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کولین استراز برای اندازه گیری باقیمانده سموم در  طراحی زیست حسگر کاغذی آنزیم استیل
 محصولات کشاورزی 
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 1402خرداد  17 خ پذیرش:تاری           1401بهمن  9 :دریافت  تاریخ

 
 

شده باید به طور پیوسته پایش ها در کشاورزی و در راستاي سلامت جامعه، محصولات تولیدکشمصرف بی رویه آفت  :چکیده 
روز به طول خواهد انجامید و نیاز به   3الی    2مانده سموم در بهترین شرایط  گیری باقیهای فعلی اندازهو ردیابی شوند. روش

کاغذی روشی سریع، آسان و کم -طرح فعلی با استفاده از روش حسگرهای نواری دارد. های بالادستگاه های پیشرفته و هزینه
دهد. کولین استراز را ارائه میهای گروه ارگانوفسفره و کاربامات با بازداری فعالیت آنزیم استیلکشهزینه جهت ردیابی آفت

های کشمیکروگرم/میلی لیتر( از آفت  10و    5،    1،  5/0،  1/0،  0/ 05،  01/0غلظت مختلف )  7ز  دست آمده با استفاده انتایج به
شده که با زیست حسگر کاغذی آزمایش شدند، نشانگر کلروفن، کاربوفوران و پیریمیکارب در نمونه کاهوي آلودهدیازینون، تری

با توجه به    .باشدلیتر میمیکروگرم/میلی  0/ 01  و  0/ 01،  1/0،  0/ 05های مورد نظر به ترتیب  کش( حشرهLOQحد کمی )
تواند به عنوان یک روش سریع، کم هزینه و در محل جهت پایش باقیمانده سموم ارگانوفسفره دست آمده، این روش مینتایج به

 و کاربامات در محصولات کشاورزی پیشنهاد گردد. این روش نیاز به تکنسین های آموزش دیده ندارد.  

 
 ها، آزمایش در محلکشسم ارگانوفسفره، کاربامات، روش نوین سریع، آفت :واژهكلید 

 

 

 

 مقدمه  -1

ها و كودهاي شیمیایي  كشافزایش بي رویه مصرف آفت      
به منظور افزایش میزان محصولات باغي و زراعي، در  

صنعتي آلودگي كنار  خطر  با  را  دنیا  كشورها،  شدن 
محیط زیست روبرو كرده است. بدون محصولات غذایي و 

درصد محصولات كشاورزي از بین    73تا    56كنترل آفات  
كنترل مي مختلف  روشهاي  از  استفاده  با  حالیكه  در  روند 

درصد این خسارت را كاهش داد.    60تا    40توان  آفات مي
ها چه به  كشهاي كنترل آفات، استفاده از آفتدر بین روش

برنامه قالب  در  چه  و  منحصر  روش  یك  هاي  صورت 
درصد    50بیش از  مدیریت تلفیقي آفات اهمیت خاصي دارد.  

 بوم روي منطقه هدف یعني مورد استفاده در زیست از سموم  

 

-هاي مختلف وارد محیطگیرد و به دوشگیاهان قرار نمي
از سموم مصرفي درون گیاه سمزیست مي -شود. قسمتي 

ماند كه چنانچه این مقدار پس از گذشت شده باقي مي پاشي
عنوان  شده بالاتر باشد، بهزمان معین، از حد مجاز شناخته

ویژه در  این مشکل بهشود.  مانده خطرناك محسوب مي باقي
به  تازه مورد محصولاتی که   مصرف   خوری   صورت 

ها(  فرنگی، کاهو و دیگر سبزیشوند )مانند خیار، گوجهمی
-سالدر    ،طبق آمارهاي رسميکند.  اهمیت بیشتری پیدا می

هزار تن از    60تا    35سالانه بین    ،1370تا    1365هاي  
ها در بخش كشاورزي کشور مصرف  کشآفت  انواع مختلف
است آفت]2و    1[  گردیده  مصرف  میزان  در کش.  ها 

 .  ]3[ هزار تن رسیده است 19حدود به  1400سال
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های  توانند باعث بروز بیماریهای شیمیائی می کشآفت      
انواع سرطان در کودکان    ، ]5و    4[عصبی نظیر پارکینسون  

بنابراین،   .گردند  ]7[، سقط جنین و ناقص الخلقه بودن  ]6[
مانده سموم در این محصولات و مقایسه آن با حد  تعیین باقی

مجاز استاندارد ملی از نظر بهداشت عمومی جامعه اهمیت  
مصرف  به میزان  بالاترین  حاضر  حال  در  دارد.  سزائی 

ارگانوفسفره و کاربامات  ها شامل دو خانواده عمده  کشآفت
-ها با بازداری فعالیت آنزیم استیلاست که اثرهاي سمی آن

