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مطالعه برخی پاسخ های بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی   
Hydrocotyle vulgaris در جریان تیمار با نوعی آلاینده آلی: 

بررسی کارایی گیاه در پالایش سبز با تغییرات محیطی

سمانه تربتی1  

چکیده
گیــاه پالایــی نوعــی تکنولــوژی موثــر و کــم هزینــه مــی باشــد کــه از 
ــه پســاب هــای رنگــی  طریــق بکارگیــری گیاهــان، آلاینــده هــا از جمل
ــاه آب  ــی گی ــه توانای ــن مطالع ــد. در ای ــی نمای ــذف م ــط ح را از محی
بشــقاب )Hydrocotyle vulgaris(  در تجزیــه زیســتی مــاده رنگــزای 
مالاکیــت ســبز ارزیابــی گردیــد. نتایــج نشــان دادنــد کــه قابلیــت گیــاه 
در رنگزدایــی مالاکیــت ســبز بیــش از 90 درصــد مــی باشــد. همچنیــن 
توانایــی بــالای گیــاه در حــذف متوالــی مالاکیــت ســبز در دوره طولانــی 
از آزمایشــات تکــراری، فراینــد تجزیه زیســتی ایــن آلاینده توســط گیاه 
را تاییــد کــرد. برخــی پاســخ هــای بیوشــیمیایی و فیزیولوژیکــی گیــاه 
تیمــار شــده بــا غلظت هــای مختلــف از آلاینــده مطالعــه گردیــد و نتایج 
نشــان داد کــه افزایــش در غلظــت مــاده رنگــزا مــی توانــد بــه افزایــش 
قابــل توجــه فعالیت آنزیم های ســوپر اکســید دیســموتاز و پراکســیداز 
منجــر گــردد کــه تاییــد کننــده نقــش مهــم ایــن دو آنزیــم در ســازگاری 
گیــاه بــه حضــور مالاکیــت ســبز در محیــط می باشــد. بعلاوه مشــخص 
ــد بــه  گردیــد کــه افزایــش در وزن تــوده گیاهــی، دمــا و pH مــی توان
افزایــش کارایــی رنگزدایــی منجــر گــردد. در نقطــه مقابــل، افزایــش در 
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غلظــت اولیــه مــاده رنگــزا منجــر بــه افزایــش نســبت C/C0 گردیــد.

ــی،  ــیدان، رنگزدای ــی اکس ــای آنت ــم ه ــدی: آنزی ــای کلی واژه ه
ــبز.  ــت س ــی، مالاکی ــاه پالای ــقاب، گی ــاه آب بش گی

مقدمه
در جهان صنعتی و مدرن امروزی آلودگی محیط زیست توسط انواع مختلفی از آلاینده ها از جمله مهم 
ترین مشکلات محیط زیست محسوب می شود. رهایش مقادیر قابل توجهی از پساب های واحد های 
صنعتی به ویژه صنایع رنگرزی و نساجی به محیط زیست، سلامتی و بقای موجودات آبزی و حتی 
انسان را تهدید می کند)Forgacs et al., 2004; Pilon-Smits, 2005; Robinson et al., 2001(. پساب 
اغلب این واحدهای صنعتی حاوی مقادیر قابل توجهی از تریکبات آلی سمی از جمله مواد رنگزای 
سنتتیک می باشند )Forgacs et al., 2004; Slokar and Le Marechal, 1998( و اثرات سرطان-

