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Introduction

The advancement of industries and the production of various nanomaterials with different properties, as well as their widespread application in various fields, have led to the unintended introduction of these emerging compounds into aquatic ecosystems. The entry of nanomaterials into aquatic ecosystems has caused negative effects on aquatic organisms, and this issue has become one of the major concerns today (Shi et al., 2020). Silver nanoparticles, due to their antimicrobial properties, have widespread applications in medical antimicrobial products, water purification, and food packaging (Pulit-Prociak and Banach, 2016). Based on conducted studies, silver nanoparticles have varying degrees of toxicity for living organisms in aquatic ecosystems, often being classified as highly toxic substances (Kahru and Dubourguier, 2010; Ivask et al., 2014; Johari, 2014; Sohn et al., 2015; Domingo et al., 2019). Silica nanoparticles also have various industry applications (Murugadoss et al., 2017). Phytoplankton plays an important role at the first trophic level and is a potential indicator of water quality. Because of their small size and high surface-to-volume ratio, they can be significantly affected by pollutants and transfer them to the next level of the food chain (Kelly et al., 2003; Ji et al., 2011; Quigg et al., 2013). The phytoplankton Nannochloropsis oculata is unicellular, small, and non-motile, and it is used as live food for various aquatic organisms in aquaculture (Fulks and Main, 1991; Lubzens et al., 1995). Scientists believe that due to the minimal dimensions of nanomaterials, there is a possibility of their entry, accumulation, and transfer in organisms and food chains of terrestrial and aquatic ecosystems. To accurately understand the effects of these emerging materials on the environment, they should be tested at environmental concentrations as much as possible (Bathi et al., 2022). Therefore, the present study aimed to investigate the toxic effects of different concentrations, close to environmental concentrations, of silver nanoparticles and silica dioxide nanoparticles, as two highly used nanomaterials, on the phytoplankton Nannochloropsis oculata by examining several growth parameters of this organism and measuring the levels of photosynthetic pigments including chlorophyll a, chlorophyll b, total chlorophyll, and total carotenoids.

Methodology 
 In this study, for the cultivation of N. oculata phytoplankton cells, the Walne culture medium was used, and for lighting, LED lamps were employed with 24-hour illumination. Toxicity tests were conducted based on the OECD standard guideline number 201 and for 72 hours (OECD, 2011). To investigate the toxic effects of different concentrations of the nanomaterials under study, phytoplankton cells were exposed in triplicate to 0.005, 0.01, 0.025, 0.05, 0.075, and 0.1 milligrams per liter of silver nanoparticles or 75, 100, 150, and 200 milligrams per liter of silica dioxide nanoparticles, along with a control group. Sampling of phytoplankton cells in the treated groups and the control group was conducted every 24 hours. In each sampling to determine the biomass of the cells, 100 microliters of the sample were taken each time, and the cell count was performed using a hemocytometer (Neubauer). To measure the photosynthetic pigments, including chlorophylls a and b and carotenoids, 2 milliliters of the samples from different treatments were first centrifuged, and the precipitated cells were stored at -80 degrees Celsius. Next, to extract the pigments, 1.5 milliliters of 96% ethanol were added to the samples. Then, the samples were centrifuged, and their absorbance was measured using a spectrophotometer (SPECORD 210, AnalytikJena, Germany). For data analysis, version 26 of SPSS software and one-way ANOVA were used, and the comparison of means was conducted with 95% confidence using Duncan's statistical test.

Results 

The results of the present study showed that the density of N. oculata cells in the control group increased more than 29 times by the end of the 72-hour experimental period, rising from approximately 52 cells per milliliter to over 1500 cells per milliliter. In the groups containing silver nanoparticles at concentrations of 0.005, 0.01, 0.025, 0.05, 0.075, and 0.1 milligrams per liter, the cell density increased approximately 22, 17, 15, 10, 0, and 0 times, respectively, after 72 hours. Also, at concentrations of 75, 100, 150, and 200 mg/L of silica dioxide nanoparticles, cell density increased by 23, 18, 17, and 16 times, respectively, after 72 hours. Based on the results, with the increase in the concentration of silver nanoparticles, the growth rate showed a decreasing trend, such that in the groups containing concentrations of 0.075 and 0.1 mg per liter of silver nanoparticles, the number of cells decreased from 54 to 0, and the average percentage of growth inhibition in these two groups reached 100 percent. On the other hand, in silica dioxide nanoparticles treatments, the gradual decrease was observed, and the growth inhibition percentage at the highest concentration of silica dioxide nanoparticles, namely 200 mg/L, reached 36%. Figure 1 shows the changes in phytoplankton biomass, and Figure 2 shows the changes in the average specific growth rate and the average specific growth inhibition percentage 72 hours after exposure to different concentrations of silver nanoparticles. Figure 3 shows the changes in cell biomass, and Figure 4 shows the changes in the average specific growth rate and the average specific growth inhibition percentage 72 hours after exposure to different concentrations of silica dioxide. The IC50 of silver nanoparticles and silica dioxide nanoparticles for the studied phytoplankton species were estimated to be 0.03 and 5630 mg/L, respectively. The results of measuring the photosynthetic pigments of the phytoplankton N. oculata after 72 hours of exposure to different concentrations of silver nanoparticles are shown in Figure 5. Accordingly, with the increase in the concentration of silver nanoparticles, the levels of chlorophyll a, b, total chlorophyll, and carotenoids decreased, and the lowest levels of photosynthetic pigments were observed in the groups with 0.075 and 0.1 mg per liter of silver nanoparticles. In other words, under the influence of different concentrations of silver nanoparticles, this reduction was significant and reached zero after 72 hours in the groups containing 0.075 and 0.1 mg per liter. Also, as seen in Figure 6, in the groups that were exposed to silica dioxide nanoparticles, the amount of photosynthetic pigments decreased with the increase in the concentration of this nanomaterial.

