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های با آلژینات/کیتوزان بر شاخص لاکتوباسیلوس پلانتارومبررسی اثر ریزپوشانی باکتری 

 (Lates calcarifer) های گوارشی ماهی باس دریایی آسیاییرشد و فعالیت آنزیم

 
 ایران ،شیراز، گروه علوم درمانگاهی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شیراز :رپومصطفی قلی  

 ایران ،شیراز، گروه علوم درمانگاهی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شیراز :*سیاوش سلطانیان  

 ایران ،شیراز، گروه علوم درمانگاهی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شیراز :مصطفی اخلاقی  

 ایران ،اهواز، دانشگاه شهید چمران اهواز ،گروه علوم درمانگاهی، دانشکده دامپزشکی :مجتبی علیشاهی 

 مؤسسه تحقیقات علوم شیلاتی كشور، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج كشاورزی، تهران، ایران :مریم میربخش 

 :ایران ،شیراز، دانشگاه شیراز ،گروه بهداشت و كنترل مواد غذایی، دانشکده دامپزشکی حمیدرضا قیصری 

 

 1398 رهمتاریخ پذیرش:            1398 تیر تاریخ دریافت:

 چکیده

 از استفاده اصلی مشکلات از یکی است. داشته ایفزاینده رشد ماهی سلامت در مفید اثرات دلیلبه پروریآبزی در هایوتیکپروب از استفاده

 پروبیوتیکی توان پذیر تخریب زیست ریزذرات  با هاپروبیوتیک محافظت .است ماهی ایروده – ایمعده شرایط در هاآن شدن غیرفعال هاپروبیوتیک

 نانوذرات با (plantarum Lactobacillus) پلانتاروم لاکتوباسیلوس پروبیوتیکی باکتری پوشانیریز اثر تحقیق این در لذا .بخشدمی بودبه را هاآن

 360 تعداد منظوربدین شد. ارزیابی aliferlcac Lates جوان دریایی باس ماهی در گوارشی هایآنزیم فعالیت و رشد عملکرد بر آلژینات/کیتوزان

 حاوی خوراک با 1T تیمار :شدند تقسیم زیر صورتبه تکرار سه در تیمار چهار به گرم 2/37±8/2 وزنی میانگین با دریایی باس ماهی عهقط

 حاوی خوراک با 3T شده ریزپوشانی پلانتاروم لاکتوباسیلوس باکتری حاوی خوراک با 2T پوشش، بدون پلانتاروم لاکتوباسیلوس باکتری

 در هاماهی از گیرینمونه شدند. تغذیه آزمایشی هایجیره با روز 60 مدتبه ماهیان شدند. تغذیه پایه خوراک با شاهد گروه و آلژینات/کیتوزان

 نشان تحقیق اول مرحله نتایج گرفتند. قرار بررسی مورد رشد هایشاخص  و گوارشی هایآنزیم فعالیت و گرفت انجام تحقیق 60 و 30 روزهای

  پلانتاروم لاکتوباسیلوس و آلژینات/کیتوزان با شده تغذیه تیمار در قلیایی فسفاتاز و آمیلاز آلفا مانند گوارشی هایآنزیم فعالیت زانمی ترینبیش داد

 یریزپوشان پلانتاروم لاکتوباسیلوس با شده تغذیه تیمار در رشد عملکرد میزان ترینبیش اما دارد، وجود  60  و 30 روزهای در نشده ریزپوشانی

 پلانتاروم لاکتوباسیلوس باکتری پروبیوتیکی کارایی کیتوزان/آلژینات نانوذرات با باکتری ریزپوشانی رسدمی نظربه شد. مشاهده 60 روز در شده

 به مربوط نتایج با نتایج این هرچند بخشد بهبود دریایی باس ماهی رشد در را پروبیوتیکی مثبت عملکرد توانست و (p>05/0) بخشد بهبود را

 نداشت. خوانیهم  گوارشی هایآنزیم فعالیت

  های گوارشیلاکتوباسیلوس پلانتاروم، کیتوزان/آلژینات، آنزیم کلمات کلیدی:

 siyavashsoltanian@yahoo.com پست الکترونیکی نویسنده مسئول:* 
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 مقدمه
ویژه ماهیان دریایی در کشور به دریایی پروریتوسعه فعالیت آبزی       

، ریزیدر جنوب کشور از اهداف سازمان شیلات و دولت بوده که برنامه

روش پرورش در قفس در برنامه هزار تن ماهی به 200جهت تولید 

در حال حاضر همین دلیل به ششم توسعه هدف گذاری شده است.

در سیستم پرورش  پرورش جهتهای مختلفی از ماهیان دریایی گونه

ها ماهی باس دریایی که از بین آن انددر کشور معرفی شده در قفس

پرورش  شرایط در که بهتری هایویژگی علتبه (Asian Seabass) آسیایی

های جنوبی کشور در قفس و استخر خاکی پرورش نادارد در است

و  Lates calcarifer ماهی باس دریایی آسیایی با نام علمی شود.می

با قابلیت ای گونهدر استرالیا ( Barramundi) باراموندینام عمومی 

است که در بین ماهیان ( 55تا  ppt0تحمل دامنه وسیعی از شوری )

ماه از  8تر از بوده و در طی کمدریایی پرورشی دارای رشد سریع 

گرم  600-700از  وزنی بیشرشد گرم( به  20) قدانگشتمرحله 

 ،استرالیاگونه،  این دهندهپرورش هایکشور تریناکنون مهم هم .رسدمی

هستد.  ودی و عربستان سع تایلند، تایوان، اندونزی، مالزی، سنگاپور

که این گونه ماهی رشد مناسبی در شرایط پرورش دارد، غم اینرعلی

 پروریروی توسعه آبزی ِچالش بزرگ پیش باکتریایی هایبیماریاما 

عنوان ت که بهبوده اس پرورش آن های پیشگامکشور تربیش در گونه این

 ر است.کشو در ریزان شیلاتیدهندگان و برنامهیک هشدار برای پرورش

های با میزان شیوع و تلفات بالا، منجر به خسارات اقتصادی بیماری

های اقتصادی این زیان .گردندشدیدی در مزارع پرورش ماهی می

نه تنها در مزارع پرورش ماهی، بلکه در اقتصاد کشورهای  یئتأثیر سو

های پرورش از طریق کاهش هزینه گذارند.صاحب این صنعت نیز می

های غذایی و نیز افزایش مقاومت آبزیان پرورشی در برابر هبهبود جیر

ها، یکی از موارد مهم در بالابردن زای پرورش و بیماریشرایط استرس

پروری باشد. یکی از مشکلاتی که صنعت آبزیکارایی تولید ماهی می

ها همواره در کنار رشد قابل توجه خود با آن مواجه بوده، شیوع بیماری

رش اقتصادی این بخش را در بسیاری از کشورهای است که گست

هایی حل(. همواره راهFAO ،2010جهان تحت تأثیر قرار داده است )

