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Background and Objectives: In recent decades, the rapid advancement of nanotechnology has 

revolutionized various sectors, including agriculture, medicine, and electronics. 

Consequently, the release of engineered nanoparticles (ENPs) into the environment has 

become increasingly unavoidable. Soil serves as a primary sink for these pollutants and 

accumulates nanoparticles through the application of nano-fertilizers, pesticides, wastewater 

sludge, and atmospheric deposition. Among various nanomaterials, metal oxide nanoparticles 

(MO-NPs), particularly copper oxide (CuO) and nickel oxide (NiO), are widely used due to 

their unique catalytic and antimicrobial properties. However, their accumulation in soil 

ecosystems raises serious concerns regarding their potential ecotoxicity to non-target 

organisms. Soil health and fertility are closely linked to the activity of soil microorganisms 

and their extracellular enzymes. Enzymes such as urease and phosphatases play pivotal roles 

in the biogeochemical cycling of nitrogen (N) and phosphorus (P), respectively. Any 

disruption in their functionality can lead to the deterioration of soil quality and nutrient 

availability. The toxicity of nanoparticles in soil is a complex phenomenon governed not only 

by the type and concentration of the contaminant but also by the physicochemical properties 

of the soil, such as texture and organic matter content. While studies have assessed the 

toxicity of individual nanoparticles, comparative research on the time-dependent effects of 

CuO and NiO nanoparticles in calcareous soils with distinct textures remains limited. 

Therefore, this study aimed to comparatively evaluate the ecological toxicity of CuO and 

NiO nanoparticles on key soil biochemical indicators (urease, acid phosphatase, and alkaline 

phosphatase) in two soils with contrasting textural properties (Sandy Loam vs. Clay) to 

understand the interaction between soil matrix and nanoparticle toxicity kinetics. 

 Materials and Methods: To investigate the role of soil texture in modulating nanoparticle 

toxicity, two surface soil samples (0–30 cm) were collected from agricultural lands with 

distinct physicochemical characteristics. The first soil was characterized as Sandy Loam 

(Sand: 58.2%, Clay: 19.8%, Organic Carbon: 0.70%), while the second soil was classified 

as Clay (Sand: 18.2%, Clay: 49.8%, Organic Carbon: 1.37%). The study was conducted as 

a factorial experiment based on a Completely Randomized Design (CRD) with three 

replications under controlled laboratory conditions at 25°C. The experimental factors 

included Nanoparticle Type (Copper oxide ~40 nm and Nickel oxide 10–20 nm, both with 

99% purity), Concentration (four levels: 0, 100, 500, and 1000 mg kg⁻¹ dry soil), and 

Incubation Time (three intervals: 7, 24, and 72 days) to assess toxicity kinetics. To simulate 

realistic exposure conditions and avoid any solvent-related interference, nanoparticles were 

added to the soil as dry powder (uncoated) and thoroughly mixed. Soil moisture was 

maintained at 60% of field capacity (FC) throughout the incubation. At each sampling time, 

enzyme activities were assayed using standard spectrophotometric methods: Urease activity 

was quantified by measuring the ammonium released during urea hydrolysis, while Acid 

and Alkaline Phosphatase activities were quantified by the release of p-nitrophenol (pNP) 

using p-nitrophenyl phosphate as the substrate. Statistical analyses, including Independent 
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Samples t-test for baseline comparison and ANOVA followed by Duncan’s multiple range 

test for treatment effects, were performed to interpret the data. 

 
Results: Independent t-test results revealed a significant inherent difference in the biological 

potential of the two soils. The baseline activity of acid phosphatase in the Clay soil (658 µg 

pNP g⁻¹ h⁻¹) was approximately 66% higher than that of the Sandy Loam soil (396 µg pNP 

g⁻¹ h⁻¹) (P < 0.01), emphasizing the role of clay and organic matter in supporting enzymatic 

pools. Analysis of variance revealed significant main effects and interactions (Time × Type 

× Concentration). CuO nanoparticles exerted consistently higher and more persistent 

toxicity than NiO across both soil types. In the Sandy Loam soil, the impact was severe due 

to low buffering capacity. At the highest concentration (1000 mg kg⁻¹) of CuO, urease 

activity plummeted by over 90% relative to the control by the end of the incubation period 

(day 72). This inhibition is primarily attributed to the relatively high solubility of CuO and 

the interaction of Cu²⁺ ions with thiol (-SH) groups in enzyme active sites. Conversely, NiO 

nanoparticles exhibited a time-lag toxicity pattern, where significant inhibition in Sandy 

Loam soil was delayed until day 72. In contrast, the inhibitory effects were notably 

ameliorated in the Clay soil. A key finding was the non-significant main effect of incubation 

time on urease activity (P > 0.05) in the clay soil. This suggests that the high clay content 

(49.8%) facilitated the formation of stable enzyme-clay-humus complexes, which protected 

urease enzyme from denaturation and proteolytic degradation over time. Interestingly, NiO 

nanoparticles at lower concentrations (100 mg kg⁻¹) occasionally demonstrated a hormetic 

effect (stimulation of activity), particularly for alkaline phosphatase in the early stages, 

contrasting with CuO which generally followed a strict dose-dependent inhibition pattern. 

Conclusion: This study provides robust evidence that soil texture is a key determinant in the 

ecological risk assessment of engineered nanoparticles. Light-textured (Sandy Loam) soils 

exhibit significantly higher ecological sensitivity to metal oxide contamination compared to 

heavy-textured (Clay) soils, which possess a "protective effect" due to higher colloidal 

content. Among the tested pollutants, CuO nanoparticles pose a more severe and immediate 

threat to soil nutrient cycling than NiO due to their higher chemical reactivity. The findings 

suggest that environmental risk assessments for nanomaterials must account for site-specific 

soil properties and the dynamic nature of toxicity (aging effect) over time. Future research 

should focus on molecular‑level mechanisms and long-term field monitoring to further 

validate these interactions. 
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 دو در آنزیمی هایفعالیت بر نیکل اکسید و مس اکسید نانوذرات اکولوژیک سمیت مقایسه. ۱۴۰5 گلرو، و.،، خانمیرزایی، ع.، شریفی.ش ،رضائی: استناد

 .6۱-8۰ ،۱۴(۱) ، خاک شناسی زیست نشریه ،پژوهشی مقاله. متفاوت بافت با خاک
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  پژوهشی مقاله

 خاک ود در آنزیمی هایفعالیت بر نیکل اکسید و مس اکسید نانوذرات اکولوژیک سمیت مقایسه

 متفاوت بافت با

  1گلروشریفی وحیده و1خانمیرزایی علی، *1رضائی شکوفه

 .ایران کرج، اسلامی، آزاد دانشگاه کرج، واحد خاکشناسی، گروه 1

 15/10/1404دریافت:  05/02/1405پذیرش: 

 چکیده
 ردهک ایجاد خاک بستر سلامت خصوص در را هایینگرانی کشاورزی و صنایع در شدهمهندسی نانوذرات کاربرد روزافزون گسترش

 دو در یبیوشیمیای هایشاخص بر نیکل اکسید و مس اکسید نانوذرات اکولوژیک سمیت مقایسه و ارزیابی هدف با پژوهش این. است

 نانوذره نوع املش فاکتور سه با تصادفی      کاملا  طرح قالب در فاکتوریل صورتبه آزمایش. شد انجام متفاوت بافتی هایویژگی با خاک نوع

(CuO و NiO)، در( روز 72 و 24 ،7) انکوباسیون زمان و( خشک خاک کیلوگرم بر گرممیلی ۱۰۰۰ و ۵۰۰ ،۱۰۰ ،۰) نانوذره غلظت 

 پاسخ هایشاخص عنوانبه قلیایی فسفاتاز و اسیدی فسفاتاز آز،اوره هایآنزیم فعالیت. گردید اجرا رسی و شنی لوم بافت با خاک دو

 میانگین کهطوریبه کند؛می ایفا آنزیمی پاسخ شدت در ایکنندهتعیین نقش خاک بافت نوع که داد نشان نتایج. شد گیریاندازه زیستی

( µg pNP g-1 h-1۳۹۶) شنی لوم خاک از بالاتر درصد ۶۶ حدود( µg pNP g-1 h-1۶۵۸) رسی خاک در اسیدی فسفاتاز فعالیت پایه

 بر گرممیلی ۱۰۰۰ غلظت در که ایگونهبه کردند؛ اعمال نیکل به نسبت شدیدتری سمیت مس اکسید نانوذرات(.  P< ۰.۰۱) بود

 در. یافت کاهش شاهد به نسبت درصد ۹۰ از بیش تا( 72 روز) دوره انتهای در شنی لوم خاک در آزاوره آنزیم فعالیت ،CuO کیلوگرم

 ثرا همچنین،. شدند آنزیمی فعالیت افزایش موجب موارد برخی در( کیلوگرم بر گرممیلی ۱۰۰) پایین غلظت در NiO نانوذرات مقابل،

 ۸/4۹ حضور در آنزیمی پایداری دهندهنشان که( P > 0.05) نداد نشان را داریمعنی تفاوت رسی خاک در آزاوره فعالیت بر زمان

