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 (ICP-AES, Model: 3410 ARL,

 Switzerland)

. (TEM)

آزمون سمیت

مخازن  در  نقره  نانو ذرات  با  ماهیان  رویارویى  آزمایشات 

هوادهى  مرکزى،  سیستم  توسط  که  لیترى   1 شیشه اى 

مى گردیدند، انجام گردید. قبل از آن، ابتدا جهت برآورد توان 

ماهیان در شرایط طبیعى  بچه  بقاي  تعیین وضعیت  و  زیستى 

آزمایش  نقره،  ذرات  نانو  کلویید  از  عارى  محیط  و  آزمایش 

بقا در 3 تکرار انجام شد. آزمون هاى سمیت مطابق روش هاى 

 (OECD) استاندارد سازمان توسعه و همکارى هاى اقتصادى

آب  و  شد  انجام   (static-renewal) ساکن  شرایط  تحت  و 

نظر  مورد  دوزهاى  بار تعویض و  یک  هر 24 ساعت  مخازن 

مجددا در مخازن برقرار مى شد. جهت تعیین حدود بالا و پایین 

سمیت کلویید نانوذارت نقره در آب هاى شیرین و لب شور، 

 (Range Finding Test) کشندگى  محدوده  تعیین  آزمایش 

به  آمده  به دست  و سپس محدوده کشندگى  انجام شد (27) 

روش تصاعد هندسى به 7 قسمت مساوى تقسیم شد. بر این 

اساس غلظت هاى آزمایشى نانو ذرات نقره در آب لب شور به 

صورت 1 ،2 ،4 ،8، 16، 32 و 64 میلى گرم بر لیتر و در آب 

شیرین نیز به صورت 0/12، 0/25، 0/5، 1، 2، 4 و 8 میلى گرم 

بر لیتر انتخاب گردید و ماهیان به مدت 5 روز و در سه تکرار 

در معرض دوزهاى مذکور قرار گرفتند. در طول دوره آزمایش، 

مرگ و میر بچه ماهیان در زمان هاى 24، 48، 72، 96 و 120 

ساعت ثبت گردید، همچنین حرکات غیرعادى قابل رویت از 

قبیل عدم تعادل، تغییر در نحوه تنفس، نحوه شنا، ایجاد رنگدانه 

و تغییر شکل ظاهرى کاملا ثبت شد.

کشنده  غلظت  مقادیر  شده،  ثبت  میر  و  مرگ  میزان  براساس 

(LC)در زمان هاى 24، 48، 72، 96 و 120 ساعت و با استفاده 

از نسخه 1/5 نرم افزار EPA Probit analyzer تعیین گردید. 

همچنین ترسیم نمودارها با استفاده از نرم افزار Excel انجام 

شد. با در نظر گرفتن سطوح سمیت (جدول 1)، درجه بندى 

سمیت نانوذرات نقره براى بچه ماهى قزل آلاى رنگین کمان 

گردید.  تعیین  شور  لب  و  شیرین  آب هاى  از  کدام  هر  در 

غیر  غلظت   ،(LOEC) موثر  غلظت  حداقل  مقادیر  همچنین 

شرایط نگه دارى ماهى........................................................ 

