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             در تحریک زیستی تولید پروبیوتیک بومی  م یپتاس فسفات و م یسد تراتین ریتأث

Bacillus subtilis در دستگاه گوارش بچه ماهی کپور معمولی (Cyprinus carpio) 

 

 

 چكيده 

هاای ماانی بااکتریقابلیت زنده است. Bacillus subtilisهای پروبیوتیک یکی از باکتری

سااتت مراحل  در  پروبیوتیک در صورت مصرف، در مرحله انتقال از طریق دستگاه گوارش میزبان و  

محدودیت در استفاده از پروبیوتیاک در  یکآید و اینپایین می انبارداری آنو  در کارتانه    پروبیوتیک

در  باومی B.Subtilisمنظور تحریک تولید بااکتری بنابراین، این تحقیق به باشد.پروری میآبزی

دستگاه گوارش بچه ماهی کپور معمولی و اثربخشی آن روی درصد بقاا  و رشاد بچاه مااهی ا ارا 

 تاراتینبا تغییر میزان منابع نیتروژن، فسفات و کربن، از مناابع  B.Subtilisتحریک تولید  گردید.

گارم در  3و  5/1 ، 75/0ترتیا  در ساه سا   و ملاس چغندرقند هرکدام به  میپتاس  فسفات،    میسد

در محلاااول آبااای  4HPO2Kگااارم در لیتااار  08/0و  04/0،  02/0 و میااازان 3NaNOلیتااار 

درصد ملاس انجام شد. نتایج نشان داد بهتارین ترکیا  بارای   5شده معده ماهی حاوی  سازیشبیه

شاده معاده ساازیدر محلاول شابیه گرم فسافات 02/0گرم نیترات و  3تولید این باکتری با داشتن 

بیشترین میازان تولیاد بااکتری   بیوتیکدرصد ملاس چغندر بود. با این ترکی   پری  5ماهی حاوی  

B.Subtilis    بیوتیک به غذای درصد از این ترکی  پری  1حاصل گردید. همچنین با اضافه نمودن

دار آماری در رشد بچه ماهیان تیماار نسابت باه بچاه ماهیاان پلت بچه ماهیان کپور، اتتلاف معنی

آمده در ایان دستگیری نمود که ترکی  بهتوان نتیجه. بنابراین می(>05/0P)شاهد مشاهده گردید  

در دساتگاه  B.Subtilisبیوتیاک در تحریاک زیساتی تولیاد عنوان یاک پاریتواند بهتحقیق می

 کار برود.ه گوارش بچه ماهیان کپور معمولی ب

 

 بیوتیک، بچه ماهی کپور معمولی، پریB.Subtilisتحریک زیستی،    كليدي:  واژگان

 

 

 

 

 مقدمه

سرعت یک سیستم پویا و های تولید مواد غذایی بوده و از چندین دهه گذشته بهپروری از سریع الرشدترین بخشهای اتیر آبزیدر سال

توان به تغییرات کیفیت آب، رو بوده است. از مله آن میتو ه همواره با مشکلاتی روبهشده است. ولی در کنار این رشد قابلرشد تبدیلروبه

پروری، توسعه اقتصادی این بخاش عنوان مشکل عمده آبزیای که شیوع بیماری بهگونهای اشاره کرد بهها و مشکلات تغذیهشیوع بیماری

شاده اسات کاه موفقیات هایی نیز برای برطرف کردن این مشکلات ارائهحلهمواره راه  .تأثیر قرار داده استرا در بسیاری از کشورها تحت

هاای ها را در برابر بیماریشوند و آنیف سیستم ایمنی آبزیان میعها باعث تضبیوتیکاند. تحقیقات نشان داده که برتی آنتیچندانی نداشته

هاا بار است. ایان سیاساتبیوتیک شدهسازند. این موارد باعث وضع قوانین در راستای استفاده کمتر از آنتیپذیرتر میویروسی، انگلی ضربه

های نوین در . استفاده از فناوریاستنمودهها را بیشتر  پروری تأثیر گذاشته و تو ه به ایجاد راهبردهای  ایگزین کنترل بیماریصنعت آبزی

 (.Olsen et al., 2001پروری پایدار است )وری و کاهش هزینه تولید از مله موارد مهم در آبزیافزایش بهره
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هاای مهام ماهیاان تجااری سازی ترکیبات غذایی برای گونههای تغذیه و بهینهپروری پایدار در ارتباط با استراتژیبیشترین تلاش در آبزی

در  هت افزایش کارایی ترکیباات مغاذی نظیار پاروت ین، چربای و   بیوتیکراهکارهای  ایگزین استفاده از آنتیباشد. این  قابل پرورش می

شاده اثارات ای هستند که در صورت مصارف در مقاادیر توصایههای زندهها میکروارگانیسمپروبیوتیک  باشد.ها میافزایش قابلیت هضم آن

های ضروری یاک پروبیوتیاک، رسایدن یکی از ویژگی (.Hill et al., 2014)کنندغذا و سلامت میزبان ایجاد میقابلیت هضم مفیدی بر 

های تاص ، مانند سویههای اسیدلاکتیک پروبیوتیک معمولی شامل باکتری (.Binda et al., 2020) استزنده و فعال به دستگاه گوارش 

تاواص  .(Lemme-Dumit et al., 2018) باشاندمای Bifidobacteriumو  Lactobacillus ،Streptococcusهای متعلق به  نس

های اسیدلاکتیک و حساسیت به عوامل های مربوط به پایداری باکتریهای اسیدلاکتیک بر روی انسان دارای برتی محدودیتمفید باکتری

 ,.Duary et al., 2011; Botta et al) اسااتآباای، و محاایخ متخاصاام روده زای محی اای )ماننااد تغییاارات دمااا، کااماسااترس

2014; Gomathi et al., 2014.)  