برای حل این مشکلات ارائه گردیده که موفقیت چندانی را در پی 

عنوان مکمل غذایی برای حیوانات اند. استفاده از پروبیوتیک بهنداشته

(. در حال حاضر Fuller ،1989) گرددبرمی 1970پرورشی به دهه 

شروع به کاهش استفاده و وابستگی  صنعت آبزیان هایبسیاری از بخش

اند. پیشرفت در تولید واکسن، خود به داروهای ضدمیکروبی کرده

های از باکتری مواد استفاده )ساختار این و پروبیوتیک ایمنی هایمحرک

دیک جای درمان دارویی ای نزباشد( در آیندهها میمفید و آنزیم آن

گرفت. در روند پرورش ماهیان باس دریایی اثر مثبت استفاده  را خواهد

 هاییغذا توسعه (.Ashori ،2018) اثبات رسیده استها بهاز پروبیوتیک

 ماهی سلامت تأمین نتیجه در و عملکرد رشد وضعیت بهبود سبب که

 پروریآبزی بحث در تحقیقاتی اولویت مهم هایفاکتور از یکی شوند،می

 فعال ترکیبات با شدهغنی هایغذا امروزه کهطوریبه باشد،می

 برتری هابیوتیکسین و بیوتیکپری و پروبیوتیک مانند فیزیولوژیکی

 متابولیکی، وضعیت بهبود برای هاپروبیوتیک از استفاده. دارند مصرف

 تروده موجودا فعالیت آنزیم گوارشی وضعیت و رشد هایشاخص

ها به پروبیوتیک(. 2003 و همکاران،Kullisar ) است توجهقابل بسیار

دلیل حساسیت به شرایط مختلف نظیر دمای بالا، شرایط اسیدی، 

های صفراوی موجود در دستگاه گوارش، باکتریوفاژها، مواد مضر نمک

هایی برای افزایش قابلیت زیستی دارند تا بیوتیکی نیاز به روشآنتی

با خصوصیات هیدروکلوییدی  عمدتاً پوششی توسط کافی تعداد هب بتوانند

جا اثرات سودمند خود را ایفا کنند. به محیط روده راه یابند و در آن

های پروبیوتیک آمیزی برای حفاظت سلولطور موفقیتریزپوشانی، به

و  Karimi؛ Kailasapathy ،2002باشد )در شرایط ذکر شده مؤثر می

(. با توجه به اهمیت 2014و همکاران،  Tripathi؛ 2012همکاران 

ماهی باس دریایی آسیایی در ایران و جهان و فقدان اطلاعات روی اثر 

های با توان پروبیوتیکی جدا شده از ماهی بر ریزپوشانی باکتری

های گوارشی در ماهی باس دریایی، تحقیق حاضر عملکرد رشد و آنزیم

روبیوتیک لاکتوباسیلوس پلانتاروم با با هدف ارزیابی اثر ریزپوشانی پ

های های رشد و فعالیت آنزیمریزذرات آلژینات/کیتوزان بر شاخص

 گوارشی این ماهی انجام گرفت.  

 
 

 هامواد و روش

 لاکتوباسیلوس باکتری از تحقیق این در پروبیوتیک: باکتری تهیه       

شیربت  پلانتاروم جداسازی شده از فلور باکتریایی روده ماهی

های مورد نظر در ( استفاده شد. باکتری1392)محمدیان و همکاران، 

صورت سوسپانسیون درآمده و بر اساس سرم فیزیولوژی استریل به

باکتری زنده در  4/2×109های  استاندارد مک فارلند با غلظت لوله

لیتر تنظیم شدند و برای تیمار پروبیوتیکی و نیز جهت  هر میلی

 ردن مورد استفاده قرار گرفتند.ریزپوشانی ک

در این تحقیق (: Micro encapsulationفرآیند ریزپوشانی )       

ریزپوشانی امولسیون  تکنیک از (2013) و همکاران Huiyi روش براساس

ابتدا  پودر کربنات کلسیم در آب مقطر  طور خلاصه هگیری شد. ببهره

اضافه شد و روی دستگاه  %2اضافه و سونیکه شده و به محلول آلژینات 

دقیقه هموژن گردید.   30مدت به rpm200زن مغناطیسی با دور  هم

در هر  4/2×109محلول حاصل با سوسپانسیون میکروبی با غلظت )

 rpm 350زن با دوردقیقه با هم 15مدت لیتر( مخلوط شده و بهمیلی

روغن لیتر روغن گیاهی)میلی 35هموژن گردید. در بشردیگر، مقدار 

    (DOI): 10.22034/aej.2020.114800     
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 rpmدقیقه با دور  5مدت مخلوط شده و به 80Spanگرم  5/0کلزا( با 

