
  
   نشاسته  توليد  از پساب كارخانهBacillus thuringiensisتوليد حشره كش زيستي توسط 

  
 1 افسانه دهقانو *مرضيه موسوي نسب

  
  19/12/88: تاريخ پذيرش    17/12/87: تاريخ دريافت

  
  چكيده

توليـد محـصولات بـا ارزش       جهـت    هايي شوند به فرآوري    مي آنهايي كه از كارخانجات مواد غذايي حاصل      ه ويژه    پسابهاي خاص ب   ايبر
امروزه  موفق ترين حشره كشهاي زيستي، توسط باكتريهاي ميله اي شكل گرم مثبـت از                . باشد ميزيستي نياز هاي    حشره كش  مانند   افزوده

 روده تحـت  پروتئيني كريـستاله توليـد كـرده و هنگـام ورود بـه        هاي    شود كه در مرحلة تشكيل اسپور، اندوتوكسين        مي جنس باسيلوس توليد  
و باعث صدمه به غشا          كردن سـلولهاي    تجزيهشوند و عمل      مي  و تشكيل سوراخ در غشا     روده حشرات هاي    ي سلول شرايط قليايي فعال شده

تحقيق .اپيتليال را انجام ميدهند طي عمـل   توليدبر روي پساب كارخانه Bacillus thuringiensis باكتري ،در اين  نشاسته رشد داده شد و
بر روي لارو .  كيلو دالتون توليد گرديد65پروتئين كريستاله با وزن مولكولي تخمير  اثر داده  Galleria melonellaسپس پروتئين حاصل را

توليـد دلتـا اندوتوكـسين بـا      تحقيقات نشان داده . ساعت ارزيابي و با نمونه كنترل مقايسه گرديد48 و 24و ميزان مرگ و مير بعد از گذشت      
  كـل تعـداد  اسـاس، ايـن   بـر  .باشد  ميكريستالي در بالاترين غلظت اسپور ها   هاي    پروتئين بيشترين ميزان اثر سميت       و ابطه دارد اسپورزايي ر 
 در هر   كولني 48×107 و   5/12×108به ترتيب     پليت كانت آگار    در محيط   و اسپورهاي توليد شده در مرحله تخمير شمارش شد كه          باكتري ها 

  .ميلي ليتر بود
      

.Bacillus thuringiensi varاندوتوكسين،  ،كارخانه توليد نشاستهحشره كش ميكروبي، پساب : كليديهاي  هواژ kurstaki    
  
   1    مقدمه

از نظر تاريخي بخش عمده ي ضايعاتي كه توسط انـسان           
به دليـل   . گردد  مي شود، مستقيما وارد محيط زيست      مي توليد

باعث آلـودگي شـديد     افزون جمعيت اين مساله      افزايش روز 
در  .كند  مي منابع آب و خاك شده و سلامت انسان را تهديد         

قرن نوزدهم، مشكل به حدي جدي شد كـه روشـهايي بـراي          
 آب از نظـر     كمك كرد تا   ارائه گرديد و     ضايعاتتصفيه اين   

در كــشورهاي ). 9(شــيميايي و بيولــوژيكي بــي خطــر شــود  

                                                 
دانشكده و دانشجوي سابق كارشناسي ارشد علوم و صنايع غذايي  استاديار به ترتيب  -2و1

  كشاورزي دانشگاه شيراز
  )Email: marzieh.moosavi-nasab@mail.mcgill.ca       :  نويسنده مسئول-(* 

 و خـانگي بـه   صـنعتي هـاي   پيشرفته، مقدار زيادي از فاضلاب    
ــصفيه ــوژيكي ت ــا  مــيروش بيول ــسابهاي خــاص  ازشــود ام  پ

 بخصوص آنهايي كـه از كارخانجـات مـواد غـذايي حاصـل            
وري هايي براي توليد محـصولات بـا        آ فر توان با   مي شوند مي