 دهنده اسپور از  نس باسیلوسهای تشکیلکنند، توسخ باکتریها غلبه میهای پروبیوتیک که با موفقیت بر این نگرانیسایر انواع باکتری

 (B.coagulans, B.Subtilis   وB.licheniformis)  اندگزارش گردیده  (Sanders, 2003; Hanifi et al., 2015  Piewngam 

et al., 2018;). ها در برابار شارایخ محی ای تصامانه های مقاوم هستند که از آنهای پروبیوتیک دارای توانایی تشکیل هاگاین باسیل

های متعاددی ساازگاری باین گزارش (.Binda et al., 2020) کندعنوان پروبیوتیک حفظ میکند و قابلیت حیات تود را بهمحافظت می

 (.Yahav et al., 2019)ند اهای اسیدلاکتیک نشان دادهها را با تمرکز بر باکتریهای اسیدلاکتیک و باسیلباکتری

شاده و های مفید در دساتگاه گاوارش، تحقیقاات بسایاری در ایان زمیناه انجاامپس از معرفی پروبیوتیک و مشخص شدن و ود باکتری  

در دساتگاه   هاغیرقابل تضمین بودن زنده ماندن پروبیوتیک  در تصوصی  یاکنون نیز این روند ادامه دارد. اما باو ود مشکلات و تردیدهاهم

هاای غاذایی و آوری، سااتت  یارهعمال  مراحل  تیکی در طیوهای پروبیسویه  و کاهش بقاشرایخ حاکم بر آن    در  گوارش و توانایی عمل

شده با برتای چنین امکان رقابت پروبیوتیک معرفیباشد. همپروری میدر آبزی  هاهای استفاده از پروبیوتیکمحدودیت  ازها  سازی آنذتیره

مو   شد تا محققین به فکر ارائه راهکاری  دید در این راساتا برآیناد   در دستگاه گوارش  میکرو فلور روده و توانایی تثبیت و تشکیل کلنی

(Sanders, 2003). شده روی  انوران نشان داد که بین عملکرد روده و سلامتی  انوران ارتباط نزدیکی و اود دارد. بعدها تحقیقات انجام

هضمی بیوتیک عناصر غذایی )عمدتاً کربوهیدرات( غیرقابلیبیوتیک گردید. پریانجام تمامی موارد فوق منجر به ارائه ایده  دیدی به نام پر

های باکتریایی که در روده و ود دارناد اثارات ساودمندی بار هستند که از طریق تحریک رشد یا فعال کردن یک یا تعداد محدودی از گونه

ها را بر اساس اندازه مولکولی یا در ه توان آنهایی هستند که میکربوهیدرات  هابیوتیکوبخشد. پرمیزبان داشته و سلامتی آن را بهبود می

به ها را آنتوان ها میهای فیزیولوژیک و بیوشیمیایی کربوهیدراتاساس ویژگی بر. (Roberfroid, 2007) بندی نمودپلیمیرزاسیون دسته

هاا در شود که پیوناد گلیکاوزی آنهضم از این ناشی میبندی کرد. مفهوم الگیوساکارید های غیرقابلهضم دستههضم و غیرقابلانواع قابل

هضام و ترکیباات غیرقابالعنوان منباع ملاس به(. Babbar et al., 2016شوند )هضم میکننده  انوری غیرقابلهای هضممقابل آنزیم

 .تو ه اساتای قابلنظر تغذیه ارزش غذایی ملاس نیشکر از های مفید شود.تواند باعث رشد و تکثیر باکتریکه می باشدمیباقابلیت تخمیر  

(. س    (Leo, 1983ملاس نیشکر س وح کالری، مواد معدنی ضروری، پتاسیم، کلسیم، منیزیم، گوگرد، کلرید، آهن و ویتامین بیوتین دارد

رشاد و تکثیار هاای محلاول در چربای، و ماواد معادنی کمیااب آن را مناسا  بارای پایین پروت ین و س   بسیار کم فسفر، فیبر، ویتامین

د هاا در مالاس هساتنهضام بارای بااکتریهضم )از مله قندها(، عوامل اصلی انرژی قابالاست کربوهیدرات قابلنموده  های مفیدباکتری

(Primera-Campos et al., 2020.) طرف دیگر، منباع  باشد ازها میقندها )گلوکز، فروکتوز و ساکارز( منبع اصلی کربوهیدراتی باکتری

 گوناه دارد بر رشاددنبال آن ساکارید آن آثار متفاوتی بر کارکرد دستگاه گوارش و بهپلی نوعکربوهیدرات مصرفی در غذای ماهی با تو ه به 

(Aderolu et al., 2013). 
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اناد  کمک یک زنجیره طولانی به یکدیگر متصل شدهالیگوساکاریدها نوعی کربوهیدرات هستند که از چندین منوساکارید یا قند ساده که به

های مفید مو اود در روده تخمیار شاده و کنند و توسخ باکتریبیوتیک در بدن عمل مییعنوان پربه  هاشده است. این کربوهیدراتتشکیل

 تارین الیگوسااکارید، مالتوتریوز و لاکتوز از مله فراوانهاتوالیگوساکاریدگالاک  شوند. الیگوفروکتوز،مو   بهبود وضعیت میکروبیوم روده می

گلیسیرید، افزایش سلامت سیستم هضم، بهبود کنترل مو ود در طبیعت هستند. بهبود عملکرد سیستم ایمنی، کاهش س   کلسترول و تری

 (. Valdés et al., 2013شوند )ترین تواص الیگوساکاریدها محسوب میقند تون و بهبود روند کاهش وزن همگی از مله مهم

ریزاسایون مشاخص یمهضم شامل مخلوطی از الیگومرهایی با طول زنجیره متفاوت بوده و بر اساس در ه پلالگیوساکارید های غیرقابل    

کننده مقاوم باوده ولای ماورد های هضماند که به هیدرولیز آنزیمشدهواحد منوساکارید تشکیل  20تا    2عموماً از    هاشود. این کربوهیدراتمی

 (.Vogt et al., 2015گیرند )ها در روده قرار میمصرف باکتری

گاردد. تخمیر این مواد، باعث تولید اسیدهای چرب زنجیره کوتاه و گاز شده و باعث افزایش انرژی متابولیکی و رشد و تکثیر این باکتری می

 از ملاه (.Valdés et al., 2013)شاوندبیوتیک باعث بهبود تعادل میکرو فلور روده و افزایش مکانیسم دفاعی میزباان مایوطورکلی پربه

 کاردر الیگوفروکتوز اینولین روی لارو کفشک و تاس مااهی سایبری اشااره  یتوان در مورد ماهی بیان نمود تأثکه می  یبیوتیکیتأثیرات پر

