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بررسی تأثیر پروبیوتیک لاکتوباسیلوس بولگاریکوس                                        
)Lactobacillus bulgaricus( ریزپوشانی شده با نانوذرات آلژینات/کیتوزان بر 
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 چکیده  
زمینه مطالعه: در آبزی پروری رشد سریع، کارایی مناسب تغذیه و افزایش مقاومت در برابر بیماری ها بسیار مطلوب است. یکی از راهکارهای 
مناســب برای بهبود شــاخص های رشد و مقاومت ماهی اســتفاده از باکتری های پروبیوتیکی اســت. هدف: مطالعه حاضر به منظور ارزیابی اثر 
 Huso( پروبیوتیکی باکتری لاکتوباسیلوس بولگاریکوس ریزپوشانی شده با نانوذرات آلژینات/کیتوزان بر رشد و کارایی تغذیه در فیل ماهی جوان
huso( انجام گرفت. روش کار: این آزمایش به صورت طرح کاملًا تصادفی در قالب چهار گروه تیمار و یک گروه شاهد هرکدام  با سه تکرار صورت 
پذیرفت، برای این منظور تعداد 375 قطعه فیل ماهی با میانگین وزنی  gr8/2±27/2 در پنج گروه تقسیم شدند.تیمار های آزمایشی شامل: T1 با 
غذای حاوی آلژینات/کیتوزان بدون باکتری، T2 با غذای حاوی باکتری ریزپوشانی شده به روش امولسیون، T3 با غذای حاوی باکتری ریزپوشانی 
شده به روش ژلاسیون یونی، T4 با غذای حاوی باکتری بدون پوشش و گروه شاهد با غذای پایه تغذیه شدند. ماهیان روزانه به میزان 3 % وزن 
بدن تغذیه شدند. نتایج: نتایج نشان دادند که حداکثرمقدار ضریب تبدیل غذایی )FCR( در T3 )0/11±1/64( و کمترین آن درT4 )0/06±1/14( بود. 
T4 در شاخص های SGR، PER، FER، در روز 30 و 60 دارای بهترین عملکرد نسبت به سایر تیمارها بود. نتیجه گیری نهایی: براساس نتایج بدست 
آمده می توان نتیجه گرفت که عملکرد رشد در تیمارهایی که کیتوزان و آلژینات به عنوان پوشش حضور داشتند نسبت به تیمار لاکتوباسیلوس 

بدون پوشش پایین تر بود.

واژه های کلیدی: پروبیوتیک، ریزپوشانی، فیل ماهی، شاخص های رشد

مقدمه
آبــزی پروری در طی دهه های گذشــته در جهان و به خصوص در ایران از 

رشــد قابل توجهی برخوردار بوده است. در سال 2012 تجارت آبزیان %10 

تجارت کشــاورزی و 1% تجارت کل جهانی را تشــکیل داده است. میزان 

درصد آبزیان به کل مواد غذایی تجارت شده از 25% در سال 1976 به  بیش 

از 40% در ســال 2012 افزایش داشته است )13(. پرورش ماهیان خاویاری 

جهت تولید گوشــت و خاویار در جهان سابقه 45 ساله دارد و از روسیه آغاز 

شد. در ایران 26 سال پیش در مجتمع تکثیر و پرورش ماهی شهید بهشتی 

 Huso( با اســتفاده از بچه ماهیان حاصل از تکثیــر مصنوعی، فیل ماهی

 Acipenser( و چالباش )Acipenser persicus( قــره بــرون ،)huso

goldenststii( پرورش مصنوعی این گونه ها آغازشد ) 46(. از اهداف مهم 

آبزی پروری  رشد  سریع، کارایی تغذیه و افزایش مقاومت در برابر بیماری 

است. علی رغم شاخص های رشد مناسب این ماهی در شرایط طبیعی، در 

شــرایط پرورش مصنوعی یکی از اهداف اصلی بهبود شاخص های رشد و 

تغذیه ماهی با توجه به ویژگی های تغذیه ای خاص این ماهی هاست. یکی از 

راهکارهای مناسب برای بهبود شاخص های رشد و مقاومت ماهی استفاده از 

باکتری های پروبیوتیکی است. مطالعات متعدد صورت گرفته نشان می دهد 

به کارگیری باکتری های پروبیوتیکی در مراحل اولیه زندگی آبزیان، باعث 

ارتقاة رشــد و کارایی تغذیه در آن ها شــده و همچنین به عنوان جایگزینی 

بــرای روش هــای درمانی  مطرح گردیــده اســت )15،44(. تأثیرات مثبت 

پروبیوتیک ها در آبزیان پرورشی، با رویکردهای متفاوتی نظیر بهینه سازی 

پارامترهای فیزیکو شیمیایی محیط پرورشی، پیشگیری از ابتلاء و مبارزه با 

عوامل بیماری زا و همچنین ارتقاء عملکرد رشد آبزیان پرورشی در تحقیقات 

بی شــماری توسط محققان شــیلاتی تأیید شده اســت. Lara-Flores و 

همکاران در سال 2003 بیان کردند که مکمل سازی جیره های مورد استفاده 

در پرورش تیلاپیای نیــل )Oreochromis niloticus( با باکتری های 

Streptococcus faecium ،Lactobacillus acidophilus و نیــز 

Saccharomyces cerevisiae  به عنوان مکمل غذایی باعث افزایش 

درصد بقا تا حدود 27 % می شــود و تأثیر بســیار خوبــی را بر افزایش وزن 

بدن، نرخ رشدویژه و دیگر شاخص های رشد در این ماهی داشت. لاروهای 
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تاس ماهی ایرانی )Acipenser persicus( تغذیه شده با باسیلوس های 

