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 مقاله پژوهشی

زمینه و هدف: مالاکیت سبز در بسیاری از صنایع از جمله صنایع نساجی مصرف می‌شود. دفع پساب‌های 
حاوی این ماده رنگزا به محیط، می‌تواند به مشکلات زیست محیطی فراوانی منجر گردد. امروزه روش‌های 
فیزیکوش��یمیایی متعددی برای پالایش پساب‌ها اس��تفاده می‌گردند. به دلیل محدودیت‌ها و مشکلات این 
روش‌ها، تصفیه زیستی به عنوان یک روش پالایش  اقتصادی و موثر ‌مورد توجه قرار دارد. هدف تحقیق 
حاضر امکان س��نجی گیاه پالایی ماده رنگزای مالاکیت س��بز با کاربرد علف چشمه و بررسی تاثیر برخی 

فاکتورهای محیطی در کارایی حذف است.
روش بررسی: گیاهان پس از جمع آوری و نگهداری در آزمایشگاه، با غلظت‌های مختلف از مالاکیت سبز 
تیمار گردیدند. در طول آزمایش، مقدار رنگزدایی توس��ط اس��پکتروفتومتر UV-Vis تعیین شد. ترکیبات 

حدواسط تولید شده در جریان تجزیه زیستی آلاینده با کاربرد روش GC-MS شناسایی گردیدند. 
یافته‌ها: پس از گذش��ت 7 روز، توانایی علف چش��مه در رنگزدایی و تجزیه زیستی mg/L 10 از محلول 
مالاکیت س��بز بیش از 90 درصد تعیین گردید. 5 ترکیب حدواس��ط در مس��یر تجزیه زیس��تی این آلاینده 
شناس��ایی گردید. همچنین مشخص شد که افزایش غلظت ماده رنگزا تا mg/L 20 باعث افزایش کمیت 

رنگدانه‌های فتوسنتزی و فعالیت آنزیم‌های آنتی اکسیدان در گیاه می‌گردد. 
نتیجه‌گیری: نتایج نشان داد علف چشمه توانایی بالایی در رنگزدایی مالاکیت سبز داراست. قابلیت استفاده 
مجدد از گیاه برای حذف مکرر رنگ، تایید کننده رخداد فرایند تجزیه زیس��تی است. همچنین افزایش در 

وزن توده گیاهی، دما و pH منجر به افزایش کارایی رنگزدایی گردید. 
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مقدمه
امروزه با توجه به پیش��رفت قابل ملاحظ��ه صنایع مختلف در 
جهان مدرن، آلودگی محیط زیست به عنوان یکی از بزرگترین 
و مهم‌ترین مش��کلات محسوب می‌شود و پالایش آلاینده‌های 
مختلف محیط در س��ال‌های اخیر به ش��دت م��ورد توجه بوده 
اس��ت. صنای��ع رنگرزی و نس��اجی از جمله صنایعی هس��تند 
که گس��تردگی وس��یعی در ایران و جهان دارن��د. این صنایع از 
بزرگتری��ن مصرف کنندگان آب به ش��مار می‌رون��د و ناگزیر 
مقادیر قابل توجهی پساب به محیط رها می‌کنند )3-1(. پساب 
اغل��ب واحدهای رنگرزی و نس��اجی ح��اوی مقادیر بالایی از 
ترکیبات آلی س��می از جمله مواد رنگزای سنتتیک هستند )1(. 
مواد رنگزای س��نتتیک با ساختاری بسیار متنوع، در شاخه‌های 
مختلف صنعت نساجی، چرم‌سازی، تولید کاغذ، صنایع غذایی 
و تولیدات کشاورزی و ... به کار برده می‌شوند )3، 4(. امروزه 
روش‌های فیزیکوش��یمیایی متعددی از جمله جذب س��طحی، 
ازوناسیون و الکترولیز برای تصفیه آلاینده‌ها از پساب‌ها، مورد 
اس��تفاده قرار می‌گیرند ک��ه در اغلب موارد این روش‌ها از نظر 

اقتصادی مقرون به صرفه نیستند )3(.
روش‌های بیولوژیکی به دلیل هزینه کم و س��ازگاری با محیط 
زیس��ت و تولید ترکیبات غیر سمی در جریان تصفیه پساب‌ها 
می‌توانند جایگزین مناس��بی برای روش‌های فیزیکوش��یمیایی 
شناخته شده باشند )2، 5، 6(. امروزه توانایی بالای تعداد زیادی 
از میکروارگانیس��م‌ها مانند باکتری‌ها )9-7(، قارچ‌ها )10، 11( 
و جلبک‌ها )14-12( در ح��ذف مواد رنگزا از محیط به اثبات 
رس��یده اس��ت. همچنین مش��خص شده اس��ت که گیاهان نیز 
می‌توانند به عنوان ابزار موثری در پالایش محیطی مورد استفاده 
واقع ش��وند )11، 15-18(. به طوری‌که امروزه توانایی پالایش 
س��بز مواد آلاین��ده از جمله مواد رنگزای س��نتتیک، گروه‌های 
مختلف��ی از آفت‌کش‌ها، ترکیبات آلاینده هیدروکربنی و فلزات 
 Spirodela سنگین توسط گونه‌های وسیعی از گیاهان از جمله
Lemna minor و   ،Portulaca grandiflora  ،‌polyrhiza

Aeluropus littoralis به اثبات رسیده است )19-23(.
 م��اده رنگزای مالاکیت س��بز (MG) متعلق به گروه رنگ‌های 
ت��ری آریل متان بوده و دارای مصرف بالایی در مقیاس صنعتی 
و به ویژه در صنایع نساجی و رنگرزی است. غلظت‌های بسیار 

کم از این ماده رنگزا در محیط‌های آبی کاملا قابل رویت است 
و ام��روزه به دلیل خطراتی که برای مصرف‌کنندگان موجودات 
آب��زی در بر دارد به عنوان یکی از جدال برانگیزترین ترکیبات 
تلقی می‌ش��ود )24، 25(. بنابراین به کارگی��ری اقدامات موثر 
در جهت تصفیه آب‌ها و پس��اب‌های آل��وده به این ماده رنگزا 