(Mahious et al., 2006.) هاای هساتند کاه در برابار آنازیم کم یهضم یا با هضم پذیرترکیباتی غیرقابل هابیوتیکیطورکلی پراما به

 (.Keysami et al., 2012کنناد )ها را تحریک مایباکتری از  معیت تاصیصورت انتخابی تکثیر و یا فعالیت گوارشی در روده بزرگ به

عناوان غاذا شاوند و باهکنند و در معده و روده کوچک هضم و  ذب نمیرا در دستگاه گوارشی تقویت می  هارشد پروبیوتیک  هابیوتیکیپر

را با تأثیر بر رشاد و متابولیسام پروبیوتیاک و   هاوتیکیباید رشد و بقای پروب  هایکتبیویشوند. پرباعث رشد پرو بیوتیک در روده بزرگ می

وسااکاریدهایی هساتند یگای از الهضم شامل لاکتوز، اینولین و دستههای غیرقابلکربوهیدرات هابیوتیکتأثیر قرار دهند. پریاستارترها تحت

در  هاابیوتیکی(. پرRoberfroid, 2007کنند )های مفید در روده بزرگ ذتیره میرا برای باکتری هاکه منبع قابل تخمیر از کربوهیدرات

رسند. این تحقیق ای به روده بزرگ میهای رودههای قابل تخمیر باکتریعنوان کربوهیدراتشوند و بهعبور از روده کوچک کاملاً هضم نمی

آن دستگاه گوارش بچه ماهی کپور معمولی و اثربخشی آن روی درصاد بقاا  و رشاد   در  یبوم  B.Subtilisمنظور تحریک تولید باکتری  به

 در مرکز آموزش عالی میرزا کوچک تان گیلان انجام پذیرفت. 1400مرداد سال  اردیبهشت تاماه از  4مدت به

 

 ها روش مواد و

باود در محایخ کشات   که از مرکز آموزش میرزا کوچک تان هدیه گردیده  B.Subtilisهای باکتری  برای انجام این پروژه ابتدا  دایه

شده های کشت دادهبرای تهیه کشت تالص با بررسی پلیت(. Tookmehchi et al., 2012)نوترینت آگار و نوترینت براث کشت گردید 

 ای کشات گردیاد،روش چهاار نق اههای دیگری بهشده و در پلیت  وسیله لوپ استریل برداشتههای پدیدار شده بهدر زیر هود لامینار کلنی

روش شیمیایی و مولکولی مورد شناسایی قرار گرفتناد. شناساایی بااکتری  داساازی شاده باا اساتفاده از شده بههای رشد دادهسپس نمونه

 استفاده گردید.  Biolog, Microlog, USA افزارنرماز کیت و  B.subtilisی بیوشیمیایی تا حد  نس و برای شناسایی گونه هاتست

شده شرایخ سازیدر محلول شبیه (4HPO2K)و فسفات  (3NaNO)میزان منابع نیتروژن  Subtilis.Bباهدف افزایش تعداد سلول باکتری 

گارم  6/23 حاوی الکترولیت محلول ابتدا تهیه شیره معده  هت درصد ملاس چغندرقند تغییر داده شد. 5فیزیکوشیمیایی معده ماهی حاوی 

 اساتریل شکلبه سدیم بیکربنات در لیتر گرم 2/1 و کلسیم کلرور لیتر در گرم 229/0 سیم،اپت کلرور لیتر در گرم 29/2 سدیم، کلرور لیتر در

 درصد 3/0 نهایی غلظت تا پپسین آنزیم آزمایش، انجام حین در داده شد. کاهش 2±2/0 تا نرمال کلریدریک وسیله اسیدبه آن pH و تهیه

هاا موردنیااز بارای کشات آزمایشاگاهی ایان بااکتری 4HPO2Kو  NaNO  3میازان  .( et al.,Zhang 2016) گردیاد افازوده آن باه

برای بررسی اثرات دو عامل بر میزان تولید این باکتری مقدار این ترکیبات نصاف و دو   .گرم در لیتر بود  04/0و    5/1ترتی   طورمعمول بهبه

صورت طرح فاکتوریل و در قال  طرح کاملاً تصادفی با ساه تکارار ا ارا گردیاد. ها بهبرابر گردید و تأثیر این مقادیر بر تولید سلول باکتری
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گارم  3و   5/1،    75/0  درصد مالاس چغندرقناد اساتریل باا مقاادیر  5شده معده ماهی حاوی  سازیمنظور این باکتری در محلول شبیهبدین

3NaNO  سای، سای 1000ارلان  18گراد کشت گردیدناد. در در ه سانتی 25گرم فسفات در شرایخ دمای   08/0و    04/0و    02/0  و مقادیر

 شاده اساتریل گاردد. ساپس بااکتریمحیخ کشت داتل ارلن ها بعد از حل شدن کامل این مواد، اتوکلاو گردیاد تاا محایخ کشات آمااده

B.subtilis    گاراد باا چارتش در ه ساانتی  25در مرحله رشد لگاریتمی به ارلن های حاوی محیخ کشت استریل منتقل نموده و در دمای

دور در دقیقه در شیکر انکوباتور، رشد داده شد.  هت افزایش سرعت رشد و ممانعت از ورود زودهنگام آن به مرحلاه مارگ، هاوادهی   100

شمارش و شناسایی قارار  موردB.subtilis ساعت از رشد، باکتری  48تا  24میکرون انجام گردید. بعد از  2/0وسیله پمپ هوای با فیلتر به

 گیری گردید. در شرایخ آزمایشگاهی اندازه B.subtilisآمده بر روی افزایش تراکم نمونه دستگرفت. درنهایت تأثیر بهترین ترکی  به

شده شرایط فيزیكوشيميایی معده سازيدر تيمارها در محلول شبيه تراتي ن و فسفات يكودها  یمصرف  هاي: طرح آزمایش و غلظت1 جدول

 ( g / L) درصد ملاس چغندرقند 5ماهی حاوي 

N
a
N

O
₃ 

م )
گر

) 

 K₂HPO₄ ( گرم) 

 02/0  04/0  08/0  

75/0  75/0 + 02/0  75/0 + 04/0  75/0 + 08/0  

50/1  50/1 + 02/0  50/1 + 04/0  50/1 + 08/0  

00/3  00/3 + 02/0  00/3 + 04/0  00/3 + 08/0  

 

