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  مقاله كوتاه

جلبك گونه ها و كاروتن تاثير نانو ذره اكسيد مس بر رشد، مقدار پروتئين، كلروفيل
)Chlorella vulgaris(  

  و هاشم خندان باراني *محدثه ميري
  هاي طبيعيزابل، دانشگاه زابل، پژوهشكده تالاب بين المللي هامون، گروه مديريت اكوسيستم

  23/9/94 :تاريخ پذيرش    7/6/94 :تاريخ دريافت

  چكيده

شوند كه رهايش اين نانو ذرات به محيط زيست نانو ذرات اكسيد مس به طور گسترده در توليدات صنعتي استفاده مي
، كل در اين مطالعه اثرات نانو ذره اكسيد مس بر روي رشد، پروتئين. شودمي هاي آبزيباعث سميت براي ارگانيسم

ميلي گرم  100و  10، 1، 1/0شاهد، (هاي مختلف در غلظت )Chlorella vulgaris( گونه ها و كاروتن جلبككلروفيل
جلبك با  كل ها و ميزان پروتئيننتايج نشان داد كه تعداد سلول. به مدت شش روز مورد بررسي قرار گرفت) بر ليتر

افزايش نانو ذره اكسيد مس باعث ). P>05/0(دار كاهش يافته است افزايش غلظت نانو ذره اكسيد مس به طور معني
هاي در غلظت و كاروتن a ،bكلروفيل  كلروفيل كل، ميزان. است شده Ch. vulgaris درصد نرخ بازدارندگي در جلبك

كه نشان دهنده تاثير اين نانو ذره بر داشته، داري كاهش معني گروه شاهد در مقايسه با مختلف نانو ذره اكسيد مس
، b، كلروفيلaبا كلروفيل) Ch. vulgaris(هاي جلبك گونه رشد سلولين بدار همبستگي مثبت و معني. باشدفتوسنتز مي

توان نتيجه گرفت كه نانو ذره اكسيد مس رشد، هاي انجام شده ميطبق بررسي .كلروفيل كل و كاروتن وجود دارد
  .كاهش داده است Ch. vulgarisگونه تكثير و فتوسنتز را در جلبك 

   .CuO، نانو ذره، Chlorella vulgaris :كليدي هايواژه

  mirimohadeseh@uoz.ac.ir: يپست الكترونيك ، 09151960554 :تلفننويسنده مسئول،  *

  مقدمه
توليدات  مقياس بزرگي از در در حال حاضر نانوتكنولوژي

در برنامه هاي  حتيشود و استفاده مي صنعتي و خانگي
ره نانو ذ). 20(آينده نيز كاربرد بيشتري پيدا خواهد كرد 

عنوان ه علت داشتن هدايت گرمايي خوب به اكسيد مس ب
شود مايع انتقال حرارت در ابزار و ماشين آلات استفاده مي

عنوان كاتاليزور، ابر ه ذره اكسيد مس ب نانو همچنين). 6(
رساناها، مواد ترموالكتريك، مواد سنسور، شيشه، سراميك 

اين نانو ذره به طور كلي از ). 26(و ديگر مواد كاربرد دارد 

اين نانو مواد به در نهايت . شودبه طور گسترده استفاده مي
صورت زباله هاي خانگي و صنعتي به بدنه آبي زمين وارد 

  ).4( خواهند شد

ها توليدكنندگان اوليه هستند كه خط اوليه زنجيره جلبك
دهند غذايي اكوسيستم و منشا تجمع زيستي را تشكيل مي

ها به دليل جلبك. اكوسيستم دارند و نقش مهمي در تعادل
، قابليت كشت به كوتاه بودن چرخه رشد، حساسيت زياد

ه صورت جداگانه و مشاهده اثرات سمي در سطح سلولي ب
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در محيط  حساس به مواد سمي هايفاكتوريكي از  عنوان 
جلبك ). 22( گيرندقرار مياستفاده زيست مورد 

Chlorella  معمولا براي به علت داشتن مقاومت بالا
اين ). 8(رود ارزيابي مواد سمي و مضر به كار مي