 تجربه را داریمعنی کاهش و زمانی نوسانات هاآنزیم فعالیت( رس درصد ۸/۱۹ با) شنی لوم خاک در کهحالی در است، رس درصد

 نانوذرات و دارند لزیف اکسید نانوذرات آلودگی به نسبت بالاتری بسیار اکولوژیک حساسیت سبک بافت با هایخاک کلی، طور به. کردند

 .دشونمی محسوب خاک غذایی عناصر چرخه برای نیکل اکسید به نسبت ترجدی تهدیدی پایین هایغلظت در حتی مس اکسید

 .فسفاتازها، نانوذرات اکسید فلزی ،آز، بافت خاکاورهآلودگی خاک،  های کلیدی:هژوا
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 مقدمه
نانو به عنوان یکی از      در دهه  های اخیر، فناوری 

های کلیدی انقلاب صنعتی نوین، تحولات شگرفی    پیشران 

مله پزشکی، الکترونیک، صنایع    های مختلف از جدر حوزه

 ,.Khan et alشیییمیایی و کشییاورزی ایکاد کرده ا یی    

شده      (. تولید2023 ( به 1ENPsجهانی نانوذرات مهند ی 

صر   دلیل ویژگی شیمیایی منح ها، نظیر فرد آنبههای فیزیکو

سب   طح به حکم بالا و واکنش    شیمیایی زیاد، ن   پذیری 

شدت در حال افزایش ا  . برآورد می    شود که بخش  به 

توجهی از این نانوذرات در نهای  از طریق مسیییرهای  قابل

کاربرد مسییتقیم کودها و  ییمون نانوپایه،  مختلفی همچون 

ش            شاورزی و نه ضی ک ضلاب در ارا ا تفاده از لکن فا

(. Rajput et al., 2021شوند  اتمسفری وارد بستر خاک می

نانوذرات اکسیییید فلزی     در میان انواع  یل    2نانومواد،  به دل

کاربردهای گسیییترده در کاتالیزورها، حسیییگرها و عوامل  

های نوظهور خاک را  ی از آلایندهضدمیکروبی،  هم بزرگ   

(. با توجه  Yousefi et al., 2023اند  به خود اختصاص داده

نده           یاری از آلای هایی بسییی خاک مخزن ن که  های   به این

س   صوص   های فزایندهمحیطی ا  ، نگرانی زی ای در خ

های خاکی و  لام  زنکیره غذایی در  پایداری اکو یستم  

 ارد.اثر تکمع این نانوذرات وجود د

کیفی  و  یییلام  خاک تابعی از تعادل پیچیده     

   آن ا ییی زیسیییتیهای فیزیکی، شییییمیایی و بین ویژگی

 Aliasgharzad, 2026)         در این میییان، جوامع میکروبی .

ها نقش بنیادینی در تکزیه     های آنزیمی آن خاک و فعالی    

صر غذایی و پایداری  اختمان خاک      مواد آلی، چرخه عنا

 & Datta et al., 2020; Fallah Nosratabadکنند  ایفا می

Khoshru, 2024های خارج  لولی خاک، به عنوان  (. آنزیم

، نسب  به تغییرات محیطی و حضور    زیستی کاتالیزورهای 

غلب به عنوان هشدارهای   ها بسیار حساس بوده و ا  آلاینده

برای پایش آلودگی خاک مورد ا یییتفاده قرار      3اننگ زوده

 (.Alkorta et al., 2017گیرند  می

                                                           
1  Engineered Nanoparticles                         

2  Metal Oxide NPs                

سفاتازها   EC 3.5.1.5آز  های خاک، اورهدر بین آنزیم ( و ف

 EC 3.1.3 ی  ویژه ند. اوره ( از اهم با    ای برخوردار آز 

شی حیاتی    هیدرولیز اوره به آمونیاک و دی سید کربن، نق اک

فا می   تازها          در چرخه نیتروژن ای کند، در حالی که فسیییفا

سئول معدنی قلیایی ا یدی و   سفر آلی و تأمین ( م  کردن ف

 Cuiهستند   ریزجاندارانفسفر قابل جذب برای گیاهان و 

et al., 2022     ی  این آنزیم عال نه اختلال در ف ها  (. هرگو

تواند منکر به کاهش حاصیییلخیزی خاک و اختلال در      می

 های زراعی شود.عملکرد اکو یستم

سید فلزی جایگاه ویژه  ای در امروزه نانوذرات اک

شمند پیدا کرده     شاورزی هو  Khoshru et  اندصنع  و ک

al., 2025) نانوذرات اکسیییید م . (CuO-NPs)    به دلیل

قوی، به عنوان نسییل  ضییدباکتریخواص ضییدقارچی و 

های نانوپایه و همچنین      کشها و قارچ  کشجدیدی از آف    

غذی ضیییروری         تأمین م   ریزم نانوکود برای  به عنوان 

 ,.Parween et al  ای دارند د گسیییتردهفتو ییینتز( کاربر 

نیز علاوه بر   (NiO-NPs) نانوذرات اکسیییید نیکل (.2021

  ها و کاتالیزورهای شیییمیایی،کاربرد و یییع در تولید باتری

فاکتور آنزیم اوره        کل  کو تأمین نی   آز( وبه عنوان منبع 

جه  پایش کیفی  خاک مورد   زیستی  اخ  حسگرهای   

ته   ند توجه قرار گرف حال،     .(Faisal et al., 2024) ا با این 

رویه این نانوذرات به خاک  ا یییتفاده گسیییترده و ورود بی

س  ز ی  م تواند اثرات می شد  محیطی ی شته با .  مخربی دا

های اصییلی  ییمی  این نانوذرات شییامل تولید  مکانیسییم

، ایکاد تنش اکسیییداتیو،   ROS)4(های فعال اکسیییژنگونه

های  و آزاد ازی یون  ارانریزجاندآ یب به غشای  لولی    

 (. ,.2017Rastogi et al  ( ا  2Ni+و  2Cu+فلزی  می  

و   ریزجانداران اند که حسیییا یییی     مطالعات نشیییان داده  

های خاک نسییب  به نانوذرات اکسییید فلزی متفاوت  آنزیم

پذیری بالاتر، اغلب  ا ییی  و اکسیییید م  به دلیل انحلال

 دهدمی  ییمی  حادتری نسییب  به  ییایر اکسیییدها نشییان

(Jośko et al., 2014; Wu et al., 2020).     ،با این وجود

3  Early warning indicators                         

4  Reactive Oxygen Species                        
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ای دقیقی که رفتار این دو نانوذره را به     مطالعات مقایسیییه   

 .طور همزمان برر ی کند، کمتر انکان شده ا  

 می  نانوذرات در خاک تابعی  اده از غلظ      

تأثیر ویژگی        آن به شیییدت تح   که  های  ها نیسییی ، بل

فیزیکوشیییمیایی خاک نظیر باف   درصیید رس و شیین(،   

ماده آلی،     قدار  کاتیونی قرار دارد      pHم بادل  ی  ت و ظرف

 Wang et al., 2022  )کلوئیدهای خاک  رس و هوموس .)

نوذرات یا تشیییکیل   توانند از طریق جذب  یییطحی نا   می

ها را آن 5فراهمیهای آزاد شییده، زیسیی  یون کمپلک  با

های با باف       (. خاک Cornelis et al., 2014کاهش دهند    

های   بک  شنی( به دلیل  طح ویژه کمتر و کمبود جایگاه 

های  اتصال، ممکن ا    می  بالاتری را نسب  به خاک     

شان دهند. درک برهمکنش بین م        اتری  نگین  ر ی( ن

ی  شناختمخاطرات بونخاک و نانوذرات برای ارزیابی دقیق 

 ها ضروری ا  .آن

جامع و دقیقی از     در ایران اگرچه هنوز گزارش 

خاک     نانوذرات       پایش  یییطح آلودگی  به  های زراعی 

شده منتشر نشده ا  ، اما مطالعات متعدد حاکی      مهند ی 

نده فرن از تکمع نگران عارف  توده   کن زات  ای( فلهای مت

های پیرامون مناطق صنعتی و    نگین م  و نیکل در خاک 

شرده ا  . با توجه به           ش  ف شاورزی تح  ک ضی ک ارا

سیل       صنایع داخلی و پتان تو عه روزافزون فناوری نانو در 

 ها، ارزیابی پیشیییگیرانه   تبدیل و تغییر شیییکل این آلاینده    

هییای نییانویی این فلزات در       یییمییی  اکولوژیییک فرن     

  .ناپذیر ا ی خاکی کشور ضرورتی اجتنابها ازگانبون

علیرغم مطالعات انکان شییده در زمینه  ییمی  نانوذرات،   

سه اثرات نانوذرات     صوص مقای و   CuOدانش فعلی در خ

NiO هییاییییژگیییبییا وهییای آهییکییی ایییران در خییاک 

محدود  (یباف  و ماده آل یژهومتفاوت  به یزیکوشیییمیاییف

این نانوذرات و  6ی  م  ینتیک  ا  . همچنین، برر ی    

د  ها نیازمنتأثیر گذشیی  زمان بر تغییر شییدت  ییمی  آن 

ارزیابی  ( 1واکاوی بیشتر ا  . لذا، این پژوهش با هدف    

                                                           
5  Bioavailability                

6  Toxicity kinetics                  

قایسیییه اثرات غلظ     نانوذرات   و م و   CuOهای مختلف 

NiO   آز، فسیییفاتاز  های کلیدی خاک  اورهبر فعالی  آنزیم

سفاتاز       خاک  برر ی نقش باف ( 2و   (قلیاییا یدی و ف

( در تعدیل  می  این نانوذرات   ر ی در مقابل  لون شنی  

 های زمانی مختلف طراحی و اجرا گردید.در دوره

 

