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‌چکیده

 .است داده اختصاص خود به آفات کنترل مدیریت در مهمی بسیار جایگاه بیولوژیک کنترل ،امروزه

 بیش تولید در که است Ber.  Bacillus thuringiensisباکتری از استفاده بیولوژیک کنترل موارد از کیی

 حشرات به مقاوم (Bt-crops) ةتراریخت گیاهان از زیادی تعداد و میکروبی های کش آفت درصد 06 از

 کنترل در Bt باکتری تجاری های فرآورده برخی مناسب و خوب عملکرد کلی طور به دارد. کاربرد

 غلظت میزان .است نهایی ةفرآورد در اسپور و اندوتوکسین  دلتا مناسب غلظت دلیل به آفت، حشرات

 این در دارد. باکتری تولید محیطی شرایط و کشت محیط ترکیب به شدیدی وابستگی پارامتر دو این

 کاهش برای .شد بررسی هوادهی، میزان و دما ،pH شامل Bt باکتری محیطی شرایط سازی بهینه تحقیق

 که داد نشان نتایج شد. استفاده Qualitek 4 افزار نرم و تاگوچی آماری روش از ها آزمایش تعداد

 درصد 26 اکسیژن میزان و pH 1/7 وس،سلسی درجة 22 دمای شامل جدایه این برای بهینه شرایط

 آنالیز آمد. دست به لیتر میلی در اسپور 1/1×1612 باکتری وراسپ میزان بهینه، شرایط این در است. اشباع

 92/39 مقدار با هوادهی میزان و دما که داد نشان یکدیگر بر فرآیند در مؤثر پارامترهای متقابل تأثیر

 .ندداشت را متقابل تأثیر کمترین و بیشترین ترتیب به درصد 21/6 مقدار با pH و دما و درصد
 

 .Bacillus thuringiensis، pH بهینه، شرایط دما، ،اکسیژن :کلیدواژگان
 

‌مقدمه

 از Bt باکتری های جدایه بهترین به دستیابی از پس

 های محیط ةتهی و یمیزبان دامنة کشندگی، قدرت لحاظ

 رشد شرایط تا است لازم انبوه، تولید برای مناسب کشت

 فرمانتور شرایط در کریستال و اسپور تولید و باکتری

 هایفرمانتور در آن انبوه تولید برای اولیه مدل انعنو به

 .Huang et al) شود سازی بهینه صنعتی مقیاس با

 شناسایی طولانی ةسابق به توجه با ،خوشبختانه .(2007

Bt تولید و کش حشره بیولوژیک ةفرآورد یک عنوان به 

 بارةدر خوبی تحقیقات اخیر، ةده چند در آن انبوه

 دهی، اکسیژن میزان ،pH شامل ،رشد شرایط سازی بهینه

 در کریستال و اسپور حداکثری تولید برای غیره و دما

 استفاده با متابولیکی منفی عوامل کاهش و زمان حداقل

 Sikdar) است هشد انجام فرمانتاسیون های تکنولوژی از

et al. 1991). برخی مناسب و خوب عملکرد کلی طور به 

 آفت، حشرات کنترل رد Bt باکتری تجاری های فرآورده

 در اسپور و اندوکسین  دلتا مناسب غلظت دلیل به

 دو این غلظت میزان که است شده فرموله نهایی ةفرآورد
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 تولید محیطی شرایط و کشت محیط ترکیب به پارامتر

