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مطالعه برخی پاسخ های بیوشیمیايی و فیزيولوژيکی   
Hydrocotyle vulgaris در جريان تیمار با نوعی آلاينده آلی: 

بررسی كارايی گیاه در پالايش سبز با تغییرات محیطی

سمانه تربتی1  

چکيده
گیــاه پالايــی نوعــی تکنولــوژی موثــر و كــم هزينــه مــی باشــد كــه از 
ــه پســاب هــای رنگــی  طريــق بکارگیــری گیاهــان، آلاينــده هــا از جمل
ــاه آب  ــی گی ــه تواناي ــن مطالع ــد. در اي ــی نماي ــذف م ــط ح را از محی
بشــقاب )Hydrocotyle vulgaris(  در تجزيــه زيســتی مــاده رنگــزای 
مالاكیــت ســبز ارزيابــی گرديــد. نتايــج نشــان دادنــد كــه قابلیــت گیــاه 
در رنگزدايــی مالاكیــت ســبز بیــش از 90 درصــد مــی باشــد. همچنیــن 
توانايــی بــالای گیــاه در حــذف متوالــی مالاكیــت ســبز در دوره طولانــی 
از آزمايشــات تکــراری، فراينــد تجزيه زيســتی ايــن آلاينده توســط گیاه 
را تايیــد كــرد. برخــی پاســخ هــای بیوشــیمیايی و فیزيولوژيکــی گیــاه 
تیمــار شــده بــا غلظت هــای مختلــف از آلاينــده مطالعــه گرديــد و نتايج 
نشــان داد كــه افزايــش در غلظــت مــاده رنگــزا مــی توانــد بــه افزايــش 
قابــل توجــه فعالیت آنزيم های ســوپر اكســید ديســموتاز و پراكســیداز 
منجــر گــردد كــه تايیــد كننــده نقــش مهــم ايــن دو آنزيــم در ســازگاری 
گیــاه بــه حضــور مالاكیــت ســبز در محیــط می باشــد. بعلاوه مشــخص 
ــد بــه  گرديــد كــه افزايــش در وزن تــوده گیاهــی، دمــا و pH مــی توان
افزايــش كارايــی رنگزدايــی منجــر گــردد. در نقطــه مقابــل، افزايــش در 
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غلظــت اولیــه مــاده رنگــزا منجــر بــه افزايــش نســبت C/C0 گرديــد.

ــی،  ــیدان، رنگزداي ــی اكس ــای آنت ــم ه ــدی: آنزي ــای كلی واژه ه
ــبز.  ــت س ــی، مالاكی ــاه پالاي ــقاب، گی ــاه آب بش گی

مقدمه
در جهان صنعتی و مدرن امروزی آلودگی محيط زيست توسط انواع مختلفی از آلاينده ها از جمله مهم 
ترين مشکلات محيط زيست محسوب می شود. رهايش مقادير قابل توجهی از پساب های واحد های 
صنعتی به ويژه صنايع رنگرزی و نساجی به محيط زيست، سلامتی و بقای موجودات آبزی و حتی 
انسان را تهديد می كند)Forgacs et al., 2004; Pilon-Smits, 2005; Robinson et al., 2001(. پساب 
اغلب اين واحدهای صنعتی حاوی مقادير قابل توجهی از تركيبات آلی سمی از جمله مواد رنگزای 
سنتتيک می باشند )Forgacs et al., 2004; Slokar and Le Marechal, 1998( و اثرات سرطان-

 .)Robinson et al., 2001( زايی و جهش زايی اين تركيبات در ارگانيسم های زنده به اثبات رسيده است
با وجود اثرات مخرب اين تركيبات، مواد رنگزای سنتتيک در مقياس وسيع و در شاخه های مختلف 
می  برده  كار  به  كشاورزی  توليدات  و  غذايی  كاغذ، صنايع  توليد  نساجی، چرم سازی،  صنعت 
شوند )Ali, 2010; Robinson et al., 2001(. بنابراين بکارگيری روش های موثر در پالايش اين 
تركيبات در سال های اخير به شدت مورد توجه بوده و روش های فيزيک وشيميايی متعددی برای 
تصفيه آلايند ه ها از پساب ها پيشنهاد گرديده است. در بيشتر موارد روش های مذكور به دليل 
توليد و رهايش تركيبات سمی در جريان پالايش و نيز به دليل هزينه های بالا، مقرون به صرفه 
نمی باشند )Chin and Berube, 2005; Robinson et al., 2001(. در نقطه مقابل روش های 
بيولوژيکی به دليل هزينه كم و سازگاری با محيط زيست می توانند جايگزين مناسبی برای روش 
های فيزيکی وشيميايی شناخته شده باشند )Pilon-Smits, 2005(. امروزه توانايی تعداد زيادی 
 )Verma et al., 2010( قارچ ها ،)Jadhav et al., 2010( از ميکرو ارگانيسم ها مانند باكتری ها
و جلبک ها )Khataee et al., 2010( در حذف مواد رنگزا از محيط به اثبات رسيده است. همچنين 
مشخص شده است كه گياهان نيز می  توانند به عنوان ابزار پالايش محيطی مورد استفاده واقع شوند. 
فرايند گياه پالايی به معنی كاربرد گياهان برای حذف يا جابجايی تركيبات آلاينده خاک، آب های زير 
زمينی، آب های سطحی و حتی اتمسفر می باشد)Pilon-Smits, 2005; Susarla et al., 2002( . در 
سالهای اخير اين روش با استفاده از گونه های وسيعی از گياهان به منظور حذف آلاينده های مختلفی 
 Kielak et( مانند هيدروكربن های نفتی، علف كش ها، فلزات سنگين و مواد رنگزا به كاربرده شده است

