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 چکیده:

 قرارگرفته موردتوجه وظهورنیک آلاینده  عنوانبهپزشکی امروزه این ماده امور  نقره در صنعت و نانو ذراتبه علت کاربرد گسترده 

قرار  ریتحت تأثا یت میکروبی خاک رجمع ،که این ماده پس از ورود به خاک رودیماست. با توجه به خاصیت ضد باکتریایی نقره انتظار 

تصادفی با آرایش  املاًکآزمایش در قالب طرح این . دیاجرا گردخاک  ی اثر نانوذره نقره بر فعالیت آنزیمیبررس باهدف. لذا این پژوهش دهد

بر کیلوگرم  گرمیلیم 100، 50، 10، 5، 5/0سطح نقره ) 5انجام شد. تیمارهای آزمایشی شامل شرایط انکوباسیون فاکتوریل با سه تکرار در 

 آزاورهدهیدروژناز و  یهامیآنزنانوذره نقره بر فعالیت  ثر کاربردکه اداد روز( بود. نتایج نشان  42و  28، 14، 7)چهار دوره زمانی  و (خاک

 ی کاهش یافت.داریمعن طوربهآز و دهیدروژناز خاک ی اورههامیآنزمقدار فعالیت نقره نانو . با افزایش سطح (p<01/0)بود  داریعنخاک م

نشان  جینتا .اهد مشاهده شدبیشترین در تیمار ش وبر کیلوگرم نانو نقره  گرمیلیم 100کمترین میزان فعالیت آنزیمی در تیمار  کهیطوربه

این  جینتا از کاهش یافت.فعالیت آنزیم دهیدروژن کهیدرحالزمان افزایش،  باگذشتآز فعالیت آنزیم اوره ی آزمایشیمارهایتداد در تمام 

 اشند.منفی داشته ب ریتأثی دخیل در چرخه نیتروژن و کربن هامیآنزبر  توانندیمنقره  نانو ذراتکه  دادپژوهش نشان 

 ، سمیت زیستیضد باکتریایی تیفعال ،فعالیت میکروبی کلمات کلیدی:

 مقدمه:

. فناوری نانو قادر اندقرارگرفته موردتوجهبسیار  یاورنفدر  خوداخیر ذرات نانو به علت ویژگی و کاربردهای خاص  یهادههدر 

در باوجود روند روبه رشد محصولات تجاری دارای نانو ذرات . باشدنانومتر  1-10است ساختاری بسازد که حداقل اندازه یکی از ابعاد آن 

 ، سیلیس،اکسید تیتانیوم، اکسید روییدشود که شامل نقره، یمحاضر تنها از چند ماده در حجم و تعداد بالا در محصولات استفاده  حال

این میان  از و فولرین است. )MWCNTs3(یه چندلای کربنی هانانولوله(، 2SWCNTsی کربنی تک دیواره،هانانولولهمواد با پایه کربن ) نانو

 اندبوده موردتوجهیک و اپتوالکترونیک بسیار و فتوژنیداری شیمیایی، خواص کاتالیزوری پا به دلیل رسانایی خوب، 4(AgNPsنانو ذرات نقره )

(Cho  ،2005و همکاران) .5 نیترگسترده نقرهMNPs  نساجی، شیآرالوازم، عکاسی، پزشکی، یپزشکدندان، یجواهرسازتجاری است که در ،

 ستیزطیمحنقره وارد  نانو ذراتو دفع محصولات حاوی  مصرف . این ماده در طی تولید،مواد غذایی، کاتالیزورها و...کاربرد دارد یبندبسته

 هاکشآفتاستفاده از لجن فاضلاب، کودهای آلی و  شهری و پزشکی، یهازباله، مناسب فاضلابدفع نا جهیدرنت هاآنش بزرگی از . بخشودیم

به مدت طولانی در خاک باقی بمانند یا توسط  توانندیم AgNPs. (2013و همکاران، Anjumشوند )یمکشاورزی  یهانیزموارد  تیدرنها

در و یا تجمع زیستی  یطیمحستیزخطرات  صورتبهکه  داردوجود  احتمال این جهیدرنتزیستی جذب شوند  صورتبه هاسمیکروارگانیم