 محیط محتویات تغییر با بنابراین، .دارد بستگی باکتری

 و اسپور تولید میزان توان می کشت شرایط و کشت

 .(Holmberg et al. 2004) کرد بهینه را ریستالک

 در اکثراً صنعتی مقیاس در Bt های فرآورده ،تاکنون

 امکان اما اند، شده تولید ناپیوسته فرمانتاسیون شرایط

 نوع این در کریستال و اسپور تولید میزان افزایش

 این بارةدر نیز تحقیقاتی و رددا وجود فرمانتاسیون

 آنجا از Yezza et al. 2004).) تاس هشد انجام موضوع

 مایع محیط در هوازی شرایط معمولاً  Btتولید برای که

 دارند، کلیدی نقش خوب زنی هم و هوادهی سیستم با

 مناسب اکسیژن میزان همکاران و قریبی تحقیقات در

 آرد نشاسته، شامل خود ةاستفاد مورد منابع در حل قابل

 Ghribi) کردند ررسیب فرمانتور در را دریا نمک و سویا

et al. 2007). وجود که شد مشاهده مذکور تحقیق در 

 اول ساعت 2 در مخصوصاً محیط در کافی اکسیژن

 های کریستال وساز ساخت شروع برای فرمانتاسیون

 تحقیق، آن در همچنین، .است مهم بسیار پروتئینی

 درصد 21 حدود وجود که دادند نشان همکاران و قریبی

 تولید میزان بالاترین فرآیند طول در دهش حل اکسیژن

 تولید میزان اینکه بدون ،شود می باعث را توده زیست

 درصد، 21 از بیش ،که  حالی در .یابد کاهش کریستال

 توکسین تولید میزان ولی ،رود می بالا توده زیست تولید

 زواری .(Ghribi et al. 2007) یابد می کاهش (کریستال)

 ،دادند انجام فرمانتور سطح در هک تحقیقی در جاوآ و

 تولید در مهمی بسیار نقش هوادهی که کردند مشاهده

 که دش مشخص مطالعه این در .دارد کریستال و اسپور

 تواند می مناسب هوادهی و مناسب کربن منبع وجود

 فرآیند در 2کربن کاتابولیتی ممانعت میزان کاهش باعث

 ةمطالع در ن،همچنی .شود پروتئینی های کریستال سنتز

 های واکنش نقش به توجه با که دش مشخص مذکور

 کافی ةعرض پروتئینی، های کریستال سنتز در اکسیداتیو

 اسپور حداکثری تولید باعث تواند می هوادهی و اکسیژن

 و دانگ (.Zuoari & Jaoua 1999) دشو کریستال و

 شرایط در را Bt های سویه از یکی شدند موفق همکاران

 از استفاده با 3پیوسته نیمه و 1ناپیوسته یونفرمانتاس

                                                                                  
1. Carbon catabolite repression 

2. Batch 

3. Fed-Batch 

 تولید غذایی منبع تنها عنوان به نشاسته صنایع ضایعات

 دو در پیوسته نیمه شرایط در شدند موفق ها آن .کنند

 11 و 21 زمان) کشت محیط واردسازی متناوب زمان

 تولید میزان حداکثر به (کشت شروع زمان از ساعت

 که (لیتر در گرم میلی 2271) برسند کریستال و اسپور

 که دادند نشان و بود ناپیوسته حالت برابر سه میزان این

 .است بالاتر بسیار تولید میزان پیوسته نیمه حالت در

 در کشت محیط واردسازی بار سه شرایط در اینکه جالب

 کاهش کریستال و اسپور تولید میزان ناپیوسته حالت

 تأثیر همکاران و برار .(et al. 2009 Dang) داد نشان

 است سورفکتانت ةماد یک که را 214 تویین از استفاده

 6مایع لجن حاوی فرمانتور در Bt تولید میزان بر

 حالت در .کردند بررسی (شدهن هیدرولیز و شده هیدرولیز)

