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اکسید کننده برخی از باکتریهای شاخص و ارزیابی فعالیت جداسازی 
نیترات از مزارع پرورش ماهیان گرمابی در استان ، نیتریت و آمونیاک

  مازندران
1زهرا یعقوب زاده، 2دکتر محمد رضا سعیدی اصل ،*1رضا صفری  

  
   چکیده

ی نظیر  افزایش گازهای سم،لات عمده در پرورش ماهیان گرمابی یکی از مشک
، نیترات و نیترات بوده کـه افـزایش گازهـای فـوق باعـث بیماریهـای                 آمونیاک

هدف از انجـام    . ل خواهد داشت  مختلف در ماهی شده و تلفات بالایی را بدنبا        
، نیتریـت و    ز باکتریهای اکسید کننده آمونیـاک     دسته ا  ، جداسازی آن  این تحقیق 

 محدوده  pHو بی هوازی و      که توانایی رشد در شرایط هوازی        باشد  مینیترات  
محـیط  برداری از رسوب و آب و کـشت آنهـا در             پس از نمونه  . خنثی را دارند  

و  بهینــه شــده ر مــدیومیکــشت نیتروزومونــاس مــدیوم و محــیط کــشت اســتن
 روز، میـزان کـدورت حاصـله        4-6 به مـدت     C o30-25انکوباسیون در دمای    

تروزومونـاس مـدیوم و   نی هایمورد ارزیابی قرار گرفته و کشت نهایی در محیط
. های رشـد یافتـه شناسـایی شـدند     کلنی  انجام وآگار% 15 حاوی ر مدیوم یاستن

مقیاسهای مختلـف تجزیـه     ،   آمونیاک و نیترات   برای ارزیابی میزان اکسیداسیون   
در ) ، ونیـرو و اسـتخر     آکواریوم ارلن آزمایشگاهی، (، نیتریت و نیترات     آمونیاک

، وجـود یـا عـدم وجـود     pH تـاثیر .  قرار گرفت  ف مورد ارزیابی  زمانهای مختل 
نیـز مـورد آزمـایش و       رونـد اکـسیداسیون      بـر    سه فاکتور فوق   هواده و غلظت  

 نتایج آزمایـشات نـشان داد کـه باکتریهـای اکـسید کننـده               .بررسی قرار گرفت  
س سـودومونا ،  سـودوموناس آئروجینـوزا    نامهایه   ب ، نیتریت و نیترات   آمونیاک

ــتوتزری ــودوموناس ، اس ــانسس ــودوتوبرکلوزیس ، فلورس ــودوموناس س ، س
ــاس  ــهنیتروزومون ــاکتر   و آئروپی ــرو ب ــکینیت ــوس، وینوگرادس  ،نیتروزوکوک

، آلکـالی ژنـز    ،باسـیلوس سـوبتیلیس   ،  فـرمیس ی  وس لیکن ـ باسیل،  نیتروکوکوس
را  30 تـا    25دمـای     و pH = 7-8توانـایی رشـد در      جدا شده که     اسینتو باکتر 

 به نیتریت و در نهایت نیتـروژن بـوده و فعالیـت              تبدیل نیترات  داشته و قادر به   
بـا  . دهـد  ی نـشان نمـی    دار  معنیتغییر  نبود سیستم هواده    بود یا   این باکتریها در    

تـوان از آنهـا بعنـوان باکتریهـای          ، مـی  وجه بـه توانـایی باکتریهـای جداشـده        ت
ــد نیتریفیکاســیون و    ــده در فرآین ــار باکتریهــای شــرکت کنن ــت، در کن پروبیون

  .  استفاده نمودهای پروبیوتیک در بستهیکاسیون دنیتریف
، مـزارع   ت و نیتـرات   ی ـنیتر،  آمونیـاک   باکتریهای اکـسید کننـده       :واژگان کلیدی 

   پرورش ماهیان گرمابی
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One of the main problems in warm water fish farms is 
increasing of toxic gases such as ammonia, nitrite and 
nitrate. These gases are harmful for fish and can caused 
different diseases. The pararpose of this research was to 
isolate of nitrite, nitrate and ammonia oxidation bacteria 
from water and sediment that are able to growth in 
aerobic and anaerobic condition and neutral pH. 
Samplings were done from water and sediment of farms 
and then were cultured in Nitrosomonas medium and 
modified Stanier medium. Mediums were incubated in 
25-30 °C for 4-6 days and then turbidity were evaluated 
.After plating in modified Stanier medium including 15% 
agar, isolated colonies were identified with biochemical 
tests. Oxidations of three mentioned factors were 
investigated in laboratory, aquarium, veniro and farm. 
Effects of pH and oxygen on bacterial oxidation were 
also examined. The results showed that some bacteria 
such as Pseudomonas sp. Nitosomonas, Nitrosococcus, 
Nitrococcus, Bacillus sp. Alcaligenes and Acinetobacter 
are able to oxidize of ammonia, nitrite and nirtate in pH 
of 7-8 and temperature between 25-30. It is concluded 
that these isolated bacteria, can be used as probiont 
bacteria in probiotic packages. 
Key words: Ammonia, Nitrite and Nitrate oxidizing 
bacteria, Warm water fish farms   
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  مقدمه
آبزیان از مهمترین منابع غذایی تامین کننده پروتئین بوده و          
امروزه صید و پرورش آنها، بعنوان یکی از فعالیتهـای مهـم            