Discussion and conclusion 

The results showed that the exposure of the phytoplankton Nannochloropsis oculata to different concentrations of silver nanoparticles, even at low concentrations, caused toxicity in the phytoplankton and inhibited cell division and biomass increase. The growth rate of phytoplankton in the groups exposed to silver nanoparticles decreased, indicating that the toxicity of silver nanoparticles is dependent on concentration and exposure duration. The mechanism of action of silver nanoparticles on aquatic microorganisms in aquatic ecosystems depends on the solubility of the nanoparticles and the release of silver ions from them into the environment. This mechanism can disrupt the cell division process of phytoplankton, resulting in reduced biomass density and increased growth inhibition percentage during the exposure period (Navarro et al., 2008; Oukarroum et al., 2013; Becaro et al., 2015; González et al., 2015). The study of the effects of silver nanoparticles on photosynthetic pigments showed that the levels of photosynthetic pigments decreased.  The results of the study by Li et al. in 2015 on the effects of silver nanoparticles and silver ions on Euglena gracilis indicated that both of these substances, depending on the concentration, disrupt the photosynthesis mechanism and also cause changes in cell morphology. The results showed that the growth and biomass increase of phytoplankton cells exposed to different concentrations of silica dioxide nanoparticles were concentration-dependent, and with increasing concentration up to 200 mg per liter and over time, it caused an increase in the percentage of inhibition of specific growth rate. These changes indicate that the increase in the concentration of silica dioxide nanoparticles can act as a limiting factor, leading to a reduction in the growth rate of this phytoplankton. Overall, the toxicity effect of silica nanoparticles on different phytoplankton varies due to the type and shape of their cell walls and the size of their cell pores, which act as a defensive barrier against the entry of nanoparticles (Book and Backhaus, 2022). Based on the results of this study, both of these nanomaterials have toxic effects on the examined phytoplankton. Considering the higher percentage of inhibition of specific growth rate in the groups exposed to silver nanoparticles compared to the groups exposed to silica dioxide nanoparticles, it can be concluded that silver nanoparticles, at least in the short term, show greater toxicity than silica dioxide nanoparticles in N. oculata. 
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چکیده
به منظور بررسی تأثیر نانو ذرات نقره و نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس بر Nannochloropsis oculata، این ریزجلبک به مدت 72 ساعت طبق استاندارد شماره 201 سازمان توسعه و همکاری اقتصادی در معرض غلظت‌های 005/0، 010/0، 025/0، 050/0، 075/0 و 100/0 میلی‌گرم در لیتر نانو ذرات نقره و غلظت‌های 75، 100، 150 و 200 میلی‌گرم در لیتر نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس قرار گرفتند و در نهایت شاخص‌های متوسط نرخ رشد ویژه، درصد بازدارنگی متوسط نرخ رشد ویژه و میزان رنگدانه‌های فتوسنتزی در هر غلظت محاسبه گردید. همچنین مقادیر غلظت‌های بازدارنده (ICs)، از جمله غلظت‌‌های بازدارنده میانی (IC50)، بر اساس درصد بازدارندگی متوسط رشد به‌‌وسیله نرم‌‌افزار پروبیت محاسبه گردید. نانو ذرات نقره در کمترین غلظت مورد بررسی سبب کاهش رشد و کاهش میزان رنگدانه‌های فتوسنتزی در فیتوپلانکتون مورد مطالعه گردیدند و با افزایش غلظت آنها به 075/0 و 100/0 میلی‌گرم در لیتر، سبب توقف کامل رشد گردیدند. غلظت‌های مختلف نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس سبب کاهش نرخ رشد و تراکم زی‌توده ‌گردیدند، اما سبب توقف کامل رشد نگردیدند. تاثیر سمیت نانو ذرات نقره و نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس بر رنگدانه‌های فتوسنتزی در فیتوپلانکتون به غلظت نانو ذرات و مدت زمان رویارویی وابستگی نشان داد به‌‌‌طوری‌‌که با افزایش غلظت و مدت زمان رویارویی، میزان کلروفیل  aو b و کلروفیل کل و کارتنوئیدها کاهش معنی‌داری نشان دادند. نانو ذرات نقره و نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس در تمام غلظت‌های مورد استفاده سبب ایجاد سمیت، افزایش درصد بازدارندگی متوسط رشد و کاهش میزان رنگدانه‌های فتوسنتزی گردیدند.
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مقدمه
