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 ذرات نقره کلوئیدی بر ریز جلبک دریایینانو مطالعه اثر سمیت
 Nannochloropsis oculata 

 2، ایمان سوری نژاد1ژیلا قادرسربازی، 1سید علی جوهری

  ده منابع طبیعی، دانشگاه کردستانگروه شیلات، دانشک 1

 هرمزگان دانشگاه جوی، و دریایی فنون و علوم دانشکده شیلات، گروه  2

 مقاله: نوع

 پژوهشی

 چکیده

های  سلول ،Nannochloropsis oculataبر ریزجلبک  کلوئیدی به منظور بررسی سمیّت حاد نانوذرات نقره

های  در معرض غلظت OECD 201شماره  ندارداستا و بر اساس رهنمود ساعت 72جلبک به مدت 

ساعت انجام شد و متوسط نرخ رشد  24های جلبکی هر  مختلف نانوذرات نقره قرار گرفتند. شمارش سلول

های   در هر غلظت محاسبه گردید. همچنین مقادیر غلظت و درصد بازدارندگی متوسط رشد ویژه ویژه

درصد بازدارندگی متوسط رشد ( این نانوماده نیز بر اساس IC50( و غلظت بازدارنده میانی )ICبازدارنده )

و به وسیله نرم افزار پروبیت محاسبه شد. نتایج نشان داد که نانوذرات نقره حتی در کمترین غلظت  ویژه

شوند. بر این  می  Nannochloropsisریزجلبکگرم در لیتر( باعث کاهش رشد  میلی 005/0مورد بررسی )

 غلظت و (LOEC) سمیت کننده ایجاد غلظت ، کمترین(NOEC) سمیت اثر فاقد تغلظ اساس بیشترین

 036/0 ± 009/0 و 005/0، 001/0 برابر ترتیب جلبک مذکور به برای ماده این نانو میانی بازدارنده

زنی مواد  بندی و برچسب با توجه به سیستم هماهنگ جهانی دسته .دست آمده ب لیتر در گرم میلی

یا  "1حاد "جزو دسته   Nannochloropsisریزجلبکنانوذرات نقره مورد آزمون برای (، GHSشیمیایی )

های محتوی  گردند و هرگونه رهایش تصادفی یا عمدی فاضلاب بندی می مواد با سمّیت بسیار بالا طبقه

 دد.زیست آبزیان گر های آبی ممکن است باعث ایجاد اثرات غیر قابل جبران به محیط سازگان ها به بوم آن

 مقاله: تاریخچه

 05/08/94دریافت: 

 01/05/95اصلاح: 

 30/05/95پذیرش: 

 : کلمات کلیدی

 ریزجلبک 

 شناسی سم

 فیتوپلانتون

 نقره ذرات نانو
Nannochloropsis 

 هـمقدم

 گسترده طور به ینور و مکانیکی شیمیایی، الکتریکی، های خاص زیستی، مغناطیسی، دارا بودن ویژگی دلیل امروزه از نانو مواد به

 در هاانتشار آن باعث مواد این از گوناگون کاربردهای و صنعتی مقیاس در تولید افزایش(. Vanhaecke, 2016) شودمی استفاده

محیطی  زیست منجر به ایجاد خطرات است ممکن که است فاضلاب شده و کشاورزی و صنعتی شهری، هایزباله طریق از محیط

 ضد های خوب ویژگی دلیل نانوذرات نقره نیز به از استفاده نانو، فناوری پیشرفت با .(Daughton, 2004; Moore, 2006شود )

به  مختلف صنایع هایپساب از طریق نانوماده این مختلف افزایش یافته است و ورود صنایع در قارچی ضد و ویروس ضد باکتری،

 غذایی زنجیره سطح های گیاهی به عنوان اولین ویژه بر پلانکتون مختلف و بهبر آبزیان  آن تأثیر بررسی ضرورت آبی، های سازگان بوم

                                                           
 :نویسنده مسئول، پست الکترونیک          a. Johari@uok.ac.ir   
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 نقش آبزیان، غذایی زنجیره درعلاوه بر اهمیت های گیاهی  (. پلانکتونNavarro et al., 2008ساخته است ) اهمیت با را بسیار

