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بررسی اثر سطوح مختلف پروبیوتیک لاکتوباسیلوس کازئی                      
)Lactobacillus casei( بر عملکرد رشد و فعالیت آنزیم‌های گوارشی ماهی 

)Barbus grypus( شیربت
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‌چکیده  
زمینه مطالعه: باکتری‌های اسید لاکتیک، متداول‌ترین نوع باکتری‌هایی هستند که به عنوان پروبیوتیک در آبزی‌پروری استفاده می‌شوند. 
هدف: در این مطالعه اثرات سطوح مختلف باکتری پروبیوتیکی لاکتوباسیلوس کازئی بر عملکرد رشد و فعالیت آنزیم‌های گوارشی بچه ماهیان 
شیربت ارزیابی شد. روش کار: تعداد 480 قطعه بچه ماهی شیربت  با وزن حدود 40 گرم به چهار تیمار )در سه تکرار( به صورت تصادفی تقسیم 
گردیدند. تیمار A، B و C به ترتیب  با جیره غذایی حاوی، CFU g-۱، 5×107  CFU g-۱ ، 5×106  CFU g-۱  108×5 به مدت 60 روز غذادهی 
شــدند. گروه شــاهد با جیره فاقد باکتری تغذیه گردید. پــس از اتمام دوره، تیمارها به مدت 15 روز با غــذای فاقد پروبیوتیک غذادهی گردیدند. 
شاخص‌های رشد و آنزیم‌های گوارشی در روزهای صفر، 30، 60، 75 مورد بررسی قرار گرفتند. نتایج: ضریب رشد ویژه، میزان رشد روزانه و میزان 
رشد نسبی، در غلظت B پس از 30 روز از شروع آزمایش، بهبود قابل توجهی پیدا کردند که با گروه کنترل اختلاف معنی‌داری داشت )0.05(. فعالیت 
آنزیم کیموترپسین در تیمار B پس از 30 روز و همچنین فعالیت آنزیم تریپسین در تیمار C پس از 30 و 60 روز، افزایش معنی‌داری را نسبت به 
گروه شاهد نشان داد )p>0.05(. در بقیه مراحل نمونه‌گیری و سایر آنزیم‌ها تفاوت معنی‌داری مشاهده نگردید )p>0.05(. نتیجه‌گیری‌نهایی: نتایج 
نشان داد که میزان 107× 5 کلنی در گرم پروبیوتیک لاکتوباسیلوس کازئی در هر گرم خوراک برای دوره 30 روزه و میزان 108×5 کلنی در گرم آن 

برای دوره 60 روزه پرورش بهترین غلظت  محسوب می‌شوند.

واژه‌های‌کلیدی: لاکتوباسیلوس کازئی، شیربت، عملکرد رشد، فعالیت آنزیم‌های گوارشی، پروبیوتیک

مقدمه
بــه موازات افزایش آگاهی از ارزش غذایی و بهداشــتی ماهی به خصوص 

نقش آن در کاهش کلسترول خون، انتظار می‌رود که در آینده تقاضا برای 

مصرف ماهی افزایش یابد. لذا با توجه به شــرایط کنونی که مزارع پرورش 

ماهــی، خصوصاً ماهیان گرمابی در حال افزایش می‌باشــند، لزوم افزایش 

دانش و آگاهی در مورد فن‌آوری زیســتی این نــوع ماهیان الزامی به نظر 

می‌رسد. در سطح جهانی، این صنعت از نظر تنوع گونه‌‌ای و افزایش تراکم 

و پرورش در حال گســترش است و در حال حاضر هدف از آبزی پروری به 

حداکثر رســاندن راندمان تولید برای بهینه سازی ســودآوری می‌باشد )9(. 

اســتفاده از پروبیوتیک‌ها را می‌توان یکی از دســت آوردهای مثبت در این 

زمینــه قلمداد کرد و اخیراً در آبزی پروری نیز متداول گردیده اســت )20(. 

برخی از محققین پیشنهاد کرده‌اند که پروبیوتیک‌ها اثر مفیدی روی مراحل 

هضــم در حیوانات آبــزی دارند. علاوه بر‌این، بعضــی از باکتری‌ها ممکن 

است در مراحل هضم دو کفه‌ای‌ها، میگو و ماهی با تولید آنزیم‌های خارج 

ســلولی نظیر پروتئازها، لیپازها و تولید فاکتورهای ضروری رشــد شرکت 

 Penaeus( نمایند. مشاهدات مشابهی برای فلور میکروبی میگوی چینی

chinsis( گزارش شــده اســت که آنزیم‌های کاملی برای هضم و ســنتز 

ترکیبات تولید می‌کنند )Giri .)4 و همکاران در سال 2013، تأثیر دوزهای 

مختلف لاکتوباســیلوس پلانتاروم را در ماهی جــوان Labeo rohita را 

مورد بررسی قرار دادند. Shyne Anand و همکاران در سال 2013، تأثیر 

مکمــل غذایی ریز جلبک پریفیتون بر عملکرد رشــد و فعالیت آنزیم‌های 

 Lara-Flores .را مورد مطالعه قرار دادند P. monodon گوارشی در گونه

و همکاران در سال 2010، تأثیر پروبیوتیک‌های مخمری و باکتریایی را بر 

آنزیم‌های گوارشی تیلاپیا بررسی کردند.

ماهی شــیربت یکی از مهم‌ترین ماهیان آب شیرین جنوب کشورمان 

می‌باشد که کیفیت گوشت و بازار پسندی بالایی دارد و اخیراً امکان پرورش 

آن در حوضچه‌های خاکی در حال بررســی اســت )15(. بدیهی اســت که 

جهت پرورش ماهیان بومی ملزم به شناســایی عوامل بیماریزای آن‌ها نیز 

باشیم. نام علمی این ماهی Barbus grypus می‌‌باشد. در منابع نام‌های 

مترادف تورگریپوس و لبوباربوس کوشــچی برای آن ذکر شــده است. نام 

محلی آن به فارسی شیربت و در زبان عربی شبوط می‌باشد که سابقه 1500 

ســاله دارد )15(. با توجه به کمبود اطلاعات در مورد استفاده از پرو‌بیوتیک 

لاکتوباســیلوس در ماهیان بومی اســتان خوزســتان و افزایش گرایش به 

استفاده از این باکتری در آبزی‌پروری در کل جهان، بررسی اثر غلظت‌های 
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مختلف آن بــر  فاکتورهای رشــدی و آنزیم‌های دســتگاه گوارش ماهی 

شیربت هدف این تحقیق قرار گرفت.