 .)Robinson et al., 2001( زایی و جهش زایی این تریکبات در ارگانیسم های زنده به اثبات رسیده است
با وجود اثرات مخرب این تریکبات، مواد رنگزای سنتتیک در مقیاس وسیع و در شاخه های مختلف 
می  برده  کار  به  کشاورزی  تولیدات  و  غذایی  کاغذ، صنایع  تولید  نساجی، چرم سازی،  صنعت 
شوند )Ali, 2010; Robinson et al., 2001(. بنابراین بکارگیری روش های موثر در پالایش این 
تریکبات در سال های اخیر به شدت مورد توجه بوده و روش های فیزیک وشیمیایی متعددی برای 
تصفیه آلایند ه ها از پساب ها پیشنهاد گردیده است. در بیشتر موارد روش های مذکور به دلیل 
تولید و رهایش تریکبات سمی در جریان پالایش و نیز به دلیل هزینه های بالا، مقرون به صرفه 
نمی باشند )Chin and Berube, 2005; Robinson et al., 2001(. در نقطه مقابل روش های 
بیولوژیکی به دلیل هزینه کم و سازگاری با محیط زیست می توانند جایگزین مناسبی برای روش 
های فیزیکی وشیمیایی شناخته شده باشند )Pilon-Smits, 2005(. امروزه توانایی تعداد زیادی 
 )Verma et al., 2010( قارچ ها ،)Jadhav et al., 2010( از میکرو ارگانیسم ها مانند باکتری ها
و جلبک ها )Khataee et al., 2010( در حذف مواد رنگزا از محیط به اثبات رسیده است. همچنین 
مشخص شده است که گیاهان نیز می  توانند به عنوان ابزار پالایش محیطی مورد استفاده واقع شوند. 
فرایند گیاه پالایی به معنی کاربرد گیاهان برای حذف یا جابجایی تریکبات آلاینده خاک، آب های زیر 
زمینی، آب های سطحی و حتی اتمسفر می باشد)Pilon-Smits, 2005; Susarla et al., 2002( . در 
سالهای اخیر این روش با استفاده از گونه های وسیعی از گیاهان به منظور حذف آلاینده های مختلفی 
 Kielak et( مانند هیدروکربن های نفتی، علف کش ها، فلزات سنگین و مواد رنگزا به کاربرده شده است

.)al., 2011; Radic et al., 2010; Torbati, 2016
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آریل  تری  های  رنگ  گروه  به  متعلق   (Malachite Green (MG)) سبز  مالایکت  رنگزای  ماده 
متان بوده و دارای مصرف بالایی در مقیاس صنعتی می باشد. این ماده به طور وسیع در صنایع 
رنگرزی کتان، چرم و ابریشم و در صنایع نساجی و کاغذ سازی مورد استفاده قرار می گیرد 
)Hamed and El-Khaiary, 2008(. دفع پساب های حاوی مالایکت سبز بدون تصفیه به محیط 
های آبی می تواند اثرات مخربی به همراه داشته باشد و بکارگیری اقدامات موثر و سازگار با محیط 
زیست در جهت تصفیه آب ها و پساب های آلوده به این ماده رنگزا، به دلیل خطراتی که برای مصرف 

.)Srivastava et al., 2004( کنندگان موجودات آبزی در بر دارد، ضروری به نظر می رسد
گیاه آب بشقاب ).Hydrocotyle vulgaris L( متعلق به تیره چتریان و جزو گیاهان علفی آبزی شناور 
در سطح آب ها می باشد. تاکنون بررسی های محدودی در رابطه با مطالعه توانایی برخی گونه های آب 
بشقاب در حذف فلزات سنگین از پساب ها و حذف برخی مواد آلاینده آلی و بهبود یکفیت آب انجام گرفته 
  .)Khilji and Bareen, 2008; Sooknah and Wilkie, 2004; Vafaei et al., 2013a( است 
ماده  مکرر  پالایش  در  بشقاب  آب  گیاه  توانایی  تعیین  و  امکان سنجی  هدف  با  حاضر  پژوهش 
رنگزای مالایکت سبز )MG( انجام گردید. مطالعه برخی پاسخ های بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی 
گیاه، شامل تعیین مقدار پیگمان های فتوسنتزی و فعالیت برخی آنزیم های آنتی اکسیدانت مهم 
مانند پراکسیداز )POD(، کاتالاز )CAT( و سوپراکسید دیسموتاز )SOD( که می توانند در مقاومت 
این گیاه به ماده رنگزای مورد مطالعه و یا در متابولیسم این ماده دخیل باشند، از اهداف دیگر این 
کار پژوهشی بود. همچنین تاثیر پارامترهای زیستی و غیر زیستی از قبیل وزن توده گیاهی، غلظت 

