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سارگاسوم آنگوستیفولیوم در ماهی کپور معمولی
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 چکیده  
زمینه مطالعه: استفاده از اصول شیمی سبز در سنتز نانو مواد دارای اهمیت ویژه ای در بحث نانوبیوتکنولوژی و زیست پزشکی می باشد، 
بنابراین اخیرا سنتز نانوذرات نقره با استفاده از گیاهان و جلبک های دریایی با روش بیولوژیکی به دلیل سازگاری این روش با محیط زیست خیلی 
متداول شده است. هدف: هدف از این مطالعه سنتز زیستی نانوذرات نقره با استفاده از عصاره الکلی جلبک Sargassum angustifolium و 
بررسی سمیت آن در ماهی کپور معمولی می باشد. روش کار: در این مطالعه سنتز زیستی نانوذرات نقره با استفاده از عصاره الکلی جلبک سارگاسوم 
با روش خارج سلولی انجام شد. در این روش عصاره گیری با استفاده از متانول صورت گرفت، سپس غلظت کشنده نانوذره نقره مذکور بر اساس 
روش استاندارد O.E.C.D به صورت ساکن )static renewal( و به مدت 96 ساعت در ماهی کپور معمولی مورد بررسی قرار گرفت. نتایج: بر 
اساس نتایج میکروسکوپ الکترونی عبوری )TEM(،  نانوذرات سنتزشده دارای شکل کروی و با اندازه nm 0/062± 42/31 بودند. نتایج سمیت 
 ± 0/004 mg/l  در زمان های 24، 48، 72 و 96 ســاعت بعد از مجاورت ماهیان با نانوذرات نقره ســنتز شده به ترتیب LC50 نشــان داد که میزان
77/91، 0/012 ± 50/56، 0/007 ± 29/01 و 0/019 ± 9/73 و میزان حداکثر غلظت مجاز و  LOEC، به ترتیب mg/l 0/97 و 2/5، محاسبه شد. 
نتیجه گیری نهایی: آنالیزهای مربوط به مشخصه یابی و تعیین ویژگی های نانوذرات نشان دهنده تأیید سنتز نانوذرات نقره و احیاء یون های نقره 
توسط عصاره الکی جلبک سارگاسوم می باشد. طبق نتایج به دست آمده از تست سمیت، میزان تلفات در ماهی کپور معمولی با افزایش غلظت و 

افزایش زمان مجاورت روند افزایشی نشان داد که نشان دهنده سمی بودن این ماده در غلظت های بالا برای ماهی کپور معمولی می باشد.

واژه های کلیدی: سنتززیستی، سمیت، جلبک دریایی Sargassum angustifolium، نانوذرات نقره، کپور معمولی

مقدمه
ویژگی های منحصر به فرد نانوذرات مانند اندازه بســیار کوچک به نحوی 

که قادر به ورود به داخل ســلول یا بافت هدف هســتند، سبب کاربرد آنها 

در حوزه های متفاوتی از علوم زیســتی شده است و در نهایت منجر به تولد 

گرایش جدیدی از این فناوری، یعنی "نانوبیوتکنولوژی" شــده اســت )20(. 