 هامواد و روش
 سازی خاکبرداری و آمادهنمونه

  3۰تییا  ۰دو نمونییه خییاک  یییطحی  عمق         

های فیزیکوشییییمیایی متفاوت از     متری( با ویژگی  یییانتی

درجه و   5۰ جغرافیاییکرج با مختصات   اراضی کشاورزی  

قه طول شیییرقی و    55 جه و   35دقی قه عرض    48در دقی

  13درجه و  51 و چیتگر با مختصییات جغرافیایی شییمالی

  دقیقه عرض شییمالی 43درجه و  35دقیقه طول شییرقی و 

خاب و جمع ا نه   نت ید. نمو به     آوری گرد قال  ها پ  از انت

شییدند و پ  از  7هواخشییک ،آزمایشییگاه، در دمای محی 

یای گیاهی، از       ییینگریزهحذف   قا لک ها و ب فذ     ا نا   2با م

ی  های فیزیکی و شیمیای متری عبور داده شدند. ویژگی میلی

 Gee andها شامل باف  خاک به روش هیدرومتری  خاک

Bauder, 1986    سیدا یون مرطوب (، کربن آلی به روش اک

 Walkley and Black, 1934   خاک ( در pH( و واکنش 

گیری  اندازه( 5/2به  1 و پانسیون خاک و آب  با نسب      

 شد.

ون لبر ا یییاس نتاین آنالیز اولیه، خاک با باف          

درصد(  8/19( دارای میزان رس پایین  Sandy loamشنی  

درصییید( بود، در حالی که خاک با        7/۰آلی کم   کربنو 

درصییید( و   8/49( از میزان رس بالا  Clay  ر ییییباف  

درصییید( برخوردار بود.   37/1آلی نسیییبتای بیشیییتر   کربن

های متضییاد، امکان ارزیابی  انتخاب این دو خاک با ویژگی

دقیق نقش کلوئیدهای معدنی و آلی را در تعدیل  یییمی   

 نانوذرات فراهم نمود.

7  Air   - dried      
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 مشخصات نانوذرات مهندسی شده

در این مطالعه، نانوذرات اکسییید م  و اکسییید   

صنعتی  شرک       99بالا   نیکل با درجه خلوص  صد( از  در

پیشییگامان نانو مواد ایرانیان  مشییهد، ایران( تهیه گردیدند. 

شییده تو یی  شییرک   ییازنده،     طبق آنالیزهای فنی ارائه

نانوذرات اکسیییید م  دارای مورفولوژی کروی، میانگین     

گرن   79/۰نانومتر، رنگ  یاه، چگالی توده  4۰اندازه ذرات 

 2۰( تقریبی 8SSA  متر مکعب و  یییطح ویژه بر  یییانتی

مترمربع بر گرن بودند. در مقابل، نانوذرات اکسیییید نیکل         

شبه  تا   1۰کروی، دامنه اندازه ذرات بین دارای مورفولوژی 

گرن بر  8/۰نانومتر، رنگ خاکسییتری تیره، چگالی توده  2۰

مترمربع بر   1۰۰تا  5۰متر مکعب و  طح ویژه بین   انتی 

که به منظور    گرن گزارش شیییدند. شیییایان ذکر ا ییی      

ش  غبارات نانو در خاک و       شبیه  شرای  واقعی نه  ازی 

همچنین جلوگیری از تداخلات احتمالی ناشییی از افزودن  

های شییییمیایی، نانوذرات در این  ها یا  یییورفکتان حلال

صورت پودر        پژوهش بدون ا تفاده از حلال وا   و به 

ستقیمای به نمونه   شدند.  خشک توزین و م ضافه   های خاک ا

فاده در ا    نه       یننانوذرات مورد ا یییت قد هرگو فا پژوهش 

 بودند تا اثرات یمریپل یدارکنندهمواد پا یا 9یپوشش  طح  

  قرار یابیمورد ارز یفلز یدنانوذرات اکسیی ی خالص  ییم

 .یردگ

 

 طراحی آزمایش و اعمال تیمارها

عاملی  صورت آزمایش فاکتوریل  هاین تحقیق به

( با  ه تکرار CRDتصادفی  در چارچوب طرح پایه کاملای 

در مکموع با   یشآزماای انکان شیید. و در شییرای  گلخانه

هر نوع خاک(   یواحد برا 72مستقل   یشیواحد آزما 144

مل  ید.  اجرا گرد ند از:     عا بارت بود ( 1های مورد آزمون ع

سید م (،      سید نیکل و اک (  2نوع نانوذره در دو  طح  اک

و   5۰۰، 1۰۰شییاهد(،   ۰غلظ  نانوذره در چهار  ییطح  

نه  ( 3گرن بر کیلوگرن( و میلی 1۰۰۰ مان نمو ،  7برداری  ز

                                                           
8  Specific Surface Area                      

9  Uncoated         

ها بر روی دو نوع خاک با درصیید روز(. آزمایش 72و  24

آلی و باف  متفاوت انکان گرف . در پایان آزمایش           کربن

آز  های فسفاتاز قلیایی، فسفاتاز ا یدی و اوره   فعالی  آنزیم

 گیری شد.زهعنوان متغیرهای پا خ اندابه

ماده  قدار وزنی        برای آ تدا م ها، اب مار  یییازی تی

شده از هر نانوذره  متنا ب با  طوح غلظ  مورد     محا به 

های خاک خشک اضافه شد. به     گرن از نمونه 1۰۰نظر( به 

منظور اطمینییان از توزیع یکنواخیی  و همگن شییییدن   

دقیقه با     3۰ها به مدت    نانوذرات در بسیییتر خاک، نمونه    

ز همزن مکانیکی مخلوط گردیدند.  پ  رطوب    ا تفاده ا 

با افزودن آب مقطر به حد      نمونه  درصییید ظرفی      6۰ها 

های تیمارشییده درون ( ر ییانده شیید. نمونه1۰FCزراعی  

ه  طی دوره      داراتیلنی دربظروف پلی ته و ج قرار گرف

ب                خواب ثا مای  با د یک  تار باتور  جه    25به انکو در

قل شیییدند. طی دوره آزمایش، رطوب         یییانتی گراد منت

شد و با افزودن آب مقطر    خاک صورت وزنی پایش  ها به 

درصییید ظرفی  زراعی نگهداری گردید.      6۰در حد ثاب     

های  ها جه  انکان  نکشبرداری از خاکدر نهای ، نمونه

روز پ  از   72و  24، 7بیوشیییمیایی در  ییه مقطع زمانی  

 ا یون صورت پذیرف .آغاز انکوب

 

 های آنزیمی خاکسنجش فعالیت

شیمیایی خاک تح     به منظور تعیین تغییرات بیو

ی  آنزیم      عال نانوذرات، ف مار  تاز     های اوره تی فا آز و فسییی

های ا یییتاندارد از روش  ا ییییدی و قلیایی( با ا یییتفاده

 د.گیری شو د تگاه ا پکتروفتومتر اندازه 11 نکیرنگ

ی  آن    عال آز، از روش زیم اورهبرای  ییینکش ف

 Zantua andشییییده تو ییی  زانتوا و برمنر  توصییییف

Bremner, 1977 ،گرن از   5( ا ییتفاده گردید. بدین منظور

خاک مرطوب در ارلن   نه  مایر توزین شییید و جه      نمو

  5/1متوقف کردن فعالی  تکثیر میکروبی حین  ییینکش،   

  1۰لیتر تولوئن به آن اضییافه گردید. پ  از گذشیی   میلی

10  Field Capacity               

11  Colorimetry            
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لیتر محلول اوره به عنوان  یییوبسیییترا به    میلی 5/2قه،  دقی

