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Hypothesis: The detection of pathogenic bacteria in food and clinical samples is 
valuable, and diagnosing them in a short period of time remains a challenge. In 
this research, an optical nanosensor based on Fourier transform spectroscopy 

from a porous silicon integrated with gelatin hydrogel was used to detect bacterial 
growth. Gelatin is a pH-sensitive hydrogel that swells quickly with the growth of 
bacteria and changes in the pH of the environment. The hybrid of this hydrogel with 
porous silicon nanostructure creates a pH-sensitive structure whose refractive index 
changes with bacterial growth and pH changes. This change causes a variation in 
the effective optical thickness of the hybrid nanostructure, which can be investigated 
using Fourier transform spectrometry.
Methods: First, electrochemical etching was used to fabricate porous silicon. In the 
next step, the oxidized porous silicon surface was functionalized with APTES, which 
leaves amine groups on the surface for conjugation with gelatin .Finally, the swelling 
behavior of hydrogel in hybrid was investigated in response to environmental pH 
changes and then in the presence of different concentrations of bacteria.
Findings: By X-ray energy dispersive spectroscopy in mapping mode and checking 
the distribution of elements, the penetration of the gel into the pores of porous silicon 
was observed. By analyzing the Fourier transform spectroscopy of the porous silicone-
gelatin hybrid in the presence of buffers with different pH levels, it was determined that 
due to the swelling of the gel layer and the refractive index of this layer approaching 
the refractive index of the surrounding environment, the location of the first peak used 
as the fluid peak can be considered as a diagnostic point. The results showed that this 
structure has the ability to detect changes in environmental pH as well as bacterial 
growth in the concentration range of 102 to 105 cfu/mL.
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فرضیه: تشخیص باکتری‌های بیماری‌زا در نمونه‌های غذایی و بالینی بسیار ارزشمند است و انجام 
چنین تشخیصی در بازه زمانی کوتاه همچنان به‌عنوان چالش باقی‌ مانده است. در این پژوهش، از 
نانوحسگر نوری بر پایه طیف‌سنجی تبدیل فوریه تداخل بازتابی از سیلیکون متخلخل ادغام‌شده با 
هیدروژل ژلاتین، برای تشخیص رشد باکتری استفاده شد. ژلاتین، هیدروژلی حساس به pH است 
که با رشد باکتری و تغییر pH محیط، به‌سرعت متورم می‌شود. هیبرید این هیدروژل با نانوساختار 
سیلیکون متخلخل، ساختاری حساس به pH ایجاد كرده که ضریب شکست آن با رشد باکتری و 
 تغییر pH، تغییر می‌کند. این تغییر، سبب تغییر ضخامت اپتیکی مؤثر نانوساختار هیبریدی مي‌شود و 

با روش طیف‌سنجی تبدیل فوریه تداخل بازتابی، قابل بررسی است. 
روش‌ها: ابتدا به‌منظور ساخت سیلیکون متخلخل از فرایند خوردگی الکتروشیمیایی استفاده شد. در 
مرحله‌ بعد، سطح سیلیكون متخلخل اکسید‌شده با آمینوپروپیل تری‌اتوکسی‌سیلان )APTES( عامل‌دار 
شد که گروه‌های آمین را براي مزدوج‌سازی با ژلاتین روی سطح به‌جای می‌گذارد. در نهایت، رفتار 
تورم هیدروژل در هیبرید سیلیکون متخلخل-ژلاتین در پاسخ به تغییرات pH محیط و سپس در 

مجاورت غلظت‌های مختلف باکتری بررسی شد. 
عناصر  توزیع  بررسی  و  نقشه‌برداری  حالت  در   X پرتو  انرژی  پاشنده  طیف‌سنجی  با  یافته‌ها: 
کربن، نیتروژن، اکسیژن و سیلیکون، نفوذ ژل به درون حفره‌هاي سیلیکون متخلخل مشاهده شد. 
با بررسی پرتو بازتابيده و طیف‌سنجی تبدیل فوریه تداخل بازتابی از هیبرید سیلیکون متخلخل-

ژلاتین در مجاورت بافر با ‌pHهای مختلف، به‌دليل تورم لایه ژل و نزدیک‌شدن ضریب شکست این 
لایه‌ به ضریب شکست محیط پیرامون از مکان قله اول )پیک سیلیکون متخلخل( به‌عنوان سیگنال 
تشخیصی استفاده شد. نتایج نشان داد، ساختار حاصل، قدرت تشخیص تغییرات pH محیط و نيز 

رشد باکتری را در محدوده غلظت‌های 102 تا 105 کلنی بر میلی‌لیتر دارد.  