گردد که  کولین استراز در سامانه عصب مرکزی آغاز می
کولین در محل هاي عصبي استیلدهندهمنجر به تجمع انتقال

این عمل باعث ایجاد علایم   .]9و    8[گردد  ها میسیناپس
ش ترشح بزاق دهان، تشنج،  مسمویت شامل سردرد، افزای

 شود.کاهش تنفس و در آخر مرگ می
ها کشگیری آفتبرداری و اندازهدر حال حاضر نمونه      

روز    3الی    2در محصولات کشاورزی در بهترین شرایط  
هزینه به  نیاز  و  انجامید  خواهد  طول  مواد  به  بالای  های 

دستگاه و  مانندشیمیایی  قیمتی  گران  و  پیشرفته   های 
سنجي جرمي و کروماتوگرافي کروماتوگرافي گازي/طیف

-. اگرچه این روش]12-10[سنجي جرمي دارد مایع/طیف
زمان طولانی،  ا، دقت و حساسیت بالایی دارند، اما مدته

-سازی وقتهای آمادههزینه بالا، کارشناسان ماهر و روش
مي تازگی  از  را  محصولات  آن،  ویژه  )به  اندازدگیر 

به که  تازه محصولاتی  و شوند  خوری مصرف میصورت 
محموله ارسال  تولیدامکان  مصرفهای  به  در شده  کننده 

روش اخیر،  دهه  چند  در  نیست(.  میسر  مقرر  های  زمان 
حسگرهای الکتروشیمیایی و نورشناختی  زیادي شامل زیست

   اندشده   بررسی      و    ساخته    جایگزین    روش  به عنوان  
ای]13-20[ با  زیست.  این  وجود،  به  ن  نیاز  نیز  حسگرها 

های مختلف دارد  کارشناسان کارآزموده و ماهر و دستگاه
بار مناسب  که برای استفاده در محل و میادین میوه و تره 

آزمایش سریع، در محل،  امکان  دلیل  به همین  باشد.  نمی 
کم و  آفتساده  میکشهزینه  ضروری  امری  این  ها  باشد. 

کاغذی، -دارد با استفاده از حسگرهای نواریپژوهش سعي  
و کم آسان  آفتروشی سریع،  براي ردیابی  های کشهزینه 

آنزیم   فعالیت  بازداری  با  کاربامات  و  ارگانوفسفره  گروه 
 کولین استراز ارائه کند.  استیل
ایمونوکروماتوگرافی روش       پایه  بر  نیز  دیگری  های 

های اختصاصی که برای  بادیوجود دارد که در آن از آنتی
آفت که  کشبعضی  است  گردیده  استفاده  شده،  ساخته  ها 
ها و عدم  کشدلیل محدودیت قابلیت شناسایی آفتمتاسفانه، به

آفت آنتیکشتشخیص  بالای  هزینه  و  ها، بادیهای مجهول 
نمی کاربردی  حاضر،  ]23-21[باشد  خیلی  حال  در   .

یه کاغذ به عنوان  فناوری جدید نوارهای حسگر کاغذی یا شب
قرار ارزان مورد بررسی  و  است   گرفته      روشی سریع 

ها بر پایه بازداری فعالیت آنزیم . این نوع پژوهش]24-27[
 و  کاغذ   روی  هاکشبا آفت  مواجهه    استراز درکولین  استیل

 

ایجاداندازه رنگی  ماده  آب گیری  واکنش  توسط  کافت  شده 
گونه  باشد. در اینزا میمواد رنگکاتالیزشده با این آنزیم با  

-2تیوبیس)دي-5′،5زای مختلفی مانند  ها، مواد رنگروش

یتروبنزوییک اسید(، ایندوفنیل استات و ایندوکسیل استات ن
هزینه  .]32-28[روی انواع مختلف کاغذ استفاده شده است  

دار پایین تولید و مصرف، قابلیت تجزیه در محیط و دوست
از   آساني،  بودن  زیستمحیط استفاده  به  نیاز  استفاده بدون 

توجه پژوهشگران را به    الکتریسیته یا منبع تغذیه بیرونی
است   کرده  جلب  از   .]34و    33[خود  استفاده  تاریخچه 

سال   به  کاغذی  و    1956حسگرهای  ماریون  که  زمانی 
گیری همکارانش گزارش ساخت حسگر کاغذی جهت اندازه 

ا توسعه مکرر  ب . ]35[  گرددبرمیگلوکز در ادرار را دادند،  
دهه  در  روش  روشاین  دیگر  همراه  به  اخیر  های  های 

های ردیابی، حسگرهای نواری از جایگاه خاصی در آزمون 
شدهآلاینده برخوردار  غذا  در  نواری.  اندها  -حسگرهای 