 تولید میزان افزایش باعث مایع لجن هیدرولیز عادی،

 ایه محیط به 21 تویین افزودن .شد کریستال و اسپور

 افزایش باعث هیدرولیزنشده و هیدرولیزشده لجن حاوی

 افزایش میزان این البته .شد اسپور و سلول تولید میزان

 .شد مشاهده بیشتر هیدرولیزنشده لجن حاوی محیط در

 رشد میزان به بسته نیز فرمانتاسیون فرآیند طول در

 سایر و اسپور تولید و ها سلول شدن لیز هوادهی، سلولی،

 (.Brar et al. 2005) کرد تغییر ویسکوزیتی میزان شرایط

 نرخ) اکسیژن جذب میزان که دادند نشان همکاران و رو

 در ناپیوسته فرمانتاسیون شرایط در Bt باکتری (تنفس

 در و (mmol/g h21-2) است بالا بسیار رشد مرحلة ابتدای

 طور به میزان این انتقال فاز و رویشی رشد دورة در ادامه

 ها آن همچنین، (.mmol/g h1) یابد می کاهش تییکنواخ

 پایین غلظت از استفاده و pH کنترل با که دادند نشان

EDTA در ،نتیجه در و یافت کاهش رویشی فاز طول 

 Rowe) یافت کاهش زیستی ةتود میزان اولیه ساعت 21

and Margaritis 1987). تولید برای مارگاریتیس و رو 

 و تولید زیستی فرآیند Bt، (HD1) های سویه از یکی

 شامل که کردند تعریف جزئیات با اقتصادی آنالیز

 فرمانتاسیون ،2جایگزین ناپیوسته فرمانتاسیون

 با پیوسته نیمه فرمانتاسیون و 7کم تراکم با پیوسته نیمه

                                                                                  
4. Tween 80 

5. Liquid Sludge 

6. Alternative Batch 

7. Low density Fed-Batch 
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 های هزینه همة ها آن تحقیق این در .بود 2بالا تراکم

 میزان ،نهایت در و تولید عملیات برای نیاز مورد

 Rowe & Margaritis) کردند مقایسه را سودرسانی

 سازی بهینه ،است شده تلاش تحقیق این در (.2004

 فرمانتور شرایط در 6R بومی ةجدای برای رشد محیط

  .دشو بحث انبوه تولید در مؤثر عوامل و بررسی

 

‌ها‌روش‌و‌مواد
 مواد

 Bacillus thuringiensis باکتری  6R جدایة از تحقیق این در

 ;Izadyar et al. 2005) شد استفاده ها آزمایش انجام برای

Marzban and Salehi Jozani 2006.) کشت محیط 

 و (قزوین گلوکوزان شرکت) ذرت شربت شامل رفته کار به

 ،MnSO4.7H2، ZnSO4.7H2O، FeSO4.7H2O های نمک

MgSO4.7H2O و 113/1 ،11/1 ،11/1 میزان به ترتیب به 

 تنظیم برای .آلمان( Merck )شرکت بود درصد 11/1

pH از کشت محیط NaOH و HCL شد استفاده 

 شامل رفته کار به تلقیح ةمای .آلمان( Merck )شرکت

 محیط در استفاده مورد های نمک و درصد 3 ذرت شربت

 دور با شیکر روی ساعت 22 مدت به که بود اصلی کشت

rpm 221 دمای در C
 ةیما میزان و شد داده قرار  °31

 به مجهز فرمانتور از بود. درصد 6 (V/V) آن تلقیح

 ,Medorex مدل آلمان کشور ساخت ،مکانیکی زن هم

FCU/PU05، شد. استفاده لیتر 4 عملیاتی حجم با 
 

 تولید شرایط سازی بهینه

 شرایط سازی بهینه تحقیق این انجام از اصلی هدف

 در ن،بنابرای بود. Bt باکتری فرمانتاسیون فرآیند عملیاتی

 میزان و دما ،pH پارامتر 3 تأثیر ها آزمایش انجام طی

 فرمانتور مخزن مکانیکی زن هم دور .شد بررسی اکسیژن

 از یک  هر شد. تنظیم rpm161 ثابت مقدار در

 برای  6/7 و 7 ،6/2 سطح سه در عملیاتی پارامترهای

;pH 12، 13 26 ،61 و دما برای وسسلسی درجة 31 و 

 منظور به ند.شد بررسی هوادهی میزان برای درصد 21 و

 از یک کدام اینکه بررسی و عملیاتی شرایط سازی بهینه

 بوده چقدر میزان این و داشته را تأثیر بیشترین پارامترها

 شد. استفاده تاگوچی آزمایش طراحی روش از است

                                                                                  
1. High Density Fed Batch 

 پارامترها از یک هر تأثیر که دهد می نشان تاگوچی روش

 همچنین، و چقدر (توده زیست )میزان هدف پارامتر روی

 بوده چقدر یکدیگر روی پارامترها از یک هر کنش برهم

 کاهش تاگوچی روش از استفاده دیگر مزیت کی است.

 بهینه شرایط به یابیدست برای لازم ها آزمایش تعداد

 استفاده مورد مواد که مواردی در ویژه به مورد این است.

