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 چكیده

  برای تولید   قیمتارزان   کشت  هایمحیط   تهیه  میزبانی،  دامنه  و   قدرت بیمارگری  لحاظ  از  Bt  ترهای براسترین  به  یابیدست   از  پس

ای  ت ویژه از اهمی صنعتی مقیاس با  بیوراکتورهای در آن انبوه  تولید   اولیه، و مدل عنوانآزمایشگاهی به  فرمانتور در کریستال و اسپور

با اسدر  .  برخوردار است های فرعی صنایع مانند پسماندها و فرآورده های ارزان قیمت  تفاده از نهاده این تحقیق سعی شده است تا 

فراهم شود و میزان تولید این باکتری با استفاده از این مواد مورد ارزیابی قرار   Btای برای رشد کشاورزی بستر غذایی مناسب و بهینه 

صورت  صورت عصاره و به ه عنوان محیط کشت غذایی به های فرعی صنایع کشاورزی ب در این تحقیق پسماندها و فرآورده   گیرد.

صورت تلفیقی از دو و سه محیط کشت  های کشت به محیط مورد بررسی قرار گرفت    6Rسویه بومی    Bt kurstakiتکثیر    مایع برای

انجام شد.   Qualitek–4فزار اسازی با روش تاگوچی و با استفاده از نرم د و فرایند بهینه با درصدهای متفاوت مورد ارزیابی قرار گرفتن

با  شربت ذرت  سبوس گندم )منبع کربن( همراه با    های کشت دوتایینشان داد که در محیط   هانتایج آزمایشات و تجزیه تحلیل داده 

CFU/ml  1010  ×44/3  ،ماهی)منبع کربن(  سبوس گندم پودر  با  تایی شامل  های ترکیب سه و محیط   CFU/ml  910  ×5/5با    همراه 

و سبوس گندم،    CFU/ml  1610  ×89/9، سویا، شربت ذرت، ملاس نیشکر  CFU/ml  1610  ×98/3ربت ذرت، پودر ماهی  سویا، ش

بیشترین میزان تولید باکتری  بهترین محیط کشت   CFU/ml  1610  ×29/9شربت ذرت و ملاس چغندرقند   را در    Btهایی بودند که 

وتایی سبوس گندم و پودرماهی، سبوس گندم و شربت ذرت و  بسترهای د حاصل از    Btنتایج نشان داد،    شرایط آزمایشگاه داشتند.

تایی سویا، شربت ذرت و پودرماهی؛ شربت ذرت، سویا و ملاس نیشکر؛ شربت ذرت، سبوس گندم و ملاس چغندر  بسترهای سه 

 . است داده  صد درصد تلفات  Spodoptera littoralisقند روی لارو سن سه برگخوار مصری 

 تی، برگخوارمصریکشت، بیسازی، محیط بهینه ی: های کلیدواژه

 مقدمه 

موفق   تجاری  تولید  مهم  فاکتورهای  از  یکی 

تکثیر  کشآفت محیط  کردن  بهینه  میکروبی،    ها آن های 

میکروارگانیسم اینکه  به  توجه  با  فرایند است.  جهت  های  ها 

و تامین انرژی خود به آب، کربن، ازت، مواد آلی و  بیوسنتز  

گر فاکتورهای رشدی نیازمندند و میزان دقیق و  معدنی و دی

این  بین  شرایط    بالانس  و  میکروارگانیسم  نوع  به  بسته  مواد 

گردد، لذا تعیین هر کدام از  فیزیولوژیک مورد نظر تنظیم می

ارزا مواد  از  استفاده  و  کشت  محیط  در  مذکور  ن  عوامل 

برای   کشاورزی  جانبی  محصولات  از  آمده  بدست  قیمت 

مهم  ه  ب  Btتولید   بسیار  کریستال  و  اسپور  استحصال  منظور 

  Btهایی که در حال حاضر برای تولید  باشد. بیشتر محیط می

عنوان منبع کربن،  روند حاوی محصولات طبیعی به به کار می

به قیمت  نیتروژن و املاح معدنی هستند. با این وجود با توجه 

آفت  ارزان  محیط  کشنسبتاً  به  دستیابی  بیولوژیک  های 

باشد.  ر مورد توجه میکشت اقتصادی جهت تولید انبوه بسیا
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های صنعتی و  این، جستجوی ضایعات کشاورزی، پساب بنابر 

کربنی،   مناسب  منابع  حاوی  که  ارزان  منابع  انواع  و  شهری 

به  استفاده  باشند جهت  املاح  و  یا  صورت  نیتروژنی  و  منفرد 

از محققین بسیاری  توجه  و مورد  بوده  قرار    ترکیبی مطلوب 

علاوه   است.  و گرفته  اسپور  تولید  برای  که  محیطی    براین 

گونه ای طراحی شود که تولید  رود باید به کار میکریستال به 

تضمین   احسن  نحو  به  را  اسپورزایی  و  )بیوماس(  زنده  توده 

بهینه  آزمایشات  طراحی  و  به سازنموده  باید  نیز  ای  گونه ی 

م بتوان اثرات متقابل  ریزی شود که در فاصله زمانی ک برنامه

ن مختلف  نماید  فاکتورهای  بررسی  –Kraemer)یز 

Schafhalter & Moser, 1996)  . 