عینی    هروش ردیابی است که بر اساس مشاهدیک  کاغذی  
تغییر یا  فلورسنس  رنگ،  صورت  به  کمی  آنالیز   هايیا 

نمونه مورد   اشده در تماس بمغناطیسی وقتی که نوار آماده
می  قرار  میآزمایش  عمل  .  ]38-36و    33[  نمایدگیرد، 

معمولا  .  باشدکاغذی نسبتا ساده می-وش حسگرهای نواریر
نظر آغشته و با    یک حسگر نواری به مواد شیمیایی مورد

ای به راحتی با ریختن قطره  .گرددروش خاصی خشک می
از نمونه بر روی آن و یا با فرو بردن نوار در محلول نمونه  

-هتوانند بکنندگان میبنابراین، مصرف  .باشدقابل استفاده می
هیچر بدون  و  کننداحتی  استفاده  آن  از  آموزشی  در  .گونه 

انجام  ،مجموع آسانی  انجام ، سراستپذیر  این روش به  یع 
قیمت و پیچیده نیازی  های گرانگیرد، به لوازم و دستگاهمی

بهره آماده  کوتاهی  زمان  مدت  در  نتایج  و  برداری ندارد 
حسگرهای   هايهمطالع .هستند از  استفاده  درباره  متعددی 

پاتوژن ها، زهرابه و سموم در غذا،  کاغذی جهت ردیابی 
محیط و  شده آب  گزارش  و  انجام  باندزیست  این    یشتر. 

نشانگرها  زیست  /حسگرهاکردن زیستحسگرها با غیرفعال
برای زیست .اندروی کاغذ ساخته شده حسگرهای مختلفی 

   شامل   که    اند  شده    انتخاب  ها  آزمون   گونه  این  انجام  
آپتامرهایآنزیم فازها.ان.دی    ها،  یاخته    آ،  می و    باشند ها 

 . ]46-39و  29[

 
 روش تحقیق  -2

 مواد شیمیایی مورد نیاز   -1-2

سولفات،       لوریل  استات،       سدیم  آنزیم      ایندوکسیل 
)استیل استراز   EC 3.1.1.7, Electrophorusکولین 

electricus  سموم استاندارد  چهار  کزین،  و  سوکروز   ،)
کش ارگانوفسفره دیازینون و تریکلرفن و دو شامل دو حشره

پریمیکارب از شرکت  کش کاربامات کاربوفوران و  حشره
مانند -زیگما دیگر  شیمیایی  مواد  گردید.  خریداری  آلدریچ 

دی دیمتانول،  سدیم  اورتوفسفات،  هیدروژن  -سدیم 
 فسفات از شرکت مرک خریداری گردید. بوریک هیدروژن
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سولفات  دودسیل  سدیم  و  بیوساین   اسید  شرکت  از  نیز 
آزمایش این  در  شد.  واتمخریداری  صافي  کاغذ  از  ن  ها، 

ورقه  1شماره   از  نوار  و  برای ساخت  پروپیلین  پلی  های 
 استفاده گردید .

 
 شیمیایی مواد تهیه روش -2-2
-واحد در میلی  800کولین استراز با غلظت  آنزیم استیل      

  ( 4/7برابر  pHمولار با میلي  20)یتر در بافر فسفات/سالین ل
گرم/  میلی  5در این پژوهش، سوبسترا با غلظت    .تهیه گردید

لیتر ایندوکسیل استات در متانول آماده و از دو محلول میلی
شو نیز برای مراحل بعدی استفاده وبازدارنده و محلول شست

-میلي  50)گردید. محلول بازدارنده شامل بافر بوریک اسید  

ین  ( کزw/vدرصد ) 5/0به همراه  (3/8برابر  pHولار با م
 pHمولار با  میلي  50)شو شامل بافر فسفات  وو محلول شست

همراه    (5/7برابر   )  0/ 01به  دودسیل  w/vدرصد  سدیم   )
های مورد آزمایش کشباشد. محلول مادر حشرهسولفات می

لیتر( در متانول آماده گردید. براي  میکروگرم/ میلی  1000)
های مختلف از این محلول مادر،  کردن و ساخت غلظترقیق

استفاده گردید. در این    مولارمیلي  20از بافر فسفات/سالین  
،  5/0،  1/0،  05/0،  01/0ها ) پژوهش، هفت غلظت از سم

 لیتر( تهیه و استفاده شد.میکروگرم/ میلی 10و  5،  1

نوار         از  روش  این  پلیدر  که   پروپیلینپلاستیکی 
سازی  د استفاده گردید. جهت آمادهشده بوای تاصورت پوشه
متر بریده، از سانتی  10×2پروپیلین، قطعات  نوارهای پلی