مدل در  موجودات عنوان بههای گیاهی  پلانکتونز علاوه ا به. دارند آلوده های آب سازی پاک در تولید اکسیژن و همچنین در مهمی

 ریز جلبک(. Worms et al., 2012; Roy et al., 2016شود )مواد شیمیایی مختلف و از جمله نانومواد استفاده می بررسی سمیت

Nannochloropsis oculata ی  شاخه ازHeterokontophyta، ی رده Eustigmatophyceae ی  و خانوادهEustigmataceae باشد و  می

یافت  دریایی هایمحیط در اغلب جنس این هایگونهگرچه  (.Hibberd, 1981) باشدمی ی دیگر نیز گونه پنجدارای  این جنس

 تک ی این جنسهاگونه تمام (.Fawley and Fawley, 2007اند ) یافت شده نیز شور لب و های آب شیرین محیط در اما شوند می

غذای  عنوان به اغلب Nannochloropsis(. Hibberd, 1981) هستند متحرک غیر و میکرون( 4تا  2طر )ق بوده کوچک و سلولی

Rotifer مورد نیز  آبزیان و پرورش های تکثیرهای لاروی، در کارگاهایجاد شرایط مطلوب محیطی در تانک به منظور همچنین و

 (.Fulks and Main, 1991; Lubzens et al., 1995) گیرداستفاده قرار می

های آب شور در  رسد که اطلاعات بسیار محدودی در مورد اثر نانوذرات نقره بر ریزجلبک براساس جستجوهای انجام شده به نظر می

گرم در لیتر برای  میلی 2/0نشان دادند که نانوذرات نقره در غلظت  2012و همکاران در سال  Heدسترس باشد. به عنوان نمونه 

Chattonella marina باشند.  سمی میOukarroum  نانومتری بر یک  50به بررسی اثر نانوذرات نقره  2012و همکاران نیز در سال

( پرداختند و نشان Dunaliella tertiolecta( و یک گونه ریز جلبک آب شور )Chlorella vulgarisگونه ریز جلبک آب شیرین )

ROSهای فعال اکسیژن ) ها و افزایش گونه مانی سلول روفیل و زندهدادند که این نانوذرات باعث کاهش شدید محتوای کل
( و 1

به بررسی اثر نانوذرات نقره بر گونه  2013و همکاران در سال   Hazaniنیزی دیگری  شوند. در مطالعه ها می پراکسیداسیون چربی

گرم در  میلی 200و  100های بالا ) در غلظتپرداختند و نشان دادند که  D. tertiolectaو گونه آب شور  C. vulgarisآب شیرین 

شوند. همچنین این پژوهشگران  های مورد بررسی می لیتر(، نانوذرات نقره باعث مرگ سلولی و ایجاد استرس اکسیداتیو در پلانکتون

جود دیواره ی آب شیرین بالاتر بود که علت آن به عدم و ی آب شور مورد بررسی نسبت به گونه نشان دادند که حساسیت گونه

(. در مقابل در یک پژوهش دیگر نشان داده Hazani et al., 2013سلولی در جلبک آب شور مورد بررسی نسبت داده شده است )

نسبت به نانوذرات نقره بسیار بالاتر از ریزجلبک آب شیرین  Phaeodactylum tricornutumشد که مقاومت ریزجلبک آب شور 

Pseudokirchneriella subcapitata می ( باشدAngel et al., 2013.) 

 ریز جلبکی کلوئیدی بر  ی حاضر بررسی اثر نانوذرات نقره با توجه به محدود بودن اطلاعات در این رابطه، هدف مطالعه

Nannochloropsis oculata باشد. پروری می به عنوان یک پلانکتون گیاهی دریایی و یک ریزجلبک مهم از نظر آبزی 

 هامواد و روش

 این های ویژگی. گردید استفاده L2000 نانوسید تجاری نام با پارس نصب نانو شرکت ساخت نقره ذرات نانو کلوئید از پژوهش این در

 گزارش و گرفته قرار سنجش مورد کامل طوره ب( 2013) همکاران و Johari و( 2012) همکاران و Asghari مطالعات در کلوئید