 ییاع  در دمای   18ها به مدت خاک افزوده شیید و نمونه

گراد انکوبه شیییدند. پ  از اتمان زمان      درجه  یییانتی  37

واکنش،  ییو ییپانسیییون خاک با ا ییتفاده از محلول ا ییید  

گیری و صاف شد. غلظ  یون    مولار عصاره  ۰3/۰ا تیک  

و در  12زودن معرف نسلر در عصاره، با اف  آمونیون آزاد شده 

 ییدیم تعیین گردید و جذب -حضییور تارتارات پتا یییم 

ئ  شییید.    41۰ها در طول موج  نوری محلول  نانومتر قرا

شییاهد  یهاموجود در خاک، نمونه یونحذف اثر آمون یبرا

 Controlشدند که در آن  یز( ن ها محلول اوره پ  از  آماده 

  رییگو بلافاصییله قبل از عصییاره  یونزمان انکوبا یی یانپا

 .یداضافه گرد

 های فسفاتاز ا یدی و قلیایی نیز بر فعالی  آنزیم

 Eivazi andا ییییاس روش عیوضیییی و طبییاطبییایی   

Tabatabai, 1977 1گیری شییید. برای این منظور، ( اندازه  

با     خاک  بافر   میلی 4لیتر تولوئن و میلی 25/۰گرن  لیتر 

صلاح  ( بافر  pHگردید. ا یدیته   ( مخلوط 13MUBشده   ا

سفاتاز ا یدی روی       سفاتاز    5/6برای  نکش ف و برای ف

یایی روی   با افزودن    11قل تنظیم شیییید. واکنش آنزیمی 

سفات   -محلول پارا ها ( آغاز و نمونه14NPP-pنیتروفنیل ف

گراد قرار  درجه  یییانتی  37 یییاع  در دمای    1به مدت   

ا  یدرولیز ب  گرفتند. پ  از گذشییی  زمان واکنش، فرآیند ه    

های کلرید کلسیییم و  ییدیم هیدروکسییید   افزودن محلول

شد. میزان پارا  شده  که  15pNPنیتروفنول  -متوقف  ( آزاد 

صاف     منکر به ایکاد رنگ زرد در محی  می شود( پ  از 

 گیری شد.نانومتر اندازه 4۰۰ها، در طول موج کردن نمونه

 

 آماری لیوتحلهیتجز

واریان ، فرض نرمال بودن پیش از انکان تکزیه 

ی آنزیمی بر ا ییاس  هاهای حاصییل از  یینکشتوزیع داده

ظر گرفته شییید.  یییپ  تکزیه در ن 16قضییییه حد مرکزی

                                                           
12  Nessler        

13  Modified Universal Buffer                          
14  para    - Nitrophenyl phosphate                      

15  para    - Nitrophenol            

جه  برر یییی اثرات اصیییلی فاکتورها  نوع       17واریان  

نانوذره و زمان( و برهمکنش      بل    نانوذره، غلظ   قا های مت

آماری   ارافزها به تفکیک هر باف  خاک با ا تفاده از نرنآن

Minitab   ه  دانکان پذیرف . مقایسه میانگین تیمارها با ا تفا

درصد  5در  طوح احتمال  18ای دانکناز آزمون چند دامنه

 P<0.05 درصیید   1( وP<0.01 . برای  ( صییورت گرف

سه دو نوع خاک نیز از آزمون   شد      T-Testمقای و  ا تفاده 

های مربوطه با ا ییتفاده  نهای ، ر ییم نمودارها و گراف در

لازن به ذکر ا      انکان شد.  Microsoft Excelافزار از نرن

دو   یزیکوشییییمیاییف هاییژگیتفاوت فاحش و یلکه به دل

 بر   یشییییآزما یخطا  یان  وار یناهمگن  یکه خاک و در نت 

  19مرکب  یان  وار یه ا یییاس آزمون بارتل (، امکان تکز    

لذا تکز    یبرا خاک فراهم نبود؛  هر  یبرا یان  وار یه دو 

 یرف .خاک به صورت مستقل انکان پذ

 

 نتایج و بحث
 های مورد مطالعههای فیزیکی و شیمیایی خاکویژگی

صیات       شگاهی خصو نتاین تکزیه و تحلیل آزمای

شیمیایی دو خاک مورد ا تفاده در این پژوهش    فیزیکی و 

طور که مشییاهده  ارائه شییده ا یی . همان ) 1جدول (در 

شییود، دو خاک انتخاب شییده از نظر باف  و میزان ماده  می

های آشکاری با یکدیگر دارند که این امر امکان آلی تفاوت

های خاک در تعدیل  ییمی   تر نقش ویژگیبرر ییی دقیق

 کند.نانوذرات را فراهم می

درصد   2/58شنی با دارا بودن  لون خاک با باف  

درصییید رس، در کلاس باف   یییبک قرار   8/19شییین و 

با محتوای رس بالا   ر یییگرف . در مقابل، خاک با باف  

درصد(، به عنوان   2/18درصد( و درصد شن پایین   8/49 

تن  با داش  ر ی همچنین، خاک  باف   نگین شنا ایی شد.    

ر از تلی غنیآلی، از نظر محتوای کربن آ کربندرصد  37/1

شنی خاک  ( هر pHدرصد( بود. واکنش خاک    7۰/۰  لون 

16  Central Limit Theorem                      

17  ANOVA      
18  Duncan's Multiple Range Test                             

19  Combined ANOVA               
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دو نمونه در محدوده خنثی تا کمی قلیایی قرار داشییی  و      

در برابر   66/7تفاوت چندانی از این نظر مشییاهده نشیید   

7/7.) 
 (یو رس لوم شنیهای مورد مطالعه )برخی خصوصیات فیزیکی و شیمیایی خاک -۱جدول 

Table 1. Physicochemical properties of the studied soils (Sandy Loam and Clay) 
 (Clay) یخاک رس (Sandy Loam) لوم شنیخاک  (Propertiesها )ویژگی

 18.2 58.2 شن )%(

 32 22 سیلت )%(

 49.8 19.8 رس )%(

آلی )%( کرین  0.70 1.37 
 pH 7.66 7.7 

ارائه شده   و رسی به تفکیک  لوم شنی های تر اثرات نانوذرات بر بیولوژی خاک، نتایج تجزیه و تحلیل آماری برای هر یک از خاکدر این پژوهش، به منظور بررسی دقیق 
 است.

مقایسههه آماری سههطا فعالیت آنزیمی بی  دو نو   

 خاک
پیش از برر ی اثر تیمارهای نانوذرات، به منظور  

ورد  بین دو خاک م زیسییتی ارزیابی تفاوت کلی پتانسیییل  

ر دو  ها دمطالعه  فارغ از نوع تیمار(، میانگین فعالی  آنزیم      

مورد  2۰اده از آزمون تیبا ا ییتف لون شیینی وخاک ر ییی 

سه قرار گرف .  (  1و شکل   2نتاین آزمون تی  جدول  مقای

شان داد که تفاوت معنی  صد    1داری در  طح  ن  > Pدر

ی  آنزیم    0.01 عال تاز      ( بین دو خاک از نظر ف فا های فسییی

  فعالی   ا ییییدی و فسیییفاتاز قلیایی وجود دارد. میانگین       

سفاتاز ا یدی در خاک ر ی     ز  داری بالاتر ابه طور معنی ف

. برعک ، فعالی   (396در برابر  658بود   لون شیینیخاک 

به مراتب بیشتر از  ( 961  لون شنیلیایی در خاک فسفاتاز ق

 مشاهده شد.( 663خاک ر ی  

آز، اگرچییه میییانگین در خصیییوص آنزیم اوره

خاک ر ییی   نسییب  به( 7/58  لون شیینیفعالی  در خاک 

ر از نظ اختلافاما این  بود یشتر درصد ب  25حدود ( 9/46 

   بافدهد که نوع . این نتاین نشییان مینبود داریمعنآماری 

یه        خاک و ویژگی  پا تأثیر  یایی آن،  ی  اهای فیزیکوشییییم

 های مختلف آنزیمی داشته ا  .متفاوتی بر گروه

 
 و رسی لوم شنیها در دو خاک نتایج آزمون تی برای مقایسه میانگین فعالیت آنزیم -۲جدول 

Table 2. Independent t-test results comparing mean enzyme activities in Sandy Loam and Clay soils 
نام 

 آنزیم

بافت 

 خاک
 میانگین

انحراف 

 معیار

خطای 

 استاندارد
 *درجه آزادی آماره تی

سطح 

 داریمعنی
 ٪۹۵فاصله اطمینان  تفاوت میانگین

 اوره آز
 2.8 23.8 46.9 رسی

ns1.89- 104 0.062 -11.82 (0.58،-24.23) 
 5.6 47.5 58.7 لوم شنی

فسفاتاز 
 اسیدی

 36 306 658 رسی
6.22** 116 0.000 262.1 (345.6،(178.6 

 22 185 396 لوم شنی

فسفاتاز 
 قلیایی

 24 203 663 رسی
-7.44** 131 0.000 -298.5 (-219.1  ،-377.8) 

 32 273 961 لوم شنی

 .در دو نوع خاک است هانمونهیکسان بودن تعداد نمونه برای هر سه آنزیم تفاوت در درجه آزادی به دلیل تفاوت در واریانس با وجود *
*Although the sample size was the same for all three enzymes, the difference in degrees of freedom is due to the difference in 

sample variances between the two soil types (equal variances not assumed). 
 