زده شد. سپس محلول حاصل با محلول بالا مخلوط شده و هم 100

لیتر میلی 10زن آزمایشگاهی هموژن گردید. دقیقه با هم 15مدت به

لیتر اسیداستیک با هم مخلوط شد و مخلوط میلی 5/0روغن کلزا و 

 5/3به حدود  pHره به محلول فوق اضافه گردید تا حاصل قطره قط

زده شد. سپس با سانتریفیوژ هم rpm200دقیقه با دور  30برسد و 

سی محلول کیتوزان سی 15میزان روغن جدا شده و در مرحله نهایی به

به محلول  rpm800دقیقه ، قطره قطره با دور  30مدت درصد  به 4/0

های )باکتری امه یافت. محصول نهاییزدن یک ساعت ادو هم اضافه شد

 15مدت به rpm 3000وسیله سانتریفیوژ با دورریزپوشانی شده( به

 آوری گردید.دقیقه جمع

 ایستگاه در تحقیق این آزمایش: مورد ماهیان سازیآماده             

ماهی قطعه بچه 360تحقیقاتی شیلات استان بوشهر انجام شد. تعداد 

گرم از مرکز تکثیر  36/37±8/2ایی با میانگین وزنی باس دریایی آسی

کپسول اکسیژن  مجهز به ماهیبچه حمل خودروی راموز توسط و پرورش

ها مورد نظر منتقل شدند. ماهی مخازنو به  شیلات تحقیقات ایستگاه به

های سلامت آزمایش و شده نظر گرفته آزمایش زیر هفته قبل از دو طی در

تایید قرار گرفت. ماهیان در این دوره با غذای  ها مورد بررسی وآن

بیضای شیراز( 121تجاری )شرکت تولید خوراک دام، طیور و آبزیان 

تکرار( با حجم  3تیمار هرکدام با  4مخزن فایبرگلاس ) 12تغذیه و در 

سازی قطعه در هر مخزن ذخیره 30و با تراکم  L  1000گیریآب

وتیک لاکتوباسیلوس پلانتاروم  بر منظور بررسی تأثیر پروبیشدند. به

تیمار غذایی  4های گوارشی ماهیان، فاکتورهای رشد و فعالیت آنزیم

 شرح جدول ذیل تهیه شد:به
 

 تیمارهای غذایی مورد استفاده در آزمایش :1جدول 

 تعداد ماهی نوع غذا نام گروه

 قطعه )در سه تکرار( 90 لاکتوباسیلوس بدون ریزپوشانی 1تیمار

 قطعه )در سه تکرار( 90 لاکتوباسیلوس ریزپوشانی شده 2ار تیم

 قطعه )در سه تکرار( 90 آلژینات/ کیتوزان بدون باکتری 3تیمار 

 قطعه )در سه تکرار( 90 بدون مکمل پروبیوتیکی (شاهد) 4تیمار
 

میزان  منظور، غذای مورد نیاز برای هر هفته محاسبه و بهبدین       

پوشانی شده به هر گرم غذا اضافه شد و سپس در باکتری ریز 2×109

شرایط سایه و در مجاورت جریان هوا خشک و در طول مدت مصرف 

 داری گردید. در یخچال نگه

آزمایش با استفاده از ماده  60در روز  های رشد:شاخص بررسی       

هوش بی ماهیان تمامی لیتر( در لیترمیلی 3/0) اتانول فنوکسی-2 هوشیبی

ماهیان با ترازوی دیجیتال )با  سنجیزیستکشی و دند. پس از وزنش

های رشد براساس شاخص، ایکش مدرج حرفهو خط (01/0دقت 

 (: 2017 ،همکاران و Mohammadian) گرفت قرار ارزیابی مورد زیر هایرابطه

 (Ln w2 – w1/دوره پرورش به روز)× 100( = SGRضریب رشد ویژه )

 ( = FCR)ضریب تبدیل غذایی 

 )گرم( میزان غذای دریافت شده /)گرم( میزان کل وزن تر کسب شده

 ( = PERمیزان کارایی پروتئین )

 میزان کل پروتئین دریافت شده /)گرم( میزان وزن تر کسب شده

 ( =CFفاکتور وضعیت )

 [W( گرم / )وزن ماهی L3( مترسانتی ] )طول کل ماهی ×100 

 =  (DWGمیزان رشد روزانه )

 تعداد روزهای آزمایش  /)گرم( میانگین وزن اولیه -یانگین وزن نهاییم

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

 (=RGRمیزان رشد نسبی )

  ()گرم( وزن اولیه /)گرم( وزن اولیه -)گرم( وزن نهایی)× 100 

گیری از نمونه :یگیری از دستگاه گوارشانجام مراحل نمونه       

)شروع  در روز صفر( متر ابتدای روده)یک سانتی ماهیان گوارش دستگاه

بعد از را از هر تکرار قطعه از ماهیان  3شد. انجام  60و  30آزمایش(، 

حداقل رساندن تغییر به سریعاً در مجاورت یخ قرار داده تا با  خونگیری

دمای  به بلافاصله سپس .دگیر ها صورتکالبدگشایی آن ،آنزیمی فعالیت

 Kuz’mina)شدند  منتقلازت مایع(  مخزن)گراد درجه سانتی -196

های فریز شده، سریعاً پس نمونه. هنگام آزمایش، (2010و همکاران، 

ازت مایع توسط ترازوی آزمایشگاهی با دقت  مخزناز خارج کردن از 

داخل به ،شدن کامل یخ آنو قبل از آب  ندگرم توزین گردید 001/0

  وزنی) 9 به 1. سپس به نسبت ندظرف مخصوص هموژن گذاشته شد

برای ساخت بافر هموژن برای سنجش ) ( محلول بافر هموژنحجمی

، Tris-Hcl mM 100آمیلاز و لیپاز(، -آلفا ،پروتئاز) پانکراسی هایآنزیم

EDTA mM 1/0،Triton 100X  %1/0  درpH 8/7   )ترکیب گردید

 ,Heidolph instrumentط هموژنایزر الکتریکی )ها توسسپس نمونه

Germanهموژن شدند ) (Mohammadian  ،؛ 2017و همکارانCahu  

 .(1999و همکاران، 

 گوارشی  هایآنزیم سنجش       

 های هموژن شده از درون ظروف کوچکنمونه: تهیه عصاره آنزیمی

وفوژ داخل سانتری سپس و شد ریخته هااپندورف داخلبه ایشیشه

درجه سلسیوس سانتریفیوژ  4دار قرار داده شدند و در دمای یخچال

(rpm10000، 10 مدتبه )رویی حاصله مایع از نهایت در گردیدند. دقیقه 

 Rungruangsak) شد استفاده آنزیمی سنجش برای آنزیمی( )عصاره

Torrissen  ،2002و همکاران). 

ای آلکالین روده مبرای استخراج آنزی :ایروده استخراج آنزیم

 pH=7در  HCl-Tris mM  2، بافرmM 50مانیتول  فسفاتاز از بافر سرد

 دقیقه در 1مدت گردید و بهحجمی استفاده  -وزنی 1:30به نسبت 

rpm 10000 سانتریفوژ شد Cahu   ،پس از هموژن (1999و همکاران .