 از آنها مواد قابل ارائه بـه بـازار          و استفاده كرده ارزش افزوده   
زيـستي را   ي  هـا   مانند پروتئين هـا، چربيهـا و يـا حـشره كـش            

نــوين هــاي   اســتفاده از تكنولــوژي).16 و 7(بازيافــت نمــود  
شود كـه نيـاز بـه      ميجهت توليد حشره كشهاي زيستي باعث 

  .حشره كشهاي مصنوعي كاهش يابد
هزينة سالانه كنترل شيميايي آفات كشاورزي و حـشرات         

كنند سالانه بيش   ميكه عامل بيماريها را به انسان و دام منتقل        
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علاوه بر هزينـة زيـاد،      .  ميليون دلار برآورد شده است     350از  
رايج به علت عدم اختصاصي عمـل       هاي    مصرف حشره كش  

كردن اين تركيبات، بقاء در محيط زيست و تجمع آنهـا كـه              
شـود مـشكل      مـي  باعث بيماريهاي حيوانات و بويژه پرندگان     

ــت   ــرين اس ــل   ). 8(آف ــتفاده از عوام ــا اس ــشرات ب ــرل ح كنت
 و اهـــاباكتريهـــا، قارچهـــا، پروتوزو(يكروبـــي بيمـــاريزاي م

. محاسن متعددي در مقايسه با سموم شيميايي دارد       ) ويروسها
بــه دليــل اســتفاده از   وايــن عوامــل اختــصاصي عمــل كــرده

 .كـم اسـت   نـسبتاً   سوبستراي ارزان قيمـت هزينـه توليـد آنهـا           
بسياري از آنها دامنه فعاليت كمي دارند و بقايايي از خود در            

ايجاد مقاومت نيز در آنها بسيار غير       . باقي نمي گذارند  محيط  
هـا بـه سـادگي در        محتمل است البته بسياري از اين ارگانيسم      

  ). 22(مقياس وسيع قابل كشت نيستند 
زيستي كـه   هاي    والرو و همكاران بيان كردند حشره كش      

شـوند،    مـي  توليـد Bacillus thuringiensisتوسـط بـاكتري   
 خيلي اختصاصي براي كنتـرل حـشرات      تركيبات بيولوژيكي   

باشند كـه باعـث ايجـاد محـيط سـالم تـر، بهبـود سـلامت                  مي
 .)21 (شود  ميها و توليد غذاهاي ايمن انسان

 سـموم حاصـل     امروزه موفق ترين حشره كشهاي زيستي،     
  باكتريهاي ميله اي شـكل گـرم مثبـت از جـنس باسـيلوس              از
 Bacillus thuringiensis Var. kurstakiيكتربـا . باشند مي

 1پروكـاريوت هـا   جـزئ    اثـر تخريبـي دارد    كه براي حشرات    
اين باكتري در بسياري از  . و براي رشد به نور نياز ندارد      است

ــيط ــاي  مح ــاده ه ــشت س ــول   ك ــد محل ــشگاهي مانن ي آزماي
 15-40  در شرايط هوازي و در دماي بـين           2 مغذي آبگوشت

بـه  ) د درجـه سـانتي گـرا      30دمـاي بهينـه     (درجه سانتي گراد    
  .كند  ميراحتي رشد

كنـد كـه شـامل        مـي  اين باكتري چندين توكـسين توليـد      

                                                 
1- Prokaryots 
2- Nutrient broth 

ايـن سـم عـلاوه بـر        : 3آلفا اگزوتوكسين  -1: موارد زير است  
بتـا   -2.باشد  مي حشرات براي موش و ديگر مهره داران سمي       

اين باكتري توليـد شـده و       هاي    سويهدر برخي   : اگزوتوكسين
ــده اي   ــوارض عمـ ــستانداران عـ ــر روي پـ ــا  -3. داردبـ گامـ