این است که با  شودیممسائلی که در مبحث نانو مطرح  نیترمهمیکی از  .(2011و همکاران، Rico)زنجیره غذایی نقش داشته باشند 

 نیترمطرح خواهد داشت. ستیزطیمحچه عواقبی بر سلامتی انسان و  هاآنشدن کاربرد این مواد در زندگی روزمره بشر استفاده از  ریگهمه

برای انسان و  تواندیمنقره برای اکثر جوامع میکروبی سمی است که این موضوع  .هاستآن باکتریایی ضد تیفعال ،AgNPsکاربرد 

 باشدیمخاک و سایر موجودات زنده خاک سمی  جانداران زیر( و نانو برای Ag+نقره به فرم یونی ) هم مفید و هم مضر باشد. ستیزطیمح

(Velicogna 2016همکاران،  و) .عناصر غذایی، تجزیه مواد آلی، دفع سموم از خاک و حفظ سلامت گیاه  یهاچرخهخاک در  جانداران زیر

و  Johnدهند )یمقرار  ریتأثانسانی جامعه میکروبی را تحت  یهاتیفعالو  هاندهیآلانفتی،  یهایآلودگدر جنگل،  یسوزآتش. دارندشرکت 

و همکاران،  Rouskشود )یم، فعالیت آنزیمی و تنوع زیست جانداران خاک تودهستیز. برای مثال این تغییرات سبب کاهش (2011همکاران،

                                                           
 sa.balandeh@mail.um.ac.ir ایمیل نویسنده مسئول:* 

2 Single-walled Carbon Nanotubes 

3 Multi Walled Carbon Nanotubes 

4 silver nanoparticles 

5 metal nanoparticles 



 

 یاژهیواز اهمیت  دهندیمدر محیط خاک چه واکنشی نشان  هاندهیآلااین موضوع که جامعه میکروبی در برابر  درک. بنابراین (2012

بیوشیمیایی و پویایی مواد آلی  یهاچرخهکه  شوندیمشاخصی از سلامت بیولوژیک خاک شناخته  عنوانبهفعالیت آنزیمی  برخوردار است.

برون سلولی  یهامیآنزمانع فعالیت برخی  AgNPs ضد باکتریاییفعالیت  .( 2018، همکارانو  Acosta-Martinez)رندیگیبرمخاک را در 

بر روی فعالیت دو درصد  سه 6pvpبا پوشش  فرم نانو نقرهثیر أتلذا در این پژوهش . (2014و همکاران ،  Peyrot) دشویم یسلولدرونو 

 .است قرارگرفته یموردبررسشاخصی از سلامت زیستی خاک  عنوانبه آزاورهآنزیم دهیدروژناز و 

 و روش: مواد

در مزرعه تحقیقاتی دانشگاه فردوسی انجام گرفت.  ( خاکی واقعcm15-0از عمق ) یبردارنمونهخاک:  یسازآمادهو  یبردارنمونه

، AgNP (5/0 ،5 ،10مختلف  یهاغلظت لهیوسبهدر سه تکرار مجزا شدند و  یمتریلیمخاک پس از عبور از الک دو  یگرم 100 یهانمونه

قرار  ایش فاکتوریلدر غالب طرح کاملا تصادفی با آر یلنیاتیپلشاهد در ظروف  تیمار شده و همراه با نمونه (soil 1-mg Kg 100و  50

انکوباسیون  طوبتیدرصد ظرفیت نگهداشت ر 60و رطوبت  گرادیسانتدرجه  25روز( در دمای  42و  28، 14، 7) یزمانه ردو 4گرفتند و در 

ه هدایت سنج متر در گل اشباع، قابلیت هدایت الکتریکی در عصاره گل اشباع توسط دستگا pHبا استفاده از دستگاه  خاک pH شدند.