 بالا ها آزمایش امانج های هزینه یا کمیاب و قیمت گران

 تاگوچی روش طبق کند. می پیدا بیشتری اهمیت ،باشد

 سطح( سه در پارامتر )سه L9 اورتوگونال ةآرای یک

 استفاده ها آزمایش انجام برای 2 جدول طبق و طراحی

 تکرار بار سه حداقل ها آزمایش از یک هر همچنین، .شد

 پس شدند. گزارش نتیجه عنوان به متوسط مقادیر و شد

 استریل شرایط در فرمانتاسیون فرآیند ،ساعت 71 از

 برای میکروسکوپی ةنمون ةمشاهد ضمن و گیری نمونه

 ةتود و اسپور میزان فاکتور دو از باکتری وضعیت بررسی

 شد. استفاده فرآیند سازی بهینه برای تولیدی زیستی

 رقت سری روش از اسپور میزان گیری اندازه برای

 ةمحاسب برای .(Marzban 2002) شد استفاده

 دور با ساعته 71 ةنمون از لیتر میلی 41 ابتدا ،توده زیست

rpm 21111 سپس و وژیسانتریف دقیقه 11 مدت به و، 

 آون در وسسلسی درجة 61 دمای در روز 3 تا 1 مدت به

 شد. محاسبه شدن خشک از پس آن وزن و گرفت قرار

 

‌بحث‌و‌نتایج

 را تاگوچی روش ساسا بر آمده دست به نتایج 2  جدول

 بیشترین ،شود می ملاحظه که طور همان دهد. می نشان

 7 ةشمار آزمایش به مربوط زیستی ةتود و اسپور میزان

 هوادهی میزان و دما ،pH مقادیر آن در که است

 .رنددا قرار درصد 21 و 12 ،6/7 ترتیب به

 روی سطح سه در pH تغییرات تأثیر 2 شکل در

 قبلی تحقیقات در است. شده دهدا نشان اسپور میزان

 شده گزارش 6/2 تا 6/6 بین Bt باکتری رشد ةمحدود

 نتایج طبق ، ولی(Rowe and Margaritis 1987) است

 رشد برای pH سطح بهتریندر این تحقیق،  آمده دست به

 درنیز  دما پارامتر تأثیر .تعیین شد 6/7 برابر Bt ةبهین

 دمایی ةمحدود در است. شده داده نشان 2 شکل

درجة  31 تا 12)ها  آزمایش انجام برای شده انتخاب

 مشاهده اسپور میزان در محسوس تغییرات، (وسسلسی
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 از .بود هوادهی میزان شد، بررسی که بعدی پارامتر نشد.

 هوادهی میزان بنابراین، ،است هوازی باکتری Bt آنجاکه

 اسپور مقدار افزایش و Bt باکتری رشد روی تواند می

 سطح سه تحقیق این در .(Foda et al. 1985) باشد مؤثر

 2 شکل شد. انتخاب اشباع درصد 21 و 26 ،61 هوادهی

 ،دهد اسپور را نشان می میزان روی هوادهی میزان تأثیر

 21تا  26شود افزایش هوادهی از  طور که ملاحظه می همان

 26تا  61تأثیر بیشتری نسبت به افزایش آن از  درصد

هوادهی مقدار اسپور را  درصد 21ت. میزان داشته اس درصد

 افزایش داد.  63/1×2121 تا

 
 تاگوچی طراحی طبق ،Bt تخمیر ساعت 71 از پس زیستی تودة و اسپور مقدار نتایج .2 جدول

 زیستی تودة

mg/ml 

   لیتر میلی در اسپور

( 2122
×) 

  محلول اکسیژن

)%( 

  دما
 (oC) 

pH 
  شمارة

 آزمایش

22/1 22/2 61 12 6/2 2 

11/2 13/2 26 13 6/2 1 

63/2 12/2 21 31 6/2 3 

72/1 43/2 26 12 7 4 

33/1 21/2 21 13 7 6 

66/1 11/2 61 31 7 2 

22/2 26 21 12 6/7 7 

16/2 21 61 13 6/7 2 

22/2 1/23 26 31 6/7 3 

 

 

 

 
 ساعت 71در فرآیند تخمیر پس از  Btبر اسپوردهی ، دما و هوادهی( pHمختلف ) یتأثیر پارامترها. 2شکل 
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 ،T×DO عملیاتی های پارامتر کنش برهم میزان