وسط تا و دو سر آن بر روی هم قرار داده شد. سپس، در  
قطر   به  پانچ  دو  نوار  این  به    6دو سر  شد  ایجاد  میلیمتر 

تا قرار طوری که زمان  یکدیگر  مقابل  پانچ  دو  این  کردن 
پانچ برای ریختن بافر استفاده گردید. در  بگیرند. از محل  

ای حاوی آنزیم یک سر این نوار، یک عدد کاغذ صافي دایره
و در سر دیگر آن یک عدد کاغذ صافي مربع شکل حاوی  

های  سوبسترا قرار داده شد. کاغذهای صافي توسط چسب
داده شده   قرار  نوارها  دوسر  در  قبلا  دو طرفه که  نواری 

(.کاغذهای صافي  1ب شدند )تصویر  بود، در جای خود نص
آنزیم استیلمیلی  6ای با قطر  دایره -متر برای قرار دادن 

  800میکرولیتر از آنزیم )  5ولین استراز آماده و مقدار  ک
لیتر( بروی آن قرار داده شد و جهت خشک شدن  واحد/ میلی

به مدت یک ساعت در دمای اتاق نگهداری شد. سپس این 
یقه در محلول بازدارنده در دمای اتاق دق  20کاغذها به مدت  

دقیقه در محلول شست   30قرار گرفت و بعد از آن به مدت  
ساعت در دمای اتاق    2و شو گذاشته شد و سپس به مدت  

درجه   -20خشک گردیدند. کاغذهای حاوی آنزیم در دمای 
استفاده نگهداری شدند   تا زمان  . کاغذهای  ]47[سلسیوس 

متر میلی  10×10ع و با ابعاد  صافي دیگری به صورت مرب
قرار سپس،  جهت  گردیدند.  آماده  سوبسترا    20دادن 

لیتر در  گرم/میلیمیلی  5میکرولیتر از ایندوکسیل استات )  
متانول( روی هرکدام از این کاغذهای مربع شکل قرار داده  

 در     دارزیپ    هاینایلون  شدن در درون  شد و پس از خشک

 

تا زمان مصرف قرار داده شد.  درجه سلسیوس    -20دمای  
نوار   سر  دو  در  صافي  کاغذ  دو  این  استفاده،  زمان  در 

تا اندازهپلاستیکی  برای  آن  از  و  شد  داده  قرار  گیری شده 
 ها در محصولات استفاده گردید. کشمانده آفتمیزان باقی

ها با نوارهای حسگر،  مانده سمگیری باقیبراي اندازه      
سازی مقدار  به تایید عملکرد آنزیم و بهینهدر وهله اول نیاز  

میکرولیتر   10و    5باشد که از نوار شاهد با دو غلظت  آن می
سازی  آنزیم استیل کولین استراز استفاده گردید. پس از آماده

مقدار   بروی   10بستر،  فسفات/سالین  بافر  از  میکرولیتر 
آنزیم  کردن  کاغذ صافي حاوی آنزیم چکانده شد و براي فعال

 دقیقه در دمای محیط برخواب شد.  10-15به مدت 

 

 

 
پروپلین و مکان قرارگرفتن  نحوه ساخت نوار پلی   .1تصویر  

 دهد. کاغذ آغشته به آنزیم و سوبسترا را نشان می
 

 

پانچ         در  سپس  و  شد  چسبانده  بهم  نوار  لبه  دو  سپس 
میکرولیتر از   10دقیقه،    5شده، دو بار و به فاصله  ایجاد

بافر فسفات/سالین چکانده شد تا واکنش آنزیم و ایندوکسیل 
کافت شده حاصل از آباستات کامل گردد. سپس رنگ ایجاد

ایندوکسیل استات توسط آنزیم بررسی گردید. این رنگ به  
می نمایان  آبی/سبز  ایجادصورت  و شدت رنگ  شده  گردد 

باشد، بدین معنی یکولین استراز منشانه فعالیت آنزیم استیل
شده بیشتر باشد، فعالیت آنزیم بیشتر و  که هرچه رنگ ایجاد

 داشته است.    کمتری  آنزیم فعالیت  تر باشد، هرچه کمرنگ
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پس از حصول اطمینان از فعالیت آنزیم، در مرحله بعد تاثیر 
هاي مورد آزمایش در جلوگیری از فعالیت آنزیم مورد  سم

،  1/0،  05/0،  01/0ت غلظت )شد. برای این منظور، هف
لیتر( از محلول استاندارد  میکروگرم/ میلی  10و    5،  1،  5/0

و  کشآفت تریکلروفن(  و  )دیازینون  ارگانوفسفره  های 
بافر   در  پریمیکارب(  و  )کاربوفوران  کاربامات 
بالا،  مرحله طبق روش  این  در  شدند.  آماده  فسفات/سالین 