در صنعت شــیلات و آبزی پروری نیز، نانوذرات نقره کاربردهای گوناگونی 

یافته اند که از آن جمله می توان به ساخت نانو فیلترها، ساخت انکوباتور با 

اســتفاده از سطوح پوشش داده شده با نانوذرات نقره و استفاده از رنگ های 

حاوی نانوذرات نقره در دیواره اســتخرها و حوضچه های نگهداری ماهیان 

به منظور ایجاد ســطوح آنتی باکتریال، اشــاره کرد )26(. معمولًا نانوذرات 

فلزی با استفاده از روش های شیمیایی، مکانیکی )3،35( و الکتروشیمیایی 

)25( سنتز می شــوند در این روش ها جهت سنتز نانوذرات نقره از ترکیبات 

شیمیایی ســمی استفاده می شــود که می توانند اثرات منفی زیادی هم بر 

روی محیط آب و هم آبزیان داشــته باشد اگر اســتفاده از نانوفناوری های 

نقره گســترش یابد، امکان افزایش غلظت های نقره در طبیعت، به صورت 

محلی و منطقه ای، حتی بیشتر از سطوح حداکثر نقره محلول مشاهده شده 

در آب های آلوده از نظر تاریخی نیز، وجود خواهد داشــت که این موضوع 

نگرانی های مربوط به خطرات اکولوژیکی را تشدید می سازد )19(. به خاطر 

اثرات مخرب این روش ها بر محیط زیست و آبزیان، در حال حاضر یکسری 

روش های جایگزین برای ســنتز این نانومواد که با محیط زیست سازگاری 

بهتری داشته و آلودگی کمتری ایجاد کنند ضروری بنطر می رسد یکی از این 

روش ها، روش بیولوژیکی می باشد در این روش تلاش شده است که برای 

سنتز نانو ذرات فلزی به جای مواد شیمیایی و سمی از میکروارگانیسم ها و 

مواد گیاهی که در طبیعت وجود دارند، استفاده شود تا از آلوده شدن محیط 

زیست جلوگیری شــده و اثرات سمی کمتری در مقایسه با نانوذرات سنتز 

شده با روش شیمیایی داشته باشد. یکی از این منابع که می توانند در بحث 

نانوتکنولوژی و ســنتز نانوذرات مورد استفاده قرار گیرند گیاهان دریایی یا 

جلبک های دریایی هســتند که به دلیل فراوانــی و دارا بودن انواع ترکیبات 

فیتوشــیمیایی متنوع از قبیل پروتئین هــا، کربوهیدرات هــا، آلکالوئیدها، 

استروئیدها، فنول ها، ساپونین و فلاونوئیدها )20( می توانند نقش مهمی در 

احیاء یون های فلزی و تبدیل آن به فرم نانو را به شکل خارج سلولی داشته 

باشند. ماهی کپور معمولی متعلق به خانواده کپورماهیان و از ماهیان گرمابی 

پرورشــی مهم و با اهمیت اقتصادی بالا در اســتان خوزستان می باشد. در 
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سال های اخیر مطالعات متعددی در رابطه با تأثیر سمیت نانوذرات نقره سنتز 

شــده با روش های شیمیایی بر ماهیان توسط محققین مختلف انجام شده 

است )1،2،4،8،9،11،16،31(. بنابراین بررسی سمیت نانوذرات سنتزشده با 

روش بیولوژیکی نیز قبل از توسعه هرچه بیشتر این روش سنتزی در صنعت 

نانوتکنولوژی، ضروری به نظر می رسد. مطالعه حاضر اولین مطالعه در زمینه 

ســمیت نانوذرات نقره سنتز شــده با روش بیولوژیکی بر روی ماهی کپور 

معمولی می باشــد. نتایج این مطالعه می تواند به وضع استانداردها و قوانین 

زیست محیطی نانوذرات کمک کند.

مواد و روش کار
 :Sargassum angustifolium سنتز نانوذرات نقره با جلبک دریایی

جلبــک دریایــی Sargassum angustifolium پــس از جمع آوری از 

سواحل بوشهر به آزمایشگاه بهداشت آبزیان دانشکده دامپزشکی دانشگاه 

شهید چمران اهواز انتقال داده  شدند. در آنجا پس از شستشو با آب مقطر به 

مدت یک هفته در زیر سایه قرار داده شدند تا خشک گردند )30(. نمونه های 

خشک شــده توسط گریندر به شکل پودر در آورده شدند برای تهیه عصاره 

متانولی، g 10 از پودر خشــک شده جلبک با cc 40 متانول مخلوط مخلوط 

شــده و به مدت 10 ســاعت به حالت سکون ماند. سپس عصاره ها به مدت 

25 دقیقه با ســرعت rpm 4000 دوبار سانتریفیوژ گردید و محلول رویی با 

استفاده از کاغذ صافی واتمن NO.1، فیلتر شد. جهت حذف حلال از عصاره 

از اپراتور تحت خلاء اســتفاده گردید. برای ســنتز نانوذرات نقره از محلول 

 17 mg نیترات-نقره به عنوان دریافت کننده یا پیش ساز استفاده  شد. مقدار

 Ag+، cc 100 آب مقطر حل شد. به منظور احیاء یون های cc نیترات نقره در

10 عصاره جلبک به cc 90 محلول نیترات نقره mM 1 اضافه شد )13(. در 

نهایت برای تعیین ویژگی ها و اطمینان از تولید و کیفیت نانوذرات نقره سنتز 

Perkin- مدل )UV-vis( شده از دستگاه های طیف ســنج فرابنفش مرئی

Elmer, Lambda 12 )جهت ی ســنتز نانوذرات نقره( ، میکروســکوپ 

الکترونــی عبوری )TEM( مدل 906E LEO )برای تعیین شــکل و اندازه 

نانوذرات و توزیع ذرات( استفاده شد.

تهیه و شرایط نگهداری ماهیان: تعداد 1000 قطعه ماهی کپور معمولی 

با میانگین وزنی g 16/45± 78/99 )انحراف معیار ± وزن(، از مزارع پرورش 

ماهی اطراف شوشتر تهیه و به آزمایشگاه تحقیقاتی بخش بهداشت آبزیان 

دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز منتقل گردیدند. ماهی  ها 

برای تطابق با شرایط آزمایشگاه به مدت دو هفته در آکواریوم های تمیز و 

کاملًا ضدعفونی شــده با حجم l 150 همــراه با هوادهی ملایم نگهداری 

شدند و در طول این مدت به میزان 2% وزن بدن، در دو نوبت )صبح و عصر( 

با غذای کنسانتره تجاری غذادهی شدند. 