ظرفیت  رطوبت بلاک، نیتروژن کل به روش کجلدال، کربنات کلسیم معادل به روش تیتراسیون برگشتی،الکتریکی، کربن آلی به روش والکلی

و تجزیه آمـاری بـا  2013 نسخه Excel افزارنرمرسم نمودارها با  گیری شد.مزرعه به روش گلدانی و بافت خاک به روش هیدرومتری اندازه

 .درصد انجام گردید 1 آماری در سطح احتمال توکیهـا بـا آزمـون میـانگین سهیمقاو  8نسخه  JUMP افزارنرم

لیتر بافر تریس میلی 9ئن، لیتر تولومیلی 2/0خاک با  گرم 5ابتدا  آزاورهگیری میزان فعالیت آنزیم برای اندازه: آزاورهفعالیت آنزیم 

ساعت در دمای  2 به مدتبستره تیمار شد و  عنوانبه مولار اوره 2/0لیتر محلول ( و یک میلی=7pHمتان، آمینومتیلیکسدرویه)تریس

گرم در میلی 100و  KClمولار نسبت به  4SO2Ag-KCl (5/2نکوباسیون با محلول اگراد در انکوباتور قرار گرفت. پس از درجه سانتی 37

تعیین  بخارآبدر مخلوط خاک به روش تقطیر با  هآزادشدلیتر رسیدند و سپس مقدار آمونیوم میلی 50( به حجم 4SO2Agلیتر نسبت به 

لیتر محلول میلی 4SO2gA-KCl ،1محلول ساعت انکوباسیون و افزودن  2نمونه شاهد در شروع انکوباسیون اوره دریافت نکرد و پس از . شد

 آزاورهیمار اصلی فعالیت تکردن مقدار نیتروژن آمونیومی شاهد از  باکمشد.  یریگاندازهاوره به آن افزوده شد و مقدار آمونیوم بلافاصله 

( گزارش شد soil h 1-N g-+4mg NH-1به ازای هر گرم خاک خشک در دو ساعت انکوباسیون ) آزادشدهگرم آمونیوم میلی برحسب

(Tabatabai and Bremner ،1972). 

بستره تیمار شد و به  عنوانبهرصد د 6/0( TTC) دیکلر ومیتترازوللیفنیتر محلوللیتر میلی 5گرم خاک با  5 فعالیت آنزیم دهیدروژناز:

( TPF) فورمازانلیفنیترگیری انکوباتور قرار گرفت. پس از انکوباسیون برای عصاره گراد دردرجه سانتی 25ساعت در دمای  16مدت 

ساعت در تاریکی با دستگاه شیکر به هم زده شد. سپس مخلوط  2لیتر استن به نمونه خاک افزوده و به مدت میلی 25مقدار  دشدهیتول

گیری اسپکتروفتومتر اندازه لهیوسبهنانومتر  546 موجطولها در عبور داده شد و مقدار جذب نور نمونه 42از کاغذ صافی واتمن  موردنظر

soil  1-g TPF gμانکوباسیون ) ساعت 16به ازای هر گرم خاک خشک در  فورمازانلیفنیترمیکروگرم  صورتبهشد و مقدار فعالیت آنزیم 

1-h 16 شد( گزارش (Thalmann ،1966). 

 

 

 نتایج و بحث:

 یهامیآنزالیت و زمان و همچنین اثر متقابل این دو فاکتور بر فع AgNPsاثر اصلی غلظت  داد کهنتایج تجزیه واریانس نشان 

نقره و اثر متقابل ذره ظت نانواثر اصلی غل دهندهنشان 2 شکل (.2جدول شد ) داریمعندهیدروژناز خاک در سطح احتمال یک درصد  و آزاوره

 طوربه آزاورهیت آنزیم فعال AgNPsنتایج نشان داد که با افزایش غلظت  خاک است. آزاورهفعالیت آنزیم  برزماننقره و ذره غلظت نانو

 ،3/12، 13، 1/7 نانوذره نقره به ترتیب موجب کاهش لوگرمیکبر  گرمیلیم 100 و 50، 10، 5، 5/0 حضور کاهش پیدا کرد. یداریمعن

 آزاورهزمان مقدار فعالیت آنزیم  باگذشتدر تمام تیمارها  یطورکلبه الف(.-2شکل شد )در خاک  آزاورهآنزیم  فعالیت درصدی 5/36و  5/35

مثال  یبرا در طی زمان کمتر بود. آزاورهنقره افزایش فعالیت آنزیم ذره با افزایش غلظت نانو حالنیباا افزایش پیدا کرد. یداریمعن طوربه

 8/40نقره ذره م نانوبر کیلوگر گرمیلیم 50غلظت  در کهیدرحال درصد 3/60روز  42 یطپس از  نانو نقرهبر کیلوگرم  گرمیلیم 5در غلظت 

