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  چکیده
اي آرد در   مدیترانهپره شب روده میانی لاروهاي سن پنجم نر و مادهمیلاز آ -فعالیت آنزیم آلفا ،در این بررسی

 و دستگاه اتوآنالایزر استفاده تجاري براي سنجش فعالیت آنزیم از کیت . قرار گرفتمطالعهشرایط آزمایشگاهی مورد 
در این بررسی برخی  .گردیدمحاسبه ) IU/mg protein(گرم پروتئین  واحد بر میلی آنزیم بر حسب ویژهفعالیت . شد

 در روز  بهینه فعالیت آنزیم، فعالیت آنزیم در طول ساعات مختلف شبانهpHمانند دما و   آمیلاز-آلفاهاي آنزیم  ویژگی
داري آنزیم  ، تأثیر مدت زمان گرسنگی و تأثیر شرایط نگهنشوونمایی، فعالیت آنزیم در مراحل مختلف لاروهاي سن پنجم

مورد مطالعه قرار در لاروهاي سن پنجم )  درجه سانتیگراد-20و چهار (دو دماي مختلف در مدت زمان مشخص در 
دار بود و دماي بهینه فعالیت   معنیو ماده  لاروهاي سن پنجم نراثر دما روي فعالیت آنزیم در که دادند نتایج نشان .گرفت
اي   مدیترانهپره شب آمیلاز -آلفافعالیت آنزیم  . آمدبه دست C˚40 ،لاروهاي سن پنجم نر و مادهآمیلاز در  -آلفا آنزیم

 نشان داد و بیشترین میزان فعالیت آنزیم در نر و ماده در ي رادار  هاي مختلف اختلاف معنیpHآرد در هر دو جنس در 
5pH = غلظت دار بود و با افزایش در هر دو جنس معنی آمیلاز -آلفااثر غلظت آنزیم روي فعالیت آنزیم .  مشاهده گردید 

 در -C ˚20داري آن در دماي هاي آنزیمی روي فعالیت آنزیم در نگه اثر تازگی محلول . فعالیت آن افزایش پیدا کرد،آنزیم
داراي  درصد 5ولی در جنس نر در سطح احتمال با شاهد دار  اختلاف معنی در جنس ماده فاقد C ˚4نر و ماده و در دماي

اوج فعالیت . دار بود روز در نر و ماده  داراي اختلاف معنی در ساعات مختلف شبانهفعالیت آنزیم . دار بود اختلاف معنی
فعالیت آنزیم . گردید ثبت 24 مشاهده شد و کمترین میزان فعالیت آنزیمی در ساعت 12آنزیم در هر دو جنس در ساعت 

 مدر لاروهاي سن پنجبه ترتیب یمی و بیشترین فعالیت آنزاي آرد متفاوت بود   مدیترانهپره شبدر مراحل مختلف زیستی 
ماده و کامل هاي نر، حشرات  هاي ماده، پیش شفیره شفیره ، پیشم نر، لاروهاي سن چهارمماده، لاروهاي سن پنج

فعالیت آنزیم در لاروهاي . مشاهده نگردیدهیچ فعالیت آنزیمی هاي نر و ماده  شفیره نر مشاهده شد ولی درکامل حشرات 
لاروهاي سن  اثر گرسنگی روي فعالیت آنزیم در .ه با یکدیگر متفاوت و داراي اختلاف معنی دار بودسن پنجم نر و ماد

 روز گرسنگی و کمترین دو بیشترین میزان فعالیت آنزیمی پس از  و نشان دادي رادار اختلاف معنیپنجم نر و ماده 
   . روز گرسنگی مشاهده شدچهارمیزان فعالیت، پس از 

  
  .ها ، ویژگیفعالیت آنزیمی، روده،  آمیلاز-آلفااي آرد،   مدیترانهپره شب:  هاي کلیدي واژه
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Abstract 

In this study, larval midgut α-amylase activity of the Mediterranean flour moth reared on 
wheat flour under laboratory conditions was studied. Enzyme activity was evaluated by using a 
commercial kit and an autoanalayzer device. Specific enzyme activity was measured as 
international unit per mg protein (IU/mg Protein). In this study, some α-amylase enzyme properties 
such as optimum temperature and pH of enzyme activity, enzyme activity during different hours of 
the day and night, enzyme activity at different developmental stages of adult male and female, 
effect of starvation period, and the effect of storage conditions of enzyme at specified periods in 
two different temperatures were studied. The results revealed that incubation temperature 
significantly affected enzyme activity for both sexes and optimal enzyme activity was detected in 
40˚C for both male and females. pH values also significantly affected enzyme activity and the 
optimal pHs for amylase activity in both sexes were 5. Effects of enzyme concentration on α-
amylase activity were significant in both sexes. Increasing the concentration of enzyme in both 
sexes caused a sharp increase in enzyme activity. Storage period in -20˚C did not decreased enzyme 
activity significantly in both sexes, but storage period in 4˚C in males significantly decreased the 
activity in comparison with the control. The results of studying enzyme activity during 24 hr. 
periods showed significant differences during day and night and the most and the least enzyme 
activities in both sexes were recorded in 12 and 24 o’clock, respectively. Enzyme activity in 
different developmental stages showed significant differences and the most enzyme activities were 
detected in 5th female larvae, 5th male larvae, 4th male and females, female and male pre-pupa, and 
female and male adults, respectively. In male and female pupae, no detectable activity was 
observed.Enzyme activity in male and female fifth instar larvae showed Significant difference. 
Starvation periods significantly affected the digestive enzyme activity in both male and female 
larvae and the trends of enzyme activity during 4 days of starvation was the same in both sexes. The 
most and the least enzyme activity were detected 2 and 4 days after starvation, respectively. 
 