پیشرفت صنایع و استفاده و توليد انواع نانو مواد با ويژگي‌ها و اثرات متفاوت و کاربرد گسترده آنها در زمينه‌هاي مختلف مانند نساجی، الکترونیک، داروسازی، آرایشی و بهداشتی منجر به ورود ناخواسته اين ترکيبات نوظهور به بوم‌سازگان‌هاي آبي شده است. مطالعات نشان داده که ورود نانو مواد به بوم‌‌سازگان‌هاي آبي موجب اثرات منفي بر جانداران آبزي در زنجيره غذايي شده که اين مسئله به يکي از نگراني‌هاي مهم تبديل شده است (Shi et al., 2020). اثرات سمي نانو مواد به چندين عامل اصلي مانند ویژگی‌های فیزیکی و شیمیایی آنها (اندازه، غلظت و شیمی سطح) و شرایط محیطی ( pH و قدرت یونی)، بستگي دارد (Lapresta-Fernández et al., 2012). همچنین پایداری کلوئیدها و سوسپانسیون‌‌های نانو مواد می‌‌تواند سرنوشت و اثرات آنها را تغییر دهد (Fazelian et al., 2020).
نانو‌ ذرات نقره، دسته‌‌ای از نانو مواد با اندازه يک تا صد نانومتر هستند که با دارا بودن نسبت سطح به حجم بالا و ویژگی‌‌های ضد میکروبی، کاربرد گسترده‌‌ای در محصولات ضد میکروبی مراقبت از زخم، دستگاه‌‌های پزشکی ضد میکروبی، منسوجات ضد میکروبی، تصفیه آب، جوهرها و فیلم‌‌های رسانا، بسته‌‌بندی مواد غذایی و شیشه‌‌های هوشمند دارند (Pulit-Prociak and Banach, 2016). بر اساس مطالعات انجام شده، نانو ذرات نقره در 435 محصول مهم مصرفي (24% از کل محصولات نانویی بررسی‌‌شده) يافت شده‌‌اند (Vance et al., 2015) و میزان تولید آنها در سال 2014 بین حداقل 135 تا حداکثر 420 تن در سال برآورد شده است (Pulit-Prociak and Banach, 2016). مطالعات نشان داده‌اند که نانو ذرات نقره براي موجودات زنده در بوم‌سازگان‌هاي آبي از جمله فیتوپلانکتون‌ها، گياهان آبزي، سخت‌‌پوستان و ماهيان دارای درجات مختلفی از سميت هستند و غالباً به عنوان مواد بسیار سمی طبقه‌‌بندی می‌شوند (Kahru and Dubourguier, 2010; Asghari et al., 2012; Ivask et al., 2014; Johari, 2014; Sohn et al., 2015; Domingo et al., 2019) و می‌توانند سبب آسيب به دیواره و ترکيبات سلولي، اختلال در فعاليت سلول يا توليد راديکال‌هاي آزاد گردند (Su et al., 2009). 
نانو ذرات سیلیس نیز با داشتن ویژگی‌‌های منحصربه‌فرد، کاربردهای متنوعی در صنایع دارند (Murugadoss et al., 2017). این نانو مواد به دلیل دارا بودن شبکه‌ای با منافذ بسيار منظم و باريک مورد توجه دانشمندان پزشکی قرار گرفته است (Castillo et al., 2019, Kankala et al., 2020). همچنین در دندان‌‌پزشکی، انتقال و رهايش کنترل‌شده داروها، رديابي و تصويربرداري در صنعت پزشکي، صنایع لاستیک‌‌سازی، کاشی‌‌سازی، صنایع غذایی و لوازم آرايشي کاربرد دارند (Michel et al., 2013; Tang and Cheng, 2013; Go et al., 2017). نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس سبب تغییر در بيان ژن‌هاي مرتبط با پاسخ‌هاي ايمني و التهابي، فعاليت‌هاي سلولي و تاثیر بر رشد جنين ماهي دانیو گورخري و تغيیر در ساختار و شکل ديواره سلولي فیتوپلانکتون Chlorella kessleri گردیده‌‌اند (Fujiwara et al., 2008; Hu et al., 2016).
در بوم‌سازگان‌هاي آبي، فیتوپلانکتون‌ها به عنوان سطح اول تغذیه‌‌‌‌ای در بسياري از شبکه‌هاي غذايي محسوب می‌گردند و می‌توانند به عنوان شاخص بالقوه کیفیت آب عمل کنند. این زی‌‌شناوران گیاهی، به دليل اندازه کوچک و نسبت سطح به حجم زياد‌، مي‌توانند به‌شدت تحت تأثير آلاينده‌ها قرار ‌گيرند و آنها را به سطح بعدي زنجيره غذايي منتقل کنند (Kelly et al., 2003; Ji et al., 2011; Quigg et al., 2013). فیتوپلانکتون Nannochloropsis oculataا اغلب درمحیط‌های دریایی زندگی می‌‌کند. با این‌‌حال، در محیط‌های آب شیرین و لب‌‌شور نیز یافت می‌شود (Fawley and Fawley, 2007). این فیتوپلانکتون تک‌‌سلولی، کوچک و غیر متحرک است و در کارگاه‌های تکثیر و پرورش آبزیان نیز به عنوان غذای زنده برای تغذیه انواعی از آبزیان کاربرد دارد (Fulks and Main, 1991; Lubzens et al., 1995).
با توجه به تولید و استفاده روزافزون از نانو مواد، بررسي خطرات احتمالی ناشي از رهایش آنها بر سلامتي موجودات کليدي زنجيره غذايي (فیتوپلانکتون‌ها، زئوپلانکتون‌ها و ماهي‌ها) در بوم‌سازگان‌هاي آبي ضروری است و اهمیت انجام مطالعات سم‌‌شناسی نانو مواد را برجسته‌‌تر می‌کند (Gilroy et al., 2014; Johari, 2014; Domingo et al., 2019; Behzadi Tayemeh et al., 2020). در همین زمینه، مطالعات فراوانی در زمینه بوم‌‌سم‌‌شناسی نانو ذرات نقره صورت گرفته است و برای مثال بر اساس نتایج Oukarroum و همکاران (2012) نانو ذرات نقره باعث کاهش شدید محتوای کلروفیل و زنده‌مانی سلول‌ها و افزایش گونه‌های فعال اکسیژن (ROS) و پراکسیداسیون چربی‌ها در یک گونه فیتوپلانکتون آب شیرین (Chlorella vulgaris) و یک گونه فیتوپلانکتون آب شور (Dunaliella tertiolecta) ‌گردیدند.Johari  و همکاران (2016) تاثیر نانو ذرات نقره را بر رشد فیتوپلانکتون N. oculata در غلظت‌های مختلف بررسی کردند و نشان دادند که نانو ذرات نقره در پایین‌ترین غلظت مورد بررسی نیز سبب ایجاد سمیت و کاهش رشد فیتوپلانکتون می‌گردند (Johari et al., 2016). همچنین در مطالعه Fazelian  و همکاران (2020) غلظت‌‌های مختلف نانو ذرات نقره سبب کاهش رشد، تغییر در ریخت‌‌شناسی و کاهش کلروفیل a و ترکیبات فنولی و افزایش کارتنوئیدها در فیتوپلانکتون N. oculata گردید. کاهش رشد و کارایی فتوسنتز، تغییر در میزان رنگدانه‌های فتوسنتزی و اختلال در ترکیب اسیدهای چرب غیر اشباع فیتوپلانکتون‌‌ها بر اثر رویارویی با غلظت‌های مختلف نانو ذرات نقره، در مطالعات مختلف سایر پژوهشگران نیز نشان داده شده است (Baptista et al., 2015; Hazeem et al., 2019; Behzadi Tayemeh et al., 2020). 