نانوحسگر، 

 ،pH حساس به

ژلاتین، 

سیلیکون متخلخل، 

طیف‌سنجی تبدیل فوریه تداخل 

بازتابی
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مقدمه
به  آن‌ها  انتقال  و  غذایی  مواد  و  آب  در  باکتری‌ها  تکثیر  و  رشد 
انسان، یکی از مهم‌ترین عوامل مرگ‌و‌میر در جوامع بشری شناخته 
این‌رو، تشخیص سریع و دقیق وجود و رشد  از  شده است ]1،2[. 
بیماری‌های  به  مبتلا  بیماران  بقا  افزایش  در  حیاتی  نقش  باکتری‌ها 
روش‌های  از  می‌کند.  ایفا  انسانی  فجایع  از  جلوگیری  و  عفونی 
بر  زيست‌شیمیایی  روش‌های  به  می‌توان  باکتری  تشخیص  مرسوم 
پلیمراز  بر واکنش زنجیری  مبتنی   پايه کشت و روش‌های مولکولی 
 )microarray( ریزآرایه  و   )polymerase chain reaction, PCR(
موجود  روش‌های  اعتمادترین  قابل  روش‌ها  این   .]3[ کرد  اشاره 
و  آن‌ها  کشت  زمان‌بربودن  باکتری،  زیاد  مقادیر  به  نیاز  اما،  هستند. 
را  این روش‌ها  که  هستند  عواملی  از جمله  پیچیده  آماده‌سازی‌های 
در  مختلف  روش‌های  از  انواعی  امروزه،   .]4-6[ می‌سازند  محدود 
 اختيار پژوهشگران قرار دارد تا در تشخیص باکتری‌ها مؤثر واقع شود و 

محدودیت‌ها را مرتفع سازد ]7-10[. 
هیدروژل‌ها، شبکه‌ای سه‌بعدی از زنجیر‌های پلیمری آب‌دوست هستند 
که به‌طور متقاطع با یکدیگر پیوند برقرار کرده‌اند ]11،12[. سطح ویژه 
بزرگ و تخلخل زياد این مواد، سبب شده تا در معرض کامل با محیط 
اطراف خود باشند و به محرک‌های خارجی از قبیل تغییر دما، pH، نور، 
دهند ]13-16[.  پاسخ  به‌خوبی  مکانیکی  بارگذاری  و  غلظت گلوکوز 
هیدروژل‌های حساس به pH، به‌طور عمومي دارای گروه‌های جانبی قابل 
یونش هستند. این گروه‌های جانبی، می‌توانند اسید ضعیف )مانند مشتقات 
اسیدهای کربوکسیلیک( یا باز ضعیف )مانند آمینو یا ایمین( باشند که در 
شرایط اسیدی یا بازی تبادل پروتون انجام داده و دارای بارهای مثبت یا 
منفی شوند ]20-17[. این بارها، منشأ دافعه بین زنجیرها، نفوذ مولکول‌های 
 آب و در نهایت تورم هیدروژل‌های حساس به pH هستند ]13،21-23[. 
از سوی دیگر، هنگام تکثیر باکتری، متابولیسم گلوکوز که منبع کربن عالی 
به‌شمار مي‌آيند، به آزادسازی اسیدهای آلی )مانند اسیدهای پیروویک، 
سیتریک و لاکتیک( منجر شده و در پي آن باعث اسیدی‌شدن محیط 
بروني‌اخته‌اي می‌شود ]5,6[. از این‌رو، می‌توان تورم هیدروژل‌های حساس 
باکتری درنظر گرفت ]13،24[.  برای سنجش رشد  معیاری  را   pH به 
اندازه‌گیری  برای  روشی  بازتابی،  تداخل  فوریه  تبدیل  طیف‌سنجی 
 )effective optical thickness, EOT( مؤثر  اپتیکی   ضخامت 

لایه‌هاست. این کمیت با معادله )1( تعریف می‌شود: 