    (DOI): 10.22034/aej.2020.114800     
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فه شده هموژن اضا به M 1/0بافر فوق، کلرید کلسیم  ها درکردن نمونه

دور سانتریفوژ شده و مایع رویی حاصله جهت  9000دقیقه در  10و 

 ها استفاده گردید.سنجش آنزیم
 آنزیم گوارشی آلفا 4فعالیت : های گوارشیسنجش فعالیت آنزیم

 ییجاآن . ازفتگر قرار بررسی مورد قلیایی فسفاتازآمیلاز، پروتئاز، لیپاز، 

بندی ها طبقهشته و در دسته پروتئینپروتئینی دا ها ساختارکه آنزیم

 د.ش انجام محلول پروتئین براساس آنزیمی فعالیت محاسبات لذا ،شوندمی
 لازیآم  آلفا تیفعال نییتع یبرا: لازیآم-آلفا میآنز تیفعال سنجش

 نشاسته واکنش نیا در. دیگرد استفاده سوبسترا عنوانبه نشاسته از

 دیتول زانیم که دینمایم مالتوز دیتول و شده هیتجز میآنز اثر تحت

 دیاس کیلیسیسال تروینید یرنگ معرف حضور در زمان واحد در مالتوز

 نییتع یبرا. شودیم دهیسنج مالتوز استاندارد یمنحن از استفاده با و

 قیرق یمیآنز عصاره از تریکرولیم 250ابتدا لازیآم -آلفا میآنز تیفعال

 محلول از تریکرولیم 250 و ردس مقطر آب با) 1 :20 نسبت با (شده

 و مولاریلیم  20 فسفات میسد بافر در محلول (درصد 1 نشاسته

 250 و شیآزما لوله کی به=pH)   9/6 در مولاریلیم 6 میسد دیکلر

 زین درصد 1 نشاسته محلول از تریکرولیم 250 و  مقطر ترآبیکرولیم

 25 در قهیدق 3 هالوله .شد اضافه شاهد عنوانبه یگرید یلوله به

 قهیدق 3 از بعد. برسند تعادل یدما به تا شد انکوبه گرادیسانت درجه

 به یرنگ معرف از تریکرولیم 250 شگاه،یآزما یدما در ونیانکوباس

 درجه 100 در قهیدق مدتبه لوله دو هر و دیگرد اضافه هالوله

 میسد از گرم 12 ،یرنگ معرف ساخت یبرا. شدند داده قرار گرادیسانت

 محلول آن به و شد حل مولار 2 سود از تریلیلیم 8در تارتارات میپتاس

 از پس. دیگرد اضافه آب در مولاریلیم 96 دیاس کیلیسیتروسالینید

 سپس و اضافه شاهد لوله به یمیآنز یعصاره از تریکرولیم 250 آن،

 هالوله به مقطر آب تریلیلیم 5/2 و شدند خنک اتاق یدما در هالوله

 در ینور قرائت و شد مخلوط یخوببه هالوله اتیمحتو. دیگرد ضافها

 یمنحن در شده مشاهده ینور قرائت سپس. گرفت انجام نانومتر  540

 میآنز اثر تحت شده یرهاساز مالتوز زانیم و گرفته قرار مالتوز استاندارد

 ،Worthington ؛Bernfeld، 1951) آمد دستبه (نشاسته) سوبسترا یرو بر

 شده آزاد مالتوز مولیلیم برحسب لاز،یآم -آلفا تیفعال واحد(. 1991

 نیپروتئ گرمیلیم یازابه قهیدق 3 مدت در لازیآلفاآم میآنز اثر تحت

  :  شد محاسبه ریز فرمول قیطر از

 
 روش از پازیل میآنز سنجش یبرا :لیپاز میآنز تیفعال سنجش

Worthington (1991) روغن ونیامولس از روش نیا در. دیگرد استفاده 

 پازیل میآنز ریتأث تحت سوبسترا. شد استفاده سوبسترا عنوانبه تونیز

 منظور نیبد. شودیم لیتبد دچربیاس و دیریسیگلید به و هیتجز

 نیا سنجش یبرا. دیگرد هیته( Fluka) یشگاهیآزما تونیز روغن

 50 میددسیدروکسیه محلول ، Tris-Hclمولار 8/0 بافر به ازین میآنز

 دو به جهت نیبد. بود درصد 9/0 نیمولفتالئیت معرف و مولاریلیم

 روغن ونیامولس تریلیلیم B))، 1/5 بلانک و( T) تست شیآزما لوله

 و اضافه سیتر بافر تریلیلیم 5/0 و مقطر آب تریلیلیم 5/1 تون،یز

 درونبه شده جدا یمیآنز عصاره تریلیلیم 5/0 مقدار. دیگرد مخلوط

 درجه 37 یماربن در قهیدق 30 لوله دو هر و شد ختهیر T هلول

 توسط هایچرب هضم عمل مدت نیا در تا شد داده قرار گرادیسانت

 از یمیآنز عصاره تریلیلیم 5/0 جداگانه صورتبه. ردیگ صورت پازیل

 B علامت و داده قرار یتریلیلیم 50 ارلن کی در را شده هیته قبل

 خنک تا شد داده قرار خچالی درونبه بلافاصله و شد نوشته آن یرو بر

 لوله اتیمحتو یماربن درون ونیانکوباس زمان مدت اتمام از بعد. شود

B لوله اتیمحتو و خچالی داخل ریما ارلن به T یگرید ریما ارلن به 

(T )95 اتانول تریلیلیم 1 با شیآزما یهالوله سپس. شد داده انتقال 

 سپس. شد مخلوط و ختهیر مربوطه یهاارلن یرو و شسته یخوببه  درصد

 کی در سپس و شد اضافه نیفتالئ مولیت معرف قطره 4 ارلن هر به

 روشن یآب رنگ جادیا تا و ختهیر میدسدیدروکسیه محلول زیتم بورت

 دیدروکسیه زانیم و گرفت انجام ونیتراسیت هاارلن از کیهر یرو بر

 محاسبه ریز فرمول طبق پازیل تیفعال زانیم و شد ثبت یمصرف میسد

   T - B=   میآنز واحد                                                     :شد

 مصرف میدسدیدروکسیه تریلیلیم زانیم B و T فرمول نیا در که