اولیه ماده رنگزا، pH و دما در افزایش کارایی رنگزدایی بررسی گردید.
مواد و روش ها

تهیه نمونه های گیاهی 
نمونه های گیاهی از تالاب انزلی جمع آوری و پس از انتقال به آزمایشگاه و شستشو توسط آب 
شهری و آب مقطر و ضد عفونی با  محلول v/v( % 3( هیپوکلریت سدیم تجاری )وایتکس( به مدت 
2 دقیقه، به اکوواریوم شیشه ای حاوی محیط کشت هوگلند تغییر یافته 20% با دمای ºC 25 و 
دوره روشنایی-تاریکی 8/16 ساعت انتقال داده شدند )Epstein, 1972(. پس از گذشت دو هفته 
از کشت گیاهان در اکوواریوم به منظور سازگاری گیاه به شرایط آزمایشگاهی، آزمایشات لازم 
بر روی گیاهان مورد مطالعه آغاز گردیدند. در بررسی های بیوشیمیایی هر بار مقدار مشخصی 
از نمونه های گیاهی سالم و مناسب در داخل بشری به حجم mL 500 به مدت 7 روز تحت تیمار 
با محیط کشت حاوی غلظت های مختلفی از ماده رنگزای مورد مطالعه )mg/L 40، 20، 10( قرار 
گرفت و پس از 7 روز سنجش های بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی لازم بر روی آن ها انجام و با 
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نمونه کنترل مقایسه شدند. این آزمایشات برای هر غلظت در 3 تکرار انجام گردیدند. 
تاثیر ماده رنگزا در کمیت رنگدانه های فتوسنتزی

های گیاهی که به مدت  از نمونه   100 mg به منظور استخراج کلروفیل و کاروتنوئید ها، مقدار 
7 روز در معرض غلظت های مختلف mg/L( MG 40 و 20، 10، 0( قرار گرفته بودند با استون 
پیشنهادی  روش  از  گیری  بهره  با  فتوسنتزی  های  رنگدانه  کمی  مقادیر  گردید.  آسیاب   100%

Lichenthaler محاسبه گردید )Hartmut, 1987(. در این روش کمیت رنگد انه های فتوسنتزی 

 a به کلروفیل اکثر جذب مربوط  به عنوان حد  نانومتر   470 645 و   ،662 در طول موج های 
(Chl a)، کلروفیل b (Chl b) و کارتنوئید کل )Cx+c( به روش اسپکتروسکوپی تعیین و به صورت 

)mg g-1( وزن تر برگ )Fresh Weight (FW( بیان گردیدند.
سنجش فعالیت آنزیم ها

نمونه های گیاهی مورد نظر به مدت یک هفته در معرض غلظت های مختلف از mg/L( MG 40 و 
20، 10، 0( قرار گرفت و پس از این مدت سنجش فعالیت آنزیمی انجام گرفت. برای استخراج نمونه 
PH=  7    3 بافر فسفات  0/01 مولار با mL های گیاهی به منظور  سنجش فعالیت هر آنزیم، از

و حاوی پلی وینیل پیرولیدون PVP( %0/2( استفاده شد. تمام مراحل عصاره-گیری نمونه های 
گیاهی شامل استخراج و سانتریفیوژ در دمای پایین )تقریبا ºC 4( با rpm 5000  به مدت 15 دقیقه 
صورت گرفت و روشناور برای سنجش فعالیت آنزیم ها و سنجش میزان پروتئین کل به روش 

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

فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز )SOD( از طریق اندازه گیری ممانعت از احیای فتوشیمیایی 
نیتروبلوتترازولیوم )NBT( توسط عصاره گیاهی سنجش گردید. بافر واکنش شامل mM 67 بافر 
فسفات  mM  1/5 NBT، mM 0/12 ،(pH= 7/8)ریبوفلاوین و میزان مناسبی از عصاره آنزیمی 
 nm 5000  قرار گرفت. جذب نمونه ها در Lux بود. مخلوط حاصل به مدت 15 دقیقه در شدت نور
560 توسط اسپکتروفتومتر اندازه گیری گردید. یک واحد فعالیت آنزیم بر اساس مقدار پروتئین 
آنزیمی لازم برای القا 50 % ممانعت از احیای NBT در مقایسه با نمونه های شاهد بدون عصاره 
 .)Winterbourn et al., 1976( بیان گردید Unit/mg protein آنزیمی محاسبه شد و به صورت
فعالیت آنزیم پراکسیداز )POD( از طریق تست گایاکول و تبدیل آن به تتراگایاکول و با بهره گیری از 
روش پیشنهادی Chance و Maehly سنجش گردید )Chance and Maehly, 1955(. مطابق روش 
 pH=7.5, 15mM سیترات- فسفات- بورات( دارای( TS 0/1 بافر M مذکور، بافر واکنش شامل
گایاکول،  H2O2 3/3 mM و مقدار مناسبی عصاره آنزیمی می باشد و واکنش با افزودن عصاره 
آنزیمی در ºC 25 آغاز می گردد. در نهایت فعالیت آنزیم بر اساس ضریب خاموشی تتراگایاکول 
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)mM -1 cm -1 6/26( محاسبه شده و بر حسب Unit/mg protein بیان می گردد. فعالیت کاتالاز 