.)al., 2011; Radic et al., 2010; Torbati, 2016
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آريل  تری  های  رنگ  گروه  به  متعلق   )Malachite Green )MG)) سبز  مالاكيت  رنگزای  ماده 
متان بوده و دارای مصرف بالايی در مقياس صنعتی می باشد. اين ماده به طور وسيع در صنايع 
رنگرزی كتان، چرم و ابريشم و در صنايع نساجی و كاغذ سازی مورد استفاده قرار می گيرد 
)Hamed and El-Khaiary, 2008(. دفع پساب های حاوی مالاكيت سبز بدون تصفيه به محيط 
های آبی می تواند اثرات مخربی به همراه داشته باشد و بکارگيری اقدامات موثر و سازگار با محيط 
زيست در جهت تصفيه آب ها و پساب های آلوده به اين ماده رنگزا، به دليل خطراتی كه برای مصرف 

.)Srivastava et al., 2004( كنندگان موجودات آبزی در بر دارد، ضروری به نظر می رسد
گياه آب بشقاب (.Hydrocotyle vulgaris L( متعلق به تيره چتريان و جزو گياهان علفی آبزی شناور 
در سطح آب ها می باشد. تاكنون بررسی های محدودی در رابطه با مطالعه توانايی برخی گونه های آب 
بشقاب در حذف فلزات سنگين از پساب ها و حذف برخی مواد آلاينده آلی و بهبود كيفيت آب انجام گرفته 
  .)Khilji and Bareen, 2008; Sooknah and Wilkie, 2004; Vafaei et al., 2013a( است 
ماده  مکرر  پالايش  در  بشقاب  آب  گياه  توانايی  تعيين  و  امکان سنجی  هدف  با  حاضر  پژوهش 
رنگزای مالاكيت سبز )MG( انجام گرديد. مطالعه برخی پاسخ های بيوشيميايی و فيزيولوژيکی 
گياه، شامل تعيين مقدار پيگمان های فتوسنتزی و فعاليت برخی آنزيم های آنتی اكسيدانت مهم 
مانند پراكسيداز )POD(، كاتالاز )CAT( و سوپراكسيد ديسموتاز )SOD( كه می توانند در مقاومت 
اين گياه به ماده رنگزای مورد مطالعه و يا در متابوليسم اين ماده دخيل باشند، از اهداف ديگر اين 
كار پژوهشی بود. همچنين تاثير پارامترهای زيستی و غير زيستی از قبيل وزن توده گياهی، غلظت 

اوليه ماده رنگزا، pH و دما در افزايش كارايی رنگزدايی بررسی گرديد.
مواد و روش ها

تهیه نمونه های گیاهی 
نمونه های گياهی از تالاب انزلی جمع آوری و پس از انتقال به آزمايشگاه و شستشو توسط آب 
شهری و آب مقطر و ضد عفونی با  محلول v/v( % 3( هيپوكلريت سديم تجاری )وايتکس( به مدت 
2 دقيقه، به اكوواريوم شيشه ای حاوی محيط كشت هوگلند تغيير يافته 20% با دمای ºC 25 و 
دوره روشنايی-تاريکی 8/16 ساعت انتقال داده شدند )Epstein, 1972(. پس از گذشت دو هفته 
از كشت گياهان در اكوواريوم به منظور سازگاری گياه به شرايط آزمايشگاهی، آزمايشات لازم 
بر روی گياهان مورد مطالعه آغاز گرديدند. در بررسی های بيوشيميايی هر بار مقدار مشخصی 
از نمونه های گياهی سالم و مناسب در داخل بشری به حجم mL 500 به مدت 7 روز تحت تيمار 
با محيط كشت حاوی غلظت های مختلفی از ماده رنگزای مورد مطالعه )mg/L 40، 20، 10( قرار 
گرفت و پس از 7 روز سنجش های بيوشيميايی و فيزيولوژيکی لازم بر روی آن ها انجام و با 
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نمونه كنترل مقايسه شدند. اين آزمايشات برای هر غلظت در 3 تکرار انجام گرديدند. 
تاثیر ماده رنگزا در كمیت رنگدانه های فتوسنتزی

