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 هچكید

بیولوژی کنترل  قالب  در  بهداشتی  و  کشاورزی  آفات  مدیریت  دانش  میان  امروزه  این  در  و  است،  گسترش  درحال  ک 

ای  نقش عمده  کش زیستی با کارایی و ایمنی بالاعنوان یک آفت به   Bacillus thuringiensisهای بیمارگر حشرات  میکروارگانیسم

نتوانسته جایگزین آفت هه نل هزیدلیبه در حالی که  در کنترل آفات دارد.   تولید هنوز  بالای  ر مطالعه  های شیمیایی شود. دکشای 

حشره  فعالیت  ارتقاء  برای  بهحاضر،  مقرون  و  ارزان  کشت  و  بومی    Btصرفه  کشی  و  ،  kurstakiزیرگونه    6Rسویه  ضایعات 

چغندرقند و  خرما، ملاسدرماهی، شیره پو  ،رتذت شربت،  ذرسویا، پودرگندم، تفاله سبوس های جانبی صنایع غذایی شامل  فرآورده 

فاکتورهای میزان تولید اسپور و کریستال طی فرآیند  محیط تخمیر خام مورد ارزیابی قرار گرفت.    عنوانبه ملاس و باگاس نیشکر  

کشت  محیط  در  طی  تخمیر  مختلف  زیست 72های  شامل  که  لاروهای ساعت  روی  سه    سنجی   Helicoverpa armigeraسن 

Hübner  ،    تغییرات و  اسپور  میزان  زنده،  توده  اندازه ، می pHوزن خشک  داد،    ی شد. گیرباشد  نشان  بسترهای    Btنتایج  از  حاصل 

ملاس سبوس کورنگندم،  و  )نیشکر  ذرتاستیپ  خیسانده  سه  عصاره  سن  لارو  روی   )H. armigera  100%  است  داده   تلفات.  
 0/ 7804،  903/0به پودر ذرت، سبوس گندم و کورن استیپ به ترتیب  مربوط   تخمیر  پایان   بعد از  Btخشک توده زنده  بیشترین وزن  

در    Btبا بیشترین میزان تولید  استیپ  کورننتایج نشان داد که محیط کشت  لیتر سوسپانسیون کشت بود.  گرم در صد میلی   559/0و  

ع کربن( همراه تایی ملاس چغندر)منبودی کشت  هاحیط ( بیشترین کارایی را داشت. در مCFU/ml  1210  ×8/2شرایط آزمایشگاه )

، هر CFU/ml  1210  ×44/3با  استیپ  کورنگندم )منبع کربن( همراه با  و سبوس   U/mlCF  1210  ×22/4با   )منبع ازت(استیپ  کورن با  

د برای  یداتژی جک استرهای ما یدر مجموع، یافته   بهترین کارایی را داشتند.     H. armigera  سن سه  روی لارو  %100دو با تلفات  

 .کندمحیطی کمتر و کاهش هزینه تولید ارائه می  ات زیستبا اثر های جانبی صنایع غذاییاده از ضایعات و فرآورده استف

 صنایع غذایی ضایعات، Bacillus thuringiensisآفت کش بیولوژیک، تخمیر، های کلیدی: واژه

 

 مقدمه

بیولوژیک کش  آفت   Bacillus(Bt)  تولید 

thuringiensis   موفق ه ب میکروبی عنوان  کنترل  عامل  ترین 

  چند توسعه متاسفانه محدود به  در کشورهای در حال    ،آفات

است توسعه    ، کشور  کشورهای  در  که  است  حالی  در  این 

میلیون  و جنگلی  یافته سالانه  اراضی کشاورزی  از  هکتار  ها 

میلیون  کشپوشش آفت   زیر ارزش صدها  به  میکروبی  های 

قراردلا فرمولاسیون  د.رگیمی  ر  از  امروزه  متعددی  های 

آفا  Btهای  زیرگونه کنترل  مختلبرای  بهت  صورت  ف 
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می  تولید  دنیا  در   ,Dipel, Biobit, Javelin)  شودتجاری 

Mosquito, Attack Vectobac, Skeetal)  . 

آفت  موفق  تجاری  تولید  کلیدهای  از  های  کشیکی 

تکثیر محیط  کردن  بهینه  توجاست.    میکروبی،  اینکه    ه با  به 

انرمیکروارگانیسم تامین  و  بیوسنتز  فرایندهای  جهت  ژی  ها 

دیگر خ و  معدنی  و  آلی  مواد  ازت،  کربن،  آب،  به  ود 

فاکتورهای رشدی نیازمندند و میزان دقیق و بالانس بین این  

مواد بسته به نوع میکروارگانیسم و شرایط فیزیولوژیک مورد  

از عوامل مذکور در    ر کدامعیین هگردد، لذا تنظر تنظیم می 

مده از  دست آه محیط کشت و استفاده از مواد ارزان قیمت ب

تولید   برای  کشاورزی  جانبی  منظور    Btمحصولات  به 

می مهم  بسیار  کریستال  و  اسپور  بیشتر  استحصال  باشد. 

روند  به کار می  Btهایی که در حال حاضر برای تولید  محیط

به  طبیعی  محصولات  منعنحاوی  کربوان  و    ، نبع  نیتروژن 

هست معدنی  نسبتا  املاح  قیمت  به  توجه  با  وجود  این  با    ند. 

آفت  کشت  کشارزان  محیط  به  دستیابی  بیولوژیک  های 

می  توجه  مورد  بسیار  انبوه  تولید  جهت  از  اقتصادی  باشد. 