ضروری به نظر می‌رسد. 
گی��اه علف چش��مه (.Nasturtium officinale R. Br)  یک 
گی��اه آب��زی و بن در خاک اس��ت. این گی��اه دارای فراوانی و 
سازگاری بالا بوده و تقریبا در کنار بسیاری از رود‌ها و جویبارها 
کوچک در جهان توانایی روی��ش دارد. برخی تحقیقات انجام 
گرفته در گذش��ته نش��ان دادند که این گی��اه توانایی بالایی در 
 Cd و Zn ،Cu ،Ni جذب و انباش��ت فلزات سنگین از جمله
در پیک��ر خود و حذف آنها از آب‌های آل��وده دارد )26-29(. 
ولی تاکن��ون در مورد توانایی این گی��اه در حذف آلاینده‌های 
آلی مانند مواد رنگزای س��نتتیک بررس��ی‌های بسیار محدودی 
صورت گرفته است. به عنوان مثال در مطالعات گذشته توانایی 
این گیاه در ح��ذف مواد رنگزای متعلق به گروه رنگ‌های آزو 
از جمله قرمز بازی 46 و آبی اسیدی 92 به اثبات رسیده است 
و ای��ن گیاه توانایی قابل قبول��ی را در حذف این گروه از مواد 
رنگزا از خود نش��ان داده اس��ت )30، 31(. در پژوهش حاضر 
تلاش گردیده اس��ت که توانایی گیاه علف چش��مه در پالایش 
ماده رنگزای مالاکیت س��بز به عن��وان نماینده گروه دیگری از 
م��واد رنگزای س��نتتیک یعنی گروه رنگ‌های ت��ری آریل متان 
م��ورد ارزیابی و امکان س��نجی قرار گیرد. ب��ا توجه به این که 
گیاه علف چش��مه دارای رویش ب��الا در ایران و جهان بوده و 
مطالع��ات قبلی انج��ام گرفته تایید کننده نق��ش مثبت این گیاه 
در پالایش برخی از انواع آلاینده‌هاس��ت. بنابراین نتایج بدست 
آم��ده از پژوهش حاضر می‌تواند در راس��تای معرفی این گیاه 
به عن��وان یکی از کاراترین و موثرتری��ن جنس‌های گیاهی در 
پالایش س��بز انواع مواد رنگزای س��نتتیک از سری مواد آلاینده 
ارگانی��ک مورد اس��تفاده قرار گیرد. در جری��ان فرایند پالایش 
س��بز این ماده رنگزا با هدف افزایش کارای��ی رنگزدایی، تاثیر 
پارامترهای زیس��تی و غیر زیس��تی از قبی��ل وزن توده گیاهی، 
غلظت اولیه ماده رنگزا، pH و دما مطالعه می‌گردد. همچنین در 
صورت تایید رخداد فرایند تجزیه زیس��تی و کارایی گیاه مورد 
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مطالعه در حذف مکرر MG، شناسایی متابولیت‌های حدواسط 
تولید شده در مسیر تجزیه زیستی از اهداف دیگر این پژوهش 
است. در بسیاری از مطالعات انجام گرفته در زمینه گیاه پالایی 
و نیز بررس��ی‌های مرتبط با سم شناس��ی آلاینده‌های مختلف، 
پارامتر‌ه��ای فیزیولوژیک گیاهان از جمله تغییرات در محتوای 
رنگدانه‌های فتوس��نتزی و فعالیت آنزیم‌های آنتی اکسیدانت به 
منظور تعیین اثرات منفی این ترکیبات و نیز نحوه عمل آنها در 
گیاهان مورد ارزیابی ق��رار می‌گیرند )32، 33(. در این مطالعه 
نیز با هدف ارزیابی تاثیرات مالاکیت س��بز در فیزیولوژی گیاه، 
برخی از پارامتر‌های فیزیولوژیکی گیاه  شامل مقدار پیگمان‌های 
فتوسنتزی و فعالیت برخی آنزیم‌های آنتی اکسیدانت مهم مانند 
پراکس��یداز (POD)، کاتالاز (CAT) و سوپراکسید دیسموتاز 
(SOD) که می‌توانند در مقاومت این گیاه به ماده رنگزای مورد 
مطالعه و یا متابولیسم این ماده دخیل باشند، بررسی می‌گردند. 

 
مواد و روش‌ها

الف( تهیه مواد شیمیایی و نمونه‌های گیاهی 
تم��ام مواد ش��یمیایی مورد اس��تفاده در این مطالع��ه از جمله 
ترکیبات مورد استفاده در محیط کشت گیاه و نیز ترکیبات لازم 
برای سنجش‌های بیوشیمیایی ساخت شرکت Merck )آلمان( 

بوده است.  
نمونه‌های گیاهی علف چش��مه از چش��مه‌ای در 35 کیلومتری 
جاده ارومیه-اش��نویه جمع آوری و پس از انتقال به آزمایشگاه 
و شستش��و توس��ط آب ش��هری و آب مقط��ر ب��ه اکواری��وم 
شیش��ه‌ای حاوی محیط کش��ت هوگلند تغیی��ر یافته 10 درصد 
با دم��ای ºC 25 و دوره روش��نایی-تاریکی h 8/16 به منظور 
س��ازگاری به ش��رایط آزمایش��گاه انتقال داده ش��دند. پس از 
گذش��ت یک هفته از کشت گیاهان، آزمایش��ات لازم بر روی 

گیاهان مورد مطالعه آغاز گردیدند. 
ب( ماده رنگزا و آزمایشات رنگزدایی

ماده رنگزای MG از شرکت شیمی بویاخ ساز )ایران( خریداری 
گردی��د. جدول 1 نمای��ش دهنده ویژگی‌های ای��ن ماده رنگزا 
است. به منظور بررسی توانایی گیاه مورد مطالعه در گیاه پالایی 
مالاکیت س��بز، مقدار مشخصی از نمونه گیاهی )g 4 از گیاهان 
سالم و مناسب که هر گیاه واجد تعداد تقریبی 12 برگ بودند( 

 500 mL در ش��رایط کنترل شده و در داخل بش��ری به حجم
 10 mg/L ب��ه مدت 7 روز تحت تیمار با محیط کش��ت حاوی
MG ق��رار گرفت. این آزمایش در 4 تکرار انجام و نمونه‌گیری 
از محلول‌های‌ م��ورد آزمایش در فواصل زمانی مش��خص )هر 
h 24( و توس��ط س��رنگ صورت گرفت. به منظور اندازه‌گيری 
میزان حذف ماده رنگزا از محلول‌های تحت تیمار، از مشخصات 
جذبی آنها در ناحيه UV-Vis و اسپکتروفتومتر اس��تفاده گردید. 
ج��ذب نمونه‌ه��ا در فواصل زمان��ی معین )هر h 24( توس��ط 
 MG دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج ماکزیمم ماده رنگزای
)nm 619(، تعیین گردید. در این آزمایش��ات درصد حذف ماده 

رنگزا به کمک معادله 1 محاسبه گردید:

در این معادله A0 بیانگر جذب اولیه محلول رنگی و A بیانگر 
جذب محلول در زمان اندازه‌گیری است.

  

)1( [1- (A/A0)] × 100                                                             ) درصد حذف ماده رنگزا=Dye Removal %(  
)1( 

  ساختار شيميايي

كاتيوني كلاس شيميايي
C23H25ClN2 فرمول مولكولي

619   (nm)طول موج ماكزيمم 
91/364 (g/mol)جرم مولكولي 

جدول 1- ساختار و ویژگی‌های ماده رنگزای مالاکیت سبز

برای تعیین اثرات عوامل زیستی و غیر زیستی بر کارایی حذف 
ماده رنگزای مورد مطالعه، آزمایش��ات مختلفی با تکیه بر تغییر 
عوام��ل مذکور از جمله دما، pH، غلظت اولیه ماده رنگزا، وزن 
نمونه‌های گیاهی و زمان واکنش انجام گرفت. برای این منظور 
از وزن‌ه��ای مختلف گیاهی )g،4 ،2 ،1 8(، چهار غلظت اولیه  
متفاوت ماده رنگزا )pH ،)40 mg/L،20 ،10 ،5 های مختلف 
)9-5( و نیز س��ه دما مختلف )ºC،15 ،5 25( اس��تفاده گردید. 
ه��ر کدام از آزمایش��ات در 4 تکرار انجام گرف��ت. در جریان 
 KOH از محلول‌های رقیق ش��ده pH آزمایش��ات برای تنظیم
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و H2SO4 بهره گرفته ش��د. همچنین دم��ا در داخل انکوباتور 
ثابت نگه داش��ته ش��د. جذب نمونه‌ها در فواصل زمانی معین 
توس��ط اسپکتروفتومتر تعیین گردید و درصد حذف ماده رنگزا 