 

 

 

                                                           
20  Independent Samples t                     - test     
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  ب(  الف( 

 اوره آز

 

 

فسفاتاز 

 ا یدی

 

 

فسفاتاز 

 قلیایی

 
 

ها، ب( نمودار هیستوگرام داری تفاوت میانگینهای فعالیت آنزیمی در دو نوع خاک؛ الف( تست معنیمقایسه آماری و توزیع داده -۱شکل 

 رسیو  لوم شنیها در دو خاک پراکندگی داده
Figure 1. Statistical comparison and data distribution of enzyme activities in two soil types 
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 لوم شنیخاک با بافت 
شنی    در ادامه، نتاین مربوط به خاک با باف  لون 

شود؛ خاکی که به دلیل درصد کمتر رس و ظرفی   ارائه می

  به  تر، معمولای حسا ی  بیشتری نسب    تبادل کاتیونی پایین

حضور نانوذرات فلزی دارد. به منظور ارزیابی دقیق پا خ     

یه       تاین تکز تدا ن خاک، اب یان   وزیسیییتی این  یل وار  تحل

(ANOVA)       ،برای  ه آنزیم شاخص شامل فسفاتاز قلیایی

سفاتاز ا یدی و اوره    شده و  پ  برا اس        ف آز برر ی 

اثرات اصیییلی و متقابل، روند تغییرات فعالی  آنزیمی در       

شییود. این  ییاختار امکان  های زمانی مختلف ارائه میدوره

فراهم  مقایسییه منسییکم اثر نوع نانوذره، غلظ  و زمان را 

.دهدکرده و پایه تفسیرهای بعدی را تشکیل می

 لوم شنیدر خاک با بافت  یمیآنز یتو زمان بر فعال یفلز یدنانوذره اکسو غلظت اثرات نوع  یانسوار یهتجز -3جدول 
Table 3. Analysis of variance (ANOVA) for the effects of metal oxide nanoparticle type, concentration, and time on 

enzyme activities in Sandy Loam soil 
درجه  میانگین مربعات

 آزادی
 منبع تغییرات

اییقلیفعالیت آنزیم فسفاتاز  فعالیت آنزیم فسفاتازاسیدی فعالیت آنزیم اوره آز  

10795.4** 277 ns 481614** 2 
 زمان

 نوع نانوذره 1 **134832 **466052 *3034.09

نانوذره غلظت 3 *56113 **415860 **24940.4  

 تکرار 2 2722 **58337 89.4

1201.5* 47549** 655ns 2  نانو ذره× زمان  

نانو ذره غلظت× زمان  6 *33843 *66520 *1782.6  

نانوذره غلظت× نوع نانوذره 3 **45601 *68233 **4575.8  

نانوذره غلظت× نوع نانوذره× زمان 6 *32141 **96675 **3725.2  

 خطا 46 13750 47435 241.7

 ضریب تغییرات                     18.93 21.36 19.27

 .داریمعن یر: غns؛ ٪۱و  ٪۵در سطح احتمال  داریمعن یب* و **: به ترت

 *and **: Significant at 5% and 1% probability levels, respectively; ns: Not significant. 

 قلیاییفعالیت آنزیم فسفاتاز 
نشیییان داد که   ( 3نتاین تکزیه واریان   جدول     

اثرات اصیییلی نوع و غلظ  نانوذره و همچنین اثر متقابل      

غلظ ( بر فعالی  این آنزیم در    × نوع × گانه  زمان     یییه

دار بود. برر ی مقایسه میانگین اثرات    درصد معنی  1 طح  

(  2غلظ  نانوذره  شیییکل    × نوع نانوذره  × متقابل زمان    

نشیییان داد که فعالی  آنزیم فسیییفاتاز قلیایی در خاک لون 

داری شیینی تح  تأثیر تیمارهای آزمایشییی تغییرات معنی 

  72و  24، 7برداری  های نمونهداشته ا  . در تمامی زمان

  1۰۰۰کمترین میزان فعالی  آنزیمی مربوط به تیمار     روز(، 

سید م  بود که اختلاف   میلی گرن بر کیلوگرن نانوذرات اک

هد و غلظ       معنی مار شیییا با تی پایین  داری    1۰۰تر  های 

گرن( نشان داد. در مقابل، نانوذرات اکسید نیکل رفتار    میلی

متفاوتی را به نمایش گذاشیییتند؛ به طوری که در غلظ            

ویژه  های زمانی  بهگرن بر کیلوگرن در برخی بازهمیلی 1۰۰

ی  آنزیم      (7روز  عال یک جزئی و افزایش ف به تحر ، منکر 

 21نسییب  به شییاهد شییدند که بیانگر وقوع اثر هرمسییی  

 ا  .

، اگرچه فعالی   72به  7با گذشیی  زمان از روز 

نان در  یییطوح        نانوذرات م  همچ های  مار آنزیم در تی

د، اما تیمارهای نانوذرات نیکل       شیییده باقی مان    یییرکوب

پایداری نسبی بیشتری را نشان دادند. به طور کلی، الگوی     

برای هر دو اکسیید فلزی مشیهود     22پا یخ وابسیته به دوز  

بود، اما شیییب کاهش فعالی  برای اکسییید م  به مراتب   

 تندتر از اکسید نیکل ارزیابی گردید.
 

                                                           
21  Hormesis effect                22  Dose    - dependent response                   
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روف های زمانی مختلف. حطی دوره لوم شنیاثر متقابل غلظت و نوع نانوذره بر تغییرات فعالیت آنزیم فسفاتاز قلیایی در خاک  -۲شکل 

 درصد است. ۵دار بر اساس آزمون دانکن در سطح احتمال دهنده تفاوت معنیها نشانغیرمشترک روی ستون
Figure 2- Interaction effect of concentration and nanoparticle type on Alkaline Phosphatase activity in Sandy Loam 

soil over different times. Different letters above the columns indicate significant differences according to Duncan's 

Multiple Range Test at P < 0.05. 
 

یایی در         کاهش معنی  تاز قل فا ی  فسییی عال دار ف

سید م ،    لظ غ ضور نانوذرات اک های بالا، به ویژه در ح

ناشیییی از انحلال      تای  مد نانوذرات و     ع بالاتر این  پذیری 

( در محلول خاک ا یی .  2Cu+های م   آزاد ییازی یون

با گروه  های فلزی آزاد شیییده می  یون ند  عاملی    توان های 

های  یییولفیدریل، کربوکسییییل و       ها  مانند گروه   پروتئین

جایگاه فعال آنزیم برهمکنش داده و موجب   ایمیدازول( در

 Wangتغییر در  اختار فضایی و غیرفعال شدن آن شوند  

et al., 2022      ید کرده تأی عات پیشیییین نیز  طال که    (. م ند  ا

سب  به  ایر            شدیدتری ن سید م   می   نانوذرات اک

اکسیییدهای فلزی  نظیر نیکل و روی( بر جوامع میکروبی  

ویژه فسیییفاتازها( اعمال        به  های آنزیمی خاک  و فعالی   

ند   می ی  یونی،    Wu et al., 2020کن (. علاوه بر  یییم

توانند از طریق تماس مستقیم با دیواره  لولی  نانوذرات می

(، منکر  ROSهای فعال اکسیژن   و تولید گونه ریزجانداران

به تنش اکسیداتیو، پراکسیدا یون لیپیدی و در نهای  مرگ  

شح  لول  شوند   کننده آهای تر (. Khan et al., 2023نزیم 

ظ        هده اثر تحریکی در غل بل، مشیییا قا پایین     در م های 

کل      یده      میلی 1۰۰نانوذرات نی پد با  گرن بر کیلوگرن( 

سی  قابل توجیه ا  . طبق این پدیده، مقادیر اندک     هرم

مل تنش     عا یا  یییمی می یک  یک      زا  جب تحر ند مو توا

ی دفاعی و  ها ییازی مکانیسییمو فعال زیسییتیفرآیندهای 

شییود که نتیکه آن افزایش فعالی    ریزجاندارانترمیمی در 

  تورکوفاک متابولیکی و آنزیمی ا ییی . نیکل به عنوان یک     

آز و هیدروژنازها(  ها  مانند اورهضروری برای برخی آنزیم 

های پایین ممکن ا یی  به عنوان  کند و در غلظ عمل می

حالی که     کوفاکتور یا محرک متابولیسیییم عمل نماید، در       

های بالا به  ییرع  آ ییتانه  ییمی  را رد  م  در غلظ 

(. همچنین، مشیییاهده فعالی   Datta et al., 2020کند  می

بالاتر فسییفاتاز قلیایی در خاک لون شیینی نسییب  به خاک   

سه کلی( می    شی از کاهش ممانع    ر ی  در مقای تواند نا

ضایی در باف   بک و د تر ی راح        ست   ف را به  تر  وب

باشد، برخلاف خاک ر ی که جذب  طحی شدید      آنزیم 

 Margasin etممکن ا   فعالی  ظاهری را محدود کند   

al., 2011.) 

 فعالیت آنزیم فسفاتاز اسیدی
، اثر  (3بر ا اس جدول تکزیه واریان   جدول  

شد   اصلی زمان بر فعالی  فسفاتاز ا یدی معنی    (،  nsدار ن

ما اثرات اصیییلی نوع و غلظ  نانوذره و ب     های   رهمکنشا

دار بودند. نکته حائز  درصید معنی  1ها در  یطح  متقابل آن

نوع نانوذره   × دار شیییدن اثرات متقابل زمان    اهمی ، معنی 

 0.01>P  مان نانوذره     × ( و ز ظ   که   P<0.05غل ( بود 
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بیانگر وابستگی الگوی پا خ آنزیم در طول زمان به نوع و    

 غلظ  نانوذره ا  .