مواد و روش کار
  40‌g تهیه ماهی: تعداد 480 قطعه ماهی شیربت پرورشی با وزن حدود

از منطقه شوشــتر خریداری و با مراعات شــرایط استاندارد انتقال، به سالن 

آکواریوم دانشکده دامپزشــکی دانشگاه شهید چمران اهواز منتقل گردید. 

ماهی‌ها به مدت دو هفته به منظور آداپتاسیون با شرایط سالن آکواریوم، با 

خوراک معمولی تغذیه شده و سپس برای انجام تحقیق تیمار‌بندی گردیدند. 

غذادهی با خوراک بیومار به میزان 3٪ وزن بدن و روزانه در 3 نوبت به مدت 

60 روز و برای بررسی اثر پروبیوتیک بر آنزیم‌های گوارشی به مدت 15 روز 

با غذای معمولی غذادهی انجام شد. 

تیمار‌بنــدی ماهی‌ها: نحوه چیدن حوضچه‌ها، بــه صورت بلوک‌های 

تصادفــی بود. تغذیه ماهیان بر‌اســاس بیومــاس و درجه حــرارت آب بود.  

ماهی‌ها بصورت تصادفی به چهار گروه و هر گروه در ســه تکرار تقســیم 

بندی گردیدند، بطوری که هر تکرار شامل 30  قطعه بچه ماهی بود. تیمار 

 5 ×107 CFU g-۱  ا106× 5، تیمار دوم با غلظت CFU g-۱ اول بــا غلظــت

و تیمار سوم با دوز CFU g-۱ 108× 5  لاکتوباسیلوس کازئی تغذیه شدند و 

تیمار چهارم با خوراک فاقد لاکتوباسیلوس کازئی تغذیه گردید.

نمونه‌گیــری از ماهی‌هــا: نمونه‌بــرداری از تیمارها به صــورت کاملًا 

تصادفی و به تعداد 3 عدد از هر تکرار )9 قطعه از هر تیمار( بود. البته وزن و 

طول کل ماهی‌های هر تیمار در مراحل نمونه‌گیری تعیین گردید. زمان‌های 

نمونه‌بــرداری در روزهای صفــر،30، 60 و 75 جهت بیومتری، محاســبه 

فاکتورهای رشد و سنجش میزان آنزیم در نظر گرفته شد.

فاکتورهای مورد بررســی: شاخص‌های رشــد تیمارهای آزمایشی در 

روزهای صفر، 30 ، 60 و 75 بر‌اساس رابطه‌های زیر اندازه‌گیری شدند )26(:

)w1 - Ln w2 / ( = 100× )دوره پرورش به روزSGR( ضریب رشد ویژه

ضریب تبدیل غذایی )FCR( = میزان کل وزن تر کســب شــده)g(/ میزان 

)g(غذای دریافت شده

میزان کارایی پروتئین )PER( = میزان وزن تر کســب شده)g( / میزان کل 

پروتئین دریافت شده

فاکتــور وضعیت )CF( = 100× ] )طول کل ماهــی L3 (cm / )وزن ماهی 

]g) W

 )g( میانگین وزن نهایی - میانگین وزن اولیه = )DWG( میزان رشد روزانه

)d( تعداد روزهای آزمایش /

درصد میزان بقاء = 100× )تعداد ماهیان اولیه / تعداد ماهیان زنده مانده(

میزان رشــد نسبی )RGR( = 100× )وزن نهایی )g( - وزن اولیه )g( / وزن 

 ))g( اولیه

انجام مراحل نمونه‌گیری از دســتگاه گوارشی: نمونه‌گیری از دستگاه 

گوارش ماهیان، در روز صفر )اول شروع آزمایش(، 30 ، 60 و 75 انجام ‌شد. 

3 قطعه از ماهیان از هر تکرار را با اســتفاده از روش آسان‌کشی قطع نخاع 

کرده و سریعاً در مجاورت یخ قرار داده تا با به حداقل رساندن تغییر فعالیت 

آنزیمی، کالبد گشــایی آن‌ها صورت گیرد )8(. ســپس بلافاصله در دمای 

C°‌196- ) تانک ازت مایع( نگهداری شدند )16(.

نمونه‌های فریز شــده، ســریعاً پس از خارج کــردن از تانک ازت مایع 

توسط ترازوی آزمایشگاهی با دقت 0/001‌‌g توزین گردید و قبل از آب ‌شدن 

کامل یخ آن، به داخل ظرف مخصوص هموژن گذاشــته شدند. سپس به 

نسبت 1 به 9 )وزنی- حجمی( محلول بافر هموژن برروی نمونه ریخته شد. 

نمونه‌ها توسط هموژنایزر الکتریکی هموژن شدند )25 ،7(.

سنجش آنزیم‌های گوارشی )تهیه عصاره آنزیمی(: برای ساخت بافر 

هموژن برای سنجش آنزیم‌های پانکراسی )تریپسین، کیموتریپسین، آلفا-

  100X Triton،0/1 EDTA mM ،100 Tris-Hcl mM ،)آمیلاز و لیپاز

%0/1 در pH 7/8 ترکیب گردید. سپس نمونه‌ها توسط هموژنایزر الکتریکی 

)Heidolph instrument, German( همــوژن ‌شــدند، نمونه‌هــای 

هموژن شــده از درون ظروف کوچک شیشه‌ای به داخل اپندورف‌ها ریخته 

  4‌°Cشــده و سپس داخل سانتریوفوژ یخچال‌دار قرار داده شدند و در دمای

ســانتریفیوژ گردیدند. در نهایت از مایع رویی حاصله )عصاره آنزیمی( برای 

سنجش آنزیمی استفاده شد )25(.