 Artemia( پروبیوتیکی ریزپوشــانی شده زیســتی با ناپلی آرتمیا اورمیانا

urmiana(، نشــان داد کــه ایــن پروبیوتیک  ها تأثیر بســیار خوبی را در 

افزایش معیارهای رشــد ایفا نمودند)21(.  هم چنین عملکرد رشد، معیار-

های تغذیه ای و ارتقا ســطوح مواد مغذی بدن لارو های فیل ماهی بدنبال 

به کارگیری باسیلوس های پروبیوتیکی با استفاده از غنی سازی ناپلی آرتمیا 

اورمیانا نیز افزایش یافت )Mohammadian .)22 و همکاران در ســال 

2015 در مطالعه ای روی ماهی شــیربت با اســتفاده از خوراک حاوی ســه 

پروبیوتیک [ لاکتوباسیلوس پلانتاروم )L. plantarum(، لاکتوباسیلوس 

بولگاریکوس )L. bulgaricus(، لاکتوباسیلوس کازیی )L. casei( ] نشان 

داد که تیمار لاکتوباسیلوس بولگاریکوس دارای اثرات مفیدی بر ایمنی ذاتی 

و مقاومت در برابر عفونت باکتریایی در ماهی شیربت می باشد.

یکی از مشــکلات اصلی پروبیوتیک های معمول، کاهش زنده مانی 

باکتری های  پروبیوتیکی در شــرایط دستگاه گوارش است. تحقیقات نشان 

داده کــه زنده مانی باکتری های پروبیوتیک ریزپوشــانی شــده نســبت به 

باکتری های آزاد به مراتب بیشــتر اســت )23،36(. میزان مناسب پیشنهاد 

شــده برای پروبیوتیک ها در غذا برای رســیدن به این هدف متغیراست. به 

طور کلی تعداد 106 عدد باکتری زنده در هر گرم غذا در زمان مصرف مورد 

نیاز است )8(.  فرآیند ریزپوشانی، سلول ها را در یک بافت یا غشای کپسول 

دار محصور کرده و در برابر شــرایط نا مســاعد اســیدی معده و آنزیم های 

روده محافظــت می کنــد )11(. اســتفاده از این روش جذب مــواد مغذی را 

کند و ســرعت آزادســازی متابولیت  ها را از طریق ساختار کپسول آلژینات 

کنــد می کند )2( و به بقا باکتری مورد نیــاز در محصولات غذایی همراه با 

زیست پذیری و زنده مانی خوب، کمک می کند )9،36(. مواد مختلفی جهت 

ریزپوشانی باکتری ها استفاده می شود و هر کدام نقش متفاوتی ایفا می کنند. 

ازجمله می توان آلژینات کلسیم و ســدیم ، نشاسته مقاوم ذرت ،کیتوزان، 

کاراجینان و ...... را نام برد. این پوشــش ها تحت شــرایط ویژه ای مثل دما، 

pH ، فشــار و ...... محتویــات خــود را رها می کننــد )33،39(. در این میان 

آلژینات پرکاربردترین ماده است و از جلبک دریایی استخراج می شود.  علت 

استفاده از آن ارزانی، سهولت کاربرد، سمی نبودن، فناوری آسان و  مطابقت 

و ســازگاری با محیط زیســت می باشــد و  به عنوان افزودنی مجاز غذایی 

شــناخته شــده اســت از طرفی خود این ماده دارای اثرات تحریک ایمنی 

است)1،25(. کیتوزان یک ماده پلی مری خطی بوده و دارای گروه های آمین 

و  هیدروکسیل فعال می باشد و به عنوان فراوانترین پلی مر بیولوژیک بعد از 

ســلولز در جهان مطرح بوده و در اسکلت خارجی سخت پوستان، حشرات، 

دیــواره برخــی میکروب ها مثل قارچ آســپرژیلوس حضــور دارد )10،12(. 

کیتوزان دارای خواص بیولوژیکی مانند افزایش، تحریک و  تعدیل ایمنی 

)17،28،29(، اثــرات ادجوانتی )7،40( و ضد توموری )38(، افزایش رشــد 

)24(، فعالیت ضد میکروبی )34( و آنتی اکســیدانی )47( می باشد. گزارشات 

متعدد و بعضاً متناقضی از اثرات کیتوزان بر شاخص های رشد )14،27،28( 

و فاکتور های خونی آبزیان مختلف وجود دارد )27(. باکتری های پروبیوتیک 

متفاوتی در محصولات متنوع غذایی ریزپوشــانی شــده اند و اکثر آن ها از 

جنس لاکتوباسیلوس ها و بیفیدو باکتریوم ها هستند.

فیــل ماهی یکی از مهم تریــن گونه های ماهیان خاویاری اســت که 

در ســال های اخیــر به دلایل مختلف از جمله صید بــی رویه و غیر مجاز، 

آلودگی های زیســت محیطی، ازبین رفتن مناطق مناسب تخم ریزی، سد 

ســازی بر روی رودخانه ها و محدود شدن آب های جاری، از طرف سازمان 

جهانی حفاظــت از طبیعت و منابع طبیعی)IUCN( بــه عنوان گونه ی در 

معرض خطر انقراض معرفی شــده اســت )20(. در چنین شــرایطی برای 

حمایــت از ماهیان خاویاری حوضه دریای خــزر، توجه به پرورش تجاری 

آن از اهمیت ویژه ای برخوردار است. با توجه به مشکل بقای نسبتا پایین و 

شاخص رشد نامطلوب این گونه در مراکز تکثیر و پرورش در این تحقیق، 

امکان بهبود شاخص های رشد و بقای این گونه بدنبال استفاده از پروبیوتیک 

لاکتوباسیلوس بولگاریکوس ریزپوشانی شده با نانوذرات آلژینات و کیتوزان 

بررسی گردید.