نشییان داد که  ( 3ها  شییکل مقایسییه میانگین داده

تأثیر نانوذرات اکسیییید م  بر فعالی  آنزیم ناپایدار بوده           

گرن بر کیلوگرن، تنها در روز  میلی 1۰۰۰ا یی . در غلظ  

شد؛ اما با        7 شاهده  شاهد م سب  به  کاهش فعالی  آنزیم ن

فعالی  آنزیم در این غلظ       24گذشییی  زمان، در روز    

ف    یا هد( و در روز     افزایش  بالاتر از شیییا نیز   72 حتی 

شان نداد. در مقابل، نانوذرات     تفاوت معنی شاهد ن داری با 

اکسییید نیکل الگوی متفاوتی داشییتند؛ در روزهای ابتدایی   

گرن بر کیلوگرن       میلی    1۰۰۰حتی در غلظیی      ( 7 روز 

کاهش شدیدی مشاهده نشد، اما با گذش  زمان و ر یدن       

زیم در این غلظ  به شدت اف  کرد   ، فعالی  آن72به روز 

ترین  ییطح خود ر ییید. این تفاوت در شیییب   و به پایین

دهد که  می  نیکل برای فسفاتاز    تغییرات زمانی نشان می 

بوده   23ا یییدی در خاک لون شیینی دارای یک تأخیر زمانی

ا یی ، در حالی که نانوذرات م  تنها شییوک اولیه ایکاد   

 ها از بین رفته ا  .کرده و  پ  اثر بازدارندگی آن

 
ف های زمانی مختلف حروطی دوره لوم شنیاثر متقابل غلظت و نوع نانوذره بر تغییرات فعالیت آنزیم فسفاتاز اسیدی در خاک  -3شکل 

 درصد است. ۵دار بر اساس آزمون دانکن در سطح احتمال دهنده تفاوت معنیها نشانغیرمشترک روی ستون
Figure 3- Interaction effect of concentration and nanoparticle type on Acid Phosphatase activity in Sandy Loam soil 

over different times. Different letters above the columns indicate significant differences according to Duncan's 

Multiple Range Test at P < 0.05. 

داری اثر اصیییلی زمان ممکن ا ییی     معنی عدن 

ناشییی از پایداری کلی فسییفاتاز ا یییدی  که عمدتای منشییأ  

 Burns etخارج  ییلولی دارد( در باف  لون شیینی باشیید  

al., 2013دهد که  داری اثرات متقابل نشیییان می(، اما معنی

سم اثرگذاری دو نانوذره متفاوت بوده ا  .  می        مکانی

کل د      ید نی یل      می 72ر روز تأخیری و شییید به دل ند  توا

های  تر اکسییید نیکل و تکمع تدریکی یونحلالی  آهسییته
+2Ni     شد که در نهای  از آ تانه تحمل در محلول خاک با

(. در Gong et al., 2019جامعه میکروبی فراتر رفته ا     

سیدا یون        سیل اک سید م  به دلیل پتان مقابل، نانوذرات اک

مالای بالاتر،   کاد تنش    تر  یییریع احت با ای یونیزه شیییده و 

اکسیییداتیو زودهنگان، فعالی  میکروبی و ترشییح آنزیم را   

                                                           
23  Time    - lag    

(. همچنین، کاهش  Rastogi et al., 2017اند  محدود کرده

تواند ناشی از اتصال مستقیم     های بالا میفعالی  در غلظ 

سفاتاز ا یدی     نانوذرات به جایگاه های کاتالیزوری آنزیم ف

شد    ریآرایش  اختا و تغییر  (. Wang et al., 2022آن با

  72تر  های زمانی طولانی  دهد که در بازه   نتاین نشیییان می 

بالا         ظ   کل در غل ید نی گرن بر  میلی 1۰۰۰روز(، اکسییی

کیلوگرن(  ییمی  شییدیدتری نسییب  به اکسییید م  بر     

 فسفاتاز ا یدی در خاک لون شنی اعمال کرده ا  .
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 آزفعالیت آنزیم اوره
جد     ماری   تاین آ که     ( 3ول ن حاکی از آن بود 

ی   گانه( بر فعالتمامی اثرات اصلی و متقابل  دوگانه و  ه  

دار بودند. درصد معنی 1آز در خاک لون شنی در  طح اوره

( بیانگر آن ا یی   P< 0.01گانه  داری اثر متقابل  ییهمعنی

که روند تغییرات فعالی  آنزیم تح  تأثیر همزمان هر  ه   

   .فاکتور قرار داشته ا

نشان داد که   ( 4ها  شکل  برر ی مقایسه میانگین  

آز به شییدت وابسییته به دوز بوده و با افزایش   فعالی  اوره

به طور            ی  آنزیم  عال ید فلزی، ف نانوذرات اکسییی ظ   غل

شتری چشمگیری کاهش یافته ا  . در تمامی زمان   ن  ها، بی

ظ          به غل ندگی مربوط  بازدار گرن بر  میلی 1۰۰۰میزان 

داری با شاهد و  ایر  طوح  که اختلاف معنی کیلوگرن بود

شترین  طح           شان داد که بی ش . برر ی فاکتور زمان ن دا

مشاهده شد و    ( 7فعالی  آنزیمی در روزهای ابتدایی  روز 

سه دو نانوذره       شی پیدا کرد. مقای با گذش  زمان روند کاه

سید م  در غلظ       5۰۰های بالا  حاکی از آن ا   که اک

گرن(  یییمی  شیییدیدتر و پایدارتری اعمال  میلی 1۰۰۰و 

به   72به  7کرده ا یی ؛ به طوری که فعالی  آنزیم از روز 

شییدت  ییرکوب شیید. در مقابل، اگرچه اکسییید نیکل نیز   

شد، اما در روز       شاهد  سب  به    72باعث کاهش فعالی  ن

پایان دوره( در تیمارهای نیکل مقداری بازگش  یا نو ان   

دهنده تفاوت در الگوی  ید که نشییانفعالی  مشییاهده گرد

 اثرگذاری این دو نانوذره در طول زمان ا  .

 
ترک حروف غیرمش. های زمانی مختلفطی دوره لوم شنیآز در خاک اثر متقابل غلظت و نوع نانوذره بر تغییرات فعالیت آنزیم اوره -۴شکل 

 درصد است. ۵در سطح احتمال دار بر اساس آزمون دانکن دهنده تفاوت معنیها نشانروی ستون
Figure 4- Interaction effect of concentration and nanoparticle type on Urease activity in Sandy Loam soil over 

different times. Different letters above the columns indicate significant differences according to Duncan's Multiple 

Range Test at P < 0.05. 
 

به   یون با   های فلزی آزاد شییییده   ویژه م ( 

( که در جایگاه فعال SH-های  یییولفیدریل یا تیول   گروه

طور  دهند. به  ها وجود دارند، واکنش می  بسییییاری از آنزیم 

آز که یک متالوآنزیم وابسییته به  اختصییاصییی در مورد اوره

توانند با جایگزینی  ( می2Cu+های م    نیکل ا ییی ، یون 

( در مرکز فعییال آنزیم، عملکرد    2Ni+هییای نیکییل    یون 

کاتالیزوری آن را مختل کنند. این حسییا ییی  با توجه به   

آز و عدن ( اورهExtracellular لولی   ماهی  عمدتای خارج

شود. کاهش   محافظ  آن تو   غشای  لولی تشدید می     

ی  از روز    عال های    7کلی ف ویژه در به   72و  24به روز

توان به کاهش طبیعی های شاهد و اکسید م ( را مینمونه

 یییوبسیییترا  اوره( در محی  خییاک و همچنین اثرات             

مدت  یییمی  نانوذرات نسیییب  داد. با این حال،         طولانی

ه شده در تیمارهای نیکل ممکن ا   ناشی     نو ان مشاهد  

از  ییازگاری نسییبی برخی جوامع میکروبی مقاون به نیکل  

های  در انتهای دوره باشد. نتاین این پژوهش همسو با یافته  

کند که نانوذرات اکسییید  تأیید می( 2۰15کیم و همکاران  

پذیری شییییمیایی بیشیییتر،     م  به دلیل حلالی  و واکنش   
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ید  آز نسییب  به اکسییدر مهار فعالی  اورهپتانسیییل بالاتری 

 (.Kim et al., 2015نیکل در خاک لون شنی دارند  

 