تحقیقات   مختلف  کشورهای  در  اخیر  سالهای  طی 

زمین در  غذایی    ة وسیعی  بسترهای  از  ب  Btبررسی  استفاده  ا 

فرآورده  و  و  ضایعات  کشاورزی  محصولات  فرعی  های 

بادام دانه  کلزا،  آفتابگردان،  مانند  روغنی  و  های  زمینی 

صورت  ینهگرام آن  تولید  جهت  دیگر،  مختلف  مواد  و  ها 

است   پلی(Amin et al., 2008)گرفته  و  ساکارید.  ها 

اتهای موجود در محصولات جانبی بدست آمده از  کربوهیدر

)م زراعی  محصولات  گیاهان  غلات(  دانه  پودر  ملاس،  انند 

توان  یا نشاسته هیدرولیز شده را می   جانبی فراوری دانه غلات 

نمود  به  استفاده  کربن  منبع  ،  (Brar et al., 2005)عنوان 

صنایع   انواع  پسابهای  پرمیت(،  و  پنیر  آب  )مانند  غذایی 

خانگپساب و  شهری  نیزهای  دکستروز  و  منابع  به   ی  عنوان 

روند. علاوه بر  های کشت به کار میکربوهیدرات در محیط 

این رشد باکتری و تولید کریستال نیاز به برخی املاح معدنی  

دارد   خاص  غلظت   ,.Berbert–Molina, Prata et al)با 

ا  .   (2008 نیز  نیتروژن  نمکتامین  طریق  آمونی ز  وم،  های 

یا  آمینو  حیوانی  منشاء  از  پروتئین  از  غنی  مواد  یا  اسیدها 

ذرت   و  سویا  فراوری  جانبی  محصولات  شامل  گیاهی 

)شربت ذرت(، آرد بذر پنبه عاری از روغن، عصاره مخمر و  

پنیر، پودر پروتئین  ماهی و کازئین صورت میگیرد    های آب 

(Alotaibi et al., 2008)  در انتخاب منابع کربن و نیتروژن .

فاکتورهای در دسترس بودن، ارزان و غنی بودن بسیار حائز  

 اهمیت است. 

 Dulmage & Rhodes. (1971)  تولید  روش   Btهای 

توصی بصورت  متذکر  فرا  و  آوردند  در  تحریر  رشته  به  ی 

جامد  تواند هم در محیط کشت نیمه شدند که این باکتری می

کش محیط  در  هم  درو  شود.  تولید  مایع  مطالعات    ت  چین 

انجام    Btجهت تولید و استفاده از    1960  ای از سالگسترده 

روش  از  و  توسعه  های  گرفته  و  تکمیل  جهت  مختلفی 

استفاده   صنعتی  نیمه  تولید  و  فرمانتاسیون    شده تکنولوژی 

( گزارش  طبق  پسماند    Tianjin (1994است.  از  چین  در 

سوی محصولات   مانند  پنبه کشاورزی  باا،  و  زمینی دام دانه 

به روغن شده  تولیدکشی  اصلی  ماده  شده    Bt  عنوان  استفاده 

فرمانت روش  از  برزیل  در  تولید  است.  برای  جامد    Btاسیون 

موفقیت ه ب است  طور  شده  استفاده   ;Obeta, 1984)آمیزی 

Capalbo et al., 2001)  . 

(lachhab (2001   پسماندهای آب فاضلاب را به عنوان

تولید  بست برای  غنی،  بسیار  استفاده    Btرغذایی  نمود.  معرفی 

باکتری   تولید  برای  جامد  نیمه  بستر  در  گندم  سبوس   Btاز 

 ,Vimala Devi, 2005; Marzban)  استقیت آمیز بوده  موف

2012)  . 

Fernando Hercos (2008)    با خود  آزمایشات  در 

سویا تفاله  از  ذرت  ،استفاده  و  که    ،گلوکز  گرفت  نتیجه 

تتر و  گلوکز  از  میکیبی  را  سویا  به فاله  بستر  توان  عنوان 

تولید   در    Btغذایی جهت  فرناندو  همچنین  نظر گرفت.  در 

سال  آزمای در  دیگری  و  از    2010ش  سویا  گلوکز،  تفاله 

به  )کود( خوک  فضولات  و  نیتروژن  ذرت  غنی  منبع  عنوان 

 استفاده کرد. Btبرای تولید 

(Soccoll et al. (2009  چغندرقند    یا و ملاس تفاله سو

  Poopathi (2010)در نظر گرفت. پوپاتی    Btرا برای تولید  

از  استفاده  ضایعات  با  و  برنج  توانست  طی   سبوس  را    Btور 

تولید کند و سبوس برنج را منبع غذایی مناسبی برای تکثیر  

Bt .معرفی کرد  

ها وابسته به تامین  حداکثر رشد و تکثیر میکروارگانیزم

املاح معدنی مثل پتاسیم، منیزیم، فسفر، سولفور    ها و ویتامین

کل از  کمی  مقادیر  میو  غیره  و  آهن  روی،  باشد  سیم، 

(Saberi et al., 2020; Jayaraman, 2003)ت این  .  امین 

می آب املاح  طریق  از  و  تواند  دریا  آب  طبیعی،  های 

باید   انتخاب منبع املاح نیز های متفاوت صورت پذیرد.نمک
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رشد  گونه به  و  بوده  غنی  و  ارزان  دسترس،  در  که  باشد  ای 