 در گرم میلی 3980 غلظت با نقره ذرات نانو حاوی استفاده مورد کلوئید ،خلاصه طوره ب مذکور، العاتمط نتایج اساس بر. است شده

 ذرات نانو قطر هیدرودینامیک میانگین همچنین .بود pH 4/2 و ولت میلی -33/53 ± 86/7 ی2زتا ( پتانسیل±SD) میانگین لیتر،

 65/12( TEMطر ذرات بر اساس تصاویر میکروسکوپ الکترونی عبوری )و میانگین هندسی ق نانومتر 8/54 مذکور کلوئید در نقره

 .(1باشد )شکل  نانومتر می

                                                           
1 Reactive oxygen species 
2 Zeta potential 
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 (.Asghari et al., 2012 تصویر میکروسکوپ الکترونی نانوذرات نقره مورد استفاده در این مطالعه )برگرفته از .1شکل 

 سازمان" 201 شماره استاندارد رهنمود اساس بر و ساعت 72 مدت به حاد شناسی سم های طور کلی در این پژوهش آزمونه ب

های کشت و شرایط کشت جلبک در استاندارد مذکور  اما از آنجا که محیط .(OECD, 2011) شد انجام "اقتصادی همکاری و توسعه

 با توجه استاندارد فوق ،Nannochloropsisهای آب شیرین طراحی گردیده است، در پژوهش حاضر برای کشت جلبک  برای جلبک

طور ه (. بنابر این و بLavens and Sorgeloos, 1996های آب شور تعدیل گردید ) روش استاندارد موجود برای کشت جلبک به

های جلبکی استفاده شد. همچنین  هزار برای کشت سلول در قسمت 35 شوری و آب استریل شده با 3خلاصه از محیط کشت والنه

عدد آفتابی( برقرار و  3عدد مهتابی و  3عدد لامپ فلورسنت ) 6ساعته( با استفاده از  24کامل )در طی انجام آزمایشات، روشنایی 

و برای تلقیح هر لیتر محیط  گرفتلیتری انجام  2های  گراد بود. تمام آزمایشات در ارلن درجه سانتی 22 ± 2میانگین دمای آب 

طوری که در شروع هر آزمایش تراکم اولیه  به .استفاده شد Nannochloropsisلیتر نمونه خالص و غلیظ جلبک  میلی 5کشت، از 

 لیتر بود. عدد در میلی 24تا  20های جلبکی  سلول

اثر این  آزمایش اولیه برای یافتن محدوده پس از انجام چند Nannochloropsisجلبک  نانوذرات نقره در حاد سمیت بررسی برای

 ،013/0 ،009/0 ،007/0 ،005/0 شامل غلظت 10 معرض عت و در سه تکرار درسا 72 مدت های جلبکی به ماده، سلول نانو

 قرار( نانوذرات فاقد آب) شاهد گروه همراه به نانوذرات نقره لیتر در گرم میلی 103/0 و 073/0 ،052/0 ،037/0 ،026/0 ،019/0

 .گرفتند

بار انجام شد. در تمام  ساعت یک 24های شاهد هر  روههای مختلف نانوذرات و گ های جلبکی در معرض غلظت برداری از سلول نمونه

ها با  میکرولیتر نمونه برداشته شد و شمارش سلول 100بار و هر بار  3های جلبکی از هر ارلن  توده سلول مراحل، برای تعیین زی

( با استفاده از رابطه µi-j) tا زمان ت iاز زمان  متوسط نرخ رشد ویژه. در مرحله بعد گرفتاستفاده از لام هموسیتومتر )نئوبار( انجام 

جلبک در  توده زی  Ciگذاری است، معرض ی در زمان پایان دوره tj گذاری، معرض ی در زمان شروع دوره ti دست آمد، که در آنه ب 1

                                                           
3 Walne's  medium 
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دست ه ب 2 ( با استفاده از رابطهIr%همچنین درصد بازدارندگی متوسط رشد ویژه ) است. j جلبک در زمان توده زی  Cjو iزمان 