های گياهی كه به مدت  از نمونه   100 mg به منظور استخراج كلروفيل و كاروتنوئيد ها، مقدار 
7 روز در معرض غلظت های مختلف mg/L) MG 40 و 20، 10، 0( قرار گرفته بودند با استون 
پيشنهادی  روش  از  گيری  بهره  با  فتوسنتزی  های  رنگدانه  كمی  مقادير  گرديد.  آسياب   100%

Lichenthaler محاسبه گرديد )Hartmut, 1987(. در اين روش كميت رنگد انه های فتوسنتزی 

 a به كلروفيل اكثر جذب مربوط  به عنوان حد  نانومتر   470 645 و   ،662 در طول موج های 
(Chl a(، كلروفيل (Chl b( b و كارتنوئيد كل )Cx+c( به روش اسپکتروسکوپی تعيين و به صورت 

)mg g-1( وزن تر برگ (Fresh Weight )FW( بيان گرديدند.
سنجش فعالیت آنزيم ها

نمونه های گياهی مورد نظر به مدت يک هفته در معرض غلظت های مختلف از mg/L) MG 40 و 
20، 10، 0( قرار گرفت و پس از اين مدت سنجش فعاليت آنزيمی انجام گرفت. برای استخراج نمونه 
PH=  7    3 بافر فسفات  0/01 مولار با mL های گياهی به منظور  سنجش فعاليت هر آنزيم، از

و حاوی پلی وينيل پيروليدون PVP) %0/2( استفاده شد. تمام مراحل عصاره-گيری نمونه های 
گياهی شامل استخراج و سانتريفيوژ در دمای پايين )تقريبا ºC 4( با rpm 5000  به مدت 15 دقيقه 
صورت گرفت و روشناور برای سنجش فعاليت آنزيم ها و سنجش ميزان پروتئين كل به روش 

.)Bradford, 1976( به كار برده شد ،Bradford

فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز )SOD( از طريق اندازه گيری ممانعت از احيای فتوشيميايی 
نيتروبلوتترازوليوم )NBT( توسط عصاره گياهی سنجش گرديد. بافر واكنش شامل mM 67 بافر 
فسفات  pH= 7/8)، mM  1/5 NBT، mM 0/12(ريبوفلاوين و ميزان مناسبی از عصاره آنزيمی 
 nm 5000  قرار گرفت. جذب نمونه ها در Lux بود. مخلوط حاصل به مدت 15 دقيقه در شدت نور
560 توسط اسپکتروفتومتر اندازه گيری گرديد. يک واحد فعاليت آنزيم بر اساس مقدار پروتئين 
آنزيمی لازم برای القا 50 % ممانعت از احيای NBT در مقايسه با نمونه های شاهد بدون عصاره 
 .)Winterbourn et al., 1976( بيان گرديد Unit/mg protein آنزيمی محاسبه شد و به صورت
فعاليت آنزيم پراكسيداز )POD( از طريق تست گاياكول و تبديل آن به تتراگاياكول و با بهره گيری از 
روش پيشنهادی Chance و Maehly سنجش گرديد )Chance and Maehly, 1955(. مطابق روش 
 pH=7.5, 15mM سيترات- فسفات- بورات( دارای( TS 0/1 بافر M مذكور، بافر واكنش شامل
گاياكول،  H2O2 3/3 mM و مقدار مناسبی عصاره آنزيمی می باشد و واكنش با افزودن عصاره 
آنزيمی در ºC 25 آغاز می گردد. در نهايت فعاليت آنزيم بر اساس ضريب خاموشی تتراگاياكول 
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(mM -1 cm -1 6/26( محاسبه شده و بر حسب Unit/mg protein بيان می گردد. فعاليت كاتالاز 

)CAT( بر اساس كاهش جذب پراكسيد هيدروژن در nm 240 و به روش Obinger و همکاران 
اندازه گيری گرديد )Obinger et al., 1997(. مطابق اين روش پيشنهادی، برای سنجش فعاليت 
 pH= 7/5 دارای TS 0/1 بافر M آنزيم مقدار مناسبی از عصاره آنزيمی به محلول واكنش كه شامل
و mM 10 از H2O2 بود، اضافه و تغييرات جذب به مدت 3 دقيقه توسط اسپکتروفتومتر اندازه 
گيری شد. در نهايت فعاليت آنزيم بر اساس ضريب خاموشی (H2O2)mM -1 cm -1 39/4 محاسبه 

