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 Introduction: The purpose of this research was gamma ray irradiation and identification of 

mutant sub strains of Bacillus subtilis with high ability to remove ammonium and their 

adaptability to cold and use in the cold-water fishes farming biofilter water for in laboratory 

conditions.  

Material & methods: After obtaining the effective dose of 5.8 kGy of Bacillus subtilis 

strain, they were irradiated with gamma rays. After that, 200 colonies were randomly 

selected and numbered. Each of the colonies was incubated for 1 night in a liquid culture 

medium suitable for ammonia oxidizing bacteria at 30°C.  Potential ammonium removal 

colonies were isolated and cultured separately. After the screening process, the selected 

strains were adapted to 15 and 9 degrees Celsius. The biofilter water of a RAS trout system 

was prepared and the ammonium concentration increased up to 35 mg/L. Bacillus sub-strain 

number 180 adapted to -9◦C and 15◦C with a dilution of 108 CFU/ml was added to the 

enriched biofilter water and ammonium concentration was evaluated over time.  

Results: The growth chart showed that among the selected strains, sub-strains 180, 62, 45 

and 31 had the highest growth. The results showed that strains 62 and 180 have the highest 

amount of ammonium removal compared to the control group and other sub strains. Also, 

the results show that the removal efficiency of ammonium in biofilter water containing 

biofilter microbiome for fish breeding using Bacillus subtilis sub strain 180 has increased 

both at 15 and 9 degrees.  

Conclusion: Therefore, considering the increase in the biological capacity of sub-strain 

number 180 to remove ammonium at low temperatures, it is suggested to use it as an 

effective ammonium decreasing improver in RAS systems for cold water fish farming. 
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 مقاله پژوهشی   
 

 

 

دارای  Bacillus subtilis سویه موتانت باکتری زیر پرتوتابی گاما در ایجاد  استفاده از 

 سرمایی در شرایط  حذف آمونیوم  توانایی
 

 

 

 

 

 د زاه ، حامد مجیدی* علیرضا نیسی
 

 

 

   ای، کرج، ایران ای، پژوهشگاه علوم و فنون هسته پژوهشکده کشاورزی هسته

 چکیده   کلمات کلیدی 
 آمونیوم
 های نیتریفیکانت هتروتروف  باکتری

 موتاسیون 
   سازگاری دمایی

 
 
 

  

دارای   Bacillus subtilis  یباکتر  های موتانت  سویهیی زیرو شناسابا پرتو گاما    پرتوتابی  هدف از انجام این تحقیق  مقدمه:  

آمونیوم بالای حذف  بیوفیلترهای پرورش قزل  و سازگاری آن  توانایی  به سرما و استفاده در آب    سرمایی و   در شرایط  آلا  ها 

   .بودآزمایشگاهی 

.  پرتوتابی شدندپرتو گاما  با     Bacillus subtilisیباکتر  ه یسو   کیلوگری  5/ 8دست آوردن دز موثره    هپس از ب ها:  مواد و روش 

شب در محیط کشت    1مدت    ها به  . هر یک از کلونیشدگذاری    و شمارهانتخاب  صورت تصادفی    کلونی به   200،  از آنپس  

بالقوه حذف    ییهاینو . کلانکوبه شدندگراد    یدرجه سانت  30  یدر دما  اکیکننده آموندیاکس  یها  ی باکتر  ی مناسب برا  عیما

  9  و    15  یانتخاب شده با دما  ی ها  هیسو   ، یاز مراحل غربالگر  پس  طور جداگانه کشت داده شدند.   و به  یجداساز  ومیآمون

  شیافزا گرم در لیتر میلی  35 تا ومیغلظت آمونتهیه و   RAS ی آلا قزل ستمیس کی لتریوفیب بآ. گراد سازگار شدند یدرجه سانت

  810    رقتبا    C ◦15و    -C ◦9با دمای    شده  سازگار  180سویه شماره  . باکتری باسیلوس زیرافتی
CFU/ml   به آب بیوفیلتر  

 آمونیوم مورد ارزیابی قرار گرفت.  غلظت در طی زمان  واضافه شد  غنی شده

بین سویه  نتایج:  از  داد که  نشان  انتخا  نمودار رشد  بیش  31و    45،  62،  180های    سویهشده زیر  بهای  ترین رشد   دارای 

و سایر  باشند نسبت به گروه شاهد    ترین میزان حذف آمنیوم می  دارای بیش  180و    62های    نتایج نشان داد که سویهبودند.  