منظور بررسی تأثیر این ترکی  شیمیایی در تراکم و تنوع فلور باکتریایی دستگاه گوارش بچه ماهی کپور معمولی و بررسی تأثیر  سپس به 

آمده روی درصد بقا و رشد بچه ماهی کپور معمولی بعد از مصرف غذای حاوی این ترکی  پروبیوتیکی در شرایخ کارگاهی دستترکی  به 

 تبریز( اضافه گردید.، )آتا آمده به غذای تجاری بچه ماهی کپور معمولیدستبهترین ترکی  به 

درصد    5گرم فسفات در محلول    02/0گرم نیترات و    3با ریختن    B.subtilisبعد از تعیین شدن میزان اپتیموم نیترات و فسفات برای تولید  

گروه تیمار و    2ماهی کپور معمولی با    آمده در افزایش رشد و درصد بقا بچه دست   به   B.subtilis، اثربخشی پروبیوتیک  ملاس چغندرقند

ق عه بچه ماهی    180هفته بررسی گردید. تعداد    4مدت  لیتری به  60مخزن آکواریوم    6صورت طرح کاملاً تصادفی در  شاهد با سه تکرار به 

در  عدد در هر آکواریوم(  30عدد در لیتر )   5متر با تراکم  سانتی   9/3گرم و میانگین طول اولیه  میلی  987کپور معمولی با میانگین وزن اولیه   

 سازی گردید. آکواریوم ذتیره 6

درصد ملاس چغندرقند( به   5گرم فسفات در محلول    02/0گرم نیترات و    3)  1شده تیمار   یره آزمایش با اضافه نمودن ترکی  کود انتخاب

  1شده تیمار  روش مخلوط نمودن غذای پلت بچه ماهی کپور معمولی با ترکی  کود انتخاب غذای پلت تجاری بچه ماهی کپور معمولی، به 

گراد در ه سانتی   50حرارت  کردن در آون با در ه درصد ملاس چغندرقند( و سپس تشک  5گرم فسفات در محلول    02/0گرم نیترات و    3)

بندی های پلاستیکی بسته گرمی در کیسه 7های بسته شده در. سپس  یره آماده(Keysami et al., 2012) ساعت آماده گردید 1مدت به 

 کردن آماده گردید.مق ر تالص و تشکغذای  یره شاهد نیز با مخلوط کردن غذای تجاری در آب  .داری گردیدگردیده و در یخچال نگه

ها بعدازظهر به بچه ماهی   2صب  و    8ها در نظر گرفته شد. غذا دو بار در روز در ساعت  درصد از وزن بدن بچه ماهی   10غذادهی بر اساس  

ها  آکواریوم،  درصد آب آکواریوم تعویض گردید و در تلال آزمایش  50-100زمان  بار تمیز شده و همها در هفته یکداده شد. بستر آکواریوم

 pHوسیله یک دستگاه  به  pHحرارت و  گیری شد. در هطور روزانه اندازه طور یکسان هوادهی گردیدند. کیفیت آب بهبا پمپ آکواریومی به

حرارت  در ه  و  متراندازه  YSIسنج  متر  اکسیژن  با  نیز  محلول  اکسیژن  گردید.  مدل  YSI  گیری   ،V5  (USA)    از استفاده  با  آمونیاک  و 

 گردید.  گیری( اندازهTaiwan93715 HI ,) آمونیاک سنج هانا،
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طور روزانه برآورد گردید. پس از  ها به برداری گردیده و تلفات آکواریومبچه ماهی از هر آکواریوم نمونه   10بار وزن و طول    1روز    10هر   

ها در هر  اتمام دوره پرورش ماهیان مو ود در هر تیمار شمارش و با استفاده از فرمول زیر درصد بازماندگی و پارامترهای رشد بچه ماهی

   (.Felix and Sudharsan, 2004)  تکرارها محاسبه شدیک از تیمارها و 

  وزن آغازی به گرم -وزن نهایی به گرم =  گرم به  وزن افزایش

 100 × (گرم) اولیه( وزن \ ( گرم( )اولبه وزن –(  گرم)نهایی وزن( = ))درصد) وزنافزایش درصد

 100 ×پرورش(   زمان مدت\ ( اولیه وزن لگاریتم نپری – نهایی  نپری وزن لگاریتم ( = ))درصد) ویژه رشد ضری 

     100 ×پرورش(  دوره ابتدای در ماهیان تعداد \  پرورش دوره انتهای در ماهیان تعداد( = )درصد) بازماندگی درصد

 از  قبل روز دو  ابتدا آزمایش، این انجام برای.  انجام شد بردارینمونه دوره انتهای در باکتریایی کلنی تشکیل در تغییرات بررسی منظوربه 

  3ها نمونه آب و  گرفته شد. از هرکدام از آکواریوم تصادفی طوربه ماهی عدد 3 تکرار هر  از ادامه در و شدهق ع  ماهیان تغذیه بردارینمونه 

نمونه  ماهی  آنعدد  معده  و  روده  از  و  شده  نمونهبرداری  باکتریایی  شمارش  و  کشت  برای  تهیه ها  با  باکتریایی  شمارش  گردید.  برداری 

پخش گردید. بعد از    TSAغلظت و سپس در نوترینت آگار    10  گرم در لیتر نمک طعام( در  5/8های سریالی در محلول نرمال سالین )رقت

 Hosseinifar)  های رشد یافته شمارش و ثبت گردیدندگنه  گراد پردر ه سانتی  32پرورش کشت باکتریایی در دمای    ساعت از  48تا    24

et al., 2011 .)  های شیمیایی و مولکولی انجام گرفت  روش شمارش توسخ دستگاه کلنی کانتر و شناسایی مجدد باکتری  داسازی شده به

(Keysami and Mohammadpour, 2013.)   باکتری، کیفیت آب، شمارش های  داده آماری آنالیز منظوربه متغیرهای رشد ماهی و 

 با سپس و شد مشخص هاداده پراکنش بودن نرمال  Kolmogorov-Smirnovاز آزمون  استفاده با ابتدا باکتریایی بین تکرارها و تیمارها

 one)  طرفهیک  انسیز واری آنال  آزمون  و  (Two way ANOVA)  برای تیمارهای تحریک زیستیآنالیز واریانس دوطرفه   آزمون از استفاده

way ANOVA  )قرار   موردبررسی  یکارگاه  خی شرا  در  هاباکتری  شمارش  و  رشد  ی رهایمتغ  یمارهایت  نیب  اتتلاف  و ود  عدم  ای  و ود  