 -4.اين توكسين براي حشرات سمي نمي باشد      : توكسينواگز
در مرحله مرگ بـاكتري و تـشكيل اسـپور          : دلتا اندوتوكسين 

ــشكيل ــيت ــود   م ــراورده). 25(ش ــروزه در ف ــاي  ام تجــاري ه
ــويه ــاكتري  سـ ــايي از بـ ــا  B. thuringiensis هـ ــه دلتـ  كـ

  ).6(شود   مينمايند، استفاده  مي توليد4اندوتوكسين
هاي  ، اندو توكسين5اين باكتريها در مرحلة تشكيل اسپور   

كنند كه اين تركيبات پروتئينـي        مي  توليد 6پروتئيني كريستاله 
 و  روده حـشرات  هـاي     ي سـلول  كريستاله باعث صدمه به غشا    

 كــردن  تجزيــهشــوند و عمــل  مــيتــشكيل ســوراخ در غــشا
، از  اين حشره كـشها   ). 20( را انجام ميدهند     7سلولهاي اپيتليال 

نوع تماسي نيستند و بايد توسـط حـشرة مـورد نظـر مـصرف               
 قابـل   بـصورت كريستالة حشره كش بايد     هاي     پروتئين .شوند

بتوانند از نظر بيولـوژيكي بـه شـكل سـم فعـال           تا   حل درآيند 
 در قـسمت ميـاني       سـم كريـستاله     حل شـدن   عمل. عمل كنند 

گيـرد و     مـي   صـورت  اسـت، رودة حشره كه محيطـي قليـايي        
فعـال شـدن    باعـث   پروتئـوليز   عمـل   روده از طريق    هاي   آنزيم
 از ايـن    ايمني انـسان و دام بجـز حـشرات        ). 11 (شوند  مي آنها

 به اين علـت اسـت كـه شـرايط رودة انـسان و دام             فراورده ها 
 چـرا   براي اين سموم نامساعد اسـت كهباشد   مي بسيار اسيدي 

هــاي   محلــول پــروتئين8 پــايين باعــث دنــاتوره شــدنpH كــه
 بوسـيله  شده و آنها را براي هيـدروليز         9تالة حشره كش  كريس

حـشرات مـسموم شـده ممكـن         .سـازد   مي آمادهپروتئاز روده   
                                                 
3- Exotoxin 
4- Endotoxin 
5- Sporulation 
6- Crystal protein endotoxin  
7- Epithelial cells 
8- Denaturation 
9- Insecticidal crystal proteins 
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يــا بــه علــت اثــرات ناشــي از . اســت بــه ســرعت تلــف شــوند
 تـا  2مسموميت خون، عمل تغذية آنها متوقف شده و در طـي        

  ).23( روز از بين بروند 3
 سـم   ملحـشره كـش كـه شـا       هـاي     برخي از اين فرآورده   

 از باسيلوس يا زير گونه اي از آن          خاص  يك گونه  حاصل از 
توانند براي راستة كامل حـشرات سـمي باشـند، در             مي هستند

حالي كه برخي ديگر ممكن اسـت تنهـا عليـه چنـد گونـه يـا                 
 بـاكتري ،  1960از دهة   . حتي فقط يك گونه مؤثر واقع شوند      

B. thuringiensis  يكروبي از گسترده ترين حشره كشهاي م
  ).22(باشد   ميمورد استفاده

  B. thuringiensis  حاصـل از تجاريهاي  اغلب فرآورده
باشـند، در حـالي كـه         مي هم حاوي سم پروتئيني و هم اسپور      

مقدار مـصرف   . برخي ديگر فقط حاوي تركيب سمي هستند      
 گرم در هر هكتـار اسـت كـه بـراي كنتـرل              6 تا   4اين سموم   

باعث خسارت به كـشاورزي و       حشرة مختلف كه     40بيش از   
 جنگلها شده و برخي عامل بيماريهاي انـسان هـستند بـه كـار             