هاي مختلف مس در محيط ها به حضور گونهارگانيسم
در حال حاضر مطالعه ). 21، 7( باشندميبسيار حساس 

اثرات سمي نانو ذره اكسيد مس بر روي جلبك كلرلا اندك 
بنابراين در اين مطالعه اثرات سمي نانو ذره اكسيد . است

با هدف ارزيابي ايمني ) Ch. vulgaris( گونه مس بر جلبك
تا شواهدي بر  مورد بررسي قرار گرفته استمواد نانو 

  .استفاده از نانو مواد استاندارد فراهم گردد

  مواد و روشها
مس اكسيد نانو ذرات : آماده سازي نانو ذره اكسيد مس

)CuO-NPs ( با نام تجاري  تحقيقمورد استفاده در اين
)US NANO ( از شركت پيشگامان نانو مواد ايران

ابتدا  .باشدمينانومتر  40نانو ذرات  سايز. خريداري شد
 Guillard F/2از نانو ذرات در محيط كشت  محلول همگني

تهيه شد و قبل استفاده توسط دستگاه التراسونيك ) 23(
دقيقه  30، فرايند التراسونيك به مدت )Bandelin(مدل 

اين فرايند براي تهيه سوسپانسيوني ). 9، 4(صورت گرفت 
  .همگن از نانو ذره اكسيد مس انجام شد

در محيط ) Ch. vulgaris( گونه جلبك سبز: كشت جلبك
 25و شرايط آزمايشگاهي با دماي  Guillard F/2كشت 

ساعت  12لوكس روشنايي و دوره  2000گراد، درجه سانتي
اوم پرورش ساعت روشنايي و هوادهي مد 12تاريكي و 

از استوك خالص  ليترميلي 10 ،به منظور كشت انبوه. يافت
محيط كشت  ليترميلي 500ارلن ماير حاوي  جلبك به
- روز ميزان جلبك 5بعد از گذشت . انتقال داده شد استريل

سپس يك . ها دو برابر شده و به فاز يكنواختي رسيدند
اوي ميلي گرم بر ليتر از جلبك در يك ليتر محيط كشت ح

اين . داده شدهاي مختلف نانو ذره اكسيد مس قرار  غلظت
هاي مختلف اكسيد مس تيمار از غلظت 5آزمايش شامل 

سه تكرار  باو شاهد ) ميلي گرم بر ليتر( 1/0، 1، 10، 100
ها توسط لام تراكم سلول. از هر تيمار بوده است

در هر روز مورد هموسيتومتر و ميكروسكوپ نوري 
  .گرفت قرارمحاسبه 

هاي گيري رنگيزهبه منظور اندازه: هاگيري رنگيزهاندازه
از سوسپانسيون  ليترميلي 3و كاروتن،  a ،bكلروفيل 

در دقيقه دور  3000جلبكي داخل لوله آزمايش منتقل و در 
دقيقه توسط دستگاه سانتريفيوژ مدل  10به مدت 

)Eppendorf (سپس محلول رويي . سانتريفيوژ گرديد
 Merck(استون  ليترميلي 3و به رسوب جلبكي خارج 

اضافه و توسط همزن مخلوط گرديد و مجدد عمل  )90%
محلول حاصله را . دقيقه انجام شد 10سانتريفيوژ به مدت 

جدا نموده و با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر 
)Jenway(412هاي مختلف ، جذب نوري در طول موج ،

خوانده و ميزان  665 و 663، 645، 480، 460، 431
ميلي گرم بر هاي مربوطه بر حسب ا توسط فرمولهرنگيزه

  ). 11(ميلي ليتر محاسبه شد 

نرخ بازدارندگي رشد : نرخ بازدارندگي رشد جلبك
كسيد مس از فرمول زير ها در غلظت هاي مختلف اجلبك

  ):9( محاسبه شده

(N0/N-1)×100 =درصد نرخ بازدارندگي رشد  

N :ها در هر ميلي ليتر در غلظت هاي مختلف لتراكم سلو
  تراكم سلول ها در هر ميلي ليتر در كنترل: N0،  اكسيد مس