تعیین ســمیت نانوذرات نقره ســنتز شــده از جلبک دریایی در ماهی 

کپــور معمولــی: پس از اتمام دوره ســازگاری و 24 ســاعت قبــل از انجام 

آزمایشــات ســمیت، غذادهی به ماهیان قطع گردیــد. از آنجا که تاکنون 

مقادیر دقیق غلظت حدکشندگی نانوذرات نقره سنتز شده از جلبک دریایی 

Sargassum angustifolium در ماهــی کپور معمولی  تعیین نشــده 

بنابراین برای تعیین دوز کشــنده  نانوذرات نقره در ابتدا با انجام آزمایشات 

مقدماتی، مقادیر واقعی حدکشــندگی به-دست آمد. محدوده کشندگی بر 

اســاس اولین غلظتی که در مدت 96 ساعت تلفات در آن مشاهده می شود 

و اولیــن غلظتی که 100% تلفات را در پــی دارد تعیین می گردد. برای این 

کار، 5 قطعه ماهی در هر آکواریوم با حجم l 50 مجهز به سیستم هوادهی 

 ،35 ،25 ،15 ،5 ،2/5 ،1 ،0/5 mg/l منتقل شده و با غلظت های صعودی

45، 55، 65، 75، 85، 95 و 105 نانوذرات نقره سنتز شده از جلبک دریایی 

Sargassum angustifolium مجاور گردیدند. آزمایش ها با 14 تیمار 

و 3 تکرار با غلظت های مذکور انجام شد. در طول هر دو آزمایش مقدماتی 

و تعیین LC50، حرکات و رفتارماهیان از جمله حرکات ســرپوش آبششی، 

از دســت دادن تعادل، تنفس از سطح، رنگ بدن، شنای چرخشی، حرکات 

پرشــی، اســتراحت در کف مورد ارزیابی قرار گرفتند. مــرگ و میر به طور 

مداوم بررسی شده و ماهیان زمانی که حرکات سرپوش آبششی و پاسخ به 

محرک های مکانیکی نشان نمی دادند مرده در نظر گرفته می شدند )4(. پس 

از انجام آزمایش مقدماتی و مشــخص نمودن محدوده کشندگی، آزمایش 

تعیین LC50 بر اساس روش استاندارد O.E.C.D در سال 1998 به صورت 

ساکن ):static renewal تعویض آب هر 24 ساعت یک بار و جایگزینی 

مجدد غلظت های مورد نظر( و به مدت 96 ساعت در 6 تیمار با غلظت های

mg/l 80، 40، 20، 10، 5 و 2/5 نانوذرات نقره سنتز شده از جلبک دریایی 

همراه با یک تیمار شــاهد و هر کدام در 3 تکرار مورد بررســی قرار گرفت. 

بدین منظور پس از ذخیره-ســازی ماهیان به تعــداد 5 قطعه ماهی در هر 

آکواریوم با حجم l 50 تلفات در طی 4 روز ) 96 ســاعت(، هر 2٤ ســاعت 

 LC50 ،LC10 یکبار بررسی و ثبت می گردد. بعد از ثبت تلفات، اقدام به تعیین

و LC90 در زمان هــای 24، 48، 72 و 96 ســاعت با حدود اطمینان 95%  با 

اســتفاده از نرم افزار spss نسخه 21 و آزمون استاندارد پروبیت آنالیز شد. 

حداکثر غلظت مجاز نیز بعد از تعیین 50% غلظت کشنده 96 ساعته و تقسیم 

آن بر عدد 10 محاسبه شد )34(. همچنین پیک جذبی نانوذرات نقره که با 

دســتگاه UV-vis به دست آمده بود با استفاده از نرم افزار Red-R نسخه 

1/80 رسم شد.

نتایج
پس از اضافه نمودن نیترات نقره به عصاره جلبک سارگاســوم، تغییر 

رنگ کامل محلول حاصل بعد از گذشت 90 دقیقه حاصل شد به طوری که 

رنگ محلول حاصل از قهوه ای متمایل به زرد به رنگ قهوه ای تیره تبدیل 

شد )تصویر 1(.

جهت اطمینان از سنتز نانوذرات نقره، پیک جذبی نانوذرات در فواصل 
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 )UV-Vis( زمانی مختلف با اســتفاده از دستگاه طیف سنج فرابنفش مرئی

در محدوده طول موج های nm 700-200 اندازه گیری شــد. بهترین پیک 

بعد از گذشت 90 دقیقه از زمان واکنش و در محدوده nm 400 مشاهده شد 

که پیک تشکیل شــده در این محدوده نشان دهنده احیاء یون های نقره و 

در نتیجه سنتز نانوذرات نقره با استفاده از عصاره جلبک سارگاسوم می باشد 

)تصویر 2(.