  توليـــد شـــده توســــط  هــــاي  اندوتوكـــسين . رونـــد  مـــي 
 B. thuringiensis     بــراي تعــدادي از حــشرات بــه طــور 

اختصاصي عمل كرده و هنگامي كه در معـرض نـور مـاوراء             
بـه  گيرنـد بـه سـرعت         مـي  بنفش يا ساير عوامل محيطي قـرار      

شوند اين ويژگيهـا باعـث شـده          مي تركيبات غير سمي تبديل   
مناسـب  هاي    موجود به عنوان فرآورده   هاي    است كه فرآورده  

البتـه كـاربرد آن بـدليل       . براي محـيط زيـست شـناخته شـوند        
 ).22(قيمت بالاي توليد در مرحله تخمير محدود شده اسـت           

توليد  درصد هزينه    35-59استندباري و همكاران بيان كردند      
تخمير است بنابر اين براي توليد تجاري       هاي    مربوط به محيط  

 با هدف بازده بالا  B. thuringiensisحاصل از سم پروتئيني
و كمترين هزينه بايد از مواد خام قابل دسترس و ارزان قيمت          

  ).18(استفاده كرد 
 گزارشاتي مبني بر كـاهش هزينـه توليـد سـم            عبدالحميد

گزيني تركيبـات محيطـي گـران قيمـت         ميكروبي در اثر جـاي    
هـاي   مانند آرد سـويا و يـا پـودر مـاهي بـا ضـايعات و پـساب          

 خيساب  ، سبوس گندم  ، نشاسته ذرت  ،نشاسته كاساوا (صنعتي  
اين تركيبـات حـاوي     . )1 (ارائه داد )  ملاس و آب پنير    ،ذرت

عناصر مغذي ضـروري بـراي رشـد، توليـد اسـپور و تـشكيل               
 ).13( اسـت   B. thuringiensis كريستالهاي پروتئيني توسط

پساب كارخانه توليد نشاسته، محـيط كـشت تخميـر مناسـبي            
ــاكتري    ــط بــ ــستاله توســ ــروتئين كريــ ــد پــ ــراي توليــ   بــ

 B. thuringiensis Var. kurstaki فعاليت حـشره   است ولي
نـوع محـيط كـشت      وابـسته بـه     سمي فقط   هاي    كشي پروتئين 
آن هـا بـه     ، بلكـه ميـزان فعاليـت حـشره كـشي            تخمير نيـست  

 نـوع تركيبــات  ،فعاليـت كــالچر باكتريـايي   عـواملي همچـون  
و ميـزان  ) C/N(محيط، منابع كربن و نيتـروژن و نـسبت آنهـا        

نتايج مشابه توسط    .دلتا اندوتوكسين توليد شده، بستگي دارد     
  . )10 ( بيان شد1992كانگ و همكاران در سال 

 يـد  تول  استفاده از پـساب كارخانـه      ، هدف    در اين تحقيق  
ــشاسته ــط    1نـ ــستي توسـ ــش زيـ ــشره كـ ــد حـ ــراي توليـ    بـ

 B. thuringiensisكه علاوه باشد  مي در سطح آزمايشگاهي 
 سبب توليد محصولاتي بـا      ،بر كاهش آلودگي محيط زيست    

  . شود  ميارزش افزوده
  

  مواد و روش ها
   تخميرمحيط كشت

 نـشاسته در   توليـد ميزان عناصر موجود در پساب كارخانه   
   ).24 (اده شده استنشان د 1جدول 

 نـشاسته از كارخانـه       توليـد  پـساب كارخانـه   بر اين اساس    
فارس گلوكوزين شيراز تهيه و به عنـوان مـاده اوليـه اسـتفاده              

  .شد
  

                                                 
1- Starch industry wastewater 
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  اصر موجود در پساب كارخانه توليد نشاسته ميزان عن.1جدول 

  17)                          گرم بر ليتر( مواد جامد كل
  11    )          گرم بر ليتر(نسيون مواد جامد سوسپا