براساس معادله 1 محاسبه شد.  
به منظ��ور ارزیابی قابلیت گیاه مورد مطالع��ه در حذف مداوم 
MG، مق��دار g 4 از نمونه‌ه��ای گیاهی در 4 تکرار در معرض  
mg/L 10 از ماده رنگزای مورد مطالعه قرار گرفتند. در فواصل 
زمان��ی معین )ه��ر h 24( نمونه ب��رداری از محلول‌های مورد 
آزمایش انجام و درصد حذف ماده رنگزا از هر محلول محاسبه 
گردی��د. پ��س از گذش��ت 7 روز محل��ول mg/L 10 دیگری 
آماده سازی ش��د و همان نمونه گیاهی در معرض محلول دوم 
قرار گرفت. این آزمایش 4 بار و در طول 4 هفته متوالی تکرار 

گردید.
ج( تاثیر ماده رنگزا در کمیت رنگدانه‌های فتوسنتزی

برای اندازه‌گی��ری کلروفی��ل کل و کاروتنوئید‌ها از نمونه‌های 
گیاهی ش��اداب و س��الم که هر کدام تقریبا واجد 12 برگ بوده 
 ،10 ،0( MG و به مدت 7 روز در معرض غلظت‌های مختلف
mg/L ،20 40( قرار گرفته بودند، اس��تفاده گردید. اس��تخراج 
رنگدانه‌ه��ا هر بار از مقدار g 0/1 از برگ‌های میانی گیاه مورد 
مطالعه )‌برگ‌های هفتم تا نهم( و با اس��تون 100 درصد و در 4 
تکرار برای هر ک��دام از تیمارها صورت گرفت و مقادیر کمی 
آنه��ا با بهره‌گیری از معادلات )2، 3 و 4( آورده ش��ده در ذیل 
و پیش��نهادی Lichenthaler محاس��به گردیدند )34(. در این 
روش کمی��ت رنگدانه‌ها به روش اسپکتروس��کوپی و در طول 
موج‌های nm ،645 ،662 470 به ترتیب به عنوان جذب حداکثر 
 (Chl b) b کلروفی��ل ،(Chl a) a مرب��وط به کلروفی��ل (A)
و کارتنوئیده��ا تعیی��ن و ب��ه ص��ورت (mg/g) وزن تر برگ 

(Fresh Weight; FW) بیان گردیدند.    

Chl a (mg g-1 FW) = 11/24 A662 – 2/04 A645                    )2(       
Chl b (mg g-1 FW) = 20/13 A645 – 4/19 A662               )3(

           

د( سنجش فعالیت آنزیم‌ها
به منظور س��نجش فعالیت آنزیم‌های آنتی اکس��یدان نمونه‌های 

    Carotenoids (mg g-1 FW) =                             )4(   
)A 470 – 1/90 Chl a – 63/14 Chl b(/ 214     

گیاهی ش��اداب و س��المی که هر کدام واجد تعداد تقریبی 12 
برگ بودند انتخاب و به مدت یک هفته در معرض غلظت‌های 
مختل��ف از MG قرار گرفت. آزمایش��ات در قالب طرح کاملا 
تصادف��ی با 3 تیمار و هرتیمار در 4 تک��رار در طول یک هفته 
انج��ام و پس از این مدت س��نجش فعالی��ت آنزیمی صورت 
گرف��ت. برای اس��تخراج نمونه‌های گیاهی به منظور س��نجش 
فعالیت هر آنزیم، از بافر فس��فات M 0/01 با  pH=7 و حاوی 
پلی وینیل پیرولیدون 0/2 درصد (PVP) اس��تفاده شد. هر بار 
مقدار مشخصی )g 0/5( از وزن تر بافت از هر دو اندام برگ و 
ریشه به صورت جداگانه توزین گردید و هرکدام از نمونه‌های 
گیاهی در حضور mL 3 بافر اس��تخراج و در هاون ساییده شد 
و ب��ه این ترتیب عصاره‌های گیاهی م��ورد نظر حاصل گردید. 
ه��ر ک��دام از نمونه‌ها در 4 تکرار و به ص��ورت جداگانه برای 
بافت‌های گیاهی مربوط به اندام ریش��ه و برگ علف چش��مه 
عصاره‌گی��ری گردیدند. تمام مراح��ل عصاره‌گیری نمونه‌های 
گیاهی در دمای پایین )تقریبا ºC 4( انجام و مخلوط حاصل  به 
مدتmin 15  ‌با دور rpm 5000 سانتریفیوژ گردید. روشناور 
برای س��نجش فعالیت آنزیم‌ها و سنجش میزان پروتئین کل به 
روش Bradford، به کار برده شد )5(. در این روش برای تهیه 
 50 mL 100 کوماس��ی برلیان��ت بلو در mg مع��رف برادفورد
اتانول 98 درصد حل ش��ده و به آن mL 100 اس��ید فسفریک 
 6 mL 8 درص��د اضافه گردید. ب��رای تهیه محل��ول برادفورد
معرف برادفورد و mL 3 اتانول و mL 6 اس��ید فس��فریک 85 
درصد را مخلوط و به حجم mL 100 رس��انده ش��د. در ادامه 
به منظور س��نجش پروتئین کل μL 100 از عصاره با mL 1 از 
محل��ول برادفورد مخلوط و در تاریکی قرار داده ش��د. پس از 
min 2 ج��ذب نمونه‌ها در طول م��وج nm 595  اندازه‌گیری 
گردید. همزمان محلول‌های اس��تاندارد پروتئین با اس��تفاده از 
س��رم آلبومین گاوی در محدوده صفر تا mg/mL 0/2 تهیه و 
منحنی اس��تاندارد پروتئین با توج��ه به جذب نمونه‌ها در طول 
موج‌ 595nm ترس��یم گردی��د و در نهایت غلظت پروتئین کل 
نمونه‌ها بر حس��ب mg g-1 FW و با توجه به منحنی استاندارد 

ترسیم شده، محاسبه گردید. 
فعالی��ت آنزی��م سوپراکس��ید دیس��موتاز (SOD) از طری��ق 
اندازه‌گیری ممانعت از احیای فتوش��یمیایی نیتروبلوتترازولیوم 
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)NBT( توسط عصاره گیاهی سنجش گردید. در این آزمایش 
 67 mM  2/65 از  باف��ر فس��فات mL باف��ر واکن��ش ش��امل
 50 μL ،1/5 mM ب��ه غلظ��ت NBT 0/1 mL  ،)pH=7/8(
ریبوفلاوی��ن به غلظت mM 0/12 و میزان مناس��بی از عصاره 
آنزیم��ی بود. مخلوط حاصل به مدت min 15 در ش��دت نور 
 560 nm 5000 قرار گرفت. س��پس ج��ذب نمونه‌ها در Lux
توس��ط اس��پکتروفتومتر اندازه‌گیری گردید. یک واحد فعالیت 
آنزیم بر‌اس��اس مقدار پروتئین آنزیمی لازم برای القا 50 درصد 
ممانعت از احیای NBT، در مقایس��ه با نمونه‌های شاهد بدون 
 Unit/mg protein عصاره آنزیمی، محاس��به شد و به صورت