طبق تصاویر به دســت آمده از TEM، میانگین انــدازه نانوذرات نقره 

سنتزشــده، nm 42/31 و با شــکل کروی بودند )تصویــر 3(. به طوری که 

بر اســاس تصویر 3، جدا از شــکل کروی و اندازه مناســب نانوذرات نقره 

سنتزشــده، تمام ذرات دارای پراکندگی مناســب بوده و تقریباًً به خوبی در 

همه جای سطح نمونه توزیع شده اند و در تماس مستقیم با همدیگر نیستند.

 آزمایش سمیت حاد: طبق نتایج آزمایشات مقدماتی که در غلظت های 

 ،85 ،75 ،65 ،55 ،45 ،35 ،25 ،15 ،5 ،2/5 ،1 ،0/5 mg/l صعــودی

 Sargassum 95 و 105 نانــوذرات نقــره ســنتز شــده از جلبک دریایــی

angustifolium انجام شــد، تلفات در ماهیان 5 ساعت پس از مواجهه 

در بالاترین غلظت شــروع شــد و تمامی ماهیان قرارگرفته در غلظت های 

mg/l 105، 95 و 85 به ترتیــب پس از 16، 28و 68 ســاعت تلف شــده و 

میزان مرگ و میر در این غلظت ها 100% بود. به خاطر عدم مرگ و میر در 

غلظــت mg/l 1 و وجــود 100% مرگ و میر در غلظت mg/l 85 محدوده 

کشندگی این نانوذرات در ماهی کپور معمولی mg/l 80-2/5 به دست آمد. 

بنابراین تســت تعیین LC50 با غلظت هــای mg/l  2/5، 5، 10، 20، 40 و 

80 در ماهی کپور معمولی مورد بررسی قرار گرفت و تلفات ماهیان در طی 

زمان های 24، 48، 72 و 96 ســاعت مواجهه ثبت گردید. نتایج نشــان داد 

کــه با افزایش غلظت و افزایش زمان مواجهــه میزان مرگ و میر ماهیان 

افزایــش یافت. از نظر علایم رفتاری در ماهیان افزایش حرکات ســرپوش 

آبششی، شنای غیرعادی و بیرون پریدن از آب بلافاصله پس از مواجهه با 

غلظت های بالای نانوذرات نقره مشــاهده شد به طوری که با گذشت زمان 

فعالیت آنها کمتر شده و به حالت ثابت ابتدا در کف و سپس بر روی سطح 

آب قرار می گرفتند و تعادل شان را به طور کامل از دست داده و تلف می شدند. 

ماهیان تلف شده دارای رنگ طبیعی بودند. در تیمار شاهد هیچ  گونه علایم 

رفتاری غیرطبیعی مشاهده نشد و ماهیان دارای رفتار کاملًا طبیعی بودند. 

همچنین در غلظت های پایین رفتارهای غیرعادی در مقایسه با غلظت های 

تصویر 1. تغییر رنگ محلول حاصل با گذشت زمان از قهوه ای متمایل به زرد کم رنگ 
به قهوه ای تیره پس از اضافه نمودن محلول نیترات نقره.

 Sargassum نانوذرات نقره سنتز شده با استفاده از جلبک UV-Vis تصویر 2. طیف
.angustifolium

تصویــر 4. مقایســه مقادیــر NOEC، LEOC و LC50 نانوذرات نقره ســنتز شــده از تصویر 3. تصاویر میکروسکوپ الکترونی عبوری )TEM( از نانوذرات نقره سنتزشده.
جلبک سارگاسوم در ماهی کپور معمولی در زمان های مختلف.
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بالا کمتر مشاهده می شد.

طی آزمایش سمیت حاد میزان تلفات در تیمار شاهد در طی 96 ساعت 

و همچنین در غلظت mg/l 2/5 تا مدت زمان 72 ســاعت صفر بود. اولین 

تلفات در غلظت mg/l 40 در زمان 24 ســاعت مشــاهده شد. عمده تلفات 

در مواجهه با نانوذرات نقره در زمان و غلظت های بالا بوده است )جدول 1( 

به طوری که در غلظت mg/l 80 بعد از 96 ســاعت مواجهه، 100% مرگ و 

میر مشاهده شــد. در غلظت mg/l 2/5 که کمترین غلظت انتخابی برای 

تعیین LC50 در مطالعه حاضر مشخص شده است تلفات فقط در زمان 96 

ساعت پس از مواجهه با نانوذرات نقره سنتزشده مشاهده گردید. 