مواد و روش کار
تهیــه پروبیوتیــک: درایــن تحقیــق از پروبیوتیک لاکتوباســیلوس 

بولگاریکوس جداسازی شده از روده ماهی شیربت )Tor grypus( استفاده 

شد. این باکتری با استفاده از ژن 16s rRNA در سال 1391-1392جداسازی 

  MRS 20 محیط کشت مایع ml و شناسایی شد)32(.  باکتری مورد نظر در

در دمای oC 37 به مدت 48 ســاعت در شــرایط بی هوازی  فعال گردید، 

سپس نمونه حاصل در محیط کشت MRS Agar به  مدت 48 ساعت در 

دمای oC 37 و در شــرایط بی هوازی و در انکوباتور کشت داده شد. پس از 

رشــد،  نمونه_ها با ســرم  فیزیولوژی استریل  شستشو داده شدند و با دور

rpm 1500 به مدت 15 دقیقه  سانتریفیوژ  شده و رسوب حاصله در سرم 

فیزیولوژی اســتریل  به صورت  سوسپانسیون در آمد و به کمک لوله های 

اســتاندارد مک فارلند  با غلظــت 109 × 2/4 باکتری زنده در هر میلی لیتر 

تنظیم شدند و جهت ریزپوشانی کردن به دانشکده داروسازی دانشگاه علوم 

پزشکی جندی شاپور منتقل شدند

فرآیند ریزپوشانی: در این تحقیق از دو روش ریزپوشانی باکتری بهره 

گیری شد. 

روش امولسیون: براساس روش Huiyi و همکاران در سال 2013ابتدا 

g 5 پودر کربنات کلسیم بهml 100 آب مقطر اضافه و به مدت 15 دقیقه 

سونیکه شد. مقدار ml 3/5 سوسپانسیون کربنات کلسیم به ml 55 محلول 

آلژینات 2% بر روی دســتگاه هم زن مغناطیســی با دور rpm 200در حال 

گردش اضافه و مدت 30 دقیقه هموژن می گردد. ml 10 از محلول حاصل 

با ml 5  سوسپانســیون میکروبی با غلظت )109 ×2/4( مخلوط و به مدت 
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 ml 350 هموژن شــد. در بشردیگر، مقدار rpm15 دقیقه با هم زن با دور

35 روغــن گیاهی)روغن کلزا( را با g 0/5 ،اســپن 80 مخلوط و به مدت 5 

دقیقه آن را با دور rpm 100 هم زده.  ســپس محلول حاصل را با محلول 

 ml .بالا مخلوط و به مدت 15 دقیقه با همزن آزمایشــگاهی هموژن کرده

10روغن کلزا و ml 0/5 اسید استیک را با هم مخلوط و آن را قطره قطره به 

 rpm به حدود 3/5 برسد و 30 دقیقه با دور pH محلول فوق اضافه نموده تا

200 هم زده می شــود. سپس با اســتفاده از بافر فسفات محلول حاصل به 

مدت 5 دقیقه در rpm 1000 سانتریفیوژ شد تا روغن از محصول جدا شود. 

در مرحله نهایی به میزان ml 15 محلول کیتوزان 0/4 % به مدت 30 دقیقه 

، قطــره قطره با دور rpm 800 به محلول اضافه شــد و بعد به مدت یک 

ساعت در حالت چرخش گذاشته تا به هم زده شود. در نهایت باکتری های 

ریزپوشانی شده را به وسیله سانتریفیوژ با دورrpm 3000 به مدت 15 دقیقه 

جمع آوری می کنیم)18(.

روش ژلاتاسیون یونی: این روش یک فرآیند دو مرحله ای چند یونی با 

کلرید کلسیم و به دنبال ارتباط متقاطع چند کاتیونی تهیه می شود.  به طور 

خلاصه، ml 117/5 محلول آلژینات-ســدیم 0/063 % را که pH آن روی 

4/9 تنظیم شــد را با سوسپانسیون باکتریایی مخلوط و در حالت چرخش با 

دور rpm 800 در دقیقه  هموژن کرده.  ســپس ml 7/5 از محلول کلرید 

کلسیم m/m 18 را قطره قطره در مدت 60 دقیفه به آن اضافه تا یک پیش 

ژل آلژینات تهیه گردد.  ســپس ml 25 از محلول کیتوزان  0/07 % را که 

pH   آن روی 4/6 تنظیــم شــد را قطره قطــره به پیش ژل طی 90 دقیقه 

اضافــه می کنیم.  بعد از اضافه کردن کیتــوزان، اجازه می دهیم تا به مدت 

30 دقیقه دیگر نیز در شــرایط فوق باقی بماند تا کپسولاسیون کامل شود. 

کپسول ها را با سانتریفیوژ 10000 دور در دقیقه به مدت 30 دقیقه  جداسازی 

می نماییم )30(.

طراحی آزمایش: این تحقیق در ســال 1394 در اســتان گلستان و در 

ایستگاه تحقیقات شیلاتی قره سو واقع در ناحیه جنوب شرقی خلیج گرگان 

در فاصله Km 5  شهرستان بندر ترکمن انجام شد.  تعداد 375 قطعه بچه 

فیل ماهی با میانگین وزن  gr8/2±27/2 از کارگاه تکثیر و پرورش ماهیان 

خاویاری  شــهید مرجانی تهیه و پس از دو هفته ســازش با غذای دســتی 

)شــرکت فرادانه( مورد استفاده، در 15 تانک فایبر گلاس )5 تیمار هرکدام 

بــا 3 تکرار( بــا حجم آبگیری L  1000  و با تراکــم 25 قطعه در هر تانک 

ذخیره سازی شــدند.  جهت تأمین نیاز اکسیژنی علاوه بر جریان دار بودن 

آب از سیستم هوادهی استفاده شد. تغذیه ماهیان در تیمار شاهد و تیمار های 

آزمایشی به میزان 3% وزن توده زنده آن ها محاسبه و روزانه در سه نوبت در 

ساعات 8 صبح ، 14 و 20 به آن ها داده شد. جهت تعیین توده زنده هر یک 

از تیمار ها،  هر 15 روز یکبار 100% ماهیان هر تکرار با ترازوی دیجیتال با 

دقت g 0/1 توزین و طول کل آن ها با تخته بیومتری  با دقت mm 1 اندازه 

گیری شــد.  قبل از انجام زیســت سنجی، بچه ماهیان به مدت 24 ساعت 

گرسنه نگه داشته شدند.  غذای استفاده شده در این تحقیق غذای کنسانتره 

شرکت فرادانه مخصوص ماهیان خاویاری از روز  صفر  تا 30  با سایز پیش 

پرواری FFS2( )و از روز 30   تا روز  60  با سایز پرواری )GFS1( بود.