پساب  کشاورزی،  ضایعات  جستجوی  و  اینرو،  صنعتی  های 

حاوی  که  ارزان  منابع  انواع  و  کربنی،    مناسب  منابع   شهری 

هت استفاده به صورت منفرد و یا  نیتروژنی و املاح باشند ج

قرار  ترک  از محققین  بسیاری  توجه  و مورد  بوده  یبی مطلوب 

علاوه   است.  و  گرفته  اسپور  تولید  برای  که  محیطی  براین 

می کار  به  که  کریستال  شود  طراحی  ای  گونه  به  باید  رود 

و   )بیوماس(  زنده  توده  رااسپورزتولید  احسن    ایی  نحو  به 

بهینه  آزمایشات  طراحی  و  نموده  به  تضمین  باید  نیز  سازی 

بتوان  گونه  کم  زمانی  فاصله  در  که  شود  ریزی  برنامه  ای 

کرد بررسی  نیز  را  مختلف  فاکتورهای  متقابل   اثرات 
96)r, 19Schafhalter & Mose–(Kraemer   

ف تحقیقات وسیعی  لتهای مخ ر کشور طی سالهای اخیر د

زمین ا  ةدر  استفاده  با  مختلف  غذایی  بسترهای  ز بررسی 

فرآورده  و  و  ضایعات  کشاورزی  محصولات  فرعی  های 

بادام دانه  کلزا،  آفتابگردان،  مانند  روغنی  و  های  زمینی 

تولید  گرامینه جهت  دیگر،  مختلف  مواد  و  صورت    Btها 

ها و  دیرساکا. پلی (Amin & Alotaibi, 2008)گرفته است

ب کربوهیدرات  جانبی  محصولات  در  موجود  دست ه های 

گیاه از  ملاسآمده  )مانند  زراعی  دانه   ،ان  غلات(  پودر 

هیدرولیز   نشاسته  یا  غلات  دانه  فراوری  جانبی  محصولات 

 & Brar)توان به عنوان منبع کربن استفاده نمود  شده را می

Verma, 2005) ،   پنیر و  های صنایع غذایی )مانند آب  پساب

پساب پرمیت( انواع  نیز  ،  دکستروز  و  خانگی  و  شهری  های 

مناببه  محیطعنوان  در  کربوهیدرات  به ع  کشت  کار  های 

نیاز به  می روند. علاوه بر این رشد باکتری و تولید کریستال 

دارد خاص  غلظت  با  معدنی  املاح   ,.Salehi et al)برخی 

از    .(2015 نیز  نیتروژن  نمکتامین  آمونیوم،  طریق  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  

آب  پروتئین  پوهای  صورت    درپنیر،  کازئین  و  ماهی 

. در انتخاب نوع منبع  (Amin & Alotaibi, 2008)پذیرد  می

نیتروژن در دسترس بودن، ارزان و غنی بودن بسیار   کربن و 

 حائز اهمیت است. 

این  بر  انبوه  علاوه  تولید  برای  تاکنون  یک    Btها  عنوان  به 

بیولوژیک حشره  های مختلف تخمیر، از  کش روشفراورده 

کشت  )محیط  جامد  جامد    ،(solid stateهای  –semi)نیمه 

solid state)  ( مایع  است  submergedو  شده  استفاده   )

(Capablo, 1995)،  ها دارای مزایا  که هر کدام از این روش

خ معایب خاص  به و  هستند.  که  ود  رادس  طوری  و  دولمیج 

(Dulmage, 1971)  های تولید  روشBt  ی  فرا بصورت توصی

در تحریر  رشته  باکتری  به  این  که  شدند  متذکر  و  آوردند 

محیطمی در  هم  نیمه  تواند  محیط  کشت  در  هم  و  جامد 

  ای از سال کشت مایع تولید شود. در چین مطالعات گسترده 

استف  1960 و  تولید  از  جهت  از    Btاده  و  گرفته  انجام 

تکنولوژی  روش توسعه  و  تکمیل  جهت  مختلفی  های 

نیمه  تولید  و  استفاده  فرمانتاسیون  طبق    شده صنعتی  است. 

تیان )گزارش  درTianjin, 1994جین  پسماند    (  از  چین 

پنبه محصولات   سویا،  مانند  بادام کشاورزی  و  زمینی   دانه 

استفاده شده    Bt  لید کشی شده به عنوان ماده اصلی توروغن

ه  ب   Btاست. در برزیل از روش فرمانتاسیون جامد برای تولید  

موفقیت  است  طور  شده  استفاده   ,.Capalbo et al)آمیزی 

لگومدانه ی  برخ(  Obeta, 1984)  اوبتا   .(2001 و    ینوز های 
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عنوان  را به عدس    و  دانه سویا  زمینی، نخودفرنگی، پودربادام 