استخراج آنزیم‌ روده‌ای: برای استخراج آنزیم‌ روده‌ای آلکالین فسفاتاز 

از بافر سرد مانیتول mM 50، بافرHCl-Tris mM  2 در pH=7 به نسبت 

 10000‌rpm 1:30 وزنی- حجمی اســتفاده ‌گردید و به مــدت 1 دقیقه در

سانتریفوژ شد )7(. پس از هموژن کردن نمونه‌ها در بافر فوق، کلرید کلسیم 

M 0/1 به هموژن اضافه شــده و 10 دقیقه در 9000 دور سانتریفوژ شده و 

مایع رویی حاصله جهت سنجش آنزیم‌ها استفاده گردید.

ســنجش فعالیت آنزیم‌های گوارشــی: فعالیت 5 آنزیم گوارشی آلفا-

آمیلاز، تریپسین، کیموتریپســین، لیپاز، فسفاتاز قلیایی مورد بررسی قرار 

‌گرفت. از آنجایی که آنزیم‌ها ساختار پروتئینی داشته و در دسته پروتئین‌ها 

طبقه‌بندی می‌شوند، لذا محاسبات فعالیت آنزیمی بیشتر براساس پروتئین 

محلول انجام گردید.

 -L-بنزوئیل -N برای تعیین فعالیت آنزیم ترپســین، از سوبســترای

آرژنین اتیل استر )BAEE( استفاده گردید. BAEE تحت تأثیر آنزیم تجزیه 

 253‌nm آرژنین تبدیل می‌شــود. نتایج در طول موج -L-بنزوئیل -N و به

 BAEE 180 از محلول سوبسترای‌‌μl قرائت نوری صورت گرفت )10(. ابتدا

با 570‌μl از اســید کلریدریک mM 1 مخلوط و سپس برای هم‌دمایی در 

دمــای C°‌25 قرار گرفتند. بعد نمونه به میزان ‌μl 30 از نمونه رقیق شــده 

اضافه گردید و به مدت 5 دقیقه قرائت نوری توسط اسپکتروفتومتر )یونیکو 

مدل UV 2802( در طول موج 253‌nm انجام شد.

برای تعیین فعالیت آنزیم کیموتریپســین از بنزوئیــل- L - تیروزین 
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 1/4 ml ( به عنوان سوبسترا اســتفاده گردید )14(. ابتداBTEE( اتیل اســتر

از محلول سوبســترا را به ml 1/5 بافر تریس در لوله آزمایش اضافه کرده، 

سپس در دستگاه اسپکتروفتومتر به مدت 4 الی 5 دقیقه برای هم دمایی در 

دمای C°‌25 قرار گرفتند. میزان ‌μl 100 عصاره آنزیمی در دمای C°‌25 به 

آن اضافه گردید و افزایش جذب در 256‌‌nm هر دقیقه تا 5 دقیقه سنجیده 

شد )10(.

برای تعیین فعالیت آلفا- آمیلاز از نشاسته به عنوان سوبسترا استفاده 

گردید. نشاســته تحت اثر آنزیم تجزیه شــده و تولید مالتوز می‌نماید که از 

طریق رنگ سنجی و تغییر شدت رنگ در معرف دی نیترو سالیسیلیک اسید 

قابل ســنجش می‌باشد )39 ،5(. ابتدا ‌μl 250 از عصاره آنزیمی رقیق شده 

با آب مقطر ســرد به لوله آزمایشــی و 250‌‌μl آب مقطر نیز به لوله دیگری 

به عنوان شــاهد وارد شد. ســپس عمل انکوباسیون به مدت 4-3 دقیقه در 

C°‌25 انجام شــد تا به دمای تعادل برسند. سپس 250‌‌μl از نشاسته 1% به 

لوله‌ها اضافه گردید و عمل انکوباســیون دقیقاً به مدت 3 دقیقه انجام شد. 

بعد از 3 دقیقه، 250‌‌μl از معرف رنگی دی نیترو سالیسیلیک اسید به لوله‌ها 

اضافه گردید و به مدت 15 دقیقه لوله‌ها از حمام خارج شده و در دمای اتاق 

خنک شدند. ســپس 2/5‌ml آب مقطر به لوله‌ها اضافه گردید و محتویات 

لوله‌ها به خوبی مخلوط شده و قرائت نوری در 540‌‌nm انجام گرفت. سپس 

قرائت نوری انجام شده در منحنی استاندارد مالتوز قرار گرفته و میزان مالتوز 

رهاسازی شده تحت اثر آنزیم بر روی سوبسترا )نشاسته( بدست آمد. واحد 

فعالیت آلفا- آمیلاز، بر حسب میکرومول مالتوز آزاد شده تحت اثر آنزیم در 

دقیقه به ازای میلی‌گرم پروتئین محاسبه شد )39 ،5(.

برای ســنجش آنزیم لیپاز از روش Worthington در ســال 1991 

اســتفاده گردید. در این روش از امولسیون روغن زیتون به عنوان سوبسترا 

اســتفاده گردید. بدین منظــور روغن زیتون آزمایشــگاهی )Fluka( تهیه 

گردید. برای ســنجش ایــن آنزیــم از بافــر Tris-Hcl M 0/8، محلول 

هیدروکسیدسدیم mM 50 و معرف تیمول‌فتالئین %0/9 استفاده شد.

 Ref: Zist 503-10( جهت سنجش این آنزیم از کیت آلکالین فسفاتاز

Chem.( استفاده شد. 5 قسمت از بافر بیکربنات را با یک قسمت محلول 

معــرف Para-nitrophenylphosphate M 0/1 مخلــوط کرده و 5 

دقیقــه در بن ماری C°‌37 قرار داده شــد تا هم دمایی صورت گیرد. میزان  

0/5‌ml از این مخلوط را با ‌‌μl 20 محلول آنزیمی اســتخراج شده مخلوط 

کرده و 15 دقیقه در دمای C° 37 قرار می‌دهیم تا انکوبه شود. پس از این 

زمان ml 5 محلول g/l 1 سود به آن اضافه می‌شود تا واکنش متوقف شود. 

میزان جذب در nm 405 اندازه‌گیری شد.

شــاهد نیز مانند نمونه بالا آماده‌ســازی شــد با این تفاوت که محلول 

آنزیمی پس از افزودن محلول سود به لوله آزمایش اضافه شد. 