در مطالعه Hassanpour و همکاران (2024) بررسی اثر غلظت‌های مختلف نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس را بر فیتوپلانکتون Spirulina platensis نشان داد که افزایش غلظت سبب کاهش رشد و کاهش میزان رنگدانه‌ها می‌گردد.Manzo  و همکاران (2015) نیز تاثیر سمیت نانو ذرات تیتانیوم و نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس را بر فیتوپلانکتون Dunaliella tertiolecta بررسی کردند و نشان دادند که نانو ذرات SiO2 سمیت کمتری نسبت به نانو ذرات TiO2 دارند، اما با افزایش غلظت و مدت زمان رویارویی به 200 میلی‌‌گرم در لیتر، نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس سبب کاهش رشد گردیدند. مطالعه Shariati وAyatallahzadeh Shirazi (2019) نشان داد که افزایش غلظت نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس سبب کاهش میزان رنگدانه‌های فتوسنتزی و افزایش درصد بازدارندگی رشد فیتوپلانکتون Dunaliella salina می‌‌گردد.
دانشمندان بر این باورند که با توجه به ابعاد بسیار کوچک نانو مواد، امکان ورود، تجمع و انتقال آنها در جانداران و زنجیره‌‌های غذایی بوم‌‌سازگان‌‌های خشکی و آبی وجود دارد و برای درک دقیق اثرات این مواد نوظهور بر محیط‌‌زیست، باید تا حد امکان در غلظت‌‌های محیطی مورد سنجش قرار گیرند (Bathi et al., 2022). غلظت نانو مواد در آب رودخانه‌ها و پساب‌ها به‌شدت متغیر است. برای مثال، سنجش میزان نانو ذرات نقره در محیط‌‌های آبی از غلظت زیر حد تشخیص در آب رودخانه  Des Prairies (کانادا) تا غلظت بالای 20 میلی‌گرم در لیتر در آب فاضلاب در مالزی، سنجیده شده است (Proulx et al., 2016, Syafiuddin et al., 2018). بنابراین، هدف از پژوهش حاضر، بررسی تاثیرات سمی غلظت‌های متفاوت و نزدیک به غلظت‌‌های محیطی نانو ذرات نقره و نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس، به عنوان دو نانو ماده بسیار پُرکاربرد، بر فیتوپلانکتون Nannochloropsis oculata از طریق مطالعه تعدادی از سنجه‌‌های رشد این جاندار و اندازه‌‌گیری میزان رنگدانه‌های فتوسنتزی شامل کلروفیل a، کلروفیل b، کلروفیل کل و کل کارتنوئیدها بود.
مواد و روش‌‌ها
نانو مواد
نانو ذرات نقره مورد استفاده در این مطالعه، با نام تجاری نانوسید ال-2000 از شرکت نانو نصب پارس (تهران، ایران) خریداری شد. همچنین نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس، به‌‌واسطه شرکت نانوثانی (مشهد، ایران) و از مجموعه شرکت‌‌های US Research Nanomaterials (هیوستون، آمریکا) خریداری گردید. با توجّه به این‌که ویژگی‌‌های استوک کاملا یکسان از هر دوی این نانو ذرات، در مطالعهBehzadi Tayemeh  و همکاران (2023) با جزئیات گزارش گردیده است.
آزمون‌‌های سم‌‌شناسی
در این پژوهش براي کشت سلول‌‌های فیتوپلانکتون N. oculata از محيط کشت Walne استفاده گردید. برای تامین نور، از لامپ‌‌های ال‌‌ای‌‌دی و به صورت روشنایی 24 ساعته استفاده گردید. آزمون‌‌های سم‌‌شناسی بر اساس رهنمود استاندارد شماره 201 سازمان توسعه و همکاری اقتصادی و به مدت 72 ساعت انجام شدند (OECD, 2011). تمام کشت‌‌ها در ارلن‌‌های 1 لیتری انجام شد. برای تلقیح هر لیتر محیط کشت رویارویی، از 5 میلی‌لیتر استوک خالص فیتوپلانکتون N. oculata استفاده گردید به‌‌طوری‌‌که در شروع آزمایش‌ها، میانگین تراکم اولیه سلول‌های ریز جلبک 54-50 عدد در هر میلی‌لیتر در نوسان بود. به‌‌ منظور بررسی آثار سمی نانو ذرات نقره و نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس، طبق مطالعات صورت گرفته، غلظت‌های متفاوت و نزدیک به غلظت‌‌های محیطی در نظر گرفته شد و سلول‌‌های فیتوپلانکتونی در سه تکرار در معرض 005/0، 01/0، 025/0، 05/0، 075/0و 1/0 میلی‌گرم در لیتر نانو ذرات نقره و 75، 100، 150 و 200 میلی‌گرم در لیتر نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس به همراه گروه کنترل که فاقد هر گونه آلاینده بود، قرار گرفتند. نمونه‌برداری از سلول‌های فیتوپلانکتونی در گروه‌‌های رویارویی ‌‌داده‌‌ شده و گروه کنترل هر 24 ساعت یک‌بار انجام شد. در هر نمونه‌‌برداری برای تعیین بیومس سلول‌ها از هر ارلن 3 بار و هر بار 100 میکرولیتر نمونه برداشته شد و شمارش سلول‌ها با استفاده از لام هموسایتومتر (نئوبار) انجام گرفت. در مرحله بعد متوسط نرخ رشد ویژه از زمان i تا t (µi-j) با استفاده از رابطه 1 به‌دست آمد که در آن ti زمان شروع دوره‌ رویارویی، tj زمان پایان دوره‌ رویارویی، Xi بیومس فیتوپلانکتون در زمان i و Xj بیومس فیتوپلانکتون در زمان j است. همچنین درصد بازدارندگی متوسط رشد ویژه (%Ir) با استفاده از رابطه 2 به‌دست آمد که در آن µc مقدار متوسط نرخ رشد ویژه در گروه شاهد و µt  مقدار متوسط نرخ رشد ویژه در هر یک از 
گروه‌های تحت تیمار بعد از ساعت 72 است (Behzadi Tayemeh et al., 2020):
(رابطه 2)         [image: image2.png]UnXj~inXi)
it
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مقادیر غلظت‌های بازدارنده (ICs)، شامل غلظت‌‌های بازدارنده میانی (IC50) براساس مقادیر درصدهای بازدارندگی متوسط رشد ویژه مربوط به غلظت‌های مختلف و با استفاده از نرم افزار EPA Probit Analysis (منتشره از سازمان حفاظت محیط زیست آمریکا) محاسبه گردید .
سنجش رنگدانه‌ها
به منظور سنجش رنگدانه‌های فتوسنتزی، شامل کلروفیل‌‌های a و b و کارتنوئیدها، ابتدا 2 میلی‌‌لیتر از نمونه‌‌های فیتوپلانکتون مربوط به تیمارهای مختلف به مدت 5 دقیقه، در دمای 4 درجه سانتی‌گراد و با سرعت 10000 دور در دقیقه سانتریفیوژ ‌گردید. سپس مایع رویی خارج شده و سلول‌‌های ته‌‌نشین‌‌شده به مدت 24 ساعت در دمای منفی80 درجه سانتیگراد نگهداری گردیدند. در ادامه به منظور استخراج رنگدانه‌ها مقدار 5/1 میلی‌‌لیتر اتانول 96 درصد به نمونه‌ها اضافه گردید و به مدت 2 دقیقه همگن شدند. سپس به مدت 24 ساعت در دمای 18 درجه سانتی‌گراد نگهداری شدند. در ادامه نمونه‌ها به مدت 15 دقیقه و با سرعت 10000 دور در دقیقه سانتریفیوژ گردیدند و جذب آن‌‌ها در طول موج‌های 470، 649 و 665 نانومتر با دستگاه اسپکتروفتومتر (SPECORD 210, AnalytikJena, Germany) خوانش شد و مقادیر کلروفیل a، کلروفیل b، کلروفیل کل و کارتنوئیدها به ترتیب از طریق رابطه‌های 3، 4، 5 و 6 محاسبه گردیدند (Dere et al., 1998; Silkina et al., 2015):