EOT= 2nL                                                          )1(

برای  L، ضخامت لایه است.  n، ضریب شکست و  معادله،  اين  در 

 اندازه‌گیری این کمیت، کافی است تا بازتاب امواج نور در ناحیه مرئی و 
زيرقرمز را از یک لایه نازک، ثبت و سپس منحنی تبدیل فوریه آن را 
استخراج كرد. محل قله ظاهرشده در منحنی تبدیل فوریه، مقدار ضخامت 
اپتیکی مؤثر را مشخص می‌کند. به همین ترتیب، می‌توان برای یک دو-
‌لایه‌ای نازک، اندازه‌گیری طیف بازتاب و سپس تبدیل فوریه را انجام 
داد. در مورد اخیر، منحنی تبدیل فوریه دارای سه قله در محل ضخامت 
اپتیکی مؤثر هر یک از اجزا و مجموع آن‌ها خواهد بود. مبانی نظری 
 این روش در مورد یک تک‌لایه‌ای نازک ]25[ و دو‌لایه‌ای نازک ]26[ 
قبلًا با جزئیات بررسی شده است. در چند گزارش منتشرشده از روش 
 pH تغییر  تشخیص  برای  بازتابی  تداخل  فوریه  تبدیل   طیف‌سنجی 
محیط ]23،27[ و رشد باکتری ]24[، از هیدروژل حساس به pH استفاده 
شده است. برای غلبه بر مشکل ضریب شکست نسبتاً کوچک هیدروژل‌ها 
)کمتر از حدود 1/5( که حتی در محیط‌های آبی و با جذب مولکول‌های 
نتیجه  نیز خواهد داشت و در  بیشتری  این مقدار کاهش بسیار  آب، 
 یافتن قله‌ها را از نوفه‌های )noise( زمینه دشوار خواهد كرد ]25،26[، 
این  در  مستقیم  به‌طور  هیدروژل  مؤثر  اپتیکی  ضخامت  اندازه‌گیری 
روش، تقریباً غیرعملی است. برای غلبه بر این مشکل، می‌توان از یک 
استفاده كرد.  بزرگ  مؤثر  اپتیکی  با ضخامت  متخلخل  لایه سیلیکون 
سیلیکون متخلخل به‌راحتی با روش خوردگی الکتروشیمیایی قابل تولید 
است و با کنترل شرایط خوردگی به‌سادگی می‌توان ضخامت اپتیکی 
مؤثر آن را تنظیم كرد. از این‌رو، در پژوهش‌های یادشده، دو رویکرد 
بهك‌ار گرفته شده است: در رویکرد اول، از یک دو-لایه‌ای شامل لایه 
هیدروژل کیتوسان و لایه‌ای از سیلیکون متخلخل با ضریب شکست 
بيشتر استفاده شده است ]24[. در رویکرد دوم، لایه سیلیکون متخلخل 
-co-به‌عنوان بستری برای تولید هیدروژل پلي)‌ايزوپروپيل‌آكريل‌آميد
 آكريلكي اسيد(، )poly(NIPAM-co-AAc، در درون حفره‌هاي آن ]27[ 

درنظر گرفته شده است. 
 در پژوهش حاضر، از ژلاتین به‌عنوان هیدروژل طبیعی، در دسترس و 
رشد  تشخیص  برای   pH به  هیدروژل حساس  به‌عنوان  ارزان‌قیمت 
باکتری استفاده شد. ژلاتین به‌عنوان پلیمر پروتئینی از آبك‌افت کلاژن 
طبیعی موجود در پوست و بدن پستانداران، آبزیان و حشرات تولید 
تشکیل  منفی  و  مثبت  بارهای  با  آمینه  اسید  نوع   18 از  و  می‌شود 
شده است که با پیوندهای پپتیدی به یکدیگر متصل شده،. خاصیت 
 کاتیونی ژلاتین به‌طور اساسي ناشی از وجود اسید آمینه‌های لیزین و
کمتر  بسیار  گران‌روی  به‌دلیل   .]20،28،29[ است  زنجیر  در  آرژنین 
پيشين،  پژوهش‌های  در  به‌کار‌‌رفته  هیدروژل‌های  به  نسبت  ژلاتین 
بخشی از این هیدروژل به‌راحتی وارد حفره‌هاي سیلیکون متخلخل 
تولید هیدروژل در درون حفره‌هاي لایه  پیچیده‌تر  به روش  شده و 
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لایه  )روی  ژلاتین  باقی‌مانده  بخش   .]27[ نیست  نیازی  متخلخل 
متخلخل( نیز در محیط آبی با سرعت بسیار زیادی )در حد یک ثانیه(، 
آب جذب ميك‌ند و به‌دلیل تورم بسیار زیاد، دارای ضریب شکستی 
بسیار نزدیک به محیط آبی خواهد شد. این پدیده سبب می‌شود تا 
تشخیص  قابل  آبی  محیط  از  ژلاتین  لایه  عملًا  بازتابيده،  نور  برای 
نباشد و در عمل منحنی تبدیل فوریه طیف بازتاب آن فقط یک قله 
برای لایه سیلیکون متخلخل خواهد داشت که بررسی آن نسبت به 

نمونه‌های دو-لایه‌ای ]23،24[ ساده‌تر خواهد بود. 

تجربی 

مواد 
ویفر  از  متخلخل،  سیلیکون  ساخت  به‌منظور  پژوهش،  اين  در 
سیلیکونی نوع +p )آلايیده با بور( با ضخامت µm ‌25±‌525، مقاومت 
شرکت  از  که  شد  استفاده   100 برش  با   0/001-0/009  .cm  ویژه 
اتانول   ،48% اسید  هیدروفلوئوریک  شد.  خریداری  سنگاپور   Latech

 2/5% محلول  و   )APTES(  98% آمینوپروپیل‌تری‌اتوکسی‌سیلان   ،97%
گلوتارآلدهید )GA( همگي محصول Merck آلمان بودند. از پودر ژلاتین 
 E. coli استفاده شد. باکتری Sigma-Aldrich محصول A خوکی نوع
)O55: k59( از سازمان پژوهش‌های علمی و صنعتی ایران خریداری شد.