فـرآورده هـای    . باشـد   مـی تولیدی در اقتصاد جهانی مطرح      
داشـتن پـروتئین، حـاوی مقـادیر قابـل       شیلاتی عـلاوه بـر  

هـا و مـواد     توجهی از اسیدهای آمینه ضروری، انواع ویتامین      
 6 – و امگـا   3 -اسـیدهای چـرب امگـا     . معدنی می باشـند   

موجود در آبزیان برای درمان بیماریهای مختلـف از جملـه           
 عروقی، کلیوی و بیماریهای التهابی مورد  ـ بیماریهای قلبی 
تولید آبزیـان در کـشور در سـال         ). 1(گیرند استفاده قرار می  

 ماهیـان    تن بوده که سهم آبـزی پـروری و         522543،  1384
 تن بوده و آمـار صـید        73396 و 134164گرمابی به ترتیب    

. باشد می هزار تن 25-30ماهیان گرمابی در استان مازندران     
مساحت آب بندانها و استخرهای ماهیان گرمابی در اسـتان          

، 1384 هکتار بوده کـه در سـال   17000مازندران در حدود  
آن برداشـت    هزار تن از انواع ماهیـان گرمـابی از           18 تا   17

یکــی از مــشکلات عمــده آب بنــدانها و ). 3(شــده اســت 
استخرها در پرورش ماهیان گرمـابی، کمبـود آب در فـصل     
تابستان است که بدنبال آن اکسیژن محلـول در آب کـاهش            

 بـالای ماهیـان پرورشـی و        یابد و به علت تـراکم نـسبتاً        می
از فعالیت متابولیکی آنها، میزان مواد زائد و گازهای سـمی           

جمله آمونیاک، نیترات، نیتریت و سـولفید هیـدروژن زیـاد           
یکی از راههای کاهش گازهای سـمی اسـتفاده         . )2(شود می
پروبیوتیـــک را بعنـــوان ). 4(باشـــد مـــیپروبیوتیکهـــا  از

میکروارگانیسمهای تقویت کننده در نظر گرفته اند که آثـار          
دن مفیدی بر میزبان داشته و این مکانیسم را با متعادل نمـو           

مطالعات موردی  . میکروفلور دستگاه گوارش انجام میدهند    
که در ارتباط با استفاده از پروبیوتیک در آبزیان انجام گرفته           

دهد که باکتریها نه تنها در رشد و بقاء انواع آبزیان            نشان می 
دخالت دارند بلکه بعنـوان کنتـرل کننـده هـای بیماریهـای             

غـذایی نیـز واجـد      ماهی و فعال کننده تولیـد مجـدد مـواد           

 قـدار آمونیـاک در  م ).11 و10، 9، 7، 6(باشـند  اهمیـت مـی  
ن  وجـود آ  و صفر باشد نزدیک بهاستخرها و تانکها بایستی 

. باشـد  نشان دهنده عـدم تعـادل در سیـستم مـی     ،  در استخر 
آمونیاک فاقد بو و رنگ بوده و تلفات ایجاد شده را بـدون             

 در  NH3یت  سـم .  تـشخیص داد   توان  میآزمایش آمونیاک ن  
 کـشنده   mg/l2غلظـت   شـده و در      شـروع    05/0تر از     پایین
در مقادیر پایین باعث صدمه به آبـشش و          این گاز    .باشد می

بـه عفونتهـای    را  حساسیت آن   شود و    استرس در ماهی می   
 از ppm 02/0 همحـدود USEPA .دهد  افزایش میباکتریایی

NH3           کنـد    را در محیطهای آب شیرین و دریا پیـشنهاد مـی .
 دارای سـیکل    کرده کـه  باکتریهای طبیعی آمونیاک را تجزیه      

ایـن   تـوان  می روزه می باشند و با استفاده از پروبیوتیک    14
 عملی بـرای کـاهش      هایراهکار. )18(فرآیند را تسریع داد   

 یحذف غـذاده   و   pHکاهش  ،  هوادهی،  آمونیاک در استخر  
. می باشند زیرا منبع اصلی آمونیاک از غـذای مـاهی اسـت            

pH 18(باشند میآمونیاک از عوامل موثر بر تغییرات  و دما .(
نیتروژن در آب بصورت نیتریت، نیترات، آمونیـاک و یـون           

به هنگامی که اکـسیژن مـورد نیـاز در          . آمونیوم وجود دارد  
دسترس نباشد باکتریهـا از نیتـرات بعنـوان گیرنـده نهـایی             

هی  بـرای مـا    یالکترون استفاده کرده اگرچه نیتـرات سـمیت       
نداشته ولی نیترات اضـافی در آب بعنـوان انـدیکاتوری از            

نیترات محصول   .کیفیت ضعیف آب در نظر گرفته می شود       
  نیتـرات تـا حـد بـالاتر از        . نهایی نیتریفیکاسیون مـی باشـد     

ppm  100  ،  تجمـع  . باشـد  ها غیر سمی مـی     برای اکثر گونه
ده از  نیترات در حیوانات آبزی با تنظیم تغییرات آبی و استفا         

کـانس  یفیترینباکتریهـای د  .  شـود  گیاهان زنـده کنتـرل مـی      
سـیکل نیتـروژن    در  نیترات به گـاز نیتـروژن       ل  یمسئول تبد 

قبــول قابــل  ســطح ،درمحیطهــای دریــایی ).18(باشــند مــی
 mg/l 40-10سـطح بـین     . باشد  می 2/0 تا   mg/l 1/0نیترات