بیان گردید )18(. 
فعالیت آنزیم پراکس��یداز (POD) از طریق تس��ت گایاکول و 
تبدی��ل آن ب��ه تتراگایاکول و با بهره‌گیری از روش پیش��نهادی 
Chance و Maehly س��نجش گردی��د )35(. مطاب��ق روش 
مذکور، بافر واکنش شامل M 0/1 بافر TS )سیترات- فسفات- 
 H2O2 3/3 mM ،15 گایاکول mM ،pH= 7/5 بورات( دارای
و مقدار مناسبی عصاره آنزیمی است. به این صورت که هر بار 
 50 μL برداش��ته و روی آن مقدار TS 1/5 از بافر mL مق��دار
گایاکول و H2O2 50 μL افزوده ش��د. واکنش با افزودن مقدار 
مناس��بی عصاره آنزیمی در ºC 25 آغاز گردید و فعالیت آنزیم 
در ط��ی min 3 ب��ا دس��تگاه اس��پکتروفتومتر و در طول موج       
nm 460 اندازه‌گیری شد. این اندازه‌گیری با افزایش جذب در 
طول موج مذکور همراه بود. در نهایت فعالیت آنزیم بر‌اس��اس 
ضریب خاموش��ی تتراگایاکول )mM -1 cm -1 26/6( محاسبه 

شده و بر حسب Unit/mg protein بیان ‌گردید. 
فعالیت کاتالاز (CAT) براساس کاهش جذب پراکسید هیدروژن 
در nm 240 و ب��ه روش Obinger و هم��کاران اندازه‌گی��ری 
گردید )36(. مطابق این روش پیشنهادی، برای سنجش فعالیت 
آنزیم مقدار مناس��بی از عصاره آنزیمی ب��ه محلول واکنش که 
 )pH= 7/5( 0/1 M با غلظ��ت TS 1/5 از  باف��ر mL ش��امل
و μL 13 از H2O2 ب��ه غلظت mM 10 بود، اضافه و تغییرات 
جذب به مدت min 3 توس��ط اسپکتروفتومتر اندازه‌گیری شد. 
این اندازه‌گیری با کاهش جذب در طول موج nm 240 همراه 
 H2O2 بود. در نهایت فعالیت آنزیم بر اساس ضریب خاموشی

)M -1 cm -1 39/4( محاسبه گردید.

MG ه( استخراج و شناسایی مواد حاصل از تجزیه زیستی 
به منظور شناس��ایی مواد حاصل از تجزیه زیستی MG توسط 
علف چش��مه، ابتدا محلولی به غلظت mg/L 10 از MG تهیه 
گردید. این محلول‌ س��پس به وس��یله مقدار مشخصی از نمونه 
گیاه��ی به م��دت 4 روز مورد رنگزدایی ق��رار گرفت. پس از 
گذش��ت 4 روز از فرایند رنگزدای��ی، به دنبال حذف گیاهان از 
محلول‌ مذکور، حد واس��ط‌های آلی تولید شده سه بار و هر بار 
توس��ط  mL 25 از ح�الل دی اتیل اتر از ف��از آبی به فاز آلی 
اس��تخراج ش��دند. پس از تبخیر تمام حلال استفاده شده، ماده 
جامد باقیمانده توس��ط O ،N 100 μL- بیس تری متیل سیلیل 
اس��تامید به مدت min 15 و در دمای ºC 60 درون حمام آب 
گرم مورد مشتق‌س��ازی قرار گرفت و سپس محصولات سیلیله 
 GC-MS گردید. دستگاه GC-MS شده مستقیما وارد دستگاه
مورد استفاده، گاز کروماتوگراف مدل Agilent 6890 )ساخت 
کش��ور کانادا( با س��تون کاپیلاری HP-5MS )طول m 30 و 
قطر داخلی mm 0/25( و کوپل ش��ده به اس��پکترومتر جرمی 
Agilent 5973 بوده اس��ت. نرم‌افزار مورد استفاده در تکنیک 
GC-MS ب��رای شناس��ایی متابولیت‌های حدواس��ط نرم‌افزار

 Wiley نسخه 7 بوده است. 
و( آنالیز آماری داده‌ها

کلیه آزمایش��ات در چهار تکرار انجام گردید و نتایج بر مبنای 
میانگین داده‌ها ارائه ش��ده است. به منظور بررسی آماری نتایج 
از نرم افزار Graph Pad Instate3 بهره گرفته شد و به منظور 
تایید تفاوت معنی‌دار ما بی��ن تیمار‌های مختلف ماده رنگزا در 
مورد کمیت رنگدانه‌های فتوس��نتزی و میزان فعالیت آنزیم‌های 
آنتی اکس��یدان، تمامی آزمایشات در قالب طرح کاملا تصادفی 
ب��ا 3 تیمار و هر تیمار در 4 تک��رار در طول یک هفته انجام و 
داده‌ه��ا مورد آنالیز واریانس (ANOVA) با آزمون Tukey در 

سطح احتمال P< 0/05 قرار گرفتند.

یافته‌ها
الف( آزمایشات رنگزدایی

اث��ر فاکتورهای وزن گیاه، غلظت اولیه م��اده رنگزا، pH و دما 
در کارایی رنگزدایی مالاکیت س��بز توس��ط گیاه علف چشمه 
به ترتیب در نمودار 1 )الف-د( نش��ان داده ش��ده است. مطابق 
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نم��ودار 1-الف با افزایش وزن نمونه‌های گیاهی مورد آزمایش 
درصد حذف م��اده رنگزا و بنابراین کارای��ی فرایند رنگزدایی 
افزایش نشان می‌دهد. به طوری‌که به عنوان مثال میزان رنگزدایی 
محلولی به غلظت mg/L 10 با کاربرد g 8 از نمونه‌های گیاهی 
و پ��س از گذش��ت 7 روز از زمان آزمای��ش 98 درصد تعیین 
گردید. همچنین نتایج مربوط به بررسی تاثیر غلظت اولیه ماده 
رنگزا در راندمان حذف رنگ نش��ان دادند که با افزایش غلظت 
اولی��ه MG در محلول، میزان کارایی رنگزدایی کاهش نش��ان 
می‌ده��د )نمودار 1-ب(. برای مثال درص��د حذف ماده رنگزا 
از محلول‌های��ی  ب��ا غلظ��ت اولی��ه  mg/L ‌5 و mg/L ‌20 از 
MG پ��س از 7 روز تیمار گیاه مورد مطالعه، به ترتیب 94/8 و 
85/6 درصد تعیین گردید )نمودار 1-ب(. این درحالی اس��ت 
که میزان ماده رنگزای حذف ش��ده در واح��د زمان با افزایش 
غلظت اولیه MG افزایش می‌یابد )جدول 2(. به طوری‌که مثلا 
پ��س از 5 روز تیمار گیاه علف چش��مه با غلظت mg/L  5 و 
mg/L  20 از MG، می��زان ماده رنگزای حذف ش��ده توس��ط 
گیاه به ترتیب mg/L 3/9 ‌و mg/L 13/16 اس��ت )جدول 2(. 