بهینه و تولید کریستال را تضمین نماید. بنابراین تعیین ترکیب  

تولی برای  کشت  محیط  مناسب  و  کریستال  ارزان  و  اسپور  د 

در فرمانتور میزان هزینه تولید را کاهش داده و علاوه بر آن  

برد. عوامل دیگری که در رشد باکتری نیز بالا میکارایی را  

بودن   مناسب  دارند،  دما    pHتاثیر  و  محیط کشت، اکسیژن، 

باکتریها در  می اکثر  صورت    7برابر    pHباشد. رشد مطلوب 

محیط   pHلولی و مواد حاصل از آن،  پذیرد و متابولیسم سمی

  ترتیب که بطور معمول نماید، بدینرا دستخوش تغییراتی می

ها آن  را کاسته و مصرف پروتئین   pHمصرف کربوهیدراتها  

ها  دهد. در نتیجه میزان پروتئین یا کربوهیدرات را افزایش می

تغییرات  در محیط  بینی  محیط را پیش   pHهای کشت حدود 

معمی مواد    pHمولا  نماید.  تدریجی  افزودن  یا  بافر  توسط 

می تنظیم  محیط  به  قلیایی  یا   –Kraemer)گردد  اسیدی 

Yezza & Tyagi. et al., 2005)   .   های  در این تحقیق نهاده

فرآورده   ارزان و  پسماندها  مانند  صنایع  قیمت  فرعی  های 

شامل ملاس چغ نیشکر،  کشاورزی  باگاس  و  ندرقند، ملاس 

شیره  پودر  شربت ذرت،  تفاله سویا،  ی خرما، سبوس گندم، 

و   به ذرت  ماهی،  و  پودر  دوتایی  ترکیبی  غذایی  بستر  عنوان 

    مورد ارزیابی قرار گرفتند. Btتایی برای تولید بهینه سه

 

 هامواد و روش 

 در ترکیب دو منبع غذایی  Btتكثیر 

آزما از  مرحله  این  جامد  در  مواد  تمام  یش، 

کشتعصاره  محیط  و  شده  به گیری  تلفیقی  صورت  های 

که   محیط  دو  از  )شماره  ترکیبی  جدول  شده  1در  آورده   )

میزان   به  مساوی  نسبت  با  و  ارلن   5است  در  های  درصد 

ml500     تلقیح و  بذر  تهیه  برای  گرفتند.  قرار  آزمون  مورد 

( مایع  غذایی  محیط  از  استفاده    ( Nutrient Brothباکتری 

ارلن   یک  در  منظور  این  به  مقدار    ml500شد.   ml300به 

ل کردن یک لوپ  استری  پس از  تهیه شد و  NBمحیط کشت  

  16( در آن کشت داده، سپس ارلن به مدت  6R)سویه    Btاز  

دور   با  شیکر  روی  دمای    rpm190ساعت  درجه    30در 

شد.   داده  قرار  محیطسلسیوس  تمامی  کشت  همچنین  های 

بعد   آماده اصلی  و از  شده  استریل  هود    سازی،  زیر  در 

شد.  7روی    هاآن   pH  بیولوژیک، به   تنظیم  ر  منظوسپس 

درصد به    5به نسبت    NBباکتری، از محیط کشت  تلقیح بذر  

کشت محیط  تیمار  حجم  شد،  اضافه  ارلن  در  تلفیقی  های 

به  کشت  شاهد  محیط  از  استفاده  با  جداگانه   NBصورت 

آزمایش مورد بررسی قرار گرفت. جهت مقایسه با تیمارهای  

درجه  30در دمای  rpm190ها روی شیکر با دور ارلن تمامی

قرار داده شدند. جهت ارزیابی  ساعت    96یوس به مدت  سلس

در    pHها و بررسی روند تغییرات  تولید باکتری در این محیط 

گیری به  از فرایند تخمیر نمونه ساعت    72و    48،  24های  زمان

ثبت گردید. همچنین    هاآن  pHو تغییرات    CFU  عمل آمد و

زیست به  آزمایش  ماده  منظور  دو  تلفیق  در  از غذایسنجی    ی 

استفاده شد. در این    Spodoptera. litturalisلارو سن سوم  

روش لاروها روی غذای مصنوعی پرورش داده شدند و در  

با آغشته کردن غذای مصنوعی  آزمون زیست  نهایت سنجی 

شده انجام شد. مرگ و میر لاروها به مدت یک  تکثیر    Btبا  

یش آزمااین  هفته ثبت گردید. تیمار شاهد و تیمار کنترل در  

ترتیب   به  نظر   Nutrient Brothنیز  در  استریل  مقطر  و آب 

 گرفته شدند.  

موادی که به عنوان محیط کشت در این تحقیق استفاده 

به شده  خشک  وزن  درصد  نظر  از  چیز،  هر  از  قبل  ور  طاند 

وزن   محاسبه  برای  گرفتند.  قرار  بررسی  مورد  جداگانه 

ط شد.  مخلو قطر  خشک مقدار مشخصی از هر ماده با آب م

به صورت شیره غلیظ فرآوری شده بودند )شربت  موادی که 

یره خرما، ملاس نیشکر( به میزان  ذرت، ملاس چغندرقند، ش

جامد    5 مواد  همچنین  شدند.  مخلوط  مقطر  آب  با  درصد 

گن  باگاس  )سبوس  ذرت،  پودر  ماهی،  پودر  سویا،  تفاله  دم، 

با آب مقطر مخلو  5نیشکر( نیز به میزان   از  ه و  ط شددرصد 

گیری به عمل آمد. برای این منظور هر عصاره عصاره   هاآن

ساعت در دمای اتاق نگهداری شد. بعد از آن با    24به مدت  

ها از عصاره جدا  استفاده از یک کیسه نخی تحت فشار تفاله 

با مش  الک  از    شد. و برای جداسازی دیگر ذرات احتمالی 

عصاره   180 سپس  گردید.  استفاده  جهخال  میکرون  ت  ص 

گرفت.  اندازه  قرار  استفاده  مورد  خشک  وزن  گیری 

 ml  40 های فوق الذکر هر کدام جداگانه، در حجم  نمونه 

دقیقه   20به مدت    rpm 10000 در دستگاه سانتریفیوژ با دور
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یا  درج  4و دمای   مایع رویی  قرار گرفت. سپس  ه سلسیوس 