به منظور بررســی تأثیر پروبیوتیک  لاکتو باسیلوس بولگاریکوس  بر 

رشــد و پارامترهای خونی و سرمی ماهیان، 5 تیمار غذایی تهیه شد. تیمار 

یــک با غذای حــاوی آلژینات/کیتوزان بدون باکتری، تیمــار دو  با غذای 

حاوی  باکتری ریزپوشانی شده با روش امولسیون، تیمار سه با غذای حاوی 

باکتری ریزپوشــانی شــده با روش ژلاتاســیون یونی،  تیمار چهار با غذای 

حاوی باکتری بدون پوشــش  و تیمار پنج  با غذای پایه تغذیه شدند. بدین 

منظور،  غذای مورد نیاز برای هر هفته محاسبه و به میزان  109×2 باکتری 

ریزپوشانی به هر گرم غذا اضافه شد و سپس در شرایط سایه و در مجاورت 

جریان هوای خشــک و در طول مدت مصرف در یخچال نگهداری  شد. در 

پایان شــاخص  های رشد گروه های آزمایشی در روزهای  صفر، 30 و 60 بر 

اساس رابطه  های زیر اندازه گیری  شدند.

 / )g(میانگین وزن ثانویه -)g( میزان رشد روزانه = میانگین وزن اولیه

 )g(میانگین وزن اولیه

ضریب رشــد ویژه )درصد در روز(=  دوره پرورش/ ))وزن اولیه( Ln - )وزن 

100× )Ln )نهایی

 )g( 100× وزن نهایی/)cm( 3 طول =)g/cm3( ضریب چاقی

)g( غذای داده شده / )g( ضریب تبدیل غذا= افزایش وزن

 )g( 100× وزن نهایی/)cm( 3 طول =)g( میانگین رشد روزانه

میزان کارآیی پروتئین وزن اولیه )g(  - وزن نهایی )g( /  پروتئین مصرفی   

  )g( افزایش وزن / )g( کارایی غذا= غذای خشک داده شده

تجزیه و تحلیل آماری: تجزیه و تحلیل آماری داده های بدســت آمده 

از زیســت سنجی ماهیان و شاخص های رشد محاسبه شده، در قالب طرح 

کاملًا تصادفی، با استفاده از نرم افزار SPSS ویرایش 20 انجام گرفت. برای 

مقایســه میانگین ها از روش آنوای یک طرفه )One Way ANOVA( و 

پس آزمون دانکن در سطح اطمینان 95% استفاده شد.

نتایج 
ب-1- افزایش رشــد نســبی: نتایج مربوط به شــاخص های رشد در 

جدول 2 آورده شــده اســت. هر چند افزایش نســبی این شاخص در برخی 

مراحل نمونه گیری در تیمار های پروبیوتیکی نسبت به تیمار شاهد مشاهده 

شــد، ولی این افزایــش از نظر آماری معنی دار نبود )p<0/05( بیشــترین 

افزایش وزن در روز 30 در تیمار چهار وکمترین در تیمار دو مشاهده شد که 

نسبت به گروه کنترل تفاوت معنی داری نداشت)p<0/05(. در روز 60  نیز 

کمترین میزان افزایش وزن بدن در تیمار دو مشاهده شد که با گروه کنترل 

اختــلاف معنی داری داشــت )p>0/05(. هم چنیــن در روز 30 آزمایش در 

تمامی گروه ها افزایش وزن معنی داری  نسبت به تیمارهای روز 60 مشاهده 
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.)p>0/05( شد

ب-2- ضریب رشــد ویــژه  )Specific Growth Ratio(: تجویز 

پروبیوتیک به دو روش توضیح داده شده در این تحقیق باعث ایجاد تفاوت 

معنی دار در ضریب رشــد ویژه بین تیمارها هــم در روز 30 و هم در روز 60 

تحقیق گردید)p>0/05( بطوریکه در روز 30، تیمار دو کمترین و تیمار چهار 

بالاترین ضریب رشد ویژه را داشتند که با یگدیگر اختلاف معنی داری نشان 

دادند )p>0/05(. در روز 60 نیز بیشــترین میزان ضریب رشــد ویژه مربوط 

به تیمار چهار و گروه کنترل بود که تفاوت معنی داری نســبت به تیمار دو 

نشان دادند)p>0/05(. از طرفی مقایسه نتایج ضریب رشد ویژه در هر تیمار 

در دو مرحله نمونه گیری نشــان داد که تمامی تیمار های روز 30 اختلاف 

 .)p>0/05(معنی داری با روز 60 داشتند

ب-3- ضریب تبدیــل غذایی  )Food convertion ratio(: نتایج 

مربوط به ضریب تبدیل غذایی طی 2 ماه در جدول 2 آورده شــده اســت. 