بنابراین هرچه غلظت اولیه ماده رنگزا بیشتر می‌شود، گیاه مورد 
مطالعه در واحد زمان مقدار بیشتری از این ماده را (mg/L) از 

محلول حذف می‌کند. 
طب��ق یافته‌های حاصل��ه، پس از تیم��ار نمونه‌ه��ای گیاهی با 
محلول‌های��ی به غلظ��ت mg/L 10 از MG و واجد pH های 
مختلف به مدت 7 روز، معلوم گردید که با افزایش pH محلول 
درصد حذف رنگ نیز افزایش می‌یابد )نمودار 1- ج(. طوریکه 
درصد حذف رنگ از محلولی با pH= 8 نس��بت به محلولی با 
pH= 5 حدود 19 درصد بیش��تر است. همچنین مطابق نمودار 
1-د ب��ا افزایش دما تا ºC 25، درصد حذف رنگ افزایش قابل 

ملاحظه‌ای نشان داد.
بنابرای��ن در جمع بن��دی یافته‌های فوق، معل��وم گردید که با 
 pH ،افزایش پارامترهای نظیر وزن توده گیاهی مورد اس��تفاده
محل��ول و دما ت��ا ºC 25، درصد حذف م��اده رنگزا و کارایی 
رنگزدای��ی افزایش می‌یاب��د. همچنین با افزای��ش غلظت اولیه 
مالاکیت س��بز میزان ماده رنگزای حذف شده از محیط افزایش 

نشان می‌دهد.  

نمودار 1- اثر پارامتر الف( وزن گیاه )شرایط آزمایش: دما=pH = 7  ،25 °C، غلظت mg/L = MG 10( ، ب( غلظت اولیه ماده رنگزا )شرایط 
آزمایش: دما = pH = 7  ،‌25 °C، وزن گیاه= g 4(، ج( pH )شرایط آزمایش: دما= C° ‌25، وزن گیاه= g ‌4، غلظت mg/L = MG 10( و د( دما 

)شرایط آزمایش: pH  = 7، وزن گیاه = g ‌4، غلظت mg/L =MG 10( در کارایی رنگزدایی MG توسط علف چشمه )نقاط نماینده میانگین 4 تکرار 
و بارهای عمودی نشانگر انحراف معیار است(
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 صنایع نس��اجی و رنگ��رزی به عنوان مهم‌تری��ن صنایع تولید 
کننده پساب‌های آلوده به مواد رنگزا به طور مداوم این پساب‌ها 
را به محیط وارد می‌سازند. بنابراین در این بخش مطالعه اثرات 
افزایش مداوم ماده رنگزا در کارایی حذف گیاه علف چش��مه 
مد نظر قرار گرفت و مطابق یافته حاصل از نمودار 2، این گیاه 
توانای��ی قابل قبولی در حذف MG ب��ه صورت مکرر دارد که 
تایی��د کننده رخ��داد فرایند تجزیه زیس��تی و توانایی بالای آن 
در انجام این فرایند اس��ت. به طوری که در طی 4 هفته متوالی 
اس��تفاده از توده گیاهی واحد، برای حذف غلظت مشخصی از 
MG، گی��اه توانایی بالایی را در حذف این م��اده در پایان هر 
هفته نش��ان داد و توانس��ت حتی در پایان هفته چهارم کارایی 
مش��ابه را در میزان ماده رنگزای حذف ش��ده نس��بت به هفته 
اول نش��ان دهد )نمودار 2(. اگر اس��تراتژی گیاه در امر پالایش 
فرایندی غیر از تجزیه زیستی )مانند جذب سطحی( بود، مقدار 
ماده رنگزای حذف شده در پایان 4 هفته متوالی نسبت به هفته 
اول به ش��دت دچار کاهش ش��ده و میزان ماده رنگزای حذف 
ش��ده در پایان هر هفته متوالی نس��بت هفته قب��ل کاهش قابل 

ملاحظه‌ای نشان می‌داد. 
ب( آزمایشات فیزیولوژیک

تاثیر ماده رنگزای MG در مقدار رنگدانه‌های فتوسنتزی
تاثیر غلظت‌های مختل��ف ماده رنگزای مورد مطالعه در کمیت 
رنگدانه‌ه��ای فتوس��نتزی پس از 7 روز تیمار با مالاکیت س��بز 
در نمودار 3 نش��ان داده ش��ده اس��ت. مطابق نمودار 3، کمیت 

  روز انجام آزمايش
  ه ماده رنگزاغلظت اولي

mg/L 5  mg/L 10  mg/L 20  mg/L 40  
0  000 0 
1  95/046/143/253/3
2  88/188/234/404/6
3  45/283/454/768/12
4  14/388/550/973/15
5  95/326/716/1327/21
6  45/456/868/1594/25
7  74/410/913/1767/28

جدول 2- مقدار ماده رنگزای حذف شده )بر حسب mg/L( از محلول هایی با غلظت اولیه 5، 10، 20 و mg 40 در طول 7 روز از زمان آزمایش 
)نمونه‌گیری برای سنجش میزان جذب و نیز محاسبه مقدار ماده رنگزای حذف شده در هر h 24 انجام گرفته است(. 
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نمودار 2- توانایی علف چشمه در حذف مداوم MG در طول 4 هفته 

متوالی )32 روز( )نقاط نماینده میانگین 4 تکرار و بارهای عمودی 
نشانگر انحراف معیار است، شرایط آزمایش: دما=C° ‌25، وزن گیاه= 

)pH = 7 ،10 mg/L =MG 4، غلظت g
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ه فت
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ت رن

كمي Chl a Chl b Carotenoids
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**

***
*

*

***

***

  
نمودار 3- اثر غلظت‌های مختلف ماده رنگزا  MG در مقدار 

رنگدانه‌های فتوسنتزی برگ‌های علف چشمه )ستون‌ها نماینده میانگین 
4 تکرار و بارهای عمودی نشانگر انحراف معیار بوده )SD( و میزان 

معنی‌داری تغییرات در گروه تجربی در مقایسه با شاهد بر‌اساس آزمون 
ANOVA است، * تفاوت معنی‌دار در سطح P<0/05، ** تفاوت 

.)P<0/001 تفاوت معنی‌دار در سطح *** ،P<0/01 معنی‌دار در سطح
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 ،20 mg/L ب��ا افزایش غلظت ماده رنگ��زا تا Chl a رنگدان��ه
افزایش معنی‌داری نش��ان داد. به طوری‌که تیمار دو غلظت 10 
و mg/L 20 از ای��ن ماده رنگزا، کمی��ت رنگدانه Chl a را به 
ترتیب به میزان 27/3 و 52/2 درصد افزایش داد. همچنین تیمار 
غلظ��ت mg/L 20 از این ماده رنگزا باع��ث افزایش معنی‌دار 
Chl b و کاروتنوئیده��ا به ترتیب به میزان 7/7 و 51/9 درصد 
نس��بت به نمونه کنترل گردی��د. در نقطه مقاب��ل تیمار غلظت 
بالای این ماده رنگ��زا )‌mg/L 40( باعث کاهش معنی‌دار تمام 