دهد که کارایی حذف آمونیوم در آب بیوفیلتر حاوی میکروبیوم بیوفیلتر پرورش   نتایج نشان میچنین    د. همباش  میها    سویهزیر

 افزایش یافته است.  درجه  9و هم    15هم در دمای  180سویه ماهی با استفاده از زیر

نتیجه  و  به  ن،یبنابرا  : گیری بحث  آمونیوم  برای   180سویه شماره  ی زیرستیز  ظرفیت   شی افزا  با توجه  پایین    حذف  د ردمای 

 . شود یم شنهادیپ ماهیان سردابی یبرا RAS های سیستم موثر در دهنده بهبود کیعنوان  بهرا استفاده از آن 
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 قدمه م
  محدودیت   علت  به  رفیط  از  و  است  رشد  حال  در  شدت  به  یپرور   آبزی        

 ی هاستم یس  یبرا   ییهاتلاش   بنابراین  ،(2  ،1)  دسترس  در  نیری ش  آب  منابع

- NH4)  وم یآمون.  (4، 3) شده است این صنایع بازگشت مجدد آب در

Nآن در   یاست و محتوا  صنعت  ایندر فاضلاب  تروژنین ی( جزء اصل

  عامل عنوان    به  اکیآمونحذف    بالاست.   اریبس  پرورش متراکمپساب  

ها    در این سیستم  انیپرورش ماه  ی برا  یمانعو    یطی مح  یزا استرس

  ی آب  یهااز بدنه   NH4-Nحذف  فرآیند .  (5)  دارای ارزش زیادی است

  ی رهوازیغ تراتین یا یو اح ونیکاس یفیترین اک،یآمون  ریتبخ  ریتأث  تحت

آمون گ  اک،ی آمون  یهواز  یب  ونیداسی اکس  وم،ی به  تجزیه  و    اهیجذب 

  ها   ارگانیسم کرویتوسط م  یستیز  هیتصف  .(5)  شود  انجام می  یکروبیم

اقتصاد  یکی ز  نیتر  یاز  حذف    یبرا   ندهایفرآ  نیتر  یطیمح  ستیو 

NH4-N توسط مختلف به دو شکل  این فرآیند،    (7، 6) است  فاضلاب  

تحقیقت   شود.  انجام می  ،  (9،  8)  اتوتروف و هتروتروف  یها   یباکتر

هتروتروف   یها  هیدر حضور سو ت یتریو ن  ومیحذف آمون دهد  می  نشان

های   جمله باکتری از  .(12،  11،  10)  شود یم  انجام  یتر شیبا سرعت ب

،  Acinetobacterium baumaniiتوان به    کننده می   تجزیه  هتروتروفیک 
Candida rugosa   ،Candida krusei  و Pichia farinosa   و Bacillus  

  ها در نیتریفیکاسیون به اثبات رسیده است   اشاره کرد که فعالیت آن

مطرح   جنس  عنوان به  لوسیباس  هتروتروفیک  جنس  .(16، 15، 14، 13)

را از   تروژنیتوانند اشکال مختلف نیم  (17) زدایی  در فرآیند نیتروژن 

دارای تنوع بسیار  اعضای این جنس دارای   کنند.  ذفح انیآبز  فاضلاب

  ییزدا  تراتیو ن  ( 19)  ونی کاسیفی تری، ن  ( 18)  ونی کاسی فیآموندر  زیادی  

های مختلف باسیلوس دارای  داده سویه نشان مطالعات  .باشند می (20)