Keywords: Mediterranean flour moth, α-Amylase, Gut, Enzyme activity, Properties. 
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  مقدمه
 Anagastaاي آرد با نام علمی   مدیترانهپره شب

kuehniella  (Zeller, 1879) در  آفت انباري مهم
 این آفت سالیانه .باشد میبیشتر مناطق دنیا ایران و 

کند و   به محصولات انباري وارد می راخسارت زیادي
ي کنترل این آفت بر استفاده از مواد ها اغلب روش

د که با توجه نباش میمبتنی شیمیایی به صورت تدخینی 
، جایگزینی محیطی به اثرات مخرب انسانی و زیست

تر براي کنترل این آفت و آفات مشابه  روشی امن
 فیزیولوژي به ویژه(مستلزم مطالعات فیزیولوژیک 

فاآنزیم  .باشد می) گوارش آمیلاز- آل  يوآمیلازندا ، 
 را در مواد α-D-(1,4)-glucan پیونداست که 

استروبل و همکاران  (کند اي هیدرولیز می نشاسته
هاي  در حشرات راسته  آمیلاز-آلفاآنزیم فعالیت  ).1998
. استبررسی شده زیادي ن ا توسط محققمختلف

 و تعیین pHبه دما و   آمیلاز-آلفامطالعه پاسخ آنزیم 
، )1387 زديبسعادتی  (ن گندم بهینه در سpHدما و 
، )2006یزدانیان ( Graphosoam lineatum سن
، 1389 فرشباف پورآباد و همکاران (پره هندي شب

پولک و )1387 رشیدي ال  Tecia  solanivora دارب
 همچنین بررسی تغییراتو ) 2008والنسیا و همکاران (

  Ephestia cautellaهاي گوارشی در لاروهاي  آنزیم
 -آلفابررسی فعالیت آنزیم  ،)1993 و وول بلسکیا(

 و )1995ناگاراجیو و آبراهام  (در کرم ابریشمآمیلاز
  آمیلاز-آلفاهاي آنزیم  ویژگیاز تعیین برخی 

، هارشینی و همکاران 1885اوانا تکریستوفر و ما(
، کوروپاتکین و اسمیت 2009، هیملاتا و همکاران 2003
از جمله این  )2006 و پلیگرینی و همکاران 2010

ها و  ها، تعیین ویژگی بررسی آنزیم. باشند تحقیقات می
ها ما را در شناخت فیزیولوژي  شناخت هر چه بیشتر آن

هاي یک  ویژگیزیرا  ،تغذیه در حشرات یاري خواهد کرد
 دنی آن حشره ارتباط نزدیکی داریآنزیم با رژیم غذا

زیم آن. )2011  روپاسینگهنلیکا بالاسوریا و واسانتا(
 در ي کربنها هیدرات ساز و  در سوخت آمیلاز -آلفا

 پره شب و رددانقش مهمی گیاهان و جانوران 
باشد  میوابسته به این آنزیم  اي آرد نیز شدیداً مدیترانه

 وجود ،نشاستهاز  و استفاده گوارشچرا که براي 
   و آگاهی ازییشناسا امسلم. ضروري است آمیلازها
 در شناخت یدم مهمهاي یک آنزیم ق ویژگی

در  ،مچنین ه.باشد هاي طبیعی و مصنوعی آن می مهارکننده
ی یاین بوده تا با شناساسعی بر این پژوهش 

اي آرد،   مدیترانهپره شب  آمیلاز-آلفاهاي آنزیم  ویژگی
 .شودراه براي انجام تحقیقات آنزیمی در آینده هموار 

  
  ها مواد و روش

  اي آرد  مدیترانهپره شبپرورش 
اي آرد از کلنـی        مدیترانـه  پـره   شـب براي پرورش   
پزشکی دانشگاه تبریز استفاده شد       موجود در گروه گیاه   

شده صـورت     سازي در شرایط کنترل     خالصو پنج نسل    
ــت ــرورش   . گرف ــی دوره پ ــشگاه در ط ــاي آزمای  ˚Cدم

 و شــرایط  درصــد50± 5رطوبــت نــسبی برابــر  ، 2±26
ــه صــورت   ــوري ب ت  ســاع8ی و ی ســاعت روشــنا16ن

 از ظــروف پــره ایــن شــببــراي پــرورش . تــاریکی بــود
  که داخـل     cm 30 × 20 × 10پلاستیکی مناسب به ابعاد     

فیلیپس  (  ریخته شده بودcm3 به ارتفاع گندم ها آرد  آن
 تخـم بـه ازاي      گرم 5/0  و دش استفاده   ،)1994و استراند   