 
دستگاه‌ها و روش‌ها

ساخت و اصلاح سطح سیلیکون متخلخل
ویفر سیلیکونی به‌کمک برش لیزری به قطعات کوچک مربعی‌شکل 
 با ابعاد mm2 ‌8×‌8 برش زده شد. فرایند تمیزکردن سطح سیلیکون و 
ایجاد  برای  شد.  انجام  پيشين  پژوهش  همانند  مزاحم  لایه  حذف 
شامل  الکترولیت  محلول  از  الکتروشیمیایی،  روش  با  تخلخل 
هیدروفلوئوریک اسید )%48( و اتانول )%97( با نسبت 3:1 استفاده 
 شد. سایر جزئیات روش مطابق پژوهش پيشين بوده است ]25،30[. 
اکسايش  متخلخل،  سیلیکون  سطح  اصلاح  و  پایدارکردن  براي 
از  استفاده  با  سطح  به  آمین  گروه‌های  افزودن  و  شیمیایی 
3-آمینوپروپیل‌تری‌اتوکسی‌سیلان )APTES( )%98(، مطابق پژوهش 

قبلی انجام شد ]30[. 

ساخت هیدروژل ژلاتین 
  A نوع  خوکی  ژلاتین  پودر  از  ژلاتین،  هیدروژل  ساخت  به‌منظور 
شد،  آماده  يون‌زدوده  آب  در  ژلاتین   4% محلول  ابتدا،  شد.  استفاده 

سپس، محلول به‌مدت h 1 در دمای C° 40 روی هم‌زن مغناطيسي 
هم‌زده شد تا ژلاتین به‌طور کامل حل شده و محلول شفافی به‌‌دست 
 )GA( آید. پس از حل‌شدن کامل ژلاتین، محلول %2/5 گلوتارآلدهید
)%25( به‌عنوان شبكه‌ايك‌ننده قطره‌قطره به محلول ژلاتین اضافه شد 

تا با گذشت زمان، هیدروژل ژلاتین تشکیل شود.
 

لایه‌نشانی سیلیکون متخلخل با ژلاتین 
پس از آماده‌کردن محلول ژلاتین و پيش از آنکه ژل به‌طور کامل بسته 
شود، مقادیر حجمی مختلف 7، 10، 13، 16 و µL 19 از این محلول 
روی سطح سیلیکون‌های متخلخل اصلاح‌شده قرار داده شد. سپس، 
نمونه‌ها به‌مدت h 24 در دمای معمولي قرار گرفتند تا حلال تبخیر و 

سطح کاملًا خشک شود.

مشخصه‌یابی ساختارهای سیلیکونی
مشـخصه‌یابی سـاختارهای طراحی‌شـده بـا میکروسـکوپ الکترونی 
)EDX( انجام  X و طیف‌سـنجی پاشـنده انرژی پرتو )SEM( پويشـي
 شـد. براي تصویربرداری از مقطع عرضی سـیلیکون متخلخل پيش و 
 Hitachi آلمان و Zeiss شـرکت( SEM پس از لایه‌نشـانی ژلاتین از
ژاپـن( اسـتفاده شـد و EDX )شـرکت Hitachi ژاپن( برای بررسـی 

نفـوذ ژل به درون حفره‌ها اسـتفاده شـد.  

كشت باکتری
از  کمی  بسیار  مقدار  سترون  لوپ  از  استفاده  با  شعله  کنار  در  ابتدا 
کلنی باکتری  E. coli  برداشته شده و به‌صورت چهارمرحله‌ای کشت 
به‌مدت   37  °C دمای  در  كشت  ظرف  آخر،  مرحله  در  شد.   انجام 
h 24 درون گرم‌خانه قرار داده شد. سپس، مقداری از کلنی باکتری 
کشت داده‌شده برداشته شده و در بافر نمكي فسفاتي حل شد. براي 
استفاده  طيف‌نورسنج  از  استاندارد  کدورت  صحیح‌بودن  بررسی 
مک‌فارلند   0/5 استاندارد  برای  ۶۲۵ جذب   nm موج  طول  در   شد. 
 0/5 لوله  از  سپس،  است.   0/08-0/1 بین   )1/5×108  cfu/mL(

مک‌فارلند رقت‌های سریالی باکتری تهیه شد.
طیف‌سنجی تبدیل فوریه تداخل بازتابی و بررسی پاسخ نانوحسگر 
براي بررسی طیف بازتاب نمونه‌های متخلخل و نيز بررسی خواص 
 Ocean Optics(   USB400 از طیف‌نور‌سنج  متخلخل   فیزیکی لایه 
آمریکا( در محدوده nm 1100-350 و با دقت nm 1 به‌همراه یك 
فیبر نوری بازتابی و منبع نور سفید هالوژن-تنگستن مطابق پژوهش 
سطح  اصلاح  ساخت،  از  مرحله  هر  در   .]30[ شد  استفاده  پيشين 
 IGOR نرم‌افزار  با  بازتابی  تداخل  طیف  ژل،  لایه  اضافه‌کردن   و 
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)Webometrics آمریکا( به منحنی فوریه تبدیل شد. روش طیف‌سنجی 
با   )spectroscopic liquid infiltration method, SLIM( مایع نفوذ 
 استفاده از بازتاب‌سنجی تداخلی سطح لایه متخلخل در دو محیط هوا و 

متانول محاسبه شد ]30[.  