)CAT( بر اساس کاهش جذب پراکسید هیدروژن در nm 240 و به روش Obinger و همکاران 
اندازه گیری گردید )Obinger et al., 1997(. مطابق این روش پیشنهادی، برای سنجش فعالیت 
 pH= 7/5 دارای TS 0/1 بافر M آنزیم مقدار مناسبی از عصاره آنزیمی به محلول واکنش که شامل
و mM 10 از H2O2 بود، اضافه و تغییرات جذب به مدت 3 دقیقه توسط اسپکتروفتومتر اندازه 
گیری شد. در نهایت فعالیت آنزیم بر اساس ضریب خاموشی H2O2(mM -1 cm -1 39/4) محاسبه 

گردید.
آزمایشات رنگزدایی

ماده رنگزای MG با فرمول مولکولی C23H25ClN2  متعلق به گروه مواد رنگزای کاتیونی بوده که 
از یکی از شرکت های ایرانی خریداری گردید. به منظور اندازه‌گيری میزان حذف این ماده رنگزا 
 619 nm این تریکب در طول موج  UV-Vis استفاده گردید.  ناحيه  از مشخصات جذبی آنها در 
دارای جذب حداکثر می باشد )Torbati, 2016(. برای تعیین اثرات عوامل زیستی و غیر زیستی 
بر کارایی حذف ماده رنگزای مورد مطالعه، آزمایشات مختلفی با تکیه بر تغییر عوامل مذکور از 
جمله دما، pH، غلظت اولیه ماده رنگزا، وزن نمونه های گیاهی و زمان واکنش انجام گرفت. در این 
 mg/L( چهار غلظت اولیه متفاوت ماده رنگزا ،)8، 6، 4، 2 g( آزمایشات از وزن های مختلف گیاهی
 )25 ºC ،15  ºC ،5 ºC( و نیز سه دما مختلف )5، 6، 7، 8، 9( های مختلف pH)40 ،20 ،10 ،5
 H2SO4 و KOH از محلول های رقیق شده pH استفاده گردید. در جریان آزمایشات برای تنظیم
بهره گرفته شد. همچنین دما در داخل انکوباتور ثابت نگه داشته شد. جذب نمونه ها در فواصل زمانی 
معین )24 ساعت( توسط دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج ماکزیمم ماده رنگزای MG) nm 619(، اندازه 
 C تعیین گردید که در آن C/C0 گیری گردید. در این آزمایشات درصد کارایی رنگزدایی با مقیاس
بیانگر غلظت نهایی MG و C0 بیانگر غلظت اولیه آن در محلول می باشد. مقادیر کمتر از این نسبت، 

  .)Vafaei et al., 2013a( نشان دهنده کارایی بالای فرایند رنگزدایی است
به منظور ارزیابی قابلیت گیاه مورد مطالعه در حذف مداوم MG، مقدار g 6 از نمونه های گیاهی 
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 آزمایش  معین ) هر 24 ساعت( نمونه برداری 
رنگزا از هر محلول محاسبه می گردید. پس از گذشت 7 روز محلول دیگری با غلظت mg/L 10 از 
ماده رنگزا آماده سازی شد و همان نمونه گیاهی در معرض محلول دوم قرار گرفت. این آزمایش 

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

کلیه آزمایشات در سه تکرار انجام گردید و نتایج بر مبنای میانگین داده ها ارائه داده شده است. 
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به منظور بررسی آماری نتایج از نرم افزار Graph Pad Instate3 بهره گرفته شد و به منظور 
تایید تفاوت معنی دار ما بین تیمار های مختلف ماده رنگزا در مورد کمیت رنگدانه های فتوسنتزی 
و میزان فعالیت آنزیم های آنتی اکسیدان، داده ها با آنالیز واریانس یک طرفه )ANOVA( تحلیل و 

گروه های تیمار با آزمون تعقیبی Tukey در سطح احتمال p<0.05 مقایسه شدند.
نتایج و بحث