نتایج نشان داد که میانگین ضریب تبدیل غذایی روز 30 و 60 در تیمار چهار 

)لاکتوباسیلوس بولگاریکوس بدون پوشش( به ترتیب برابر با 1/14±0/06 

و 0/09±1/32می باشد که در بین تیمارهای آزمایشی دارای کمترین میزان 

می باشد و به عنوان بهترین تیمار شناخته شد. اما در 30 روز اول بیشترین 

مقدار مربوط به تیمار سه  )0/11±1/64( می باشد که با تیمار کنترل و سایر 

.)p>0/05(تیمارها اختلاف معنی داری نشان داد

ب-4- فاکتــور وضعیــت  )Condition Factor(:  نتایج مربوط به 

فاکتور وضعیت  نشــان داد که در تمامی تیمارهای آزمایشی کاهش میزان 

ضریب چاقی نسبت به گروه کنترل، اختلاف معنی داری  در روز 30 مشاهده 

گردید)p>0/05(. در روز 60  آزمایش نیز اکثر تیمارها  کاهش  معنی داری 

نســبت به کنتــرل نشــان داد)p>0/05( ولی بــا دیگر گروههــا اختلاف 

 .)p<0/05( معنی داری نداشته است

مقایســه این فاکتور در روز 30 و 60 با یکدیگر نشان داد که در تمامی 

تیمارهــا به جز  تیمار دو  روز 60 هیچ گونه اختلاف معنی داری بین این دو 

.)p<0/05( روز مشاهده نگردید

 :)PER(ا Protein Efficiency Ratio ب-5- بازدهــی پروتئیــن

نتایج مربوط به محاسبات نسبت بازدهی پروتئین طی 2 ماه، نشان می دهد 

که در روز 30  میانگین نسبت بازدهی پروتئین در تیمار سه  برابر با  ±0/09 

1/35  کمتریــن مقدار و دارای اختلاف معنــی داری با گروه کنترل و دیگر 

تیمارها می باشد)p>0/05(، ولی بین سایر تیمارها با گروه کنترل اختلاف 

معنی داری مشــاهده نشد )p<0/05(. مقایســه این فاکتور  بین تیمارها در 

روز 60 نشــان داد که بین تیمار دو  و  چهار اختلاف معنی داری وجود دارد 

)p>0/05(، ولــی با گروه کنترل و دیگر تیمارها اختلاف معنی داری وجود 

نداشــت )p<0/05(. مقایسه این فاکتور بین روز 30 و60 آزمایش نشان از 

.)p>0/05( اختلاف معنی دار تیمارها بین این روزها دارد

ب-6- میــزان کارایی غذا Food Efficiency Ratioا)FER(: نتایج 

مربوط به محاسبات نسبت کارایی غذا در طی2 ماه،  نشان می دهد که در روز 

30 کمترین مقدار مربوط به تیمار سه به میزان )4/34±61/03( می باشد که 

با گروه کنترل و دیگر تیمارها اختلاف معنی داری دارد )p>0/05(و بیشترین 

مقدار مربوط به تیمار چهار می باشد که با گروه کنترل اختلاف معنی داری 

نــدارد )p<0/05(. در روز 60 آزمایــش کمترین مقــدار مربوط به تیمار دو 

)4/71±65/46( و بیشــترین مقدار آن مربوط به تیمار چهار )75/98±5/73( 

می باشــد که اختلاف معنی داری با یکدیگر دارنــد )p>0/05( ولی با گروه 

.)p<0/05( کنترل و سایر تیمارها اختلاف معنی داری ندارند

 growth   Daily weight ب-7- درصــد افزایــش وزن روزانــه

ا)DWG ( : نتایــج مربوط به محاســبات این فاکتور در طی 2 ماه نشــان 

می دهد که در روز 30 کمترین مقدار آن مربوط به تیمار یک )2/88±0/15( 

و بیشترین مقدار آن مربوط به تیمار دو )0/10±3/42( می باشد که اختلاف 

معنــی داری با یکدیگر دارند )p>0/05( ولی با گروه کنترل و دیگر تیمارها 

اختلاف معنی داری ندارند )p<0/05(. در روز 60  کمترین مقدار مربوط به 

تیمارهای یک  )0/19±3/56( و دو )0/19±3/55( و بیشــترین مقدار مربوط 

به تیمار چهار )0/19±4/13( می باشــد که اختــلاف معنی داری با یکدیگر 

دارند )p>0/05( ولی با گروه کنترل اختلاف معنی داری دیده نشــده است 

.)p>0/05(

بحث
در مطالعه حاضر اثر پروبیوتیک  لاکتوباسیلوس بولگاریکوس ریزپوشانی 

شده با دو روش امولسیون وژلاسیون یونی در جیره غذایی بچه  فیل ماهی  

مورد بررسی قرار گرفت. نتایج این تحقیق در دو بخش قابل بررسی است، 

اولا مقایسه شاخص های رشــد بین تیمار شاهد و تیمار پروبیوتیک )بدون 

ریز پوشــانی( نشان داد که شاخص های رشــد به خوبی تحت تأثیر تجویز 

پروبیوتیک لاکتوباســیلوس بولگاریکوس قرار گرفته و بهبود شاخص های 

رشــد  قابل ملاحظه است. از ســوی دیگر مقایسه ی تجویز پروبیوتیک به 

تنهایی با پروبیوتیک ریزپوشــانی شــده با نانوذرات کیتوزان و آلژینات  بر 

شــاخص های رشد فیل ماهی جوان بود که نتایج این تحقیق نشان داد که 

ریزپوشــانی پروبیوتیک با نانوذرات کیتوزان  و آلژینات تأثیر معنی داری بر 

شــاخص های رشــد فیل ماهی جوان نداشته اســت. از طرف دیگر تجویز 

جدول 1. ترکیب جیره مورد استفاده شرکت فرادانه مخصوص ماهیان خاویاری.

اندازه خوراک mmفسفر )حداقل(رطوبت )حداکثر(خاکستر )حداکثر(فیبر خام )حداکثر(چربی خام )حداقل(پروتیین خام )حداقل(نوع جیره

FFS۲%۴۵%۱6%3.۵%۱۰%۱۰۱/۱۲/۵-3

GFS۱%۴۰%۲۰%۴.۵%۱۰%۱۰۱۵-6
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نانوذرات کیتوزان و آلژینات به تنهایی )فاقد پروبیوتیک( نیز تأثیر معنی داری 

بر شاخص های رشد فیل ماهی جوان نداشت.