های در معرض  مقدار متوسط نرخ رشد ویژه در هر یک از گروه 𝜇tمقدار متوسط نرخ رشد ویژه در گروه شاهد و  𝜇𝑐آمد که در آن 

 ساعت است. 72نانوذرات نقره بعد از 

µi-j =   ( 1رابطه) 

 Ir =  × 100  (2)رابطه      

های  درصد بازدارندگی متوسط رشد ویژه در غلظت( نیز بر اساس IC50( و غلظت بازدارنده میانی )ICنده )های بازدار  مقادیر غلظت

( امریکا زیست محیط حفاظت سازمان توسط شده منتشر) EPA Probit Analysis افزار نرم 5/1 و با استفاده از نسخهمختلف 

 .شد محاسبه

 ج ـنتای

نشان داده شده  2های مختلف نانوذرات نقره در شکل  های مختلف و در غلظت مانطی ز Nannochloropsisمنحنی رشد جلبک 

برابر افزایش  49در گروه شاهد بیش از  Nannochloropsisهای جلبک  ساعت کشت، تراکم سلول 72است. بر این اساس، بعد از 

هایی که در معرض  در مقابل در گروهلیتر رسید.  سلول در میلی 1100لیتر به بیش از  سلول در میلی 22یافت و از حدود 

 نانوذرات نقره لیتر در گرم میلی 103/0 و 073/0 ،052/0 ،037/0 ،026/0 ،019/0 ،013/0 ،009/0 ،007/0 ،005/0های  غلظت

، 7، 7، 7، 8، 10، 17، 19، 23ساعت نسبت به شروع آزمایشات به ترتیب حدود  72های جلبکی پس از  بودند، افزایش تراکم سلول

 در رویارویی با نانوذرات نقره است. Nannochloropsisدهنده کاهش رشد جلبک  برابر افزایش یافت که نشان 3و  5

های مختلف نانوذرات نقره در  ساعت رویارویی با غلظت 72پس از  Nannochloropsisجلبک  درصد بازدارندگی متوسط رشد ویژه

ترین غلظت مورد بررسی، نانوذرات نقره باعث بازدارندگی متوسط رشد ویژه این نشان داده شده است. بر این اساس، در بالا 3شکل 

 درصد گردیده اند. 68جلبک به میزان بیش از 

NOEC) سمیت اثر فاقد غلظت بیشترین آزمایشات اولیه و اصلی، های داده بررسی اساس بر
 کننده ایجاد غلظت کمترین و( 4

LOEC) سمیت
 لیتر در گرم میلی 005/0 و 001/0 برابر ترتیب به ساعت، 72 طی Nannochloropsis جلبک برای نانوذرات نقره( 5

 از استفاده باهای مختلف  مربوط به درصد بازدارندگی متوسط رشد ویژه در غلظت های داده بررسی اساس بر همچنین .دست آمده ب

MATC) قبول قابل غلظت حداکثر ،(1 جدول)پروبیت  افزار نرم
 لیتر در گرم میلی 001/0 برابر مذکور، جلبک برای قرهنانوذرات ن( 6

 به Nannochloropsisجلبک  برای ساعت 72 طی نانوذرات نقره( IC50) میانی بازدارنده غلظت اساس همین بر .گردید محاسبه

 گردید. برآورد لیتر در گرم میلی 036/0 ± 009/0 میزان

                                                           
4 No Observable Effect Concentration 
5 Lowest Observable Effect Concentration 
6 Maximum Acceptable Toxicant Concentration 
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 .N. oculata جلبک ها در ریز ساعته نانوذرات نقره و حدود اطمینان مربوط به هر یک از آن 72( ICهای بازدارنده ) مقادیر غلظت .1جدول 

های  غلظت

 مؤثره
 گرم در لیتر( غلظت )میلی

 گرم در لیتر( )میلی %(95حدود اطمینان )

 حد بالا حد پایین

IC1 000/0 000/0 000/0 

IC5 000/0 000/0 001/0 

IC10 001/0 001/0 002/0 

IC15 002/0 001/0 004/0 

IC50 036/0 029/0 047/0 

IC85 547/0 300/0 375/1 

IC90 041/1 511/0 115/3 

IC95 694/2 121/1 490/10 

IC99 048/16 868/4 709/102 

 منحنی رشد ریزجلبک  .2شکل 

N. oculata  ساعت رویارویی  72طی

 های مختلف نانوذرات نقره. با غلظت

 