گرديد.
آزمايشات رنگزدايی

ماده رنگزای MG با فرمول مولکولی C23H25ClN2  متعلق به گروه مواد رنگزای كاتيونی بوده كه 
از يکی از شركت های ايرانی خريداری گرديد. به منظور اندازه گيری ميزان حذف اين ماده رنگزا 
 619 nm اين تركيب در طول موج  UV-Vis استفاده گرديد.  ناحيه  از مشخصات جذبی آنها در 
دارای جذب حداكثر می باشد (Torbati, 2016(. برای تعيين اثرات عوامل زيستی و غير زيستی 
بر كارايی حذف ماده رنگزای مورد مطالعه، آزمايشات مختلفی با تکيه بر تغيير عوامل مذكور از 
جمله دما، pH، غلظت اوليه ماده رنگزا، وزن نمونه های گياهی و زمان واكنش انجام گرفت. در اين 
 mg/L( چهار غلظت اوليه متفاوت ماده رنگزا ،)8، 6، 4، 2 g( آزمايشات از وزن های مختلف گياهی
 )25 ºC ،15  ºC ،5 ºC( و نيز سه دما مختلف )5، 6، 7، 8، 9( های مختلف pH)40 ،20 ،10 ،5
 H2SO4 و KOH از محلول های رقيق شده pH استفاده گرديد. در جريان آزمايشات برای تنظيم
بهره گرفته شد. همچنين دما در داخل انکوباتور ثابت نگه داشته شد. جذب نمونه ها در فواصل زمانی 
معين )24 ساعت( توسط دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج ماكزيمم ماده رنگزای MG) nm 619(، اندازه 
 C تعيين گرديد كه در آن C/C0 گيری گرديد. در اين آزمايشات درصد كارايی رنگزدايی با مقياس
بيانگر غلظت نهايی MG و C0 بيانگر غلظت اوليه آن در محلول می باشد. مقادير كمتر از اين نسبت، 

  .)Vafaei et al., 2013a( نشان دهنده كارايی بالای فرايند رنگزدايی است
به منظور ارزيابی قابليت گياه مورد مطالعه در حذف مداوم MG، مقدار g 6 از نمونه های گياهی 
در 3 تکرار در معرض mg/L 10 از ماده رنگزای مورد مطالعه قرار گرفتند. در فواصل زمانی 
انجام و درصد حذف ماده  از محلول های مورد آزمايش  معين ) هر 24 ساعت( نمونه برداری 
رنگزا از هر محلول محاسبه می گرديد. پس از گذشت 7 روز محلول ديگری با غلظت mg/L 10 از 
ماده رنگزا آماده سازی شد و همان نمونه گياهی در معرض محلول دوم قرار گرفت. اين آزمايش 

4 بار و در طول 4 هفته متوالی تکرار گرديد.
آنالیز آماری داده ها

كليه آزمايشات در سه تکرار انجام گرديد و نتايج بر مبنای ميانگين داده ها ارائه داده شده است. 
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به منظور بررسی آماری نتايج از نرم افزار Graph Pad Instate3 بهره گرفته شد و به منظور 
تاييد تفاوت معنی دار ما بين تيمار های مختلف ماده رنگزا در مورد كميت رنگدانه های فتوسنتزی 
و ميزان فعاليت آنزيم های آنتی اكسيدان، داده ها با آناليز واريانس يک طرفه )ANOVA( تحليل و 

گروه های تيمار با آزمون تعقيبی Tukey در سطح احتمال p<0.05 مقايسه شدند.
نتايج و بحث