روش‌هــا و ابــزار تجزیه و تحلیل داده‏ها: بــرای آنالیز اطلاعات از نرم 

افزار آماری SPSS ویرایش 16 اســتفاده شد و تأثیر پرو‌بیوتیک بر عملکرد 

رشــد و فعالیت آنزیم‌های گوارشی مورد بررسی بین 4 تیمار توسط آزمون 

آنالیز واریانس )ANOVA( یک طرفه با ضریب اطمینان 95% مورد بررسی 

قرار گرفت. برای بررسی معنی‌دار بودن تفاوت میانگین‌ها از آزمون تکمیلی 

Duncan در سطح معنی‌داری 0/05% استفاده شد. همچنین ترسیم نمودار 

در فضای نرم‌افزار Excel )نسخه 2007( انجام گرفت.

نتایج
شاخص‌های رشد: نتایج حاصل از تجویز خوراکی غلظت‌های مختلف 

پروبیوتیک لاکتوباســیلوس کازئی بر شــاخص‌های رشــد ماهی شیربت 

در جدول 1 نشــان داده شــده است. بیشــترین میزان رشد نسبی بعد از 30 

روز مربــوط به تیمار )B( بود که با گروه کنترل اختلاف معنی‌داری داشــت 

)p>0.05(. نتایج حاصل از محاسبه میزان رشد نسبی در روز 60 نیز نشان 

داد که بیشترین میزان مربوط به تیمار )C( است که با سایر تیمارها اختلاف 

معنی‌داری را نشان می‌دهد )p>0.05(. بیشترین میزان رشد روزانه در روز 

30 آزمایــش مربوط به تیمار پروبیتیکــی )B( و  در روز 60 مربوط به تیمار 

)C( و )B( بود. ضریب رشــد ویژه تحت تأثیــر تیمارهای پروبیوتیکی  قرار 

گرفت، به‌طوری که در روز 30 آزمایش، تیمارهای پروبیتیکی )B( بالاترین 

ضریب رشــد ویژه را نشــان داد که با تیمار شاهد و )A( اختلاف معنی‌داری 

داشــت )p>0.05(، ولی میزان آن در روز 60 نسبت به روز 30 کاهش پیدا 

کرد. ضریب رشــد ویــژه در روز 60، در تیمار)C(  با ســایر تیمارها اختلاف 

معنی‌داری داشــت )p>0.05(. در روز 30 آزمایــش، تیمار )B( و در روز 60 

تیمار )C( بهترین ضریب تبدیل غذایی را داشت. نتایج حاصل از این تحقیق 

نشان داد که فاکتور وضعیت در روز 30 آزمایش، بالاترین میزان را در تیمار 

)C( داشته است. اما در روز 60 بیشترین میزان در تیمار )B( مشاهده گردید. 

میزان کارایی پروتئین در روز 30 در تیمار )A( و در روز 60 تیمار )C( با سایر 

.)p>0.05( تیمارها اختلاف معنی‌داری داشت

درصد میزان بقا: یافته‌های به دســت آمده از این تحقیق، نشــان داد 

که افزودن غلظت‌های پروبیوتیکی لاکتوباســیلوس کازئی به جیره غذایی 

ماهیان شیربت، تأثیری در افزایش درصد بازماندگی نداشته است. به طوری 

که در طول دوره پرورش هیچ گونه تلفاتی نه تنها از ماهیان تغذیه شــده با 

دوزهای مختلف پروبیوتیکی مشاهده نشد، بلکه تیمار شاهد نیز هیچ گونه 

تلفاتی را نشــان نداد. در نتیجه با توجه به نتایج بدست آمده از این تحقیق 

در انتهــای دوره آزمایــش، از نظر آماری، بیــن تیمارهای مختلف، تفاوت 

.)p<0.05( معنی‌داری مشاهده نشد

فعالیت آنزیم‌های گوارشی: نتایج حاصل از بررسی فعالیت آنزیم‌های 

گوارشــی ماهی شــیربت، بعد از تجویز خوراکی پروبیوتیک در طول دوره 

مطالعه در جدول 2 بیان شــده است. نتایج حاصل نشان داد که در روز 60، 

تیمار)A( نســبت به تیمار کنترل بالاترین میزان آمیلاز را داشــته، اما این 

تفــاوت از نظر آمــاری معنــی‌دار نبــود )p<0.05(. در روز 75، بعد از قطع 

تأثیر لاکتوباسیلوس کازئی بر رشد و آنزیم‌های گوارشی ماهی شیربت
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غذادهی با جیره پروبیوتیکی، میزان آمیلاز در تیمارهای آزمایشــی نسبت 

به روز 60 افزایش یافت.

میزان لیپاز در روز 30 آزمایش، در تیمار )C( بالاترین و بیشترین میزان 

 .)p<0.05( را داشــت، اما اختلاف معنی‌داری با تیمار شاهد مشاهده نشد

نتایج روز 60 نیز نشان‌دهنده کاهش میزان فعالیت لیپاز در تیمارها بود. در 

روز 75 پس از قطع غذادهی، هیچ تغییری بین تیمارهای B و C مشــاهده 

نشد، اما میزان لیپاز در روز 75 در تیمار A افزایش معنی‌داری نسبت به سایر 

.)p>0.05( تیمار‌ها نشان داد

در روز 30 آزمایــش، تیمــار B، بیشــترین میــزان کیموترپســین را 

داشــته که این میزان با ســایر تیمارها و گروه شــاهد اختلاف معنی‌داری 

داشــت )p>0.05(. در روز 75، پس از قطــع غذادهی پروبیوتیکی، میزان 

کیموترپسین در تمام تیمار‌ها کاهش یافت.

بیشترین میزان ترپسین در روز 30، مربوط به تیمار C بود که با سایر 

تیمارها و گروه شاهد اختلاف معنی‌داری داشت )p>0.05(. نتایج حاصل در 

روز 60 نیز نشان داد که تیمار C، بیشترین میزان فعالیت تریپسین را دارد. 

روز 75 پس از قطع غذادهی پروبیوتیکی میزان تریپســین در تمام تیمار‌ها 

افزایش یافته و بیشترین میزان مربوط به تیمار  A بود.

نتایج حاصل در روز 60 نشــان داد که تیمار C بیشترین میزان فعالیت 

آنزیــم آلکالاین فســفاتاز را دارد. روز 75 پس از قطع غذادهی پروبیوتیکی 

میزان آلکالین فســفاتاز در تمام تیمار‌ها افزایش یافته و بیشــترین میزان 

مربوط به تیمار  A می‌باشد.

