونِ  فایکلاسترها  عملکردِآن  کند،    ستم یس  ییِنها  که 

گ   یستیز  تِ یفعال  رِیتأثتحت نانوخوشه ردیقرار  طلا    يها. 
واکنشِ  زوریکاتال  عنوانِبه  TMB با  ونیداسیکسراُپِ  در 

 عنوانِبه  سی تر  نمکِ  ن،یا  بر علاوه  ؛قرار گرفتند  یموردبررس
طلا    يهانانوخوشه   ونِیداسیکسراُپِ  تِیبازدارنده در فعال  کی

حذفِ و  کرد  باعثِ   عمل   ي دازیکسراُپِ  تِیفعال  بهبودِ  آن 
نتا داد  جیشد.  نانوخوشه   ندنشان  سرعتِ   يهاکه    طلا 
افزا  ونیداسیکسراُپِ  واکنشِ تغ  شی را  و  از    رِییداده  رنگ 

 TMB   ،10ۀنیبه  . غلظتِکنندیم   جاد یرا ا  یبه آب   رنگیب

حجمِ  مولاریلیم برا  تریکرولیم  20  و  غلظت2O2Hِ  يو   ،  
حجمِ  1/0 و  شدند.    نیی تع  تریکرولیم  2  مولار 

  ن ینیکرات  ن،یکرات  يهاتیآنال  طلا در حضورِ  يهانانوخوشه 
پا  اوره  ا  داریو  و  شدتِ   يریتأث  هاتیآنال  نیبودند    بر 

پا به  توجه  با  نداشتند.  خواصِ   يداریفلورسانس   و 
پتانس  يهاانوخوشه ن  ،يزوریکاتال در    ییبالا   لِیطلا 

 . دارند ینیو بال یصیتشخ ي کاربردها
ریکیتاکه مقدارِ  1کائورو  همکاران    مِ یآنز  Km  و 

سو  نازینیکرات برا   Pseudomonas putida  ۀیاز   يِ را 
کردند  13/0  نی کرات  يِسوبسترا گزارش  الکس  ).  3(  مولار 

مولار   125/0را    میآنز  نیا  Km  و همکاران مقدارِ  2کاپلان
  نیدر ا  م یآنز  ة آمددست هب   Km  ). مقدارِ 29(  گزارش کردند 

با   برابر  مقدارِ   0882/0مطالعه،  از  کمتر  که  است   مولار 
 شترِ یب  لِ یتما  ةدهندکاهش نشان  نی. اباشدیشده م گزارش 

 ي از سوبسترا برا  يکمتر  غلظتِ  رایبه سوبستراست، ز  میآنز
نصفِ  دنیرس (  سرعتِ  حداکثرِ  به  نVmaxواکنش    ازی ) 

  بالاترِ   ییِکارا  تواندیبه سوبسترا م  م یآنز  اتصالِ  است. بهبودِ
 نشان دهد.  شدهبیان ۀمطالعه نسبت به مطالع نیآن را در ا

 يریگجهینت |5
سنتز    ناز ی ن ی کرات   مِی آنز   ۀ ی طلا بر پا   ي ها مطالعه، نانوخوشه   ن ی در ا 

از خود    فلورسانسِ   تِی فرابنفش خاص   نورِ  رِی شدند که در ز  سبز 
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م  م   پژوهش   ي ها افته ی .  کنند ی ساطع  آنز   دهند ی نشان    مِ ی که 
فر   ش ی پ   ناز ی ن ی کرات  فعال   ندِی ا از  خود    یی بالا   یِم ی آنز   تِی سنتز،  از 

م  سنتزِ امّ  دهد، ی نشان  از  پس  به نوخوشه نا   ا    لِ ی دل به   ژه ی و ها، 
ح   یی ا ی قل  pH و   یی دما   طِی شرا  فعال   نِی در    یِ م ی آنز   تِی سنتز، 

  ی م ی آنز   تِی فعال   فتِاُ  ن ی . ا ابد ی ی م   ي ر ی چشمگ   ها کاهشِنانوخوشه 
شرا نانوخوشه   تِ ی حساس   ة دهند نشان  به  مختلف    یِط ی مح   طِی ها 

قادر    ناز ی ن ی کرات   مِی هستند. آنز   رگذار ی سنتز تأث   ندِ ی ا است که در فر 
  ز ی را کاتال   ن ی به کرات   ن ی ن ی کرات   لِی تبد   رِی پذ برگشت   است واکنشِ