 رسیخاک با بافت 
در ادامه، نتاین مربوط به خاک با باف  ر یییی          

صد بالاتر ذرات    شود. خاک ارائه می های ر ی به دلیل در

رس، ظرفی  تبادل کاتیونی بیشیییتر و  یییطح ویژه بالاتر، 

ها و ذرات در جذب و نگهداشییی  یونتوانایی بیشیییتری 

فلزی دارند و از این رو ممکن ا ییی  الگوی متفاوتی از     

های زیستی در مواجهه با نانوذرات فلزی نشان دهند. پا خ

ضوع، اثر نوع و غلظ  نانوذرات      به منظور برر ی این مو

  های اکسیییید فلزی و همچنین عامل زمان بر فعالی  آنزیم      

سفاتاز ق      شامل ف سفاتاز ا یدی و     شاخص خاک  لیایی، ف

آز در این خاک مورد ارزیابی قرار گرف . نتاین تکزیه    اوره

صلی و متقاب واریان  ابتدا برای تعیین معنی ل  داری اثرات ا

ارائه شییده و  ییپ  تغییرات فعالی  آنزیمی در تیمارهای  

ها مورد تفسیییر قرار   مختلف بر ا ییاس مقایسییه میانگین 

ها در خاک ر یییی با دق   یمگیرد تا الگوی پا یییخ آنزمی

 .بیشتری مشخص شود

 
 سیرنانوذره اکسید فلزی و زمان بر فعالیت آنزیمی در خاک با بافت و غلظت تجزیه واریانس اثرات نوع  -۴جدول 

Table 4- Analysis of variance (ANOVA) for the effects of metal oxide nanoparticle type, concentration, and time on 

enzyme activities in Clay soil 
درجه  میانگین مربعات

 آزادی
 منبع تغییرات

اییقلیفعالیت آنزیم فسفاتاز  فعالیت آنزیم فسفاتازاسیدی فعالیت آنزیم اوره آز  

88.96 ns 116077* 24156 ns 2 زمان 

 نوع نانوذره 1 *542294 **200289 **6894.11

 غلظت نانوذره 3 *53244 *83020 **3994.41

 تکرار 2 3010 10657 22.46

2803.24** 159271* 25013 ns 2  نانو ذره× زمان  

946.71** 173594* 38599ns 6  نانو ذره غلظت× زمان  

271.65ns 86867* 268949 3 نانوذره غلظت× نوع نانوذره  

نانوذره غلظت× نوع نانوذره× زمان 6 *28280 **476585 **455.60  

 خطا 46 20026 31748 135.66

 ضریب تغییرات  19.21 17.36 14.45

 .داریمعن یر: غns؛ ٪۱و  ٪۵در سطح احتمال  داریمعن یب* و **: به ترت
 *and **: Significant at 5% and 1% probability levels, respectively; ns: Not significant. 

 قلیاییفعالیت آنزیم فسفاتاز 
، اثر اصیییلی زمان بر فعالی   4طبق نتاین جدول 

دار نبود؛ که بیانگر پایداری  این آنزیم در خاک ر ییی معنی

تا   7نسییبی فعالی  این آنزیم در طول دوره انکوبا یییون   

روز( ا ییی . با این وجود، اثرات اصیییلی نوع نانوذره   72

 0.01>P  0.05( و غلظیی  نییانوذره>P  و اثر متقییابییل )

دار  غلظ  نانوذره( معنی× نوع نانوذره × گانه  زمان     یییه

 بودند.

نشییان داد که نانوذرات  ( 5ها  شییکل مقایسییه میانگین داده

اکسییید م  در مقایسییه با اکسییید نیکل، اثر بازدارندگی    

اند. در تیمار نانوذرات  یدتری بر فعالی  آنزیم داشییتهشیید

به       ظ   با افزایش غل گرن بر کیلوگرن،  میلی 1۰۰۰م ، 

ها کاهش یاف  و در روزهای       فعالی  آنزیم در تمان زمان    

ترین  یییطح آماری ر یییید. در مقابل،       به پایین   72و  24

ظ      کل در اکثر غل تأثیر منفی معنی   نانوذرات نی  داریها 

شییاهد نداشییتند و حتی در برخی موارد  مانند    نسییب  به

ی     ( 7گرن در روز میلی 1۰۰غلظ    عال به افزایش ف منکر 

آنزیم و ثب  بیشییترین میزان فعالی  شییدند. مقایسییه دو    

شان می  دهد که خاک ر ی در برابر  می  نیکل    نانوذره ن

سب  به       شان داده، اما همچنان ن شتری از خود ن مقاوم  بی

 پذیر بوده ا  .م  آ یبهای بالای غلظ 
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لف. های زمانی مختطی دوره رسیاثر متقابل غلظت و نوع نانوذره بر تغییرات فعالیت آنزیم فسفاتاز قلیایی در خاک با بافت  -۵شکل 

 درصد است. ۵دار بر اساس آزمون دانکن در سطح احتمال دهنده تفاوت معنیها نشانحروف غیرمشترک روی ستون
Figure 5. Interaction effect of concentration and nanoparticle type on Alkaline Phosphatase activity in Clay soil over 

different times. Different letters above the columns indicate significant differences according to Duncan's Multiple 

Range Test at P < 0.05. 
 

خاک ر یییی را می   عنیعدن م  مان در  به  داری اثر ز توان 

ظرفی  بافری بالاتر و حضیییور مقادیر بیشیییتر کلوئیدهای  

درصییید( در این   37/1آلی   کربندرصییید( و  8/49رس  

توانند با جذب  ییطحی خاک نسییب  داد. این ترکیبات می

های فلزی آزاد شیییده، از تماس مسیییتقیم  نانوذرات و یون

ها جلوگیری کرده و   های میکروبی و آنزیم ها با  یییلول  آن

(. Mishra and Kumar, 2009ها را تعدیل کنند   می  آن 

  به نسببا این حال،  می  شدیدتر نانوذرات اکسید م  

ناشیییی از          که  خاک نیز مشیییهود ا ییی   کل در این  نی

در  2Cu+های پذیری بیشتر م  و توانایی بالای یونانحلال

ی  آنزیم       عال یداتیو و اختلال در ف کاد تنش اکسییی  های ای

سفاتاز ا  . پایداری فعالی  آنزیم در حضور نانوذرات       ف

-کلهای پایدار نینیکل احتمالای به دلیل تشیییکیل کمپلک 

س    -یا نیکل رس فراهمی این فلز را  ماده آلی ا   که زی

فرص   ازگاری داده ا  .      ریزجاندارانکاهش داده و به 

ید می     تأی تاین  یدی در         این ن خاک نقش کل ف   با که  ند  ک

د و  کنتعیین  ییرنوشیی  و  ییمی  نانوذرات فلزی ایفا می

تر پتانسیییل بالاتری برای کاهش اثرات  های  یینگینخاک

 (.Jośko et al., 2014ها دارند  ده وء این آلاین

 فعالیت آنزیم فسفاتاز اسیدی
نالیز واریان   جدول      تاین آ نشیییان داد که  ( 4ن

(، نوع نانوذره  P< 0.05تمامی اثرات اصییلی شییامل زمان  

 0.01 >P    0.05( و غلظ  نانوذره>P و همچنین اثرات )

نوع نانوذره بر فعالی  فسییفاتاز ا یییدی در × متقابل زمان 

 دار بودند.خاک ر ی معنی

سه میانگین داده    شکل  برر ی مقای شان   ( 6ها   ن

ید م  در غلظ       نانوذرات اکسییی که  تأثیر      داد  بالا،  های 

اند؛  اعمال کرده 24ویژه در روز بازدارندگی شییدیدی را به

شاهد به حداکثر میزان    در این روز، فعالی  آنزیم در تیمار 

حتی در غلظ   خود ر یییید، اما حضیییور نانوذرات م   

شد و فعالی  را     میلی 1۰۰ شدید  گرن( مانع از این افزایش 

به کمتر از نصییف کاهش داد. در مقابل، نانوذرات اکسییید   

تری داشییتند. در روزهای اولیه  روز  نیکل الگوی نو ییانی

گرن حتی باعث تحریک  میلی 1۰۰۰و  5۰۰های  ، غلظ  (7

ان و  زم جزئی فعالی  نسب  به شاهد شدند، اما با گذش     

گرن  میلی 1۰۰۰و  1۰۰های ، در غلظ 72ر یییدن به روز 

کاهش فعالی  نسب  به شاهد مشاهده گردید. این تفاوت    

دهد که  ییمی  نیکل در خاک  در الگوی پا ییخ نشییان می

شده و در انتهای دوره خود را      ر ی با تأخیر زمانی ظاهر 

 نشان داده ا  .
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لف. های زمانی مختطی دوره رسیاثر متقابل غلظت و نوع نانوذره بر تغییرات فعالیت آنزیم فسفاتاز اسیدی در خاک با بافت  -۶شکل 

 درصد است. ۵دار بر اساس آزمون دانکن در سطح احتمال دهنده تفاوت معنیها نشانحروف غیرمشترک روی ستون
Figure 6. Interaction effect of concentration and nanoparticle type on Acid Phosphatase activity in Clay soil over 

different times. Different letters above the columns indicate significant differences according to Duncan's Multiple 

Range Test at P < 0.05. 
 