 شده مصرف میدسدیدروکسیه تریلیلیم زانیم B و T ارلن یبرا شده

 دیدروکسیه تریلیلیم انزیم قیتفر نیا حاصل. است B ارلن یبرا

 یدهایاس یسازیخنث یبرا که است تریل در مولاریلیم  50 میسد

 شده استفاده ونیانکوباس قهیدق 30 زمان در دهایپیل از شده آزاد چرب

 کرویم کی که میآنز از یمقدار صورتبه م،یآنز تیفعال واحد کی. است

 ساعت کی مدت در دیریسیگلیتر مول کی از را چرب دیاس والانیاک

 مقدار T و B عدد دو تفاضل نیبنابرا. شودیم انیب کند،یم زیدرولیه

 واحد آورن دستهب یبرا(. مرسوم واحد) است میآنز تیفعال یعدد

 :رودیم کاربه ریز فرمول یالمللنیب

 
 تیسنجش فعال جهت :فسفاتاز نیآلکال میآنز تیفعال سنجش

 استفاده (.:10Ref-503) فسفاتاز نیکالآل تیک فسفاتاز از نیآلکال میآنز

 معرف تریکرولیم 100 با را کربناتیب بافر از تریلکرویم 400 مقدر. شد

 یمار بن در قهیدق 5 و شد مخلوط مولار 1/0  فسفات لیتروفنین پارا

 استخراج یمیآنز محلول تریکرولیم20 و گرفت قرار گرادیسانت درجه 37

    (DOI): 10.22034/aej.2020.114800     
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 انکوبه گرادیسانت درجه 37 در قهیدق15 و دهیگرد اضافه آن به شده

 آن به سود تریل در گرم کی محلول تریلیلیم 5 زمان نیا از پس. شد

 نانومتر 405 در جذب زانیم و شود متوقف واکنش تا شد اضافه

 فسفاتاز نیآلکال میآنز اثر تحت فسفات لیفن تروین پارا. شد یریگاندازه

 یسازآماده بالا نمونه مانند زین هدشا .شودیم زیدرولیه تروفنولیپاران به

 و سود محلول افزودن از پس یمیآنز محلول که تفاوت نیا با شد

 .دیگرد اضافه شیآزما لوله به واکنش توقف
 گرادیسانت درجه 37 یدما در یمیآنز تیفعال=1000× جذب زانیم رییتغ

 بجذ زانیم رییتغ=  نمونه جذب - شاهد جذب                           

 برای سنجش آنزیم پروتئاز از روش: پروتئاز میآنز تیفعال سنجش

Worthington (1991) با استفاده از پروتئازی فعالیت .گردید استفاده 

هیدرولیز  عنوان سوبسترای معمولی مطالعه شد.کازئین به سوبسترای

نانومتر به  550کازئین توسط محلول آنزیمی با اندازه گیری جذب در 

میکرولیتر شامل:  500محلول واکنش  شد. گیریپایان اندازه طهنق روش

همراه سوبسترای به 8 اسیدیته با مولارمیلی 50 تریس بافر میکرولیتر250

میکرولیتر محلول  50، و 2caclمیکرولیتر  5درصد، 2محلول کازئین 

گراد درجه سانتی 37دمای  در دقیقه15مدت این محلول به بود. آنزیمی

میکرولیتر محلول  500سپس برای متوقف کردن واکنش  شد.انکوبه 

به  2000g( افزوده و در دور TCA) درصد تری کلرواستیک اسید 5

میکرولیتر محلول رویی حاوی  250دقیقه رسوب داده شد. 10مدت 

اسیدهای آمینه هیدرولیز شده سوبسترای کازئین برداشته و به لوله 

 25سپس  .شد هر اضافنیم مولا NAOHمیکرولیتر  500حاوی 

دقیقه جذب آن در 10میکرولیتر فولین به لوله اضافه شده و پس از 

ها از محلول در تمامی واکنش گیری شد.نانومتر اندازه 550طول موج 

شد. اضافه می TCA محلول شاهد استفاده شد که قبل از افزودن آنزیم،

ز استاندارد دست آمده اخط به کل را براساس شیب میزان پروتئاز سپس

 (.2010 همکاران، و Badoei-Dalfard) تیروزین محاسبه شد

های داده تحلیل و تجزیه یا هنداژمون یبرا :هاداده تحلیل و تجزیه

 SPSSافزار آماری مربوط به میانگین در تیمارهای مورد آزمایش، از نرم

بیوتیک بر عملکرد رشد و فعالیت و تاثیر پرو استفاده شد 16ویرایش 

 آنالیز واریانس تیمار توسط آزمون 4 بین بررسی مورد گوارشی هایآنزیم

(ANOVA )درصد مورد بررسی قرار  95طرفه با ضریب اطمینان یک

 ها از آزموندار بودن تفاوت میانگینگرفت. برای تعیین سطح معنی

چنین . همشدستفاده ا % 05/0داری  در سطح معنی Duncanتکمیلی 

 ( انجام گرفت.2010)نسخه  Excelافزار ر فضای نرمترسیم نمودار د
 

 نتایج
 های رشدبررسی شاخص

شاخص رشد ویژه  در گروه تغذیه شده با  :(SGR)میزان رشد ویژه 

 خوراک حاوی لاکتوباسیلوس پلانتاروم ریزپوشانی شده از همه تیمارها

 ولی (.>05/0P)داری داشت اختلاف معنی شاهد گروه با و بود تربیش

 (.<05/0P)نداشتند  شاهدداری با تیمار ها اختلاف معنیگروه بقیه

ب تبدیل غذایی در گروه ترین ضریکم (FCR): تبدیل غذایی ضریب

لاکتوباسیلوس پلانتاروم ریزپوشانی شده با ریزذرات آلژینات کیتوزان 

داری مشاهده شده هر چند این کاهش با تیمار شاهد تفاوت معنی

 (.<05/0P)نداشت 

 

 
مختلف  رشد ویژه بین تیمارهای ضریب میزان میانگین مقایسه :1شکل

دار نبودن تفاوت بین تیمارها دهنده معنیحروف همنام در نمودار نشان تحقیق.