تاثیر ماده رنگزای MG در مقدار رنگدانه های فتوسنتزی
تاثير غلظت های مختلف MG در كميت رنگدانه های فتوسنتزی پس از 7 روز در شکل 1 نشان 
داده شده است. مطابق شکل 1، تيمار  mg/L 20از ماده رنگزا منجر به افزايش معنی دار مقدار 
رنگدانه كلروفيل a به ميزان 30/4 % گرديد )p<۰/۰۵(. اما غلظت mg/L 40 از اين آلاينده، كميت 
كلروفيل a را به ميزان 14/8 % كاهش داد. همچنين تيمار غلظت mg/L 40 از MG منجر به كاهش 
معنی دار كلروفيل b به ميزان 22/3 % نسبت به نمونه كنترل گرديد. اين در حالی است كه تيمار 
غلظت های پايين تر از mg/L 40، تغيير معنی داری را در كميت كلروفيل b اعمال نکرد. می توان 
چنين استنباط نمود كه غلظت های بالای اين ماده رنگزا منجر به ممانعت از سنتز رنگدانه هايی 
نظير كلروفيل شده و باعث القا اثرات منفی شديدی بر مقدار آن ها و بنابراين بر نرخ فتوسنتز می 
گردد. افزون بر اين، كاهش در نرخ فتوسنتز می تواند به عنوان يک پاسخ حفاظتی و نيز محدود 
كننده توليد گونه های فعال اكسيژن در كلروپلاست، تلقی گردد )Vafaei et al., 2013b(. نتايج 
مشابهی در روند تغيير كميت رنگدانه های فتوسنتزی در جريان حذف زيستی گروه های مختلفی 
از آلاينده های آلی نظير هيدوركربن های آروماتيک چند حلقه ای و نيز انواع ديگری از مواد رنگزا 
از   .)Liu et al., 2009; Vafaei et al., 2013b( در بررسی های گذشته گزارش گرديده است 
طرف ديگر تيمار غلظت های مختلف ماده رنگزای MG تغيير معنی داری در كميت كارتنوئيدها 

اعمال نکرد )p<0.05( )شکل1(. 
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بررسی فعالیت آنزيم های آنتی اكسیدانت 
شکل 2 نمايش دهنده تاثير تيمار غلظت های متفاوت مالاكيت سبز در ميزان فعاليت آنزيم های آنتی 
اكسيدان SOD، POD و CAT در ريشه و برگ گياه آب بشقاب پس از 7 روز تيمار در مقايسه با 
نمونه شاهد می باشد. مطابق نتايج بدست آمده، افزايش در غلظت ماده رنگزای مورد مطالعه باعث 
افزايش شديد فعاليت آنزيم SOD به ويژه در غلظت های mg/L 20 و mg/L 40 گرديد. به طوری 
كه فعاليت اين آنزيم در نتيجه تيمار با غلظت های مذكور، به ترتيب در ريشه به ميزان 2/4 و 3/3 
برابر و در برگ ها به ميزان 1/5 و 2/2 برابر نسبت به نمونه شاهد افزايش نشان داد. اين در حالی 
است كه افزايش فعاليت SOD به دنبال تيمار گياه با غلظت mg/L 10 از MG چه در ريشه و چه 
در برگ معنی دار نبود )p<0.05( )شکلa2(. آنزيم SOD اولين سد دفاعی در برابر راديکال های 
سوپر اكسيد توليد شده در شرايط تنشی می باشد و فعاليت اين آنزيم منجر به تبديل راديکال های 
سوپر اكسيد به پراكسيد می شود )Halliwell, 2006(. القا شديدتر فعاليت SOD در ريشه گياه 
مورد مطالعه، به عنوان اولين اندام گياهی متاثر از حضور آلاينده، می تواند نشان دهنده توليد 
بالای راديکال های سوپر اكسيد در اين اندام گياهی و نياز بالا برای سميت زدايی اين راديکال ها 

 .)Torbati et al., 2014( در ريشه باشد
فعاليت آنزيم POD نيز به دنبال تيمار غلظت های مختلف MG از الگوی تغيير در فعاليت آنزيم 

شکل1: اثر غلظت های مختلف ماده رنگزا  MG در مقدار رنگدانه های فتوسنتزی گياه آب بشقاب )نقاط 

های  نماينده ميانگين سه تکرار و بار های عمودی نشانگر انحراف استاندارد)SE( است. برای غلظت 

 ANOVA تيمار شده، ميزان معنی داری تغييرات در مقدار هر رنگدانه بر اساس آزمون MG مختلف

و در سطح احتمال 0/05 می باشد. در هر نقطه ی مربوط به يک رنگدانه، ميانگين های واجد حروف 

متفاوت دارای تفاوت معنی دار نسبت به هم هستند(.
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MG باعث اعمال تغييرات معنی دار در فعاليت  mg/L 10 از  SOD تبعيت می كند. تيمار غلظت 

اين آنزيم نگرديد. اين در حالی است كه تيمار غلظت های بالاتر از MG منجر به افزايش معنی دار 
فعاليت POD هم در ريشه و هم در برگ ها شد )شکل b2(. آنزيم POD نقش بسيار مهمی را در 
سميت زدايی گروه های مختلفی از گزنوبيوتيک ها ايفا می نمايد. اين آنزيم با اكسيداسيون تركيبات 
 H2O2 شيميايی از جمله مواد رنگزای ارگانيک به عنوان سوبستراهای دهنده الکترون، باعث تبديل
به اكسيژن و آب می شود. در اين بررسی بالاترين فعاليت آنزيم POD در ريشه گياهان تحت تيمار با 
mg/L 40 از MG تعيين گرديد كه می تواند نشان دهنده نياز بالا به سميت زدايی راديکال های پراكسيد 