ت جهت  مناسب  غذایی  باکتری  بستر  کرد.    Btولید  معرفی 

مختلف    (،Black, 1991)  بلاک بسترهای  از  استفاده  با 

  چغندرقند و   ذرت، ملاس  پودر دانه پنبه،    پودر غذایی شامل  

 کند.  تولید   Bt، توانست نشاسته

 ,.Lachhab et al)  و همکاران  لچهاب  2001در سال  

به   (2001 را  فاضلاب  آب  غذایی  پسماندهای  بستر  عنوان 

تولید  بس برای  غنی،  سبوس   Btیار  از  استفاده  نمود.  معرفی 

نیمه  بستر  در  باکتری    گندم  تولید  برای  موفقیت    Btجامد 

  (. Vimala Devi, 2005; Marzban, 2012)  آمیز بوده است 

همکاران  فرناندو   در  (  Fernando et al., 2008)و 

با   خود  پودرآزمایشات  از  ذرت  ،سویا  استفاده  و   ،گلوکز 

از گلوکز و پودر  ه گرفنتیج توان  سویا را میت که ترکیبی 

در نظر گرفت. همچنین    Btعنوان بستر غذایی جهت تولید  به 

ا و  سوی  پودربا استفاده از    2010در آزمایش دیگری در سال  

به  )کود( خوک  و فضولات  غنی  گلوکز، ذرت  منبع  عنوان 

 را تولید کند. Btنیتروژن توانست 

در تخمیر    Btید  چغندرقند برای تول  سویا و ملاس پودر  

است شده  استفاده  جامد  .  (Pandey et al., 2008)نیمه 

از  (، Poopathi, 2010)پوپاتی   استفاده  و    سبوس   با  برنج 

توانست    ضایعات سبوس    Btطیور  و  کند  تولید  را  را  برنج 

 معرفی کرد.   Btمنبع غذایی مناسبی برای تکثیر 

ها وابسته به تامین  نیسمحداکثر رشد و تکثیر میکروارگا

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

می غیره  و  آهن  روی،  کلسیم،  از  کمی  مقادیر  باشد  و 

(Jayaraman, 2003)می املاح  این  تامین  طریق  .  از  تواند 

نمکآب و  دریا  آب  طبیعی،  متفهای  صورت  های  اوت 

به  باید  نیز  املاح  منبع  انتخاب  در  گونه پذیرد.  که  باشد  ای 

دسترس، ارزان و غنی بوده و رشد بهینه و تولید کریستال را  

ترکیب   تعیین  بنابراین  نماید.  محیط  تضمین  مناسب  و  ارزان 

د اسپور و کریستال در فرمانتور میزان هزینه  کشت برای تولی

برد. ر آن کارایی را نیز بالا می تولید را کاهش داده و علاوه ب

بودن  ند، مناسب  عوامل دیگری که در رشد باکتری تاثیر دار

pH  ها اکثرا  در  باکتریباشد.  کشت، اکسیژن و دما میمحیط

pH    رشد    6–8بین به  باکتری   هستند.قادر  در    هااصولا 

  pHتواند کنند که میکشت، ترکیباتی را تولید میهای محیط

ده  تغییر  تغییرات  را  هیدروژن    pHد.  یون  تغییر غلظت  یعنی 

ها موثر  ها که بر روند رشد باکتریدر محیط زندگی باکتری

اصولا   هیدروژنباکتری است.  یون  غلظت  به  در   ها 

غلظت محیط زیاد  تغییرات  اثر  در  و  هستند  حساس    کشت 

تغییر می یون هیدروژن )دناتوره میشکل آنها  شوند( و  کند 

تغییر  باعث  مولکول   اغلب  روی  یونی  می بارهای  شود.  ها 

کاتالیزور خواص  آنزیممعمولا   می ی  بین  از  و  ها  رود 

می متوقف  باکتری  باکتری    .شودمتابولیسم  هر  کلی  بطور 

در   که  است  رشد  برای  اپتیمم  شرایط  یکسری  خواهان 

عد  مواجه  صورت  مشکل  با  آن  زیست  شرایط،  آن  تامین  م 

رفت.   خواهد  بین  از  و  کشمحی  pHشده  باکتریط  ها  ت 

محیط  در  هیدروژن  یون  مقدار  با  مستقیمی  کشت ارتباط 

در    pHدارد.   هیدروژن  یون  غلظت  مقدار  بیانگر  محیط  هر 

آن محیط است. مقدار غلظت یون هیدروژن که افزایش یابد  

ک  وقتی  و  اسیدی  سمت  تغییر  به  بازی  سمت  به  یابد  اهش 

سته و  کا را pHها بطور معمول مصرف کربوهیدرات  .کندمی

پروتئین  میمصرف  افزایش  را  آن  میزان  ها  نتیجه  در  دهد. 

کربوهیدرات  یا  محیط پروتئین  در  حدود  ها  کشت  های 

توسط   pHمحیط را پیش بینی می نماید. معمولا  pHتغییرات 

اسیدی یا قلیایی به محیط تنظیم    بافر یا افزودن تدریجی مواد

تحقیق    .(Kraemer & Mosert, 1996)گردد  می این  در 

ارزان  نهاده  فرآورده های  و  پسماندها  مانند  فرعی قیمت  های 

ملاس  شامل  کشاورزی  ملا  صنایع  باگاس چغندرقند،  و   س 

کورن )نیشکر،  ذرتاستیپ  خیسانده  شیرعصاره  خرما،   ة (، 

عنوان  ماهی، به ذرت و پودر    ودر دم، پودر سویا، پگنسبوس  

بهینه   تولید  جهت  در  مناسب  غذایی  ارزیابی   Btبستر  مورد 

    قرار گرفتند.

 

 هامواد و روش 

 Btانتخاب سویه 

کلک  6Rسویه   از  پژوهش،  این  در  استفاده  سیون  مورد 

تحقیقات   موسسه  بیولوژیک،  کنترل  تحقیقات  بخش 

انتخاب  گیاه  کشور   ,Marzban & Salehi)  شدپزشکی 
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کشت داده    Nutrient broth. سویه مذکور در محیط  (2006

 عنوان بذر اولیه جهت انجام آزمایشات استفاده شد. شد و به 

 

 های کشتمواد مصرفی در محیط

به  که  مصرفی  محیط  مواد  شد،  کشعنوان  استفاده  ت 

  . فرآورده از پسماند صنایع غذایی و کشاورزی بود  9شامل  

گندم )رقم نوید، شهرستان شهرکرد(،  شامل سبوسمواد این 

ماهی    تفاله سویا )تهیه شده از کارخانه سویای سبحان(، پودر

دزفول(،   شهرستان  مرغداران  تعاونی  شرکت  از  شده  )تهیه 

نیشک  ملاس صنعت  و  )کشـت  هفت نیشـکر  باگاس  ر  تپه(، 

هفت  نیشکر  صنعت  و  کشت  نیشکر،  ساقه  تپه(،  )تفاله 

کورنغنــدرقند  چملاس کهریزک(،  قند  استیپ  )کارخانه 

قزوین( گلوکوزان  خشک)شرکت  ذرت  پودر  و  ،  شده 

بود.  شیره  دزفول(  شهرستان  از  شده  )تهیه  خرما  ی 

 Btها برای تولید  کشتهای انجام شده در این محیطبررسی

در محیط کشت بر میزان تولید    pHصورت تاثیر تغییرات  به 

ها ارزیابی تولید  خش از آزمایشین بدر اانجام شد.  باکتری  

Bt   ( زنده  اسپور  میزان  محاسبه  میزان  CFUبا  همچنین  و   )

( زنده  به Biomassتوده  همچنین  گرفت.  صورت  منظور ( 

محیط   بهترین  اندوتوکسین،  دلتا  پروتئین  تولید  ارزیابی 

آزمون    کشت انجام  برای  زنده  اسپور  مقدار  نظر  از 

  .گرفتسنجی مورد استفاده قرار زیست

 

 های کشت های اولیه روی محیطانجام بررسی

به  استفاده  عنوان محیط موادی که  تحقیق  این  کشت در 

به شده  خشک  وزن  درصد  نظر  از  چیز،  هر  از  قبل  طور  اند 

محاس برای  گرفتند.  قرار  بررسی  مورد  وزن  جداگانه  به 

خشک مقدار مشخصی از هر ماده با آب مقطر مخلوط شد.  