رنگدانه‌های فتوسنتزی مورد مطالعه شد )نمودار 3(. 
بررسی فعالیت آنزیم‌های آنتی اکسیدانت در گیاه تیمار شده 

MG با غلظت‌های مختلف
جدول 3 نش��ان دهنده تاثیر تیمار غلظت‌های متفاوت مالاکیت 
 POD ،SOD س��بز در میزان فعالیت آنزیم‌های آنتی اکس��یدان
و CAT پس از 7 روز تیمار در مقایس��ه با نمونه ش��اهد است. 
مطابق نتایج حاصله تیمار دو غلظت بالای mg/L( MG 20 و 
mg/L 40(، باع��ث افزایش معنی‌دار فعالیت آنزیم SOD، هم 
در ریشه و هم در برگ‌های گیاه نسبت به نمونه شاهد می‌شود. 
افزایش میزان این فعالیت در ریش��ه گیاه به ش��دت قابل توجه 
 ‌SOD‌ ب��وده به طوری‌که تیمار دو غلظت مذکور فعالیت آنزیم
را در ریشه به ترتیب به میزان 2/2 و 2/7 برابر القا نمود )جدول 
3(. تیمار غلظت‌ه��ای پایین از این ماده رنگزا تغییر معنی‌داری 
را در فعالی��ت SOD در دو بخ��ش ریش��ه و برگ اعمال نکرد 

.)P >0/05(
در م��ورد آنزیم POD مش��خص ش��د که تیم��ار غلظت‌های 
mg/L 10 و mg/L 20 از MG فعالی��ت آنزی��م POD گی��اه 
علف چشمه را هم در ریشه و هم در برگ گیاه نسبت به نمونه 

جدول 3- اثر غلظت‌های مختلف MG روی فعالیت آنزیم‌های آنتی اکسیدان برگ و ریشه علف چشمه )مقادیر نماینده میانگین 4 تکرار± انحراف معیار 
 **  ،P<0/05 است، * تفاوت معنی‌دار در سطح ANOVA و میزان معنی‌داری تغییرات در هر ستون در مقایسه با شاهد و براساس آزمون )SD( بوده

.)P<0/001 تفاوت معنی‌دار در سطح *** ،P<0/01 تفاوت معنی‌دار در سطح

ش��اهد افزایش می‌دهند. این افزای��ش در میزان فعالیت همانند 
الگ��وی فعالیت آنزیم SOD، در ریش��ه به ش��دت قابل توجه 
است. در نقطه مقابل تیمار غلظت mg/L 40 از MG پس از 7 
روز باعث کاهش معنی‌دار فعالیت آنزیم POD ریشه می‌گردد 
)P<0/001(. ول��ی فعالیت این آنزی��م در برگ‌های نمونه‌های 
گیاه��ی تحت تیم��ار ب��ا mg/L  40 از MG، تغییر معنی‌داری 

نشان نداد. 
همچنی��ن مطابق جدول 3 تیم��ار mg/L 20 از MG باعث القا 
معنی‌دار فعالیت آنزیم CAT در ریشه و برگ گیاه مورد مطالعه 
گردید. این در حالی اس��ت که تیم��ار غلظت پایین MG تغییر 
معنی‌داری را در فعالیت آنزیم CAT در دو بخش ریشه و برگ 

گیاه نسبت به نمونه شاهد اعمال نکرد. 
ج( آنالیز ترکیبات حاصل از تجزیه زیستی

گیاه��ان توانای��ی جذب آلاینده‌ه��ا را از محیط دارا هس��تند و 
این مواد بسته به س��اختار و ویژگی‌های خود می‌توانند توسط 
آنزیم‌های گیاهی به متابولیت‌های حدواس��ط فعال‌تر و نهایتا به 
دی اکس��ید کربن و آب تبدیل شوند یا در قسمت‌های مختلف 
سلول کدبندی شوند )37(. جدول 4 نشان‌دهنده متابولیت‌های 
حدواس��ط شناسایی شده در مس��یر تجزیه زیستی MG توسط 
آنزیم‌های گیاهی است. بر‌اساس محصولات تولیدی مندرج در 
جدول 4، به نظر می‌رس��د که شکست پیوند C-C و جدا شدن 
گروه دی متیل فنیل آمین از ساختار MG از مراحل اولیه تجزیه 
MG توسط گیاه باش��د. در ادامه احتمالا با جدایش گروه‌های 
بنزآلدهید و متیل ترکیب ش��ماره 2 حاصل می‌ش��ود و در ادامه 
 C-C و نیز تشکیل چند پیوند N-C این فرایند شکس��ت پیوند

باعث ایجاد سایر ترکیبات مندرج در جدول 4 می‌گردد.

 MGغلظت 
)mg/L(

)Unit/ mg protein( CATفعاليت )Unit/ mg protein(POD× 3 -10فعاليت   )SOD )Unit/ mg proteinفعاليت 

  برگ  ريشه  برگ  ريشه  برگ  ريشه
  36/0±07/0  59/0±03/0  10/15±5/2  09/33±0/1  55/41±38/433±1/5  (شاهد)0

10  4/3±77/45  6/2±32/39  ***0/2±35/46  9/1±39/17  01/0±61/0  02/0±29/0  
20  ***6/6±56/97*1/1±17/48  ***04/2±15/87  **9/3±68/27  ***22/0±73/2  **23/0±95/0  
40  ***0/5±6/117**7/1±08/51  ***95/0±22/24  9/1±81/13  02/0±43/0  07/0±37/0  
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ساختار  فراگمنت اصلي
زمان بازداري 

)min(  
رديف

42 ،51 ،77 ،105 ،
148 ،225

O

N

6/19 1

51 ،77 ،79 ،107 ،
106

NH

  
02/13 2  

39 ،77 ،91 ،105 ،
119 ،134

37/7 3

28 ،41 ،43 ،58 ،
59

NH

  13/4 4

30 ،42 ،44 ،56 ،
58 ،59  

NH2

O  
02/3  5

  MGجدول 4 - ترکیبات حدواسط شناسایی شده در مسیر تجزیه
توسط علف چشمه

بحث
از آنجایی‌که اکوسیس��تم‌های مختلف محیط‌های دینامیک متاثر 
از فاکتورهای غیر زیس��تی مختلف از جمله pH، دما هس��تند، 
بهینه‌س��ازی و مطالعه اثر ای��ن فاکتورها می‌توان��د در بهبود و 
افزایش کارایی فرایند‌های پالایش زیس��تی کمک کننده باش��د. 
نتای��ج ارائه ش��ده در بخش یافته‌ه��ای مربوط به آزمایش��ات 
رنگزدایی نش��ان دادند که درصد حذف م��اده رنگزا و بنابراین 
 pH ،با افزایش وزن نمونه‌های گیاهی MG کارایی رنگزدای��ی
و دم��ای آزمایش افزایش می‌یابد. یکی از دلایل قابل بررس��ی 
در م��ورد نقش مثبت وزن نمونه‌های گیاهی در افزایش کارایی 
 MG رنگزدایی، احتمالا فراهمی س��طوح بیشتری برای جذب
در وزن‌های بالای گیاه است. این افزایش در کارایی فرایند گیاه 
پالای��ی ماده رنگزا به دنبال افزای��ش وزن نمونه‌های گیاهی در 
مطالعات مش��ابه انجام گرفته بر روی گیاه پالایی مواد رنگزای 
مختل��ف تایید گردیده اس��ت )38، 39(. همچنی��ن در رابطه با 
نق��ش افزایش pH محلول در افزایش درصد حذف ماده رنگزا 
می‌توان عنوان کرد که گروه‌های کربوکسیلک دیواره سلول‌های 
گیاه��ی در pH های بالاتر واجد بار منفی بوده و در این حالت 
ش��رایط برای جذب MG با بار مثب��ت از طریق نیروی جاذبه 