پروری  مناسب حذف هتروتروفیک آمونیوم غیر یونیزه در آبزی  کارایی

 .B. subtilis  (21،  22)،  B  های  سویه  کارایی  که  طوری  به  ،هستند

megaterium  (23)    وB. amyloliquefaciens  (24)    مینه به زدر این

با کارایی   مناسب هایسویه کارایی زایشو افانتخاب    .رسیده است اثبات

توان کارهای   بنابراین می .(25)  دغدغه محقیقن بوده است  همیشه بالا

افزایش  متعددی   چون    هم  باکتریایی  مختلف  یها  سویه  بازدهبرای 

.  (26، 25) داد  انجامو سازگاری محیطی   دستکاری ژنتیکی  ،موتاسیون

  ی در توال رییتغ با استفاده از ژن  کیساختار   رییتغموتاسیون در واقع 

DNA از خطا در همانند  یتواند ناش  یزنده است. جهش م   موجود  کی  

زاها    قرار گرفتن در معرض جهش  ،یسلول  میتقس  طول  در  DNA  یساز 

اصلاح    یبرا  یتصادف  ییزا  ستفاده از جهشا باشد.    یروسیعفونت و  ای

کمک    ها  تیمتابول  سنتز ایو/ یستی ز  کنترل یها  ییتوانا  بهبود  به  ها  هیسو

گاما(    ایماوراء بنفش   )اشعه  یکی زیف  ای  ییایمیش  یزاها کند. جهش یم

جمله پرتوهای یونیزان است با    پرتو گاما که از .(27) شود  یاستفاده م

سزایی   هتواند نقش بتاثیر روی ژنوم می بالا و توان پذیری توجه به نفوذ

  ی دما .  (30،  29،  28،  25)   های موتانت داشته باشد  روی تولید سویه

هتروتروف مورد استفاده در    یهواز  یها  اکثر گونه  یمناسب رشد برا 

  پرورش ماهیان سردابی   یبرا   مطلوب  ی دماتر از    بسیار بیش  لترهایوفیب

  در حذف  موثرهای مناسب    سازگاری میکروارگانیسم  ن،یبنابرا،  است 

بنابراین  .  (31)  دارای اهمیت زیادی استتر  .نییپا  یدر دماها   ومی آمون

های    سویه زیر  ییشناسا و  گاما   با پرتو پرتوتابی  تحقیق  هدف از انجام این

  دارای توانایی بالای حذف آمونیوم   Bacillus subtilis  ی باکتر  موتانت

ها به سرما و استفاده در آب بیوفیلترهای پرورش قزل    و سازگاری آن

 . بودآزمایشگاهی    سرمایی و  در شرایط  آلا

 

 ها مواد و روش 
  ی باکتر  هیشده سو  زیوفلیفرم ل  : وسیله پرتو گاما  هپرتوتابی ب        

 Bacillus subtilis     دسترسبا بانک    IBRC-M 10997  یشماره  از 

د.  ش هیایران ته  ذخائر ژنتیکی و زیستی  مرکز ملی هایسمیکروارگانیم

یک کلونی تازه از این باکتری به لوله آزمایش حاوی  برای این منظور  

شب به  1مدت   براث منتقل و پس از انکوباسیون به   LBلیتر    میلی  5

شده منتقل    اتوکلاو براث   LB  تریل میلی  300  حاوی لیتری  میلی  500  ارلن

گراد خارج    درجه سانتی 30فاز رشد لگاریتمی از انکوباتور دمای   و در

مدت    گرم به   8000در    وژیفیبا سانترها    شدند. در مرحله بعد سلول

شده    لیاستر  NaCl  ٪65/0دو بار با محلول    و  یآور   جمع  قهیدق  10

تهیه و در    NaCl  ٪65/0محلول  با   ونی سوسپانس  سپس  .ندشسته شد

ساتع  (KGy) ، کیلوگری5 و 4،  3،  2،  1مرحله بعد پرتوتابی با دزهای  

ساخت کانادا    Nordian  220توسط دستگاه گاماسل    Co-60شده از  

 ها باکتری، در این دزها  تابش  از  پسو   گرفت  صورتGy/sec  92/0با دز 

رقیق شدند و    ٪65/0سالین    نرمال  در  10-8صورت سریالی تا رقت   به

  شمارش ها    ی تعداد کلنروی محیط کشت مربوطه خود قرار گرفتند.  