و   آنزیم  داراي  غلظتنوارهای  با  استات  های  ایندوکسیل 
مدت      به     برخوابش    پس از     آغشته شد.     کشمختلف آفت

هم چسبیده شد تا آنزیم و سوبسترا دقیقه، دو لبه نوار به  10
فاصله      با    دو بار و     از آن،  در تماس با هم قرار گیرند. پس  

بافر فسفات/سالین از محل   10دقیقه، مقدار    5 میکرولیتر 
ی کاغذهای صافي چکانده شد تا محل آزمایش پانچ نوار رو

شده بررسی شد. در  مرطوب بماند. سپس میزان رنگ ایجاد
هاي  شده با غلظت استاندارد سماین قسمت میزان رنگ ایجاد

آلودگی تعیین شد.  استفاده شده بررسی و به عنوان درجه 
و کار  در     میزان     گیریاندازه    محل    در    جهت سهولت 

 pHشده را همانند کاغذ  توان رنگ ایجادها، میمانده سمباقی
های مختلف مقایسه نمود شده غلظتبا مقدار از قبل کالیبره

]47-49[ . 

 
 کش در نمونه کاهوروش اندازه گیری چهار آفت -2-3
های  سازی مراحل اولیه آزمایش و آزمونپس از آماده      

آفت استاندارد  روی  با  کشاولیه  مدنظر،  کاهوي  های  تهیه 
گفته مقدارهاي  با  آن  آلوده کردن  و  از هفت ارگانیک  شده 

آفت چهار  آلودهغلظت  مرحله  آزمایش،  تحت  سازی  کش 
سازی کاهوی  مصنوعی محصول نیز انجام شد. جهت آلوده

شده  های گفتهگیری میزان آلودگی، غلظتارگانیک و اندازه
آفت خرد  کشاز  و  ریز  کاملا  کاهوی  به  مدنظر  شده های 

ساعت در یخچال نگهداری گردید.   24اضافه و به مدت  
گرم از این کاهو در داخل بافر فسفات/سالین به   1روز بعد 

عصاره،      کردن دقیقه نگهداری و پس از صاف  10مدت  
-دست آمده،روی نوارهای آمادهمیکرولیتر از محلول به  10
هاي بالا مورد بررسی قرار  ده چکانده و بر اساس روشش

 ت.گرف
 

 نتایج و بحث  -3
گیری        اندازه  برای  کاغذی  حسگر  زیست  از  استفاده 

آفت کیفی  و  یک  کشکمی  کاربامات  و  ارگانوفسفره  های 
روش نوین است که برای اولین بار در کشور آزمایش می

( به  1ود. در این روش، از کاغذ صافي ) واتمن شماره  ش
استیل آنزیم  نگهدارنده  محل  و  عنوان  استراز  کولین 

گردید.  استفاده  استات  ایندوکسیل  یعنی  آن  سوبسترای 
سوبستراهای متفاوتی وجود دارد اما به دلیل قیمت مناسب  

در پژوهش فعلی  و عملکرد قابل قبول از ایندوکسیل استات
 به     کافت ایندوکسیل استاتآب  استفاده گردید. در این روش  

 

 

استراز باعث ایجاد رنگ آبی طی  کولین  ایندیگو توسط استیل
 گردد. می 2فرآیند نشان داده شده در تصویر 

ها در این روش براساس  کششناسایی و ردیابی حشره      
استیل آنزیم  آفتبازداری  با  استراز  های  کشکولین 

و کاربامات می  فعالیت ارگانوفسفره  باعث کاهش  باشد که 
استات و در نهایت   کافت ایندوکسیلآنزیم و کاهش میزان آب

-کاهش میزان رنگ تولید شده توسط ایندوکسیل استات آب
توان با چشم غیرمسلح نیز آن را  باشد که میشده میکافت

 مشاهده نمود. 

 
کافت ایندوکسیل استات کاتالیزشده -سازکار آب  .2تصویر  

 .کولین استرازتوسط آنزیم استیل
  

 

کولین استراز استیلحساسیت روش نوارحسگر حاوی        
های  پذیرد که شامل غلظتهای مختلفی تاثیر میتوسط عامل

میزان  استات،  ایندوکسیل  آن  سوبسترای  و  آنزیم  متفاوت 
می برخوابش  زمان  و  کاغذها  بنابراین، رطوبت  باشد. 