DO×pH، T×pH میزان بیشترین که دهد می نشان 

 با برابر هوادهی میزان و دما پارامترهای کنش برهم

 ترمودینامیکی قوانین طبق است. بوده درصد 33/33

 این به دارد سمعکو تأثیر هوادهی میزان بر دما تغییرات

 در اکسیژن حلالیت کاهش باعث دما افزایش که ترتیب

 بین کنش برهم میزان کمترین شود. می مایع محیط

 نتایج این بود. درصد 16/1 مقدار با دما و pH پارامترهای

 بررسی از بعد است. مشاهده قابل c1 تا a1 شکل در

 قابلمت ثیراتأت آنالیز اسپور، مقدار روی پارامتر هر تأثیر

 مورد و شد بررسی یکدیگر روی یفرآیند پارامترهای

  گرفت. قرار توجه

 دهد می را امکان این پارامترها، متقابل تأثیر بررسی

 مورد پارامترهای سطوح بعدی ها آزمایش در بتوان که

 علاوه به و دکر انتخاب بهتری محدودة در را بررسی

 در تلفمخ پارامترهای اثر تداخل روند که دهد می نشان

 را پارامترها متقابل راتیثتأ 1 شکل است. چگونه یکدیگر

 دهد. می نشان گراف صورت به

 

 

 

 
 دما بر pH اثر :C هوادهی، بر pH اثر :B ،هوادهی بر دما اثر :A عملیاتی، پارامترهای کنش برهم تفکیکی نمودارهای .1 شکل
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 هوادهی میزان و pH شود می مشاهده که طور همان

 سیستم پاسخ به نسبت تداخلی خود مختلف سطوح در

 صادق نیز دما و pH برای مورد این همچنین، .ندارند

 با مایع در گازها پذیری انحلال قانون به توجه با .است

 میزان و دما که دید توان می (A) 1 شکل به توجه

 تداخل هم به نسبت سیستم پاسخ در محلول اکسیژن

 گازها انحلال قانون به توجه با وانت می را مورد این .نددار

 بررسی ترمودینامیک علم در که مایع های سیستم در

 نتایج واریانس ةجزیت 1 جدول .داد توضیح شود، می

 که طور همان دهد. می نشان را تحقیق این در ها آزمایش

 و 1 با برابر آزمایش هر آزادی ةدرج ،شود می مشاهده

 مربعات کل مجموع است. 2 با برابر کل آزادی ةدرج

 بیشترین که pH برای واریانس اردمق و 326/132 با برابر

 F  مقدار .است 22/242 با برابر ،دارد اسپور روی را تأثیر

 آزمایش هر برای آن مقدار که است آماری پارامتر یک

 در آماری مرجع جداول در موجود مقادیر از بیشتر نباید

 شود می مشاهده که گونه همان شود. ها آزمایش طراحی

 است صفر مقدار دارای ها آزمایش ةهم برای پارامتر این

 اینکه و دارد ها آزمایش خوب بسیار نتایج از حاکی که

 )میزان کار ةنتیج در بررسی مورد پارامترهای ةهم

 بیشترین T و pH ،نتایج به توجه با اند. بوده مؤثر اسپور(

 .داشتند اسپور تولید بر را تأثیر کمترین و

 
 شده انجام تحقیق واریانس تجزیة نتایج .1 جدول

P (%) F  تغییر منابع  آزادی درجة  مربعات مجموع  مربعات میانگین  

123/32 147/132 22/242 312/131 1 pH 

 دما 1 124/2 231/1 111/2 113/1

 محلول اکسیژن 1 222/1 12/2 742/2 322/1

  خطا 7    

 کل 2 326/132   

 

 محیط pH معمولاً Bt باکتری صنعتی دتولی در

 رشد زمان در که کنند می تنظیم 7 روی را تخمیر

 در و کند تغییر مقداری فاکتور این است ممکن باکتری

ة محدود، کل در برسد. 2 حدود به، رویشی فاز انتهای

 Icgen et) است 2 تا 2 حدود pH در باکتری این رشد

al. 2002; Ozkan et al. 2003; Rowe and Margaritis. 