نتایج و بحث

مشخصه‌یابی لایه سیلیکون متخلخل
شد.  مطالعه   EDX و   SEM با  متخلخل  سیلیکون  لایه   مشخصات 
سیلیکون  لایه  عرضی  مقطع  و  سطح  به‌ترتیب   )b( و   )a(  1 شکل 
 )c( 1 50 نشان می‌دهد. شکل nm متخلخل را با حفره‌هايي در حدود 
نشان  ژلاتین  لایه‌نشانی  از  پس  را  متخلخل  سیلیکون  عرضی  مقطع 
ارتفاع  نیمه  حدود  تا  ژلاتین  می‌شود،  دیده  که  همان‌طور  می‌دهد. 
طیف‌سنجی  است.  كرده  پر  را  آن‌ها  و  کرده  روی  پیش  حفره‌هاي 

پاشنده انرژی پرتو X از نیمه بالایی حفره‌ها، وجود نیتروژن و کربن 
درون  در  ژلاتین  وجود  از  ناشی  که  میك‌ند  تأیید  مناطق  این  در  را 
پردازش  و   SLIM روش  با  متخلخل  لایه  ضخامت  حفره‌هاست. 
شد.  انجام   ImageJ نرم‌افزار  بهك‌مك   SEM میکروسکوپی  تصویر 
مقدار تخلخل 4±60 درصد با روش SLIM برای سه نمونه محاسبه 
شد، همچنین، مقدار تخلخل %50 با نرم افزار ImageJ به‌دست آمد. 
این اختلاف مقدار تخلخل ناشی از آن است که برای تهیه تصاویر 
میکروسکوپی SEM از لایه‌نشانی طلا استفاده می‌شود که دانه‌های طلا 
ابعاد حفره‌هاي سیلیکون متخلخل و  از   باعث کوچک‌شدن مقداری 
کاهش درصد تخلخل می‌شود، به ‌همین دلیل نتایج حاصل از روش 

نوری SLIM دقیق‌تر است ]22[.  

 طیف‌سنجی تبدیل فوریه تداخل بازتابی در مراحل اصلاح سطح و 
لایه‌نشانی ژلاتین 

را  متخلخل  سیلیکون  نمونه  از  بازتاب‌شده  طیف‌های   )a(  2 شکل 

شکل 1- تصاویر SEM سیلیکون متخلخل: )a( سطح مقطع، )b( مقطع عرضی و )c( مقطع عرضی پس از لایه‌نشانی ژلاتین، طیف‌سنجی پاشنده 
انرژی پرتو X در شيوه نقشه‌برداری از شکل بخش )c( برای بررسی توزیع عناصر. 

Fig. 1. SEM images (a) Surface of porous silicon, (b) Cross-section of porous silicon, and (c) Cross-section of porous silicon after 

gelatin deposition, energy dispersive X-ray spectroscopy in shape mapping mode of part c to examine the distribution of elements.

                                                                (a)                                                                    (b) 

                                                                (c)                                                                    (d) 
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با  اکسایش، اصلاح سطح  به‌ترتیب  مراحل  از  بعد  از ساخت،    پس 
 pH( بافر  واردکردن  از  پس  بلافاصله  و  ژل  لایه‌نشانی   ،APTES

برابر7/4( نشان می‌دهد. 
 )a( 2 نشان‌دهنده منحنی های تبدیل فوریه از طیف‌های شکل )b( 2 شکل 
است. مکان قله‌های مشاهده‌شده در این شکل، کمیت EOT مربوط به 
لایه‌ها را نشان می‌دهد ]26[. مقدار اخیر برای لایه سیلیکون متخلخل، 
nm 12080 است که پس از اکسایش به nm 11220 کاهش می‌یابد. این 

کاهش ناشی از اکسایش اتم‌های سطحی سیلیکون درون حفره‌هاست 
که ضریب شکستی کمتر از ضریب شکست اتم‌های سیلیکون دارند 
و در نتیجه ضریب شکست مؤثر لایه را کاهش می‌دهند. در مرحله 
بعدی استفاده از APTES براي اصلاح سطح سبب شکل‌گیری یک 
و  شده  سیلیکونی  پكيره  سطح  بر   )organosilan( آلي  سیلان  لایه 