هایي برای انتخاب شرایط بهینه که در بالا گفته شد، بررسي
لیتر واحد/میلی  800مقدار  انجام پذیرفت. نتایج نشان داد که  

میکرولیتر آنزیم روی کاغذ    5کولین استراز و  آنزیم استیل
لیتر  گرم/ میلیمیلی  5صافي مقدارهاي بهینه بودند. میزان  

ایندوکسیل استات نیز بهترین غلظت برای این ماده بود زیرا  
 شد.   کمتر و بیشتر از این میزان باعث ایجاد رنگ کمتری می

تعیین از  زیست  پس  کارایي  آزمایش،  بهینه  حسگر شرایط 
استیل آنزیم  برپایه  دو  کاغذی  استاندارد  با  استراز  کولین 

-کش ارگانوفسفره دیازینون و تریکلروفن و دو حشرهحشره
کش کاربامات کاربوفوران و پریمیکارب آزمایش شد. در 

  5،  1،  5/0،  1/0،  05/0، 01/0این مرحله هفت غلظت )
در  لیمیکروگرم/می  10و   استانداردها  از  هرکدام  از  لیتر( 

طور که گفته شد، برای بافرفسفات /سالین آماده شدند. همان
آنزیم، از دو میزان     10و    5کالیبره کردن میزان مناسب 

آزمایش انجام  جهت  نتایج میکرولیتر  گردید.  استفاده  ها 
نشانگر عملکرد خوب هر دو غلظت بودند و میزان رنگ  

هر دو غلظت واضح و کافی بود. اگرچه  دست آمده در  به
 به   میکرولیتر آنزیم      10در نوار حاوی    شده    ایجاد     رنگ
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اما در    3تر بود )تصویرهاي  مراتب پررنگ  الف و ب(، 
به استفاده نتایج  مورد  سموم  تاثیر  بررسی  در  آمده     دست 

جویی گونه تفاوت فاحشی دیده نشد. بنابراین جهت صرفههیچ
آزمایشدر   همه  در  آنزیم،  مصرفی  از  میزان  بعدی  هاي 

میکرولیتر آنزیم برای هر نوار استفاده گردید. نکته   5مقدار  
قابل توجه دیگر در این روش میزان رطوبت محل واکنش  

که بتوان این محل را در  باشد. برای اینآنزیم و سوبسترا می
مدت زمان آزمایش مرطوب نگه داشت از محل پانچ روی  

-ار بافر فسفات/سالین اضافه گردید. در این راستا، زماننو
های مختلف و میزان بافر مختلف نیز مورد آزمایش قرار 

میکرولیتر از بافر فسفات/سالین    10گرفت و مقدار بهینه آن  
فاصله   به    5به  آنزیم و سوبسترا  بین  واکنش  تا  بود  دقیقه 

 خوبی انجام پذیرد. 

 

 

  
 ب الف 

آنزیم  5الف:   .3تصویر میکرولیتر    10ب:  و  میکرولیتر 
 .آنزیم

 
 

این پژوهش، براي تعیین زمان مناسب برخوابش        در 
کش  کولین استراز، از حشرهاستاندارد سموم و آنزیم استیل

میکرولیتر از غلظت    10پریمیکارب استفاده گردید. مقدار  
کش  لیتر از این حشرهمیکروگرم/ میلی  50و    10،  1های  

اي شکل  روی محل آزمون اضافه گردید )کاغذ صافي دایره
دقیقه    20و    10،  5،  0های  که حاوی آنزیم است( و در زمان

عمل برخوابش اجرا گردید. طی مدت برخوابش دو بار بافر 
شده به محل آزمون اضافه شد.  فسفات/سالین از محل پانچ

-شده با افزایش غلظت حشرهنتایج نشانگر کاهش رنگ ایجاد
تا   نیز  برخوابش  زمان  بود.  پریمیکارب  دقیقه   10کش 

ای  افزایش داشت و با افزایش این زمان، تغییر قابل ملاحظه
دقیقه به عنوان    10مشاهده نگردید. بنابراین زمان برخوابش  

براي حشره تشخیص  حد  شد.  انتخاب  بهینه  های  کشزمان 
یب  دیازینون، تریکلروفن، کاربوفوران و پریمیکارب به ترت

لیتر تشخیص میکروگرم/ میلی01/0و    01/0،  0/ 1،  05/0
تشخیص حد  بین  تفاوت  شد.  بهداده  بههای  آمده  دلیل دست 

کولین مولکولی بازداری آنزیم استیلمقدار ثابت نرخ زیست
 باشد.ها میکشاستراز توسط حشره

کاغذی  4تصویر         حسگر  زیست  از  استفاده  آزمون   ،
،  0/ 05،  01/0ون برای هفت غلظت  کش دیازینبرای حشره

کاهوي میکروگرم/میلی10و    5،   1،  5/0،  1/0 در  لیتر 
باشد. در کنار آنها نیز نوار شاهد جهت مقایسه شده میآلوده

 آورده شده است. شایان ذکر است که تغییر فاحشي در رنگ  

 

غلظت   با  حشرهمیکروگرم/میلی  0/ 05نوار  از  کش لیتر 
  1های  شود و در نوارهایی که غلظتدیارینون مشاهده می