 .ب(-2شکل شد )مشاهده  آزاورهدر فعالیت آنزیم  افزایش درصد

                                                           
6 Polyvinylpyrrolidone  

https://en.wikipedia.org/wiki/Polyvinylpyrrolidone


 

 
ی هاغلظت ریتأثآز تحت فعالیت آنزیم اوره راتییتغ آز ب:بر فعالیت آنزیم اوره AgNPsی مختلف هاغلظتالف: اثر اصلی  -2شکل 

AgNPs زمان باگذشت 
 

نتایج نشان  نیا خاک است. دهیدروژنازفعالیت آنزیم  برزمانو  AgNPsو اثر متقابل غلظت  AgNPsاثر اصلی غلظت  دهندهنشان 3شکل 

بر  گرمیلیم 100 و 50، 10، 5، 5/0 حضور کاهش پیدا کرد. یداریمعن طوربه دهیدروژنازفعالیت آنزیم  AgNPsداد که با افزایش غلظت 

 .الف(-3شکل شد )در خاک یت آنزیم دهیدروژناز فعال ددرص 1/89 و 3/56، 4/39، 3/42، 7/45 ترتیب موجب کاهش به AgNPs لوگرمیک

برای فعالیت  شدهمشاهدهکه در تضاد با نتایج  آنزیم دهیدروژناز کاهش پیدا کرد زمان مقدار فعالیت باگذشتدر تمام تیمارها  یطورکلبه

 میاز آنزبیشتر  مدتکوتاهمنفی نانوذره نقره بر فعالیت آنزیم دهیدروژناز در  ریتأثکه  دنتایج نشان دا .(4ب، شکل -3)شکل  آز بودآنزیم اوره

نتیجه گرفت  توانیم داردریز جانداران خاک  با فعالیتارتباط مستقیم است و  یسلولدروندهیدروژناز یک آنزیم  کهییازآنجا .باشدیمآز اوره

 است. قرارگرفته AgNPsسمیت  ریتأثتحت  آزاورهفعالیت این آنزیم بیشتر از آنزیم برون سلولی  AgNPs ییایباکتر ضدبه دلیل ماهیت 

 

 ریتأثفعالیت آنزیم دهیدروژناز تحت  راتییتغ بر فعالیت آنزیم دهیدروژناز ب: AgNPی مختلف هاغلظتالف: اثر اصلی  -2شکل 

 زمان باگذشت AgNPی هاغلظت

، بتاگلوکسیداز و دروژنازیده آز،اوره یهامیآنزشامل تنفس میکروبی، فعالیت زیستی خاک  یهایژگیبر و AgNPs یاثر بازدارندگ

اران و همک Shinاست. شدهگزارش (2017و همکاران ) Samarajeewaتوسط  جامعه میکروبی، تجزیه مواد آلی ترکیبنیتریفیکاسیون، 

 استات ید نیفلوئورس گلوکسیداز، دهیدروژناز،-بتا سولفاتاز، لیآر ، اسید فسفاتاز،آزاورهآنزیم  6بر روی  AgNPs ریتأث(، با بررسی 2012)

و  آزاورهفعالیت  بر روی AgNPs نیبنیدراکه جلوگیری کرد  بردهی نامهایمآنزاز فعالیت همه  AgNPsیدرولاز گزارش کردند که ه

در خاک  AgNPs ریتأث( نیز با بررسی 2017و همکاران ) McGee. بیشتری داشت ریتأث موردمطالعه یهامیآنز ریسانسبت به دهیدروژناز 



 

تایج این مطابق با ن که شودیم انکوباسیون روز پس از شروع 30و دهیدروژناز تنها  آزاورهگزارش کردند که این ماده سبب کاهش فعالیت 

و همکاران،  Liau)باشد ها یمآنزی تیول هاگروهبا  نانو ذراتاز  آزادشده Ag+یون ناشی از اثر متقابل این بازدارندگی ممکن است  .پژوهش بود

 Rahmatpour مثال یبرا باشد.یمبا آنزیم دلیل اصلی این عمل  AgNPsدهد که تعامل مستقیم یمتحقیقات جدید نشان  چهاگر .(1997