نتایج نشان داد که میزان LC50 در ماهی کپور معمولی بعد از مواجهه با 

نانوذرات نقره سنتز شده از جلبک دریایی سارگاسوم در زمان های 24، 48، 

 0/007 ،50/ ± 0/012 ،77/91 ± 0/004 mg/l 72 و 96 ســاعت به ترتیب

± 29/01 و 0/019 ± 9/73 می باشد. میزان LC50 ،LC10 و LC90 در طی 96 

ساعت به ترتیب mg/l 0/019 ± 0/05، 0/019 ± 9/73 و 0/019 ± 22/81 

تعیین گردید که نشــان دهنده سمیت بیشتر نانوذره مذکور در غلظت های 

بالاتر می باشد. طبق جدول 2 میزان LC50 با افزایش زمان مواجهه، کاهش 

h-9/73 ± 0/019 mg/l,ر LC 50-24رh-77/91 ±0/004 mg/l( یافته اســت

ر96-50رLC( که نشان می دهد هرچقدر زمان مواجهه با نانوذرات نقره در ماهی 

کپورمعمولی افزایش یابد، غلظت کمتری از نانوذرات نقره برای مرگ ومیر 

50% ماهیان نیاز می باشد. حداکثر غلظت مجاز نانوذرات نقره مذکور برای 

ماهــی کپور معمولی در فواصل زمانی 24، 48، 72 و 96 ســاعت به ترتیب 

mg/l 7/79، 5/06، 2/90 و 0/97 تعیین گردید.

همچنیــن مقادیر حداقل غلظت مؤثــر )LOEC( و غلظت بدون تاثیر 

 LC که از مقادیر )MATC( و حداکثر غلظت مجاز )NOEC( نانوذرات نقره

محاسبه شد به ترتیب mg/l 2/5، 1 و 0/97 بدست آمد.

بحث
در انجام تســت ســمیت مواد شــیمیایی در آبزیان، تعییــن محدوده 

کشــندگی سم اولین مرحله از مطالعات توکسیکولوژی است که به بررسی 

غلظت کشــنده میانگین یا LC50 مواد شــیمیایی محلول در آب می پردازد. 

ســمیت یون نقره نســبت به نانوذرات نقره بهتر درک شده است. یون نقره 

ســمیت بسیار بالایی برای ماهی ایجاد می کند )22(. سمیت نانوذرات نقره 

سنتزشــده با روش شیمیایی بر ماهیان و سایر آبزیان در مطالعات گوناگون 

توسط محققین مختلفی گزارش شده است )39، 10، 4(. در روش شیمیایی 

ســنتز نانوذرات، اســتفاده از ترکیبات شیمیایی ســمی بیشتر در مقایسه با 

روش بیولوژیکی، سبب شده تا استفاده از آنها در زیست پزشکی به ویژه در 

زمینه های کلینیکی، کشــاورزی، دامپزشکی و شیلات به دلیل ناسازگاری 

و آلودگی محیط زیســت و اثرات منفی آنها بر روی اکوسیســتم های آبی 

با محدودیت مواجه شــود، بنابراین، اخیرا سنتز نانوذرات نقره با استفاده از 

گیاهان و جلبک های دریایی به خاطر سازگاری این روش با محیط زیست، 

خیلی متداول شــده است )18،32(. بنابراین لازم است که سمیت نانوذرات 

نقره سنتزشــده با روش بیولوژیکی که در سنتز آن از منابع زیستی موجود 

در طبیعت استفاده می شود نیز شناخته شود. در این تحقیق سنتز نانوذرات 

نقره با استفاده از عصاره آبی جلبک Sargassum angustifolium به 

صورت خارج ســلولی و با روش بیوژیکی انجام شد. نانوذرات نقره از طریق 

 1 mM با اضافه نمودن عصاره جلبــک به محلول Ago بــه +Ag احیــاء

نیترات نقره تشــکیل شــدند. عمل احیاء یون های نقره در محلول حاصل 

به وسیله برخی از ترکیبات از جمله فلاونوئیدها، آنزیم ها، پروتئین ها و غیره 

که در جلبک قهوه ای سارگاســوم وجود دارند انجام می شود )15(. به خوبی 

شناخته شده که نانوذرات نقره پس از سنتز با استفاده از جلبک های قهوه ای 

به رنگ قهوه ای متمایل به قرمز یا تیره تبدیل می شــوند )13(، بنابراین در 

مطالعه حاضر تغییر رنگ محلول حاصل از قهوه ای متمایل زرد کم رنگ به 

رنگ قهوه ای تیره نشان دهنده تشکیل نانوذرات نقره می باشد )تصویر 1(. 

در این مطالعه پیک جذبی نانوذرات بعد از گذشت 90 دقیقه از زمان واکنش 

در طول موج nm 400 شناســایی شــد )تصویر 2(. این پیک نشان دهنده 

احیاء یون های نقره و تشــکیل نانوذرات نقره با اســتفاده از عصاره جلبک 

Sargassum angustifolium می باشــد. Singaravelu و همکاران 

 Sargassum در سال 2007 سنتز نانوذرات طلا با استفاده از عصاره جلبک

wightii را در طــی 24 ســاعت انکوباســیون انجام دادنــد. همچنین در 

مطالعــه ای توســط Kumar و همکاران در ســال 2012 ســنتز نانوذرات 

نقره با اســتفاده از عصاره جلبــک Sargassum tenerrimum در طی 

20 دقیقه انجام شــد که این امر از طریق تغییر رنگ قابل مشــاهده است. 