استفاده شده، هیچگونه میکروگرم/میلی  10تا   آنها  در  لیتر 
رنگی مشاهده نشد که نشانگر جلوگیری کامل فعالیت آنزیم 

 باشد.کش دیازینون میتوسط حشره
 
 

        
10 5 1 0.5 0.1 0.05 0.01 C 

به   .4تصویر نسبت  کاغذی  حسگر  زیست  رنگ  تغییر 
حشرهغلظت مختلف  )میکروگرم/میلیهای  دیازینون  -کش 

سازی شده و تاثیر آن در جلوگیری از  لیتر( در کاهوي آلوده
 .کولین استرازفعالیت آنزیم استیل

 

 

کولین استراز در مواجهه  فعالیت آنزیم استیل  5تصویر        
غلظت حشرهبا  مختلف  ترهای  کاهوي کش  در  یکلروفن 

دهد. کاهش فاحش و قابل مشاهده در شده را نشان میآلوده
ایجاد استیلرنگ  آنزیم  ترکیب  از  و  شده  استراز  کولین 

غلظت   در  استات  از  میکروگرم/میلی  1/0ایندوکسیل  لیتر 
میحشره تشخیص  قابل  با چشم  تریکلروفن  با کش  و  باشد 

دد. از غلظت  گرافزایش این غلظت کاهش رنگ مشاهده می
فعالیت  میکروگرم/میلی  10تا    1 دال بر  تقریبا رنگی  لیتر 

 شود.کولین استراز دیده نمیآنزیم استیل
 

 

        
10 5 1 0.5 0.1 0.05 0.01 C 

به    .5تصویر   نسبت  کاغذی  حسگر  زیست  رنگ  تغییر 
حشرهغلظت استاندارد  مختلف  تریکلروفن های  کش 

شده و تاثیر آن  سازیلیتر( در کاهوي آلوده)میکروگرم/میلی
  .کولین استرازدر جلوگیری از فعالیت آنزیم استیل

 
 

-کش ارگانوفسفره، نتایج نشاندر مقایسه با دو حشره      
بالاتر حشره د قابلیت  های کاربامات وکاربوفوران کشهنده 

 باشد واز میکولین استردر جلوگیری از فعالیت آنزیم استیل

در عمل کاهش چشمگیر ایجاد رنگ حاصل از ترکیب آنزیم 
غلظت   از  توان  می  را  استات  ایندوکسیل    0/ 01و 

این میکروگرم/میلی از  نمود.  مشاهده  کاربوفوران  لیتر 
شدن کامل آنزیم که باعث عدم  توان بلوکهغلظت به بالا می

رنگ کرد   را    باشد  می  حسگرها    در      ایجاد    مشاهده 
  (.6)تصویر 
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10 5 1 0.5 0.1 0.05 0.01 C 

به    .6تصویر   نسبت  کاغذی  حسگر  زیست  رنگ  تغییر 
حشرهغلظت مختلف  )میکروگرم/ های  کاربوفوران  کش 

شده و تاثیر آن در جلوگیری  سازی لیتر( در کاهوي آلودهمیلی
 .کولین استرازاز فعالیت آنزیم استیل

  
 

کارباماتها حشره       خانواده  از  که  نیز  پریمیکارب  کش 
  روی    کاربوفوران  کش  حشره  مانند    رفتاري      باشد،می

می نشان  بهآنزیم  پایینطوریدهد  از  یعنی  که  غلظت  ترین 
کش کاهش فاحش رنگ  لیتر از حشرهمیکروگرم/میلی  01/0

توان مشاهده  های بعدی عملا فقدان رنگ را میو در غلظت
 (.7)تصویر کرد 

 

 

        
10 5 1 0.5 0.1 0.05 0.01 C 

به    .7تصویر   نسبت  کاغذی  حسگر  زیست  رنگ  تغییر 
حشرهغلظت مختلف  )میکروگرم/ های  پریمیکارب  کش 

شده و تاثیر آن در جلوگیری  سازی لیتر( در کاهوي آلودهمیلی
 .کولین استرازاز فعالیت آنزیم استیل

  
 

حسگر کاغذی فناوری جدیدی است که نوارهای زیست      
شود که روی نوار  گیری را شامل مییک روش کامل اندازه

می انجام  به]27-24 [شودکاغذی  نوارها  اینگونه  دلیل . 
حمل و سریع بودن  سهولت در کاربرد، ارزان بودن، قابل

اندازه برای  کاربرد  باقیتوانایي  آفتگیری  در  کشمانده  ها 
پژوهش حال حاضر،  در  دارند.  را  هاي زیادی  آزمایشگاه 

اندازه به  استیلمربوط  آنزیم  بازداری  استراز  گیری  کولین 
-ها با استفاده از روش کمیکشروی کاغذ برای تجزیه آفت