تا    80  ریمرگ و م  زانیبا توجه به م  نهیبه  ییزا  جهش  طیشد و شرا

  7/5-8/5این مرحله دز موثره    پس از    .(32)  شد  نییدرصد تع  90

 (.  1دزها پرتوتابی شدند )شکل   ها در این و باکتریپیدا شد  کیلوگری  

پس از پرتوتابی    :ومیکننده آمون حذف  یها یباکتر  یداسازج       

 محیط کشت  باکتری به  های  سازی انجام و نمونه  رقت دزهای موثره  در

LB  صورت    به  کلونی  200  مربوطه  هایکلونی  بین   ازشدند و    آگار منتقل

شب   1  مدت  ها به  کلونی  یک از  . هرشدگذاری   و شماره  تصادفی انتخاب

داده شدند و سپس    درجه قرار 30  براث در دمای  LBمحیط کشت   در

  ی ها   یباکتر  یمناسب برا  عیما ط یمح تریل  یلیم 47  دراز  تریل  یلیم 3

 یتریل  یلیم  100  لیاستر  یها  فلاسک  در (34  ،33)  اکیآمون  کنندهدیاکس

انکوبه    دقیقه  دور بر  150 با دور  گراد  یرجه سانتد  30 یدما در  و منتقل
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 60گلوکز و    تریگرم در ل  یلیم  330با افزودن    ها  محیط کشت.  شدند

ل  یلیم در  به  تریگرم  کرب  پپتون  منابع  شدند  نعنوان    .  (31)  اصلاح 

  وم ی آمونکننده    بالقوه حذف   ییهایکلنآمونیوم سنجش و  ،  روز  7  طی

با استفاده    ومی آمون  غلظت  شده،  انتخاب یها  یکلن یبرا  .شدند شناسایی

  و از   یر یگ  اندازه  طبق پروتکل سازنده پلین تستاز اسپکتروفتومتر  

در    آمونیوم  حذفو    سازگاری  های کاندید برای  کلونی  ها  آنبین این  

 دمای پایین انتخاب شدند.  

y = -1.0852x + 7.0725

R² = 0.9359
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  (KGy) 
 Bacillus subtilisین دز موثره پرتو گامادر باکتری یعت :1 لکش

 

  ی ها   هیسو  ،یاز مراحل غربالگر   پس  :سرد  یبا دما  یازگارس       

  30مختلف شامل دمای آزمایشگاه، دمای    یها دما  درانتخاب شده  

سازگار شدند  هفته  2مدت   به گراد  درجه سانتی 9و   15درجه، دمای 

ترین سازگاری و توانایی    ای که دارای بیش   . در مرحله بعد سویه(31)

 در دمای پایین را داشت انتخاب شد.  حذف آمونیوم  

و عدم    در حضور  لتری وفیبحاوی  در آب    وم یآمونکاهش         

  RAS یآلا   قزل لتریوفیب  ستمیس کی  ب از آ  :سویه موتانتزیر حضور

  وم یاستوک سولفات آمون  افزودن محلولبا    ومی غلظت آمون  .تهیه شد

لیتر از    میلی 3. افتی شیافزا گرم در لیتر  میلی 35 به لتر یوفیبه آب ب

با  (  شده  راگ زاس  C◦51 و -C◦9)  180 شمارهسویه  باکتری باسیلوس زیر

  رقت
810  CFU/ml  و به دمای    آب بیوفیلتر اضافه شد تریلیلیم 47به

ها    از آن  زمانسپس در طی  .  گراد منتقل شد  درجه سانتی  9و    15

 آمونیوم مورد ارزیابی قرار گرفت.  غلظت  برداری و  نمونه

  کولموگراف   آزمون  از  استفاده  با  ها داده  بودن  نرمال:  یآمار   زیآنال       

 Arcبا  هازیاز انجام آنال  شیپ یدرصد   های   داده. شد بررسی  اسمیرنف

sin  کی  انسیوار  هیها از تجزداده  نیانگیم  سهیمقا  یشد. برا  ل یتبد 

  مارها یت  نیدر ب  بودن  داریمعن  سطح  و  ( انجامOne-Way-Anova)  طرفه

و   هیدرصد انجام شد. تجز  5در سطح احتمال    Tukeyآزمون    قیطر از

انجام شد   ندوزیو طیحم رد SPSS 17 رازفا¬ نرم لهیوس  به یآمار  لیتحل

برا مح  Excel, 2007فزارانرم  از  هانمودار  میترس  یو   ندوزیو  طیدر 

 استفاده شد. 