  از سـطح بیـشتر   و  نشان دهنده کیفیت پایین آب آکواریـوم        
mg/l 50    هـدف از   ). 11(باشد  می مضر   ای برکه برای ماهیان
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انجام این تحقیق جداسازی باکتریهای شاخص اکسید کننده        
  . بوده استنیترات، نیتریت و آمونیاک

  
   کارروشمواد و 

سـال  ( ماهـه    3نمونه برداری از آب و رسوب در طی دوره          
ر شـــهرهای  و اســـتخر واقـــع دنـــدانب آب 51از ) 1381
، بهشهر  ) ایستگاه 7(، جویبار و قائمشهر     )اه ایستگ 10(ساری

 7( آبـاد    ، محمـود  ) ایـستگاه  10(، بابـل    ) ایستگاه 7(و نکاء   
انجـام  )  ایـستگاه  5(و آمـل    )  ایـستگاه  5(، بابلـسر    )ایستگاه
تعداد نمونه های اخذ شده از هر ایستگاه در طـول           . گرفت
 نمونه مـورد    306سه نمونه بوده و در مجموع تعداد        ،  دوره

ــتبررســی  ــرار گرف ــه . ق ــرای تهی ــه واحــد ، یــک ب نمون
برداری از آب منـاطق مختلـف آببنـدان و یـا اسـتخر               نمونه

، یک نمونه کامـل مـورد        آنها انجام و پس از مخلوط نمودن     
با اسـتفاده    نیز   نمونه برداری از رسوب   . بررسی قرار گرفت  

 500هـای    بـه شیـشه   س  ـپ ــسه و   ـتـرفـام گ ـرپ انج ـاز گ 
کنـار  در  اخـذ و  هـا  نمونهکل .  داده شدند میلی لیتری انتقال  

نتقـل شـدند کـه بـه منظـور          مزنجیره سـرد بـه آزمایـشگاه        
، نیتریــت و آمونیــاکاکــسید کننــده جداســازی باکتریهــای 

 و Nitrosomonas medium   از محیطهـای افتراقـی  نیترات
Modified stanier mediumآب های  نمونه.  استفاده گردید

 و Nitrosomonas mediumرســـوب بـــه محیطهـــای و 
Modified stanier medium   حــاوی عناصــر کمیــاب   

اضـافه شـده و پـس از         (pH=7) و نوترینت بـراث   %) 1/0(
مــورد ، cº30-25 روز در دمـای  4-6انکوباسـیون بمــدت  
هـای واجـد کـدورت بـه عنـوان            لوله. ارزیابی قرار گرفتند  

در محـیط    و    شـده  های مثبت احتمالی در نظر گرفتـه        نمونه
Nitrosomonas medium و Modified stanier medium 

، بـصورت خطـی کـشت داده        آگار خـالص  % 15-20حاوی
 cº 30-25  در دمـای   ساعت 24-48ت  دبمشده و مجدداً    

تهیه آمیزی گرم     رنگ،  و از پرگنه های مشکوک    نکوبه شده   ا

تعیین مشخصات میکروسـکوپی باکتریهـای      پس از   . گردید
ایشات بیوشیمیایی نظیـر احیـای      جدا شده، با استفاده از آزم     

 های مختلف، حرکـت، اسـتفاده       pHنیترات، رشد در دما و      
از اوره و رشد در حضور نمک  باکتریهـای شـاخص جـدا              

و در  % 20هـای خـالص شـده در گلیـسرول           نمونـه . شدند
ــای ــتوکهای   -20دم ــوان اس ــده و بعن ــرار داده ش ــه ق  درج

  ). 18(ندمیکروبی در مرحله بعد مورد استفاده قرار گرفت
  

بررســی رونــد تجزیــه آمونیــاک نیتریــت و نیتــرات در 
  مقیاسهای مختلف

 نیتـرات  ونیتریـت    ،آمونیاکبه منظور بررسی فرآیند تجزیه      
جـدا  در شرایط آزمایشگاهی، تعلیقی از باکتریهای شاخص        

از % 5 در محیطهای آبگوشت تهیه کرده و سپس مقدار          شده
 3 و   5/2(ات سـدیم    آنها  به محیط پایه معدنی حاوی نیتـر        

میلی گرم بر    2/0 و   1/0( ، نیتریت سدیم    )میلی گرم بر لیتر   
)  میلـی گـرم بـر لیتـر        1/0 و   07/0(و کلرید آمونیـوم     ) لیتر

 ،انتقال یافته و روند تجزیه میکروبی با احتـساب دو تکـرار           
pH   اسـتفاده از هـواده و عـدم        (سیستم  و دو    9 و   5/8 های

 پنج، ده، پانزده و بیـست       صفر هایزمانو  ) استفاده از هواده  
پـس از   . )18 و   13،  12( ساعت مورد ارزیابی قرار گرفـت       

م ج ح ی با های  نتیجه گیری در مرحله آزمایشگاهی، آکواریوم     
 لیتـر از آب  5کوچک ساخته شده و پـس از اضـافه کـردن        

گیـری عوامـل شـیمیایی در آب       استخر به آکواریوم و اندازه    
، نیتریـت سـدیم بـه       3 قـدار نیترات سدیم به م   ریخته شده،   

 میلی گرم در لیتـر      1/0 و کلرید آمونیوم به مقدار       2/0مقدار  
به آکواریوم اضافه شده و در قالـب دو سیـستم اسـتفاده از              