دمای   در  رسوب  و  ریخته  دور  درجه    45  ±  1سوپرناتانت 

نهایت رسوب    48به مدت    وسلسیس ساعت خشک شد. در 

به  با دقت  خشک شده  دیجیتال  ترازوی  گرم   0001/0وسیله 

وزن شد و بر حسب درصد محاسبه و ثبت گردید. همچنین  

 سبه شد. نیز محا NBوزن خشک تیمار شاهد 
 

 های تلفیقی از دو منبع غذاییمحیط کشت  –1جدول 
Table 1. Integrated cultures medium from two food sources 

 

Number Media Number Media Number Media

1 Soybean+ wheat bran 11 wheat bran+ beet molasses 21 corn powder+beetmolasses

2 Soybean+ fish powder 12 wheat bran+ sugarcane    molasses 22 corn powder+sugarcanemolasses

3 Soybean+ corn powder 13 wheat bran+bagass 23 bagass+corn steep

4 Soybean+ beet molasses 14 wheat bran+ corn steep 24 corn powder+corn steep

5 Soybean+ sugarcane molasses 15 wheat bran+ date juice 25 beet molasses+sugarcane molasses

6 Soybean+ bagass 16 fish powder+ corn powder 26 beet molasses+corn steep

7 Soybean+ corn steep 17 fish powder+ beet molasses 27 beet molasses+date juice

8 Soybean+ date juice 18 fish powder+sugarcane    molasses 28 sugarcane molasses+bagass

9 wheat bran+fish powder 19 fish powder+corn steep 29 sugarcane molasses+wheat bran

10 wheat bran+ corn powder 20 fish powder+date juice 30 sugarcane molasses+ date juice
 

 

بهینه  Btتكثیر   و  غذایی  منبع  سه  ترکیب  سازی در 

 آن با روش تاگوچی

طراحی   تاگوچی  آماری  روش  طبق  بررسی  این  در 

فاکت طراحی،  از  پیش  شد.  انجام  موثر  آزمایشی  ورهای 

نظر   مورد  سطوح  و  شده  در    هاآنشناسایی  شدند.  تعیین 

مبررسی شش  شده،  انجام  محیط   برایاده  های  های  ترکیب 

به  شدند  انتخاب  ملاس  کشت،  ذرت،  شربت  که،  طوری 

سبوس   و  سویا  تفاله  ماهی،  پودر  نیشکر،  ملاس  چغندرقند، 

غلظت  در  گرفتند. گندم  قرار  استفاده  مورد  مختلف  های 

تهیه محیط کشت همچ با ترکیب  نین  نهایت  تلفیقی، در  های 

زا و مستقل  ش مجزمایماده از مواد فوق انجام شد. لذا سه آ  3

آزمایش   هر  طراحی  برای  و  شد  انجام  هم  و   3از  فاکتور 

ر نظر گرفته شد، به عبارتی برای تهیه  سطح د  3هرکدام در  

مورد   غلظت  سه  در  ماده  سه  از  تلفیقی  کشت،  محیط  یک 

)برر شماره  درجدول  که  گرفت  قرار  با  2سی  است.  آمده   )

ناسب  عامد مه متآرایافزار تاگوچی،  ها در نرم وارد کردن داده 

(9  L –  محیط یک  تهیه  برای  نهایت  در  و  آمد،  بدست   )

  9سطح )غلظت(،    3متغیر )ماده( و در    3کشت تلفیقی شامل  

مجموع   در  و  در    27آزمایش  و  طراحی  تکرار    3آزمایش 

 شد.  انجام  

 طراحی آزمایش

های  به منظور طراحی آزمایش برای هر یک از محیط 

استفاده شد.   Qualitek–4 ار افز نرم  تایی، ازکشت تلفیقی سه 

های  افزار، آزمایشهای عددی در این نرم با وارد کردن داده 

به  آرایه زیر  جداول  صورت  در  شدند.  طراحی  متعامد  های 

کشت  محیط  انواع  تلفیقی  زیر  ترکیبات های  آزمون،  مورد 

اختلاط    هاآن درصد  به    هاآن و  آزمایش  طراحی  اساس  بر 

 داده شده است.  شرح فکیک روش تاگوچی به ت
 

کیفیت   تلفیقی   یتولید   Btارزیابی  محیط  در 

 تایی سه

تلفیق سه ماده غذایی ، حجم محیط   در آزمایش های 

سی سی در نظر    500در ارلن های    ml 150 ها به میزانکشت

تلفیق  گر مانند  آزمایش  انجام  و  آماده سازی  فته شد، روش 

انج از  بعد  و  انجام شد  ماده غذایی  تدو  ارلن لقیحام  ها  ، همه 

به    سلسیوس درجه    30، در دمای  rpm190روی شیکر با دور  

منظور ارزیابی تولید باکتری  ساعت قرار گرفتند. به   72مدت  

کشت  محیط  این  کلنی در  واحد  میزان    (CFU)ساز  ها، 

زیست  آزمایش  همچنین  شد.  ارزیابی محاسبه  جهت  سنجی 

فرآ بهترین  در  اندوتوکسین،  دلتا  آمده    ة وردتولید  بدست 

در نهایت تجزیه  انجام شد.    S. litturalisروی لارو سن سوم  
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نرم  از  استفاده  با  مراحل  تمام  در  نتایج  تحلیل   انجام شد.  Qualitek–4افزار و 
 