تاثیر ماده رنگزای MG در مقدار رنگدانه های فتوسنتزی
تاثیر غلظت های مختلف MG در کمیت رنگدانه های فتوسنتزی پس از 7 روز در شکل 1 نشان 
داده شده است. مطابق شکل 1، تیمار  mg/L 20از ماده رنگزا منجر به افزایش معنی دار مقدار 
رنگدانه کلروفیل a به میزان 30/4 % گردید )p<۰/۰۵(. اما غلظت mg/L 40 از این آلاینده، کمیت 
کلروفیل a را به میزان 14/8 % کاهش داد. همچنین تیمار غلظت mg/L 40 از MG منجر به کاهش 
معنی دار کلروفیل b به میزان 22/3 % نسبت به نمونه کنترل گردید. این در حالی است که تیمار 
غلظت های پایین تر از mg/L 40، تغییر معنی داری را در کمیت کلروفیل b اعمال نکرد. می توان 
چنین استنباط نمود که غلظت های بالای این ماده رنگزا منجر به ممانعت از سنتز رنگدانه هایی 
نظیر کلروفیل شده و باعث القا اثرات منفی شدیدی بر مقدار آن ها و بنابراین بر نرخ فتوسنتز می 
گردد. افزون بر این، کاهش در نرخ فتوسنتز می تواند به عنوان یک پاسخ حفاظتی و نیز محدود 
کننده تولید گونه های فعال اکسیژن در کلروپلاست، تلقی گردد )Vafaei et al., 2013b(. نتایج 
مشابهی در روند تغییر کمیت رنگدانه های فتوسنتزی در جریان حذف زیستی گروه های مختلفی 
از آلاینده های آلی نظیر هیدورکربن های آروماتیک چند حلقه ای و نیز انواع دیگری از مواد رنگزا 
از   .)Liu et al., 2009; Vafaei et al., 2013b( در بررسی های گذشته گزارش گردیده است 
طرف دیگر تیمار غلظت های مختلف ماده رنگزای MG تغییر معنی داری در کمیت کارتنوئیدها 

اعمال نکرد )p<0.05( )شکل1(. 
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بررسی فعالیت آنزیم های آنتی اکسیدانت 
شکل 2 نمایش دهنده تاثیر تیمار غلظت های متفاوت مالایکت سبز در میزان فعالیت آنزیم های آنتی 
اکسیدان SOD، POD و CAT در ریشه و برگ گیاه آب بشقاب پس از 7 روز تیمار در مقایسه با 
نمونه شاهد می باشد. مطابق نتایج بدست آمده، افزایش در غلظت ماده رنگزای مورد مطالعه باعث 
افزایش شدید فعالیت آنزیم SOD به ویژه در غلظت های mg/L 20 و mg/L 40 گردید. به طوری 
که فعالیت این آنزیم در نتیجه تیمار با غلظت های مذکور، به ترتیب در ریشه به میزان 2/4 و 3/3 
برابر و در برگ ها به میزان 1/5 و 2/2 برابر نسبت به نمونه شاهد افزایش نشان داد. این در حالی 
است که افزایش فعالیت SOD به دنبال تیمار گیاه با غلظت mg/L 10 از MG چه در ریشه و چه 
در برگ معنی دار نبود )p<0.05( )شکلa2(. آنزیم SOD اولین سد دفاعی در برابر رادیکال های 
سوپر اکسید تولید شده در شرایط تنشی می باشد و فعالیت این آنزیم منجر به تبدیل رادیکال های 
سوپر اکسید به پراکسید می شود )Halliwell, 2006(. القا شدیدتر فعالیت SOD در ریشه گیاه 
مورد مطالعه، به عنوان اولین اندام گیاهی متاثر از حضور آلاینده، می تواند نشان دهنده تولید 
بالای رادیکال های سوپر اکسید در این اندام گیاهی و نیاز بالا برای سمیت زدایی این رادیکال ها 

 .)Torbati et al., 2014( در ریشه باشد
فعالیت آنزیم POD نیز به دنبال تیمار غلظت های مختلف MG از الگوی تغییر در فعالیت آنزیم 

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

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

 ANOVA تیمار شده، میزان معنی داری تغییرات در مقدار هر رنگدانه بر اساس آزمون MG مختلف

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

متفاوت دارای تفاوت معنی دار نسبت به هم هستند(.
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MG باعث اعمال تغییرات معنی دار در فعالیت  mg/L 10 از  SOD تبعیت می کند. تیمار غلظت 

این آنزیم نگردید. این در حالی است که تیمار غلظت های بالاتر از MG منجر به افزایش معنی دار 
فعالیت POD هم در ریشه و هم در برگ ها شد )شکل b2(. آنزیم POD نقش بسیار مهمی را در 
سمیت زدایی گروه های مختلفی از گزنوبیوتیک ها ایفا می نماید. این آنزیم با اکسیداسیون تریکبات 
 H2O2 شیمیایی از جمله مواد رنگزای ارگانیک به عنوان سوبستراهای دهنده الکترون، باعث تبدیل
به اکسیژن و آب می شود. در این بررسی بالاترین فعالیت آنزیم POD در ریشه گیاهان تحت تیمار با 
mg/L 40 از MG تعیین گردید که می تواند نشان دهنده نیاز بالا به سمیت زدایی رادیکال های پراکسید 