 بـا   دو بـاکتری  هواده و عدم اسـتفاده از هـواده، تیمارهـای           
هـای حـاوی محـیط       ه در ارلن  دمولاسیون ارائه ش  رهمان ف 

ای صـفر، پـنج، ده، پـانزده و         کشت، اضافه شده و در زمانه     
وم، ـه س ـ ـرحل ــدر م .دـرفتن ــبیست مورد آزمـایش قـرار گ      

 ـ ـابت  متـر   1 و ارتفـاع     m2 2×5/1ی بـه مـساحت      ـدا ونیروی
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 سه گونه   و شده و پس از اضافه نمودن آب استخر          انتخاب
 بــا نــسبتهای فیتوفــاگ، آمــور و کپــور(از ماهیــان گرمــابی 

مول و با هوادهی     غذادهی بصورت مع   به آن،  )تعریف شده 
 روز 4خفیف انجام گرفته و ونیرو در هوای آزاد بـه مـدت     

نیتـرات افـزایش    ، نیتریـت و      میزان آمونیاک   تا قرار داده شد  
 لـی غلظـت   وبصورت روزانه   و دما     pH رییاندازه گ . یابد

گیــری  نیتــرات در روز چهــارم انــدازه، نیتریــت و آمونیــاک
،  جدا شـده     اکتریبدو  مخلوطی از   م،  چهارروز   در. گردید

در رقتهـای   و همچنـین    هـای غلـیظ       بصورت سوسپانسیون 
، میـزان    شـده و پـس از تزریـق        بـه ونیـرو اضـافه     مختلف  
   مجـدداً   هـای مختلـف       نیترات در زمان  ، نیتریت و    آمونیاک
مـساحت  ،  پس از انجام آزمایش در ونیـرو      . گیری شد   اندازه

و ) m210×10( را محـصور کـرده       خاکیستخرامشخصی از   
 را افزایش داده تـا    مورد نظر   تعداد ماهیان گرمابی در منطقه      

در زمان کوتـاهی افـزایش       نیترات، نیتریت و    آمونیاکمیزان  
انجــام گرفتــه و پــس از دوم نمونــه بــرداری در روز . یابــد

افـزایش نـسبی پـارامتر مـذکور، از تعلیـق           مشخص شـدن    
ــد   ــتفاده گردی ــی اس ــی در  . میکروب ــسیون میکروب سوسپان

بـه صـورت   قسمتی از آن لیتری تهیه و       میلی 200حجمهای  
 دیگـر   قـسمت اسپری در کنارهای آب بندان پخش شده و         

  .زیر استخر تزریق گردیدبه های پلیکا   لولهاز طریق  نیز
  

  ل آماری یه و تحلیتجز
 و  Excelم جداول و نمودارها از نـرم افـزار          یبه منظور ترس  

 و تـستهای    SPSSجهت تجزیه و تحلیل نتایج از نرم افزار         
Duncan   و LSD     ها  واریانس به منظور ارزیابی یکسان بودن

 بــه Tکطرفــه و دوطرفــه و تــست ی ANOVAو از تــست 
دار مـابین تیمارهـای مختلـف        منظور بررسی تغییرات معنی   

  . استفاده گردید
  
  

  
  نتایج
دنبال استفاده ـه بـان داد کـی نشـز آزمایشگاهـج آنالیـنتای

اده از مواد افزودنی ـاوت و استفـمتفای ـهـط کشتـاز محی
ی مختلف به منظور تامین منبع انرژی، یو ترکیبات شیمیا

ن و نیتروژن، باکتریهای مختلفی جدا شده که ـربـک
 سودوموناس آئروجینوزا :مهمترین آنها شامل

(Pseudomonas  aeroginosa)، ودوموناس ـس
سودوموناس ، (Pseudomonas stutzeri) استوتزری

Pseudomonas) سانسفلور  f luorescence) ،
          ســوزیــرکلـــوبــودوتــاس ســونــودومــس

( P s e u d o m o n a s  p s u e d o t u b e r c u l o s i s ) ،
و  (Nitosomonas europaea) آئروپیه اسـونـروزومـنیت

، winogradskyi (Nitobacter( نیترو باکتر وینوگرادسکی
وس ، نیتروکوک(Nitrosococcus)نیتروزوکوکوس 

(Nitrococcus) ،لـلـیـاسـب فـنـکـیـوس   سرمیـی 
(Bacillus l icheniformis) ،لیس ی ت سوب اسیلوس    ب

(Bacillus subtilis)آلکالی ژنز ،(Alcaligenes)  و اسینتو 
  . جدا گردید(Acinetobacter)باکتر

ط یمح(شگاهی ینتایج آزمایشات انجام شده در فاز آزما 
یکروبی آمونیاک و نیترات ج آزمایشات تجزیه مینتا): کشت

در محیط کشت آزمایشگاهی و با احتساب تیمارهای 
  .  نشان داده شده است2 و 1مختلف در جداول 
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 مزارع جدا شده از های، نیتریت سدیم و کلرید آمونیوم در حضور باکترییم میانگین نیترات سد- 1جدول                                       

  )توسط هواده (مقیاس آزمایشگاهی ساعت در20 تا 0  زماناز )9 و pH) 5/8ابی در دو مماهیان گر                                         
  )ساعت(زمان