می‌شود.  حفره‌ها  داخل  شکست  ضریب  افزایش  موجب  نتیجه  در 
بدین‌ترتیب، مقدار EOT به nm 11610 می‌رسد. پس از اضافه‌شدن 
نشان  را   EOT مقدار  سه  فوریه،  تبدیل  منحنی  ژلاتین،  از  لایه‌ای 
 2 قله  ژلاتین،  با  هیبریدشده  متخلخل  سیلیکون  به   1 قله  می‌دهدکه 
به لایه ژلاتین و قله 3 به دولایه‌ای سیلیکون متخلخل-ژلاتین مربوط 
است. اما بلافاصله پس از واردکردن بافر، با توجه به تورم لایه ژلاتین 
نزدیک‌شدن  و  بافری  محیط  در  متخلخل  لایه  روی  در  باقی‌مانده 
 ضریب شکست ژلاتین به ضریب شکست بافر، ارتفاع قله‌های دوم و 
نوفه  از  را  آن‌ها  تشخیص  و   ]26[ یافته  کاهش شدید  بافر  در  سوم 
مشکل می‌سازد. تنها قله باقی‌مانده در این منحنی قله مربوط به لایه 
شکست  ضریب  ژلاتین،  نفوذ  به‌دلیل  که  است  متخلخل  سیلیکون 
بزرگ‌تری پیدا کرده و به‌مقدار nm 13168جابه‌جا شده است. بنابراین 

شکل a( -2( طیف بازتاب تداخلی از سیلیکون متخلخل پس از ایجاد تخلخل، اکسايش، اصلاح سطح با APTES، لایه‌نشانی ژل و هیبرید سیلیکون 
متخلخل-ژلاتین در مجاورت بافر، )b( طیف تبدیل فوریه مربوط به آن‌ها، )c( مقایسه مقدار تغییرات EOT سیلیکون متخلخل پس از ایجاد تخلخل، 

اکسايش، اصلاح سطح با APTES، لایه‌نشانی ژل و هیبرید سیلیکون متخلخل-ژلاتین )تمام آزمایش‌ها حداقل با سه تکرار انجام شده است(.
Fig. 2. (a) Interference reflection spectra of porous silicon after porosity creation, oxidation, surface modification with APTES, 

gel deposition and porous silicon-gelatin hybrid in the presence of buffer, (b) Their corresponding Fourier transform spectra, (c) 

Comparison of the changes in EOT of porous silicon after porosity creation, oxidation, surface modification with APTES, gel 

deposition, and porous silicon-gelatin hybrid (all experiments were performed with at least three repetitions).

                                                           (a)                                                                                  (b) 

                                                                                                     (c)                                                     
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در ادامه این پژوهش، از مکان همین قله به‌عنوان سیگنال تشخیصی 
از  پس  را   EOT تغییرات  مقدار  مقایسه    )c(  2 شد. شکل  استفاده 
انجام چند آزمایش در تمام مراحل از ساخت سیلیکون متخلخل تا 

لایه‌نشانی ژلاتین را نشان می‌دهد.

مطالعه اثر ‌pHهای مختلف بر هیبرید سیلیکون متخلخل-ژلاتین
یک  درون  متخلخل-ژلاتین  سیلیکون  هیبرید  نمونه  مرحله،  این  در 
سلول سیالی قرار گرفت ]31[ و محلول با ‌pHهای مختلف، به‌ترتیب 
از روی نمونه، عبور داده شد. همان‌طور که در بخش قبلی توضیح 
لایه  به  مربوط  قله  نمونه،  روی  از  محلول  اولین  عبور  با  شد،  داده 
ژلاتین )قله 2 در شکل b( 2(( و نيز لایه ژلاتین- سیلیکون متخلخل 
به‌طوري  شد.  افت شدت  دچار  به‌سرعت   ))b(  2 در شکل   3 )قله 

نبود.  امکان‌پذیر  موجود  نوفه‌های  از  قله‌ها  این  محل  تشخیص  که 
شکست  ضریب  نزدیک‌شدن  و  ژل  لایه  تورم  به‌دليل  مشاهده،  این 
این لایه‌ به ضریب شکست محیط پیرامونی اتفاق می‌افتد و با نتایج 
بنابراین، محل قله اول، معیاری برای  نظری تطابق کامل دارد ]26[. 
تشخیص انتخاب شد. شکل a( 3(، مقدار EOT استخراج‌شده )از مکان 
نمونه‌ها  از  یکی  برای   را  pH محلول‌ها  تغییر  آزمایش  قله 1( حین 
)مقدار حجمی ژلاتین µL 16(، نشان می‌دهد. همان‌طور که مشاهده 
 13170 nm از میانگین EOT از 7/4 به 3، مقدار pH  می‌شود، با تغییر
ژلاتین  که  آنجا  از  می‌یابد.  افزایش   13260  nm مقدار  به  به‌سرعت 
اسیدی   pH در  است.   6-9 حدود  ایزوالکتریک  نقطه  دارای   A نوع 
بار مثبت گروه‌های آمین به جذب بیشتر بافر و تورم بیشتر هیدروژل 
از  پژوهش،  این  در  است.  همراه   EOT افزایش  با  که  منجر می‌شود 

                                                           (a)                                                                                  (b) 

                                                                                                     (c)                                                     

شکلa( -3( مقدار EOT در سه محیط با ‌pHهای 7/4 )خنثی(، 3 )اسیدی( و 9 )بازی( مربوط به نمونه‌ای با مقدار µL 16ژلاتین، )b( مقدار تغییرات 
EOT در دو محیط با ‌pHهای 7/4 )خنثی(، 3 )اسیدی( در نمونه‌های با مقادیر و ضخامت‌های مختلف ژلاتین، )c( مقایسه مقدار تغییرات EOT در 