  از   استفاده  با  آماری  وتحلیلتجزیه . شد  درنظرگرفته  قبولقابل (  P  >05/0)  در س    بودن  دارمعنی .  (Irianto and Austin, 2002)  گرفت

 (.    SPSS, Inc., USAانجام شد ) 22شماره   SPSS افزارنرم

 

 نتایج 

آمده در  دستاست. بر اساس نتایج به بیان گردیده  2های تیمار و شاهد در شرایخ آزمایشگاهی در  دول  نتایج شمارش باکتری در گروه

بهینه  2 دول   برای تحریک زیستی  مشخص گردید که در  نیتروژن و فسفات  شرایخ ترکی  کودهای شیمیایی   B.subtilisسازی منبع 

(.  P  >05/0)  داری از بقیه متفاوت بود صورت معنیگرم فسفات برای افزایش رشد این باکتری، به   02/0گرم نیترات و    3با داشتن   1تیمار  

ها در درصد ملاس چغندرقند برای اضافه نمودن به غذای بچه ماهی   5گرم فسفات در محلول    02/0گرم نیترات و    3با    1 بنابراین تیمار

 ها انتخاب گردید. مرحله بررسی متغیرهای رشد آن 

  محلول در فسفات و تراتين   متفاوت ي هابيترك با شدهساخته یشیآزما ي مارهايت در B. Subtilis ي باكتر پرگنه تعداد شمارش نيانگيم: 2 جدول

 ( اريمعانحراف ±نيانگ يم) یشگاهیآزما طیشرا در چغندرقند ملاس درصد 5 ي حاو یماه معده ییايميكوش یزيف طیشرا  شدهي سازهيشب

   NaNO₃ (گرم )  

 گرم 3 گرم  5/1 گرم  75/0  
 02/0 a2± 257 a6± 723 b3± 300 

K
₂H

P
O
₄

  
(

رم
گ

 )
 

04/0 a2±32 a3±38 a6±36 

 08/0 a2±29 a2±22 a2± 29 

 (. P >05/0دار است )حروف غیر همسان لاتین در هر ردیف نشانه اتتلاف معنی
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 (. P <0 / 0 5) نبوددار آمده از بررسی متغیرهای فیزیکو شیمیایی آب بین تیمارها و تکرارها اتتلاف معنیدستدر آنالیز آماری نتایج به

در ه فیزیکوشیمیایی  )متغیرهای  )میلیc° حرارت  محلول  اکسیژن  لیتر(،  (،  در  به   pHگرم  آمونیاک  محدوده  و  در  در ه   26-30ترتی  

 (. 3) دول  دست آمدگرم در لیتر به/ میلی011 -013/0گرم در لیتر و میلی 3/7 -7/8گراد، سانتی 

تكرار   3ها ميانگين هاي فيزیكو شيميایی آب مخازن پرورش بچه ماهی كپور معمولی با استفاده از جيره تيمار و شاهد. دادهویژگی : 3جدول 

 معيار( انحراف ±)ميانگين باشنددر هر تيمار می

 متغير  زمان شاهد تيمار 
a25/0±87/26 a25/0±57/26  دما صب 

 C)o( a35/0±8 /30 a32/0±67/29  عصر 
a36/0±7 /5 a29/0±7 /5  اکسیژن محلول  صب 

 (mg/l) a4/0±9/6 a06/0±1 /7  عصر 
a31/0±22/7 a1/0±2/7  صب 

pH a38/0±8 a06/0±07/8  عصر 
a004 /0±012 /0 a004 /0±012 /0  آمونیاک صب 

 (mg/l) 005/0±013 /0 005/0±01/0  عصر 

 (. P <0 / 0  5دار است )حروف غیر همسان لاتین در هر ردیف نشانه اتتلاف معنی

 

گرم فسفات در محلول    02/0گرم نیترات و    3نتایج بررسی متغیرهای رشد و درصد بقا  بچه ماهی کپور معمولی تحت تغذیه با تیمار حاوی  

است.  تلخیص گردیده  4  در  دول  هفته پرورش  4بدون ترکی  کودشیمیایی در مدت   درصد ملاس  5محلول    و شاهد حاویدرصد ملاس    5

حاوی   و    3تیمار  نیترات  محلول    02/0گرم  در  فسفات  معنی   5گرم  اتتلاف  بچهدرصد ملاس،  بقا   درصد  و  رشد  افزایش  در  آماری    دار 

 (. P >05/0) ها نسبت به شاهد نشان دادماهی

گرم فسفات   02/0گرم نيترات و  3: نتایج بررسی متغيرهاي رشد و درصد بقاء بچه ماهی كپور معمولی تحت تغذیه با تيمار حاوي  4جدول 

  3ها ميانگين هفته پرورش. داده 4در مدت  بدون تركيب كودشيميایی درصد ملاس  5محلول  و شاهد حاويدرصد ملاس   5در محلول 

 معيار( انحراف ±)ميانگين  تكرار در هر تيمار است

 شاخص رشد  شاهد   تيمار

a85/098±0/1 a93/083±3/1 میانگین وزن اولیه  (mg) 
b69/3/048± a91/294±2/2 میانگین وزن نهایی (mg) 
b45/95±4/1 a33/211±7/1 بدن میانگین افزایش وزن (mg) 

b73/59±4/177 a42/891±8/111 درصد افزایش وزن (%) 
b017 /93±0/0 a047 /79±0/0  ضری  رشد ویژهSGR 

b19/5±1 /97 a97/3±0 /93  درصد بقا (%) 

 (. P  > 0/ 05)ستدار ا حروف غیر همسان لاتین در هر ردیف نشانه اتتلاف معنی

 

شده با جيره  شده از دستگاه گوارش بچه ماهی تغذیههاي گرم منفی شمارشهاي كل، باسيلوس و باكتري: لگاریتم تعداد باكتري5جدول 

  بدون تركيب كودشيميایی درصد ملاس  5محلول  و شاهد حاوي درصد ملاس  5گرم فسفات در محلول  02/0گرم نيترات و  3حاوي تيمار 