الکتروستاتیک مساعدتر اس��ت. همچنین احتمالا در pH های 
پایین به دلیل افزای��ش رقابت بین یون‌های +H و ماده رنگزای 
کاتیونی مورد مطالعه، میزان جذب این ماده رنگزا کاهش می‌یابد 
 MG در کارایی رنگزدایی pH 40(. تاثی��ر القاکننده افزای��ش(
کاملا با نتای��ج مطالعات قبلی در مورد م��واد رنگزای کاتیونی 
مطابق��ت دارد. به عنوان مثال در بررس��ی انجام گرفته بر روی 
گیاه Hydrocotyle vulgaris در حذف ماده رنگزای کاتیونی 
قرمز بازی 46 مش��خص شد که با افزایش pH محلول، کارایی 
ح��ذف به طور قاب��ل توجهی افزایش می‌یاب��د )41(. همانطور 
که اش��اره گردید افزای��ش دما ت��ا ºC 25 از جمله فاکتور‌های 
مثبت تاثیر‌گذار در کارایی گیاه پالایی MG اس��ت. دمای بهینه 
برای اغلب فرایندهای بیوش��یمیایی ºC -30 ºC 25 است. در 
دماهای پایین حرکت و جذب آب کم ش��ده و به دنبال کاهش 
نفوذ پذیری غش��اها در ریش��ه، ج��ذب مولکول‌های حلال در 
آب کاهش می‌یاب��د، بنابراین کارایی فرایند جذب کم می‌گردد 
)42(. برخلاف نتایج حاصل در مورد نقش فاکتورهای pH، دما 
و وزن ت��وده گیاهی، کارایی فراین��د رنگزدایی MG با افزایش 
غلظ��ت ماده رنگزا کاهش نش��ان داد. این در حالی اس��ت که 
بر طبق محاس��بات انجام گرفته، میزان ماده رنگزا حذف ش��ده 
از محل��ول (mg/L) با افزایش غلظ��ت اولیه آن افزایش یافت. 
ای��ن نتایج احتم��الا بیانگر ارتباط پیچیده بی��ن توانایی گیاه در 
تجزی��ه و میزان غلظت رنگ اس��ت. همچنین با توجه به منابع، 
با افزایش غلظت ماده رنگزا احتمال برخورد بین رنگ و سطح 
گیاه افزایش یافته و تعداد مولکول‌های قابل دسترس ماده رنگزا 
نسبت به جایگاه‌های پیوندی بالا می‌رود و به این ترتیب میزان 

ماده رنگزای حذف شده از محیط بالا می‌رود )43(. 
در مورد تاثیر تیمار غلظت‌های مختلف مالاکیت س��بز بر میزان 
رنگدانه‌های فتوس��نتزی گی��اه مورد مطالعه، مطاب��ق یافته‌ها و 
نتایج، افزایش غلظت ماده رنگزا تا mg/L 20 منجر به افزایش 
معنی‌دار کمیت رنگدانه‌های فتوس��نتزی گردید. احتمالا گیاه با 
افزایش کمیت رنگدانه‌های خود س��عی در سازگاری و تحمل 
ش��رایط موج��ود دارد. ول��ی در ادام��ه با تیم��ار mg/L 40 از 
م��اده رنگزا کمیت رنگدانه‌ها دچار کاه��ش معنی‌دار می‌گردد. 
احتم��الا غلظت‌های بالای م��اده رنگزا م��ورد مطالعه منجر به 
آس��یب دس��تگاه فتوس��نتزی و القا اثرات منفی شدید در میزان 
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رنگدانه‌های فتوس��نتزی و بنابراین نرخ فتوسنتز می‌گردد )39(. 
در بررس��ی‌های مربوط به گذشته نیز کاهش معنی‌دار در کمیت 
رنگدانه‌های فتوس��نتزی در گونه‌های گیاه��ی به دنبال تیمار با 
غلظت‌ه��ای بالای��ی از مواد رنگزای مختلف گ��زارش گردیده 
است. به طوری‌که به عنوان مثال تیمار مواد رنگزای قرمز بازی 
46، آبی اسیدی 92 و نیز مالاکیت سبز در غلظت‌های بالا منجر 
به کاهش معنی‌دار کمیت رنگدانه‌های فتوس��نتزی به ترتیب در 
و   Hydrocotyl vulgaris  ،Azolla filiculoides گیاه��ان 

Spirodela polyrhiza گردیده است )21، 38، 39(. 
همانطور‌که در بخش یافته‌ها اش��اره گردید گیاه علف چش��مه 
توانای��ی خود را در حذف MG در طی 4 هفته متوالی تیمار با 
این ماده حفظ می‌کند. این نتیجه تایید‌کننده انجام فرایند تجزیه 
زیس��تی MG از طریق دخالت آنزیم‌های علف چش��مه است. 
طبق منابع، تجزیه زیس��تی آلاینده‌ها توس��ط گیاهان به وسیله 
فرایند‌های زیستی کاتالیز شده توسط آنزیم‌های گیاهی به انجام 
می‌رس��د )44(. آنزیم‌ها می‌توانند از طریق ترسیب آلاینده‌ها و 
یا تبدی��ل آنها به انواع تولیدات جدید، س��میت آنها را کاهش 
داده و ی��ا منج��ر به حذف این آلاینده‌ه��ا گردند )45(. حضور 
آلاینده‌های��ی نظیر انواع علف‌کش‌ها، م��واد ارگانیکی و فلزات 
س��نگین در محیط، منجر به ایجاد شرایط استرسی برای گیاه و 
افزایش تولید گونه‌های فعال اکسیژن (ROS) در گیاه می‌گردد 
)46(. بنابراین در چنین ش��رایطی حضور و فعالیت سیس��تمی 
در جهت س��میت‌زدایی ROS و نیز در جهت حذف و تجزیه 
آلاینده‌ها در گیاه ضروری اس��ت و القا فعالیت آنزیم‌های آنتی 
اکس��یدان می‌توانند به عنوان پاس��خی نسبت به افزایش غلظت 
ROS س��لولی و یا حتی ب��ه عنوان نش��انه‌ای از درگیری این 
آنزیم‌ه��ا در فرایند تجزیه آلاین��ده و یا اعمال تغییرات اولیه در 
س��اختار آن تلقی گردند. همانطور‌که در بخش یافته اشاره شد، 
غلظت‌ه��ای بالای MG باعث افزایش معن��ی‌دار فعالیت آنزیم 
POD ، SOD و CAT هم در ریش��ه و هم در برگ‌های گیاه 
نسبت به نمونه شاهد گردید. احتمالا ماده رنگزای مورد مطالعه 
در غلظت‌های بالا با اعمال ش��رایط استرسی باعث القا تشکیل 
رادیکا‌ل‌های فعال اکسیژن و افزایش شدید فعالیت این آنزیم‌ها 
مخصوصا در ریش��ه گیاه می‌گردد. همچنی��ن نقش و درگیری 
آنزیم‌های مذکور در متابولیس��م و تجزیه مواد رنگزا در جریان 