بحث
پروبیوتیک‌ها به عنوان باکتری‌های زنده یا محصولات کشــت شــده 

تعریف می‌شــوند که با تولید مواد جلوگیری کننده، رقابت برای جذب مواد 

شیمیایی و چســبندگی در دستگاه گوارشــی باعث اثرات سودمندی برای 

میزبان می‌شــوند. از دیگر خواص پروبیوتیک‌ها می‌توان به بهبود عملکرد 

سیســتم ایمنی و ایجــاد تعادل میکروبی در دســتگاه گوارش اشــاره کرد 

 .)21،35(

نتایج حاصل از این تحقیق نشان داد که سطوح مختلف از پروبیوتیک 

جدول 1. مقایسه شاخص‌های رشد بین تیمارهای مورد بررسی در مراحل مختلف نمونه‌گیری )نتایج بر‌اساس میانگین± انحراف معیار گزارش شده‌اند(. تیمار A: ماهیان تغذیه شده 
 108 CFU g-۱ تیمار تغذیه شــده با میزان :C ، 107×5 باکتری لاکتوباســیلوس کازئی CFU g-۱ تیمار تغذیه شــده با میزان :B ،106×5 لاکتوباســیلوس کازئی CFU g با خوراک حاوی
×5 باکتری لاکتوباسیلوس کازئی. *حروف کوچک لاتین غیر همنام روی انحراف معیار نشان‌دهنده تفاوت معنی‌دار در سطح 0/05 در هر ستون، و حروف بزرگ لاتین غیر همنام 

روی انحراف معیار نشان‌دهنده تفاوت معنی‌دار در سطح 0/05 در هر ردیف می‌باشد(.

روز 75روز 60روز 30تیمارشاخص

aA10/96±0/47 aB19/91±0/62 aC 0/49±4/37تیمار Aمیزان رشد نسبی

B 3/17±34/29تیمار cA45/58±6/09 cAB51/30±7/05 cB

C 1/09±23/11تیمار bA 62/00±0/86 dB72/10±1/09 dC

bA 27/43±4/05 bB28/02±0/82 bB 6/03±17/05کنترل

aA  0/08±0/03 aB0/11± 0/003 aC 0/007±0/06تیمار Aمیزان رشد روزانه

B 0/04±0/54تیمار cB  0/35±0/03 cA  0/32±0/03 cA

C 0/01±0/24تیمار bA  0/32±0/002 cC 0/30±0/002 cB

bA  0/21±0/02 bA 0/17±0/002 bA 0/08±0/26کنترل

aA0/07±0/003 aB0/10±0/003 aC 0/006±0/06تیمار Aضریب رشد ویژه

B 0/03±0/42تیمار cB0/27±0/03 cA  0/23±0/02 cA  

C 0/01±0.30تیمار bA 0/34±0/003 dB 0/31±0/003 dA 

 bA  0/175±0/02 bA  0/14±0/003 bA 0/07±0.22کنترل

  bB  2/96±0/12 cA 2/20±0/06 bA 0/65±5/39تیمار Aضریب تبدیل غذایی

B 0/06±0/80تیمار aA1/22±0/13 bB2/20±0/24 bC 

C 0/04±1/09تیمار aC  0/67±0/005 aA0/87±0/008 aB

aA1/39±0/17 bA 3/16±0/03 cB 0/39±1/09کنترل

bB0.24±0/10 aAB0/08±0/05 aA 0/07±0/39تیمار Aفاکتور وضعیت

B 0/01±34/29تیمار aA0/41±0/05 bB0/23±0/04 bA  

C 0/07±0/74تیمار cC  0/36±0/05 abB 0/08±0/05 aA

   bA 0/37±0/06 abA 0/35±0/03 cA 0/08±0/51کنترل

  aA0/70±0/02 aB0/94±0/02 bC 0/04±0.38تیمار Aمیزان کارایی پروتئین

B 0/12±2/5تیمار bC   1/71±0/17 bB0/95±0/10 bA  

C 0/07±1/91تیمار bA  3/06±0/02 cC 2/37±0/02 cB

bB1/50±0/18 bB0/65±0/07 aA 0/69±2/07کنترل
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لاکتوباســیلوس کازئی مورد استفاده با غلظت B تا روز 30 دوره پرورشی و 

غلظت C تا روز 60 دوره پرورشی باعث بهبود عملکرد رشد و تغذیه ماهی 

 FCR، SGR، RGR، PER شیربت شد، به طوری که ضریب تبدیل غذایی

 .)p>0.05( به طور معنی‌داری نسبت به گروه کنترل بهبود یافت DWG و

این بهبود رشــد می‌تواند به علت تأثیر مثبت این باکتری بر فلور دســتگاه 

گوارش و افزایش میزان هضم و جذب غذای مصرفی صورت گرفته باشد. 

تحقیقات متعددی در این زمینه صورت گرفته که بیانگر این مسئله هستند 

که افزودن پروبیوتیک‌ها به جیره غذایی انواع ماهیان، رشد آن‌ها را افزایش 

می‌دهد که این منطبق با نتیجه تحقیق جاری می‌باشد. 

در مطالعه‌ای، Giri و همکاران در سال 2013، لاکتوباسیلوس پلانتاروم 

را در 3 غلظــت به جیره‌ی غذایی ماهی Labeo rohita اضافه کردند. در 

مطالعه‌ی مذکور، WG و FCR در مدت 60 روز افزایش معنی‌داری را نشان 

دادند، به طوری که در غلظت SGR ،1010 , 108  CFU g-۱ به شکل قابل 

 Venkat ملاحظه‌ای افزایش یافت )11(. هم‌چنین نتایج مشــابهی توسط

و همکاران در ســال 2004 بر میگوی روزنبرگی، Aly و همکاران در سال 

2008 بر تیلاپیای نیل، Al-Dohail و همکاران در ســال 2009 بر گربه 

ماهی گاپرینوس، Sun و همکاران در سال 2011 بر ماهی‌هامور معمولی،  

Suzerو همکاران در سال 2011 بر ماهی شانک سر طلایی به دست آمد 

 Gomez-Gil 35 ،33 ،31 ،3 ،2(. این نتایج با نتایج حاصله از تحقیقات(

و همکاران در سال Nikoskelainen  ،2000 و همکاران در سال 2003 

نیز مشابه می‌باشد )22 ،12(.