در این تحقیق از آب دریاى خزر به عنوان منبع آب لب شور و 

از آب شهر کلرزدایى شده (با شورى ناچیز) به عنوان منبع آب 

شیرین براى انجام آزمایش هاي سمیت استفاده گردید. جهت 

 248/18 غلظت  با  سدیم  تیوسولفات  از  شهر  آب  کلرزدایى 

آب  شد.  استفاده  شدید  هوادهى  با  همراه  لیتر  بر  گرم  میلى 

در مخازن 300 لیترى  به مدت یک هفته  قبل از استفاده  دریا 

نگه دارى شد تا رسوبات و مواد معلق موجود در آن ته نشین 

شوند و از آب شفاف موجود در ستون آب جهت آزمایش هاي   

از شروع آزمایش ها، شاخص هاى  سمیت استفاده گردید. قبل 

همچنین  گردید.  اندازه گیرى  مذکور  آب هاى  شیمیایى  مهم 

در  آزمایش ها  انجام  طى  در  محلول  اکسیژن  میزان  میانگین 

آب هاى شیرین و شور به ترتیب 0/3±8 و 0/2±8 میلى گرم بر 

لیتر اندازه گیرى گردید. میانگین درجه حرارت آب ها در طول 

انجام آزمایشات 0/5±13/5 درجه سانتى گراد، و شرایط نورى 

به صورت 12 ساعت روشنایى و 12 ساعت تاریکى بود. تعداد 

تعداد 480 عدد بچه ماهى قزل آلاى رنگین کمان با میانگین 

وزنى 2/16±1/54 گرم از یک جمعیت مشترك تهیه و جهت 

سازگارى با شرایط آزمایش، به مدت یک هفته در مخازن 300 

لیترى آب شیرین یا لب شور نگه دارى و در این مدت با غذاى 

تجارى ساخت کارخانه چینه تغذیه شدند. 48 ساعت قبل از 

به ماهیان قطع گردید تا از جذب  شروع آزمایش ها، غذادهى 

شود.  جلوگیرى  ماهیان  مدفوع  و  غذایى  مواد  به  نانوذرات 

همچنین این کار باعث جلوگیرى از افزایش کربن آلى محلول 

در آب مى شود که عامل اخیر در صورت وجود، مى تواند باعث 

برآورد اشتباه سمیت در سیستم هاى ساکن گردد (26).
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از  ناشى   (MATC) مجاز  غلظت  حداکثر  و   (NOEC) موثرهLC مقادیر  به  توجه  با  آب ها  این  در  نقره  نانوذرات  کلویید 

تخمین زده شد.

 LC50 جدول 1: دسته بندى سطوح سمیت مواد شیمیایى بر اساس 
درسمیت هاى حاد (28)    

یافته ها

توسط  شده  انجام  آزمایشات  از  حاصل  نتایج  .....براساس 

ذارت  نانو  کلویید  در  موجود  ذرات  اندازه  دستگاه زتاسایزر، 

نقره استفاده شده در این تحقیق، بین 3/9 تا 163/5 نانومتر و 

میانگین قطر آنها 54/8 نانومتر تعیین شد (شکل 1). همچنین 

به طور کلى مشخص شد که 54/1 درصد این ذرات زیر 100 

قطر  نانومتر   165 تا   100 بین  ها  آن  درصد   45/9 و  نانومتر 

داشته اند. نتایج حاصل از بررسى هاى صورت گرفته بر روى 

تصویر میکروسکوپ الکترون عبورى (شکل 2) نشان داد که 

میانگین اندازه نانو ذرات نقره در حالت خشک 8/44 ± 25/90 

نانومتر است. اختلاف به دست آمده بین اندازه نانوذرات نقره 

مورد  در روش  از اختلاف  ناشى  کلویید  و  در حالت خشک 

استفاده در اندازه گیرى و نیز تشکیل توده و افزایش اندازه ذرات 

در حالت کلویید است.

شکل 1: توزیع اندازه ذرات در کلویید نانو ذرات نقره بر اساس نتایج 

 ZetaSizer دستگاه

شکل 2: تصویر میکروسکوپ الکترون عبورى (TEM) نانو ذرات 

نقره
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نانوذرات  بار سطحى  دستگاه زتاسایزر،  از  نتایج حاصل  طبق 

نقره موجود در کلویید مذکور به طور میانگین 0/13 ± 1/03 

طیف سنجى  روش  نتایج  براساس  همچنین  است.  میلى ولت 

اتمى نشرى پلاسماى جفت شده القایى، غلظت واقعى نقره در 

کلویید نانو ذرات نقره 3980 میلى گرم بر لیتر به دست آمد که 

اختلاف بسیار ناچیزى با غلظت اعلام شده از طرف کارخانه 

تولیدکننده (4000 میلى گرم بر لیتر) دارد.

فاکتورهاى شیمیایى آب هاى شیرین و لب شور استفاده شده 

در آزمایش حاضر در جدول 2 نشان داده شده است. 