آرد بـه صـورت یکنواخـت روي سـطح          کیلوگرم   دو  هر  
اي   گیري از ظـروف اسـتوانه      اي تخم بر .آرد پخش گردید  

 اسـتفاده   cm10 و قطـر دهانـه       cm30شفاف بـه ارتفـاع      
  ).1388پور و همکاران ایرانی (گردید

  
  هاي آنزیمی سازي نمونه و آمادهتشریح 

تعیـین فعالیـت    هنگـام   جز در      به ،ها  تمامی تشریح 
، روي لاروهـاي    در مراحل مختلـف نـشوونمایی     آنزیمی  

پـس از  لاروهـا   . نـد ورت گرفت سن پـنجم نـر و مـاده ص ـ        
ــی ــل ا   بـ ــط اتیـ ــدن توسـ ــوش شـ ــهـ تات در درون سـ
ی انتهـای از پهلو و بخـش      هاي حاوي آب مقطر       دیش  پتري

 لولـه  و   شـدند شـکافته    ،آن با قیچی مخـصوص تـشریح      
هـاي مـالپیگی، اجـسام        لولـه . شـد   گوارش بیرون آورده    

 ، سپس .ند حذف شد  هاي متصل به آن     بافتچربی و بقیه    
 رودهو فقــط  هشــد  بریــده لولــه گــوارشهــاي ابتــدا و انت
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 آنزیمـی مـورد اسـتفاده قـرار           فعالیـت  میانی در سنجش  
  حـاوي  ml 5/1هاي     به درون میکروتیوب    ها  روده. گرفت

 ومنتقـل    pH=  7 بـافر فـسفات سـرد بـا        لیتـر   یک میلـی  
ها و پرزهاي بدن در       حشرات کامل پس از جداسازي بال     

ــپس     ــده و سـ ــه شـ ــوب لـ ــات درون میکروتیـ محتویـ
 مـدل   ها بـا اسـتفاده از دسـتگاه هموژنـایزر           میکروتیوب

Ultra–Turrax T8 در مرحلـه بعـد   .  شدندسازي همگن
 و بــا C˚4 دقیقــه در دمــاي 5هــا بــه مــدت  میکروتیــوب

 و بلافاصـله قبـل      گردیدند سانتریفیوژ   g 10000سرعت  
هـاي    بـه میکروتیـوب    ،نشین شدن محلول روشناور    از ته 

هـا در دمـاي       در آزمایش زمان استفاده   جدید منتقل و تا     
C˚20- شدند داري  نگه.  
  

   آمیلاز-آلفاسنجش فعالیت آنزیم 
با استفاده از   آمیلاز-آلفامیزان فعالیت آنزیم 

آزمون  ساخت شرکت پارس  آمیلاز-آلفاکیت تشخیص 
بر  Alcyon 300و توسط دستگاه اتوآنالایزر مدل 

) 1385یان یزدان (کار رفته توسط   اساس روش به
به   آمیلاز-آلفا آنزیم ویژهفعالیت . گیري شد اندازه

و ) IU/mg protein (گرم پروتئین صورت واحد بر میلی
  .  آنزیم به پروتئین کل به دست آمدیاز نسبت فعالیت کل

  
  هاي آنزیمی  تعیین غلظت پروتئین در نمونه

هـاي   براي تعیـین غلظـت پـروتئین کـل در نمونـه           
ــدآنزیمــی از روش ب برادفــورد  (ردفــورد اســتفاده گردی

هاي مختلف پروتئین سرم گـاوي بـراي         از غلظت . )1976
میـزان جـذب   ترسیم منحنـی اسـتاندارد اسـتفاده شـد و        

 595ر در طـول مـوج        با استفاده از اسـپکتروفتومت     نوري
  . گیري شد نانومتر اندازه

  
  فعالیت آنزیم در دماهاي مختلف 

ــزیم تیــ فعالياثــر دمــا رو  در   آمــیلاز-اآلفــ آن
 واحـد بررسـی     پـنج به فاصله    C˚50- 25محدوده دماي   

تنظـیم  اسپکتروفتومتر   نانومتر براي    405 طول موج    .شد
پس از مخلوط نمودن محلول سوبـسترا بـا محلـول           . شد

هاي مشخص، مقدار جذب نوري پس از        آنزیمی به نسبت  
 بــا ، ســپس.گردیــد دقیقــه در هــر ســه تکــرار قرائــت دو

  گذشـت سنج مقدار جذب نـوري پـس از       اناستفاده از زم  
 هـاي    اخـتلاف  ، در نهایـت   . دقیقه یادداشـت شـد     3 و   2،  1

 3 دقیقه بـا هـم جمـع و بـر     3 و 2، 1جذب نوري پس از       
 گردید ضرب   5151عدد حاصل در ثابت     . ندتقسیم گردید 

 به دست   U/Lآنزیم بر حسب    ویژه    فعالیت     در نهایت،  و
 .آمد

  
  تلف هاي مخpHفعالیت آنزیم در 

 12 تا 5  هايpHدر   آمیلاز-آلفافعالیت آنزیم 
 بافر مورد pH. گیري شد  اندازهي نیم واحدو در فواصل