 پروبیوتیک ها همواره به دلیل داشــتن مزایای فراوان به عنوان یکی 

از راه های افزایش بــازده آبزی پروری مطرح بوده اند. Pirarat و همکاران 

در ســال 2011 در تحقیــق خود عنــوان نمودند که ماهیان تغذیه شــده با 

پروبیوتیک، دارای ریزپرزهای طویل تری نســبت به گروه کنترل هستند و 

این افزایش طول، منجر به افزایش سطح روده و نهایتاً باعث افزایش سطح 

جذب می شــوند.  همچنین پروبیوتیک ها باعث تحریک تکثیر سلول های 

اپیتلیالی دســتگاه گوارش می شــوند )19(. پروبیوتیک ها پس از رسیدن به 

روده شروع به تکثیر کرده و از قندها جهت رشد خود و تولید مواد سازنده ی 

اسیدهای چرب غیراشباع زنجیره کوتاه استفاده می کنند. این اسیدهای چرب 

غیراشــباع زنجیره کوتاه احتمالاًً نقش مهمی در افزایش طول ریزپرزهای 

تأثیر لاکتوباسیلوس بولگاریکوس بر رشد و کارایی تغذیه در فیل ماهی

جدول 2. مقایســه شــاخص های رشــد بین تیمارهای مورد بررســی در مدت 2 ماه تغذیه با جیره آزمایشی )نتایج براساس Means±SD گزارش شده اند(. حروف کوچک لاتین غیر 
همنام روی انحراف معیار نشــان دهنده ی تفاوت معنی دار در ســطح 0/05 در هر ســتون، و حروف بزرگ لاتین غیر همنام نشــان دهنده تفاوت معنی دار در ســطح 0/05 در هر ردیف 

می باشد.

               روز 6۰             روز 3۰                تیمار             شاخص

T۱3۲3/۲۸±۲۴/ab,A۰۵ 9۴/۵۲±۸/۸۰ ab,B )آلژینات/کیتوزان(       درصد افزایش وزن

T۲3۱۸/۸3±۲۴/6۴ b,A7۸/96±۴/3۸ b,B )امولسیون اینترنال(م

T3369/۵۲±۲7/۵6 ab,A99/9۸±۱۵/69 a,B )ژلاتاسیون یونی(

T۴37۸/۵3±3۲/6۴ a,A۱۰۱/۰7±9/۵۵ a,B )بولگاریکوس بدونه پوشش(

T۵3۵۰/۱3±3۲/۲7 ab,A۱۰۲/37±9/39 a,B )گروه شاهد(

CF
شاخص کیفیت

T۱۰/3۴3±۰/۰۰9 b,A۰/3۴7±۰/۰۰۵ ab,A )آلژینات/کیتوزان(

T۲۰/33۸±۰/۰۰۱ b,A۰/3۱۵±۰/۰۰۸ b,B )امولسیون اینترنال(

T3۰/33۴±۰/۰۱۰ b,A۰/3۵۲±۰/۰۰۸ b,A )ژلاتاسیون یونی(

T۴۰/33۵±۰/۰۰۴ b,A۰/3۵۴±۰/۰۴3 ab,A )بولگاریکوس بدونه پوشش(

T۵۰/36۸±۰/۰۰3 a,A۰/367±۰/۰۰۸ a,A )گروه شاهد(

 FCR 
ضریب تبدیل غذایی

T۱۱/۲7±۰/۰6 b,B۱/۴3±۰/۰7 ab,A )آلژینات/کیتوزان(

T۲۱/۲7±۰/۰3 b,B۱/۵3±۰/۱۱ a,A )امولسیون اینترنال(

T3۱/6۴±۰/۱۱ a,B۱/36±۰/۱۴ ab,A )ژلاتاسیون یونی(

T۴۱/۱۴±۰/۰6 b,B۱/3۲±۰/۰9 b,A )بولگاریکوس بدونه پوشش(

T۵۱/۲6±۰/۱۱ b,B۱/۴۰±۰/۰6 ab,A )گروه شاهد(

 SGR
میزان رشد ویژه

T۱۲/۰۸±۰/۰۸ ab,A۰/96±۰/۰6 ab,B )آلژینات/کیتوزان(

T۲۲/۰7±۰/۰۸ b,A۰/۸۴±۰/۰3 b,B )امولسیون اینترنال(

T3۲/۲3±۰/۰۸ ab,A۱/۰۰±۰/۱۱ a,B )ژلاتاسیون یونی(

T۴۲/۲6±۰/۰9 a,A۱/۰۱±۰/۰6 a,B )بولگاریکوس بدونه پوشش(

T۵۲/۱7±۰/۱۰ ab,A۱/۰۱±۰/۰6 a,B )گروه شاهد(

PER
میزان کارایی پروتیین

T۱۱/7۴±۰/۰9 b,A۰/۵۸±۰/۰3 ab,B )آلژینات/کیتوزان(

T۲۱/7۴±۰/۰۵ b,A۰/۵۴±۰/۰3 a,B )امولسیون اینترنال(

T3۱/3۵±۰/۰9 a,A۰/6۱±۰/۰6 ab,B )ژلاتاسیون یونی(

T۴۱/9۴±۰/۱۰ b,A۰/63±۰/۰۴ b,B )بولگاریکوس بدونه پوشش(

T۵۱/76±۰/۱۴ b,A۰/۵9±۰/۰۲ ab,B )گروه شاهد(

DWG
میزان رشد روزانه

T۱۲/۸۸±۰/۱۵ b,B3/۵6±۰/۱9 b,A )آلژینات/کیتوزان(

T۲3/۴۲±۰/۱۰ a,A3/۵۵±۰/۱9 b,A )امولسیون اینترنال(

T33/۰۸±۰/۲۱ ab,B3/۸9±۰/۴۰ ab,A )ژلاتاسیون یونی(

T۴3/۲۴±۰/۱۸ ab,B۴/۱3±۰/۲۱ a,A )بولگاریکوس بدونه پوشش(

T۵3/۰9±۰/۲6 ab,B۴/۰6±۰/۰9 a,A )گروه شاهد(

FER         
میزان کارایی غذا

T۱7۸/6۵±۴/۱۴ a,A69/99±3/۸۵ ab,B )آلژینات/کیتوزان(

T۲7۸/33±۲/3۱ a,A6۵/۴6±۴/7۱ b,B )امولسیون اینترنال(

T36۱/۰3±۴/3۴ b,A7۴/۰۱±7/6۴ ab,B )ژلاتاسیون یونی(

T۴۸7/39±۴/۸۸ a,A7۵/9۸±۵/73 a,B )بولگاریکوس بدونه پوشش(

T۵79/36±6/7۱ a,A7۱/۱9±3/۲۱ ab,B )گروه شاهد(
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روده دارند )35(. اسیدهای چرب غیراشباع زنجیره کوتاه بخصوص بوتریک 