افزایش شــاخص‌های رشــد به دنبال مصرف خوراکی پروبیوتیک‌ها 

در تحقیقــات مختلف مد نظر بوده و گزارش‌های متعــددی از تأثیر بهبود 

رشــد به دنبال تجویز پروبیوتیک‌ها وجود دارد که به برخی از آن‌ها اشــاره 

می‌شــود.  Shyne Anand و همکاران در ســال 2013، نشــان دادند که 

تغذیه با لاکتوباســیلوس کازئی و پلانتاروم به میزان CFU g-۱  107×5 به 

مدت 30 روز دارای بهترین عملکرد رشــد در ماهی قزل‌آلای رنگین‌کمان 

بود )27(. طبق تحقیقات Notash و همکاران در سال 2009 با استفاده از 

پروبیوتیک تجاری پروتکسین )ترکیبی از مخمر و  باکتری‌های پروبیوتیکی 

شامل: لاکتوباســیلوس پلانتاروم، اســیدوفیلوس، بولگاریس، دلبروکئی، 

رامانســوس(، در ماهی قزل‌آلای رنگین‌کمان با غلظت‌های 1%، 2% و %3  

در خوراک، بهترین غلظت را برای بهبود رشــد، 3% گزارش نمودند. نتایج 

تحقیق فوق با گروه C در روز 30 و گروه B در روز 60 مشــابه بوده اســت 

)23(. هم‌چنین Hosseinifar و همکاران در سال 1389، با تجویز 3 سطح 

1، 2 و 3% پروبیوتیک Saccharomyces cerevisiaevar در بچه فیل 

ماهی )Huso huso( بهبود  شــاخص‌های رشــد را گزارش نمودند )13(.  

Lara-Flores و همکاران در سال 2003 نیز در ماهی تیلاپیا با استفاده از 

 Ramos .)18( نتایج مشابهی را گزارش نمودند S. cerevisiaevar مخمر

تأثیر لاکتوباسیلوس کازئی بر رشد و آنزیم‌های گوارشی ماهی شیربت

جدول 2. مقایسه فعالیت آنزیم‌های گوارشی بین تیمارهای مورد بررسی در مراحل مختلف نمونه‌گیری )نتایج بر‌اساس میانگین± انحراف معیار گزارش شده اند(. *حروف کوچک 
لاتین غیر همنام روی انحراف معیار نشان‌دهنده تفاوت معنی‌دار در سطح 0/05 در هر ستون، و حروف بزرگ لاتین غیر همنام روی انحراف معیار نشان‌دهنده تفاوت معنی‌دار در 

سطح 0/05 در هر ردیف می‌باشد(.

روز 75روز 60روز 30روز صفرتیمارشاخص

aAB0/80±0/21 abAB0/51±0/21 bA1/20±0/61 bB 42 /0±0/84تیمار Aآلفا-آمیلاز

B 5/20±0/61تیمار aB0/61±0/18 aB0/21±0/04 aA0/56±0/13 aB

C 0/14±0/41تیمار aB0/63±0/08 aC 0/20±0/08 aA  0/65±0/18 aC   

   aA  0/89±0/25 bB  0/31±0/04 aA   0/51±0/18 aA 0/19±0/54کنترل

aA  1/59±0/34 aA 2/24±0/41 aA   1/20±1/50 bB 0/51±1/10تیمار Aلیپاز

B 0/55±1/23تیمار abA2/45±1/83 abA 1/57±0/26 aA   0/56±0/47 aA    

C 0/67±1/28تیمار abA3/78±1/73 bB  1/35±0/27 aA   0/65±0/33 aA   

   bA2/76±0/46 abA 2/10±1/45 aAB  0/51±0/24 aA 0/22±1/79کنترل

   aB0/12±0/03 aB 0/05±0/02 aA 0/18±0/06 bC 0/05±0/11تیمار Aکیموترپسین

B 0/07±0/18تیمار aA0/26±0/06 bA  0/50±0/11 bB 0/18±0/06 bA   

C 0/03±0/13تیمار aB0/13±0/03 aB  0/06±0/02 aA  0/07±0/01 aA    

  aAB0/15±0/03 aA0/35±0/28 bB   0/23±0/06 bAB 0/03±0/19کنترل

   aA    2/58±0/76 bc1/39±0/32 aA 8/88±3/22 bB 0/99±1/83تیمار Aترپسین

B 0/63±1/72تیمار aB1/51±0/74 abAB0/72±0/20 aA   3/15±1/26 aC

C 0/62±1/74تیمار aA   3/20±1/54 cAB3/37±1/81 bB   3/07±0/87 aAB

aAB1/10±0/69 aA    2/43±0/63 bBC2/30±0/94 aC 0/23±1/65کنترل

aB45±21/59 aA    36/6±7/25 aA    277/72±137/95 cB 24/25±289/03تیمار Aآلکالین فسفاتاز

B 39/07±217/08تیمار aB31±18/61 aA   27/78±8/79 aA  59/91±20/44 aA   

C 147/13±232/49تیمار aB54±17/88 aA    136/156±45/39 bAB62/24±14/54 aA   

aB50±16/50 aA 141/55±83/36 bAB172/73±53/74 bAB 126/87±238/98کنترل
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و همکاران در ســال 2013، 2 پروبیوتیک تجاری را به صورت جداگانه در 

قزل‌آلای رنگین‌کمان بررسی کردند، پس از 28 روز از شروع آزمایش، تأثیر 

معنی‌داری در عملکرد رشــد و نرخ رشد مشــاهده نگردید. اما پس از اتمام 

دوره‌ی تحقیــق )روز 56( اختلاف معنی‌داری در تیمار پروبیوتیکی تجاری 

A1 )حاوی انتروکوکوس، لاکتوباسیلوس، باسیلوس و پدیوکوکوس( نسبت 

به گروه کنترل در شاخص افزایش وزن و SGR به دست آمد که با تحقیق 

ما مطابقت دارد )24(.