دو محیط با ‌pHهای 7/4 )خنثی(، 3 )اسیدی( در نمونه‌های با مقادیر مختلف حجمی ژلاتین )تمام آزمایش‌ها حداقل با سه تکرار انجام شده است(.
Fig. 3. (a) The value of EOT in three environments with pH of 7.4 (neutral), 3 (acidic) and 9 (basic) corresponding to a sample with 

16 microliter of gelatin, (b) the amount of changes in EOT in two environments with pH 7.4 (neutral), 3 (acidic) in samples with dif-

ferent quantities and thicknesses of gelatin, (c) Comparison of the rate of EOT changes in two environments with pHs of 7.4 (neutral) 

and 3 (acidic) in samples with different volumetric amounts of gelatin (all experiments were performed with at least three repetitions).
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درصد بسیار کم گلوتارآلدهید )%2/5( به‌عنوان شبكه‌ايك‌ننده استفاده 
شد که با وجود اینکه استحکام و پایداری را با اتصال به گروه‌های آمین 
اما،  را کاهش دهد.  تورم هیدروژل  بهبود می‌بخشد، می‌تواند درصد 
گلوتارآلدهید در غلظت‌های زياد اثر بیشتری بر کاهش تورم خواهد 
بنابراین، برای استحکام بیشتر ساختار ژلاتین و تکرارپذیری  داشت. 
آزمایش‌ها از غلظت بسیار کم گلوتارآلدهید )%2/5( استفاده شد که این 

مقدار نیز بهینه‌سازی شد ]32[.   
اسیدی‌شدن محیط، می‌تواند دو اتفاق را هم‌زمان سبب شود. اول 
آنکه، ژلاتین داخل حفره‌ها، منبسط ‌شود و حجم بیشتری را در داخل 
حفره‌ها به خود اختصاص دهد. دوم آنکه به‌دليل تورم لایه ژلاتین که 
روی سطح سیلیکون متخلخل قرار گرفته است، ژلاتین بیشتری وارد 
حفره‌ها شود. در هر حال، اثر تجمیعی این دو پدیده، سبب افزایش 
دنبال  به  را   EOT افزایش  و  متخلخل مي‌شود  ضریب شکست لایه 
دارد. در مرحله بعدی آزمایش، با ورود محلولی با pH برابر 9، این بار 
واکنش معکوسی با حالت قبل رخ داده و سبب کاهش ضریب شکست 
 13122 nm به مقدار EOT لایه سیلیکون متخلخل-ژلاتین مي‌شود و 

کاهش می‌یابد. 
شکل b( 3( مقدار تغییرات EOT ناشی از تغییر pH بین 7/4 و 3 
را برای نمونه‌های مختلفی نشان می‌دهد که مقادیر حجمی متفاوتی از 
ژلاتین برای ساخت آن‌ها استفاده شده بود. بیشترین تغییرات این کمیت 
 16 µL ،را نمونه‌ای نشان می‌دهد که مقدار حجمی ژلاتین استفاده شده
بوده است. در این شکل، همچنین مقدار ضخامت لایه ژلاتین محاسبه 
شده است. این محاسبه با توجه به مکان EOT مربوط به قله دوم در 
شکل b( 2( و درنظرگرفتن ضریب شکست ژلاتین به‌دست آمده است. 
شکل c( 3( نمودار ستونی مقدار تغییرات EOT ناشی از تغییر pH بین 
7/4 و 3 را برای نمونه‌های مختلف با مقادیر حجمی متفاوتی از ژلاتین 
 16 µL را نشان می‌دهد. همان‌طور که مشاهده می‌شود، مقدار حجمی

از ژلاتین بیشترین مقدار تغییرات را نشان می‌دهد.

ارزیابی غلظت‌های مختلف باکتری E. coli روی هیبرید سیلیکون 
متخلخل-ژلاتین

برای انجام این آزمایش، ابتدا بافر با pH خنثی از روی نمونه هیبرید 
سیلیکون متخلخل-ژلاتین درون سلول سیالی عبور داده شد. سپس 
 ،102 غلظت‌های  با   E.‌ coli باکتری   )suspension( تعليقه  به‌ترتیب 
103، 104 و 105 کلنی بر میلی‌لیتر عبور داده شد. حین تمام این مراحل، 

سپس،  شد.  انجام  آن‌ها  فوریه  تبدیل  و  ثبت  نمونه‌ها  بازتاب  طیف 
 EOT مربوط به لایه سیلیکون متخلخل-ژلاتین محاسبه شد )شکل 4(. 

نتایج نشان داد، با افزایش غلظت باکتری، به‌دليل اسیدی‌شدن بیشتر 

محیط، تورم ژلاتین نیز بیشتر شده و بر مقادیر EOT اضافه می‌شود. 
 EOT در شکل 4 )شکل داخلی( مشاهده می‌شود، رابطه بین تغییرات
برحسب غلظت باکتری بین غلظت‌های 102 تا 105 کلنی بر میلی‌لیتر، 

یک رابطه خطی است. 

