
Iranian Journal of Biomedical Engineering 5 (2011) 193 -204

Corresponding author
Address: Mohammad Rabiee, Biomaterial Group, Faculty of  Biomedical Engineering, Amirkabir University of Technology, Tehran, Iran
Tel: +98 21 64542368
Fax: +98 21 66468186
E-mail: mrabiee@aut.ac.ir

The survey of intra and extracellular biosynthesis of cadmium sulfide

nanoparticles in Escherichia coli 35218

M. Iloukhani 1, M. Rabiee *2, M. Oskoui 3, F. Moztarzadeh4, M. Shayan5

1M.Sc, Biomaterial Group, Faculty of Biomedical Engineering, Amirkabir University of Technology, Tehran, Iran
2Associate Professor, Biomaterial Group, Faculty of Biomedical Engineering, Amirkabir University of Technology, Tehran, Iran

mrabiee@aut.ac.ir
3Assistant Prodessor, Department of Microbiology, Pasteur Institute of Iran

4Professor, Biomaterial Group, Faculty of Biomedical Engineering, Amirkabir University of Technology, Tehran, Iran
5 M.Sc Student, Biomaterial Group, Faculty of Biomedical Engineering, Amirkabir University of Technology, Tehran, Iran

_______________________________________________________________________________________

Abstract

In recent years, nanoparticles have attracted considerable attention due to their special optical, chemical,

and electrical properties. Developments of nanoparticles synthesis methods for producing materials with

precise size and morphology have been considered recently. Among these methods, biosynthesis has a

special position for its high compatibility with environment. The use of microorganism in nanotechnology is

one of the important aspects of this issue. In this survey we have used Escherichia coli 35218 to Cadmium

Sulfide nanoparticles synthesis. First, appropriate time of cadmium ions addition and their maximum

concentrations were determined that they don’t inhibit bacterial growth. Then we studied intra and

extracellular biosynthesis.

According to this survey, this strain wasn't able to produce cadmium sulfide nanoparticles intracellulary

but also these nanoparticles were extracellulary synthesized in the medium supplemented with L-cysteine.

Formation of CdS nanoparticles, their morphologies and fluorescence properties were determined with

WDX, SEM and fluorescence microscopy.
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_______________________________________________________________________________________  
  چكيده

در سالهاي اخير تلاشهاي بسيار زيادي براي توليد نانو ذرات به دليل خواص ويژه نوري، شيميايي و الكتريكي آنها صورت گرفته 
ي با مورفولوژي و اندازه معين و توزيع مناسب اندازه ذرات، از محورهاي توسعه روشهاي سنتز نانو مواد براي توليد مواد. است

در اين ميان روشهاي مبتني بر فناوري زيستي به دليل تميز بودن و سازگاري بالا با محيط . پژوهشي چند سال اخير محسوب مي شود
در اين . ز ميكروارگانيسم ها در نانو فناوري استيكي از مهمترين ابعاد اين بحث استفاده ا. زيست از جايگاه ويژه اي برخوردارند

ابتدا زمان مناسب و بيشينه غلظتي از يون كادميم . استفاده شد CdSباكتري اشرشياكولي براي سنتز نانو ذرات  35218پژوهش از سويه 
. خارج سلولي بررسي شد سپس دو فرآيند سنتز زيستي داخل و. كه به جلوگيري از رشد و ليز باكتري منتج نمي شود مشخص گرديد

نيست اما با غني سازي  CdSطبق بررسي هاي صورت گرفته مشخص شد كه اين سويه به شكل داخل سلولي قادر به سنتز نانو ذرات 
تشكيل نانو ذرات، مورفولوژي و خاصيت . به شكل خارج سلولي سنتز شدند CdSمحيط كشت با اسيد آمينه سيستئين نانو ذرات 

  .و ميكروسكوپي فلورسانس بررسي شد WDX  ،SEMبه ترتيب با كانال آناليزور فلورسانت آنها 
  

 سنتز زيستي، سولفيد كادميم، اشرشياكولي، نانو ذرات، ميكروارگانيسم: كليدواژگان
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 مقدمه -1
براي سنتز نانو ذرات نيمه هادي از روش هاي سنتز 
مختلفي استفاده شده است كه هركدام از اين روش ها داراي 

عدم انحلال پذ يري در روش ميكرو امولسيون . عيوبي هستند
در آب، استفاده از ليگاندهاي سمي جهت ايجاد حلاليت در 

 ؛ در روش هيدروترمال فشار و دماي بالا،]1[حلال هاي آلي 
؛ روش هاي ]2[، عدم انحلال پذيري در آب TOPاستفاده از 

؛ ]4و 3[ون  سنتز از فاز بخار تمايل ذاتي ذرات به آگلومراسي
پالسي نياز به تجهيزاتي مانند ليزر و بازدهي  -روش پرتو ليزر

پايين؛ روش هم رسوبي از محلول عدم همگني و 
؛ روش سنتز احتراقي دماي بالا و عدم ]4[آگلومريزاسيون 

كنترل اندازه ذرات  و در روش مكانيكي هزينه بالا و مشكل 
. ]5[شوند  بودن فرآيند از عيوب اين روش ها محسوب مي