هیدروژن در این اندام گیاهی به دنبال تیمار با غلظت بالایی از آلاینده باشد. طبق منابع، ریشه نه تنها 
اولین اندام گیاهی متاثر از حضور آلاینده ها است بلکه بیان آنزیم پراکسیداز نیز در ریشه در مقایسه با 

  .)Dornates et al., 2012( سایر اندام های گیاهی بالا می باشد
افزایش در فعالیت آنزیم های SOD و مخصوصا POD در جریان تیمار با مواد رنگزا در بررسی های 
گذشته نیز گزارش گردیده است که نشان دهنده دخالت این آنزیم ها در مسیر های تجزیه زیستی مواد 
 .)Ali, 2010; Husain, 2010( رنگی و یا مسیرهای تبدیل آنها به مشتقاتی با اثرات سمی کمتر می باشد
به طور کلی، افزایش حضور کلاس های مختلف از آلاینده ها مانند انواع آلاینده های ارگانیک و یا 
فلزات سنگین در محیط باعث اعمال شرایط استرسی در گیاهان می گردد. درچنین شرایطی، تولید 
گونه های فعال اکسیژن )ROS( افزایش یافته و فعالیت سیستمی در جهت سمیت زدایی ROS و 
نیز به منظور حذف و تجزیه آلاینده ها در گیاه ضروری می باشد. بنابراین القا فعالیت آنزیم های 
آنتی اکسیدان می توانند به عنوان پاسخی نسبت به افزایش غلظت ROS سلولی و یا حتی به عنوان 
نشانه ای از درگیری این آنزیم ها در فرایند تجزیه آلاینده و یا اعمال تغییرات اولیه در ساختار آن 

  .)Ali, 2010; Kvesitadze et al, 2001( تلقی گردند
 mg/L مطابق نتایج بدست آمده افزایش در غلظت ماده رنگزا تا ،CAT در رابطه با فعالیت آنزیم
20، منجر به افزایش معنی دار فعالیت این آنزیم در ریشه و برگ های گیاه آب بشقاب گردید. ولی 
تیمار غلظت mg/L 40 از MG منجر به کاهش فعالیت این آنزیم گردید )شکل c2(. احتمالا تیمار 
غلظت های بالاتر از mg/L 20 باعث القا اثرات منفی در سنتز یا فعالیت آنزیم CAT می شود. در 
مقایسه با آنزیم POD، آنزیم CAT دارای تمایل کمی به H2O2 می باشد و معمولا گیاهان کمتر 
SOD استفاده می نمایند  این آنزیم برای سمیت زدایی پراکسید هیدروژن تولید شده توسط  از 
)Halliwell and Gutteridge, 2015; Jha et al., 2015(. همچنین طبق منابع گزارش شده، در 
شرایط استرسی شدید نظیر حضور درجات شوری یا دمای بالا و نیز حضور غلظت های بالایی 
از آلاینده های ارگانیک، درجاتی از غیرفعال شدن فعالیت آنزیم کاتالاز به چشم می خورد که می 
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باشد  آنزیم  این  های  واحد  زیر  تجمیع  در  تغییر  یا  و  آنزیم  سنتز  از  ممانعت  دلیل  به  تواند 
 .)Irfan Dar et al., 2015; Schmidt et al., 2002; Streb et al., 1993(
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شکل 2: اثر غلظت های مختلف MG روی فعالیت آنزیم های آنتی اکسیدان a( سوپراکسیددیسموتاز 

)SOD)، b( پراکسیداز )POD( و c کاتالاز )CAT( در دو بخش برگ و ریشه گیاه آب بشقاب )نقاط 

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

مختلف MG تیمار شده، میزان معنی داری تغییرات در فعالیت هر آنزیم در مورد هر یک از اندام های 

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

در هر نقطه ی مربوط به یک اندام گیاهی، میانگین های واجد حروف متفاوت دارای تفاوت معنی دار 

نسبت به هم هستند(.
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آزمایشات رنگزدایی 
اثر غلظت اولیه ماده رنگزا در کارایی رنگزدایی