 معيار( انحراف ±)ميانگينتكرار در هر تيمار است  3هاي ميانگين روز پرورش. داده 8در مدت 

 تيمار  شاهد )روز(زمان  شاخص

 های کل لگاریتم شمارش باکتری

(CFU/g) 

 

0 6/2 6/2 

2 9/3 7/5 

4 7/4 9/5 

6 3/5 3/6 

8 a8/7 a8/7 

 1 1 0 شدهلگاریتم باسیلوس شمارش
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(CFU/g) 

 

2 1 8/2 

4 1 6/4 

6 1 1/6 

8 b1 a4/7 

 شدههای گرم منفی شمارشلگاریتم باکتری

(CFU/g) 

0 6/2 6/2 

2 4/3 01/2 

4 3/4 02/2 

6 9/4 03/2 

8 b9/5 a03/2 

 (. P >05/0دار است )حروف غیر همسان لاتین در هر ردیف نشانه اتتلاف معنی

 

دست آمد. تراکم باسیلوس در مخازن تیمار  لیتر به( سلول در میلی3/6  ±  6/2×710ها )های دستگاه گوارش بچه ماهی میانگین کل باکتری

های تیمار های گرم منفی در گروهتراکم باکتری  گروه شاهد افزایش نداشت.  ( افزایش پیدا کرد. تراکم باسیلوس در5/2  ±  02/2×710به )

)  28  درتلال به  غذادهی  میلی1/1±33/0×210روز  در  سلول  باکتری(  تراکم  میانگین  ولی  کرد  پیدا  در مخازن شاهد  لیتر  منفی  گرم  های 

 لیتر افزایش پیدا کرد.( سلول در میلی4± 02/1×510)

 

 گيريبحث و نتيجه

بهترین شرایخ برای    B.subtilisسازی منبع نیتروژن و فسفات محیخ کشت باکتری  منظور بهینه  در استفاده از کودهای شیمیایی به

شده شرایخ فیزیکوشیمیایی معده سازیگرم فسفات در محلول شبیه  0/  02گرم نیترات و    3افزایش میزان رشد این باکتری در تیمار حاوی  

سازی محیخ کشت باسیلوس سابتیلس نشان داد که با کاهش  آمده از بهینهدستدست آمد. نتایج به درصد ملاس چغندرقند به   5ماهی حاوی  

روز غذادهی با غذای حاوی ترکی  کودشیمیایی    28یابد. نتایج  میزان فسفات و افزایش میزان نیترات میزان تکثیر این باکتری افزایش می

باکترینیترات و پتاس نیز اتتلاف معنی  نتایج شمارش  این  بر  افزایش وزن تیمار و شاهد نشان داد. علاوه  را در  گاه ها در دستدار آماری 

از    B.subtilis(. تاصیت پروبیوتیکی باکتری  P  >05/0دار این باکتری را در تیمار و شاهد نشان داد )گوارش بچه ماهیان اتتلاف معنی

دار شمارش باکتریایی دستگاه گوارش بچه  آمده در افزایش وزن تیمار نسبت به شاهد به اثبات رسید و اتتلاف معنیدستدار به اتتلاف معنی

و   ارتباط  آماهی  شاهد  و  تیمار  پرورش  محیخ  افزایش  آن  ب  با  پری  B.subtilisرا  تاصیت  ساتتهیعنی  ترکی   اثبات    شدهبیوتیکی  به 

دهنده تجمع و  ایگزینی باکتری تواند نشان در دستگاه گوارش بچه ماهیان در این تحقیق می   B.subtilisرساند. افزایش تراکم باکتری  می

B.subtilis  هایی که بتوانند در دستگاه گوارش غال  شده و تجمع یابند شاید گزینه توبی  در دستگاه گوارش بچه ماهیان باشد و باکتری

باکتری حذف  بیماریبرای  معنیهای  به  تو ه  با  باشند.  پروبیوتیکی  فعالیت  شروع  و  آبزی  گوارش  دستگاه  از  باکتریزا  تراکم  شدن          دار 

B.subtilis  نمونه نمونه در دستگاه گوارش  به  نسبت  تیمار  به نظر می های  نمونه های شاهد  ترکی  کود شیمیایی ساتتهرسد که  شده  ی 

و درعنوان پریبه  پروبیوتیک  افزایش سلول  از طریق مکانیسم  پروبیوتیک  بیوتیک  از طریق مکانیسم عمل  ایجاد  ها مینتیجه  باعث  تواند 

ها در  های تاصی از فیتوپلانکتونمدیریت تولید گونه   (. FAO/WHO, 2004)  دار در رشد و درصد بقا  آبزی موردنظر گردد تغییرات معنی 

  B.licheniformisبود. همچنین مدیریت تولید  گزارش گردیده  قبلاً  استخرهای پرورش میگو با ایجاد تغییر در ترکی  کودهای شیمیایی

انجام شدبرای تجزیه آلودگی  نفتی  انبوه    B.subtilis(. در گزارشی با بهینه سازی محیخ کشت  Suthar et al., 2019)  های  تولید  به 

ب  (.Mahdinia et al., 2018)برداتته شد    Kویتامین   باه نتایج  نیز مرتبخ  تحقیق  این  آمده در  ی  بازماندگ   بر  کیوتیبیپر  اثرات  دست 

  دارد   اتتصاصی تود   کیوتبیویپر  ر خمیت  ی برا  ی آبز  گوارش   دستگاه  ییایباکتر  کروفلوری م  ییتوانا  با   یمیمستق  ارتباط   ای تاص بوده و گونه 

(Vine et al., 2006)  .به   توانمی  را  هاکیوتیبیپر  مختلف   س وح  از  استفاده  اثر  در  انیآبز  یبازماندگمیزان    در  آمدهدستبه   متفاوت  جینتا  

 ,Irianto and Austin)  داد  سن نسبت  و  اندازه  ،ی پرورش  گونه  نوع  ،ییغذا  مژیر  اتتلاف  غذا،  تیفیک  و  تیکم  پرورش،   خیمح  خیشرا
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در افزایش درصد بقا  در  B.subtilis   تأثیر  .دارد  یبستگ  ونیزاسیمریپل  در ه  و  رهیزنج  طول  به  زین  ریتخم  تیقابل  گرید  طرف  از  .(2002