از هر غلظت برداشت و از  ليترميلي 50: سنجش پروتئين
ميكرون عبور داده شد و به مدت يك  25صافي با مش 
درجه سانتي گراد به منظور از دست دادن  4روز در دماي 

 در دمايسپس و  ندنگه داري شد آب اضافي جلبك ها
درجه سانتي گراد تا زمان سنجش پروتئين در آنجا  - 20

. ميزان پروتئين به روش كلدال سنجيده شد. نگه داري شد
 g 3.5(گرم كاتاليزور  6گرم وزن خشك جلبك با ميلي 20

K2SO4 + 0.4 g CuSO4×5H2O ( ليتر اسيد ميلي 15و
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 45گراد به مدت يسانتدرجه 400سولفوريك در دماي 
) V40(سپس با دستگاه كلدال مدل . دقيقه هضم شد

فرايند تيتراسيون ) HCL 0/1M(عمليات تقطير و با محلول 
با استفاده از . انجام شد و ميزان نيتروژن كل به دست آمد

  :)16( زير ميزان پروتئين كل محاسبه گرديد فرمول
Total protein=N× N factor  

N =هاموجود در نمونه ميزان نيتروژن  

N factor = ،براي  25/6فاكتور تبديل نيتروژن به پروتئين
  .باشدجلبك مي

هاي آماري توسط نرم افزار آناليز داده :آماري تحليل
SPSS(16) ها پس از تعيين نرمال بودن داده. انجام شد

 Two-Way(توسط آزمون آناليز واريانس دو طرفه 

ANOVA ( مختلف و روزهاي اختلاف بين تيمارهاي
 .مورد تحليل قرار گرفت) P>05/0(متفاوت در سطح 

 .Ch(هاي جلبك گونه همبستگي بين رشد سلول

vulgaris (با كلروفيلaكلروفيل ،b كلروفيل كل و كاروتن ،
  .انجام شد Pearsonبا استفاده از پس آزمون 

  نتايج
تيمار  4در ) Ch. vulgaris(رشد ميكروجلبك  )1(نمودار 

هاي مختلف نانو ذره اكسيد مس در مقايسه با لظتبا غ

. دهدشاهد در روزهاي دوم، چهارم و ششم را نشان مي
هاي مختلف نانوذره اكسيد مس و گروه شاهد بين غلظت

). P>05/0(دار مشاهده شده است در هر روز اختلاف معني
هاي جلبكي به ترتيب بيشترين و كمترين ميزان رشد سلول

در ) ليترسلول در ميلي( 74/1×106به ميزان در گروه شاهد 
در ) ليترسلول در ميلي( 21/0×106روز ششم و به ميزان 

اكسيد مس در روز  نانو ذره) ميلي گرم بر ليتر( 100غلظت 
روز ششم بيشترين ميزان رشد جلبك . دوم مشاهده شد

  ).1 نمودار(نسبت به روزهاي دوم و چهارم مشاهده شد 

با افزايش ) 2 نمودار(شد ميكروجلبك نرخ بازدارندگي ر
بيشترين و . يابدغلظت نانوذره اكسيد مس افزايش مي

كمترين ميزان بازدارندگي به ترتيب در روز دوم و روز 
به طوري كه در روز ششم نرخ . ششم مشاهده شده است

  ).2 نمودار(بازدارندگي در نقطه صفر و منفي است 

ها در روز ششم جلبك كل پروتئين ميزان مقايسه ميانگين
دار نشان نداد هاي مختلف اختلاف معنيدر غلظت

)05/0>P .( بيشترين و كمترين ميزان پروتئين به ترتيب در
) ميكروگرم بر گم وزن خشك( 38/0شاهد به ميزان گروه 

ميكروگرم بر گم وزن ( 19/0به ميزان  100و غلظت 
   ).3 نمودار(مشاهده شد ) خشك

  
در سه زمان متفاوت ) ميلي گرم بر ليتر(هاي مختلف نانو ذره اكسيد مس در غلظت) Ch. vulgaris(هاي جلبك ه ميانگين رشد سلولمقايس  -1نمودار