اسید بعنوان اصلی ترین منبع انرژی برای سلول های اپیتلیال روده محسوب 

می شود. همچنین بوتریک اسید می تواند باعث آزادسازی پپتیدهای روده ای 

و فاکتورهای رشدی شوند که در تکثیر سلول های اپیتلیالی موثرند )6(.

تعــدادی از محققیــن مطالعاتــی را در مورد تأثیر جداگانــه و ترکیبی 

پروبیوتیک ها بر گونه های مختلف آبزی انجام داده اند. در مطالعه ای که بر 

روی کپور معمولی صورت گرفته است، دیده شد که استفاده از پروبیوتیک 

باسیلی باعث افزایش رشد و کاهش ضریب تبدیل غذایی شده است )45(. به 

علاوه Bagheri و همکاران در سال 2008 نشان دادند که پروبیوتیک های 

تجــاری Bacillus subtilis و B. licheniformis قادر به بهبود درصد 

بقاء، ضریب رشد ویژه و ضریب چاقی و افزایش تعداد باسیلوس های دستگاه 

گوارش در ماهی قزل آلای رنگین کمان می باشند. 

در افزایش وزن و درصد افزایش وزن نسبی بدن تحقیق حاضر در روز 

30 دیده می شــود که تیمار چهار )بیشترین(  با تیمار دو )کمترین( اختلاف 

معنی داری را نشان داده اند، ولی با سپری شدن زمان آزمایش، دیده شد که  

تیمار های سه، چهار و گروه کنترل تفاوت معنی دار را با تیمار یک و دو نشان 

می دهند که این مســأله احتمالًا مربوط به اثــر نا مطلوب کیتوزان بر روی 

شــاخص های رشد می باشــد چرا که در تیمار یک و دو از کیتوزان بیشتری 

جهت ریزپوشــانی باکتری اســتفاده گردید. در مطالعه Tafi و همکاران در 

سال 2015 و  Shiau و Yu در سال در سال1999 اثر منفی تجویز خوراکی 

کیتوزان به ترتیب بر روی قزل آلای رنگین کمان و تیلاپیا گزارش شد که 

همســو با نتایج مطالعه حاضر می باشد. گزارشاتی هم حاکی از تأثیر مثبت 

  Gopalakanna،کیتوزان بر شاخص های رشد ماهیان مختلف می باشد

و Arul در ســال 2006 اثــر مثبت تجویزخوراکی کیتوزان 1% را بر رشــد 

ماهی کپورمعمولی گزارش کردند. Geng  و همکاران در سال 2011 نیز، 

کیتوزان به میزان  g/Kg Food 3و6 را باعث افزایش برخی شاخص های 

رشــد ماهی Rachycentron canadum دانستند که خلاف نتایج این 

تحقیق را نشان می دهد.

افزایش شــاخص های رشــد بدنبال مصرف خوراکی پروبیوتیک ها در 

تحقیقات مختلف گزارش شــده اســت)4(. تیمار چهار )غذای حاوی لاکتو 

باســیلوس بدون پوشش( در شــاخص های  FCR )ضریب تبدیل غذایی(،  

SGR )میزان رشد ویژه(،PER )میزان کارایی پروتئین(،FER )میزان کارایی 

غــذا( در مــدت 60 روز دوره آزمایش عملکرد بهتری از خود نشــان داد به 

طوری که دلیل آن را می توان به استقرار بیشتر پروبیوتیک لاکتوباسیلوس 

بولگاریکوس در تیمار چهار نسبت به سایر گروه ها اشاره کرد. 

لازم به ذکر است تمامی شاخص های  رشد درطی 30 روز دوم آزمایش 

نسبت به 30 روز اول دوره آزمایش، کاهش نشان داده است که این وضعیت 

را می توان به دو دلیل نســبت داد اولا تغییر جیره مصرفی از پیش پرواری 

)FFS2( در 30 روز اول بــه غذای پــرواری )GFS1( در 30 روز دوم به دلیل 

تغییر در اندازه ماهی و اســتفاده از جیره غذایی با ســایز بزرگتر و متناســب 

با دهان ماهیان اشــاره کرد که از میزان پروتئین کمتــری برخوردار بود، و 

دلیل دوم کاهش ســرعت رشد و شــاخص های تغذیه ای با افزایش سن  و 

سایز ماهی در طول دوره زندگی است که معمولا تا زمان بلوغ جنسی ادامه 

می یابد.