جدول2: فاکتورهاى شیمیایى اندازه گیرى شده در آب هاى شیرین و لب شور، قبل از انجام آزمایش ها

اعداد مربوط به غلظت هاى کشنده کلویید نانو ذرات نقره، در 

به طور خلاصه در جدول 3 نشان داده  طى 5 روز آزمایش، 

شده است. همان طور که از نتایج این جدول مشخص است، در 

طى 5 روز آزمایش و قرار گرفتن بچه ماهیان قزل آلاى رنگین 

نانوذرات نقره در آب  هاى شیرین و  کمان در معرض کلویید 

لب شور، مشخص شد که با افزایش شورى سمیت حاد کلویید 

نانو ذرات نقره به میزان قابل توجهى کاهش مى یابد. به عنوان 

نمونه دوز کُشنده میانه (LC50) 96 ساعته حاصل از کلویید 

در آب شیرین و لب شور به ترتیب 0/72 و  نانو ذرات نقره 

اساس  براین  که  تعیین شد (شکل 3)  لیتر  بر  میلى گرم   8/86

در آب شیرین سمیت نانو ذرات نقره مورد بررسى براى بچه 

ماهى قزل آلاى رنگین کمان حدود 12 برابر آب لب شور است 

(جدول3). 

شکل 3: مقایسه غلظت هاى کشنده (LC10, 50, 90) 96 ساعته حاصل از کلویید نانو ذرات نقره در بچه ماهى قزل آلاى رنگین کمان 

(Oncorhynchus mykiss) در آب هاى شیرین و لب شور 
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اثر کلویید نانو ذرات نقره بر رفتار بچه ماهیان قزل آلاى رنگین 

کمان در آب هاى شیرین و لب شور متفاوت بود؛ به طورى که 

در آب شیرین ماهیان به محض قرار گرفتن در معرض کلویید 

به صورت  شدید  عکس العمل هیجانى  دچار  نقره  ذرات  نانو 

شده  آزمایش  غلظت هاى  تمام  در  و  شدند  ناگهانى  حرکات 

به  ماهیان،  بدن  سطح  روى  فراوان  موکوس  شیرین،  آب  در 

خصوص روى آبشش، مشاهده گردید. این در حالى است که 

در آب لب شور، تنها در دوزهاى بالا (32 و ppm 64)، بعضى 

از  از ماهیان بیرون زدگى چشم و تیرگى بدن را نشان دادند. 

جمله مشاهدات مهم ثبت شده در این مطالعه این بود که در 

بالاتر  از وارد کردن دوزهاى  لب شور، ساعاتى پس  آب هاى 

از 8 میلى گرم بر لیتر کلویید نانوذرات نقره، رسوبات قهوه اى 

متمایل به سیاه رنگ تشکیل مى گردید.  

جدول 3: مقادیر غلظت هاى کشنده (LC10, 50, 90) حاصل از کلویید نانوذرات نقره در بچه ماهى قزل آلاى رنگین کمان 

(Oncorhynchus mykiss) در آب هاى شیرین و لب شور

کلویید نانو ذرات نقره در آب هاى شیرین و لب شور براى بچه ماهیان MATC  ،NOEC ،LOEC جدول 4: مقادیر

(Oncorhynchus mykiss) قزل آلاى رنگین کمان 

بحث 

.....هدف از مطالعه حاضر بررسى رابطه شورى با سمیت نانو 

ذرات نقره در ماهى قزل آلاى رنگین کمان، به عنوان یک مدل، 

در اکوسیستم هاى آبى بود. همان طور که از نتایج این بررسى 

حاد  سمیت  کاهش  باعث  شورى  افزایش  است،  مشخص 

نانوذرات نقره در بچه ماهى قزل آلاى رنگین کمان مى گردد، 

 96 LC
50

به طورى که به عنوان مثال در آب شور و بر مبناى 

ساعته، میزان سمیت نانو ذرات نقره حدود 12 برابر نسبت به 

آب شیرین کاهش نشان داد. Kittler و همکاران نشان دادند 

که بخش زیادى از سمیت ایجاد شده توسط نانو ذرات نقره، 

ناشى از یون هاى نقره ساطع شده از سطح این نانو مواد مى باشد 

توسط  سمیت  ایجاد  مکانیسم  مى رسد  نظر  به  بنابراین   ،(29)

نانوذرات نقره تا حدود زیادى با مکانیسم ایجاد سمیت توسط 

فیزیولوژیکى  و  شیمیایى  فاکتورهاى  باشد.  مشابه  نقره  یون 

تاثیر گذارند.  نقره  یون  توسط  ایجاد شده  سمیت  بر  متعددى 

قبیل  از  آب  شیمیایى  پارامترهاى  برخى  که  است  شده  ثابت 

مواد آلى محلول (30)، کربنات کلسیم (31)، تیوسولفات (32) 