 پارامتر
  غلظت

)ppm(  

 
pH 

 20 15 10 5 صفر

5/8  5/2  24/1  2/1  81/0  52/0  
5/2  

9  5/2  35/1  37/1  07/1  93/0  
5/8  3 63/2  23/2  65/1  06/1  

 
 

نیترات 
 3 سدیم

9  3 5/2  4/2  34/1  21/1  
5/8  1/0  15/0  2/0  17/0  14/0  

1/0  
9  1/0  13/0  19/0  16/0  11/0  

5/8  2/0  24/0  3/0  32/0  24/0  

 
نیتریت 
 سدیم

2/0  
9  2/0  21/0  25/0  33/0  2/0  

5/8  07/0  05/0  05/0  04/0  02/0  
07/0  

9  07/0  045/0  042/0  036/0  01/0  
5/8  1/0  1/0  085/0  077/0  025/0  

کلرید 
 آمونیوم

1/0  
9  1/0  09/0  09/0  085/0  054/0  

  
  مزارع میانگین نیترات سدیم، نیتریت سدیم و کلرید آمونیوم در حضور باکتریهای جدا شده از - 2جدول                                     

  ) هوادهبدون (آزمایشگاهی مقیاس ساعت در 20 تا 0  زماناز )9 و pH) 5/8ی در دو ابم ماهیان گر                                      
  )ساعت(زمان

 پارامتر
  غلظت

)ppm(  

 
pH 

 20 15 10 5 صفر

5/8  5/2  02/1  85/0  25/0  091/0   
5/2  
 9  5/2  11/1  01/0  95/0  25/0  

5/8  3 32/2  3/2  56/1  04/1  

 
 

 نیترات سدیم
 
3 
 9  3 5/2  35/2  95/1  43/1  

5/8  1/0  12/0  08/0  035/0  035/0  
1/0  

9  1/0  13/0  05/0  03/0  029/0  

5/8  2/0  18/0  09/0  087/0  046/0  

 
 

 نیتریت سدیم
2/0  

 9  2/0  17/0  083/0  053/0  044/0  

5/8  07/0  07/0  07/0  05/0  04/0  
07/0  

9  07/0  065/0  063/0  051/0  051/0  

5/8  1/0  091/0  085/0  077/0  063/0  
 کلرید آمونیوم

1/0  
9  1/0  093/0  081/0  052/0  032/0  
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نتایج آزمایشات انجام شده در آکواریوم، ونیرو و استخر 
مخلوط باکتریهای جدا هنگام استفاده از ه ب پرورش ماهی

ز هنگام استفاده اه د که بنمو در آکواریوم مشخص شده
رید ، نیتریت سدیم وکلسیستم هواده، غلظت نیترات سدیم

گرم   میلی042/0و  16/0، 93/1 به 1/0و 2/0، 3ازآمونیوم 
 ، 11/1 به 1/0و 2/0، 3 از غیاب سیستم هوادهو در ر ـر لیتـب

 ه استر کاهش یافتـر لیتـرم بـگ یـ میل083/0و 18/0
  ).3جدول (

  
  ای جدا شده میانگین نیترات سدیم، نیتریت سدیم و کلرید آمونیوم در حضور باکتریه-3جدول           

   ساعت در مقیاس آکواریوم20 تا 0  زماناز )9 و pH) 5/8ابی در دو م ماهیان گرمزارع از          
  )ساعت(زمان

 پمپ هواده پارامتر
 20 15 10 5 صفر

67/3  + نیترات سدیم  25/3  36/2  04/2  93/1  
27/0   +       نیتریت سدیم  43/0  35/0  31/0  16/0  
16/0  + کلرید آمونیوم  13/0  092/0  083/0  042/0  
56/3   -       نیترات سدیم  04/3  53/2  43/1  11/1  
32/0 - نیتریت سدیم  46/0  38/0  27/0  18/0  
23/0   -       کلرید آمونیوم  15/0  11/0  096/0  083/0  

 
،  و استخرقبل از استفاده از تیمارهای باکتریایی در ونیرو

 ،نیتریت نیترات سدیمت غلظ و دما و همچنین pHابتدا میزان 
گیری شده  در چهار روز اول اندازهسدیم وکلرید آمونیوم 

 درجه 25 تا 22دما از  و9 تا 1/7 از pHکه میزان 
نیترات سدیم ،نیتریت گراد در نوسان بوده و غلظت  سانتی

گرم بر لیتر بوده   میلی1 و254/0، 4سدیم وکلرید آمونیوم 
که این زمان بعنوان زمان صفر در نظر گرفته شده و پس از 

ذکر  غلظت فاکتور.  اضافه گردیدباکتریهای جدا شدهآن 
 و 172/0 ،04/2شده پس از بیست ساعت به ترتیب به 

نتایج ). 4 جدول(گرم بر لیتر کاهش یافت  میلی65/0

 در استخر پرورش ماهیان استفاده از فرمولهای میکروبی
نیتریت سدیم  ،نیترات سدیمگرمابی نشان داد که غلظت 

در روز دوم که  (93/0و21/0، 5/2 وکلرید آمونیوم از
 092/0 و112/0، 23/1به ) ان زمان صفر تلقی گردیدبعنو
 نیز بین pHگرم بر لیتر کاهش یافته و تغییرات دما و  میلی

 در نوسان بود 2/8تا  8/6گراد و   درجه سانتی28 تا 23
 به درصد کاهش فاکتورهای 5در جدول ). 4 جدول(