از آنجائیکه سمیت ایجاد شده توسط غلظت های بالای مواد رنگزا و توانایی آنزیم های تجزیه کننده 
گیاه در تشخیص غلظت های پایین مواد رنگزا می تواند در کارایی حذف تاثیر گذار باشد، غلظت 
اولیه ماده رنگزا می تواند نقش مهمی در کارایی رنگزدایی اعمال نماید. مطابق شکل a3 با افزایش 
یابد. این درحالی است که میزان ماده رنگزای  C/C0 افزایش می  غلظت اولیه ماده رنگزا نسبت 
حذف شده در واحد زمان با افزایش غلظت اولیه MG، افزایش می یابد )شکل b3(. به طوریکه مثلا 
پس از 4 روز تیمار گیاه علف چشمه با غلظت mg/L 10  و mg/L 40  از MG میزان ماده رنگزای 
حذف شده توسط گیاه به ترتیب mg/L 6/9  و mg/L 18/9 می باشد )شکل b3(. بنابراین اگرچه 
غلظت نهایی MG در محلول با افزایش غلظت اولیه ماده رنگزای تیمار شده، افزایش می یابد ولی 
این موضوع نشان دهنده کاهش مطلق کارایی رنگزدایی نیست. چراکه با افزایش غلظت اولیه ماده رنگزا، 
میزان MG حذف شده از محیط نیز افزایش می یابد. این نتایج احتمالا بیانگر ارتباط پیچیده بین توانایی 
گیاه در تجزیه و میزان غلظت رنگ می باشد. افزایش میزان ماده رنگزای حذف شده از محیط در نتیجه 
افزایش غلظت اولیه ماده رنگزا می تواند به دلیل افزایش شانس برخورد فیزیکی بین مولکول های رنگ 
و ریشه گیاه و نیز افزایش تعداد مولکول های قابل دسترس ماده رنگزا نسبت به جایگاه های پیوندی 
ریشه باشد. همچنین در غلظت های بالای MG، بر مقاومت های بین فاز مایع و جامد که از جذب 
 )Arvindhan et al., 2007; Khataee et al., 2012(ماده رنگزا جلوگیری می کند، غلبه می گردد
 Reactive Black این نتایج در تطابق کامل با نتایج برخی مطالعات گذشته بر روی مواد رنگزای .

.)Jha et al., 2015; Torbati, 2016( 8 و مالایکت سبز می باشد
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اثر وزن گیاه در کارایی رنگزدایی 
مطابق شکل 4 با افزایش وزن توده گیاهی، نسبت غلظت نهایی ماده رنگزا به غلظت اولیه آن در 
افزایش  به  منجر  گیاهی  توده  افزایش  بنابراین  دهد.  می  نشان  کاهش   ،)C/C0( آزمایش  شروع 
کارایی فرایند رنگزدایی می گردد. احتمالا یکی از دلایل این افزایش، فراهمی سطوح بیشتری برای 
جذب ماده رنگزا در وزن های بالای گیاه و بنابراین افزایش کارایی حذف ماده رنگزا می باشد 

 .)Khataee et al., 2010(

 b( ، در طی حذف زیستی با گیاه آب بشقاب C/C0 اثر غلظت اولیه ماده رنگزا در نسبت )a :3 شکل

مقدار کمی MG حذف شده از محلول رنگی طی 7 روز  )شرایط آزمایش: دما= pH =7 ،25 ºC، وزن 

.)6 g =گیاه

شکل 4: اثر وزن توده گیاهی در نسبت C/C0 ماده رنگزای MG در طی حذف زیستی با گیاه آب بشقاب 

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

C/
C0

(%
)
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اثر pH در کارایی رنگزدایی 
 pH افزایش  بنابراین  C/C0 کاهش نشان می دهد.  pH  محیط نسبت  افزایش  با  مطابق شکل 5 
محلول منجر به افزایش کارایی رنگزدایی MG می شود. احتمالا در pH های پایین به دلیل افزایش 
رقابت بین یون های +H و ماده رنگزای کاتیونی مورد مطالعه، میزان جذب این ماده رنگزا کاهش 
می یابد )Pan and Zhang, 2009(. از طرف دیگر در گروه های کربوکسیلک دیواره سلولهای 
گیاهی در pH های بالاتر واجد بار منفی بوده و در این حالت شرایط برای جذب MG با بار مثبت 

از طریق نیروی جاذبه الکتروستاتیک مساعدتر می  باشد.