و کلراید (33) بر سمیت ناشى از یون نقره در محیط هاى آبى 

تاثیر گذارند.
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شیمیایى  عامل  مهم ترین  مختلف، شورى  عوامل  این  میان  از 

به  یونى،  کشش  نیروهاى  بودن  بالا  دلیل  به  که   (21) است 

خصوص نسبت به یون کلر، به میزان زیادى سمیت یون نقره 

را کاهش مى دهد (6 و34). در این زمینه اطلاعات نسبتا زیادى 

در مورد کاهش سمیت یون هاى نقره همزمان با افزایش شورى 

در ماهیان گزارش شده است (24- 21 و 35). با افزایش شورى 

یون کلر، (-Cl) سهم نسبى هرکدام از  افزایش  به دنبال آن  و 

 (AgCL3-
4
-AgCl- ,AgCl2 و

3
 ,AgCl

(aq)
ترکیبات کلرـ نقره (

در آب هاى شور افزایش مى یابد (22،24و 36). ترکیبات کلرـ 

با  AgCl) که در مقایسه 
(aq)

) آن  استثناي فرم محلول  به  نقره، 

از شکل گیرى در  بعد  یون نقره سمیت آن بسیار کمتر است، 

محیط هاى آب شور  رسوب یافته و از دسترس آبزیانى که در 

ستون آب زندگى مى کنند، خارج مى شوند(22).

در مواقعى که مقادیر زیادى نقره به صورت یک جا و ناگهانى 

نام  به  رسوبى  قابل  ترکیب  شوند،  شور  لب  آب هاى  وارد 

AgCl) ایجاد مى شود (34، 30 ، 37 و 38). 
(s)

) Cerargyrite

سرارجیرات ماده اى قهوه اى رنگ و غیر محلول است که در 

//:http) ساختار خود 75/3% یون نقره و 24/7% یون کلر دارد

/information-mineral/com.gems-outback-nevada

htm.info - mineral - cerargyrite). در طى مطالعه حاضر، 

مشاهده گردید که در تیمارهاى آب لب شور، دوزهاى بالاتر 

مدتى  از  پس  نقره،  ذرات  نانو  کلویید  لیتر  بر  میلى گرم   8 از 

و سپس  سیاه  به  متمایل  اى  قهوه  ایجاد رسوبات  باعث  ابتدا 

در  مى رسد  نظر  به  بنابراین  گردید؛  رنگ  قهوه اى  رسوبات 

میزان  نانو ذرات نقره،  بالاى  غلظت هاى  لب شور و  آب هاى 

نانوذرات تشکیل سرارجیرات داده و از ستون آب  از  زیادى 

خارج مى شوند.

در محیط هاى آب شیرین به دلیل پایین بودن میزان یون کلر، 

صورت  در  بنابراین  و  نمى شوند  تشکیل  نقره  کلرـ  ترکیبات 

ورود یون هاى نقره به آب شیرین، این یون ها در ستون آب به 

صورت یون آزاد (+Ag) ـ که سمى ترین حالت نقره است ـ 

باقى مانده و موجب سمیت در آبزیان مى شوند (36).

مکانیسم هاى ایجاد سمیت ناشى از ترکیبات نقره در آب هاى 

شیرین و شور، در مطالعات مختلف مورد بررسى قرار گرفته 

است (32، 39، 40، 30، 21 و 22). در آب هاى شیرین یون نقره 

با اختلال در فعالیت آنزیم Na+/K+ATPase (21، 32 و 40) 

ترتیب منجر  به  آبشش  در  آنیدرازـ کربونیک  آنزیم  کاهش  و 

به ممانعت در جذب یون هاى کلر و سدیم توسط آبشش ها 

در  و اسیدى شدن خون ماهى مى شود (34 و 36). همچنین 

این آب ها، یون نقره با کاهش فعالیت آنزیم آمیونوـ ترانسفراز 

ایجاد  ماهى  در  و  شده  پلاسما  آمونیاى  افزایش  باعث  کبد، 

مسمومیت مى نماید (34). در روده ماهیان آب شور و ماهیانى 

که در آب شور سازگارى یافته اند، در اثر ترکیب یون هاى دو 

ظرفیتى کلسیم (+Ca2) و منیزیم (+Mg2) با یون هاى بى کربنات 

تشکیل مى شوند  پلت هاى کربناته  نام  به  بلورهایى   (HCO3-)

(42 و41). در بعضى از مطالعات نشان داده شده که پلت هاى 

کربناته در مسمومیت زدایى آلاینده هاى مختلف از جمله یون 

نقره نقش دارند (21 و 43). احتمالا در مطالعه حاضر نیز با 

به آب  در روده بچه ماهیانى که  شکل گیرى پلت هاى کربناته 

شور سازگارى یافته اند، سمیت ناشى از نانو ذرات نقره کاهش 

پیدا کرده است.     