)  مربوط  9–1تیمارهای    –2جدول   با درصدهای مختلف  ماهی  پودر  ماده سویا، شربت ذرت،  تلفیق سه  تیمارهای  aبه   ،)10–18  

به مربو )تل  ط  مختلف  با درصدهای  نیشکر  شربت ذرت، ملاس  ماده سویا،  تیمارهای  bفیق سه  تلفیقی سبوس    27–19(  به  مربوط 

 ( است. cگندم، شربت ذرت، ملاس چغندرقند با درصدهای مختلف )

Table 2. Treatments 1 – 9 related to the combination of three ingredients soy, corn steep, fish powder with 

different percentages (a), treatments 10 – 18 related to the combination of three   ingredients soy, corn steep, 

sugar cane molasses with different percentages (b) and treatments 19 – 27 are related to the combination of 

wheat bran, corn steep, sugar beet molasses with different percentages (c). 

number Test soybean corn steep fish powder number Test corn steep soybean Sugarcane mol. number Test wheat bran corn steep beet molasses

1 0.2 3 0.2 10 3 0.2 0.2 19 0.2 3 0.2

2 0.2 4 0.5 11 4 0.2 0.5 20 0.2 4 0.5

3 0.2 5 1 12 5 0.2 0.8 21 0.2 5 0.9

4 0.5 4 0.2 13 4 0.5 0.2 22 0.6 4 0.2

5 0.5 5 0.5 14 5 0.5 0.5 23 0.6 5 0.5

6 0.5 3 1 15 3 0.5 0.8 24 0.6 3 0.9

7 0.9 5 0.2 16 5 0.9 0.2 25 1 5 0.2

8 0.9 3 0.5 17 3 0.9 0.5 26 1 3 0.5

9 0.9 4 1 18 4 0.9 0.8 27 1 4 0.9

The amount of ingredients combined as a percentage The amount of ingredients combined as a percentage The amount of ingredients combined as a percentage

a b c

 
 

 نتایج  

 Btهای دوتایی در تولید اثر تلفیق محیط کشت

محیط در  که  داد  نشان  آزمایشات  دوتایی  نتایج  کشت  های 

 CFU/ml  1010  ×44 /3سبوس گندم همراه با شربت ذرت با  

با   ماهی  پودر  با  گندم همراه   CFU/ml  910  ×5 /5و سبوس 

کشت  محیط  تولید  بهترین  میزان  بیشترین  که  بودند  هایی 

 را در شرایط آزمایشگاه داشتند.  Btباکتری 

 
ساعت پس از    72و    48،  24ی  هان اهای تلفیقی دوتایی در زم( در برخی از محیط کشت(CFU/mlساز  میزان واحد کلنی  –1شکل  

 تخمیر
Fig. 1. The amount of colony–forming units (CFU/ml) in some combined double cultures at 24, 48 and 72 hours 

after fermentation. 

 

ماده   تلفیق دو  اندوتوکسین در  دلتا  تولید  ارزیابی 

 غذایی به روش زیستی 

در تلفیززق   Btبه منظور ارزیابی میزززان دلتااندوتوکسززین  

را در پایزززان  CFUدو مزززاده غزززذایی کزززه بیشزززترین مقزززدار 

سنجی انجام شززد کززه نتززایج فرمانتاسیون داشتند تست زیست
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حاصززل از   Btاسززت. نتززایج نشززان داد،  آمده    3آن در جدول  

بسترهای دوتایی سبوس گندم و پودر ماهی، سبوس گنززدم و 

شززززربت ذرت روی لارو سززززن سززززه برگخززززوار مصززززری 

Spodoptera littoralis  است داده صد درصد تلفات. 

 

در محییط هیای کشیت تلفیقیی   PHنتایج تغییرات  

 دوتایی

تغییرات روند  داد  pH  بررسی  د  (2)شکل    نشان  ر  که 

لگاریتمی رشد  آغاز  با  همراه  و  تخمیر    افزایش  pH،  ابتدای 

بررسیمی همچنین  ملاس یابد،  که  داد  نشان  چغندرقند    ها 

  را در   pH  تغییرات  کمترین  Bt  خرما بعنوان بستر رشد   وشیره 

 در بوده  خرما    شیره هایی که  محیط در    .ساعت نشان دادند  72

تلقیح، لگاریت  ینمحیط کمتر  pH  زمان  باکتری   میو در فاز 

نداشته تیمارها  سایر  به  نسبت  زیادی  در    .است  تغییرات 

که  محیط بوده   ملاسهایی  تلقیح    محیط  pH  نیشکر  از  بعد 

با توجه    محیط  pHبیشترین تغییرات را داشته است. تغییرات  

و همچنین نوع قندهاتی    هاآن به منابع کربن و ازت و درصد  

 موجود در محیط ارتباط مستقیم دارد.