درصد بازدارندگی متوسط  .3شکل 

پس  N. oculataجلبک ریز رشد ویژه

های  ساعت رویارویی با غلظت 72از 

 مختلف نانوذرات نقره.
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 بحث 

ی شناسی حاد بر رو های سم دارد که در آزمون بیان می "اقتصادی همکاری و توسعه سازمان" 201 شماره استاندارد رهنمود

(. بر این OECD, 2011برابر افزایش یابد ) 16ساعت باید حداقل  72ها در گروه شاهد طی  های تک سلولی، تعداد سلول جلبک

دهد کشت در شرایط استاندارد انجام شده است  ی جلبکی در پژوهش حاضر نشان می توده برابری زی 50، افزایش نزدیک به اساس

 اند. افی برای رشد و تکثیر برخوردار بودههای جلبکی نیز از توانایی ک و سلول

ترین غلظت مورد آزمون نیز باعث ایجاد سمیت در  دست آمده در این مطالعه، نانوذرات نقره حتی در کمه با توجه به نتایج ب

سلولی و اند و در واقع حضور این نانوذرات در محیط کشت جلبک مذکور مانع تقسیم  گردیده Nannochloropsisریزجلبک دریایی 

تر غلظت نانوذرات نقره در  دست آمده، با افزایش هرچه بیشه ها گردیده است. همچنین بر اساس نتایج ب افزایش عادی تعداد سلول

دهد تأثیر این نانوذرات بر ریزجلبک مورد  تر قابل مشاهده بوده است که نشان می ها نیز بیش محیط کشت، کاهش رشد جلبک

های تحت تیمار نانوذرات نقره  های گروه شاهد با گروه ست. از طرفی با گذر زمان، اختلاف رشد جلبکمطالعه وابسته به غلظت ا

 است. Nannochloropsisی تأثیر وابسته به زمان نانوذرات نقره بر جلبک  بیشتر قابل مشاهده است که نشان دهنده

که نانوذرات نقره به طور مستقیم باعث ایجاد  بیش از آن دهد که ها نشان می مطالعات موجود در مورد اثر نانومواد بر ریزجلبک

های آب شور و شیرین شوند، ساز و کار اصلی ایجاد سمیت نانوذرات نقره در این دسته از آبزیان، انحلال  سمیت در ریزجلبک

Agهای نقره ) تدریجی یون
 ,.Navarro et al., 2008; Miao et al., 2009; He et al( از این نانوذرات به محیط پیرامون است )+

 ;Navarro et al., 2008نانومتر است ) 20تا  5ها بین  جا که قطر منافذ موجود در دیواره سلولی ریزجلبک (. البته از آن2012

Surendhiran and Vijay, 2014ها بر  ها به داخل سلول و تأثیر مستقیم آن (، احتمال عبور نانوذرات از این منافذ و ورود آن

ذرات نقره به ترتیب باعث آسیب و نانو های نقره باشد. نشان داده شده است که یون های داخل سلولی نیز دور از ذهن نمی مکاندا

 ,Dewez and Oukarroumهای فتوشیمیایی فتوسنتز ) از واکنشو جلوگیری ( Pillai et al., 2014زدن به فتوسنتز و چرخه کلوین )

 شوند.  می Chlamydomonas reinhardtii( در ریزجلبک آب شیرین 2012
در  Nannochloropsis oculataجلبک  برای ساعت 72 طی میانی نانوذرات نقره بازدارنده نتایج مطالعه حاضر نشان داد که غلظت

دارنده غلظت باز ،(2015و همکاران ) Sohnباشد. بر اساس نتایج مطالعه  می لیتر در گرم میلی 036/0 گرم در لیتر، 35آب با شوری 

لیتر برآورد  در گرم میلی 74/0در آب شیرین  Raphidocelis subcapitataمیانی نانوذرات نقره طی همین زمان برای جلبک 