 .(P˃05/0) باشدمی

 

 
حروف همنام مختلف.  تیمارهای بین FCRمیانگین میزان  مقایسه :2شکل

  (.P˃05/0)باشد تیمارها می نبودن تفاوت بین آن داردهنده معنیدر نمودار، نشان

    (DOI): 10.22034/aej.2020.114800     
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این شاخص نیز در گروه لاکتوباسیلوس  (WG):گیری شاخص وزن

پلانتاروم ریزپوشانی شده با ریزذرات کیتوزان/آلژینات بالاتر از بقیه 

 >P).05/0) دار با تیمار شاهد بودتیمارها و دارای تفاوت معنی

نهایی در گروه تغذیه شده با خوراک  وزن :(Final Weight) نهایی وزن

 ینات/حاوی لاکتوباسیلوس پلانتاروم ریزپوشانی شده با ریزذرات آلژ

  >p).05/0) داری نسبت به سایر تیمارها داشتکیتوزان افزایش معنی

 شیگوارهای های ارزیابی آنزیمآزمایش       

در ابتدای دوره  ،5شکل مطابق : آمیلاز-بررسی فعالیت آنزیم آلفا

های آزمایشی اختلاف آزمایش میزان فعالیت آلفاآمیلاز در بین گروه

برداری میان در نمونه ( اما<05/0P) داری را از خود نشان نداندمعنی

 داشتند داراختلاف معنی شاهدگروه  های آزمایشی بادوره همه گروه

(05/0P<ب .)ترین و بیش شاهد گروه ترین میزان مربوط بهکم کهطوریه

برداری انتهای میزان آن مربوط به گروه آلژینات کیتوزان بود. در نمونه

تر بود گروه لاکتوباسیلوس پلانتاروم ریزپوشانی نشده از همه بیش دوره

داری مشاهده شد اختلاف معنی شاهدکه با گروه آلژینات کیتوزان و 

(05/0P<.) 

در ابتدای  ،6شکل مطابق : یت آنزیم آلکالین فسفاتازبررسی فعال

های فسفاتاز در بین گروه آلکالین میزان فعالیت )روز صفر( دوره آزمایش

(. در <05/0P) داری را از خود نشان نداندآزمایشی اختلاف معنی

را داشتند  میزان ترینبیش کیتوزان گروه آلژینات دوره میان بردارینمونه

گروه لاکتوباسیلوس  ولی با داری نداشت،اختلاف معنی اهدش گروه با که

در  (.>05/0P) دار داشتندپلانتاروم ریزپوشانی نشده اختلاف معنی

نزیم در گروه پلانتاروم ریزپوشانی آفعالیت این  دوره انتهای بردارینمونه

داری نداشت یها  اختلاف معنتر بود ولی با بقیه گروهنشده ازهمه بیش

(05/0P>.) لاکتوباسیلوس پلانتاروم  و شاهد هایگروه در فسفاتاز آلکالین

 وباسیلوستلاک گروه .ندادند نشان خود از را داریمعنی تغییر شده ریزپوشانی

گذر زمان روند کاهشی به خود گرفت به  پوشانی نشده باپلانتاروم ریز

 . ردیدگدر انتهای دوره مشاهده ، ترین مقدارکه کمطوری

فعالیت آنزیم پروتئاز در روز صفر : ئازبررسی فعالیت آنزیم پروت

ترین دوره بیش در میان (.<05/0P) تیمارها بود دار بینمعنی تفاوت فاقد

و سپس لاکتوباسیلوس پلانتاروم  شاهدترتیب در گروه نزیم بهآفعالیت 

داری ها اختلاف معنیریزپوشانی نشده مشاهده شد که با سایر گروه

داری گیری انتهای دور نیز تفاوت معنیدر نمونه (.>05/0P) ندتداش

 . (7)شکل  (<05/0P) بین تیمارها مشاهده نگردید

 

 

 
حروف همنام مختلف.  بین تیمارهای WGمقایسه میانگین میزان  :3شکل

 (.P˃05/0) باشدتیمارها می دار نبودن تفاوت بین آندهنده معنیدر نمودار، نشان
 

 
حروف همنام در مختلف.  بین تیمارهای میانگین وزن نهایی مقایسه :4شکل

 (. P˃0.05باشد )تیمارها می دار نبودن تفاوت بین آندهنده معنینمودار، نشان
 

 

 
فعالیت آنزیم آلفاآمیلاز در تیمارهای مختلف در روز صفر و میان  :5شکل 

هایی که دارای حروف لاتین مشابه در بالای ستون دوره و انتهای دوره آزمایش.

( >05/0pسطح ) در برداریهر دوره نمونه داری درنظر آماری تفاوت معنی از هستند، هاستون

 ندارند.
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دار فوق اختلاف معنی ،8شکل مطابق : بررسی فعالیت آنزیم لیپاز

برداری در نمونه (.اما<05/0P) در ابتدای دوره آزمایش مشاهده نشد

د که  نزیم لیپاز را نشان داآترین فعالیت بیش شاهدمیان دوره گروه 

 داری داشتجز گروه آلژینات کیتوزان اختلاف معنیهها ببا همه گروه

(05/0P<.) انتهای دوره فعالیت  این آنزیم در گروه لاکتوباسیلوس  در

داری نسبت به سایر تیمارها طور معنیهپلانتاروم ریزپوشانی نشده ب

داری در ولی بین سایر تیمارها تفاوت معنی (.>05/0P) تر بودبیش

 مشاهده نشد. 60آنزیم لیپاز در روز  فعالیت
 

 
فعالیت آنزیم پروتئاز در تیمارهای مختلف در روز صفر،   :7شکل 

لاتین مشابه  که دارای حروف هاییستون میان دوره وانتهای دوره آزمایش.

برداری داری در هر دوره نمونهها هستند، از نظر آماری تفاوت معنیستون در بالای

 ( ندارند.>05/0pدر سطح )

 بحث 

چون عدم هایی همهمواره با محدودیتها استفاده از پروبیوتیک       

امکان غلبه بر میکروبیوتای بومی و در نتیجه عدم تشکیل کلنی پایدار 

های صفراوی روبرو بوده است در روده، عدم تحمل اسید معده و نمک

هایی برای افزایش دنبال راهکه باعث شده تا پژوهشگران همیشه به

ه گوارش باشند. در تحقیق ها در دستگاماندگاری این میکروارگانیسم

وسیله ریز بهلاکتوباسیلوس پلانتاروم حاضر  باکتری پروبیوتیکی بومی 

روش امولسیون داخلی ریزپوشانی ذرات آلژینات سدیم و کیتوزان  به

های های رشد و آنزیمشده و اثرات مثبت آن بر برخی از شاخص

 ق با مقایسهگوارشی ماهی باس دریایی گزارش گردید. نتایج این تحقی

تجویز پروبیوتیک به تنهایی با پروبیوتیک ریزپوشانی شده با نانوذرات 

های رشد باس دریایی نشان داد که کیتوزان و آلژینات بر شاخص

باسیلوس پلانتاروم با  ریزذرات کیتوزان و ریزپوشانی پروبیوتیک لاکتو

رغم های رشد داشته است. علیداری بر شاخصآلژینات تاثیر معنی

ریزذرات کیتوزان و که تجویز پروبیوتیک فاقد ریزپوشانی و نیز این

های داری بر شاخصتاثیر معنیآلژینات به تنهایی )فاقد پروبیوتیک(، 

خوبی گویای اثر مثبت رشد باس دریایی آسیایی نداشت. نتایج فوق به

باشد. می پلانتاروم لاکتوباسیلوس پروبیوتیکی و توان کارایی بر ریزپوشانی

عنوان یکی از دلیل داشتن مزایای فراوان بهها همواره بهپروبیوتیک

و همکاران  Piraratاند. پروری مطرح بودههای افزایش بازده آبزیراه

از تجویز بعد  نیلتیلاپیای ( در تحقیق خود افزایش رشد ماهی 2011)