(رابطه 3) Chlorophyll a (μg/ml)= 12.7×A665  ̶  2.69×A649
(رابطه 4)  Chlorophyll b (μg/ml) = 22.9×A649  ̶  4.68×A665
(رابطه 5) Total Chlorophyll (μg/ml) = Chlorophyll a + Chlorophyll b

(رابطه 6)  Total Carotenoids (μg/ml) = (1000​×A470  ̶  2.05×Chlorophyll a  ̶  114×Chlorophyll b) / 245
روش تجزیه‌وتحلیل آماری داده‌ها
برای تجزيه و تحليل داده‌ها از نسخه 26 نرم‌‌افزار SPSS و آنالیز واريانس يک‌‌طرفه (One-Way ANOVA)  و تست دانکن استفاده گردید و مقایسه میانگین‌ها با 95 درصد اطمينان از طریق آزمون آماري دانکن صورت گرفت. 
نتایج


نتایج پژوهش حاضر نشان داد که تراکم سلول‌های N. oculata در پایان دوره 72 ساعته آزمایش در گروه کنترل بیش از 29 برابر افزایش یافت و از حدود 52 سلول در میلی‌‌لیتر، به بیش از 1500 سلول در میلی‌‌لیتر رسید. در گروه‌های حاوی غلظت‌های 005/0، 01/0، 025/0، 05/0، 075/0 و 1/0 میلی‌گرم در لیتر نانو ذرات نقره نیز، تراکم سلول‌‌ها پس از 72 ساعت به‌ترتیب حدود 22، 17، 15، 10، 0 و 0 برابر افزایش یافت. همچنین در غلظت‌های 75، 100، 
150 و 200 میلی‌‌گرم در لیتر نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس، تراکم سلول‌‌ها پس از 72 ساعت به‌ترتیب 23، 18، 17 و 16 برابر افزایش یافت. بر اساس نتایج، با افزایش غلظت نانو ذرات نقره، نرخ رشد روند کاهشی نشان داد به‌طوری‌که در گروه‌هایی که حاوی غلظت‌های 075/0 و 1/0 میلی‌گرم در لیتر نانو ذرات نقره بودند، تعداد سلول از 54 به 0 رسید و درصد متوسط بازدارندگی رشد در این دو گروه به 100 درصد رسید. همچنین در گروه‌های حاوی نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس، روند کاهشی با شیب ملایم‌‌تری مشاهده گردید و درصد بازدارندگی رشد در بالاترین غلظت نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس (200 میلی‌گرم در لیتر)، به 36 درصد رسید. در شکل 1، نمودار تغییرات بیومس فیتوپلانکتون مورد مطالعه و در شکل 2، نمودار تغییرات متوسط نرخ رشد ویژه و درصد بازدارندگی متوسط رشد ویژه را 72 ساعت پس از رویارویی با غلظت‌های مختلف نانو ذرات نقره نشان داده شده است. 
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شکل 1: تراکم سلول‌های ریزجلبک Nanochloropsis oculata  پس از 72 ساعت رویارویی با غلظت‌های مختلف نانو ذرات نقره
Figrue 1: Quantitative microscopically analysis of the phytoplankton, Nanochloropsis oculata growth 72-hour exposure in different concentrations of silver nanoparticles (AgNPs)
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شکل 2: درصد بازدارندگی رشد در ریز جلبک Nanochloropsis oculata پس از 72 ساعت رویارویی با غلظت‌های مختلف نانو ذرات نقره
Figure 2: Inhibition growth rate of the phytoplankton Nanochloropsis oculata 72-hour exposure in different concentrations of silver nanoparticles (AgNPs)
در شکل 3، نمودار تغییرات بیومس سلول‌‌ها و در شکل 4، نمودار تغییرات متوسط نرخ رشد ویژه و درصد بازدارندگی 
متوسط رشد ویژه را 72 ساعت پس از رویارویی با غلظت‌های مختلف دی‌اکسید سیلیس نشان داده شده است. 
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شکل 3: تراکم سلول‌های ریزجلبک Nanochloropsis oculata  پس از 72 ساعت رویارویی با غلظت‌های مختلف نانو ذرات سیلیس
Figure 3: Quantitative microscopically analysis of the phytoplankton, Nanochloropsis oculata growth 72-hour exposure in different concentrations of Nano silicon oxide (Sio2NPs)
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شکل4: درصد بازدارندگی رشد در ریز جلبک Nanochloropsis oculata پس از 72 ساعت رویارویی با غلظت‌های مختلف نانو ذرات سیلیس
Figure 4: Inhibition growth rate of the phytoplankton Nanochloropsis oculata 72-hour exposure in different concentrations of Nano silicon oxide (Sio2NPs).
در جدول 1 غلظت‌‌های بازدارنده متوسط رشد ویژه نانو مواد مورد بررسی ارائه شده است. بر این اساس، IC50 نانو ذرات نقره و نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس برای گونه فیتوپلانکتونی مورد بررسی به‌ترتیب 03/0 و 5630 میلی گرم در لیتر برآورد گردید.
جدول 1: غلظت‌های بازدارنده نانوذرات نقره و ناوذرات سیلیس در ریزجلبک نانوکلروپسیس اوکولاتا بعد از72 ساعت رویارویی
Table 1: Inhibitory concentration values of 72-hour silver nanoparticles and silica dioxide nanoparticles in the phytoplankton, Nannochloropsis oculata.
	Inhibitory concentration
	AgNPs (mg/l)
	Sio2NPs ( mg/l)