در حال حاضر با توجه به سازگاري بالا با محيط زيست 
استفاده از ميكرو ارگانيسم ها در سنتز نانو ذرات فلزي و نيمه 

يكي . هادي مانند سولفيد كادميم مورد توجه قرار گرفته است
از ميكروارگانيسم هاي مورد توجه در سنتز نانو ذرات باكتري 

و  Sweenyراي اولين بار ب. گرم منفي اشرشياكولي است
توسط دو سويه از اين باكتري نانو  2004همكارانش در سال 

تا كنون . ]6[را به شكل داخل سلولي سنتز كردند CdSذرات 
در باكتري كلبسيلا  CdSسنتز خارج سلولي نانو ذرات 

و در قارچ ) 1998(و همكارانش  Holmesپنومونيه توسط 
Fusarium oxysporum  توسطAbsar Ahmad  و همكارانش

در اين پژوهش توانايي . ]8و  7[صورت گرفته است ) 2002(
به دو شكل داخل و خارج سلولي در  CdSسنتز نانو ذرات 

  .بررسي شده است E. coli 35218سويه 
  
  مواد و روش كار -2
بررسي تأثير حضور يون كادميم و غلظت آن  -2-1

  E. coli 35218در رشد باكتري 
رسي تعيين غلظت و زمان مناسب جهت هدف از اين بر

افزودن محلول كلريد كادميم به محيط كشت باكتري در فرآيند 

با  MICو  ODكه از دو روش اندازه گيري . سنتز زيستي بود
  .استفاده از ديسك استفاده شد

از  M 25/0ابتدا يك محلول : ODروش اندازه گيري 
سپس با . شدبا آب ديونيزه تهيه و اتوكلاو  

برداشت از روي پليت مك ( E. coli 35218چند تك كلني 
براث  LBمحيط  cc 7در ) h 20كانكي كشت 

[ . استوك اوليه تهيه شد [
از اين استوك به شش لوله استريل اضافه گرديد  cc 1سپس 

به  6تا  1بعد از افزودن استوك، به نمونه هاي ). 6تا  1نمونه (
 LBميلي ليتر  92/3، 94/3، 96/3، 98/3، 99/3، 4ترتيب 

 60، 40، 20، 10آخرين مرحله افزودن به ترتيب . اضافه كرديم
 2ميكرو ليتر محلول كلريد كادميم مذكور به نمونه هاي  80و 
به عنوان شاهد منفي و فاقد كادميم بوده  1نمونه . بود 6تا 

، 5/0يب به ترت 6تا  2غلظت يون كادميم در نمونه هاي . است
، 6، 0در زمان هاي  سپس . بود mM 4و  3، 2، 1

اندازه  1ساعت از كشت با دستگاه اسپكتروفوتومتر 24و  18
  ).1جدول و نمودار (گيري شد 

: يون كادميم با استفاده از ديسك 2MICروش تعيين 
 mMو  100، 10، 1، 1/0ابتدا پنج محلول با غلظت هاي 

. با آب ديونيزه تهيه و اتوكلاو شد از  1000
براي هر كدام از اين  3سپس با استفاده از ديسك هاي خالي
ميكرو ليتر  50و  30، 20غلظت ها ديسك هايي با حجم هاي 

لازم به ذكر است كه در ديسك . از كلريد كادميم ايجاد شد
هاي كنترل كلريد كادميمي وجود نداشت و به جاي آن از 

سپس . وژي و آب ديونيزه شده استفاده شده استسرم فيزيول
       از E. coli 35218با برداشت يك تك كلني از باكتري 

سرم فيزيولوژي  cc 5در  h 20يك پليت مك كانكي كشت 
يك محلول با غلظت نيم مك فارلند 

( اين . از باكتري ايجاد كرديم (
يت هاي مولر محلول با استفاده از سواپ استريل روي پل

سپس ديسك ها كادميمي را روي پليت ها . كشت داده شد
گذاشته شد و بعد از  C˚37پليت ها داخل اتو . قرار داديم

رسي شدند و قطر هاله هاي عدم رشدساعت بر 20گذشت 
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جدول . (مراحل مذكور چندين بار تكرار شد. اندازه گيري شد
  ) .2و شكل هاي  2

 
 E. coliا استفاده از ب CdSسنتز نانو ذرات  2-2

35218  
  بررسي سنتز داخل سلولي 2-1- 2 

را روي پليت مك كانكي آگار  E. coli 35218ابتدا باكتري 
با فرآيند كشت چهار ناحيه اي تا كولوني تك (كشت داديم 
. ساعت قرار گرفت 24به مدت  C˚ 37و در اتو ) ايجاد شود

داشته شده سپس با لوپ دو تك كولوني از روي پليت آگار بر
براث كشت  LBمحيط  cc 7و در دو فالكن استريل حاوي 

و دماي  rpm 60فرآيند كشت در انكوباتور با دور . داده شدند
C˚ 37  در اين مرحله . ساعت صورت گرفت 18به مدت

. باكتري ها در فاز ايستايي هستند و رشد آنها كامل شده است
كادميم به محيط بنابراين بهترين زمان براي افزودن يون هاي 

 rpmدر نتيجه نمونه ها با دور . كشت باكتري خواهد بود
ژ  سانتريفيو) C 25˚(دقيقه در دماي اتاق  10به مدت   4400