  8     )     گرم بر ليتر(مواد جامد سوسپانسيون فرار 
pH                                                    81/3 

  83/51      )               ماده جامد خشك(% كربن كل
  89/8      )            ماده جامد خشك(% نيتروژن كل

  33/14)                ميلي گرم بر كيلوگرم(فسفر كل 

  
.Bسويه   thuringiensis1 2 3  

 .Bacillus thuringiensis Var  باكتريدر اين تحقيق از

kurstaki )PTCC 1531( اين باكتري از مركز . استفاده شد
.  ايران تهيـه گرديـد     صنعتيهاي    كلكسيون قارچ ها و باكتري    

ــدا  ــال ابت ــه كــالچر فع ــراي تهي ــول  ب ــاكتري در محــيط محل  ب
 درجه سـانتي گـراد   30 كشت داده شد و در  مغذي آبگوشت
 4 سـاعت گرمخانـه گـذاري و سـپس در دمـاي              48به مـدت    

  ).5 و 4(درجه سانتي گراد نگهداري گرديد 
  

  آماده سازي ماده تلقيح شده
اين عمل در دو مرحله صورت گرفت ابتدا باكتري مورد          

 كه در دمـاي     1سوي  تريپتيكاز  ميلي ليتر آبگوشت   100نظر با   
 دقيقه سـترون شـده بـود،        30 درجه سانتي گراد به مدت       121

 درجــه ســانتي گــراد   30 ســاعت در 24مخلــوط گــشته و  
 تلقـيح  محيط كـشت حجمي از % 2 سپس . نگهداري گرديد

از محـيط كـشت     ديگـر    ميلي ليتر    300شده برداشته شده و با      
گرديـد و بـه     سوي سترون شده مخلـوط       آبگوشت تريپتيكاز 

 درجـه سـانتي گـراد نگهـداري     30 ساعت در دماي  24مدت  
 تلقـيح شـده كـه       محيط كشت حجمي از   % 2شد و در نهايت     

محـيط  حاوي سلولهاي رشـد كـرده بـود برداشـته شـده و بـه            

                                                 
 1- Trypticase Soy Broth (TSB) 
 
 

  محــيط pHدر تمــام مراحــل .  منتقــل گرديــدكــشت تخميــر
  ).24( تنظيم گرديد 7 ،كشت براي تلقيح

  
  تخمير 

ــا ا ــدا ب ــزودن ســود،در ابت ــساب ( محــيط كــشت  pHف پ
 درجه سـانتي    121 تنظيم شد و محيط در       7بر روي   ) كارخانه

 محـيط كـشت   سـپس   .  دقيقه سترون گرديد   30گراد به مدت    
 اضافه محيط كشت تخميربه  حجمي% 2  تلقيح شده به ميزان

 30 سـاعت در دمـاي       30-35شده و عمـل تخميـر بـه مـدت           
در . صـورت پـذيرفت   درجه سانتي گراد در شـرايط هـوازي         

كريستاله توسط باكتري توليد گرديد     هاي    اين مرحله پروتئين  
  ).24 و 2(

  
باكتري هاشمارش     و اسپورتعداد

ابتدا نمونه ها با روش رقيق سازي سريالي توسـط كلريـد            
 ادامـه   10 -7 درصد رقيق شده و اين عمل تا رقـت           9/0سديم  

ده به محيط پليت رقيق شهاي   ميلي ليتر از نمونه  1/0. داده شد 
 درجه سـانتي گـراد بـه        30كانت آگار منتقل شده و در دماي      

 ،بـراي شـمارش اسـپورها     .  ساعت نگهداري گرديد   24مدت  
 10 درجه سانتي گراد به مدت 80ابتدا نمونه ها در حمام آب 