تفاوت در رفتار  یییمی  نانوذرات م  و نیکل     

های کلوئیدی خاک و  توان به ویژگیر ییی را میدر خاک 

شیییمی  ییطح نانوذرات نسییب  داد. خاک ر ییی به دلیل   

کاتیونی       بادل  ی  ت بالا و گروه CECداشیییتن ظرف های   ( 

نایی       عاملی منفی روی  یییطح ذرات رس و ماده آلی، توا

کاتیون     نانوذرات    بالایی در جذب  یییطحی  های فلزی و 

مالای    کل، احت تدایی، جذب      دارد. در مورد نی های اب در روز

باعث          یدهای رس  نانوذرات بر روی کلوئ  یییطحی قوی 

و تعدیل  می  شده     2Ni+های فراهمی یونکاهش زیس  

های جذبی یا  ا یی ، اما با گذشیی  زمان و اشییباع  ییای 

نانوذرات     ی   های نیکل آزاد   (، یونAgingتغییر در حلال

(. Gong et al., 2019اند  شده و  می  خود را نشان داده   

شکیل    در مقابل، اگرچه م  به طور کلی تمایل بالایی به ت

خاک دارد        کمپلک  ماده آلی  با  یدار  پا ند   که می  های  توا

های بکار  فراهمی آن را کاهش دهد، اما در غلظ زیسییی 

اده   ییازی مرفته در این آزمایش، احتمالای ظرفی  کمپلک 

یل  ه به دلبنابراین، م  آزاد شد ؛آلی خاک اشباع شده ا  

با گروه        به واکنش  مایل شیییدید    ها های عاملی پروتئین  ت

ها(، حتی در حضییور کلوئیدهای خاک نیز توانسییته   آنزیم

های فعال آنزیم برهمکنش داده و فعالی   ا ییی  با جایگاه

ی  میکروبی           عال مان اوج ف به ویژه در ز تالیزوری آن را  کا

فعالی     کاهش   .(Wang et al., 2022)مهار کند   ( 24 روز 

کل در غلظ       72در روز  نانوذره نی گرن  میلی 1۰۰۰برای 

دهنده اثرات تکمعی و بلندمدت فلزات  بر کیلوگرن، نشییان

 های خاک ا  . نگین بر جمعی  میکروبی و آنزیم

 

 آزفعالیت آنزیم اوره
نکته قابل توجه در نتاین آنالیز واریان   جدول         

صلی زمان بر فعالی  اوره   ، غیرمعنی(4 شدن اثر ا ر آز ددار 

شنی        خاک ر ی ا  ، در حالی که این اثر در خاک لون 

دار گزارش شییده بود. این عدن درصیید معنی 1در  ییطح 

شان معنی سبی آنزیم اوره داری ن آز  دهنده ثبات و پایداری ن

روزه ا  . با این وجود،   72در بستر خاک ر ی طی دوره 

نانوذره همچنان در       اثرات ظ   نانوذره و غل اصیییلی نوع 

صد معنی  1 طح   شدن اثر متقابل   دار بودند و معنیدر دار 

(  P < 0.01غلظ  نانوذره  × نوع نانوذره × گانه زمان  ه 

ستگی همزمان آن به هر     بیانگر پیچیدگی پا خ آنزیم و واب

  ه فاکتور ا  .

ه  نشییان داد ک( 7ها  شییکل مقایسییه میانگین داده

نانوذرات م   می  به مراتب بیشتری را نسب  به نیکل      

ی  اوره     عال هار ف مال کرده  در م خاک اع به    آز در این  ند؛  ا
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گرن بر کیلوگرن نانوذرات   میلی 1۰۰۰طوری که در غلظ    

تقریبای متوقف  ( 72م ، فعالی  آنزیم در انتهای دوره  روز 

هی  جشد، در حالی که در تیمار مشابه نیکل،  طح قابل تو   

 از فعالی  آنزیمی حفظ گردید.

 
های زمانی مختلف. حروف طی دوره رسیآز در خاک با بافت اثر متقابل غلظت و نوع نانوذره بر تغییرات فعالیت آنزیم اوره -۷شکل 

 درصد است. ۵دار بر اساس آزمون دانکن در سطح احتمال دهنده تفاوت معنیها نشانغیرمشترک روی ستون
Figure 7. Interaction effect of concentration and nanoparticle type on Urease activity in Clay soil over different times. 

Different letters above the columns indicate significant differences according to Duncan's Multiple Range Test at P < 

0.05. 
 

ی  اوره      عال یداری ف آز در خاک ر یییی  عدن    پا

پذیری تأث  مان( را می    یر فاکتور ز یل      از  به تشیییک توان 

هوموس نسیییب   -رس و آنزیم-های پایدار آنزیمکمپلک 

خارج  یییلولی، دارای       داد. اوره یک آنزیم  به عنوان  آز 

که می      گروه باردار ا ییی   عاملی  با  یییطح     های  ند  توان

که د     یدهای رس و مواد آلی   یب     کلوئ به ترت خاک  ر این 

درصیید بودند( پیوند برقرار کنند. این تثبی    37/1و  8/49

و   نیییم را در برابر تکزیه پروتئ فیزیکی و شییییمیایی، آنز 

یداری            پا ظ  کرده و  حاف نامطلوب محیطی م تغییرات 

بل توجهی             قا به طور  مان  تالیزوری آن را در طول ز کا

 دهد.افزایش می

آز  در خصییوص تفاوت  ییمی  نانوذرات، اوره 

یک متالوآنزیم وابسته به نیکل ا   و وجود مقادیر متعادل 

در جایگاه فعال برای حفظ  اختار چهارن    2Ni+یون نیکل 

تالیزوری آن ضیییروری ا ییی . از این رو،         کا ی   عال و ف

نداران   به طور ذاتی تحمل   های آزاد اوره و آنزیم ریزجا آز 

به      ب   ند و حتی در       بالاتری نسییی کل دار نانوذرات نی

شود.       غلظ  شاهده  های پایین ممکن ا   اثر تحریکی م

                                                           
24  Flap     

بل، م      قا نده قوی         2Cu+در م بازدار یک  به عنوان   )

با گروه    یا مخلوط،  به   SH-های تیول   غیررقابتی  ( مربوط 

ستئین در زبانه     جایگاه فعال آنزیم واکنش   24ا ید آمینه  ی

  آرایش  اختاری غییرات دهد. این برهمکنش منکر به تمی

شده و عملکرد آنزیم را       شدن جایگاه فعال  شدید و بلوکه 

تل می  ند   مخ تاین این پژوهش  Kim et al., 2015ک (. ن

سو با یافته  شان می ( 2۰11های بیک و آن  هم دهد که در ن

بالا،       خاک ر یییی نیز علی   بافری  ی   رغم وجود ظرف

پییذیری و   هییای بییالای م  بییه دلیییل انحلال     غلظیی   

سته واکنش سم پذیری بالاتر، توان افظتی  های محاند بر مکانی

 Baekخاک غلبه کرده و فعالی  آنزیم را  ییرکوب کنند  

and An, 2011.) 

 

 گیرینتیجه
نتاین این پژوهش نشان داد که  می  نانوذرات    

سید فلزی بر فعالی   ده از  ، تابعی پیچیآنزیمی خاک هایاک

نانوذره، ویژگی    یان نوع  خاک و      برهمکنش م بافتی  های 

ها حاکی از آن بود که باف   مدت زمان تماس ا یی . یافته
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نده خاک نقش تعیین  عدیل شیییدت تنش دارد؛    کن ای در ت

به وا یییطه محتوای بالاتر رس و   ر ییییکه خاک طوریبه

کیل  شییهای تثبی  فیزیکی و تماده آلی، از طریق مکانیسییم

بل     -نانوذره -های رس کمپلک  قا یداری  پا توجهی  آنزیم، 

آز( فراهم کرد. در مقابل، خاک     ویژه اورهها  به  برای آنزیم

پایین،          لون شییینی بافری  یدی و ظرفی   یل فقر کلوئ به دل

ین ها نشان داد و شدیدتر  حسا ی  بسیار بالایی به آلاینده   

 د.های آنزیمی در این بستر مشاهده شکاهش فعالی 

یل            به دل ید م   نانوذرات اکسییی نده،  از منظر نوع آلای

  های م  به واکنشیل شدید یوناپذیری بالاتر و تمانحلال

ها،  می  شدیدتر   های تیول در جایگاه فعال آنزیمبا گروه

و پایدارتری را نسیییب  به نانوذرات اکسیییید نیکل اعمال        

شامل اثرات تحریکی     سید نیکل رفتاری متفاوت  کردند. اک

های پایین و  یییمی  تأخیری در انتهای دوره        در غلظ  

کند که در آزمایش از خود نشییان داد. این مطالعه تأکید می

شییده، نباید  ارزیابی ریسییک اکولوژیک نانوذرات مهند ییی

تنها بر غلظ  تمرکز کرد، بلکه ظرفی  محافظتی خاک و         

ماهی  دینامیک  ییمی  در طول زمان، پارامترهای حیاتی   

 های خاکی هستند.بینی  لام  اکو یستمبرای پیش

 

 تشکر و قدردانی
سندگان بر خود لازن می  های  دانند از حمای نوی

جه  فراهم آوردن  آزاد ا یییلامی واحد کرج  دانشیییگاه  

 امکانات انکان این پژوهش تشکر و قدردانی نمایند.
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