سپس به رسوب . شده و محيط كشت قبلي را خارج كرديم
تازه اضافه و با استفاده از سمپلر  LBمحيط  cc 7باكتري 

نهايتاً محلول . مرسوب باكتري را در اين محيط پخش كردي
به يكي از  M 25/0كلريد كادميم اتو كلاو شده با غلظت 

فالكن ها اضافه شد به گونه اي كه غلظت نهايي كادميم در آن 
mM 1 به اين . فالكن دوم به عنوان نمونه شاهد بود. بود

فالكن محلول كلريد كادميم اضافه نشد و تنها حاوي باكتري و 
س اين دو نمونه را در سپ. براث بود LBمحيط كشت 

ساعت  20به مدت  C˚ 37و دماي  rpm 70انكوباتور با دور 
سپس به نمونه اول محلول سولفيد سديم  اتوكلاو . قرار داديم

غلظت نهايي سولفيد در . اضافه شد M 25/0شده با غلظت 
سپس مجدداً نمونه داخل انكوباتور با دور . بود mM 1نمونه 

rpm 70  و دمايC˚ 37 ساعت قرار گرفت 2مدت  به .  
  

استخراج محتويات داخل سلول هاي باكتري جهت 
   CdSبررسي وجود نانو ذرات 

روش اول . براي ليز ديواره باكتري به دو روش عمل شد 
استفاده از فرآيند شوك اسمزي و روش دوم استخراج با 

در فرآيند شوك اسمزي ابتدا با رسوب . 4فرآيند جوشاندن
 M  1/0ساكاروز،   M 75/0لي كه شامل باكتري در محلو

 mM 1 EDTAآنزيم ليزوزيم و  pH=8 ،µg/ml 10تريس با 
لازم به ذكر . ]6[بود، سوسپانسيوني ايجاد كرديم  pH=7.5با 

است كه در ساخت اين محلول آخرين مرحله افزودن آنزيم 
بعد از ايجاد سوسپانسيون فوق، نمونه ها به مدت . ليزوزيم بود

سپس محلول . در ظرف حاوي يخ انكوباسيون شدند دقيقه 10
به نمونه ها اضافه شده و آنها  M 5/0كلريد منيزيم با غلظت 

به مدت  rpm 4000سانتريفيوژ با دور . را سانتريفيوژ كرديم
سپس مايع . دقيقه در دماي محيط صورت گرفت 10
و ) 6نمودار ( 5نمونه ها براي بررسي با دستگاه نانو سايزررويي

 .برداشته شد) 5و  4نمودار ( 6سپكتروفوتومتر فلورسانسا

در فرآيند جوشاندن بعد از خروج نمونه هاي سوسپانسيون 
باكتريايي از داخل انكوباتور آنها را با سمپلر داخل ميكرو 

   در دماي rpm 10000ريخته و با دور  cc 5/1تيوپ هاي 
C˚ 25  استفاده  سپس با. ژ كرديم دقيقه سانتريفيو 10به مدت

بعد از . از سمپلر مايع رويي را از رسوب جدا نموديم
جداسازي محيط كشت از رسوب، به هركدام از ميكرو تيوپ 

ميكرو تيوپ ها را . آب ديونيزه استريل اضافه شد cc 5/0ها 
در  .ورتكس كرده تا سوسپانسيوني غليظ از باكتريها ايجاد شود

ه از يك رك يونوليتي  اين مرحله ميكرو تيوپ ها را با استفاد
نمونه ها به . داخل يك بشر آب در حال جوش قرار داديم

سپس . دقيقه در آب در حال جوش قرار داشتند 20مدت 
. ميكرو تيوپ ها را از بشر خارج كرده و سانتريفيوژ كرديم

به مدت  C˚ 4در دماي  rpm 13000ژ با دور  فرآيند سانتريفيو
رويي با دقت ن مرحله مايع بعد از اي. دقيقه انجام شد 10

مايع جدا شده توسط . توسط سمپلر از  رسوب جدا شد
و اسپكتروفوتومتر فلورسانس ) 7نمودار (دستگاه نانو سايزر 

براي بررسي سنتز يا عدم سنتز داخل ) 3و 2نمودار هاي (
  .آناليز شد CdSسلولي نانو ذرات 
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با  CdSبررسي سنتز خارج سلولي نانو ذرات  2- 2- 2
  E. coli 35218تفاده از اس

از پليت مك  E. coli 35218ابتدا هر يك تك كلني از 
را در چهار فالكن استريل كشت ) h 20كشت (كانكي آگار 

 LB-L.Cystein  محيط cc 7حاوي  2و   1فالكن هاي . داديم

نمونه ها به . براث بودند LBحاوي  4و  3و فالكن هاي  1%
 C˚37و دماي  rpm 60ور ساعت در انكوباتور با د 18مدت 

 10) به مدت rpm 4400سپس نمونه ها با دور . قرار گرفتند
به . دقيقه سانتريفيوژ شدند و محيط كشت آنها را خارج كرديم