Soleimani و همکاران در سال 2012، بر بررسی فعالیت آنزیم‌های 

گوارشی و عملکرد رشد ماهی کلمه خزر در مرحله‌ی بچه ماهی نورس که 

از مکمل غذایی فروکتوالیگوساکارید که نوعی پربیوتیک است در 3 سطح 

1%، 2% و 3%، به مدت 7 هفته انجام شد، بالاترین درصد بقا مربوط به تیمار 

3% و فعالیت آنزیم‌های گوارشی و عملکرد رشد بالا )SGR, FCR( مربوط 

به تیمار 2% و 3% بودند )29(.

نتایــج حاصل از تأثیر اســتفاده از ســطوح مختلــف پروبیوتیک‌های 

لاکتوباســیلوس کازئــی )PTCC 1608( در  ماهــی شــیربت  بــر فعالیت 

آنزیم‌های آلفا-آمیلاز ، تریپسین، کیموتریپسین، آلکالین فسفاتاز و لیپاز، 

نشــان دهنده‌ی وجود اختلاف معنــی‌دار در فعالیت آنزیم‌های فوق بود، به 

طوری که کیموتریپســین در تیمار B در روز30 و تریپسین در روز 30 و 60 

در تیمار C  نسبت به تیمار شاهد اختلاف معنی‌داری داشت )p>0.05(. اما 

فعالیت آنزیم لیپاز در تیمارهای آزمایشــی در اواسط و انتهای دوره پرورش 

.)p<0.05( اختلاف معنی‌داری را نسبت به تیمار شاهد نشان نداد

مواد مغذی درشت مانند کربوهیدرات‌ها و پروتئین‌های جیره در فعالیت 

آنزیم‌های گوارشــی شــیربت مؤثر هســتند. در این تحقیق فرمولاسیون 

جیره‌هایی با مواد مغذی و انرژی یکسان برای مقایسه مکمل‌های پروتئینی 

و گروه کنترل استفاده گردید. Shyne Anand و همکاران در سال 2013،  

فعالیت آنزیم‌های گوارشی را در میگوی P. monodon تحت تأثیر مکمل 

غذایی پریفیتون مورد بررسی قرار دادند. در بیشترین غلظت مکمل غذایی 

پریفیتون، تأثیر معنی‌داری در آنزیم‌های گوارشــی آن مشــاهده نگردید، 

فعالیت بالایی از لیپاز، ترپســین و کیموترپسین در سطوح پائین‌تر مکمل 

غذایی پریفیتون به دست آمد )27(. همچنین Wang و همکاران در سال 

2007 مکمل پروبیوتیکی را بر میگوی P. vannami  نیز مورد بررسی قرار 

دادند که نتایج آن‌ها حاکی از عدم تأثیر گذاری مکمل غذایی بر آنزیم‌های 

گوارشی است )37(.

تصور می‌شود که پروبیوتیک‌ها فرآیندهای گوارشی را از طریق افزایش 

جمعیت میکروارگانیسم‌های مفید، فعالیت آنزیمی باکتری‌ها، بهبود تعادل 

میکروبــی روده و در نتیجــه بهبود هضم و جذب مواد غذایی و مصرف غذا 

را تحت تأثیر قرار می‌دهند )32(. همین طور تأثیر پرو‌بیوتیک‌ها بر فعالیت 

آنزیم‌های گوارشی در بررســی‌های محققین مختلف بر روی آبزیان دیده 

شــده است )29(. بنابراین باکتری‌های ذکر شده با شرکت در فرآیند هضم، 

کارایی دســتگاه گوارش را افزایش و در نهایت موجب بهبود شاخص‌های 

رشــد می‌شوند. نتایج تحقیقاتی که در آن‌ها از پروبیوتیک‌ها استفاده شده، 

نشــان داده که باکتری‌های مذکور موجب افزایش هضم پروتئین، چربی و 

نشاسته موجود در غذا می‌شوند )38(.

لذا احتمــالاًً غلظت‌های مختلف باکتری‌های پروبیوتیکی آزمایشــی 

)تیمار B وC( به این وســیله توانســته‌اند ســبب افزایش بازده اســتفاده از 

پروتئین‌های موجود در جیره غذایی بچه ماهیان شیربت شوند و به خصوص 

فعالیت آنزیم‌های کیموتریپســین و پس از آن تریپســین کــه از پروتئازها 

هستند را افزایش دهند. موارد مشابهی از توانایی تولید آنزیم‌های گوارشی 

 P.  خارج سلولی توسط باکتری‌های موجود در دستگاه گوارش میگوی چینی

chinesis )37(، ماهی کلمه Rutilus rutilus )27(، شانک )32(،‌هامور 

)30(، میگوی ســفید هندی )40(، میگوی پاسفید غربی )36( گزارش شده 

است که همگی تأیید کننده‌ی نتایج آزمایش حاضر در افزایش آنزیم‌های 

 C و B گوارشــی کیموتریپسین و تریپســین در روز 30 آزمایش در غلظت

در شیربت می‌باشد که می‌تواند به دلیل حضور ترکیبات ناشناخته تحریک 

کننده‌ی رشــد و تحریک کننده‌ی تولید آنزیم‌های گوارشــی در جیره‌های 

حاوی پروبیوتیک باشــد که باعث افزایش تولید آنزیم‌های گوارشی توسط 

ماهی می‌شود )40 ،37 ،36 ،32 ،30 ،28(. هم‌چنین افزایش فعالیت آنزیم 

پروتئاز در ماهیان ســفید تغذیه شده با پربیوتیک فروکتوالیگوساکارید )29( 

نتایج آزمایش حاضر را که در آن نیز از پروبیوتیک لاکتوباســیلوس کازئی 

استفاده شده است، تأیید می‌کند.

می‌توان نتیجه گرفت پروبیوتیک لاکتوباسیلوس کازئی در غلظت‌های

B و C توانایی بیشتری در تولید آنزیم‌های خارج سلولی پروتئاز در هضم و 

جذب بیشتر پروتئین‌ها و یا تحریک بیشتر دستگاه گوارش شیربت با ترشح 

بیشتر پروتئازها داشته‌ است. احتمالاًً عدم وجود اختلاف معنی‌دار در فعالیت 

آنزیم لیپاز و آلفا-آمیلاز بین تیمار آزمایشــی و تیمار شاهد به دلیل ترکیب 

شــیمیایی غذا و کم بودن میزان چربی و کربوهیدرات غذاهای مصرفی و 

تحریک کمتر دســتگاه گوارش به تولید آنزیم لیپاز و آلفا-آمیلاز نسبت به 

آنزیم‌های تریپسین و کیموتریپسین باشد. دلیل دیگر می‌تواند عدم توانایی 

تولید لیپاز و آلفا-آمیلاز به صورت خارج ســلولی توسط باکتری‌های مورد 

استفاده در این آزمایش و یا عدم تحریک سیستم دستگاه گوارش به تولید 

این آنزیم‌ها به شکل مؤثری باشد.