ارز   ي ها م ی از آنز   ی ک ی آن را به    ی ژگ ی و   ن ی کند که ا    یِ اب ی مهم در 
. با  کند ی م   ل ی انسان تبد   در سرم و ادرارِ  ن ی ن ی کرات   اتِی محتو   یِن ی بال 

خاص به    طورِبه   پژوهش   ن ی مهم، ا   یِن ی بال   ي کاربردها   ن ی توجه به ا 
و اوره    ن ی ن ی کرات   ن، ی کرات   مانند   ها ت ی آنال  مختلفِ  ي ا ه ر ی تأث   یِبررس 

که    ند نشان داد   ج ی طلا پرداخته است. نتا   ي ها نانوخوشه   تِی بر فعال 
  فلورسانسِ   نشرِ  بر شدتِ  ي ر ی تأث   ها ت ی آنال   ن ی ا   یِغلظت   يِا ه ر یی تغ 

خاص   ي ها نانوخوشه  و  نداشته  ها  نانوخوشه   يِداز ی کس راُپِ  تِی طلا 
  پژوهش   ن ی حال، ا   ن ی . در ع رد ی گ ی قرار نم   ا ه ر یی تغ   ن ی ا  رِی تأث تحت 

نقشِ بسترِ  سِی تر   به  در  نتا نانوخوشه   موجود  دارد.  اشاره    ج ی ها 
  ز ی ال ی است که با د  ي کاتالاز   تِ ی خاص  ي دارا   س ی که تر   ند نشان داد 
حذفِ فعال   و  فعال  نانوخوشه   يِ داز ی کس راُپِ   تِی آن،  مجدداً  ها 

ا شود ی م  اهم   ن ی .  بر  انتخابِ  تِی موضوع  در    ي بسترها   دقت 
سنتزِ در  تأث نانوخوشه   مورداستفاده  و  و   ها آن   رِی ها    ي ها ی ژگ ی بر 

تأک نانوخوشه   يِزور ی کاتال  به    د ی ها  توجه  با    ن ی ا   ي ها افته ی دارد. 
نانوخوشه  از  استفاده  به   ي ها مطالعه،    ي ها م ی آنز   عنوانِطلا 

کاربردها   ی مصنوع  پزشک   ي وتکنولوژ ی ب   ي در  در    ژه ی و به   ، ی و 
ارز   ص ی تشخ    ي اندازها چشم   تواند ی م   ، ی ن ی بال   ي ا ه ب ی ترک   یِاب ی و 
زم   ي د ی جد  در  تشخ   درمان   ۀ ن ی را  کند.    ها ي مار ی ب   صِی و  فراهم 

از    استفاده   لِی به پتانس   م ی رمستق ی غ   طورِبه   پژوهش   ن ی ا   ن، ی همچن 
  ي داز ی کس راُپِو شبه  ي زور ی کاتال  ي ها طلا در واکنش  ي ها نانوخوشه 

برا   ز ی ن  دارد.  برابرِ   ي ها نانوخوشه   يِدار ی پا   بهبودِ  ي اشاره  در    طلا 
روش   شود ی م   شنهاد ی پ   ی ط ی مح   ي ا ه ر یی تغ    يِ ساز نه ی به   ي ها که 

  ي ا ه ر یی ها نسبت به تغ نانوخوشه   مقاومتِ  شِی افزا   سنتز با هدفِ
pH   استفاده از    شاملِ  تواند ی کار م   ن ی . ا رد ی گ   ر و دما مدنظر قرا

  ییِ باشد که توانا   ي ا ه ی اول   موادِ  انتخابِ  ن ی مناسب و همچن   ي بافرها 
فراهم    ر ی متغ   طِی ها را در شرا نانوخوشه   يِ زور ی کاتال   عملکردِ  حفظِ

سنتز و    يِساز نه ی بر به   د ی با   نده ی آ   هاي پژوهش در    ن ی . بنابرا ند ی نما 
 شود.   ز ها تمرک نانوخوشه   ن ی ا   ی ن ی بال   ي کاربردها 

 ی ملاحظات اخلاق| 6
  شده ي ساز خالص  بِ ی نوترک   مِ ی استفاده از آنز  ۀ ی پژوهش بر پا   ن ی ا 