اضافه  LB-L.Cystein 1% محيط تازه  cc 7هر چهار نمونه 
 cc 7) 5فالكن (هم چنين در يك فالكن استريل . كرديم

در اين فالكن باكتري . تيمريخ LB-L.Cystein 1%محيط 
، محلول كلريد كادميم 5و  3، 1به نمونه هاي . كشت داده نشد

اضافه شد به گونه اي كه  M 25/0اتوكلاو شده با غلظت 
نمونه هاي . بود mM 1غلظت نهايي كادميم در اين سه نمونه 

به عنوان شاهد و فقط حاوي باكتري و محيط كشت  4و  2
تمام نمونه ها به . د فاقد باكتري بودنيز شاه 5نمونه . بودند
 C˚37و دماي  rmp 70ساعت در انكوباتور با دور  22مدت 

  . قرار گرفتند
دقيقه  15به مدت  rpm 4400سپس نمونه ها با دور 

 CdSرسوب . سانتريفيوژ شدند و مايع رويي خارج شد
و  7براي آناليز ميكروسكوپ الكتروني 1سنتزي در نمونه 

Detector WDX )Wave length Dispersive X-ray(8 ) شكل
 .از نمونه خارج و در هواي محيط خشك شد) 4تا  2هاي 

از رسوب باكتري نيز براي بررسي با ميكروسكوپ  
بدين منظور يك قطره فسفات بافر . لام تهيه شد 9فلورسانس

سالين روي لام ريخته و با لوپ مقدار كمي از باكتري را در 
لام را در هواي محيط قرار داده تا سپس . آن پخش كرديم

% 98بعد از خشك شدن لام يك قطره گليسرول . خشك شود
روي ) جهت كاهش حباب هايي كه در نمونه ايجاد مي شوند(

براي مشاهده لام . نمونه ريخته و يك لامل روي آن قرار داديم
زير ميكروسكوپ فلورسانس يك قطره آب روي آن ريخته و 

از آن  nm 320 10و طول موج تهييجي 100xبا بزرگ نمايي 
  ).5شكل . (تصوير تهيه شد

  

 نتايج -3
نمونه ها بعد از گذشت زمان هاي مختلف  مقادير   -1جدول 

 از كشت

            
 )hr(زمان 

 نمونه

0 6 18 24 

 482/1 400/1 838/0 096/0 ) كنترل( 1

2 244/0 425/0 463/0 464/0 

3 320/0 545/0 602/0 619/0 

4 455/0 725/0 793/0 800/0 

5 514/0 788/0 874/0 884/0 

6 568/0 888/0 959/0 998/0 

  

  
در زمان هاي مختلف كشت باكتري با  ODبررسي تغييرات   -1نمودار 

  غلظت هاي متفاوت كلريد كادميم
  

در  µl 50مقادير غلظت كلريد كادميم بار گذاري شده با حجم   -2جدول 
  سك و  قطر هاله عدم رشدهر دي

  

غلظت كلريد كادميم بار گذاري 
 )ميلي مولار(شده در ديسك 

 )cm(قطر هاله 

1000 3 

100 2 

10 1 

1  - 

0.1  - 

 -  كنترل
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رابطه قطر هاله عدم رشد اطراف ديسك ها با غلظت هاي   -1شكل 
mM 1 ،10 ،100  ي حجم كلريد كادميم بار گذار(از  يون كادميم  1000و

  )µl 50: شده در هر ديسك

  
طيف گسيل فلورسانس نمونه استخراجي از سوسپانسيون   -2نمودار 

باكتريايي انكوباسيون شده با كلريد كادميم و سولفيد سديم براي بررسي 
استخراج با فرآيند ( CdSتوانايي باكتري در سنتز داخل سلولي نانو ذرات 

  )جوشاندن

 

س نمونه استخراجي از سوسپانسيون طيف گسيل فلورسان  -3نمودار 
براث فاقد كلريد كادميم و  LBباكتريايي انكوباسيون شده در محيط كشت 

 )استخراج با فرآيند جوشاندن(نمونه شاهد  -سولفيد سديم

 

تهييج فلورسانس نمونه استخراجي از ) 2(گسيل و ) 1(طيف   -4نمودار 
د كادميم و سولفيد سديم سوسپانسيون باكتريايي انكوباسيون شده با كلري

 CdSبراي بررسي تونايي باكتري در سنتز داخل سلولي نانو ذرات 
  )استخراج با فرآيند شوك اسمزي(

  

 

تهييج فلورسانس نمونه استخراجي از ) 2(گسيل و )1(طيف   -5نمودار 
براث فاقد  LBسوسپانسيون باكتريايي انكوباسيون شده در محيط كشت 

استخراج با فرآيند شوك (نمونه شاهد -يد سديمكلريد كادميم و سولف
  )اسمزي

 

توزيع اندازه ذرات در نمونه استخراجي از سوسپانسيون  -6نمودار 
فاقد كلريد ) الف(براث  LBباكتريايي انكوباسيون شده در محيط كشت 

كلريد كادميم و  mM 1حاوي ) ب(شاهد  -كادميم و سولفيد سديم  نمونه
سي تونايي باكتري در سنتز داخل سلولي نانو ذرات سولفيد سديم براي برر

CdS . در هر دو نمونه استخراج با فرآيند شوك اسمزي صورت گرفته
  .است
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توزيع اندازه ذرات در نمونه استخراجي از سوسپانسيون  -7نمودار 
فاقد كلريد ) الف(براث  LBباكتريايي انكوباسيون شده در محيط كشت 

كلريد كادميم و  mM 1حاوي ) ب(شاهد  -م  نمونهكادميم و سولفيد سدي
سولفيد سديم براي بررسي تونايي باكتري در سنتز داخل سلولي نانو ذرات 

CdS .در هر دو نمونه استخراج با فرآيند جوشاندن صورت گرفته است.  