ر بودن کاهش آنها اشاره دا شیمیایی مورد استفاده و معنی
  .شده است

  
    مزارع میانگین نیترات سدیم ، نیتریت سدیم و کلرید آمونیوم در حضور باکتریهای جدا شده از- 4جدول      
  ساعت در مقیاس ونیرو و استخر دارای ماهی20از زمان صفر تا   )9 و pH  )5/8ماهیان گرمابی در دو        

  )ساعت(زمان
 مقیاس پمپ هواده پارامتر

 20 15 10 5 صفر
 04/2 96/2 72/3 65/3 4 ونیرو  + نیترات سدیم
 172/0 263/0191/0 315/0 254/0  ونیرو +        نیتریت سدیم
 65/0 76/0 82/0 93/0 1 ونیرو + کلرید آمونیوم
 23/1 67/1 1/2 01/2 5/2  استخر   +      نیترات سدیم
 112/0 223/0161/0 265/2 21/0 استخر + نیتریت سدیم
 092/0 23/0 63/0 82/0 93/0  استخر +      کلرید آمونیوم
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                 ماهیان  و آمونیوم در حضور باکتریهای جدا شده از مزارعتغییرات نیترات ، نیتریت - 5جدول                                                        
                                   )  در حضور و غیاب هواده( در آکواریوم ، ونیرو و استخر ساعت20گرمابی در زمان صفر و                                                          
یاسمق اکسیژن پارامتر ساعت20 صفر  %کاهش   P value 

<p %6/35 93/1 3 آکواریوم   + نیترات 05/0  

<p %20 16/0 2/0 آکواریوم + نیتریت 05/0  

<p %58 042/0 1/0 آکواریوم   +  کلرید آمونیوم 05/0  

<p %63 11/1 3 آکواریوم - نیترات 05/0  

<p %10 18/0 2/0 آکواریوم   - نیتریت 05/0  

کواریومآ -  کلرید آمونیوم  1/0 083/0 17% p> 05/0  

04/2 4 ونیرو     + نیترات  49%  p> 05/0  

254/0 ونیرو + نیتریت  172/0  28/32%  p> 05/0  

65/0 1 ونیرو +  کلرید آمونیوم  35%  p> 05/0  

5/2 استخر     - نیترات  23/1  80/50%  p> 05/0  

21/0 استخر - نیتریت  112/0  60/40%  p> 05/0  

خراست -  کلرید آمونیوم  93/0  092/0  10/90%  p> 05/0  

  
 بحث

هنگام افزایش آمونیاک، نیتریت، سولفید هیدروژن، متان ه ب
های موجود قادر به  های آبی، میکروارگانیسم در محیط

کاهش آنها در کوتاه مدت نبوده و از طرفی تکثیر 
،  ی هتروتروف تجزیه کننده مواد آلیها میکروارگانیسم
،  شده و متعاقب آنDO و کاهش BODباعث افزایش 

 که می آیدوجود ه شرایط بی هوازی و کمبود اکسیژن ب
به منظور . باشد میدارای اثرات سوء بر آبزیان مختلف 

های طبیعی استخر، از باکتریهای  تقویت میکروارگانیسم
مفید تحت عنوان پروبیوتیک استفاده شده که این میکروبها 

ظت نیتروژن و باعث افزایش تجزیه مواد آلی، کاهش غل
 رشد جلبکها، افزایش اکسیژن محلول، متعادل نمودنفسفر، 

، کاهش H2Sکاهش سیانوباکتریها، کنترل آمونیاک، نیتریت، 
شیوع بیماری و افزایش بقاء و در نتیجه افزایش تولید 

های اخیر در زمینه اکولوژی و  پیشرفت. شوند می
 که در بیوتکنولوژی میکروبی، دانشمندان را قادر ساخته

، فعالیت جمعیتهای باط با ترکیب جمعیت مورد استفادهارت
های آبی، بهینه سازی آب  مختلف باکتریایی در اکوسیستم

های خاص  در مناطق بزرگ و وسیع، افزایش جمعیت گونه
باکتریایی و فعالیتهای بیوشیمیایی آنها مطالعات مختلفی را 

ده از مواد روشهای غیر بیولوژیک نظیر استفا. انجام دهند
شیمیایی نظیر ازن، کلر، عوامل اکسید کننده و شلاته کننده 

نند فیلتراسیون، و روشهای فیزیکی ما) غیر فعال کننده(
 دارای محاسن و معایب متفاوتی بوده ولی هوادهی و گرما

 ساده بودن تکنیک وها به لحاظ ارزان  استفاده از پروبیوتیک
خطرات احتمالی مورد استفاده و عدم وجود عوارض و 

در استفاده از . )10و 8(باشد میمفید و موثر 
های مختلف از  میکروارگانیسمها به منظور کاهش آلاینده

مختلف از جمله بایستی به عوامل  نیتریت جمله آمونیاک و
، pH، دوز و روش مورد استفاده، دما، نوع میکروارگانیسم

کر شده توجه نمود، زیرا فاکتورهای ذ... سیستم هواده و 
 افزایش وارتباط مستقیم با در جزء فاکتورهایی هستند که 

در این تحقیق . هستندای  های تجزیه واکنشیا کاهش 
فاکتورهای مذکور به نوعی در مراحل مختلف دخالت داده 

در : نوع باکتری. گردد اند که در ذیل به آن اشاره می شده
سودوموناس های مختلف مثل  این تحقیق از گونه
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، نیتروزوموناس، سودوموناس استوتزری، وجینوزاآئر
 ژنز آلکالی و لیسیلوس سوبتیباس، فرمیسی لیکن باسیلوس