کلریدریک و هیدروکسید سدیم   اسیدبا استفادهاستفاده 
 از محلول µl 500به هر میکروتیوب . تنظیم گردید

 مشخص اضافه pHفسفات با   بافرml 300آنزیمی و 
داري در   دقیقه نگه30م پس از فعالیت آنزیو  گردید

 . با استفاده از اتوآنالایزر سنجیده شدC˚37دماي 
و با کالیبراسیون اتوآنالایزر توسط مسئول مربوطه (

   .)انجام گرفتهاي تجاري  استفاده از کیت
  

   یاثر غلظت آنزیم روي فعالیت آنزیم
 بـه   روي فعالیـت آن،   غلظت آنزیم   اثر  براي تعیین   

 روده عــدد 4 و 3، 2، 1یتــر بــافر تعــداد  ل ازاي هــر میلــی
هموژنیزه و سپس سانتریفیوژ    میانی در هر میکروتیوب     

شـرح داده    و فعالیـت آنـزیم بـا اسـتفاده از روش             شدند
 با اسـتفاده از دسـتگاه       ، براي سنجش فعالیت آنزیم    شده

  .گردیدگیري  اتوآنالایزر اندازه
  

   ی فعالیت آنزیمبراثر تازگی محلول آنزیمی 
  آمـیلاز -آلفـا  آنـزیم  فعالیـت  ، ایـن آزمـایش  در

 نـر و مـاده در شـرایط         ملاروهاي سن پـنج     میانی روده
ــای ــال دمـ ــزر ) C˚4(ی یخچـ ــداي ) -C˚20(و فریـ از ابتـ

 10 روز بعـد بـا فاصـله      60تا  ) تازه، شاهد (آن   استخراج
هـاي آنزیمـی در      نمونـه . گیري شـد    دیگر اندازه یکروز از   

 و  شـدند  داري  نگـه ص  برده بـه مـدت مـشخ        دماهاي نام 
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نـزیم بـا اسـتفاده از روش اشـاره شـده        آسپس فعالیـت    
  .گردید گیري  اندازه

  
  روز در ساعات مختلف شبانه آمیلاز -آلفافعالیت 

برداري از لاروهاي سـن        نمونه ،در این آزمایش  
روز و بــه   ســاعت شــبانه24 نــر و مــاده در طــول مپـنج 

 اري دربـرد  نمونـه . فاصله هر سه ساعت انجـام پـذیرفت      
 .صــورت گرفــت 24 و 21 ،18، 15، 12، 9، 6، 3ســاعات  

عمل تشریح و استخراج آنزیم مشابه روش اشاره شـده          
توسـط    آمـیلاز -آلفـا صورت پـذیرفت و فعالیـت آنـزیم         

  .گیري شد اتوآنالایزر اندازه
  

   آمیلاز-آلفا آنزیم یتفعالاثر گرسنگی روي 
 به طور تـصادفی انتخـاب       ملاروهاي سن چهار  

 فـیلم بـا بدنـه       هاي   درون قوطی  صورت انفرادي در    هبو  
. پـرورش یافتنـد   mm1 شفاف و حـاوي آرد بـه ارتفـاع    

هـاي    بـا بازدیـد  ، شده بودند می که وارد سن پنج    یلاروها
 که  روزانه انتخاب و بر حسب جنسیت به ظروف دیگري        

 و  گردیدند  می منتقل   ،ی بودند غذایعاري از هر گونه ماده      
، 2،  1روها به مدت    لا .شد  می  یادداشت   ها زمان این انتقال  

هوشی تشریح     از بی  پسگرسنه نگه داشته و       روز 4 و   3
 فعالیت آنزیم با استفاده از اتوآنـالایزر        ،در نهایت . شدند  

  .سنجیده شد
  
  ی در مراحل مختلف نشوونمایی  آنزیمیتفعال

براي بررسی فعالیت آنزیم در مراحـل مختلـف         
، ماي آرد، از لاروهاي سن چهار    پره مدیترانه   زیستی شب 

نـر و   کامل  هاي      پره  شفیره، شفیره و شب    ، پیش مسن پنج 
در مـورد حـشرات     . بـرداري صـورت گرفـت       ماده نمونه 

ها، کـل بـدن بـراي سـنجش آنـزیم مـورد        کامل و شفیره 
اســتفاده قــرار گرفــت و عمــل همــوژنیزه و ســانتریفیوژ 
 کردن مانند روش مـورد اسـتفاده بـراي لاروهـاي سـن            

هـاي اسـتخراج      آنـزیم . ها انجـام شـد      شفیره  پنجم و پیش  
شده طبق روش اشاره شده مورد سنجش آنزیمی قـرار          

  .گرفتند

  ها  آماري دادههاي تجزیه
 براي بررسی اثـر دمـا، غلظـت یـون هیـدروژن           

)pH(          ،گرسنگی، جنسیت، غلظت آنزیم در بـافر فـسفات ،
روز  شـبانه مختلف  در ساعات     آمیلاز -آلفافعالیت آنزیم   

در هر یک از لاروهاي نر و مـاده    و میزان پایداري آنزیم     
وضعیت  . تکرار استفاده شد   4 تصادفی در    از طرح کاملاً  