 نقش pH که کردند گزارش والیس و یوستن (.1987

 Bacillus باکتری توسط توکسین سنتز در بسزایی

sphaericus دارد فرمانتور داخل در (Yousten and 

Wallis, 1987.) تولید و رشد برای نرمال حرارت ةدرج 

 که است وسدرجة سلسی Bt 31 باکتری در توکسین

 باکتری جدایه و زیرگونه به توجه با رمقدا این تواند می

 ازکان (.El-Bendary, 2006) کند تغییر مقداری مذکور

 با Bt باکتری های توکسین سنتز که دریافتند همکاران و

دامنة  اما؛ باشد متفاوت تواند می توکسین نوع به توجه

 Ozkan et) بود خواهد درجه 31ـ16 بین ها آن دمایی

al. 2003.) ة دامن که کردند گزارش ارانهمک و یوستن

 41ـBacillus sphaericus، 16 باکتری رشد دمایی

 وسدرجة سلسی 36 دمای در که است وسدرجة سلسی

 .Yousten et al) شود می متوقف توکسین و اسپور تولید

 بسیار فاکتور دسترس قابل اکسیژن و هوادهی (.1987

  است فرمانتور در Bt باکتری تخمیر در مهمی

(El-Bendary 2006.) باکتری ناتوانی همکاران و فودا Bt 

 ذکر را پایین هوادهی میزان شرایط تحت اسپورزایی در

 مشخص، اخیر تحقیقات در (.Foda et al. 1985) کردند

 نیاز اسپورزایی و رشد حین در Bt باکتری کهاست  شده

 ,Rowe) دارد توجهیشایان  هوادهی و اکسیژن به

 برای بهینه محلول اکسیژن یزانم تحقیقاین  در (.1990

بیانگر  که آمددست  به اشباع درصد 21 مذکورة جدای

 این زیستیة تود تولید و رشد در فاکتور این اهمیت

درجة  12 پژوهش این در بهینه دمای است. باکتری

 علاوه باکتری رشد محیطی شرایط شد. ینیتع وسسلسی

 نیز شتک محیط نوع به باکتری ژنوتیپ و فنوتیپ نوع بر

 یباکتر رشد، باشد تر غنی محیطچه  هر و دارد بستگی

 طرفی از یابد. می افزایش اکسیژن به نیاز و تر سریع

، دارند تأثیر همدیگر روی نیز محیطی های فاکتور
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 رشد دمایة بهین شرایط به دماچه  هر مثالعنوان  به

 افزایش باکتری اکسیژن به نیاز باشد، تر نزدیک باکتری

 اکسیژن به نیاز و تر سریع باکتری رشد که چرا ،یابد می

 و دمادهد،  می نشان نتایج که طور همان و شود می زیاد

 اثر بیشترین درصد 31/33 مقدار با هوادهی میزان

 داشتند. را متقابل
 

 تاگوچی مدل در فرآیند ةبهین شرایط و عملکرد .3 جدول

 تغییر منابع حوسط توصیفی حوسط مشارکت

162/2 6/7 3 pH 

 دما 2 12 616/1

 محلول اکسیژن 3 21 216/1

 عوامل ةهم کامل مشارکت   222/3

 کنونی وضعیت در اجرا کلی میانگین   342/6

 بهینه شرایط در انتظار مورد ةنتیج   613/24

 

 گیری نتیجه

 در ترتیب به تاگوچی روش که دهد می نشان 3 جدول

 ،C12° مقادیر با که 3 و 2 ،3 عملیاتی پارامترهای سطوح

 نظر در بهینه شرایط عنوان به است، برابر درصد 21 ،6/7

 توان می تاگوچی روش جدول به توجه با است. شده گرفته

 پارامترها از سطوح این از استفاده با که کرد بینی پیش

 

 برای باشد. 4613/2×2121 با برابر دبای اسپور میزان

 سطوح با نظر ردمو آزمایش بینی پیش نتیجة از اطمینان

 ةنتیج و شد تکرار بهینه شرایط با آزمایش ةشد پیشنهاد

 ةدهند نشان که آمد دست هب 61/2×2121 با برابر حاصل

 از حاصل ةنتیج و آزمایشگاهی نتایج میان خوب تطابق

 .است تاگوچی مدل
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