ای غیرمستقیم باشد. بدین ترتی  که  نظر توسخ بچه ماهی کپور و حتی از راه اثر تغذیه  تواند از راه تغذیه مستقیم گونه مورداین تحقیق می 

تواند انواع  کند که میها را تولید میای محیخ را  ذب و انواع مختلفی از پروت از و سایر انواع آنزیم ها ترکیبات سمی و غیر تغذیهاین باکتری

قابل مغذی  مواد  به  و  نموده  تجزیه  را  غذایی  مواد  و  آلی  کندمواد  تبدیل  معمولی   Bacillus sp .  هایباکتری.   ذب  کپور  ماهی  از  که 

ها  پروبیوتیک  (.Bairagi et al., 2002)تو هی بود های سلولولیتیک، آمیلولیتیک، لیپولیتیک و پروت ولیتیک قابل داشده بود دارای فعالیت

تأثیر   فرآیندهای گوارشی  بر  مواد غذایی  با  ذب  دارند  همراه  افزایش هضم ماده مغذی   (.Irianto and Austin, 2002)بسیار توبی 

(  2006و همکاران،  )  Vineطور که توسخ  ها، همانشده توسخ پروبیوتیک   های تولیدتوان به دسترسی آسان اگزوآنزیمهضم را می غیرقابل

 شده نسبت داد.  گزارش

هاای پااتوژن در با تولید مواد آنتی باکتریال و رقابت در  ذب املاح غذایی و حتی از ازدیاد و تجمع باکتری  B.Subtilisاز طرف دیگر  

و اکسی دیفی سی  (Dificidin) هایی مثل دیفی سی دینبیوتیکتولید آنتی B.subtilisعلاوه هکند. بدستگاه گوارش ماهی  لوگیری می

محققین زیادی نتاایج مثبتای از . هوازی را از بین ببردهای هوازی و بیتواند طیف وسیعی از باکتریکند که میمی (Oxi dificidin)دین 

 .(Mahdinia et al., 2018; Irianto and Austin, 2002) انادهای مختلف بر عملکرد رشد آبزیاان ارائاه دادهتأثیر انواع پروبیوتیک

 Salvelinus) آزاددار مثبتی بر عملکرد رشد و مصرف  یاره مااهی های الیگو فروکتوز و اینولین اثرات معنیبیوتیککه پری گردیدگزارش 

alpinus L.)  و تاس( ماهیAcipenser sttellatus) ندداشت Olsen et al., 2005; Iri et al., 2015) .) تأثیر اینولین الیگو ساکارید

گیاری شاد کاه م العه گردید و نتیجه 02/0در س   ( Psetta maxima)بیوتیک روی رشد ماهی کفشک عنوان پریو لاکتو سوکروز به

. (Mahious et al., 2006)ها بالاتر باود شده با الیگو فروکتوز نسبت به سایر گروهمیانگین وزن نهایی و ضری  رشد ویژه در گروه تغذیه

 گرفتاه اسات نیاز موردبررسای قارار (Litopenaeus vannamei) پوساتانبیوتیک بر برتی فاکتورهای رشد در سختاثرات مثبت پری

(Zhou et al., 2007) .یبازمانادگ بار یدارمعنی اثر هیچ ماهیفیل رهی  درشده استفاده نینولیا کیوتیبیپربر این س وح مشابه  علاوه 

بیوتیک مانان الیگوساکارید اثرات نام لوب بر بازمانادگی و حتی س وح مختلف پری (Hoseinifar et al., 2011) نداشت ماهیفیل بچه

طاور . اما در تحقیق دیگری الیگو فروکتاوز باه(Hedayati and Darabi Tabar, 2018)داشت  (Cyprinus carpio) کپور معمولی

الیگو فروکتوز بود. مکانیسم  03/0 بیشتر از تیمار صفر و  02/0  تأثیر قرارداد و بازماندگی در تیمارماهی را تحتداری بازماندگی بچه فیلمعنی

باشاد هاای پروبیاوتیکی ماینتیجه عملکارد ان بااکتری  های پروبیوتیکی مختلف و درها نیز از طریق افزایش کلنی باکتریبیوتیکاثر پری

(Hoseinifar et al., 2011.) آمده افزایش تراکم دستنتایج بهB.subtilis  ب محیخ پرورش بچه ماهی کپور در آدر دستگاه گوارش و

 ( همخوانی دارد.2011همکاران ) و Hoseinifarاین تحقیق نیز با نتایج 

داری بیشتر طور معنیاینولین به  01/0 ها در شمارش تفریقیبیوتیک تعداد لنفوسیتکه در اثر استفاده از پریگردید گزارش  علاوه بر این

  ( Hedayati and Darabi Tabar, 2018)بررسی نبود.  های سفید قابلکه این روند در مورد سایر گلبولاز سایر تیمارها بوده درحالی

الیگو فروکتوز  تصوص لنفوسیت   های سفید و بهافزایش گلبول تیمار  اثرات م لوب پریؤم  01/0ها در  ایمنی  ید  بر  الیگو فروکتوز  بیوتیک 

اوزون الیگوساکارید در  یره سیغیراتتصاصی ماهی  مانان  تأثیر س وح مختلف  بررسی  بود. در  تغذیهبرون  اروپایی، در ماهی  با  بأس  شده 

  داری افزایش یافت. طور معنی بیوتیک مانان الیگوساکارید میزان رشد و مقاومت در برابر عفونت باکتریایی و تحریک سیستم ایمنی به پری

به  آبزیان  غذایی  در  یره  کربوهیدراتی  منابع  و  نقش  فیزیکی  میکروبی،  فرایندهای  بر  آن  اثرات  و  گیاهی  یره  مواد  سهم  افزایش  دلیل 

گوارشی   شیره  در    تو هشیمیایی  را  است  هاسالزیادی  کرده  تود  ل   به  اتیر  و    خیشراتغییر  (.  Zhang et al., 2016)ی  فیزیکی 

بر فلور میکروبی دستگاه گوارش تحت  بر  تأثیر منابع مختلف کربوهیدراتی می شیمیایی شیره گوارشی، سرعت حرکت مواد و یا تأثیر  تواند 