 
نانو ذرات  (SEM)تصوير ميكروسكوپ روبشي الكتروني   -2شكل 

CdS  سنتز زيستيي باE. coli 35218  با بزرگ نماييµm 1  
  
  
  

 

  
 E. coliسنتز زيستيي در  CdSنانو ذرات  - الف) 1(تصاوير   -3شكل 

تصوير ميكروسكوپ روبشي الكتروني  -بعد از سانتريفيوژ ب 35218
)SEM ( نانو ذراتCdS سنتز زيستيي با بزرگ نماييµm 2  )2 ( كانال

 µm 2ا بزرگ نمايي سنتز زيستيي ب CdSاز نانو ذرات   WDXآناليزور 
  عنصرگوگرد -عنصر كادميم د - ج: براي

  

 
 nmسنتز زيستيي با بزرگ نمايي  CdSنانو ذرات  SEMتصوير   -4شكل

500  
  
  

 
سنتز زيستيي روي سطح  CdSفلورسانس نانو ذرات ) 1( -5شكل 

ساعت كشت اوليه باكتري  18بعد از (  E. coli 35218سلولهاي باكتري 
-LBساعت كشت در محيط  22و  LB-L.Cystein %1در محيط 

L.Cystein %1  حاويmM 1 فلورسانس و سنتز ) 2) (كلريد كادميم
ساعت كشت اوليه باكتري در محيط  18بعد از (  CdSاندك نانو ذرات 

LB  ساعت كشت در محيط  22براث وLB-L.Cystein %1  حاوي
mM 1 18از  بعد(عدم فلورسانس در نمونه شاهد ) 3) (كلريد كادميم 

تعويض محيط  LB-L.Cystein %1ساعت كشت اوليه باكتري در محيط 
فاقد كلريد  LB-L.Cystein %1ساعت كشت در محيط  22و مجدداً 

  )كادميم
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 بحث  -4
اولين گام براي سنتز زيستي نانو ذرات سولفيد كادميم با 

از نقطه (تعيين غلظت يون كادميم  E. coliاستفاده از باكتري 
و زمان مناسب براي ) يت براي سلول هاي باكترينظر سم

براي تعيين غلظت و . ]6[افزودن محلول كلريد كادميم بود 
زمان مناسب جهت افزودن محلول كلريد كادميم به محيط 
كشت باكتري، تأثير حضور غلظت هاي مختلف از كلريد 

با . بررسي شد E. coli 35218كادميم بر روي رشد باكتري 
ارهاي به دست آمده مشخص شد كه حضور توجه به نمود

از كلريد كادميم مانع از رشد ) mM) 5/0حتي مقادير اندك 
) در مقايسه با نمونه كنترل(مؤثر باكتري در مرحله لگاريتميك 

در نتيجه براي افزودن محلول كلريد ). 8نمودار (مي شود 
  .كادميم بهترين زمان فاز ايستايي است

  

  
 ODر حضور يون كادميم در رشد و تغييرات بررسي تأثي -8نمودار 

نمونه كنترل فاقد يون كادميم ) 1(در زمان هاي مختلف از كشت باكتري 
كلريد كادميم  mM 5/0محيط كشت باكتري حاوي  2در نمونه ) 2. (است
  .است

از سويي ديگر به دليل رسوب مقادير اندكي از كادميم در 
غلظت بهينه را  ODنمي توان با اندازه گيري  LBمحيط كشت 

چون متناسب با افزايش غلظت كادميم و . اندازه گيري كرد
نيز افزايش مي يابد بنابراين همانند بعضي  ODميزان رسوب، 

از پژوهش هاي قبلي نمي توان براي تعيين مقاومت نسبت به 
 ODكادميم در سويه هاي كلون شده كه از اندازه گيري 

در نتيجه براي . ]9 - 11[استفاده شده است، استفاده نمود 
در . تعيين غلظت مناسب بايد از روش ديگري استفاده كرد

تعيين مقاومت باكتري ها نسبت به آنتي بيوتيك ها از دو 
با استفاده از تلقيح غلظت  MICروش آنتي بيوگرام و تعيين 

هاي متفاوت از آنتي بيوتيك به باكتري در ميكروپليت استفاده 
جا كه يون كادميم نيز سمي است و  مانع از آن. ]12[مي كنند 

از رشد باكتري مي شود، استفاده از اين دو روش براي تعيين 
 MICتعيين (در روش دوم . غلظت مناسب كادميم ارزيابي شد