هــاي آزمایـشی مــورد بررســی قــرار   نرمـال بــودن داده 
 میـانگین بـه    هـاي   ههـا و مقایـس      تجزیـه واریـانس    .گرفت

-MSTATافـزار    اي دانکن با نرم      چنددامنه آزمونروش  
C  از   نیـز   و براي رسم نمودارهاي مربوطـه      ند انجام شد
  .استفاده گردید Excel 2007افزار  نرم

  
  نتایج و بحث

  فعالیت آنزیم در دماهاي مختلف 
ــزیم    ــت آن ــا روي فعالی ــر دم ــااث ــیلاز-آلف   آم

اي آرد     مدیترانـه  پـره   شـب  نر و ماده     ملاروهاي سن پنج  
  در دمـاي   یدار بود و بیشترین میزان فعالیت آنزیم        معنی

C˚40  ی دیگـر اخـتلاف   دمای که با تیمارهاي   مشاهده شد
ن مختلـف مویـد     محققانتایج تحقیقات   . داشتداري    معنی

در   آمـیلاز -آلفـا این موضـوع اسـت کـه فعالیـت آنـزیم           
 و در   ردحشرات مختلف با افزایش دما سیر صـعودي دا        

پیـدا   فعالیـت آنـزیم بیـشترین مقـدار را           ، بهینه دمايیک  
 -آلفـا اثر دما روي فعالیت آنـزیم    ، به عنوان مثال   .کند  می

دار بـود و   معنی  Graphosoma lineatum سن آمیلاز
کامـل  هاي    در سن  C˚50  تا 25 يهافعالیت آنزیم در دما   

   بـود  C˚37و دماي بهینه فعالیت آنزیم      نر و ماده مشابه     
  آمـیلاز  -آلفـا در بررسی فعالیت آنزیم      .)1385یزدانیان  (

 C˚37  برابـر بـا    فعالیت آنزیم پره هندي، دماي بهینه       شب
نر و ماده   کامل  حشرات  به دست آمد و فعالیت آنزیم در        

فرشــباف پورآبــاد و همکــاران  (داشــترونــد مــشابهی 
 با نتایج به دست آمده مطابقـت         تحقیق حاضر   که )1389
کــه واکــنش آنزیمــی بــا  بــسته بــه ایــن .)1شــکل  (دارد

لیـت  ه فعا سوبسترا چقدر به طـول بینجامـد، دمـاي بهین ـ         
هـا   دماي بهینه فعالیت آنـزیم  آنزیم متفاوت خواهد بود و    

ــه  ــستگی   pHب ــز ب ــا  .)1973هــوري   (داردواکــنش نی ب
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هاي آنزیم نیز افزایش      انرژي جنبشی ملکول   ،افزایش دما 
دهنــده آنــزیم  پپتیــدي تــشکیل ، زنجیــر پلــیکنــد مــیپیــدا 

 زیـرا  ،یابد   و فعالیت آنزیم کاهش می     شود،  واسرشته می 
بـه  هـا      پـروتئین  ماننـد ی  یهـا   حیاتی مـاکروملکول  فعالیت  

  .)2001کولب  (باشد میوابسته ها  ی آنیساختمان فضا
  

گرم  واحد بر میلی(میانگین فعالیت ویژه روي  اثر دما -1شکل 
 میانی لاروهاي سن پنجم   آمیلاز روده-آنزیم آلفا) پروتئین
  .)pH = 7(اي آرد  در دماهاي مختلف  پره مدیترانه شب

  
   هاي مختلفpHفعالیت آنزیم در 

 آمـیلاز  -نتایج نشان دادند که فعالیت آنزیم آلفا      
 هاي مختلف در لاروهاي سـن پـنجم نـر و مـاده          pHدر  

دار بـود و     درصد داراي تفاوت معنـی     1در سطح احتمال    
بـا افـزایش   .  دیده شد = 5pHبیشترین فعالیت آنزیم در 

pH        آمـیلاز کـاهش   - از مقدار بهینه، فعالیـت آنـزیم آلفـا 
 فعالیت آنزیمی مـشاهده     12 و   5/11 هاي   pHیافت و در    

هـاي آمـیلاز      بررسی بیوشـیمیایی آنـزیم    ). 2شکل  (نشد  
توســط آبراهــام و   ) Bombyx mori(کــرم ابریــشم  

نشان داد که آنـزیم     ) 1992آبراهام و همکاران     (همکاران
 در .  فعالیت قابل تـوجهی داشـت   = 2/9pHدر محدوده 

پـره     آمیلاز شب  -بررسی صورت گرفته روي آنزیم آلفا     
دار   در لاروهاي سن پنجم نر و ماده معنـی pHهندي اثر   

ــر  pHو  ــزیم براب ــت آن ــه فعالی ــود5/5 بهین فرشــباف  ( ب
دسـت آمـده       که بـا نتـایج بـه         )1389پورآباد و همکاران    

 بهینه اسـیدي در تحقیـق حاضـر مطابقـت      pHمبنی بر 
اي   الاترین میـزان فعالیـت پروتئـاز روده       همچنین، ب . دارد

 = pH 5/5 در Anticarsia gemmatalisدر بالپولکدار 

 pH .)2005اویر و همکـاران  ز (  مشاهده شد = 8pHو 
ــداز در      ــزوز آمینی ــی هگ ــزیم گوارش ــت آن ــه فعالی بهین