دقيقه حـرارت داده شـدند و سـپس سـرد شـده تـا سـلولهاي                 
اننـد سـپس مـشابه     رويشي از بين رفته و فقط اسپور ها باقي بم         
ــالا كــشت داده و در نهايــت ك ــ حاصــل هــاي  لنيومراحــل ب
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 گرديـد شمارش شده و تعداد آنها در هر ميلي ليتـر گـزارش             
)24.(  

  
نمونـــه حـــاوي بـــر روي   SDS-PAGEالكتروفـــورز 

  كريستالههاي  پروتئين
-SDS كريـستاله، الكتروفـورز  هـاي   براي بررسي پروتئين

PAGE  ــراي ژل ). 15( انجــام شــد ــان ب ــده، گرادي جداكنن
ــده غلظــت  % 5-20غلظــت ــراكم كنن ــراي ژل مت ــه % 5و ب تهي
 بـه عنـوان اسـتاندارد اسـتفاده شـد و            1نشانگر فرمنتاز . گرديد

هــاي   پــروتئينبــا اســتفاده ازوزن مولكــولي پــروتئين حاصــل 
  . استاندارد تعيين گرديد

  
   2ارزيابي زيستي

براي تعيين قدرت حـشره كـشي نمونـه هـا، مخلـوطي از              
بـر    B.  thuringiensis Var. kurstaki اسپور و كريستالهاي

ــاه پزشــكي   Galleria melonella لارو  كــه از بخــش گي
 داده  تـأثير دانشكده كشاورزي دانشگاه شـيراز تهيـه گرديـد،          

بـراي ايـن منظـور      . شد و ميزان مرگ و مير ارزيـابي گرديـد         
 5بـه حـشره كـش آلـوده شـده و در      ) موم عـسل (غذاي آنها  

كـوچكي از   هاي     جداگانه قرار داده شدند سپس ظرف      ظرف
 10آب در محيط كشت آنها قـرار داده شـد و در هـر ظـرف       

لارو اضافه گرديـد سـپس در دمـاي معمـولي تحـت شـرايط               
هوازي نگهـداري شـدند و ميـزان مـرگ و ميـر آنهـا بعـد از                  

  ).17( ساعت محاسبه گرديد 48 و 24گذشت 
  

  آناليز آماري
 SPSS برنامه كـامپيوتري     ،تحليل نتايج به منظور تجزيه و     

مورد استفاده قرار گرفت و اطلاعات بدست آمده از آزمـون           

                                                 
1- Fermentase 
2- Bioassay  

 تحليـل و بـراي تعيـين    T testارزيـابي زيـستي بـا اسـتفاده از     
اختلاف بين ميانگين نمونه  ها آزمون دانكن به كار برده شـد          

  . درصد صورت پذيرفت5و مقايسه در سطح 
  

  نتايج و بحث
  ش اسپور و ميزان پروتئين كريستاليرابطه شمار

ــق،   ــايج بدســت آمــده در ايــن تحقي   كــلتعــدادطبــق نت
بـا اسـتفاده از محـيط      شـمارش شـده      هايو اسـپور  هـا    باكتري
 48 ×107 و   5/12 ×108 پليت كانت آگـار بـه ترتيـب،          كشت
  ). 2جدول( در هر ميلي ليتر بود كولني

ن بـا    اندوتوكـسي  - نشان دادند توليـد دلتـا      شبام و همكار  
 رابطـه دارد و بيـشترين ميـزان     B. thuringiensis اسپورزايي

كريستالي در غلظـت بـالاي اسـپورها        هاي    اثر سميت پروتئين  
 بيان كردنـد    )19 ( مونيتل و همكاران   -تيرادو .)3 (رخ ميدهد 

حضور اسـپورها در محـيط كـشت اثـر تقويـت كننـدگي بـر                
البته تحقيقـات يـزا و       .فعاليت كريستالهاي سم و اثر آنها دارد      

تواند   مي نيزنشان داد كه دانسيته بالاي اسپور       ) 23( شهمكار
  .باشدكننده براي تشكيل اندوتوكسين يك عامل ممانعت 