صور به  که  بودند  موادی  شده  فرآوری  غلیظ  شیره  ت 

ملاس )کورن شیره استیپ،  ملاچغندرقند،  نیشکر(  سخرما، 

آب   5میزان  به  با  مواد  درصد  همچنین  شدند.  مخلوط  مقطر 

)سبوس  پودر جامد  پودر گندم،  پودر سویا،  ذرت، ماهی، 

به باگاس نیز  با آب   5میزان  نیشکر(  مقطر مخلوط شده  درصد 

آن  از  عصاره و  بربه گیری  ها  آمد.  این عمل  هر  ای  منظور 

به  بعد    24مدت  عصاره  نگهداری شد.  اتاق  ساعت در دمای 

تفاله  فشار  تحت  نخی  کیسه  یک  از  استفاده  با  آن  از  از  ها 

از   احتمالی  ذرات  دیگر  جداسازی  برای  و  شد  جدا  عصاره 

مشالک   عصاره   180با  سپس  گردید.  استفاده  میکرون 

اندازه  جهت  خشک  خالص  وزن  قرار گیری  استفاده  مورد 

نمونه  حجم  گرفت.  در  جداگانه،  کدام  هر  الذکر  فوق  های 

ml40  در دستگاه سانتریفیوژ با دور rpm 10000    20به مدت  

دمای   و  قرار    4دقیقه  سلسیوس  مایع درجه  سپس  گرفت. 

سوپرناتانت یا  دمای    رویی  در  رسوب  و  ریخته   45±1دور 

مدت  سلسیوس  درجه   ن  48به  در  شد.  هایت  ساعت خشک 

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

ثبت   و  محاسبه  خشک  ماده  درصد  حسب  بر  و  وزن  گرم 

تیمار شاهد ) نیز محاسبه  NBگردید. همچنین وزن خشک   )

 شد. 
 

 

 

   های کشتدر محیط  Btه وزن خشک توده زند مقدار–1جدول 

Table 1. Dry weight of test substances and control (Nutrient Broth) as Culture media 
Dry weight (g) Culture media Dry weight (g) Culture media 

0.0902 Sugarcane molasses 0.9031 Wheat bran 

0.1111 Beet molasses 1.2524 Soybean 

0.0017 Corn steep  0.1302 Fish powder 

0.0984 Date juice 0.8721 Corn powder 

0.0296 Nutrient Broth 0.018 Sugarcane bagasse 
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 های کشتسازی محیطآماده

استفاده  مورد  مواد  مایع،    تمام  فاز  در  درصد  برحسب 

برداری  صورت سوسپانسیون مورد بهره محلول در آب و یا به 

گرفتند. سبوس به   قرار  که  تفاله طوری  باگاس،  گندم،  سویا، 

پودرپودر و  آن ماهی  از  که  بودند  جامدی  مواد  با  ذرت،  ها 

صورت که مواد مذکور  بدینغلظت خاص عصاره تهیه شد،  

از به   بعد  ارلن  5میزان  توزین  در  با  درصد،  لیتری  یک  های 

به  سپس  شده  مخلوط  اتاق    24مدت  آب  دمای  در  ساعت 

توسط پارچه نخی تحت فشار قرار گرفته    نگهداری و سپس 

ها جدا شود سپس برای جداسازی ذرات ریز از  تا عصاره آن 

مش   با  شد.  180الک  استفاده  مانند    میکرون  مواد  دیگر 

ملاس کورن شیره استیپ،  ملاس چغندر،  و  که  خرما  نیشکر 

  5درصد وزنی )  5صورت شیره غلیظ بودند به میزان  ه خود ب

+ عصاره  و  یمیل  95گرم  شده  مخلوط  آب  با  آب(  لیتر 

 استفاده شدند. 

 

 (Seed culture)تهیه بذر باکتری 
و   باکتری  بذر  تهیه  محیط  برای  در  تلقیح  جهت 

اصلیکشت لوپ  های  روی    یک  از  را  باکتری  از 

 Nutrientبرداشته و در محیط    Nutrient Agar  کشتمحیط

Broth    لیتری  میلی  500لیتر، در یک ارلن  میلی  200به میزان

که از قبل آماده و استریل شده بود، قرار داده شد و به مدت  

با دور  16 درجه    30در دمای   rpm 190 ساعت روی شیکر 

 گرفت.ر قرا سلسیوس

 

 کشت اصلی تلقیح باکتری به محیط 

محیط به  از  باکتری  تلقیح  به   NBکشت  منظور 

به محیط سمپلر  بوسیله  اصلی  کشت  به    5میزان  های  درصد 

های اصلی اضافه گردید. این کار  لیتر محیط میلی  150حجم  

تحت شرایط استریل و زیر هود بیولوژیک انجام شد. پس از  

کم و روی شیکر،  سیله پنبه استریل محوها را به درب ارلن آن  

دور   دمای    rpm  190با  به   30با  سلسیوس    72مدت  درجه 

 ساعت قرار داده شدند. 

 

 ارزیابی میزان رشد باکتری  

م از  برای  یک  هر  در  باکتری  رشد  میزان  حاسبه 

رقیق محیط روش  از  کشت  کلنی  های  شمارش  و  سازی 

  48،  24ترتیب  های معین به منظور در زماناستفاده شد. بدین 

ها را به هود بیولوژیک  ساعت بعد از انجام تخمیر ارلن  72و  

به  و  داده  سمپلر  انتقال  محیط   ml1 وسیله  کشت  از  های 

میک در  و  شد. سپس روتیوب برداشته  داده  قرار  استریل  های 

میکروتیوب  حرارتی  شک  ایجاد  بن برای  در  ماری،  ها 

دمای  15مدت  به  در    گرفتند. قرار  درجه سلسیوس    80دقیقه 

ترتیب زیر  به    serial dilutionتهیه سری رقت یابرای  سپس  

 عمل شد.