 42/31 nm  میانگین اندازه نانوذرات ،TEM طبق تصاویر به دست آمده از

و با شــکل کروی بودند، نانوذرات نقره سنتزشــده در مطالعه حاضر دارای 

پراکندگی مناســب بوده و تقریباًً به خوبی در همه جای سطح نمونه توزیع 

شده اند و در تماس مستقیم با همدیگر نیستند )تصویر 3(، این امر می تواند 

به واسطه نقش پروتئین ها در بیوسنتز نانوذرات نقره باشد )23(، زیرا یکی از 

ترکیباتی که در جلبک های دریایی در تشکیل و پایداری نانوذرات نقره نقش 

جدول 1. درصد مرگ و میر ماهیان کپور معمولی در مواجهه با غلظت های مختلف 
نانوذرات نقره در زمان های مختلف.

غلظت 
نانوذرات نقره 

)mg/L(

درصد مرگ و میر )%( در زمان های مختلف

96 ساعت72 ساعت48 ساعت24 ساعت

0000شاهد

2/500022

50015/1048/52

1008/5227/5262

2002248/5280

4035/1055/1075/1095/10

804275/1095/10100
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دارد پروتئین ها هستند. مطالعات نشــان داده اند که بیومولکول هایی مانند 

پروتئین ها، فنول ها، فلاونوئیدها و برخی از ترکیبات فیتوشیمیایی موجود در 

گیاهان دریایی قادر به احیاء یون های فلزی به فرم نانو می باشند و همچنین 

نقش مهمی را در پوشش نانوذرات سنتزشده و پایداری آنها ایفاء می نمایند 

)36(. در تعیین بیواندیکاتورها لازم است آنها از بین گونه هایی انتخاب شوند 

که فراوانی زیادی در محیط داشته باشند و کشت و پرورش آنها آسان باشد 

)33(. از طرفی دیگر در حال حاضر با توجه به رهاسازی بیشتر این نانومواد 

به آب های شیرین و آلودگی بیشتر این منابع آبی بیشتر مطالعات در رابطه 

با اثرات سمی نانوذرات نقره بر روی گونه های آب شرین متمرکز شده است 

)27( بنابراین در این مطالعه تست سمیت نانوذرات نقره سنتزشده از جلبک 

دریایــی در ماهی کپورمعمولی که از گونه های رایج و اصلی پرورشــی و با 

ســازش پذیری بالا در شرایط اسارت می باشــد و به وفور در اکثر منابع آبی 

شیرین یافت می شود انجام شــد. در آزمایش مقدماتی تلفات در ماهیان 5 

ساعت پس از مواجهه در بالاترین غلظت )mg/l 105( شروع شد. در تست 

 WU 29/9 در ماهی مداکا توسط nm سمیت حاد با نانوذرات نقره با اندازه

و Zhou در ســال 2013، در غلظــت mg/l 4/8 پس از 12 ســاعت همه 

ماهیان تلف شــدند و میزان LC50 96 ساعته mg/l 0/87 محاسبه شد. در 

مطالعــه ما میزان LC50 در ماهی کپور معمولی بعــد از مواجهه با نانوذرات 

نقره ســنتز شــده از جلبک دریایی در زمان های 24، 48، 72 و 96 ســاعت 

به ترتیــب mg/l 0/004 ± 77/91، 0/012 ± 50/56، 0/007 ± 29/01 و 

0/019 ± 9/73 تعییــن گردید. در مطالعه ای توســط Bilberg و همکاران 

در ســال 2012 در ماهی زبرا 50% غلظت کشــندگی 48 ســاعته نانوذرات 

µg/l 84 نقره بوده است که نشان از سمیت بیشتر این نانوذره که با روش 

شیمیایی سنتز شده در مقایسه با تحقیق ما می باشد زیرا در سنتز نانوذرات 

نقره با روش شــیمیایی از موادی اســتفاده می شود که برای موجودات زنده 

و محیط زیســت سمی می باشند، علاوه بر این سمیت نانوذرات می تواند با 

 LC50 توجه به گونه مورد آزمایش متفاوت باشد )17(. نتایج به دست آمده از

در زمان های مختلف نشان می دهد که مقدار آن در 24 ساعت اولیه آزمایش 

همواره بیشــتر از LC50 در پایان 96 ساعت می باشد پس می توان گفت در 

مطالعه ما مدت زمان مواجهه با نانوذرات نقره نیز یکی از فاکتورهای مؤثر 

بر سمیت در ماهی کپورمعمولی بوده است که نشان می دهد وقتی ماهی در 

معرض غلظت ثابتی از نانوذرات نقره باشد با گذشت زمان، فرصت بیشتری 

بــرای تاثیرگذاری روی ماهی پیدا می کند، زیرا یکی از عوامل تاثیرگذار در 

مسمومیت آبزیان علاوه بر غلظت سم، مدت زمان مواجهه با سم می باشد 

)29(. در مطالعات مختلف سمیت نانوذرات نقره در گونه های مختلف ماهیان 

متفاوت گزارش شده است )جدول 3(.