 .شودیمآنزیمی در خاک فعالیت  ملاحظهقابلتریپتوفاناز سبب کاهش  بستره با AgNPsگزارش کردند که پیوند قوی  (2017همکاران ) و

 آزاورهآنزیم  کهییازآنجا .است AgNPsتوسط  هایمآنزفعال جایگاه  یا اشغالو  ترکیب در رییتغبه دلیل  احتمالاًکاهش فعالیت آنزیمی  نیا

فراهمی عناصر غذایی برای گیاه و  میدو آنزو دهیدروژناز به ترتیب در چرخه نیتروژن و تجزیه ماده آلی نقش دارند تغییر در فعالیت این 

 .دهدیمخود قرار  ریتأثخاک را تحت  جانداران زیردیگر 

 :یریگجهینت
 یطی مختلف در هامیآنزآز و دهیدروژناز خاک دارد اما واکنش ی اورههامیآنزفعالیت  اثر بازدارندگی بر AgNPsاین پژوهش نشان داد که 

دسترسی زیستی و سازگاری جمعیت میکروبی خاک  در رییتغطولانی احتمال  زمانککه در ی توجه به این با یکسان نبود. AgNPsبه  زمان

ی بهترتا بتوان درک  شودیمی میکروبی خاک احساس هاتیفعالبر  AgNPs مدتیطولان ریتأثسی ربا نقره وجود دارد همچنان نیاز به بر

 زیستی خاک داشت. اتیدر خصوصاین ماده  ریتأثاز 
 

 موردمطالعههای فیزیکی و شیمیایی خاک . برخی ویژگی1جدول 
 شن بافت خاک

 )در صد(

 سیلت

 )در صد( 

 رس

 )در صد( 
CEC 

)soil 1-kg +Cmol( پ.هاش 
 کربنات کلسیم معادل

 )در صد(

 ماده آلی

 )در صد(

 273/0 5/14 71/7 69/8 72/28 16/38 12/33 لومی رسی
 

 

 فعالیت آنزیم در طی دوره آزمایشمتوسط مقدار بر  AgNPمختلف  یهاغلظتنتایج تجزیه واریانس  -2جدول 
 منبع تغییرات درجه آزادی میانگین مربعات

 آزفعالیت اوره فعالیت دهیدروژناز

 AgNPغلظت  5 *1318/302 *0/1889110

 زمان 3 *2111/381 *0/3097017

 *زمان AgNPغلظت  15 *280/353 *0/0458711

000098/0  366/2  خطای آزمایشی 48 

 درصد یکدار در سطح معنی :*

 
 

 

 
 

 
 AgNP( TEMتصویر میکروسکوپ الکترونی ) -1شکل 

 



 

 

فعالیت آنزیم دهیدروژناز  ریتأث( تحت TPFفورمازان )فنیل( به تریTTCتترازولیوم کلرید )فنیلتریتغییر رنگ حاصل از تبدیل  -4شکل 

 AgNPsدوره انکوباسیون در تیمارهای مختلف  یدر ط

 منابع
Acosta-Martinez, V., Cano, A. and Johnson, J. 2018. Simultaneous determination of multiple soil 

enzyme activities for soil health-biogeochemical indices. Applied soil ecology, 126, 121-128. 

Anjum, N. A., Gill, S. S., Duarte, A. C., Pereira, E. and Ahmad ,I. 2013. Silver nanoparticles in soil–

plant systems. Journal of nanoparticle research, 15, 1896. 

Buzea, C., Pacheco, I. I. and Robbie, K. 2007. Nanomaterials and nanoparticles: sources and toxicity. 

Biointerphases, 2, MR17-MR71. 

Cho, K.-H., Park, J.-E., Osaka, T. and Park, S.-G. 2005. The study of antimicrobial activity and 

preservative effects of nanosilver ingredient. Electrochimica Acta, 51, 956-960. 

John, R., Itah, A., Essien, J. and Ikpe, D. 2011. Fate of nitrogen-fixing bacteria in crude oil 

contaminated wetland ultisol. Bulletin of environmental contamination and toxicology, 87, 

343. 

Liau, S., Read, D., Pugh, W., Furr, J. and Russell, A. 1997. Interaction of silver nitrate with readily 

identifiable groups: relationship to the antibacterialaction of silver ions. Letters in applied 

microbiology, 25, 279-283. 