Spodoptera frugiperda  گـزارش شـده    5/5  برابـر 
 آمـیلاز در    -فـا آنـزیم آل  . )2006تومیا و همکـاران      (است

 هــاي اســیدي و قلیــایی فعالیــت pHگــستره وســیعی از 
ــت    pH. دارد ــق روي فعالی ــور مطل ــه ط ــیط روده ب  مح
هاي   هاي گوارشی مؤثر نیست چرا که برخی آنزیم         آنزیم

  pHدیگر غیر از آمیلاز نیز در محیط قلیایی روده داراي
 روي فعالیــت pHهمچنــین، اثــر . بهینــه اســیدي هــستند

غییر مـدت زمـان واکـنش تفـاوت خواهـد کـرد       آنزیم با ت 
تـوان بـه      از عوامل دیگر تأثیرگذار مـی     . )1385یزدانیان  (

 بافر مـورد اسـتفاده اشـاره کـرد       pHغلظت سوبسترا و    
 بافر مورد استفاده در این      pH. )1951روس و همکاران    (

 روي pHگـزارش شـده کـه تـأثیر     .  بود 7آزمایش برابر   
اطر ایجاد تغییر در ترکیـب و       تواند به خ    فعالیت آنزیم می  

بار الکتریکی در اسیدهاي آمینه موجود در جایگاه فعـال          
یا کاتـالیکی و جایگـاه تمـاس یـا پیونـد در آنـزیم باشـد           

  ).1383 زاده و همکارانکریم(
  

  اثر غلظت آنزیم روي فعالیت آنزیمی
اثــر غلظــت روي فعالیــت آنزیمــی در لاروهــاي 

اي آرد در سـطح       رانـه پـره مدیت    سن پنجم نر و ماده شب     
دار بـود و بیـشترین فعالیـت آنـزیم در             معنی% 1احتمال  
لیتـر بـافر فـسفات         میلـی  1 عدد روده میـانی در       4غلظت  

با افزایش غلظت آنزیم، میزان فعالیت آنزیم       . مشاهده شد 
اثـر غلظـت آنـزیم در بـافر          ). 3شـکل   (نیز افزایش یافـت     

و  G. lineatum آمـیلاز سـن   -روي فعالیت آنـزیم آلفـا  
دار بود و مشاهده شـد کـه بـین فعالیـت              سن گندم معنی  

آنزیم و تعداد غـدد بزاقـی مـورد اسـتفاده رابطـه خطـی               
 )1385 و یزدانیـان     1386زدي  ب ـسـعادتی    (وجود داشت 

اي   پـره مدیترانـه     که با نتایج به دست آمده در مورد شب        
  .آرد مطابقت دارد
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   میانی لاروهاي   آمیلاز روده-آنزیم آلفا) گرم پروتئین واحد بر میلی ( روي میانگین فعالیت ویژهpH اثر -2شکل 

 ).C˚ 37دماي (اي آرد  پره مدیترانه سن پنجم شب

  
   میانی لاروهاي  آمیلاز روده- آنزیم آلفا) گرم پروتئین واحد بر میلی( اثر غلظت آنزیم در بافر روي فعالیت ویژه -3شکل 

 ).pH = 7( آرد اي پره مدیترانه  سن پنجم شب

  
   فعالیت آنزیمی براثر تازگی محلول آنزیمی 

مربوط بـه    آنزیمیهاي    محلولفعالیت آنزیم در    
 اي آرد    مدیترانـه  پـره   شـب  نر و ماده     ملاروهاي سن پنج  

محلول آنزیمی (با شاهد  -C ˚20 در دمايداري شده نگه
اثـر  . نـشان نـداد   داري را    اخـتلاف معنـی    )تازه تهیه شده  

روي فعالیـت    لول آنزیمی بـر فعالیـت آنزیمـی       تازگی مح 
دار نبـود ولـی     در جنس ماده معنـی C ˚4آنزیم در دماي

  %5روي فعالیت آنزیم در جـنس نـر در سـطح احتمـال              
 و  40،  30،  10 هـاي   فعالیت آن در محلول   دار بود و      معنی

اخـتلاف   روزه   20  در محلـول   آنـزیم فعالیت  با   ه روز 60
 )1385یزدانیـان    (ه گـزارش   ب ).1جدول   (دار داشت   معنی

 آمـیلاز در    -آلفـا  آنزیمی     محلول داري  مدت زمان نگه  اثر  
دار و   غیرمعنی فعالیت آن    روي ، درجه سانتیگراد  4 دماي

 اثـر   .بودداري داراي فعالیت       روز پس از نگه    40آنزیم تا   
 آمـیلاز  -تازگی محلول آنزیمی روي فعالیت آنـزیم آلفـا        

داري محلـول آنزیمـی     نگه و دار نبود    معنی پره هندي   شب
 روي فعالیــت آنــزیم ، روز30 بــه مــدت C ˚4در دمــاي
 .)1389فرشــباف پورآبــاد و همکــاران  (نداشــتتــأثیري 
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 پس از Lygus disponsiآمیلاز سن  -فعالیت آنزیم آلفا
همچنـان ثابـت    -C ˚18 داري آن در دمـاي  یک سال نگه