هيدروژن در اين اندام گياهی به دنبال تيمار با غلظت بالايی از آلاينده باشد. طبق منابع، ريشه نه تنها 
اولين اندام گياهی متاثر از حضور آلاينده ها است بلکه بيان آنزيم پراكسيداز نيز در ريشه در مقايسه با 

  .)Dornates et al., 2012( ساير اندام های گياهی بالا می باشد
افزايش در فعاليت آنزيم های SOD و مخصوصا POD در جريان تيمار با مواد رنگزا در بررسی های 
گذشته نيز گزارش گرديده است كه نشان دهنده دخالت اين آنزيم ها در مسير های تجزيه زيستی مواد 
 .)Ali, 2010; Husain, 2010( رنگی و يا مسيرهای تبديل آنها به مشتقاتی با اثرات سمی كمتر می باشد
به طور كلی، افزايش حضور كلاس های مختلف از آلاينده ها مانند انواع آلاينده های ارگانيک و يا 
فلزات سنگين در محيط باعث اعمال شرايط استرسی در گياهان می گردد. درچنين شرايطی، توليد 
گونه های فعال اكسيژن )ROS( افزايش يافته و فعاليت سيستمی در جهت سميت زدايی ROS و 
نيز به منظور حذف و تجزيه آلاينده ها در گياه ضروری می باشد. بنابراين القا فعاليت آنزيم های 
آنتی اكسيدان می توانند به عنوان پاسخی نسبت به افزايش غلظت ROS سلولی و يا حتی به عنوان 
نشانه ای از درگيری اين آنزيم ها در فرايند تجزيه آلاينده و يا اعمال تغييرات اوليه در ساختار آن 

  .)Ali, 2010; Kvesitadze et al, 2001( تلقی گردند
 mg/L مطابق نتايج بدست آمده افزايش در غلظت ماده رنگزا تا ،CAT در رابطه با فعاليت آنزيم
20، منجر به افزايش معنی دار فعاليت اين آنزيم در ريشه و برگ های گياه آب بشقاب گرديد. ولی 
تيمار غلظت mg/L 40 از MG منجر به كاهش فعاليت اين آنزيم گرديد )شکل c2(. احتمالا تيمار 
غلظت های بالاتر از mg/L 20 باعث القا اثرات منفی در سنتز يا فعاليت آنزيم CAT می شود. در 
مقايسه با آنزيم POD، آنزيم CAT دارای تمايل كمی به H2O2 می باشد و معمولا گياهان كمتر 
SOD استفاده می نمايند  اين آنزيم برای سميت زدايی پراكسيد هيدروژن توليد شده توسط  از 
)Halliwell and Gutteridge, 2015; Jha et al., 2015(. همچنين طبق منابع گزارش شده، در 
شرايط استرسی شديد نظير حضور درجات شوری يا دمای بالا و نيز حضور غلظت های بالايی 
از آلاينده های ارگانيک، درجاتی از غيرفعال شدن فعاليت آنزيم كاتالاز به چشم می خورد كه می 
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باشد  آنزيم  اين  های  واحد  زير  تجميع  در  تغيير  يا  و  آنزيم  سنتز  از  ممانعت  دليل  به  تواند 
 .)Irfan Dar et al., 2015; Schmidt et al., 2002; Streb et al., 1993(



... Hydrocotyle vulgaris L. سمانه تربتیمطالعه برخی پاسخ های بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی 32

شکل 2: اثر غلظت های مختلف MG روی فعاليت آنزيم های آنتی اكسيدان a( سوپراكسيدديسموتاز 

(SOD)، b( پراكسيداز (POD( و c كاتالاز )CAT( در دو بخش برگ و ريشه گياه آب بشقاب )نقاط 

انحراف استاندارد)SE( است. برای غلظت های  نماينده ميانگين سه تکرار و بارهای عمودی نشانگر 

مختلف MG تيمار شده، ميزان معنی داری تغييرات در فعاليت هر آنزيم در مورد هر يک از اندام های 

گياهی مورد مطالعه )برگ ها و ريشه( بر اساس آزمون ANOVA و در سطح احتمال 0/05 می باشد. 