 

زیست   –3ل  ودج کشت   Btسنجی  نتایج  محیط  برترین  در  مصری  تولیدی  برگخوار  سوم  سن  لارو  روی  دوتایی  تلفیقی  های 
Spodoptera littoralis 

Table 3. Bioassay results of Bt produced in the best combined two cultures on the third instar larvae of the cotton 

leafworm Spodoptera littoralis 

Number Treatments CFU/ml Mortality 

1 Wheat bran + fish powder 95.5×10 100% 

2 Wheat bran + corn steep 103.44×10 100% 

3 control 0 0 

 

 
میزان    –2شکل   محیط  pHتغیرات  دو در  تلفیقی  کشت  زمهای  در  و  تلقیح  لحظه  در  از  ساعت    72–48–24ی  هاناتایی  بعد 

  اسیونتنفرما

Fig. 2. Changes in the pH level in two integrated culture media at the moment of inoculation and at 24–48–72 

hours after fermentation 
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افزار  ها با استفاده از نرمنتایج تجزیه و تحلیل داده
Qualitek–4 

د سویا  تفاله  و  ماهی  پودر  ذرت،  شربت  غلظت  ر  تاثیر 

سه تلفی کلنی  هاآن تایی  ق  واحد  میزان  Bt  (CFU  )ساز  روی 

شکل   است  3در  پیش   . آمده  اساس  نرم بر  افزار بینی 

Qualitek–4   هر    و ترکیب  و درصد  ماده  هر  تاثیر  اساس  بر 

از   سه   هاآن کدام  تیمارهای  )تلفیق  برای  9–1تایی   )

  CFU/mlساز  میزان واحد کلنی،  Btسازی شرایط تولید  بهینه 
شد.    98/3×1610 ملاس  حاصل  ذرت،  شربت  غلظت  تاثیر 

تلفیق سه  تفاله سویا در  میزان واحد    هاآنتایی  نیشکر،  روی 

 آمده است.  4در شکل   Bt (CFU/ml) کلنی ساز

شکل 

 
  Bt( CFU/ml)واحد کلنی ساز روی میزان  هاآندر تلفیق سه تایی  شربت ذرت، پودر ماهی و تفاله سویاغلظت بهینه  –3شکل 

Fig. 3. The optimal concentration of corn steep, fish powder and soybean powder in their triple combination on 

the amount of colony–forming unit (CFU/ml) of Bt 

 

 

  Bt( CFU/ml) زساواحد کلنیروی میزان  هاآنتایی در تلفیق سه شربت ذرت، ملاس نیشکر، تفاله سویا غلظت بهینه  –4شکل 
Fig. 4. Optimum concentration of corn steep, sugar cane molasses, soybean powder in their three combinations 

on the amount of colony–forming unit (CFU/ml) of Bt. 

 

 

 ( CFU/ml) سازواحد کلنیروی میزان    هاآنتایی  در تلفیق سه   ملاس چغندرقند، شربت ذرت، سبوس گندمغلظت بهینه    –5شکل  
Bt  

Fig. 5.The optimal concentration of sugar beet molasses, corn steep, and wheat bran in their triple combination 

on the amount of colony–forming unit (CFU/ml) Bt. 

 

کشت محیط  در  اندوتوکسین  دلتا  های ارزیابی 

  تاییسه  تلفیقی

تایی حاصل از بسترهای بسترهای سه   Btنتایج نشان داد،  

سویا، شربت ذرت و پودرماهی؛ شربت ذرت، سویا و ملاس  
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نیشکر؛ شربت ذرت، سبوس گندم و ملاس چغندر قند روی  

برگخوار مصری   صد    Spodoptera littoralisلارو سن سه 

 . است داده درصد تلفات 

 

زیست   –4جدول   کشت   تولیدی   Btسنجی  نتایج  محیط  برترین  سه در  تلفیقی  مصری  های  برگخوار  سوم  سن  لارو  روی  تایی 
Spodoptera littoralis 

Table 4. Bioassay results of Bt produced in the best combined three–way cultures on the third instar larvae of the 

Spodoptera littoralis. 
 

Mortality% CFU/ml Treatments Number 
100% 169.29×10

 
4 1 

100% 169.89×10
 

18 2 
100% 163.98×10

 
5 3 

0 0 Control 4 

 

 بحث

از   استفاده  با  تحقیق  این  در  شد  اشاره  که  همانطور 

بومی   در   6R  Btمحصولات فرعی صنایع کشاورزی، سویه 

با استفاده  بهینه آن  تولید شد، و محیط  شرایط آزمایشگاهی 

های انجام شده تا  ت آمد. طبق بررسیساز روش تاگوچی بد

محیط  بیشتر  تولید  کنون  برای  حاضر  حال  در  که    Btهایی 

عنوان منبع کربن،  روند حاوی محصولات طبیعی به کار میبه 

نیتروژن به  کار رفته در  نیتروژن و املاح معدنی هستند. منابع 

عبارتند از: پودر ماهی، آرد پنبه دانه، شربت ذرت،    Btتولید  

محصولات  یسو ملاس.  انواع  و  چغندر  و  نیشکر  عصاره  ا، 

به  نیز  دکستروز  و  نشاسته  ذرت،  منابع  جانبی  عنوان 

محیط  در  به کربوهیدرات  کشت  میهای  به کار  طور  روند. 