  ).خطاي استاندارد ±ميانگين (

هاي متفاوت طبق بررسي انجام شده در مورد اثر غلظت
هاي جلبك نانوذره اكسيد مس بر ميزان كلروفيل

Chlorella با افزايش ميزان غلظت نانوذره  مشخص شد كه
داري ها در هر روز به طور معنياكسيد مس ميزان كلروفيل
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ها با گذشت زمان ميزان كلروفيل). P>05/0(يابد كاهش مي
دار بين روزهاي مختلف افزايش يافته اما اختلاف معني

بيشترين و كمترين ميزان كلروفيل ). P<05/0(مشاهده نشد 

a شاهد در روز ششم به ميزان  به ترتيب در گروه
ميلي گرم بر ليتر نانو ذره اكسيد  100و غلظت  05/0±12/2

  .مشاهده شد 09/0±009/0مس در روز دوم به ميزان 

  

  
ن در سه زما) ميلي گرم بر ليتر(هاي مختلف نانو ذره اكسيد مس در غلظت) Ch. vulgaris(مقايسه ميانگين نرخ بازدارندگي رشد جلبك  -2نمودار 

  ).خطاي استاندارد ±ميانگين (متفاوت 

 
 ±ميانگين (در روز ششم ) ميلي گرم بر ليتر(هاي مختلف نانو ذره اكسيد مس در غلظت) Ch. vulgaris( مقايسه ميانگين پروتئين كل جلبك -3نمودار 

  ).خطاي استاندارد
 مربوط به به ترتيب bكلروفيل بيشترين و كمترين ميزان 

و غلظت  86/0±02/0روز ششم به ميزان گروه شاهد در 
ذره اكسيد مس در روز  ميلي گرم بر ليتر نانو 100و  10

در و بود ) ليترگرم بر ميلي( 02/0±004/0دوم به ميزان 
كلروفيل كل هم به ترتيب در گروه شاهد در روز مورد 
گرم بر ليتر نانو ميلي 100و غلظت   98/2±009/0ششم 

-ميلي( 11/0±008/0وم به ميزان ذره اكسيد مس در روز د

با  Chlorellaجلبك در  كاروتن. مشاهده شد) گرم بر ليتر
افزايش ميزان غلظت نانو ذره اكسيد مس بين تيمارهاي 

كه به طوري .دار كاهش يافته استمختلف به طور معني
به ترتيب در گروه شاهد بيشترين و كمترين ميزان كاروتن 

ميلي گرم  1/0در غلظت و  26/101±02/1در روز ششم 
بر ليتر نانو ذره اكسيد مس در روز دوم به ميزان 

  ).4 نمودار(مشاهده شد ) گرم بر ليترميلي( 1/0±13/15

 .Ch(هاي جلبك گونه نتايج همبستگي بين رشد سلول

vulgaris (با كلروفيلaكلروفيل ،b كلروفيل كل و كاروتن ،
با  Chlorellaجلبك  رشد. آمده است 1در جدول 

  .دار نشان دادها و كاروتن همبستگي مثبت و معنيكلروفيل
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ميلي (هاي مختلف نانو ذره اكسيد مس در غلظت) Ch. vulgaris( ، كلروفيل كل و كاروتن در جلبكb، كلروفيلaمقايسه ميانگين كلروفيل -4نمودار 

 ).خطاي استاندارد ±ميانگين (در سه زمان متفاوت ) گرم بر ليتر
  

  ، كلروفيل كل و كاروتنb، كلروفيلaبا كلروفيل) Ch. vulgaris(هاي جلبك گونه همبستگي بين رشد سلول -1جدول 
   aكلروفيل  bكلروفيل   كلروفيل كل  كاروتن