در هر نقطه ی مربوط به يک اندام گياهی، ميانگين های واجد حروف متفاوت دارای تفاوت معنی دار 

نسبت به هم هستند(.
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آزمايشات رنگزدايی 
اثر غلظت اولیه ماده رنگزا در كارايی رنگزدايی

از آنجائيکه سميت ايجاد شده توسط غلظت های بالای مواد رنگزا و توانايی آنزيم های تجزيه كننده 
گياه در تشخيص غلظت های پايين مواد رنگزا می تواند در كارايی حذف تاثير گذار باشد، غلظت 
اوليه ماده رنگزا می تواند نقش مهمی در كارايی رنگزدايی اعمال نمايد. مطابق شکل a3 با افزايش 
يابد. اين درحالی است كه ميزان ماده رنگزای  C/C0 افزايش می  غلظت اوليه ماده رنگزا نسبت 
حذف شده در واحد زمان با افزايش غلظت اوليه MG، افزايش می يابد )شکل b3(. به طوريکه مثلا 
پس از 4 روز تيمار گياه علف چشمه با غلظت mg/L 10  و mg/L 40  از MG ميزان ماده رنگزای 
حذف شده توسط گياه به ترتيب mg/L 6/9  و mg/L 18/9 می باشد )شکل b3(. بنابراين اگرچه 
غلظت نهايی MG در محلول با افزايش غلظت اوليه ماده رنگزای تيمار شده، افزايش می يابد ولی 
اين موضوع نشان دهنده كاهش مطلق كارايی رنگزدايی نيست. چراكه با افزايش غلظت اوليه ماده رنگزا، 
ميزان MG حذف شده از محيط نيز افزايش می يابد. اين نتايج احتمالا بيانگر ارتباط پيچيده بين توانايی 
گياه در تجزيه و ميزان غلظت رنگ می باشد. افزايش ميزان ماده رنگزای حذف شده از محيط در نتيجه 
افزايش غلظت اوليه ماده رنگزا می تواند به دليل افزايش شانس برخورد فيزيکی بين مولکول های رنگ 
و ريشه گياه و نيز افزايش تعداد مولکول های قابل دسترس ماده رنگزا نسبت به جايگاه های پيوندی 
ريشه باشد. همچنين در غلظت های بالای MG، بر مقاومت های بين فاز مايع و جامد كه از جذب 
 )Arvindhan et al., 2007; Khataee et al., 2012(ماده رنگزا جلوگيری می كند، غلبه می گردد
 Reactive Black اين نتايج در تطابق كامل با نتايج برخی مطالعات گذشته بر روی مواد رنگزای .

.)Jha et al., 2015; Torbati, 2016( 8 و مالاكيت سبز می باشد
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اثر وزن گیاه در كارايی رنگزدايی 
مطابق شکل 4 با افزايش وزن توده گياهی، نسبت غلظت نهايی ماده رنگزا به غلظت اوليه آن در 
افزايش  به  منجر  گياهی  توده  افزايش  بنابراين  دهد.  می  نشان  كاهش   ،)C/C0( آزمايش  شروع 
كارايی فرايند رنگزدايی می گردد. احتمالا يکی از دلايل اين افزايش، فراهمی سطوح بيشتری برای 
جذب ماده رنگزا در وزن های بالای گياه و بنابراين افزايش كارايی حذف ماده رنگزا می باشد 

 .)Khataee et al., 2010(

 b( ، در طی حذف زيستی با گياه آب بشقاب C/C0 اثر غلظت اوليه ماده رنگزا در نسبت )a :3 شکل

مقدار كمی MG حذف شده از محلول رنگی طی 7 روز  )شرايط آزمايش: دما= pH =7 ،25 ºC، وزن 

.)6 g =گياه

شکل 4: اثر وزن توده گياهی در نسبت C/C0 ماده رنگزای MG در طی حذف زيستی با گياه آب بشقاب 

.) pH=7، [MG]0 , mg/L= 10،25 ºC =شرايط آزمايش: دما(

C/
C0

)%
)
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اثر pH در كارايی رنگزدايی 
 pH افزايش  بنابراين  C/C0 كاهش نشان می دهد.  pH  محيط نسبت  افزايش  با  مطابق شکل 5 
محلول منجر به افزايش كارايی رنگزدايی MG می شود. احتمالا در pH های پايين به دليل افزايش 
رقابت بين يون های +H و ماده رنگزای كاتيونی مورد مطالعه، ميزان جذب اين ماده رنگزا كاهش 
می يابد )Pan and Zhang, 2009(. از طرف ديگر در گروه های كربوكسيلک ديواره سلولهای 
گياهی در pH های بالاتر واجد بار منفی بوده و در اين حالت شرايط برای جذب MG با بار مثبت 

از طريق نيروی جاذبه الکتروستاتيک مساعدتر می  باشد.