رود کار میکلی محیطی که برای تولید اسپور و کریستال به 

به  و  گونه باید  توده  زیست  تولید  که  شود  طراحی  ای 

به نحو احسن تضمین نماید. طراحی آزمایشات   اسپورزایی را

گونه  به  فرایند  باید  بتوان  کم  زمانی  فاصله  در  که  باشد  ای 

بهینه کرد. در این   تولید را از نظر کیفی و کمی و اقتصادی 

می داد  نشان  نتایج  محیطتحیق  از  استفاده  با  های  توان 

  عنوان قیمت مانند ملاس چغندر قند، و ملاس نیشکر به ارزان

به  ذرت  شربت  کربن،  مواد  منابع  دیگر  و  ازت  منبع  عنوان 

مانند تفاله سویا، پودر ماهی و سبوس گندم برای تامین بستر  

 استفاده کرد.  Btغذایی مناسب مورد نیاز 

بهینه به  کلی  محیط طور  مقیاس  سازی  در  کشت  های 

میکروارگانیسم تولید  جهت  فوقصنعتی  اهمیت  از  العاده ها 

ا برخوردار  تحقیق،  سای  این  در  آمده  بدست  نتایج  طبق  ت 

توجهی   قابل  پتانسیل  و  مطلوب  اثر  از  شده  تولید  فراورده 

می  پیشنهاد  که  است  فوق برخوردار  آزمایش  روش  از  شود 

نیمه  شرایط  انجام  در  منظور  به  بالاتر  مقیاس  در  و  صنعتی 

برای دست  بهتر  آزمایشات تکمیلی  به دانش فنی هرچه  یابی 

 استفاده شود. Bt های بیولوژیک کشحشره  ددر صنایع تولی 

Dang et al. (2009) هایسویه از یکی شدند موفق Bt در  را  

–Fed)  پیوسته  نیمه  و(  Batch)  ناپیوسته  فرمنتاسیون  شرایط

Batch )تنها  عنوانبه  نشاسته  صنایع مایع ضایعات از استفاده  با  

–fed  شرایط   در   شدند   موفق  هاآن .  کنند  تولید   غذایی  منبع

Batch  زمان)  کشت  محیط  سازی  وارد    متناوب  زمان  دو  در  

  میزان  حداکثر  به(  کشت  شروع   زمان  از   ساعت  20  و  10

  که (  لیتر  در  گرم   میلی  1672)  برسند   کریستال  و   اسپور  تولید

  در   که   داد  نشان  و  بود    Batch  حالت   برابر  سه  میزان  این

  جالب .  است  بالاتر  بسیار  تولید   میزان  Fed–Batch  حالت

  حالت   در  کشت   محیط  سازی  وارد  بار  3  شرایط  در  اینکه

Fed–Batch  کاهش   بسیار   کریستال  و  اسپور  تولید  میزان  

 .داد نشان

Foad et al. (2002)  ه   استفاد   با  شدند   موفق  تحقیقی  در  

  اسپور  مناسب  تولید(  Solid state)  جامد  فرمنتاسیون  روش  از

  ها آن   کار  ن ای  در.  باشند  داشته   را   Bt  سویه   یک  کریستال   و

  شرایط   در  موثر  محیطی  و   فیزیولوژیک  مختلف  شرایط

  و   اسپور  تولید  و  سویه  رشد  میزان  بر  را   جامد  فرمنتاسیون

  پودر   که  نمودند   مشخص  هاآن .  نمودند  بررسی  کریستال

 فرمنتاسیون  نوع   این  در  حامل  عامل  یک  عنوان  به  تالک

  بهترین   ذیغم  مواد   عنوان   به  براین علاوه .  دارد  را   تاثیر بهترین
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.  داد  نشان   سویا  ضایعات  حاوی  جامد  کشت   محیط  را  رشد

  رطوبت   درصد   40  شرایط  در   باکتری  رشد  میزان  بالاترین

  رشد   و تولید  میزان  رطوبت،   میزان  رفتن  بالا   با و  شده   مشاهده 

).  یافت  کاهش  باکتری گزارش   Marzban (2012مرزبان 

نیمه جامد، سبوس گندم کارایی   وبی  خکرده که در محیط 

نشان دادند    Saberi et al. (2014)  داشته است.   Btدر تکثیر  

بهینه رشد برای سویه   درجه    28در دمای    Bt 6Rکه شرایط 

محلول    pH  5/7سلسیوس،   اکسیژن  است.  80و   درصد 

(Saberi et al. (2020  در بررسی بهینه سازی محیط رشدB. 