فرآیند نیتریفیکاسیون آمونیاک از طریق  در . استفاده گردید
ل  به نیتریت تبدیآژیلیس آرتروباکتر و نیتروزوموناس

، برخی از باکتریها نظیر نیتروزموناسعلاوه بر . گردد می
ای خاصی از باسیلوس قادر به انجام این واکنش سوشه

های پروبیوتیک بجای  بوده و در برخی از بسته
نیتریت تولید . گردد ها استفاده می  از این سویهنیتروزموناس

شده در نیتریفیکاسیون یا به نیترات تبدیل شده و یا آنکه 
 تبدیل N2توسط برخی دیگر از باکتریها مستقیماً به 

، Alken Murrayهای تجارتی  بستهدر . گردد می
Aquatron ،Epicinهای مختلف نظیر سودوموناس ز گونه ا ،

گردد  باکتریهای اکسیدکننده آمونیاک و نیتریت استفاده می
غلظت مورد استفاده : دهدوز و روش مورد استفا ).19 و 8(

 به هدف مورد نظر و نوع فرآیند متفاوت گی، بستباکتریها
اکثر مطالعات مربوط در  استفاده باکتریها دوز مورد. باشد می

) 108ضریبی از ( مک فارلند 3یه بیولوژیک معادل به تجز
 در اکثر .گردد به محیط پایه اضافه می% 5بوده که بمقدار 

 از Alken-Murrayهای پروبیوتیک نظیر پروبیوتیک  بسته
باکتریهایی که در ). 19 و8 (دوزهای فوق استفاده میگردد

ارای تعداد گیرند اولاً د مورد استفاده قرار میاین غلظت 
مشابه باکتریهای طبیعی استخر پرورش ماهی بوده ثانیاً فاقد 
عوارض جانبی و بیماریزایی برای آبزیان بوده و ثالثاً رشد 
نه و تکثیر باکتریهای مفید را تقویت کرده و باعث بهی

در این  ).17 و 15، 14( نمودن محیط استخر میگردند
 3دوز مورد استفاده برای باکتریهای جدا شده معادل لعه مطا

 به هنگام استفاده از این .بوده است% 5مک فارلند و بمقدار 
باکتریها در مزارع پرورشی از روشهای متفاوت نظیر 

بیشتر برای ( استفاده مستقیم از باکتریها و اسپری به آب 
 دوز  اضافه نمودن تزریق به عمق استخر،،)ماهیان گرمابی

بیشتر (ن مشخصی از باکتریها به غذای مورد استفاده ماهیا

. )17 و4(بهره گرفته میشود) برای ماهیان سردآبی و میگو
شکل تازه مورد ی شاخص به ، باکتریهادر این تحقیق

 گزارش کرد که یکی از محققین. اند استفاده قرار گرفته
 بشکل تازه و alginolyticus Vibrioاستفاده از سویه 

، V.ordaliiلیوفیلیزه باعث کاهش باکتریهای بیماریزا نظیر 
V.anguillarum ،A.salmonicida و Y.rucker 

 محققان دیگردر مطالعات انجام شده توسط ). 5(گردد می
مشخص گردید که سلولهای لیوفیلیزه، تازه و رقیق شده با 

 ، دارای اثرات مشابه بر رشد S11سرم فیزیولوژی باسیلوس 
 میگو بوده و فاکتورهای کیفی آب نظیر اکسیژن و بقای

، آمونیاک، نیترات، نیتریت و فسفر را به ترتیب pHمحلول، 
، mg/l6-5 ،2/8-9/7 ،mg/l5/0-0، mg/l 2/1-0در حد

mg/l 5/2-0 و mg/l 3-2در این ). 17( نگه داشته است
، از باکتریها به دو روش اسپری در سطح استخر و تحقیق

ن میکروبی به عمق استخر استفاده تزریق سوسپانسیو
 و از روش هوازیروش اول برای تسریع فرآیند . گردید

دوم برای مهیا نمودن شرایط بیهوازی برای باکتریهای 
 باکتریهای مورد استفاده هم در .بیهوازی اختیاری بود

شرایط هوازی و هم در شرایط بیهوازی قادر به تجزیه 
در مطالعه دیگری  .ندباش مینیتریت وآمونیاک  نیترات،

که باکتریهای فتوسنتتیک نظیر  نگامی ه که بهگزارش شد
 به آب مزرعه پرورش ماهی اضافه گردد باعث رودوموناس

، اسیدهای آلی و سایر مواد مضر شده H2Sحذف آمونیاک، 
 کمک pHو کیفیت آب را افزایش داده و به متعادل نمودن 

    )8(کنند می
شد باکتری نیاز به فاکتورهای برای مهیا نمودن شرایط ر

بسته به جنس و (باکتریها . باشد می pHمختلف نظیر دما و 
 قادر به رشد و تکثیر pHدر دامنه وسیعی از دما و ) گونه

 .باشد میرشد  pHبوده ولی هر باکتری دارای اپتیمم دما و 
pH3 تا 2 این گروه های  اپتیمم برای رشد اکثر گونه 
 های pHقادر به رشد در  اولاًَجدا شده باکتریهای . باشد می
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، ثانیاً باعث تقویت رشد باکتریهای )9 تا 6(بالاتر بوده 
نیتریفیه کننده شده و ثالثاً در فرآیند دنیتریفیکاسیون دخالت 

 بیهوازی قادر به رشد داشته رابعاً در شرایط هوازی و
 داری  بین گونه اختلاف معنی  هیچ.)19 و16،  8(ند باش می
pHمشاهده نشده است های مورد استفاده در سایر موارد .  