اثر دما در كارايی رنگزدايی 
در مورد پارامتر دما همان طور كه در شکل 6 آورده شده است، نسبت C/C0 با افزايش دما كاهش 
 15 ºC ،ºC5 در پايان روز هفتم از آزمايش در مورد دمای C/C0  نشان داد. به طوری كه درصد
و ºC 25 به ترتيب 52/8، 38/3 و 9/9 می باشد. بنابراين كارايی فرايند پالايش سبز با افزايش دما 
افزايش نشان می دهد. در دماهای پايين حركت و جذب آب كم شده و به دنبال كاهش نفوذ پذيری 
غشاها در ريشه، جذب مولکول های حلال در آب كاهش می يابد، بنابراين كارايی فرايند جذب كم 
 .)Jensen and Taylor, 1961; Ionenko et al., 2010; Ansari and Khan, 2008( می گردد

همچنين دمای بهينه برای اغلب فرايندهای بيوشيميايی ºC -30 ºC 25  می باشد.

شکل 5: اثر pH در نسبت C/C0 ماده رنگزای MG در طی حذف زيستی با گياه آب بشقاب )شرايط 

.)0[MG] =10 mg/L ،6 g =25، وزن گياه ºC =آزمايش: دما

C/
C0

)%
)
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تکرار پذيری فرايند حذف رنگ در تیمار های متوالی
مطابق شکل 7، گياه آب بشقاب توانايی قابل قبولی برای استفاده مکرر در جهت حذف مواد رنگزای 
مورد مطالعه دارد كه تاييد كننده رخداد فرايند تجزيه زيستی و توانايی بالای گياه در انجام اين 
فرايند می باشد. در طی 4 هفته متوالی استفاده از توده گياهی واحد، برای حذف غلظت مشخصی 
از MG، گياه توانايی قابل قبولی را در حذف اين ماده در پايان هر هفته نشان داد و توانست حتی 
در پايان هفته چهارم كارايی مشابه و قابل قبولی را در مقدار ماده رنگزای حذف شده نسبت به 
هفته اول نشان دهد )شکل 7(. به طوری كه در طی 4 هفته متوالی استفاده از توده گياهی واحد، 
برای حذف mg/L 10 از MG، اين توده گياهی توانست عمل رنگزدايی را در پايان روز هفتم از 

هر4 هفته متوالی به ترتيب به ميزان 90/07 %، 87/7%، 86/6% و 90/97% انجام دهد.

شکل 6: اثر دما در نسبت C/C0 ماده رنگزای MG در طی حذف زيستی با گياه آب بشقاب )شرايط 

.)pH =7 ،[MG]0 =10 mg/L  ،6 g =آزمايش: وزن گياه

شکل 7: توانايی حذف مداوم MG در طول 4 هفته متوالی )32 روز( توسط گياه آب بشقاب )شرايط 

.)25 ºC =دما ،pH =7 ،0[MG] =10 mg/L  ،6 g =آزمايش: وزن گياه
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نتیجه گیری
در  را  درصد(   90 از  بيش  )تقريبا  بالايی  توانايی  رنگزدايی  بخش  نتايج  مطابق  بشقاب  آب  گياه 
رنگزدايی MG ارائه داد. قابليت استفاده مجدد از گياه برای حذف مکرر مالاكيت سبز تاييد كننده 
باشد.  می  رنگزدايی  فرايند  در  مطالعه  مورد  گياه  بالای  توانايی  و  زيستی  تجزيه  فرايند  رخداد 
تيمار غلظت mg/L 40 از ماده رنگزا باعث كاهش معنی دار كميت كلروفيل گرديد. احتمالا غلظت 
بالای MG باعث اعمال اثرات منفی در بيوسنتز كلروفيل و در كارايی فتوسنتز می گردد. فعاليت 
دو آنزيم SOD و POD با افزايش غلظت ماده رنگزای مورد مطالعه هم در ريشه و هم در برگ 
افزايش معنی داری نشان می دهد. نتايج مذكور نشان دهنده نقش مهم اين دو آنزيم در تحمل گياه 
به شرايط استرسی موجود و سميت زدايی راديکالهای آزاد توليد شده در جريان حضور MG در 

محيط می باشند.  
همچنين مطابق نتايج بدست آمده افزايش در وزن توده گياهی، دما و pH نقش مثبتی را در افزايش 
كارايی رنگزدايی توسط گونه گياهی مورد مطالعه اعمال می كنند ولی افزايش در غلظت اوليه ماده 

رنگزا باعث افزايش نسبت C/C0 می گردد. 
سپاسگزاری

اين پژوهش از حمايت های مالی معاونت محترم پژوهشی دانشگاه اروميه برخوردار بوده است. 
های  از همکاری  ويژه  به  و  معاونت  آن  از مسئولين  قدردانی  و  نهايت تشکر  است  لذا، شايسته 
صميمانه پژوهشکد ه مطالعات درياچه اروميه و پژوهشکد ه آرتميا و آبزی پروری د انشکد ه علوم 

دانشگاه اروميه به عمل آيد.
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