	IC1
	0.0004
	4.6

	IC5
	0.007
	36.9

	IC10
	0.01
	112

	IC15
	0.013
	237

	IC50
	0.034
	5630

	IC85
	0.091
	11368

	IC90
	0.114
	28284

	IC95
	0.16
	858489

	IC99
	0.3
	6888569


نتایج سنجش رنگدانه‌های فتوسنتزی فیتوپلانکتون N. oculata پس از 72 ساعت رویارویی با غلظت‌های مختلف نانو ذرات نقره در شکل 5 نشان داده شده است. بر این اساس، با افزایش غلظت نانو ذرات نقره، میزان کلروفیل‌‌های a و b و کلروفیل کل و کارتنوئیدها کاهش یافت و کمترین میزان رنگدانه‌های فتوسنتزی در گروه‌های 075/0 و 1/0 میلی‌گرم در لیتر نانو ذرات نقره مشاهده گردید. با توجه به شکل 6، در گروه‌هایی که با نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس رویارویی داده شده بودند، با افزایش غلظت این نانو ماده‌‌، میزان رنگدانه‌های فتوسنتزی کاهش یافت.
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شکل5: میزان رنگدانه‌های ( کلروفیل a، کلروفیل b، کلروفیل کل و کارتنوئیدها در ریزجلبک Nanochloropsis oculata پس از 72 ساعت رویارویی با غلظت‌های مختلف نانو ذرات نقره
Figure 5: Concentration of pigments (chlorophyll a, chlorophyll b, total chlorophyll, and carotenoids) in Nanochloropsis oculata following 72-hour exposure in different concentrations of silver nanoparticles (AgNPs)
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شکل6: میزان رنگدانه‌های (کلروفیل a، کلروفیل b، کلروفیل کل و کارتنوئیدها) ریزجلبک Nanochloropsis oculata پس از 72 ساعت رویارویی با غلظت‌های مختلف نانو ذرات سیلیس
Figure 6: Concentration of pigments (chlorophyll a, chlorophyll b, total chlorophyll, and carotenoids) in Nanochloropsis oculata following 72-hour exposure in different concentrations of Nano silicon oxide (Sio2NPs).