تر علت طویلخوراکی پروبیوتیک را به افزایش سطح جذب روده به

های ها تحریک تکثیر سلولچنین آندن پرزهای روده دانستند، همش

اپیتلیالی روده را نیز دلیل دیگر بهبود رشد بعد از تجویز پروبیوتیک 

 
 آلکالین فسفاتاز در تیمارهای مختلف در روز صفر و میان دوره و :6شکل 

ها هستند، ندارای حروف لاتین مشابه در بالای ستو که هاییستون انتهای دوره آزمایش.

 ند.( ندار>05/0pبرداری در سطح )داری در هر دوره نمونهاز نظر آماری تفاوت معنی
 

 
 وفعالیت آنزیم لیپاز در تیمارهای مختلف در روز صفر، میان دوره  :8شکل 

ها هستند، هایی که دارای حروف لاتین مشابه در بالای ستون. ستوندوره آزمایش انتهای

 ( ندارند.>05/0pداری در سطح )از نظر آماری تفاوت معنی
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بهبود رشد مشاهده شده در تحقیق جاری به  گزارش کردند. احتمالاً

معده و روده بعد از ریزپوشانی  شرایط در هاباکتری مانیزنده افزایش علت

و همکاران  Ichikawaچنین همات آلژینات کیتوزان بوده است. ریزذر با

ها پس از رسیدن به روده شروع کردند که پروبیوتیک استدلال (1999)

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

کنند. این اسیدهای غیراشباع زنجیره کوتاه استفاده می چرب اسیدهای

جیره کوتاه احتمالاً نقش مهمی در افزایش طول چرب غیراشباع زن

خصوص هکوتاه ب زنجیره غیراشباع چرب اسیدهای روده دارند. ریزپرزهای

های اپیتلیال ترین منبع انرژی برای سلولعنوان اصلیبوتریک اسید به

تواند باعث آزادسازی چنین بوتریک اسید میشود. هممی محسوب روده

های های رشدی شوند که در تکثیر سلولای و فاکتورپپتیدهای روده

و همکاران،  Pelicano  ؛2007و همکاران،  Blottiereاپیتلیالی موثرند )

ها نیز در تحقیق درصد افزایش وزن نسبی و وزن نهایی ماهی. (2005

ترین( ترین( با تیمارسوم )کمتیمار دوم )بیش 60در روز حاضر 

تواند مربوط به می مسأله احتمالاً . ایندار را نشان دادنداختلاف معنی

نتوانسته   که باشد پلانتاروم لاکتوباسیلوس کتریبا بر کیتوزان مطلوباثر نا

باشد چرا که در تیمار دو که از های رشد اثر مثبتی داشته بر شاخص

کیتوزان جهت ریزپوشانی باکتری استفاده نگردیده بود عملکرد رشد 

و  Shiauو ( 2015و همکاران ) Tafiبهتری مشاهده شد. در مطالعه 

Yu (1999اثرسو )ترتیب بر ای تجویز خوراکی کیتوزان بهء تغذیه

سو با نتایج مطالعه کمان و تیلاپیا گزارش شد که همآلای رنگینقزل

هایی هم حاکی از تاثیر مثبت کیتوزان بر باشد. البته گزارشحاضر می

 Arul و  Gopalakanna.شدبامی مختلف ماهیان رشد هایشاخص

درصد را بر رشد ماهی  1اثر مثبت تجویزخوراکی کیتوزان  (2006)

( نیز، کیتوزان به 2012و همکاران ) Geng کردند.کپورمعمولی گزارش

های رشد شاخص برخی باعث افزایش را (گرم/کیلوگرم غذا) 6 و 3میزان 

تفاوت در  دلیلتواند بهفوق می نتایج اختلاف ماهی سوکلا دانستند.

گونه ماهی، گونه پروبیوتیک و نوع کیتوزان مصرفی مربوط باشد، البته 

 در تفاوت نتایج گزارشات نیز آب دما و کیفیت ویژههب تحقیق انجام شرایط

 سلامتی ها وبرای متابولیسم طبیعی سلول گوارشی هایآنزیم است. موثر

در  ماییبیوشی نشانگرهای عنوانبه چنینهم و هستند ضروری جانور

فیزیولوژی گوراش در ماهیان مورد توجه بوده و پارامترهای مهمی در 

کیفیت هضم و جذب و سلامت ماهی هستند. در مطالعه حاضر،  ارزیابی

لاکتوباسیلوس پلانتاروم با  نتایج حاصل از تجویز خوراکی پروبیوتیک

، هشت هفته مدتدریایی به در ماهی باس ریزپوشانی ریزپوشانی و بدون

های لیپاز، در ماهیان تغذیه شده با پلانتاروم نشان داد که میزان آنزیم

های میان دوره و انتهای دوره آزمایش و میزان آنزیم در ریزپوشانی بدون

فسفاتاز در ماهیان تغذیه شده با پروبیوتیک پلانتاروم آلکالین پروتئاز و

 آلکالین (، اما فقط افزایش>05/0p) بدون پوشش افزایش داشته است

علت (. دلیل آن ممکن است به>05/0p) دار بودفسفاتاز و پروتئاز معنی

(،  2002و همکاران،  Tovarآنزیم ) کنندههای ترشحتر سلولرشد بیش

ها( اگزوآنزیمهای باکتری پروبیوتیکی )وسیعی از آنزیم ترشح محدوده

های آنزیم میزان باشد. ها(اندوآنزیم( گوارشی هایآنزیم فعالیت افزایش یا و

تنهایی نسبت  کیتوزان و آلژینات به شده با در ماهیان تغذیه گوارشی نیز

دار تر موارد معنیافزایش یافت، اما این اختلاف در بیش شاهدبه گروه 

نسبت به تیمار سه افزایشی را  شاهدچنین گروه (. همp˃05/0) نبود

 لاکتو(. >05/0p) ته نشان دادهف 4در میزان فعالیت لیپاز در طی این 
ها دلیل افزایش توانایی دستگاه گوارش این ماهیبه باسیلوس پلانتاروم