 هماننـد شـود کـه       مشاهده مـی  . )1973 هوري (ماند  باقی  
پـره     میـانی شـب     روده آمـیلاز  -آلفـا آنـزیم   موارد فـوق،    

 و اســتیــک آنــزیم بــسیار پایــدار اي آرد نیــز  مدیترانــه
داري  توان آن را به مدت طولانی در دماي مناسب نگه       می

 .کرد و مورد استفاده قرار داد

 
  

آنزیم ) گرم پروتئین واحد بر میلی(ز  آمیلا- مقایسات میانگین اثر تازگی محلول آنزیمی روي فعالیت آنزیم آلفا-1جدول 
  اي آرد پره مدیترانه  میانی لاروهاي سن پنجم شب  آمیلاز روده-آلفا

  )روز(مدت زمان نگهداري آنزیم   
  60  50  40  30  20  10  

4/101  ماده A 4/103 A 1/104  A 9/103  A 1/101  A 4/102  A دمايC˚20-  42/80  نر A 49/79  A 29/77  A 42/79  A 56/77  A 44/78  A 
2/304  ماده A 4/304  A 9/307  A 1/306  A 2/305  A 6/305  A دمايC ˚ 4  4/219  نر A 5/218  AB 5/219  A 6/219  A 8/217  B 9/219  A 

    .می باشند % 5سطح احتمال  دار در دهنده اختلاف معنی حروف غیر مشابه در هر سطر نشان
  

  ز رو در ساعات مختلف شبانهآمیلاز  -آلفافعالیت 
فعالیـت  هـاي مربـوط بـه         اختلاف بین میـانگین    

 نـر و    لاروهـاي روز در     آنزیم در ساعات مختلف شـبانه     
دار بـود و اوج       معنـی    درصـد  1ماده در سـطح احتمـال       
 کـه بـا فعالیـت       شـد  مشاهده   12فعالیت آنزیم در ساعت     

دار   داراي اختلاف معنی  روز    آنزیم در بقیه ساعات شبانه    
ه بـا بررسـی فعالیـت آنـزیم در          در رابط ـ . )2جدول   (بود

روز تحقیقات زیادي انجـام نـشده         ساعات مختلف شبانه  
 .Gآمـیلاز سـن    -بیـشترین فعالیـت آنـزیم آلفـا    . اسـت 

lineatum        در حشرات نر و ماده بـه ترتیـب در سـاعات 
بیشترین فعالیت  . )1385یزدانیان   ( مشاهده شد  24 و   12

 12 ســاعت در هنــديپــره  آمــیلاز در شــب -آنــزیم آلفــا

ــد  ــشاهده ش ــیدي  (م ــات  . )1386رش ــه اختلاف در توجی
مــشاهده شــده بــین فعالیــت آنــزیم در ســاعات مختلــف 

روز گفتنی است که میزان تغذیـه حـشره در طـول              شبانه
روز یکـسان نیـست و در نتیجـه فعالیـت             ساعات شـبانه  

که  آنزیم نیز در طول این ساعات تفاوت خواهد کرد چرا         
ترشح شده با میزان تغذیه آفت    آمیلاز   -میزان آنزیم آلفا  

ــسترا  ــشاسته آرد(و سوب ــین. متناســب اســت) ن  ،همچن
در را آمیلاز  -ن تفاوت در فعالیت آنزیم آلفا    ابرخی محقق 

به تغییر در میزان تولید آنزیم بر اثـر         روز    ساعات شبانه 
انــد  دمــاي محیطــی و شــرایط گرســنگی نــسبت داده    

  .)1389فرشباف پورآباد و همکاران (

  
پره   میانی لاروهاي سن پنجم شب  آمیلاز روده-آنزیم آلفا) گرم پروتئین واحد بر میلی(  مقایسه میانگین فعالیت ویژه -2ل جدو

  .روز اي آرد در ساعات مختلف شبانه مدیترانه
    روز ساعات شبانه

24  3  6  9  12  15  18  21  
D 4/285 6/280  ماده     D 305 BCD 9/321  B 3/362  A 316 BC 2/330  B 2/293  CD 
 F 7/130 F 5/140 E 1/174 C 3/201 A 8/165 D 1/180 B 6/138 E 1/129  نر

  .باشند می % 1دار در سطح احتمال  دهنده اختلاف معنی حروف غیرمشابه در هر سطر نشان
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   نشوونماییی در مراحل مختلف  آنزیمیتفعال
 -فعالیـت آنـزیم آلفـا     هـاي     بین میانگین اختلاف  

 1 در سطح احتمال  نشوونمایی  مراحل مختلف   آمیلاز در   
ترتیب   به   بیشترین فعالیت آنزیمی      و دار بود    معنی درصد

 نـر،   م مـاده، لاروهـاي سـن پـنج        مدر لاروهاي سن پـنج    
ــاده،  شـــفیره ، پـــیشملاروهـــاي ســـن چهـــار هـــاي مـ

کامـل  ماده و حشرات    کامل  هاي نر، حشرات      شفیره پیش
هـاي نـر و       شفیره آمیلاز در  -آنزیم آلفا . شدنر مشاهده   