رقیق  محیطبرای  از  یک  هر  حاوی  سازی  کشت  های 

آب از  )به    Tween 80و    ستریل ا  مقطرباکتری 

لوله آزمایش    10منظور  درصد( استفاده شد. بدین04/0نسبت

آماده   را  بودند،  شده  استریل  در آون  قبل  از  که  و را  کرده 

شماره  از  کدام  گذاریبعد  هر  محلول   ml  9  داخل    از 

شد.    Tween80و    استریل  مقطرآب   ml  1  سپس ریخته 

حاوی  محیط را  Btکشت  میکروتیوب  سمپلوسیه ب  هر  ر له 

  ml10به  حجم آن    خته شد وریاول  ی  داشته و درون لوله بر

و غلظت  برابر رقیق    10  های موجودبا این کار باکتریرسید،  
قرار   10–1 ورتکس  دستگاه  روی  لوله  این  سپس  شد،  تهیه 

از میکس کردن محتویات،   بعد  اول    ml  1داده شد.  لوله  از 

به لوله دوم اضافه شد، این کار تا لوله هفتم ادامه    برداشته و 

غلظت   و  ب   10–7داده  بعد  مرحله  در  شد.  سمپلر  ه تهیه  وسیله 

و    100مقدار   برداشته  را  هفتم  لوله  از  روی سطح  میکرولیتر 

بوسیله لوله  نوترینت آگار ریخته و  استریل پمحیط  یپت  های 

به  سه  پاستور  کدام  هر  برای  و  شد  پخش  نواخت  یک  طور 

سپس شد.  گرفته  نظر  در  در  پتری  تکرار  انکوباتور  در  ها 

  24و بعد از مدت  درجه سانتیگراد نگهداری شده    27دمای  

کلنی تعداد  محاسبساعت  برای  شدند.  ثبت  ، CFU  ةها 

تکرار مربوط به    3های شمارش شده در  میانگین تعداد کلنی

لول رقت  در عکس ضریب  رقت،  آن ضرب    ة هر  به  مربوط 

لیتر در هر کدام  یلیم  صورت مقدار اسپور در هرشد. در این 

صورت جداگانه بر  به  NBهای کشت و تیمار شاهد  از محیط

در    CFU/mlحسب   آزمون  دو  شد.  ثبت  نتایج  و  محاسبه 

با  قال تصادفی  کاملا  طرح  )  9ب  کشت  گندم،  سبوس بستر 
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پودر باگاس،  سویا،  پودرتفاله  کورنماهی،  استیپ،  ذرت، 

شیره ملاس ملاسچغندر،  و  با  خرما    9و    pHتنظیم  نیشکر( 

تنظیم   بدون  فوق  داده   pHتیمار  و  انجام  تکرار  سه  های  در 

  کن دانآزمون    با   و   تجزیه SPSS افزاربا استفاده از نرم   حاصل

 . بندی تیمارها انجام شدگروه 

 

 های کشتمحیط pHبررسی تغییرات 

  بر (  یون هیدروژن در محیط تغییر غلظت)  pH تغییرات

رشد باکتری و   یون هیدروژن باکتری موثر است. تراکم  رشد

ترتیب  به این .  دهدمیقرار   به شدت تحت تاثیر  را   فعالیت آن

حد در  از فقط  کند  می pH معینی  رشد  سریعتواند  ترین و 

از ناحیه محدودی  بررسی   شود.می انجام pH رشد در  برای 

تغییرات   باکتری  محیط   pHروند  تلقیح  از زمان  های کشت، 

از   تخمیر  پایان  بدین     Denverمدلتر  م  pHتا  شد.  استفاده 

محیط  شدن  آلوده  از  جلوگیری  برای  به منظور  وسیله  کشت 

از محتوای ارلن  برداشته  سمپلر مقداری  به ها  طور جداگانه  و 

pH   .آنها ثبت شد 

آزمایش   ابتدای  کردن    pHدر  اضافه  با  تیمارها  تمامی 

NaOH    یا عدد    HCLو  روی  مولار  با    7یک  شد.  تنظیم 

به   رشد باکتری و فرایندهای تخمیری در حین تخمیر توجه 

محیط  به   pHکشت،  در  تغییر  محیط  حال  در  تدریجی  طور 

زمان در  لذا  نمونه است،  در  برهای  و  ثبت  آن  تغییرات  داری 

آن  به  لزوم  آزمایشی  صورت  در  شد.  اضافه  باز  یا  اسید  ها 

طور  های کشت به در تمام محیط   pHدیگر، تاثیر عدم تنظیم  

سازی  منظور تمامی مراحل آماده بررسی شد برای این مستقل  

ابتدای  آن   pHهای کشت انجام شد، ولی میزان  محیط ها در 

تلقیح  از  قبل  و  و    آزمایش  شد  گذاشته  تغییر  بدون  باکتری 

 روند تغیرات آن از ابتدا تا پایان تخمیر ثبت گردید.   فقط

 

 محاسبه وزن خشک توده زنده

خشک سلولی در هر یک از    گیری وزن به منظور اندازه 

از هر   میلی لیتر  40های کشت، در پایان تخمیر مقدار  محیط

مدل   سانتریفیوژ  دستگاه  در  و  برداشته  دور  Vision ارلن  با 

rpm  10000    درجه سلسیوس    4دقیقه و در دمای    20به مدت

ریخته   دور  )سوپرناتانت(  بالایی  مایع  سپس  شد.  سانتریفیوژ 

دمای   در  آن  رسوب  و  مدت  سلسیوس    45  ±1شد    48به 

به  و  دقت  ساعت خشک  با  دیجیتال  ترازوی   0001/0وسیله 

ب نهایت  تیمار در  ر  گرم وزن شد. مقدار وزن خشک در هر 

در گرم  محیطمیلی  100حسب  گردید. لیتر  محاسبه    کشت 

در قالب طرح کاملا    Btوزن خشک توده زنده   آزمون مقدار

محیطتصادفی   سبوسدر  کشت  تفاله های  سویا،  گندم، 

پودر  پودر باگاس،  کورنماهی،  ملاسذرت،  چغندر،  استیپ، 

نیشکر بعد از پایان تخمیر، در دو آزمون با  خرما و ملاسشیره 

تنظیم   بدون  در    pHو  گرم  حسب  لیتر  100بر   میلی 

تیمار در    9محاسبه و ثبت شد هر آزمون با    Btسوسپانسیون  

داده  و  انجام  تکرار  نرم سه  با    با   و  تجزیه   SPSSافزار  ها 

 . بندی تیمارها انجام شدگروه  دانکن آزمون 

 