استیلسنجی آبسازی رنگ انجام شده کافت  استراز  کولین 
ایجاد کشی  شده بستگی به غلظت حشرهاست. میزان رنگ 

گردد. کولین استراز میرد که باعث بازداری فعالیت استیلدا
آزمایش کروموژنیک  این  شیمیایی  مواد  از  استفاده  با  ها 

شود که بهترین آن ایندوکسیل استات است  مختلفی انجام می
. اگرچه نوارهای کاغذی مزایای بسیاری ]51و    50 [باشد

ار قرار  توانند از قبل روي نوها می)به عنوان نمونه، معرف
داده شوند و بلافاصله با نمونه ترکیب شوند( دارند، اما به  

معرف  کم  اختلاط  قابلیت  حساسیتدلیل  کاغذ،  روی   ها 

دارند. پایینی  روش  تشخیص  از  پژوهش،  این  در  اما 
و   گردد  برطرف  عیب  این  تا  شده  استفاده  کاغذ  مرطوب 

بهداکنش کاغذ  روی  شیمیایی  انجام هاي  کامل    صورت 
    نوار نگهدارنده   در روی       سوراخی     کار،  این    برای  پذیرد.

 

قطرهپلی سوراخ  آن  از  که  شد  پانچ  با  پروپیلین  بافر  هاي 
دقیقه جهت مرطوب نگهداشتن محل واکنش    5فاصله زماني  

کار روش جدیدی است که به فعالیت کامل  افزوده شد. این
حساسیت روش  کند.  سزایی میها کمک بهکشآنزیم و آفت

استیل حاوی  عاملنوارحسگر  توسط  استراز  های کولین 
گیرد که شامل غلظت آنزیم و  مختلفی تحت تاثیر قرار می

سوبسترای آن ایندوکسیل استات، میزان رطوبت کاغذها و  
های مختلف سازی عاملباشد. نتایج بهینهزمان برخوابش می
غلظت   استیلواحد/میلی  800نشانگر  آنزیم  کولین لیتر 
میکرولیتر آنزیم روی کاغذ صافي بود.    5استراز و میزان  

لیتر از ایندوکسیل استات نیز بهترین گرم/میلیمیلی  5میزان  
ها در مرحله نخست براي غلظت برای این ماده بود. آزمایش

حسگر کاغذی و میزان حساسیت آن  بررسي کارایی زیست
غلظت حشره   هایبه  از  انکشمشخص  مختلف  جام های 

های مورد نظر  کشگردید و بنابر این در آن فقط از حشره
  10و    5،  1،  0/ 5،  1/0،  0/ 05،  0/ 01غلظت    7با  

از مشاهده عملکرد  میکروگرم/میلی بعد  و  استفاده شد  لیتر 
سازي کاهوی ارگانیک  ها براي آلودهها، از همین غلظتآن

آمده حاکی دست  استفاده و توسط نوارها بررسي شد. نتایج به
مانده چهار از کارایی خوب این نوارها برای تشخیص باقی

-کش مورد آزمایش بود و مشاهده نوارها پس از آزمایشآفت
میکروگرم/   01/0و    0/ 01،  0/ 1،  05/0ها نشانگر حد کمی  

کلروفن،  میلی تری  دیازینون،  برای  ترتیب  به  لیتر 
وت  (. تفا4-7کاربوفوران و پریمیکارب بود )تصویرهاي  

کمی حد  به بین  بههای  آمده  ثابتدست  مقدار   نرخ     دلیل 
   توسط   کولین استراز استیل مولکولی بازداری آنزیم   زیست
میکشحشره بررسيها  در  دیگر  باشد.  توسط  که  هایی 

دهنده کارایی خوب این روش  پژوهشگران انجام شده نشان
اندازه باقیبراي  کیفی  و  کمی  آفتگیری  ی هاکشمانده 

و    43،  41،  30،  28،  24 [ارگانوفسفره و کارباماتها است  
، میزان  ImageJافزار  توان از نرم. در این روش مي]52
کالیبره    پس    را    هاکشآفت    ماندهباقی    میزان   کردن    از 

    مشخص     نیز      کمی  صورت     به     مشخص       رنگ و غلظت
 . ]49-47 [نمود

 
 نتیجه گیری  -4

بهبا         نتایج  به  دیگر دستتوجه  با  آن  مقایسه  و  آمده 
انجامپژوهش که هاي  گرفت  نتیجه  توان  می  دنیا،  در  شده 

اندازه باقیروش  آفتگیری  زیستکشمانده  با  حسگر  ها 
هزینه و در  تواند به عنوان یک روش سریع، کمکاغذی می

ها در محصولات کشاورزی مانده سممحل براي پایش باقی
 گردد. پیشنهاد 
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