ساس نیاز به اکسیژن به گروههای مختلفی  باکتریها بر ا
هوازی  به هوازی اجباری، توان می که  اندتقسیم بندی شده

اشاره ... ، بیهوازی اجباری و اختیاری، بیهوازی اختیاری
مود در انتخاب باکتریهای تجزیه کننده بایستی دقت ن. نمود

و بیشتر از باکتریهایی استفاده کرد که در شرایط بیهوازی 
به منظور اکسیداسیون . اختیاری قادر به فعالیت باشند

، از دو سیستم یاک ونیترات در شرایط آزمایشگاهیآمون
نتایج نشان . هواده و عدم استفاده از هواده بهره گرفته شد

 انجام داد که هرچند میزان تجزیه در شرایط هوازی بهتر
حاکی تجزیه و تحلیل آماری گرفته ولی با این وجود  نتایج 

، فاقد اختلاف در هر دو سیستماز آن است که روند تجزیه 
این امر بدلیل توانایی رشد باکتریهای . دار بوده است معنی

  .باشد میجدا شده در حالتهای هوازی و بیهوازی 
نیرو و و، آمونیاک ونیترات در آکواریوممیزان تغییرات 

پراکنش باکتریهای آن نیز  نبوده و علت دار معنیاستخر 
هوازی و بیهوازی اختیاری بوده که جزء فلور نرمال آب 
بوده و در هر دو حالت هوازی و بیهوازی دارای فعالیت 

 محیط کشت در این تحقیق از چهار سیستم. باشند می
 .آزمایشگاهی، آکواریوم، ونیرو و استخر استفاده شده است

در هریک از این سیستمها از تیمارهای مختلفی استفاده 
،  استفاده از محیط کشت آزمایشگاهیبدنبال. شده است

فاکتورهای شیمیایی بصورت املاح معدنی به محیط اضافه 
شده و در زمانهای مختلف از نظر تجزیه میکروبی مورد 

به لحاظ کنترل عوامل مختلف در . ارزیابی قرار گرفتند
اندن عوامل مهارکننده رشد  و به حداقل رسمحیط کشت

بینی نمود که باکتری با گذشت زمان   پیشتوان می، باکتری

 .)10 و8(قادر به کاهش املاح معدنی اضافه شده گردد
تغییرات کلی فاکتورهای مورد بررسی در فاز آزمایشگاهی 

  . >P) 001/0( بوده استدار معنیدارای اختلاف 
، از آب استخر در آکواریوم در تهیه تیمارهای مختلف

، نیترات ونیتریت با تفاده شده و املاح معدنی آمونیاکاس
 که دادنتایج نشان . غلظت مشخص به آن اضافه گردید

هش داشته ومیزان کاهش در ، کافاکتورهای اضافه شده
 باکتریهای اکسیدکه . دگرد میه شرایط هوازی بیشتر مشاهد

استخر قادر به کاهش کننده در حضور باکتریهای طبیعی 
گازهای سمی بوده و بعبارت دیگر هیچگونه اثر 

در استفاده از  .دهند آنتاگونیسمی بر علیه یکدیگر نشان نمی
ه لحاظ دخالت ، بح میکروبی در ونیرو و استخر خاکیتلقی

و غیر ) تیک و پلانکتونها، فون بنماهی(عوامل زیستی 
، )د غذایییزان در دسترس بودن موا، مpHدما، (زیستی 

شرایط متفاوت بوده و باکتریها با گذشت زمان و بدست 
آوردن سوبسترای مورد نظر به رشد لگاریتمی رسیده و اثر 

 )19  و13، 8(دهند تجزیه کنندگی خود را نشان می
گیری که از این تحقیق حاصل میشود آنست که با  نتیجه

اد تحقیق و سایر مواستفاده از باکتریهای جدا شده در این 
های  توان بسته می، املاح معدنی و مواد نگهدارنده افزودنی

های خاصی در  پروبیوتیک طراحی کرده و با دستورالعمل
البته . مزارع پرورش ماهیان گرمابی مورد استفاده قرار داد

بایستی خاطر نشان نمود که برخی از ویژگیهای باکتریهای 
ایستی جدا شده از جمله خواص ضد میکروبی آنها نیز ب

  .مورد ارزیابی قرار گیرد
  

  سپاسگزاریتشکر و 
 های ارزشمند جناب آقای دکتر رضوانی از همکاری 

 آقایان دکتر ،محترم موسسه تحقیقات شیلات ایرانریاست 
بخش بیوتکنولوی پورغلام و دکتر غرقی روسای سابق 

دریای خزر  ریاست محترم پژوهشکده اکولوژی ،موسسه
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 جناب ، معاونت محترم تحقیقاتی،جناب آقای دکتر رستمی
کلیه همکاران به جهت  آقای مهندس علی سلمانی و

قدردانی  روژه تشکر وراهنمائیهای لازم در کلیه مراحل پ
از پرسنل محترم بخش بیوتکنولوژی و تکثیر و . می شود

برداری و  پرورش که در مراحل اجرای پروژه اعم از نمونه
 تشکر و اند ه داشته همکاری صمیمان،انجام آزمایشات

 .شود  میقدردانی
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