به  و  بوده  نمونه عدم   لِ ی دل استوار  از    ا ی   ی انسان   ي ها استفاده 
 . ست ی متوجه آن ن   ي ا ژه ی و   یِ اخلاق   ملاحظاتِ   ، ی وان ی ح 

 ی تشکر و قدردان | 7
  ن ی ا   که در نگارشِ   ی ان ی و راهنما   ان ی حام   یِ از تمام   له، ی وس   ن ی بد 

صم   ي ار ی مقاله   پشت گردد ی م   ی قدردان   مانه ی رساندند،    یِ بان ی . 
ن   ن ی ا   یِ مال    ن ی م أ ت   شرو ی پ نوراژن   شرکتِ  توسطِ   ز ی پژوهش 

 . گردد ی ابراز م   شان ی سپاس از ا   است که مراتبِ   ده ی گرد 

 تعارض منافع  |8
 وجود ندارند.   ی منافع   دارند که تعارضِی اعلام م   سندگان ی نو 

 سندگان یسهم نو |9
حس  ارائ ی نخان ی سامان  تأم   موضوعِ   ۀ :  از    ی بخش   نِ ی پژوهش، 

پژوهش،    ي بر اجرا   ی علم   نظارتِ   ، ی شگاه ی آزما   مواد و امکاناتِ
 . مقاله   یِ علم   شِ ی را ی و و 
بررس ي جعفر   ه ی هان  اصلاحِ  ی :  روندِ   ییِ نها   و  بر  نظارت    مقاله، 

 .یی نها   ۀ نسخ   دِ یی پژوهش، و تأ 
  ی برخ   ۀ پژوهش، ارائ  يِپرداز ده ی : مشارکت در ا ی ن ی حس   ی مرتض 

 .متن   ییِ نها   یِ ن ی و بازب   از ی موردن   ۀ ی اول   ة مواد/ماد 
انجامِ ی عراق   فاطمه  طلا،    ي ها نانوخوشه   سنتزِ  ها، ش ی آزما   : 
ها،  داده   لِ ی و تحل   ي آور جمع   ، ي داز ی کس راُپِشبه   تِ ی فعال   یِ بررس 

 مقاله.   ۀ ی اول   و نگارشِ 

 کد اخلاق |10
 ندارد. 
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| Extended Abstract 

Peroxidases are vital enzymes that play key roles in a wide range of biochemical processes. 
However, their broad application is limited by the high cost of purification and their 
instability under various conditions. In this study, the synthesis of gold nanoclusters and the 
optimization of the reaction conditions were investigated, including the concentration and 
volume of the substrate used in the peroxidase reaction, as well as the effect of an inhibitor on 
the reaction process. Gold nanoclusters based on the creatininase (Crn-AuNCs) were 
synthesized using a modified protocol. To characterize the enzymatic activity, the kinetics of 
creatininase were analyzed for the determination of Km and Vmax values. In addition, the 
optimal concentrations of 3, 3’, 5, 5’-Tetramethylbenzidine (TMB) and hydrogen peroxide 
(H2O2) were optimized via UV-Vis spectrophotometry. In this study, (Crn-AuNCs) were 
synthesized, yielding Km and Vmax values of 0.0882 M and 24.5 u.ml-1, respectively. The 
gold nanoclusters exhibited peroxidase-mimicking activity, effectively catalyzing 
peroxidation reactions with TMB and H2O2. The optimal concentrations and corresponding 
volumes of TMB and H2O2 were determined to be 10 mM (20 µL) and 0.1 M (2 µL), 
respectively, under the selected experimental conditions. This study aimed at the successful 
synthesis of creatininase-based gold nanoclusters (Crn-AuNCs), which exhibit a 
characteristic green fluorescence emission. Experimental results demonstrated that the 
enzymatic activity of creatininase was significantly diminished under conditions of elevated 
temperature and alkaline pH. Probing the peroxidase-mimicking activity of the nanoclusters 
demonstrated that the presence of Tris during the synthesis process exerted a significant 
inhibitory effect on their pseudo-enzymatic performance. Furthermore, the fluorescence 
intensity of the synthesized nanoclusters remained unaffected by changes in the 
concentrations of creatine, creatinine, and urea, demonstrating no significant interference 
from these analytes. Overall, these findings highlight the potential applications of 
creatininase-based gold nanoclusters in biotechnology, particularly in the development of 
advanced biosensors. 

| Keywords 

Creatininase Enzyme, Gold Nanoclusters, Peroxidase Mimicking Activity, Colorimetric Detection.
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