Alishahi و همکاران در ســال 2011 میزان LC50 نانوذرات نقره در 

 ،0/77 ،1/12 µg/ml چهار گونه ماهی کپور، برزم، افرا و گوپی را به ترتیب

5/7 و 7/35 گزارش نمودند و بیان کردند که ماهیان اکواریومی نســبت به 

ماهیان وحشی برزم و کپور مقاومت بیشتری در برابر سمیت نانوذرات نقره 

 h-96 LC50 ،2009 و همکاران در سال Shahbazzadeh .نشــان دادند

 2/3  mg/L ،نانوذرات نقــره را برای بچه ماهیان قزل آلای رنگین کمــان

 LC50 و همکاران در سال 2011، میزان Soltani بدست آوردند. در مطالعه

96 ســاعته در ماهی قزل آالای رنگین کمان مواجهه شده با نانوذرات نقره 

سنتزشده با روش شیمیایی، mg/l 5 گزارش شد. Hedayati و همکاران 

در ســال 2012 میزان LC50 در ماهی کپور معمولی را در مواجهه با دو نوع 

نانوذره نقره با نــام تجاری Nanosil )کمتــر از nm 100( و Nanocidر 

)nm 18( به ترتیب mg/l 73/8 و 0/43 گزارش نمودند که یکی از دلایل 

تفاوت در میزان 50% غلظت کشــندگی تفــاوت در اندازه نانوذرات گزارش 

شد. Johari و همکاران در سال 2013 حد متوسط کشندگی نانوذرات نقره 

جدول 2. غلظت کشندگی )LC10-99( نانوذرات نقره سنتز شده از جلبک سارگاسوم در ماهی کپور معمولی.

)LC10-90(رmg/l غلظت کشنده 24 ساعته    48 ساعته 72 ساعته 96 ساعته

LC10 34/43 ± 0/004  14/23 ± 0/012  0/11 ± 0/007 0/05 ± 0/019

LC50 77/91 ± 0/004 50/56± 0/012 29/01 ± 0/007 9/73 ± 0/019

LC90  121/40 ± 0/004 86/88 ± 0/012 58/14 ± 0/007 22/81 ± 0/019

جدول 3. غلظت کشندگی نانوذرات نقره در گونه های مختلف ماهیان.

منبعمیزان mg/L( LC50(طول دوره مواجهه )ساعت(اندازه نانوذرات نقره )nm(گونه ماهی

)10(44/5487/07زبرا

)7(2024250-5زبرا

)6(49/69634/6مداکای ژاپنی

)38(29/9960/87مداکا

)16(35969ماهی قنات سرچرب

)2(100-5725-20جنین زبرا

)4(814863سوف
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بــا اندازه nm 16/6 نانومتــر را در جنین، لارو و بچه ماهی جوان قزل آلای 

رنگین کمــان به ترتیب mg/l 0/25، 0/71 و 2/16 گزارش کردند. ســمیت 

نانوذرات نه تنها به شــکل شــیمیایی و اندازه ذرات و روش سنتز شده بلکه 

بــه فاکتورهای مختلفی از قبیل نوع گونــه، وضعیت فیزیولوژیکی، فعل و 

انفعالات تغذیه ای و روش تجویز بستگی دارد )17(. بنابراین لازم است که 

سمیت نانوذرات به منظور شناخت بهتر اثرات سمی شان در محیط های آبی 

بر روی گونه های مختلف جداگانه ارزیابی شود. در مطالعه حاضر علاوه بر 

متفاوت بودن نوع گونه ماهی، روش سنتز نانوذره مورد آزمایش نیز متفاوت 

است بنابراین قابل انتظار است که نتایج حاصل از سمیت و LC50 در مطالعه 

حاضر با ســایر مطالعات متفاوت باشد. مقایسه نتایج LC50 مطالعه حاضر با 

مطالعات ســایر محققین )1( و )11( که در ماهی کپور معمولی انجام شــده 

اســت نشان می دهد که نانوذرات نقره سنتزشده با روش بیولوژیکی نسبت 

به نانوذرات سنتزشــده با روش شــیمیایی دارای سمیت کمتری می باشند. 