کریستال تولید  پروتئینی ارزیابی  های 

 اندوتوکسین( )دلتا

ا منظور  پبه  تولید  یا  رزیابی  اندوتوکسین  دلتا  روتئین 

روش   از  آزمایش،  مورد  تیمارهای  در  سمی  های  کریستال 

سوم  زیست سن  لارو  روی    استفاده   H. armigeraسنجی 
بیشترین   تولید،  نظر  از  که  تیمارهایی  آزمایش  این  در  شد. 

را داشتند برای ارزیابی    CFU/mlمیزان تولید اسپور برحسب  

 ر گرفتند.رد ارزیابی قراتولید توکسین مو

 

 (Bioassayسنجی ) آزمون زیست

تعداد   تیمار  هر  برای  آزمون  این  انجام  عدد    15برای 

لارو در نظر گرفته شد،     45تکرار، در مجموع    3لارو و در  

به  ظرف  یک  در  لارو  و  هر  گرفته  قرار  جداگانه  صورت 

سانتیمتر مکعب( برای    5/0غذای مصنوعی به اندازه یکسان )

لاروه  هر از  غذای  کدام  قطعات  سپس  شد.  داده  قرار  ا 

سازی طوری که آلوده مصنوعی را با تیمارها آلوده کرده، به 

به  از سمپلر و  استفاده  با  ازاء هر    100میزان  آنها  به  میکرولیتر 

خشک از  پس  شد.  انجام  غذا،  قطعه  سطح  نسبی  شدن 

لاروهای مورد نظر درون ظروف آزمایش رها شده و درب  

ها پس از نامگذاری در انکوباتور در  ف ها بسته شد. ظرظرف

مدت درصد به   60درجه سلسیوس و رطوبت نسبی    27دمای  

مرگ و  شده  نگهداری  هفته  تیمارهای  ویک  در  لاروها  میر 
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به مورد تیمار  آزمون،  صورت جداگانه ثبت گردید. همچنین 

( آزمایش  Nutrient Brothشاهد  تیمارهای  با  و  لحاظ   )

داده مقایسه   حشد.  نرم   اصل های  از  استفاده   SPSS افزاربا 

 .بندی تیمارها انجام شدگروه  دانکنآزمون   با و  تجزیه

 

 نتایج

 های کشتدر محیط  Btبررسی تولید  

های کشت روی میزان اسپور  نتایج آزمایش تأثیر محیط 

های مختلف در طی فرایند تخمیر در  ( در محیط CFUزنده، )

سی شد که نتیجه آن  برر  pHن تنظیم  ساعت با و بدو  72طول  

 آمده است.  2در جدول 

های کشت بعد از  در محیط   Btوزن خشک توده زنده   مقدار

تنظیم   بدون  و  با  تخمیر،  در    pHپایان  گرم  حسب   100بر 

سوسپانسیون  میلی شکل  اندازه   Btلیتر  در  که  شد    1گیری 

  آمده است.

  6Rتوکسین سویه  نتایج ارزیابی میزان تولید پروتیین دلتااندو

های کشت با بیشترین مقدار اسپور زنده را به روش  در محیط 

قوزه زیست کرم  سه  سن  لارو  روی  شکل  سنجی  در    2پنبه 

 آمده است.

 

 

 pH تنظیم بدون  و با   معین هایزمان در مختلف کشت  هایمحیط  در Bacillus thuringiensisمیزان اسپور زنده  –2جدول 

Table 2. The CFU of Bacillus thuringiensis in different culture media at certain times with and without pH 

adjustment 

   CFU ± SE    

 No pH 

adjustment 

  Adjusted pH  Culture 

media 

72 hours 48 hours 24 hours 72 hours 48 hours 24 hours  
204.7± 2.9 e 104.7± 2.9 e 51.1± 1.3 c 79006± 3.1 b 1300.67± 1.8 d 662.33 ± 4.5 

c 
Wheat bran 

104.3± 2.7 e 20.3± 0.9 h 3.9± 0.3 f 22402.7± 3.2 c 1120.67± 1.2 e 589.33 ± 2d 
Soybean 

1500.7± 1.7 e 398.3± 0.9 c 33.3± 1.2 

d 

899.7± 2 f 231.67± 1.2 f 12.00 ± 0.6 g 
Beet molasses   

52808.6± 6.3 e 1851.7± 2.2 

b 

88.5± 0.8 

b 

6963.3± 2 d 3704.67± 2.6 b 960.33 ± 14 

b 
Sugarcane 

molasses   

7.3± 0.3 e 4.5± 0.3 i 3.3± 0.2 f 6232.7± 2.2 e 141.67± 1.8 g 54.77± 0.8 f 
Fish powder 

164.3± 2.7 e 63.3± 2.3 f 6.8± 0.1 f 85.3± 1.2 h 410 ± 1.2 i 2.23 ± 0.1 g Sugarcane 

bagasse  

230.7± 1.7 e 35± 1.1 g 17.3± 0.4 e 110± 0.6 g 51.13 ± 1.3 h 11.53 ± 0.3 g 
Date juice 

8900006± 3 e 77103± 1.7 a 632± 3 a 1230006.7± 29.7 

a 

414004.33 ± 2.6 

a 

4755.67± 

12.7a 
Corn steep    

1810.7± 6.7 e 302.3± 3.4 d 32.6± 2 d 22402± 3.4 c 1704± 2.6 c 295.33 ± 3.3 

e 
Corn powder 

8 8 8 8 8 8 DF 

638418270017.4 161841069.6 20958.6 1703631879.1 5228881872.6 52212.1 F 
<0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 <0.000 P 

 باشد پنج درصد بر اساس آزمون دانکن میدار در سطح هر ستون نشان دهنده اختلاف معنی حروف غیر مشابه در