بنابراین با توجه به این که سمیت حاصل از نانو ذرات نقره به 

میزان زیادى وابسته به یون هاى نقره تولید شده از سطح آن است 

و نیز وجود رابطه معکوس بین افزایش شورى و سمیت یون 

نقره، نتایج به دست آمده در پژوهش حاضر مى تواند تاییدى بر 

وجود رابطه معکوس بین میزان شورى با میزان سمیت حاصل 

از نانوذرات نقره در بچه ماهى قزل آلاى رنگین کمان باشد.
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نتیجه گیري

.....براساس دسته بندى سمیت مواد شیمیایى (جدول 1) و با 

 LC
50
توجه به داده هاى به دست آمده از مطالعه حاضر (بر مبناى 

96 ساعته) این نتیجه حاصل مى گردد که براى بچه ماهیان 1 

گرمى قزل آلاى رنگین کمان، نانو ذرات نقره در آب شیرین 

به عنوان ماده اى بسیار سمى (Toxic Highly) و در آب لب 

شور به عنوان ماده کمى سمى (Slightly Toxic) دسته بندى 

مى شوند. در حال حاضر به دلیل عدم انجام مطالعات جامع در 

خصوص فرایندهاى فیزیولوژیک سمیت ناشى از نانوذرات 

نقره در آب هاى شور و شیرین، امکان اظهارنظر قطعى و صریح 

در مورد مکانیسم سمیت نانوذرات نقره در آب هاى شیرین 

و شور وجود ندارد. بنابراین شناسایى عوامل و مکانیسم هاى 

فیزیولویک تاثیرگذار بر رابطه بین خصوصیات شیمیایى آب و 

سمیت نانو ذرات مختلف، از جمله نانو نقره، در آبزیان مختلف 

باید مورد توجه و بررسى بیشتر قرار گیرد. همچنین در کلیه 

مطالعات نانواکوتوکسیکولوژى بر روى آبزیان، باید توجه به 

خصوصیات کیفى آب مد نظر محققین  قرار گیرد.
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ABSTRACT
Background and Objectives: Nanotechnology defined as understanding and controlling of materials 
at dimension between 1-100 nm, which show unusual physical and chemical properties. With Increasing 
development of nanotechnology, concerns associated with release of materials containing nanoparticles into 
the environment is rising. The purpose of this study is investigation of salinity effect on the acute toxicity of 
silver nanoparticles in rainbow trout fry (Oncorhynchusmykiss). 
Materials and  Methods:  In order to conduct the toxicity tests, the Caspian Seawater(12±0.2 ppt) and (0.4 
ppt) as sources of brackish water and freshwater were used, respectively. Toxicity of silvernano particles were 
evaluated in brackish water and freshwater at concentrations of1, 2,4, 8, 16, 32and64ppm and  0.12, 0.25, 0.5, 
1, 2, 4 and8 ppm, respectively. In addition, in order to investigate the quality of the used silver nanoparticles 
the Zetasizer, ICP, and TEM method were applied.
Results:  Results of 96-hour median lethal concentration(LC50 96h), showed that toxicity of silver nanoparticles 
for rain bow trout fry in brackish water is 12 times less than its toxicity in freshwater. Conclusion: According 
to the toxicity categories, analysis of the results showed that, for rainbow trout fry (1g), silver nanoparticles 
are classified as highly toxic agent substances in fresh water, and little toxic in brackish water, respectively.

Keywords:  Nano-Eco-toxicology, Silver nanoparticles, Rainbow trout, Salinity, Acute Toxicity

Effect of Water Salinity on Acute Toxicity of Colloidal
Silver Nanoparticles in Rainbow Trout

(Oncorhynchus Mykiss) Larvae
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