در تحقیق حاضر پس از  دو ماه بررسی مشخص گردیدکه عملکرد رشد 

در تیمارهایی که کیتوزان و آلژینات به عنوان پوشش حضور داشت نسبت به 

تیمار لاکتوباسیلوس بولگاریکوس بدون پوشش پایین تر بود. دلیل این امر را 

می توان در نقش ممانعت کنندگی کیتوزان از جذب کامل چربی های جیره 

غذایی در دستگاه گوارش جستجو کرد )42(.  لازم به ذکر است که افزایش 

معنی دار ضریب تبدیل غذایی تیمار ریزپوشــانی شده با کیتوزان  نسبت به 

تیمــار 4 و  گروه کنتــرل در پایان دوره آزمایش می توانــد تأییدی بر تأثیر 

کیتوزان بر کاهش جذب چربی ها در دســتگاه گوارش ماهیان مورد مطالعه 

در این تحقیق باشــد.  به عبارت دیگر این امکان وجود دارد که کیتوزان با 

کاهش دادن جذب چربی ها و کاهش انرژی کافی و در نتیجه تجزیه پروتئین 

به منظور تولید انرژی شود که باعث کاهش کارایی پروتئین )PER(،کاهش 

کارایی غذا )FER( و افزایش شــاخص ضریب تبدیل غذایی در فیل ماهی 

شــده و کاهش رشد این ماهی را در پی داشته باشد. این نکته که کیتوزان 

در انسان هم با مکانیســم جلوگیری از جذب چربی ها و کربوهیدرات ها در 

روده به عنوان یک ماده ضد چاقی مطرح است)31(، می تواند تأیید دیگری 

بــر نقش کیتوزان در عدم بهبود شــاخص های تغذیه ای فیل ماهی در این 

تحقیق باشــد. البته لازم به ذکر اســت که این  اثر روی شاخص های رشد 

لزوما به معنی کاهش اثرات پروبیوتیکی باکتری ریزپوشانی شده با نانوذرات 

آلژینات و کیتوزان نیست، زیرا در تحقیقات مختلف به اثبات رسیده است که 

ریزپوشانی باکتری های پروبیوتیکی با پلیمرهای طبیعی زیست تخریب پذیر 

)مثل کیتوزان و آلژینات( باعث حفظ باکتری در شرایط لوله گوارش ماهی 

شده و برخی اثرات پروبیوتیکی باکتری را بهبود می بخشد و بعید نیست که 

سایر ویژگی های پروبیوتیکی این باکتری )تحریک ایمنی ذاتی و افزایش 

مقاومت در برابر عوامل استرس زا و عفونی ( بهبود یافته باشد. از طرف دیگر 

در برخی از مطالعات به عدم تأثیر باکتری های پروبیوتیکی بر شاخص های 

رشد ماهی اشاره شده است که در بالا به آن ها اشاره شد.

نتیجــه گیری: کاهش شــاخص رشــد تیمارهــای 2 و 3 )پروبیوتیک 

ریزپوشــانی شــده به دو روش مختلــف( می تواند از تقابــل دو عامل تأثیر 

گذار نتیجه شــده باشــد، اولا با توجه به حفظ بهتر پروبیوتیک در شــرایط 

لوله گوارش، نســبت و کارایی باکتری در روده افزایش یافته اســت ولی از 

طرفی خود کیتوزان و آلژینات همراه باکتری می تواند تأثیر محدود کننده بر 

شاخص های رشد داشته باشد. لذا جمع این دو اثر می تواند نتیجه نهایی را 

باعث شود که در تحقیق حاضر این تعادل به سمت کاهش رشد ماهی بوده 

است ولی نمی تواند نفی کننده  اثر این روش ریزپوشانی در کارایی باکتری 
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ریزپوشانی شده باشد. در پایان با توجه به نتایج این مطالعه می توان عنوان 

نمود که باکتری لاکتوباسیلوس بولگاریکوس )بدون پوشش( به همراه غذا 

می تواند در بهبود عملکرد رشد بچه فیل ماهی نقش موثری داشته باشد اما 

ریزپوشانی باکتری پروبیوتیکی به دلیل محافظت از باکتری در برابر شرایط 

اســیدی معده و نمک های صفراوی روده توســط آلژینات/کیتوزان کارایی 

لازم را ندارد.

تشکر و قدردانی
بدینوســیله نویسندگان مراتب قدردانی خود را از مساعدت و همکاری 

صمیمانه مدیر کل محترم شیلات استان گلستان و مدیریت محترم کارگاه 

تکثیر و پرورش ماهیان خاویاری شهید مرجانی اعلام می نمایند. همچنین از 

زحمات آقای عبدالوهاب کر تکنسین پرورش ایستگاه تحقیقاتی قره سو که 

در انجام این پروژه زحمات زیادی را تقبل نموده اند، سپاسگزارم.

تأثیر لاکتوباسیلوس بولگاریکوس بر رشد و کارایی تغذیه در فیل ماهی
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Abstract:
BACKGROUND: In aquaculture the fast growth, high feed efficiency and increased re-

sistance against pathogens are favorable. One of the suitable approaches for improving 
the growth indices and resistance against pathogens is the application of probiotic bacte-
ria. OBJECTIVES: The present study was conducted to evaluate the effect of nano/micro-
encapsulated Lactobasillus bulgaricus by nano alginate/chitosan on the growth rate and 
feeding efficiency of great sturgeon (Huso huso) juveniles. METHODS: This experiment 
was conducted in a completely random design in four groups and group (5) with tripli-
cate. 375 fish weighing (27.28±2.86 gr mean±SD), were randomly divided in to five equal 
groups in triplicates. The test groups were as follows: fish in T1 were fed with alginate/
chitosan without bacterium, fish in T2 were fed with encapsulated bacteria with emulsifi-
cation method, fish in T3 were fed with encapsulated bacteria with Ionicgelation method, 
fish in T4 were fed with only bacteria and control group. The fish were fed  3% of body 
weight per day. RESULTS: The results showed  the highest feed conversion ratio (FCR) 
was measured in T3 (1.64±0.11) and the lowest was observed in T4 (1.14±0.06).The high-
est values of SGR, PER, FER in T4 were seen among  the  treatments at days 30 and 60.                                                                                                                                             
CONCLUSIONS: According the result, nanoalginat/Chithosan used for encapsulation of 
probiotics can be lead to decrease in growth performance compared to the other treatments.
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Combining ratio used by Faradaneh Co. for Sturgeon fishes.

Table 2. Comparison of growth indices between treatments during 2 months of feeding with experimental diet (results are reported 
based on Means±SD).