باشد یی رشد ماهی  افرآیند هضم و  ذب و کار ملاس چغندرقند در  یره که قسمت  و ود    (. Baccarin and Pezzato, 2001)  مؤثر 

فیبر می  از  آن  باکتریباشد می عمده  برتی  افزایش  با  را  مواد مغذی  فرایند هضم و  ذب  قرار دهد  ها در دستگاه گوارش تحت تواند  تأثیر 

(Slavin, 2013 .) 
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  تواند اثرات مفیدی مانندکند که میسیون مواد غذایی هم زیستی ایجاد میلاها در فرمو ها و پروبیوتیک بیوتیکیزمان از پراستفاده هم

 ,Slavin)  باشدهمراه داشتهضد سرطانی، ضد حساسیت، ضد میکروبی، محرک سیستم ایمنی و تقویت سیستم گوارش را برای میزبان به   اثر

2013; Lemme-Dumit et al., 2018 .)  بیوتیک عمل  یعنوان پرهای مفید است و به عنوان سوبسترا، غذای میکروارگانیسم  فیبر به

میمی که  سکند  شناتتهلاتواند  الیگوساکاریدها  و  بخشد  بهبود  را  میزبان  پرشدهمت  )بیوتیکیترین  هستند    . (Chawla, 2010ها 

ها در روده بزرگ تأثیر مفیدی بر روی میزبان  هضم که با تحریک رشد یا افزایش فعالیت باکتریعنوان مواد غذایی غیرقابلها بهیوتیکبیپر

سمی بهبود  باعث  و  می لاگذارند  میزبان  میمت  تعریف  پرگردند  تمام  اگرچه  پربیوتیکیشوند.  فیبرها  همه  اما  هستند،  فیبر  بیوتیک  یها 

های پستانداران، توسخ آنزیم   بوده و   باید مقاوم به اسیدیته معده، این مواد غذایی  بیوتیکعنوان پریبندی مواد غذایی بهنیستند. برای طبقه 

های مفید توانایی تحریک باکتری توسخ میکروفلور روده تخمیر و  و  مقاوم در برابر  ذب در دستگاه گوارش باشند چنین  نشوند. همهیدرولیز  

های گوارشی و مؤثر در ایمنی ترین اندامگونه مختلف باکتری، از مهم  1000روده با بیش از   (.Abdi et al., 2021)  باشنداشتهروده را د

 pH دلیل زمان انتقال آهسته، و ود مواد مغذی وبه   رودهها نقش مهمی در تغییر و بهبود میکرو فلور روده دارند. محیخ  بیوتیکیاست که پر

باکتری برای رشد  رژیم غذایی می م لوب،  تغییر  با  است که  مناس   باکتریها  بهبود توان  معیت  باعث  و  داد  افزایش  را  روده  مفید  های 

ها ترکیبات کربوهیدراتی هستند که در برابر هضم در روده کوچک مقاوم هستند و بیوتیکیطور که گفته شد تمام پرمتی فرد شد. همان لاس

باکتریبه روده بزرگ می  با تحریک  الیگوفروکتوز، لاکتوز و نشاسته مقاوم  اینولین،  الیگوساکاریدها،  به رسند.  بیوتیک  عنوان پریهای مفید 

ویژه استات، پروپیونات و بوتیرات و تأثیر بر فیزیولوژی میزبان  به   هزنجیر کنند و پس از تخمیر میکروبی با تولید اسید چرب کوتاهعمل می 

س رشد  متیلاباعث  به   بر (.Slavin, 2013; Rezende et al., 2021)گردند  می   و  نتایج  ترکی  دستاساس  تحقیق،  این  در  آمده 

بیوتیک در پرورش بچه ماهی کپور معمولی به کار گرفته شود. بدین ترتی   عنوان پریتواند به آمده می  دست  کودهای شیمیایی و ملاس به

در دستگاه گوارش   بومی  B.Subtilisتوان این ترکی  را به غذای بچه ماهی کپور معمولی اضافه نموده و با تحریک تولید باکتری  که می

 آن رشد و درصد بقا  بچه ماهی کپور معمولی را بهبود بخشید.
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انجام تحقیق و نگارش از همکاری و مساعدت کارکنان آزمایشگاه میکروبیولوژی و کارگاه تکثیر و پرورش این مقاله    نویسندگان در 

  گردد.وسیله قدردانی می اند که بدینمند گردیدهماهیان واحد آموزش عالی علوم شیلاتی میرزا کوچک تان، بهره 
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Effect of chemical fertilizers for indigenous bio stimulation of              
Bacillus subtilis production in the digestive tract of common carp fry 

(Cyprinus carpio) 

 

Abstract 
One of the probiotic bacteria is Bacillus subtilis. probiotic 

bacteria, when consumed, during transit through the host's 

digestive tract and during the stages of probiotic manufacturing 

and storage, the viability of this bacterium decreases which is a 

limitation in the use of probiotics in aquaculture. So, this study 

was conducted to stimulate the production of indigenous B. 

subtilis bacteria in the digestive tract of common carp fry and 

its effectiveness on the survival and growth performance of fry. 

Stimulation of B. subtilis production was carried out by 

changing the amount of nitrogen, phosphate and carbon 

sources, from the sources of chemical fertilizers and sugar beet 

molasses, each at three levels, respectively, 0.75, 1.5, 3 g/L 

NaNO3 and 0.02, 0.40, 0.08 g/L K2HPO4 in an aqueous solution 

of 5% molasses. The effect of these values on the production 

rate of B. subtilis bacteria was investigated in laboratory 

conditions with the physicochemical characteristics of bile pH 

and simulated conditions of the digestive tract and stomach of 

fry. The results showed that the best combination for the 

production of this bacteria was with 3 grams of nitrate and 0.02 

grams of phosphate in a 5% solution of beet molasses. With this 

prebiotic combination the highest production rate of B. subtilis 

bacteria was achieved. Also, by mixing 1% of this prebiotic 

compound to the pellet feed of carp fry, a statistically 

significant difference was observed in the growth of treated fry 

compared to control fry (P <0.05). Therefore, it can be 

concluded that the compound obtained in this study can be used 

as a prebiotic in bio stimulating the production of B. subtilis in 

the digestive tract of carp fry. 

 

Keywords: bio stimulating, prebiotic, Bacillus subtilis, 

Cyprinus carpio 
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