 

 تایج ن 
نمودار رشد   :های موتانت  سویهدر زیر   رشدعملکرد   ارزیابی       

،  62  ،180  های  سویههای انتخای شده زیر  نشان داد که از بین سویه

های    سویهنسبت به سویه اصلی و زیر ترین رشد  دارای بیش 31و  45

زیر  بودند. هم  موتانت ترین    دارای کم  111و    136های    سویهچنین 

 (. 2میزان رشد بودند )شکل  
 

 

 گاما  با شده پرتوتابی باسیلوس باکتری های سویهزیر رشد نمودار :2 شکل

پایین        دمای  در  آمونیوم  بین    :حذف  از  که  داد  نشان  نتایج 

ترین میزان حذف    بیش  دارای 180و  62  های  های مختلف سویه  سویه

این  آمنیوم می از  بعد  این سویه  باشند.  برابر    که  در  و  در سازگار  ها 

  ها اگر   سویهآمونیوم قرار گرفتند نتایج نشان داد که کارایی این زیر

دارای توانایی حذف آمونیوم    یافته است ولی  پایین کاهش  در دمای  چه

 (.   3باشند )شکل   بالایی نسبت به گروه شاهد می

این  :  در آب بیوفیلتر پرورش ماهی  ومیحذف آمون  تیفعال        

رغم افزایش غلظت آمونیوم حذف آن در هر   نتایج نشان داد که علی

نتایج    افتد. هم  اتفاق می  180سویه  دو گروه شاهد و زیر این  چنین 

می  حاوی    نشان  بیوفیلتر  آب  در  آمونیوم  حذف  کارایی  که  دهد 

افزایش    180سویه   میکروبیوم بیوفیلتر پرورش ماهی با استفاده از زیر

مشهود    درجه کاملاً  9و هم    15یافته است. این افزایش هم در دمای  

 (.  4دار است )شکل   و معنی
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با استفاده از گرم در لیتر آمونیوم  میلی 35 حاویماهی  بیوفیلتر پرورشدر آب   ومیحذف آمون تیفعال: 4شکل 

 گراد  درجه سانتی 9درجه و  15 سازگار شده در دماهای 180سویه شماره زیر
 

 بحث 
 تیفیبهبود ک یبرا داریپا یاستراتژ  کیعنوان   به یستیز  تجزیه       

پساب آلودگ  یپرور   یآبز   یها آب  کاهش  ز  یو    ی طیمح  ستیبالقوه 

  ش یافزا  یبرا  توانند یها مسمیکروارگانی م  راستا  نیا  در   است.  شده   داریپد

  هیتصف  یمطالعه اثربخش  نیباشند. چند  دیها مفندهیحذف آلا  سرعت

،  36،  35)  دهدی نشان م  ها را  میکروارگانیسمفاضلاب را با استفاده از  

 به   اتوتروفیک  یها   یمطالعات از باکتر  نیا  تر  شیحال، ب  نیبا ا.  (37

با    این در حالی است که  استفاده کردند.  یستیز  شیعنوان عامل افزا

استفاده    ومیآمون  حذف  یبرا   هترورتوف  یها   یباکتر   یبالا  ییکارا  به  توجه

توسط    ومی حذف آمون  رویمطالعه،    نیا  باشد.  دیتواند مف  یم  ها  آناز  

شده با پرتو    پرتوتابی  subtilis  Bacillusهای موتانت باکتری  سویهزیر

در حال گردش    با آب  ییهاستمیس  در  انیآبز  .ه استمتمرکز شدگاما  

م  به رشد  متراکم  افزایطور  باعث    شی کنند.  آب  در  جانوران  تراکم 

  ن یا  یلترهایوفی شود. بی م  مویآمون  ها بالاخص  آلاینده  غلظت  شیافزا

  ت ی، ظرفاستشده    زهیکلون  یهاسمیکروارگانیمحاوی  ها که  ستمیس

 
 گراد   درجه سانتی 9درجه و  15، اتاقدرجه، دمای  30در دماهای  180و  62، های شاهد مقایسه حذف آمونیوم بین زیرسویه :3شکل 
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 دارند  آنها و استفاده مجدد از    نده یآب، حذف آلا  هیتصف  یبرا   ینیمع