بحث
بر اساس استاندارد موجود در آزمون‌های سم‌شناسی حاد فیتوپلانکتون‌‌های تک‌‌سلولی، تراکم سلولی در گروه کنترل پس از مدت 72 ساعت باید حداقل 16 برابر افزایش یابد (OECD, 2011). بنابراین، افزایش 29 برابری تراکم سلول‌‌ها در گروه کنترل مطالعه حاضر نشان می‌‌دهد که کشت فیتوپلانکتون‌‌ها در شرایط استاندارد انجام شده است. بر اساس نتایج به‌‌دست‌‌آمده در این مطالعه، رویارویی فیتوپلانکتون Nannochloropsis oculata با غلظت‌های مختلف نانو ذرات نقره، حتی در غلظت پایین نیز سبب بروز سمیت در فیتوپلانکتون گردیده و مانع انجام تقسیم سلولی و افزایش تراکم بیومس گردیده است. با توجه به شکل 1، با گذشت زمان (72-24 ساعت)، میزان رشد فیتوپلانکتون در گروه‌هایی که با نانو ذرات نقره رویارویی داده شده بودند، کاهش یافت که نشان می‌‌دهد که سمیت نانو ذرات نقره وابسته به غلظت و مدت زمان رویارویی است. براساس مطالعات صورت گرفته، قطر منافذ دیواره سلولی فیتوپلانکتون‌‌ها در محدوده 20-5 نانومتر است. همچنین مکانیسم اثر نانو ذرات نقره بر این زی‌‌شناوران ساکن در آبهای شور و شیرین به قابلیت انحلال نانو ذرات و رهایش یون نقره از آنها به محیط وابسته است. این مکانیسم می‌تواند سبب اختلال در روند تقسیم سلولی فیتوپلانکتون‌‌ها و در نتیجه کاهش تراکم بیومس و افزایش درصد بازدارندگی رشد طی مدت رویارویی گردد. نتایج به‌دست آمده در مطالعه حاضر در این رابطه، با نتایج بسیاری از پژوهش‌‌های پیشین هم‌خوانی دارد (Navarro et al., 2008; Oukarroum et al., 2013; Becaro et al., 2015; González et al., 2015).
بررسی اثرات نانو ذرات نقره بر رنگدانه‌های فتوسنتزی فیتوپلانکتون مورد مطالعه نشان داد که میزان رنگدانه‌های فتوسنتزی، شامل کلروفیل a، کلروفیل b، کلروفیل کل و کارتنوئیدها، با گذر از ساعت صفر تا 72  و تحت تاثیر غلظت‌های مختلف نانو ذرات نقره کاهش می‌یابد و این میزان پس از 72 ساعت در گروه‌های حاوی 075/0 و 1/0 میلی‌‌گرم در لیتر، در هماهنگی کامل با افزایش بازدارندگی نرخ رشد ویژه و کاهش تراکم بیومس سلول‌‌ها به‌شدت کاسته شد و به صفر رسید. نتایج مطالعه Li و همکاران (2015) در مورد تاثیر نانو ذرات نقره و یون نقره بر فیتوپلانکتون بدون دیواره سلولی Euglena gracilis بیان داشت که هر دو این مواد با توجه به میزان غلظت، سبب اختلال در مکانیسم فتوسنتز و تغییر در مورفولوژی سلول‌‌ها می‌گردند. Hazeem و همکاران (2019) تاثیر نانو ذرات نقره بر فیتوپلانکتون C. vulgaris را به ‌‌مدّت 96 ساعت بررسی کردند و دریافتند که این نانو ذرات سبب کاهش تراکم سلول‌های زنده، تغییر غلظت رنگدانه‌های فتوسنتزی و افزایش تولید رادیکال‌‌ها فعال اکسیژن می‌گردند (Hazeem et al., 2019). در مطالعه Pillai و همکاران (2014) یون‌های نقره و نانو ذرات نقره به‌ترتیب باعث آسیب به فتوسنتز و چرخه کلوین شدند. همچنین در مطالعه Oukarom و همکاران (2012) یون‌های نقره و نانو ذرات نقره سبب اختلال در واکنش‌های فتوشیمیایی فتوسنتز در در فیتوپلانکتون‌‌های C. vulgaris و D. tertiolecta شدند. بر اساس نتایج Fazelian و همکاران (2020) فیتوپلانکتون N. oculata در برابر غلظت‌های بالاتر از 1 میلی‌گرم در لیتر نانو ذرات نقره آسیب‌پذیر است و احتمالاً مکانیسم‌های دفاعی این فیتوپلانکتون در برابر استرس اکسیداتیو القاء‌‌شده به‌وسیله نانو ذرات نقره به اندازه کافی مقاومت نداشته است. در مطالعه حاضر نیز احتمال می‌رود که سمیت حاصل از رویارویی فیتوپلانکتون مورد مطالعه با غلظت‌های مختلف نانو ذرات نقره با آزادسازی یون‌های نقره (Ag+) مرتبط باشد و سبب اختلال در روند چرخه کلوین و فرایند فوتوشیمیایی فتوسنتز و کاهش میزان رنگدانه‌های فتوسنتزی می‌گردد.