Non–identical letter in each column indicate a significant difference at the 5% level based on Duncan's test 
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 کشتمحیط  در Bt توده زنده  خشک وزن  –1 شکل

Figure 1. Dry weight of Bt biomass in culture media 
 

 
 Helicoverpa armigera  لارو  روی انتخابی  کشت هایمحیط  از  شده  میزان اسپور زنده استخراج و Bt میرومرگ درصد –2 شکل

Fig. 2. Mortality percentage and CFU of Bt extracted from selective culture media on Helicoverpa armigera 

larvae 
 

 
 تخمیر  پایان  تا تلقیح زمان از کشت، محیط در pH تغییرات وندر –3 شکل

Fig. 3. The process of pH changes in culture media, from the inoculation time to the end of fermentation 
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چغندر )منبع کربن( همراه با  های کشت دوتایی ملاس محیط

ازت(کورن )منبع  و   CFU/ml  1012  ×22/4با   استیپ 

  استیپ )منبع ازت(گندم )منبع کربن( همراه با کورنسبوس

صدی  دردو بستر کشت تلفات صد  CFU/ml 1012 ×44/3با 

 داشتند.  H. armigera روی لارو سن سه

عنوان ماده استیپ به دست آمده کورنه با توجه به نتایج ب 

ارزان پایه در محیط  و  مناسب  منبع  برای    قیمتهای کشت و 

تشخیص داده شد. علاوه بر    Btاز نیتروژن برای تولید  تامین نی

و   رشد  در  ازت  و  کربن  منابع  درصد  که  شد  مشخص  این 

میزان    "نهایتا بیشترین  موثرند.  بسیار  کریستال  و  اسپور  تولید 

در   کریستال  و  اسپور  و    pHتولید  آمد  بدست  رشد  اپتیمم 

باز  و مصر  pHعلاوه براین بررسی روند تغییرات   ف اسید و 

رشد،  ن آغاز  با  همراه  و  تخمیر  ابتدای  در  که  داد    pHشان 

افزایش   pHمحیط کاهش یافته و پس از فاز لگاریتمی رشد،  

بطور    pHها نشان داد که عدم تنظیم  یابد، همچنین بررسیمی

تأثیر   باکتری  تولید  میزان  در  تیمارها  برخی  در  نسبی 

)شکل   دارد  ملاس 3چشمگیری  تیمار  در  تنظیم  (،  نیشکر 

ممکن    pHشدن  ن است،  همراه  زنده  اسپور  میزان  افزایش  با 

محیط  این  در  باکتری  بیشتر  رشد  دلیل  به است  علت  کشت 

بودن   این  pHپایین  در  باشد،  آن  مغذی  در  مواد  صورت 

ملاس  در  نیاز  موجود  مورد  باکتری  رشد  برای  که  نیشکر 

در   گیرد.    pHاست  قرار  باکتری  دسترس  در  پایین 

وشیسملا رشد  ره چغندرقند  بستر  بعنوان  کمترین   Btخرما 

دادند. در شیره   72را در    pHتغییرات   نشان  خرما در  ساعت 

تلقیح،   لگاریتمی   pHزمان  فاز  در  و  پنج  از  کمتر  محیط 

محیط   pHچغندر قند باکتری به شش نرسیده است. در ملاس

ساعت بعد از تلقیح کاهش    48در زمان تلقیح شش و نیم و  

ب  استو  رسیده  شش  پودر ه  در  زمان    pHسویا  .  در  محیط 

و   بوده  پنج  هشت    48تلقیح  حدود  به  تلقیح  از  بعد  ساعت 

که   تیمارهایی  در  است.  داشته  زمان    pHافزایش  در  محیط 

زنده   توده  و  اسپور  میزان  بود  شده  تنظیم  هفت  روی  تلقیح 

نسبت به زمانی که اینکار انجام نشده بود تفاوت چشمگیری  

دارد. لذا   Btروی میزان رشد  pHتأثیر اد که حاکی از نشان د

 آیتمی مهم و ضروری است.   Btمحیط رشد  pHتنظیم 

 بحث
صنایع   فرعی  محصولات  از  استفاده  با  تحقیق  این  در 

در شرایط آزمایشگاه تولید،    Btغذایی و کشاورزی، باکتری  

تغییرات   طبق  محیط   pHو  شد.  بررسی  کشت  های 

انجام شدبررسی محیطهای  بیشتر  در حال حاضر  هه  که  ایی 

تولید   میبه   Btبرای  طبیعی  کار  محصولات  حاوی  روند 

منابع  به  هستند.  معدنی  املاح  و  نیتروژن  کربن،  منبع  عنوان 

عبارتند از: پودر ماهی، آرد    Btکار رفته در تولید  نیتروژن به 

استیپ، سویا، عصاره نیشکر و چغندر و انواع  دانه، کورنپنبه 

جانبملاس محصولات  نیز  ،  دکستروز  و  نشاسته  ذرت،  ی 

محیطبه  در  کربوهیدرات  منابع  به عنوان  کشت  کار  های 

به می و  روند.  اسپور  تولید  برای  که  محیطی  کلی  طور 

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

نماید.   تضمین  احسن  نحو  به  را  اسپورزایی  و  زنده  توده 

آزما به طراحی  باید  زمانی  ونه گیشات  فاصله  در  که  باشد  ای 

اقتصادی  و  کمی  و  کیفی  نظر  از  را  تولید  فرایند  بتوان  کم 

توان با استفاده از  بهینه کرد. در این تحقیق نتایج نشان داد می 

نیشکر  قند، و ملاس چغندرقیمت مانند ملاس های ارزان محیط

ع ازت و دیگر  عنوان منب عنوان منابع کربن، شربت ذرت بهبه 

تفاله م پودر  مانند  سبوس واد  و  ماهی  پودر  برای  سویا،  گندم 

و بهینه سازی شرایط تولید و    Btتامین بستر غذایی مورد نیاز  

آفت  پایه  تخمیر  بر  بیولوژیک  شرایط    Btکش  در 

نشان می  بررسی مطالعات  نمود.  تولید  دهد که  آزمایشگاهی 

قند   یندهای تخمیری،کلی در مراحل اولیه بسیاری از فرابطور

به  عنوان منبع تامین کربن و  ترتیب به گلوکز و عصاره مخمر 

گرفته قرار  استفاده  مورد  که  نیتروژن  آنجایی  از  ولی  اند 

قیمت می  هدف تولید انبوه براساس استفاده از ترکیبات ارزان

گسترده  مطالعات  جایگزین  باشد،  منابع  تولید  جهت  ای 

 . (Amin, Alotaibi et al., 2008)صورت گرفته است 

شد   مشخص  آمده  بدست  نتایج  به  توجه  استیپ  کورنبا 