thuringiensis v. tenebrionis   شرایط در  که    دریافتند 

و    30عملیاتی   سلسیوس  از    pH  7درجه  ساعت    72پس 

 3/0  غلظت( با  spore/ ml 1110×36/8)  CFU  میزان  حداکثر

درصد  گندم،    سبوسدرصد    3/0  جودوسر،درصد   یک 

  .بدست آمد  ذرت  شربتیک درصد    غلظت   و  نیشکر  ملاس

(Dastpak et al. (2021    که کردند  منابع  گزارش  درصد 

تولید اسپور و کریستال بسیار    نهایتا  وکربن و ازت در رشد  

)منبع    موثرند ذرت  شربت  و  کربن(  )منبع  گندم  سبوس  و 

نقش   ارزان  و  دسترس  در  غذایی  منبع  دو  عنوان  به  ازت( 

 دارند.  Bt 6Rمهمی در تولید اسپور و کریستال 

Gharibi et al. (2006)   اقتصادی   کشت   محیط   از  استفاده   با  

  در   شدند  وفقم  دریا  نمک  و  سویا  آرد  و  نشاسته  حاوی

 شرایط  سازیبهینه   و  مناسب  دهی  اکسیژن  با  فرمانتور  شرایط

  مطالعه   مورد   های   سویه   در  را   کریستال   و   اسپور   تولید   رشدی 

 . ببرند  بالا خود

  محیط   در  هوازی   شرایط   معمولا   Bt  تولید  برای   که   آنجا   از

  دارند،   کلیدی  نقش  خوب  همزنی  و  هوادهی  سیستم  با  مایع

  مورد   منابع  در  حل  قابل  مناسب  اکسیژن  نامیز  مطالعه  آن  در

  در   را  دریا  نمک  و  سویا  آرد   نشاسته،  شامل  خود  استفاده 

  که   شد   مشاهده   مذکور  تحقیق   در.  کردند  بررسی  فرمانتور

  6  در  مخصوصا  محیط  در  شده   حل  کافی  اکسیژن  وجود

  ساز  و   ساخت   شروع  برای   فرمنتاسیون  اول   ساعت

  آن   در   همچنین .  باشدیم  مهم   بسیار   پروتئینی   هایکریستال

  شده   حل  اکسیژن  %60  حدود  وجود  که   دادند  نشان   تحقیق، 

  باعث   را  توده   زیست  تولید  میزان  بالاترین  فرایند  طول  در

  در .  یابد  کاهش  کریستال  تولید  میزان  اینکه   بدون  شودمی

  ولی   رودمی  بالا  توده   زیست  تولید  ،%80  از  بیش  در  حالیکه

 Zuoariیابد.می  کاهش  (کریستال)  توکسین  تولید  میزان

  دادند   انجام  فرمانتور  سطح  در  که  ای  مطالعه  در  (1999)

 .B. thuringiensis subspتولید  برای   که  نمودند   مشاهده 

kurstaki  بر   مبتنی  اقتصادی  کشت  هایمحیط   از  استفاده   با  

  را   مهمی  بسیار  نقش  کافی  هوادهی  مثل  کشاورزی  ضایعات

  مشخص   مطالعه  این  در  .دارد  کریستال  و   اسپور  تولید  در

  می   مناسب  هوادهی  و   مناسب  کربنی  منبع  وجود   که  گردید

 carbon) کربن کاتابولیتی ممانعت میزان کاهش باعث تواند

catabolite repression  )های کریستال   سنتز  فرایند  در  

 .  شود پروتئینی

بهینه  آفت اهمیت  تولید  فرایند  های کشسازی 

که   است  جهت  این  از  نظر  فبیولوژیکی  از  تولیدی  راوردة 

های تولید را کاهش دهد. لذا  اقتصادی به صرفه بوده و هزینه 

بی  باکتری  تولید  برای  بهینه  کشت  محیط  به  در  دستیابی  تی 

می تحقیق  جمله  این  از  تکمیلی  مطالعات  برای  را  راه  تواند 

نیمه بهینه  فرمانتورهای  در  کشت  محیط  در  سازی  و  صنعتی 

ن در مقیاس صنعتی هموار کند. در  آنهایت کاربردی نمودن  

اثر  جا که فراورده توان گفت از آن پایان می بیولوژیک  های 

ندارند،   انسان  سلامت  و  زیست  محیط  روی  زیانباری 

کنترل آفات گیاهی، بهداشتی و منابع    هایبرنامه در  توانند  می

های  کشطبیعی استفاده شوند و جایگزین مناسبی برای آفت

 شیمیایی هستند. 
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Abstract  

After obtaining the superior Bt strains in terms of pathogenicity and host range, it is of particular importance to 

provide low–cost culture media for the production of spores and crystals in laboratory and mass production in 

industrial–scale bioreactors. In this research, an attempt has been made to provide a suitable and optimal food 

substrate for the growth of Bt by using cheap inputs such as waste and by–products of agricultural industries, and 

to evaluate the production rate of this bacterium using these materials. In this research, the waste and by–

products of agricultural industries were investigated as culture medium in the form of extract and in liquid form 

for the propagation of native Bt strain (6R). The culture media were evaluated as a combination of two and three 

media with different percentages and the optimization process was done with Taguchi method and using 

Qualitek–4 software. The results of the experiments and data analysis showed that in the culture medium with 

two substance, and wheat bran combined with corn steep with 3.44 × 1010 CFU/ml, and wheat bran combined 

with fish powder with 5.5 × 109 CFU/ml the culture medium with tree substance including soy, corn steep, fish 

meal 3.98 × 1016 CFU/ml, soy, corn steep, sugar cane molasses 9.89 × 1016 CFU/ml and wheat bran, corn steep, 

sugar beet molasses 9.29 × 1016 CFU/ml were the best culture media that had the highest production of Bt in 

laboratory conditions. The results showed that Bt obtained from culture medium with two substance of wheat 

bran and fish powder, wheat bran and corn steep and culture medium with tree substance of soybean, corn steep 

and fish meal; corn steep, soybean and sugarcane molasses; corn steep, wheat bran and sugar beet molasses 

caused 100% mortality on the 3 instar larvae of Spodoptera littoralis. 
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