در هضم بهتر ذرات غذایی مانند نشاسته، چربی، پروتئین در افزایش 

های گوارشی آمیلاز، پروتئاز و لیپاز نقش میزان رشد و فعالیت آنزیم

 ؛2013و همکاران،  Abumourad ؛2010و همکاران،  Essaدارد )

Marlida  ،2014و همکاران.) Azari ( افزایش 2011و همکاران )

های گوارشی آمیلاز، پروتئاز و لیپاز داری در میزان فعالیت آنزیممعنی

 (Aqualase) کمان در نتیجه مصرف پروبیوتیکرنگینآلاینوزادان قزل

 هفته گزارش کردند.12 مدترا به( Aqualase x) بیوتیک تجاریو پری

های گوارشی بین تیمار ج تحقیق اختلاف فعالیت آنزیمیکی از نتای

 پروبیوتیک ریزپوشانی شده و تیمار فاقد ریزپوشانی بود. ماهیان تغذیه

بدون ریزپوشانی  لاکتوباسیلوس پلانتارومغذایی حاوی  شده با جیره

نسبت به تیمارهای  آلکالین فسفاتاز و لیپاز های پروتئاز،ترشح آنزیم

لاکتوباسیلوس های رسد باکترینظر میتر بود. بهبیشریزپوشانی شده 
ها به های گوارشی و ترشح این آنزیمبا افزایش فعالیت آنزیم پلانتاروم

ماهیان باس دریایی باعث افزایش فعالیت محوطه دستگاه گوارش بچه

چند در تیمار ریزپوشانی افزایش  . هرگوارشی مختلف گشته است آنزیم

لازم به ذکر است که  ی گوارشی مشاهده نگردید.هاچندانی در آنزیم

تر آن پوشانی شده برخلاف تأثیر کمریز لاکتوباسیلوس پلانتارومتیمار 

های گوارشی )نسبت به تیمار پلانتاروم بدون پوشش(، دارای در آنزیم

های رشدی در میان تیمارهای آزمایشی بود.  بهترین عملکرد شاخص

توان به ماده ریزپوشانی )آلژینات و را میاین تفاوت احتمالاً دلیل 

رغم تاثیر مثبت ریزپوشانی در رشد علی کیتوزان( نسبت داد. احتمالاً

های های ماهی و نیز اگزو آنزیممواد در ترشح آندوآنزیم تاثیر این ،ماهی

های خارج شده از کپسول باکتری باکتریایی منفی بوده است. احتمالاً

میزان های گوارشی بهی تولید اگزوآنزیمآلژینات و کیتوزان توانای

اند، از طرفی با توجه به برخی گزارشات از های آزاد را نداشتهباکتری

(، کیتوزان پوششی Shiau ، 1999و Ya) ای کیتوزانتغذیهاثرات ضد

های گوارشی تاثیر منفی داشته و روی باکتری روی روند ترشح آنزیم

نتیجه مطلوب که جااز آن. استاثر مثبت پروبیوتیک را کاهش داده 

ها بهبود رشد و افزایش مقاومت  ماهی در نهایی در مصرف پروبیوتیک

که ریزپوشانی باکتری ینرغم اباشد، علیزا میبرابر عوامل استرس

    (DOI): 10.22034/aej.2020.114800     
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های گوارشی پلانتاروم باعث کاهش فعالیت برخی آنزیم لاکتوباسیلوس

های خص تمام شاخصدار و مششده است، ولی با توجه به بهبود معنی

توصیه شده  روشپروبیوتیک به گرفت که ریزپوشانی نتیجه توانمی رشد

در این تحقیق در افزایش کارایی پروبیوتیکی لاکتوباسیلوس پلانتاروم 

های گوارشی با بهبود سایر موثر بوده است و کاهش فعالیت آنزیم

استفاده از روش لذا  جبران شده است. گذار و ناشناخته رشد،تاثیر عوامل

ذرات آلژینات و کیتوزان برای بهبود سازی داخلی با ریزپوشانی مایعریز

ماهی باس دریایی آسیایی  در پلانتاروم لاکتوباسیلوس پروبیوتیک کارایی

 گردد.ای توصیه میتوصیه شده و انجام تحقیق در شرایط مزرعه

 

 تشکر و قدردانی 
 بهداشت بخش سییر و یاتقیتحق معاون و سییر از تشکر و ریتقد       

 شگاهیزماآ کارشناسان و بخشریم میمر خانمسرکار هایماریب و

 یمحمد احترام مهندس خانمسرکار بوشهر-کشور یگویم پژوهشکده

 دکتر و پروژه یراهنما استاد انیسلطان اوشیس دکتر جناب از تشکر و

 یرهمکا پروژه یاجرا در که زادهقهیسل رضا دکتر و ینیغلامحس

 .داشتند مانهیصم
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Abstract 
 The application of probiotics in aquaculture has been increased in recent years due to the 

many benefits for fish health. However, the gut environment, especially pH, limits the 

establishment of dietary probiotics. Encapsulating of probiotics within biodegradable 

nanoparticles has been found to increase their viability and efficiency in fish gut. In the current 

study, the effects of encapsulation of Lactobacillus plantarum with alginate/chitosan Nano 

particles on growth performance and digestive enzyme activities in Asian sea bass (Lates 

cacalifer) were evaluated. 480 juvenile L. cacalifer were randomly divided into four treatments 

in triplicates. Fish in T1 received bacteria without any encapsulation, T2 received Lactobacillus 

plantarum encapsulated with alginate/chitosan, T3 were fed with alginate/chitosan enriched free 

probiotic diet and T4 received basic diet as a control group. All treatments were fed with 

experimental diets for 60 days. Fish were sampled on days 30 and 60 and growth indices and 

digestive enzyme activities were measured. The result revealed that the highest digestive enzyme 

activities were detected for α-amylase and alkaline phosphatase (ALP) and were observed on 

days 30 and 60 post-treatment in T3 and T1, respectively. However, the best growth 

performance was achieved on day 60 in T2 group. Apparently, the encapsulation of L. plantarum 

with alginate/chitosan Nano particles could improve its probiotic efficiency in terms of only the 

enhancement of growth parameters; however, such an improvement was not detected for 

digestive enzymes activities. 
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