757/0=r2 

*00/0=P  

640/0=r2 

*00/0=P  

620/0=r2 

*00/0=P  

607/0=r2 

*00/0=P 

هاي جلبك گونه رشد سلول
)Chlorella vulgaris(  

  .باشدمي 01/0داري در سطح اختلاف معني* 

  بحث
ميزان رشد و تقسيمات سلولي و كلروفيل از مهمترين 

هاي فيزيولوژيك هستند كه در علم سم شناسي شاخص
، 13(شود براي ارزيابي خطر سموم در محيط استفاده مي

ها است كه هاي مهم در جلبككاروتن نيز از رنگيزه). 14
بنابراين با توجه به ). 26، 5( آنها داردنقش حياتي در رشد 

رشد سريع و گسترده نانو مواد و به خصوص كاربرد 
و ) 23(گسترده نانو ذره اكسيد مس در توليدات صنعتي 

هاي آبي و تاثير بر توليدكنندگان اوليه ورود به اكوسيستم
اين نانو مواد بر متابوليسم و  زنجيره غذايي، بررسي تاثير

  ).15، 7( باشدميولوژيك حائز اهميت هاي فيزيشاخص

با افزايش  Chlorellaدر مطالعه حاضر، ميزان رشد جلبك 
) P>05/0(غلظت نانوذره اكسيد مس به طور معني دار 
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اين ميزان افزايش يافته  كاهش يافته بود و با گذشت زمان
نشان ، )2012(و همكاران  Oukarrom). 1نمودار (است 
كه نانو ذره نقره مي تواند به طور مستقيم بر روي  دادند

در نتيجه . )17( گذاردميتاثير  Chlorellaسطح جلبك 
زيرا نانو ذره . رسندها بزرگتر و متراكم به نظر ميسلول

نانومتر است ممكن است نتواند وارد سلول  50نقره كه 
سلول ديگر  بهعنوان يك پل ارتباطي ه تواند بشود اما مي

د كه در نهايت باعث سرعت بخشيدن در تجمع سلولي باش
تجمع نانو ذرات اكسيد روي و اكسيد ). 17، 12(شود مي

هاي سلولي جلبك تيتانيوم باعث محصور شدن دريچه
Chlorella  ذره اكسيد  همچنين نانو). 12(شده است

جذب شده و اين  Chlorellaسليسيم توسط سطح جلبك 
با جذب سطحي ). 24(باعث كاهش رشد شده است 

 Scenedesmusو  Chlorellaهاي نانوذرات توسط جلبك
تواند دليل كاهش رشد نرخ جذب نور كاهش يافته، كه مي

بنابراين ). 24، 12( باشدو افزايش نرخ بازدارندگي 
ها خاصيت تراكم نانو ذرات و جذب سطحي توسط جلبك

  گونه از دلايل سميت نانو ذره اكسيد مس براي جلبك
Ch. vulgaris است.  

 aكلروفيل . ها استفتوسنتز از عوامل موثر رشد جلبك
ماده اساسي فتوسنتز است كه مقدارش نشان دهنده 

تغييرات  4 نمودار). 23(ها است وضعيت رشد جلبك
و كاروتن را تحت تاثير نانو ذره اكسيد  a ،bميزان كلروفيل

ها و ميزان كلروفيل. دهدمس در شش روز نشان مي
وتن با افزايش غلظت نانو ذره اكسيد مس كاهش يافته كار

، مشابه )2013(و همكاران  Wangنتايج مطالعه . است
را در  bو  aآنها كاهش ميزان كلروفيل. مطالعه حاضر است

هاي بالاي نانو ذره اكسيد مس در غلظت Chlorellaجلبك 
ساعت مشاهده و بيان كردند كه نانو ذره اكسيد مس  96در 

 Ch.vulgaris گونه ش كلروفيل، فتوسنتز را در جلبكبا كاه
، گزارش )2011(و همكاران  Shi). 23(نمايد مهار مي

كردند كه ميزان كلروفيل در خزه با حضور نانو ذره اكسيد 
هاي مس از نانو ذرات مس به دليل افزايش رهايي يون

و همكاران  Gangهمچنين ). 22(كاهش يافته است 
نيز كاهش رشد و ) 2009(همكاران  و Aroujaو ) 2011(