  
   حاصل از هايها و اسپورباكتريكل تعداد  .2جدول 

B. thuringiensis ساعت24 در محيط كشت تخمير بعد از   
  

  cfu/ml      ( 108×5/12( باكتري شمارش كلي
  

  cfu/ml(              107×48(شمارش اسپور 
  

  4/38                           (%)اسپورزايي 
  

 اعلام كردند در محـيط پـساب        )14(و همكاران    لاچهب
 كوتـاهي دارد  3خيرأفاز ت B. thuringiensisنشاسته، باكتري 

توانــد خــود را بــا شــرايط محيطــي وفــق داده و   مــيو ســريعاً

                                                 
3- Lag phase 
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ويژه بـراي كـاهش مـواد آلـي موجـود در پـساب              هاي    مآنزي
توليد كنـد و انـرژي مـورد نيـاز خـود را بـراي انجـام اعمـال                   

د، اما اين باكتري در محيط حـاوي نـشاسته          نمايسلولي تامين   
بدليل دارا بـودن ميـزان زيـاد كربوهيـدرات قابـل دسـترس و               

ه و مرحل ـ شـته    طـولاني دا   1، مرحلـه رشـد    )1 جدول(نيتروژن  
  .افتد  ميخيرأبه ت  اندكيزايي آناسپور
  

  الكتروفورز
 و SDS-PAGEوزن مولكولي پروتئين كريستاله با روش    

 65پروتئين نشانگر انـدازه گيـري شـد و حـدود            با استفاده از    
  ).1شكل (كيلو دالتون تعيين گرديد 

B. thuringiensis  ــراي  در شــروع مرحلــه اســپورزايي ب
 چندين نوع پروتئاز توليـد    هيدروليز مواد آلي مورد نياز خود       

كند كه ميزان توليد آنزيم پروتئاز بستگي به غلظت كربن           مي
 هـر چـه ميـزان ايـن     . ن قابل دسترس در محـيط دارد      ژو نيترو 

 .يابـد   مـي  تركيبات آلـي بيـشتر باشـد توليـد پروتئـاز كـاهش            
ــابراين ــه،بن ــساب كارخان ــد پ ــودن   تولي ــدليل دارا ب ــشاسته ب  ن

ي براي توليد سم ميكروبي حاصل      تركيبات آلي محيط مناسب   
چنانچـه زمـان تخميـر بيـشتر      .باشد  ميB. thuringiensis از 

 و باعـث    گرديـده   شود ميـزان فعاليـت آنـزيم پروتئـاز بيـشتر            
ــستاله توليــدي شــده و فعاليــت ســم    ــروتئين كري هيــدروليز پ

 مدت زمان مرحلـه تخميـر بايـد         پس،. يابد  مي حاصل كاهش 
  .)24 (در نظر گرفته شود ساعت 30-35معين و حدود 

نتايج بـه دسـت آمـده در ايـن تحقيـق بـا نتيجـه تانـسي و                   
كه بر روي محيط حاوي پـروتئين كريـستاله،          )20(همكاران  

SDS-PAGE    آنها مشاهده كردند   . رد انجام دادند مطابقت دا
ــل از     ــسين حاصـ ــا اندوتوكـ ــستاله دلتـ ــروتئين كريـ ــه پـ   كـ

 B. thuringiensis ي بـاكتري توليـد   كه در مرحله اسـپورزاي 
باشد كه به دليل فعاليـت        مي  كيلو دالتون  130شود، حدود    مي

                                                 
1- Log phase 

بالاي آنزيم پروتئاز ايـن بـاكتري در محـيط كـشت شكـسته              
 كيلـو   65شده و توليـد دلتـا اندوتوكـسين  بـا وزن مولكـولي               