McGee, C., Storey, S., Clipson, N. and Doyle, E. 2017. Soil microbial community responses to 

contamination with silver, aluminium oxide and silicon dioxide nanoparticles. Ecotoxicology, 

26, 449-4 58.  

Peyrot, C., Wilkinson, K. J., Desrosiers, M. and Sauvé, S. 2014. Effects of silver nanoparticles on soil 

enzyme activities with and without added organic matter. Environmental toxicology and 

chemistry, 33, 115-125. 

Rico, C. M., Majumdar, S., Duarte-Gardea, M., Peralta-Videa, J. R. and Gardea-Torresdey, J. L. 2011. 

Interaction of nanoparticles with edible plants and their possible implications in the food 

chain. Journal of agricultural and food chemistry, 59, 3485-3498. 

Rousk, J., Frey, S. D. and Bååth ,E. 2012. Temperature adaptation of bacterial communities in 

experimentally warmed forest soils. Global Change Biology, 18, 3252-3258. 

Samarajeewa, A., Velicogna, J., Princz, J., Subasinghe, R., Scroggins, R. and Beaudette, L. 2017. 

Effect of silver nano-particles on soil microbial growth, activity and community diversity in a 

sandy loam soil. Environmental pollution, 220, 504-513. 

Shin, Y.-J., Kwak, J. I. and An, Y.-J. 2012. Evidence for the inhibitory effects of silver nanoparticles 

on the activities of soil exoenzymes. Chemosphere, 88, 524-529. 



 

Tabatabai, M. and Bremner, J. 1972. Assay of urease activity in soils. Soil Biology and biochemistry, 

4, 479-487. 

Thalmann, A. 1966. The determination of the dehydrogenase activity in soil by means of TTC 

(triphenyltetrazolium). Soil Biol, 6, 46-49. 

Velicogna, J. R., Ritchie, E. E., Scroggins, R. P. and Princz, J. I. 2016. A comparison of the effects of 

silver nanoparticles and silver nitrate on a suite of soil dwelling organisms in two field soils. 

Nanotoxicology, 10, 1144-1151. 

Wigginton, N. S., Titta, A. d., Piccapietra, F., Dobias, J., Nesatyy, V. J., Suter, M. J. and Bernier-

Latmani, R. 2010. Binding of silver nanoparticles to bacterial proteins depends on surface 

modifications and inhibits enzymatic activity. Environmental science & technology, 44, 2163-

2168. 

 

Topic for submission: Soil and Water Pollution and Crop Health 

Effects of silver nanoparticles on Activity of dehydrogenase and urease enzymes 

Balandeh*1, S., lakzian2, A., javadmanesh3, A.  

1 M. Sc. Student, Soil Science Department, Faculty of Agriculture Ferdowsi University of Mashhad, Iran 
2 professor, Soil Science Department, Faculty of Agriculture Ferdowsi University of Mashhad, Iran 

3 Assistant Prof., Department of Animal Science, Faculty of Agriculture Ferdowsi University of Mashhad, Iran 

 

Abstract 
Today Due to the general application of silver nanoparticles in industry and medicine, this substance is 

considered as an emerging pollutant. Because of the antibacterial properties of silver, it is expected that 

this substance will affect the soil microbial population after entering into the soil. Therefore, this study 

aimed to investigate the effect of silver nanoparticle on soil enzyme activity. This experiment was 

conducted in a completely randomized design with factorial arrangement with three replications in 

incubation conditions. The experimental treatments included 5 levels of silver (5.0, 5, 10, 50, 100 mg 

kg -1 soil) and four time periods (7, 14, 28 and 42 days). The results showed that the effect of silver 

nanoparticle application on the activity of dehydrogenase and urease enzymes was significant (p > 

0.001). By increasing the nano-silver level, the activity of dehydrogenase and urease enzymes was 

significantly decreased. The lowest enzyme activity was observed in the treatment of 100 mg kg-1nano-

silver and the highest in the control treatment. The results showed that in all treatments, urease enzyme 

activity increased all the time, while the activity of the dehydrogenase enzyme was reduced. The results 

of this study showed that silver nanoparticles can negatively affect the enzymes involved in the nitrogen 

and carbon cycle. 
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