بـین  . )4شـکل    (نـشان نـداد   را  ماده فعالیت قابل سنجش     
 رابطـه   هـاي گوارشـی      غذا و فعالیت آنزیم    خوردنمیزان  

ــود دارد  ــستقیم وج ــستوفر و ما (م ــاتکری و  )1985 اوان
ی یکـسان  غـذای  از لحـاظ نیـاز       نشوونماییسنین مختلف   

و حـشرات   هـا     که به طور مثـال در شـفیره        انننیستند چ 
 فعالیـت آنزیمـی نیـز مـشاهده         ،کننـد  ه تغذیه نمی  ککامل  
  مختلـــفغلظـــت آنـــزیم در مراحـــل ،همچنـــین .نـــشد

 و فعالیـت آنزیمـی تحـت تـأثیر          ردی تفـاوت دا   ینشوونما
 ، بـا افـزایش سـنین لاروي      کـه  طـوري   گیـرد بـه     میقرار  

فرشـباف پورآبـاد و      (یابـد   فعالیت آنزیم نیز افزایش مـی     
  ).1973  و هوري1968 ، هوري1389همکاران 

  

   آمیلاز در مراحل مختلف نشوونمایی-آنزیم آلفا) گرم پروتئین واحد بر میلی( مقایسه میانگین فعالیت ویژه -4شکل 
 ).7pH = 7 و C ˚37دماي (

 آمیلاز - آنزیم آلفایتفعالاثر گرسنگی روي 
 نر  لاروهاياثر گرسنگی روي فعالیت آنزیم در       

جـدول   (دار بـود    نی مع  درصد 1و ماده در سطح احتمال      
ــزیم   )3 ــت آن ــزان فعالی ــشترین می ــد از و بی   روزدو بع

 کـه بـا فعالیـت آنـزیم در سـایر            شـد  مـشاهده گرسنگی  
 ،در هــر دو جــنس. داشــتداري  اخــتلاف معنــیتیمارهـا  

 روز دوبیــشترین میــزان فعالیــت آنــزیم پــس از تیمــار  
 روز چهـار  و سـه ، یـک در تیمارهاي به ترتیب   ،گرسنگی

در بررسی صـورت گرفتـه روي        .شدده  گرسنگی مشاه 
ــی  ــرادوي ســیب زمین ــر گرســنگی روي ،سوســک کل  اث

ــزیم   ــت آن ــافعالی ــی آمیلاز-آلف ــزارش شــد و   معن دار گ

ــاي    ــزیم در تیمارهـ ــت آنـ ــشترین فعالیـ ــکبیـ  دو و یـ
کمتــرین میــزان فعالیــت . گردیــدروزگرســنگی مــشاهده 

صـفائی   ( شـد ثبـت گرسنگی   روزچهارآنزیم نیز پس از   
 اثر گرسنگی روي فعالیت آنزیم      .)2010 رانخرم و همکا  

پره هندي   شب  نر و ماده   لاروهاي سن پنجم  آمیلاز   -آلفا
دار بود و بیشترین فعالیـت آنزیمـی در نـر و مـاده       معنی

فرشـباف پورآبـاد     ( ساعت گرسنگی دیده شد    24پس از   
 آمیلاز سن -اثر گرسنگی روي فعالیت آنزیم آلفا      ).1389

  lineatum.G ر بود و بیـشترین فعالیـت آنـزیم         دا   معنی
ــس از  ــتلاف    36 و 24پ ــه اخ ــد ک ــشاهده ش ــاعت م  س
چه که در     آن .)1385یزدانیان   (داري با هم نداشتند     معنی
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شـود ایـن     تمامی موارد و مطالعـه حاضـر مـشاهده مـی          
است که در اثر تنش گرسنگی، فعالیت آنـزیم در مراحـل            

ایش افـز  ،ی که بسته به نوع حـشره متفـاوت اسـت          یابتدا
 هـیچ  ، با گذشت زمـان و ادامـه گرسـنگی       ، سپس .یابد  می

د و فعالیـت    گـرد   نمـی آنزیم مشاهده   ی در فعالیت    افزایش
کـه میـزان فعالیـت آنـزیم بـا           کند چرا   آن کاهش پیدا می   

شـود و     تنظیم مـی  ) سوبسترا(توجه به وجود ماده اولیه      
ی گرسنگی براي رفع گرسنگی اقـدام بـه         ابتدایدر مراحل   
شود ولی بـا ادامـه     آمیلاز می  -الیت آنزیم آلفا  افزایش فع 

 فعالیت آنزیم   ،گرسنگی و عدم دسترسی به نشاسته آرد      
 . شود  و در نهایت حشره تلف میبدیا میکاهش 

  
  . آمیلاز-  مقایسات میانگین اثر طول دوره گرسنگی روي فعالیت آنزیم آلفا-3جدول 

  روزهاي گرسنگی
  1  2  3  4  
4/247  ماده B 5/376  A 8/140  C 01/75  C 
7/156  نر  B 7/209  A 103 C 23/62  D 

  .باشند می% 1دار درسطح احتمال  دهنده اختلاف معنی حروف غیرمشابه در هر سطر نشان
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