   .كند  ميدالتون
  ارزيابي زيستي

ميـزان مـرگ و     حاكي از آن است كه      نتايج بدست آمده    
هـاي    نـسبت بـه نمونـه   Galleria melonellaاي ميـر لاروه ـ 
ــرل  ــاكتري   (كنتــ ــل از بــ ــي حاصــ ــم پروتئينــ ــد ســ   فاقــ

 B. thuringiensis ( صـورت معنـي دار   ه ب  درصد5در سطح
البته ميزان مرگ و مير لاروهـا در مـدت    . استداشته   افزايش

 ساعت نگهداري در محيط حاوي موم عسل آغـشته          48زمان  
 سـاعت افـزايش بيـشتري داشـته     24به سم پروتئيني نسبت بـه    

  .است
  گـزارش دادنـد سـم حاصـل از        ) 12(ناولس و همكـاران     

 B. thuringiensis Var. kurstaki   با فسفوليپيدهاي موجود
ــبب     ــنش داده و س ــما واك ــشائ پلاس ــارگيدر غ ــلولپ  2 س

آنها اين سم را بـر روي مـوش مـورد مطالعـه قـرار               . شوند مي
.  از موش ها از بـين نرفتنـد        دادند و مشاهده كردند هيچ كدام     

بنابر اين دريافتند كه واكنش اين سم پروتئينـي بـا فـسفوليپيد             
باشـد و در سـلول تمـام          مـي  غشائ پلاسما بـسيار اختـصاصي     

  .جانداران رخ نمي دهد
  

  نتيجه گيري نهايي
 نشاسته به عنوان محـيط       توليد با استفاده از پساب كارخانه    

.B. thuringiensis Varكشت تخمير و تلقيح آن با باكتري 

kurstaki    كريستاله با وزن مولكولي     ي به صورت  پروتئينسم 
ــردن لارو    65 ــين ب ــد شــد كــه باعــث از ب ــون تولي ــو دالت  كيل

Galleria melonellaاين نوع حـشره كـش زيـستي    . گرديد 
در مقايسه با سموم شيميايي علاوه بر اينكه مزايـايي همچـون            

و اده از سوبستراي ارزان قيمت      هزينه توليد كم در نتيجه استف     
                                                 
2- Cytolysis 
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 باعــث كــاهش آلــودگي محــيط ،عملكــرد اختــصاصي دارد
توانـد بـا     مـي  زيست و توليد غذاي ايمن و سالم خواهد شد و         

 بـه   تحقيقات گسترده تر كاربرد وسيعي در صنعت كشاورزي       
  . داشته باشدويژه در ايران

  
  سپاسگزاري

ــيله از هــسته كــارآفريني     دانــشكده كــشاورزي بدينوس
دانشگاه شيراز كه ايـن پـروژه را حمايـت مـالي نمودنـد و از                

 محترم بخش علوم و صنايع غذايي خانم ها پروانه    شناسانكار
 و همچنين از بخـش گياهپزشـكي    محسني و اعظم كشتكاران   

 كه در اجراي اين تحقيـق       دانشكده كشاورزي دانشگاه شيراز   
  .داردهمكاري صميمانه داشته اند، كمال تشكر و قدرداني را 

  
  
  

                                                           3             2          1       

  
 پروتئين كريستاله .2پروتئين كريستاله  .B. thuringiensis Var. kurstaki 1  مربوط به پروتئين كريستاله توليد شده توسط باكتريSDS-PAGEگوي ال. 1شكل

  نشانگر فرمنتاز .3) تكرار(
  

اثر سم حاصل ازGalleria melonella     مقايسه مرگ و مير لاروهاي.3جدول   B. thuringiensis   در
  زمان
   ساعت48   ساعت24  نمونه

  )بدون سم(كنترل
  حاوي سمهاي  پليت

 a *** ◦◦/◦  
b◦◦/9  

 a◦5/◦  
b◦6/9  

  ).>p 0,05(باشد  مي حروف متفاوت در هر ستون نشان دهنده اختلاف آماري معني دار -***
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