E. coli ارزیابی اثر زمان بر رشد باکتری
در این مرحله ابتدا تعليقه باکتری به‌مدت min 20 در دمای معمولي 
تعليقه در  باکتری،  بررسی رشد  به‌منظور  آن  از  داده شد و پس  قرار 
در  گرفت.  قرار  گرم‌خانه  درون   37  °C دمای  در  مختلف  زمان‌‌های 
از کشت   100 min از گذشت 20، 40، 60، 80 و بعد، پس  مرحله‌ 
باکتری، تعليقه‌های حاصل از روی نمونه هیبرید سیلیکون متخلخل-
 ژلاتین درون سلول سیالی عبور داده شده و طیف بازتاب نمونه‌ها ثبت و 
هیبرید   EOT تغییرات  مقدار   5 شد. شکل  انجام  آن‌ها  فوریه  تبدیل 
سیلیکون متخلخل-ژلاتین در نقاط مختلف زمانی طي گرم‌خانه‌گذاري 
)incubation( باکتری را نشان می‌دهد. همان‌طور که نشان داده شده 
با افزایش زمان گرم‌خانه‌گذاري )C° 37(، باکتری رشد بیشتری داشته 
 در نتیجه تولید مقدار محصولات متابولیک بیشتر، محیط اسیدی‌تر و 
مقدار EOT افزایش يافته است. این موضوع نشان‌دهنده افزایش مقدار 
باکتری‌ها بوده که کاهش pH را  با رشد  ثانویه اسیدی  متابولیت‌های 

در  -ژلاتین  متخلخل  سیلیکون  هیبرید   EOT مقدار   -4 شکل 
 EOT شکل داخلی: تغییرات( Escherichia coli غلظت‌های مختلف
نسبت به حالت بافر در غلظت‌های مختلف باکتری( )تمام آزمایش‌ها 

حداقل با سه تکرار انجام شده است(.
Fig. 4. The EOT value of porous silicon-gelatin hybrid in the 

presence of different concentrations of Escherichia coli bac-

teria (inner figure: EOT changes compared to the buffer state 

in different concentrations of bacteria).
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شکل 5- تغییرات EOT در نقاط زمانی مختلف طي گرم‌خانه‌گذاري 
باکتریایی.

Fig. 5. EOT changes at different time points during bacterial 

incubation.

به‌همراه داشته است و موجب تورم لایه ژلاتین و افزایش EOT می‌شود.

نتیجه‌گیری

بستر سیلیکون متخلخل و  پايه  بر  نوری  نانوحسگر  این مطالعه،  در 
هیدروژل ژلاتین برای نظارت بر تغییرات اسیدی ناشی از رشد باکتری 
و  متخلخل  سیلیکون  ساخت  از  پس  شد.  مشخصه‌یابی  و   طراحی 
اکسايش آن، سطح این ساختار بهك‌مك APTES اصلاح شد. سپس، 

لایه‌ای از هیدروژل ژلاتین روی سطح قرار گرفت. آزمون EDX نشان 
 داد، نفوذ ژلاتین به درون حفره‌ها انجام شده است. از آنجا که انقباض و 
انبساط ژلاتین تابعی از pH محیط است، بررسي و تحلیل طیف‌های 
بازتاب‌شده از نمونه‌ها در ناحیه مرئی و زيرقرمز و سپس تبدیل فوریه 
آن ها نشان داد، EOT )به همین ترتیب ضریب شکست( لایه متخلخل 
با کاهش pH محیط، افزایش و با افزایش آن، کاهش می‌یابد. افزایش 
انبساط لایه ژلاتین  ضریب شکست لایه متخلخل می‌تواند ناشی از 
روی سطح و نفوذ بیشتر آن به درون حفره‌ها باشد. در حالي که به‌نظر 
می‌رسد، با انقباض ژلاتین، کاهش مقدار ژلاتین درون حفره‌ها مشاهده 
شد. از این خاصیت نمونه‌های هیبریدی سیلیکون متخلخل- ژلاتین 
برای تشخیص رشد باکتری استفاده شد. بدین منظور، نمونه‌ها ابتدا 
در معرض غلظت‌های مختلف باکتری قرار گرفتند. نتایج نشان داد، 
رابطه بین تغییرات EOT برحسب غلظت باکتری بین غلظت‌های 102 
تا 105 کلنی بر میلی‌لیتر یک رابطه خطی است. همچنین داده‌ها نشان 
منجر  باکتری  به رشد  باکتری که  افزایش زمان گرم‌خانه‌گذاري  داد، 
می‌شود، EOT را افزایش خواهد داد. از آنجا که ژلاتین، هیدروژلی 
در دسترس و ارزان‌قیمت بوده و از پایداری مناسبی برخوردار است، 
هیبرید این ماده با سیلیکون متخلخل، می‌تواند نانوحسگر مناسبی را 

برای نظارت بر وجود و رشد باکتری در اختیار قرار دهد. 
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