به دليل تشكيل ) با ايجاد رقت هاي مختلف در ميكروپليت
كشت، نمي توان حضور يا عدم  رسوب كادميم در محيط

ي را در چاهك هاي ميكروپليت حضور رسوب باكتر
تعيين (بنابراين از روش اول يعني آنتي بيوگرام . تشخيص داد

MIC با ساخت ديسك . استفاده شد) با استفاده از ديسك
) 10به  1نسبت (هايي از كلريد كادميم با غلظت هاي مختلف 

و اندازه گيري قطر هاله عدم رشد ايجاد شده اطراف ديسك 
از آنجا كه . هاي مختلف تعيين شد ها ميزان سميت غلظت

بعد از قرارگيري ديسك روي محيط آگار محلول كلريد 
كادميم بارگذاري شده در آن به فضاي اطراف ديسك نفوذ مي 

. ] 13[كند و مانع از رشد باكتري در آن ناحيه مي شود 
غلظت يون كادميم در مركز بيشترين و در اطراف هاله كمترين 

نتيجه قطر هاله معياري از ميزان سميت  مقدار را داراست در
 .ماده مي باشد

 
توزيع قطر هاله در غلظت هاي مختلف از كلريد كادميم   -9نمودار 

  بارگذاري شده در ديسك
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11 Maximum of excitation                                  12Maximum of emission 

 
رابطه خطي بين لگاريتم غلظت كلريد كادميم بارگذاري شده   - 10نمودار 

  در ديسك با قطر هاله عدم رشد تشكيل شده اطراف آن
  

رسي نمودار داده هاي مربوط به هر غلظت مي توان به با بر
 :شكل تخميني به رابطه ذيل رسيد

 
d  :  سانتي متر(قطر هاله(  
C   : غلظت محلول كلريد كادميم بارگذاري شده در ديسك

  )ميلي مولار(
بنابراين با توجه به داده هاي به دست آمده حاصل از آنتي 

براي سنتز زيستي در بيوگرام بيشترين غلظتي كه مي توان 
). 6شكل (مي باشد  mM 1مرحله فاز ايستايي استفاده كرد، 

اين غلظت دقيقاً همان غلظتي است كه از آن در سنتز زيستي 
نانو ذرات سولفيد كادميم در پژوهش هاي قبلي استفاده شده 

  .]14و  6[است 

 
در اطراف ديسك ) عدم رشد باكتري(عدم تشكيل هاله   -6شكل 

  mM 1ري شده با محلول كلريد كادميم بارگذا
  

در پژوهش هاي قبلي براي تعيين سميت يون كادميم، 
باكتري با كلريد كادميم انكوباسيون شده و از روش شمارش 

كولوني با كشت بر روي پليت استفاده شده است كه تلقيح 
در حالت اول در محيط . كلريد كادميم در دو حالت بوده است

نجام شده و بعداً روي پليت آگار كشت و مايع انكوباسيون ا
شمارش صورت گرفته است ولي در حالت دوم محيط آگار 

ولي با انجام  ] 16و  15[خود حاوي كلريد كادميم بوده است 
حتي با وجود غلظت هاي  E. coli 35218فرآيند مشابه براي 

بالا از كلريد كادميم در محيط كشت، تعداد كولوني ها رشد 
لاندا از محصول انكوباسيون  10با تلقيح (پليت يافته روي 

) O.Nباكتري با كلريد كادميم روي پليت مك كانكي و كشت 
غير قابل شمارش بودند در حاليكه در غلظت هاي بالا از 
. كلريد كادميم باكتري قادر به رشد و ادامه حيات نخواهد بود
 بنابراين روش شمارش كولوني در اين پژوهش ناكارآمد بوده

يكي از مؤثرترين  MICالبته شايان ذكر است كه اگر چه . است
روش هاي ارزيابي اثرات سمي فلزات سنگين براي فعاليت 
هاي ميكروبي بوده است ولي در حال حاضر هيچگونه 

براي ) آستانه اي از غلظت هاي فلزات سنگين(استانداردي 
تمايز بين سويه هاي حساس و مقاوم به فلزات سنگين وجود 

 .]17[دارد ن

با بررسي نمودارهاي توزيع اندازه ذرات، تهييج و گسيل 
فلورسانس محصولات خارج شده از داخل باكتري بر اثر 

مشخص ) 7نمودار(و بويل ) 6نمودار(فرآيند شوك اسمزي 
شد كه سنتز اين نانو ذرات به شكل داخل سلولي صورت 

طيف هاي گسيل فلورسانس نمونه كنترل و . نگرفته است
در (مونه انكوباسيون شده با كلريد كادميم و سولفيد سديم ن

تقريباً ) هر دو حالت استخراج با فرآيند بويل و شوك اسمزي
به عنوان مثال در استخراج با فرآيند شوك . بر هم منطبق است

 nmبراي نمونه كنترل در طول موج  11اسمزي بيشينه تهييج
 nm 328د كادميم و براي نمونه انكوباسيون شده با كلري 325

براي اين دو نمونه به  12همچنين بيشينه گسيل. بوده است
بوده است كه  nm 556و  nm 549ترتيب در طول موج هاي 