اثر دما در کارایی رنگزدایی 
در مورد پارامتر دما همان طور که در شکل 6 آورده شده است، نسبت C/C0 با افزایش دما کاهش 
 15 ºC ،ºC5 در پایان روز هفتم از آزمایش در مورد دمای C/C0  نشان داد. به طوری که درصد
و ºC 25 به ترتیب 52/8، 38/3 و 9/9 می باشد. بنابراین کارایی فرایند پالایش سبز با افزایش دما 
افزایش نشان می دهد. در دماهای پایین حرکت و جذب آب کم شده و به دنبال کاهش نفوذ پذیری 
غشاها در ریشه، جذب مولکول های حلال در آب کاهش می یابد، بنابراین کارایی فرایند جذب کم 
 .)Jensen and Taylor, 1961; Ionenko et al., 2010; Ansari and Khan, 2008( می گردد

همچنین دمای بهینه برای اغلب فرایندهای بیوشیمیایی ºC -30 ºC 25  می باشد.

شکل 5: اثر pH در نسبت C/C0 ماده رنگزای MG در طی حذف زیستی با گیاه آب بشقاب )شرایط 

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

C/
C0

(%
)
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تکرار پذیری فرایند حذف رنگ در تیمار های متوالی
مطابق شکل 7، گیاه آب بشقاب توانایی قابل قبولی برای استفاده مکرر در جهت حذف مواد رنگزای 
مورد مطالعه دارد که تایید کننده رخداد فرایند تجزیه زیستی و توانایی بالای گیاه در انجام این 
فرایند می باشد. در طی 4 هفته متوالی استفاده از توده گیاهی واحد، برای حذف غلظت مشخصی 
از MG، گیاه توانایی قابل قبولی را در حذف این ماده در پایان هر هفته نشان داد و توانست حتی 
در پایان هفته چهارم کارایی مشابه و قابل قبولی را در مقدار ماده رنگزای حذف شده نسبت به 
هفته اول نشان دهد )شکل 7(. به طوری که در طی 4 هفته متوالی استفاده از توده گیاهی واحد، 
برای حذف mg/L 10 از MG، این توده گیاهی توانست عمل رنگزدایی را در پایان روز هفتم از 

هر4 هفته متوالی به ترتیب به میزان 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 زیستی با گیاه آب بشقاب )شرایط 

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

شکل 7: توانایی حذف مداوم MG در طول 4 هفته متوالی )32 روز( توسط گیاه آب بشقاب )شرایط 

.)25 ºC =دما ،pH =7 ،0]MG[ =10 mg/L  ،6 g =آزمایش: وزن گیاه
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نتیجه گیری
در  را  درصد(   90 از  بیش  )تقریبا  بالایی  توانایی  رنگزدایی  بخش  نتایج  مطابق  بشقاب  آب  گیاه 
رنگزدایی MG ارائه داد. قابلیت استفاده مجدد از گیاه برای حذف مکرر مالایکت سبز تایید کننده 
باشد.  می  رنگزدایی  فرایند  در  مطالعه  مورد  گیاه  بالای  توانایی  و  زیستی  تجزیه  فرایند  رخداد 
تیمار غلظت mg/L 40 از ماده رنگزا باعث کاهش معنی دار کمیت کلروفیل گردید. احتمالا غلظت 
بالای MG باعث اعمال اثرات منفی در بیوسنتز کلروفیل و در کارایی فتوسنتز می گردد. فعالیت 
دو آنزیم SOD و POD با افزایش غلظت ماده رنگزای مورد مطالعه هم در ریشه و هم در برگ 
افزایش معنی داری نشان می دهد. نتایج مذکور نشان دهنده نقش مهم این دو آنزیم در تحمل گیاه 
به شرایط استرسی موجود و سمیت زدایی رادیکالهای آزاد تولید شده در جریان حضور MG در 

محیط می باشند.  
همچنین مطابق نتایج بدست آمده افزایش در وزن توده گیاهی، دما و pH نقش مثبتی را در افزایش 
کارایی رنگزدایی توسط گونه گیاهی مورد مطالعه اعمال می کنند ولی افزایش در غلظت اولیه ماده 

رنگزا باعث افزایش نسبت C/C0 می گردد. 
سپاسگزاری

این پژوهش از حمایت های مالی معاونت محترم پژوهشی دانشگاه ارومیه برخوردار بوده است. 
های  از همکاری  ویژه  به  و  معاونت  آن  از مسئولین  قدردانی  و  نهایت تشکر  است  لذا، شایسته 
صمیمانه پژوهشکد ه مطالعات دریاچه ارومیه و پژوهشکد ه آرتمیا و آبزی پروری د انشکد ه علوم 

دانشگاه ارومیه به عمل آید.
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