نتایج این مطالعه نشان داد که رشد و افزایش بیومس سلول‌های فیتوپلانکتونی که با غلظت‌های مختلف نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس رویارویی داده شده‌اند، وابسته به غلظت بوده و با افزایش غلظت تا 200 میلی‌گرم در لیتر و گذشت زمان، سبب افزایش درصد بازدارندگی نرخ رشد ویژه می‌‌گردد. این تغییرات نشان می‌دهد که افزایش غلظت نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس، می‌تواند به عنوان یک عامل محدودکننده، سبب کاهش نرخ رشد در این فیتوپلانکتون گردد. این یافته‌ها با نتایج مطالعه  Shariati و Ayatallahzadeh Shirazi (2019) هم‌خوانی دارد که بیان داشتند، نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس می‌توانند با واکنش سطحی خود، سبب تخریب دیواره سلولی و کاهش جذب مواد مغذی در فیتوپلانکتون D. salina گردند. همچنین بررسی نتایج تصاویر میکروسکوپی در مطالعه مذکور، نشان داد که تماس نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس با سلول‌های فیتوپلانکتونی باعث کوچک‌شدن سلول‌ها و از دست‌رفتن تاژک‌ها گردید و با افزایش غلظت نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس به ۵۰، ۱۰۰ و ۲۰۰ میلی‌گرم در لیتر، نرخ رشد سلول‌‌ها کاهش نشان داد. همچنین Van Hoecke و همکاران (2008) دریافتند که افزایش سطح و اندازه نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس، باعث افزایش واکنش سطحی آنها با دیواره سلول‌های فیتوپلانکتون Pseudokirchneriella subcapitata می‌گردد. یافته‌های مطالعه Manzo و همکاران (2015) نیز نشان داد که احتمالاً نانو ذرات دی‌کسید سیلیس با اندازه‌های کوچکتر، به داخل سلول‌های D. tertiolecta نفوذ می‌کنند و از جذب مواد مغذی جلوگیری می‌کنند و منجر به آسیب به دیواره سلولی می‌گردند. علاوه‌براین، کاهش در میزان رنگدانه‌های فتوسنتزی نیز مشاهده شد. نتایج مطالعه حاضر نیز نشان داد که با افزایش غلظت نانو ذرات دی‌کسید سیلیس، میزان رنگدانه‌های فتوسنتزی به طور قابل‌توجهی کاهش یافت که این می‌تواند به دلیل نفوذ این نانو ذرات به داخل سلول‌‌ها و اختلال در روند واکنش‌های فتوسنتزی اتفاق افتاده باشد. به‌‌ طور کلی، اثر سمیت نانو ذرات سیلیس در فیتوپلانکتون‌‌های مختلف، به دلیل نوع و شکل دیواره سلولی و اندازه منافذ سلولی آنها که به عنوان یک سد دفاعی در مقابل ورود نانو ذرات نقش ایفاء می‌کنند، متفاوت است (Book and Backhaus, 2022). 
بر طبق یافته‌های این مطالعه، تراکم سلول‌‌های N. oculata در گروه کنترل نسبت به گروه‌های رویارویی‌‌داده‌‌شده با دو نانو ذره نقره و دی‌کسید سیلیس بالاتر بود. بنابراین، هر دو این نانو مواد دارای اثرات سمی بر فیتوپلانکتون مورد بررسی هستند. درصد بازدارندگی نرخ رشد ویژه در گروه‌هایی که با نانو ذرات نقره رویارویی داده شده بودند، بالاتر از گروه‌هایی بود که با نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس رویارویی داده شده‌ بودند. بنابراین، می‌‌توان نتیجه گرفت که نانو ذرات نقره، حداقل در کوتاه مدت، سمیت بیشتری بر شاخص‌های رشد، میزان رنگدانه‌های فتوسنتزی نسبت به نانو ذرات دی‌اکسید سیلیس در N. oculata نشان می‌‌دهند که میزان سمیت علاوه بر شاخص‌هایی مانند دما، شوری و pH، به غلظت و مدت زمان رویارویی نیز بستگی دارد و می‌تواند با توجه به شرایط هر بوم‌سازگان آبی، اثرات متفاوتی بر جای گذارد. 
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