محیط به  در  پایه  ماده  و  عنوان  مناسب  منبع  کشت،  های 

تولید  ارزان برای  نیتروژنی  نیاز  تامین  برای  است.    Btقیمتی 

بهبه  مخمر  عصاره  کلی  استفاده طور  مورد  ازت  منبع  عنوان 

می کاربردقرار  بیشترین  که  تحقیقات   گیرد،  در    را 

بایست  آزمایشگاهی دارد ولی بدلیل گران بودن این منبع، می 
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ارزانتر مانند ضایعات کشاورزی و پساب  با منابع  های  آن را 

کرد     . (Prabakaran, Hoti et al., 2009)صنعتی جایگزین 

( همکاران  و  که  Pan et al., 2021پن  دادند  نشان   )

صنایع محیط پسماند  از  حاصل  به  غذایهای  نسبت  ی 

بیشتر  کشتمحیط کارایی  افزایش  سبب  استاندارد   Btهای 

 .شوند که با نتایج حاضر مطابقت داردمی

در تحقیقی که توسط والیسن و مورائو صورت گرفت  

ترکیب گلوکز ذرت یک درصد به عنوان منبع کربن و آرد  

مقدار   بیشترین  دارای  ازت،  منبع  عنوان  به  درصد  سه  سویا 

و اسپور  بودند  تولید   ,valicente & Mourao)  کریستال 

به .  (2008 نیز  سویا  پروتئین  و  پودرسویا  منابع  پپتون،  عنوان 

اند.  ازت در تولید انبوه این باکتری مورد ارزیابی قرار گرفته 

معنی  Tapoicaترکیب   اثر  دارای  پپتون  افزایش و  در  داری 

 .(Rao, Tsay et al., 2007)تولید اسپور و کریستال بوده اند  

اینکه در کشور ما سویا درسطح وسیع کشت نشده  ه با توجه ب 

و وارداتی است دسترسی به آن مشکل بوده و فرآورده ها و  

 رسند. تری به نظر میضایعات ذرت منابع مناسب 

نیز   بر این مشخص شد که درصد منابع کربن و ازت  علاوه 

نهایتا و  رشد  و   "در  موثرند  بسیار  کریستال  و  اسپور    تولید 

آمی در  گیرد.  بهینه   هاین زموبایست  قرار  مدنظر  سازی 

کربن  طوریبه  منابع  شده  انجام  مطالعات  طی  که 

ملاس )ملاس شیره نیشکر،  سبوسچغندر،  و  و  خرما  گندم( 

)عصاره  نیتروژن  و  منابع  باگاس(  و  پودرماهی  و سویا،  ذرت 

قرار  ارزیابی  مورد  باکتری  رشد  برمیزان  آنها  متقابل  اثرات 

عنوان منبع کربنی اقتصادی  گندم به سبوس ها و ند. ملاسگرفت

سویا استیپ، پودر بودند که درحضور منابع ازتی مانند کورن 

به  پودرماهی  این  و  گرفتند.  قرار  استفاده  مورد  موثری  طور 

می جمله  تحقیق  از  تکمیلی  مطالعات  برای  را  راه  تواند 

آزمایشگبهینه  فرمانتورهای  در  تولید  شرایط  و  سازی  اهی 

ف نمودن  همچنین  کاربردی  نهایت  در  و  فراورده  رمولاسیون 

نیمه  مقیاس  در  پایان  آن  در  کند.  هموار  صنعتی  و  صنعتی 

فراورده می که  آنجا  از  گفت  اثر  توان  بیولوژیک  های 

انسان ندارند، مینامطلوبی روی محیط    توان از آنها زیست و 

وکنترل    هایبرنامه در   تلفیقی  بیولوژیک  آفات    مدیریت 

(IPM )اورزی استفاده کرد.کش 
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Abstract  

Today, the knowledge of agricultural and health pest management in the method of biological control is 

expanding, and among these, Bacillus thuringiensis as a bio–pesticide with high efficiency and safety have a 

major role in pest control. However, due to high production costs, it has not yet been able to replace chemical 

pesticides. In the present study, to promote pesticide and cost–effective cultivation Bt subspecies kurstaki native 

strain 6R food waste and by–products including wheat bran, soybean pulp, corn powder and corn steep, fish 

meal, date juice, sugar beet molasses and sugarcane bagasse were evaluated as raw fermentation medium. In this 

study, the above substances were studied as food culture medium as an extract and as a liquid for propagation. 

Factors of spore and crystal production were measured during the fermentation process in different cultures for 

72 hours, including bioassay on Helicoverpa armigera larval stage three, dry biomass weight, spore content and 

the effect of pH. The results showed that Bt from wheat bran, sugarcane molasses and corn steep substrates on 

H. armigera larval stage three has 100% mortality. The highest dry biomass of Bt after the end of fermentation 

was related to corn powder, wheat bran and corn steep, respectively 0.903, 0.7804 and 0.559 g per 100 ml of 

suspension culture. The results showed that Corn steep culture medium with the highest Bt production in 

laboratory conditions (2.8 × 1012 C CFU / ml) was the most efficient. In combination of two culture media, beet 

molasses (carbon source) with corn steep (nitrogen source) with 4.22 × 1012 CFU / ml and wheat bran (carbon 

source) with corn steep with 3.44 × 1012 CFU / ml, each two had the best performance with 100% mortality on 

H. armigera larvae. Overall, our findings provided a new strategy for using food waste and by–products with 

less environmental impact and reduced production costs. 
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