هاي در معرض قرار گرفته با نانو كلروفيل را در جلبك
- يون). 9، 4(ذرات به دليل كاهش فتوسنتز گزارش كردند 

ب از شده از نانو ذرات با كاهش مهار آ هاي مس رها
ه ب. گذارندفتوسيستم دو بر روي فتوسنتز جلبك تاثير مي

يد مس ميزان مواد فتوشيميايي علاوه با حضور نانو ذره اكس
طبق مطالعاتي كه ). 2(يابد  فتوسيستم دو كاهش مي

Perreault  و ) 2010(و همكارانPatsikka  و همكاران
انجام دادند نانو ذره اكسيد مس بر روي عملكرد ) 2002(

داشته و استرس اكسيداتيو را به  ROSهاي اكسيژن راديكال
يك عنصر ضروري  عنوانه علت تركيب شدن با آهن ب

استرس اكسيداتيو نقش ). 19، 18، 15(افزايش داده است 
هاي مهمي در سميت نانو ذره اكسيد مس در ارگانيسم

كه با توجه به نقش آنتي ) 23(فتوسنتتيك گياه دارد 
، شايد دليل افزايش كاروتن )8، 1( اكسيداني كاروتنوئيدها

د مس هاي مختلف نانو ذره اكسيدر روز ششم در غلظت
مقادير پروتئين در ). 9(باشد  Ch. vulgarisدر جلبك 

هاي مختلف نانو ذره در جلبك مورد مطالعه در غلظت
دار مشاهده مقايسه با كنترل كاهش يافته اما اختلاف معني

و همكاران  Gangنتايج مطالعات ). P<05/0(نشده است 
د آنها بيان كردن. نيز با مطالعه حاضر مطابقت دارد) 2011(

تواند بعنوان يك فاكتور مهم در فرآيند كه پروتئين مي
همچنين  ).9( مورد ارزيابي قرار گيردتجزيه زيستي 

، گزارش كردند كه پروتئين در )1390(يداللهي و همكاران 
با افزايش غلظت آلومينيوم ) Dunaliella  salina(جلبك 
رشد  همبستگي بين). 2(داري نداشته است معنيافزايش 
، b، كلروفيلaبا كلروفيل Chlorellaهاي جلبك سلول

  .وجود دارد كلروفيل كل و كاروتن

  گيري نهايينتيجه

نتايج به دست آمده از اين تحقيق نشان داد كه نانو اكسيد 
ها در مس مانع رشد جلبك كلرلا شده است و ميزان سلول
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هممچنين . حضور نانو ذرات كمتر از گروه شاهد است
و كاروتن در غلظت هاي مختلف نانو  a ،bميزان كلروفيل 

بنابراين باعث كاهش . ذره اكسيد مس كاهش يافته است

با توجه به اين نتايج . فتوسنتز در جلبك كلرولا شده است
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Abstract 

Copper oxide nanoparticles are widely used in industrial production, are released in the 
environment and can induce toxicity to aquatic organisms. In this study, effects of 
copper oxide nanoparticles on growth, total protein content, chlorophylls and carotene 
of Chlorella vulgaris in various concentrations (control, 0/01, 1. 10 and 100 mg/l) were 
investigated for six days. The results showed that the number of algae cells and total 
protein significantly decreased with increasing concentrations of copper oxide 
nanoparticles (P<0/05). Copper oxide nanoparticles increased the percentage 
interception rate  in Chlorella. The total chlorophyll, chlorophyll a, b and carotene had 
significant reduction in different concentrations of copper oxide nanoparticles compared 
with control group, indicating the impact of nanoparticles on photosynthesis. There is a 
significant positive correlation between the growth of algae cells (Ch. vulgaris) with 
chlorophyll a, chlorophyll b, total chlorophyll and carotene. The investigation concluded 
that copper oxide nanoparticle reduced growth and photosynthesis in Ch. vulgaris. 

Key words: Chlorella vulgaris, Nanoparticle, CuO.  