سمیت نانوذرات نقره در آب شور بالاتر از آب شیرین بوده است. یک علت  ادهد که ظاهر گردیده است. مقایسه این اعداد نشان می

های ذاتی بین این دو گونه ریزجلبک )مثل تفاوت در ساختار و ترکیبات دیواره سلولی( و همچنین  تواند تفاوت این اختلاف می

تفاوت بین انواع نانوذرات نقره مورد بررسی در این دو مطالعه )مثل تفاوت اندازه و بار الکتریکی ذرات( باشد. از طرفی علت احتمالی 

( و Angel et al., 2013یابد ) های نقره از نانوذرات نقره افزایش می یون دیگر این است که با افزایش شوری آب، سرعت رهایش

تر  ها در محیط بیش ها هستند و هرچه غلظت آن ها عامل اصلی ایجاد سمّیت در ریزجلبک تر ذکر شد، این یون طور که پیش همان

باشد؛ به عنوان  های شیمیایی بسیار پیچیده می تری نیز قابل مشاهده است. البته این موضوع از نظر واکنش باشد، اثرات سمی بیش

های نقره رها شده از نانوذرات نقره  ها با یون یابد که این یون های کلر نیز در آب افزایش می مثال با افزایش شوری، غلظت یون

ها  لکسدهند که میزان دسترسی زیستی و سمیت هر یک از این کمپ می Ag-Clهای مختلف  واکنش داده و تشکیل کمپلکس

(. همچنین نشان داده شده است که عوامل محیطی مختلف Miao et al., 2009; Salari Joo et al., 2013باشد ) متفاوت می

باشند  همچون اسیدیته، شوری، مواد آلی محلول در آب و غیره بر سمیت مواد شیمیایی مختلف و از جمله نانومواد تأثیرگذار می

(Lapresta-Fernández et al., 2012در مطالعه دیگری نشان داده شد که نانوذرات نقره اثر متفاوتی بر کشت .)  های قدیمی یا جدید

های تازه کشت  میکرومولار رشد ریزجلبک 46وذرات در غلظت که این نان طوری گذارند، به می C. reinhardtii ریزجلبک آب شیرین

(. همچنین نشان داده شده است Stevenson et al., 2013ی نداشتند )های قدیمی تأثیر داده شده را متوقف ساختند، ولی بر کشت
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C. reinhardtii (Navarro et al., 2012 )ها بر رشد ریزجلبک آب شیرین  که پوشش متفاوت نانوذرات نقره، باعث تأثیر متفاوت آن

های فیزیکی و شیمیایی  به ویژگی این توجه. بنابرشود ( میTuominen et al., 2013) Pseudokirchneriella subcapitataو 

ها کاملا ضروری  نانومواد مختلف )همچون نوع پوشش، شکل، اندازه، بار الکتریکی، ساختار بلورین و ....( در زمان آزمودن سمیت آن

 رسد و لازم است سمیت هر نانوماده به صورت مجزا از دیگری مورد بررسی قرار گیرد.  به نظر می

زنی مواد  بندی و برچسب ظت بازدارنده میانی در این مطالعه و بر اساس سیستم هماهنگ جهانی دستهبا توجه به نتایج غل

یا مواد با سمّیت  "1حاد "جزو دسته  Nannochloropsis(، نانوذرات نقره مورد آزمون برای ریزجلبک GHS, 2011) 7شیمیایی

های  سازگان های محتوی این نانوماده به بوم صادفی یا عمدی فاضلابگردند. بر این اساس هرگونه رهایش ت بندی می بسیار بالا طبقه

های محتوی نانوذرات نقره  این تصفیه پساب. بنابرزیست آبزیان گردد آبی ممکن است باعث ایجاد اثرات غیر قابل جبران به محیط

 رسد. زیست ضروری به نظر می پیش از تخلیه به محیط

 تشکر و قدردانی

( پرداختی از سوی معاونت پژوهشی دانشگاه 14423/4ین پژوهش از محل اعتبار ویژه پژوهشی )گرنت شماره های انجام ا هزینه

 کردستان به دکتر سید علی جوهری تأمین شده است.
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