در مطالعــه Tovar و همــکاران در ســال 2002، افزودن پروبیوتیک 

مخمــری Saccharomyces cervisiae بــه جیره غذایی ماهی ســی 

بــاس، نه تنها تأثیری بر فعالیت آنزیمی این ماهی نداشــت، بلکه فعالیت 

آنزیــم آلفا-آمیــاز را نیــز کاهــش داد )33(. هم‌چنین نتایج مشــابهی از 

تحقیقات دیگر محققین در ارتباط با اثر تجویز پروبیوتیک‌ها بر آنزیم‌های 

گوارشــی ماهی منتشر شده اســت، به عنوان مثال استفاده از باکتری‌های 

پروبیوتیکی تجاری از خانواده باسیلوس‌ها در پرورش میگوی سفید هندی 
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Fenneropenaeus indicus تأثیری بر فعالیت آنزیم لیپاز نداشــته و 

تیمارهای آزمایشی اختلاف معنی‌داری را با تیمار شاهد نشان نداد )40(.

ارزیابی سطح فعالیت آنزیم‌های گوارشی می‌تواند به عنوان شاخصی 

مناسب جهت مقایسه ضریب رشد ماهی، پذیرش غذا و هم‌چنین ظرفیت 

گوارشــی، مورد اســتفاده واقع شــود. با توجه به تولید آنزیم‌های گوارشی 

توسط دســتگاه گوارش بچه ماهیان شیربت و تحریک و تولید آنزیم‌های 

گوارشی خارج سلولی توسط باکتری‌های پروبیوتیکی استفاده شده در این 

آزمایش، نمی‌توان سهم فعالیت آنزیمی ناشی از فعالیت باکتری‌ها و تولید 

آنزیم توســط بچه ماهیان را تفکیک نمود )32(. بهبود شاخص‌های رشدی 

در ماهیان تغذیه شــده با سطوح مختلف لاکتوباسیلوس کازئی احتمالاًً به 

بهبود فعالیت‌های گوارشــی به وسیله‌ی سنتز ویتامین‌ها و افزایش فعالیت 

آنزیم‌ها مرتبط می‌باشد که منجر به بهبود هضم‌پذیری و افزایش وزن شده 

اســت. هم‌چنین کاهش ضریب تبدیل غذایــی در مطالعه‌ی حاضر بیانگر 

بهبود کارایی استفاده از مواد غذایی در زمانی است که لاکتوباسیلوس کازئی 

در دوره‌هــای 30 و 60 روزه به ترتیب در غلظت‌هــای CFU g-۱ 107×5 و  

CFU g-۱ 108×5 استفاده شده است.

در دوره 30 روزه غلظتB، بهترین عملکرد رشــد را داشــته است، چرا 

که تأثیرات معنی‌داری بر روی آنزیم‌های پروتئولیتیک مانند کیموترپسین 

داشته است و در دوره‌ 60 روزه غلظت C بهترین عملکرد رشد را داشته و آن 

را می‌توان به عملکرد بهتر آنزیم‌های گوارشی مربوط دانست.

تشکر و قدردانی
نویسندگان این مقاله مراتب تقدیر و تشکر خود را از حمایت‌های مالی 

دانشگاه شهیدچمران و دانشکده دامپزشکی ابراز می‌دارند.

تأثیر لاکتوباسیلوس کازئی بر رشد و آنزیم‌های گوارشی ماهی شیربت
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Abstract:
BACKGROUND: Lactic acid bacteria are the most common class of bacteria used in 

aquaculture as probiotic. OBJECTIVES: In this study the effects of various levels of Lac-
tobacillus casei on the growth performance and digestive enzymes activity of juvenile 
Shirbot were evaluated. METHODS: Four hundred-eighty juvenile Shirbot weighing 40 g 
were divided randomly in four treatments (in triplicate). Treatments of A, B and C were fed 
with 5×106 CFU g-1, 5×107 CFU g-1, 5×108 CFU g-1, respectively for 60 days. Control group 
was fed with free-probiotic diet. After the period, treatments were fed with free-probiotic 
diet for 15 days. Growth indices and digestive enzymes were examined on days 0, 30, 60 
and 75. RESULTS: In the Treatment B, Specific Growth  Ratio, Daily Weight Growth and 
Relative Growth Rate, after 30 days from the beginning of experiment improved consid-
erably which, compared to control group had significant difference (p<0.05). Activity of 
chymotrypsin enzyme in treatment of group B after 30 days and similarly, trypsine in treat-
ment of group C after 30 and 60 days, were increased significantly compared to control 
group (p<0.05). In the other points of sampling and enzymes, considerable difference was 
not seen (p>0.05). CONCLUSIONS: Results showed that 5×107 CFUg-1 of Lactobacillus 
casei for 30 days and 5×108 CFUg-1 for 60 days, are the best doses of probiotic.
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Comparison growth factors between trial treatments in different steps of sampling priod. fed with diet containing 5×106 
cfu g_1 of Lactobacillus casei (group A), 5×107 Lactobacillus casei (group B), 5×108 Lactobacillus casei (group C) and control diet 
(without probiotic).Values are presented as mean ± SD (n = 9). Values with a different small word superscript in the same column 
are significantly different (p<0.05) and values with a different capital word superscript in the same row are significantly different 
(p < 0.05).
Table 2. Comparison digestive enzyme activity between trial treatments in different steps of sampling priod. fed with diet contain-
ing 5×106 cfu g_1 of Lactobacillus casei (group A), 5×107 Lactobacillus casei (group B), 5×108 Lactobacillus casei (group C) and 
control diet (without probiotic).Values are presented as mean ± SD (n = 9). Values with a different small word superscript in the same 
column are significantly different (p<0.05) and values with a different capital word superscript in the same row are significantly 
different (p<0.05).