ها    ندهیحذف آلا  یبرا   یموثرتر اگر راه حل  بنابراین  .  (39،  38،  35)

افزا  ستمیس  تیتوان ظرفیشود، م  دایپ را    ندیفرآ  نیداد که ا  شیرا 

  ی لترها یوفی ب  در  ونی کاسیفیترین  .( 42  ،41  ، 40)  کند  دارتر ی پا  و  تریاقتصاد

RAS   باکتر توسط  ،  42،  36)  شودی م  انجاماتوتروف    یها یعمدتاً 

به  RAS  ستم یس  کیکه    یهنگام.  (43 م  شروع  م  یکار  توان    یکند، 

 (. 45، 44) اضافه کرد ستمیبه س یرا بدون ماه سویه هتروتروف کی

افزایش  مناسب    هتروتروفیک  یهای باکتر انتخاب  با    ن،یبنابرا از 

به پرورش    ی در ط(.  46)  کردحاصل    نانیاطم  لتریوفیب  نهیعملکرد 

  ستم یکه با س  یتنکیفیترین  یها  یسمت باکتر   به  RAS  ستمیس  ،یماه

م  سازگار شده بیاند حرکت  ا  لترهایوفی کند.  نقش    ستمیس  نیدر  ها 

م  ترین  رایج  و  دارند  یاساس ها    ستمیساین  در    یکروبیجوامع 

Proteobacteria sp.  ،Bacteriodetes sp.  ،Nitrospirae sp.  ،
Planctomycetes sp.  ،Rhizobiaceae  ،.و  Chloroflexi sp   که  

Nitrosomonas sp.  ،Nitrospira sp  .و  Nitrobacter sp.    وBacillus  

عملکرد    سهیمنظور مقا  بهدر این مطالعه    (.50،  49،  48،  47)  هستند

در    بود    شدهسازگار  که در دمای پایین    180یعنی    یانتخاب  سویهزیر

ب  ،یعیشده طب  زهیکلونهای    سویه  هب  پایین  دمای اضافه   لتریوفیآب 

در    سویه بر حذف آمونیوماین زیردهنده اثر مثبت  نشان  جیشدند. نتا

ا  .بود  لتریوفیآب ب   یستیز  تیتقو  یبرا   یاستراتژ  ک یمطالعه    نیدر 

  باکتری هتروتروف   سویه موتانتزیر   شده با  یغن  RAS  یلترهایوفیب

نسبت    ومی آمون  حذف  در  بهبود  با،  سویهزیر  این  با استفاده از  .شد  گزارش

  ست د  گراد  یسانت  درجه   15و    9  یدر دما   لترهایوفیدر ب  جیرا  جوامع  به

با استفاده از    یستیز  ظرفیت  شیافزااین    ن،ی(. بنابرا4)شکل    میافتی

دمای تکثیر    به  شده  سازگار  سوبتیلیس  باسیلوس  180سویه شماره  زیر

حذف    رایب  موثر  دهنده  بهبود  کی عنوان    بهان سردابی  پرورش ماهی و  

.  شود  یم  شنهادیآلا پ  پرورش قزل  یبرا   RAS  های  سیستم  در  آمونیوم

این زیر از  استفاده  از  بایداما قبل  با  آن    یسطح  ونیزاسیکلون  سویه 

ب از  ب  یلترهایوفیاستفاده  گ  تر  شیمختلف  قرار  مطالعه  تا   ردیمورد 

چنین قبل   هم  ها به حداکثر برسد.  آن  یو اثربخش  نهیبه  ونیزاسیکلون

سویه باید عملکرد آن در یک سیستم پرورشی  از استفاده از این زیر

 در مقیاس آزمایشگاهی مورد ارزیابی قرار گیرد.  
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