نشان عدم وجود تفاوت قابل ملاحظه بين نمونه كنترل و 
نمودار توزيع اندازه ذرات نيز براي نمونه . نمونه اصلي است

ريد كادميم و سولفيد شاهد و نمونه انكوباسيون شده با كل
در استخراج با فرآيند بويل نمونه شاهد و . سديم مشابه بود
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13 Bio Safety Level 
 

 

نمونه اصلي به ترتيب داراي بيشينه توزيع اندازه ذرات در 
و در فرآيند شوك اسمزي به ترتيب داراي  nm 109و  145

هستند كه نشان  nm 422و  391بيشينه توزيع اندازه ذرات در 
ملاحظه بين شاهد و نمونه اصلي دهنده عدم تفاوت قابل 

متوسط اندازه ذرات خارج شده از باكتري بسيار بزرگتر . است
از مقدار گزارش شده در پژوهش هاي قبلي است كه نشان 

به شكل داخل سلولي در اين  CdSدهنده عدم سنتز نانو ذرات 
  .]6[است  E. coliسويه از 

 
يون شده با محيط كشت مقايسه طيف گسيل باكتري انكوباس  - 11نمودار 

و نمونه باكتري انكوباسيون شده با محيط ) Control(فاقد كلريد كادميم 
استخراج با  -)Sample(كشت حاوي كلريد كادميم و سولفيد سديم 

  .فرآيند شوك اسمزي صورت گرفته است
  

 
مقايسه طيف گسيل باكتري انكوباسيون شده با محيط كشت   - 12نمودار 

و نمونه باكتري انكوباسيون شده با محيط ) Control(يم فاقد كلريد كادم
استخراج با  -)Sample(كشت حاوي كلريد كادميم و سولفيد سديم 

  .فرآيند بويل صورت گرفته است

در اين پژوهش براي اولين بار سنتز خارج سلولي نانو 
در پژوهش هاي . صورت گرفته است E. coliدر  CdSذرات 

سال (و همكارانش  Sweenyط توس CdSقبلي نانو ذرات 
سنتز  E. coliبه شكل داخل سلولي در دو سويه از ) 2004

سنتز داخل سلولي نيازمند فرآيند ليز ديواره . ] 6[شده بودند 
باكتري است به نحوي كه حداقل آلودگي را با اجزاي 

در نتيجه با اين روش . ] 18[ميكروارگانيسم داشته باشد 
تا . اين مشكل حل خواهد شد) سنتر خارج سلولي(جديد 

از باكتري ها،  CdSكنون در زمينه سنتز زيستي نانو ذرات 
در فرآيند سنتز زيستي . قارچ ها و مخمر ها استفاده شده است

 ιι (Klebsiella pneumoniae(طبقه [با كلبسيلا پنومونيه 
 nm 4نانو ذرات با اندازه تقريبي  ])NCIMB 418(پاتوژن 

در سنتز خارج سلولي اين نانو ذرات با  .]7[سنتز شده اند 
آنزيم هاي كاهنده يون هاي  Fusarium oxysporumقارچ 

سولفات را به سولفيد تبديل مي كنند و منتج به سنتز خارج 
. ] 8[مي شوند  nm 20 - 5با دامنه ابعادي   CdS NPsسلولي 

نانو ذرات تشكيل شده در پژوهش مذكور به شكل محلول 
ه در اين پروژه نانو ذرات به شكل نامحلول هستند درحالي ك

سنتز شده اند كه احتمالاً ناشي از تفاوت در نوع پروتئين هاي 
). 7شكل (و گروه هاي عاملي در سطح نانو ذرات است 

مشكل اصلي قارچ ها در فرآيند سنتز زيستي آن است كه 
تغييرات ژنتيكي ارگانيسم هاي يوكاريوتي براي شناخت كامل 

ي ويژه در توليد نانو ذرات بسيار دشوارتر از آنزيم ها
در مقايسه با كلبسيلا پنومونيه نيز . ] 19[پروكاريوت هاست 

آن يك  BSL 13بالاتر است چون  E . coli 35218ايمني كار با 
مي باشد يعني در افراد بزرگسال سالم ايجاد بيماري نمي 

مي كند  از سويي ديگر اين باكتري به آساني رشد. ] 20[نمايد 
و با فرآيند هاي متاژنيك مي توان ساختار ژنتيكي آن را تغيير 
داد به گونه اي كه بتوان با شناخت ژن هاي دخيل در اين 

را به شكل  CdSفرآيند سنتز زيستي بازدهي توليد نانو ذرات 
  .]21[قابل ملاحظه اي افرايش داد 
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14cysteine desulfhydrase 

 
 Fusariumچ سنتز با قار) CdS NPs )1سنتز خارج سلولي   -7شكل 

oxysporum ]8[ )2 ( سنتز باE. coli 35218  
  

در اين پژوهشي كه ما انجام داديم برخلاف كارهاي 
 Sweenyنظير ) E. coliدر  CdS NPsسنتز داخل سولي (قبلي

از نمك ) ايالات متحده آمريكا( 2004و همكارانش در سال 
ه ب L – Cysteineبلكه اسيد آمينه  ] 6[سولفيد استفاده نشد 