یکی از دلایل اختلاف در ســمیت علاوه بر تفاوت در اندازه ذرات، شــرایط 

آزمایش و اندازه ماهی، می تواند به دلیل پایداری بیشتر نانوذرات به واسطه 

بیومولکول هــای موجــود در جلبک دریایــی و در نتیجه رهاســازی کمتر 

یون های نقره در نانوذرات سنتزشده با روش بیولوژیکی باشد. برخی محققین 

ســمیت بالاتر نانوذرات نقره نســبت به یون های نقره را  علاوه بر خواص 

فیزیکوشیمیایی ذرات، ناشی از رهاسازی یون های نقره از نانوذرات نقره ذکر 

کرده اند )21(، )37(. مقایسه میزان مرگ ومیر ماهیان در تیمارهای مواجهه 

با نانوذرات نقره با گروه شاهد که هیچ گونه تلفاتی در آن مشاهده نشد نشان 

می دهــد که تنها عامل مرگ و میــر ماهیان در تیمارهای مختلف، افزودن 

نانوذرات نقره به آب بوده اســت. نتایج 99-1رLC، 96 ساعته به دست آمده در 

تحقیق حاضر در زمان های مختلف نشــان از ارتباط مستقیم بین سمیت و 

h:22/81 mg/l و LC 10-96رh :0/05/mg( غلظت نانوذرات نقره می باشــد

ر96-90رLC(. از نظر علایم رفتاری فعالیت شدید ماهیان و پریدن آنها از آب 

بلافاصله پس از مواجهه با غلظت های بالای نانوذرات نقره احتمالًا نشــان 

دهنده ایجاد اســترس شدید و تاثیر سمیت سریع نانوذره نقره سنتزشده در 

غلظت های بالا در مقایسه با غلظت های پایین تر می باشد. بنابراین ماهیان 

در پاســخ به ایــن عوامل و فــرار از وضعیت، چنیــن عکس العمل هایی از 

نظر رفتاری نشــان می دادند. در مطالعه صورت گرفته توســط Bilberg و 

همکاران در ســال 2012 بر ماهی زبــرا در مواجهه با نانوذرات نقره علایم 

رفتاری غیرطبیعی و استرس بلافاصله 30 دقیقه بعد از مواجهه ظاهر گردید 

که دلیل احتمالی آن تاثیر سریع سمیت نانوذره نقره ذکر شده است به طوری 

که ابتدا ماهیان در کف مخزن بی حرکت مانده و میزان تنفس شان افزایش 

پیدا کرد و ســپس با آمدن به ســتون آب، تعادل شــان را از دست داده و در 

کف سقوط می کردند. همچنین تعدادی از ماهیان قبل از دست دادن تعادل 

حرکات پرشی و شنای چرخشی از خود نشان دادند که از نظر علایم رفتاری 

با مطالعه ما تا حدودی مشابه می باشد. 

تشکر و قدردانی
از جنــاب آقای مهندس علی فخری کارشــناس ارشــد محترم مرکز 

مطالعات و پژوهشــهای خلیج فارس دانشــگاه خلیج فارس بوشهر جهت 

همراهــی در جمع آوری جلبک ها و معاونت محترم پژوهشــی دانشــکده 

دامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز و کلیه عزیزانی که در انجام کار ما 

را یاری کردند سپاسگزاری می نماییم.
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Abstract:
BACKGROUND: Application of green chemistry to the synthesis of nanomaterials is 

of vital importance in medicinal and technological aspects. Recently, synthesis of silver 
nanoparticles using plants and marine macro algae to adapt this approach to the environ-
ment, has become  more popular. OBJECTIVES: The purpose of this study is biological 
synthesis of silver nanoparticles using seaweed, Sargassum angustifolium, and determin-
ing its toxicity in common carp. METHODS: First, synthesis of silver nanoparticles using 
Sargassum algae was conducted and then acute toxicity of these silver nanoparticles was 
investigated at static renewal condition during 96 hours in common carp according to 
standard methods (1998) OECD. RESULTS: TEM analysis showed that the average size 
of the bionanoparticles was found to be 32.54 nm and spherical in shape. The toxicity re-
sults showed that the LC50 at 24, 48, 72 and 96-h after exposure was 79.54 ± 0.007, 52.17 
± 0.006, 30.62 ± 0.008 and 11.34 ± 0.016 mg/l respectively. CONCLUSIONS: Analysis 
related to the characterization of the properties of silver nanoparticles proves bioreduction 
of silver ions by sargassum seaweed extract. According to the results the mortality rates 
of common carp showed an increasing trend with increasing concentration and exposure 
time, which indicates the toxicity of this substance in high concentration for common carp.

Keyword: biosynthesis, common carp, Sargassum angustifolium seaweed, silver nanoparticles, toxic-
ity
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Figure Legends and Table Captions
Figure 1. Change of color from pale yellow to dark brown by the addition of silver nitrate.

Figure 2. UV-Vis absorption spectrum of silver nanoparticles synthesized by treating 1mM AgNO3 solution with Sargassum an-
gustifolium extract.
Figure 3. TEM  images of AgNPs synthesized by Sargassum angustifolium.

Figure 4. Acute toxicity testing statistical endpoints of AgNP.

Table 1. Mortality rate in common carp exposed to different concentrations of silver nanoparticles at different times.
Table 2. Lethal Concentrations (LC10-99) of synthesis silver nanoparticles (mean ± Standard Error) depending on time (24-96h) for 
common carp.
Table 3. Lethal Concentrations of silver nanoparticles in different fish species.