فرایندهای گیاه پالایی، توسط مطالعات انجام گرفته در گذشته، 
به اثبات رس��یده اس��ت )45، 47-49(. به عن��وان مثال، مطابق 
نتای��ج مطالعات گذش��ته فعالیت آنزیم‌ه��ای POD ،SOD و 
CAT در جریان گیاه پالایی ماده رنگزای قرمز بازی 46 توسط 
علف چش��مه به ترتیب ب��ه میزان 2/9، 3/8 و 8 برابر نس��بت 
به گیاه کنترل افزایش نش��ان داده اس��ت )31( و یا در بررس��ی 
دیگری در جریان گیاه پالایی از ماده رنگزای آبی اس��یدی 92 
با غلظت mg/L 20 توس��ط گیاه عدس��ک آب��ی میزان فعالیت 
آنزیم‌ه��ای SOD و POD به ترتیب به میزان 2/3 و 1/7 برابر 
نس��بت به کنترل افزایش یافته اس��ت )50(. همچنین انواعی از 
اکس��یدوردوکتازها از جمل��ه POD به عن��وان آنزیم‌های مهم 
درگیر در تجزیه مواد رنگزا و اکس��ید کننده قوی بازه وس��یعی 
از م��واد آلی و غیر آلی معرفی گردیده‌اند )4، 51(. القا ش��دید 
فعالیت آنزیم‌های مذکور در ریش��ه گیاه علف چش��مه به ویژه 
در غلظت‌های بالای MG نش��ان می‌دهد که شاید این آنزیم‌ها 
در ریش��ه نقش مهم‌تری را در تحمل شرایط استرسی ناشی از 
حضور ماده رنگزا عهده‌دار اس��ت. همچنین احتمالا اندام ریشه 
گیاه به عنوان اولین بخش گیاهی متاثر از حضور آلاینده، نقش 
مهم‌تری را در س��میت‌زدایی رادیکال‌های آزاد تولید ش��ده ایفا 

می‌کند. 
در این کار پژوهشی تنها به برخی پارامتر‌های فیزیولوژیکی در 
ش��رایط حضور آلاینده در محیط پرداخته ش��ده است. احتمالا 
توجه به برخی از فاکتورها از جمله فاکتور رشد گیاه و سطوح 
رادیکال‌های آزاد تولید ش��ده در جری��ان تیمار گیاه با مالاکیت 
س��بز می‌تواند به نتیجه‌گیری کامل‌ت��ری در توانایی گیاه پالایی 
مالاکیت س��بز توسط علف چشمه و سطوح سمیت ایجاد شده 
در گی��اه در جریان تیمار آلاینده منجر گردد. همچنین پرداختن 
ب��ه نقش علف چش��مه در تصفیه پس��اب‌های حقیقی آلوده به 
مالاکیت سبز که در جریان فرایندهای مختلف در کارخانجات 
رنگرزی به محیط زیست رها می‌گردند، می‌تواند به نقش موثر 

این گیاه در فرایند گیاه پالایی صحه گذارد. 

نتیجه‌گیری
صنعت رنگرزی و نس��اجی یک��ی از صنایع مه��م تولید‌کننده 
پساب‌های آلوده حاوی مواد رنگزا است و روش تصفیه زیستی 
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روش��ی موثر کم هزینه با راندمان ب��الا برای تصفیه آلاینده‌های 
 N. officinale رنگی اس��ت. مطابق نتای��ج این مطالعه، گی��اه
توانایی بالایی )بیش از 90 درصد( در رنگزدایی MG داراست 
و می ت��وان از این گیاه به گونه‌ای موثر در تصفیه پس��اب‌های 
آلوده به مالاکیت سبز استفاده کرد. قابلیت استفاده مجدد از گیاه 
برای حذف مکرر مالاکیت سبز تایید‌کننده رخداد فرایند تجزیه 
زیس��تی و توانایی بالای گیاه مورد مطالعه در فرایند رنگزدایی 
اس��ت. مطابق نتایج بدس��ت آمده افزایش در وزن توده گیاهی، 
دم��ا و pH نقش مثبتی را در افزایش کارایی رنگزدایی توس��ط 
گونه گیاه��ی مورد مطالعه اعم��ال می‌کن��د. همچنین افزایش 
در غلظت اولیه MG تیمار ش��ده منجر ب��ه افزایش میزان ماده 
رنگزای حذف شده از محلول گردید. همچنین مشخص گردید 
که افزایش غلظت MG ت��ا mg/L 20 باعث افزایش معنی‌دار 

فعالی��ت آنزیم POD ،‌SOD و CAT هم در ریش��ه و هم در 
برگ‌های گیاه نس��بت به نمونه شاهد می‌شود. این نتایج حاکی 
از نقش مهم آنزیم‌های آنتی اکس��یدان مذکور در س��ازگاری و 
تحمل گیاه به ش��رایط استرسی موجود و نیز درگیری احتمالی 
آنها در فرایند متابولیسم و تجزیه زیستی مالاکیت سبز در پیکر 

گیاه است. 

تشکر و قدردانی
ای��ن پژوه��ش از حمایت‌های مالی معاونت محترم پژوهش��ی 
دانش��گاه ارومی��ه برخوردار بوده اس��ت. لذا، شایس��ته اس��ت 
نهایت تش��کر و قدردانی از مس��ئولین آن معاونت و به ویژه از 
همکاری‌های صمیمانه پژوهشکده زیست فناوری و گروه نانو 

فناوری دانشکده علوم دانشگاه ارومیه به عمل آید.
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Background and Objective: Malachite green dye is used in many 
industries including textile industries. Disposal of wastewaters containing 
the dye to the environment, can lead to many environmental problems. 
Currently, many physico-chemical approaches are used for wastewater 
treatment. Because of limitations and difficulties of these methods, 
biological treatment is considered as an economic and effective treatment 
method. The aim of the present study was to study the feasibility of 
phytoremediation of malachite green dye using watercress and investigate 
the effect of some environmental factors in removal efficiency. 
Materials and Methods: After collection, the plants were kept in the 
laboratory, and they were treated with different concentrations of malachite 
green. During the experiments, decolorization extent was determined by 
UV-Vis spectrophotometry. Intermediate compounds generated during 
the biodegradation of the pollutant were identified using GC-MS method.
Results: After 7 days, the ability of watercress in removal and biodegra-
dation of 10 mg/L of malachite green solution was more than 90%. Five 
intermediate compounds were identified in the biodegradation pathway of 
the pollutant. It was also found that increasing dye concentration up to 20 
mg/L led to the increase of the plant photosynthetic pigment contents and 
activities of antioxidant enzymes. 
Conclusion: Our results showed that watercress has high ability in the dye 
removal of malachite green. The reusability of the plant for decolorization 
confirmed the biological degradation process. Moreover, an increase in 
the plant biomass, temperature and pH led to the increased decolorization 
efficiency. 
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