مورد استفاده قرار  LBعنوان منبع گوگرد در محيط كشت 
منبع گوگردي موجود در اين اسيد آمينه تنها با . ] 21[گرفت 

قادر به  14حضور باكتري و ترشح سيستئين دي سولفو هيدراز
مي باشد در حاليكه استفاده از نمك هاي  ايجاد يونهاي 

ث ايجاد سولفيد كادميم باع) مانند سولفيد سديم(سولفيدي 
مي شود و اگر به شكل خارج سلولي سنتزي )بالك(توده اي 

از سويي . توسط باكتري صورت گيرد قابل تمايز نخواهد بود
در محيط كشت عاملي براي  L – Cysteineديگر حضور 

با افزودن . ] 21[است  CdSترغيب سنتز زيستي نانوذرات 
و  L-Cysteineوي محلول كلريد كادميم به محيط كشت حا

مواجهه باكتري ها با سميت ناشي از اين يون، باكتري شروع 
به ترشح سيستئين دي سولفوهيدراز مي كند تا با ايجاد يون 
هاي سولفيدي، يون هاي كادميم را به نانو ذرات نا محلول 

اين راه يكي از روش هاي غلبه بر سميت يون . تبديل كند
نكته جالب . ]22 [هاست هاي فلزي توسط ميكروارگانيسم 

 LB-L.Cysteineآن است كه در نمونه اي كه از ابتدا با محيط 
توانايي توليد نانو ذرات ) ساعت 40(انكوباسيون شده بود 

CdS  ساعت در  18بيش از نمونه اي بود كهLB  22و  
فلورسانس . كشت شده بودند LB-L.Cysteineساعت در 

ز نمونه سوم است كه نمونه ي اول به شكل چشمگيري بيش ا

و  CdSاين امر حاكي از توليد مقدار بيشتري از نانو ذرات 
در . تجمع آنها در روي سطح خارجي ديواره باكتري است

هيچگونه فلورسانسي ) 5و  4، 2نمونه (نمونه هاي شاهد 
نشان دهنده آن  5عدم فلورسانس در نمونه . مشاهده نشد

ي مسئول فرآيند سنتز است كه آنزيم هاي ترشح شده از باكتر
هستند و در غياب باكتري هيچگونه سنتزي  CdSنانو ذرات 

 .صورت نمي گيرد

 nmسنتزي با اين روش حدوداً  CdSاندازه نانو ذرات  
است  در حالي كه در كارهاي قبلي اندازه ذرات  70 - 100
شايد يكي از دلايل . ] 14و  7، 6[بوده است  nm 10زير 

ذرات، تجمع آنها در محيط خارج سلولي افرايش اندازه نانو 
بعد از فرآيند سنتز زيستي باشد همانند سنتز خارج سلولي در 

K.pneumoniae  كه ذرات بزرگتر)nm 200 ( از تجمع ذرات
  .] 7[ايجاد شده بودند ) nm 4(كوچكتر 

شكل نانو ذرات سنتزي با اين روش تقريباً كروي است كه 
تجمع نانو . ]14و 6[) 8(كلمشابه كارهاي قبلي بوده است ش

ذرات نيز در بعضي نواحي ميله اي شكل بوده و مانند باسيل 
است ولي ابعاد آنها كوچكتر از ابعاد سلول هاي  E. coliهاي 

اين اختلاف اندازه در شكل ذيل  كاملاً مشخص . باكتري است
 . است

  

  

يل با باس) الف، ج و د(سنتزي  CdSمقايسه شكل نانو ذرات   -8شكل 
]23[با استفاده از تصاوير ميكروسكوپ الكتروني ) ب( E. coliهاي 
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توزيع عناصر كادميم  CdSبراي اطمينان از حضور نانو ذرات 
تصاوير حاصل از كانال . و گوگرد در نمونه بررسي شد

نشان دهنده توزيع اتم هاي گوگرد و كادميم  WDXآناليزور 
ت اتم هاي گوگرد به نسب. ]6[) 13 - 3شكل (بودند  در نمونه
برابر مقدار محاسبه  5/3است كه اين مقدار حدوداً  28كادميم 

 Candida glabrataبا مخمر  CdSشده در سنتز نانو ذرات 
است كه دليل اين امر مي تواند حضور محيط غني از 

 ]24 [در اين فرآيند باشد   LB-L.Cysteine 1%گوگرد

  نتيجه گيري -5
در سويه  CdSتي نانو ذرات در اين پژوهش سنتز زيس

ابتدا غلظت . از باكتري اشرشياكولي بررسي شد  352118
مناسب از يون كادميم و زمان افزودن محلول كلريد كادميم به 

و  mM 1غلظت مناسب . سوسپانسيون باكتريايي تعيين شد
سپس سنتز . زمان افزودن محلول در فاز ايستايي باكتري بود

ين سويه بررسي و براي اولين بار داخل و خارج سلولس در ا
اثبات  CdSتوانايي اين سويه در سنتز خارج سلولي نانو ذرات 

نانو ذرات سولفيد كادميم به شكل نامحلول در محيط . شد
نانو ذرات سنتزي با اين . كشت غني از سيستئين تشكيل شدند

  .قرار داشتند nm 100 - 70روش در دامنه ابعادي 
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