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 " مقاله پژوهشی "

 

( به روش  Lactobacillus rhamnosus)   رامنوسوس لاکتوباسیلوس اثر ریزپوشانی باکتری 

آلای  های ایمنی قزل امولسیون داخلی با آلژینات/کیتوزان بر روی برخی از شاخص 

 ( Oncorhynchus mykissکمان ) رنگین
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 تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی، یاسوج، ایران 
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 1402/ 12/ 15 تاریخ پذیرش:                                     18/10/1402  تاریخ دریافت:

 

 چکیده
ای داشته است. یکی از مشکلات اصلی   یندهآدلیل اثرات مفید در سلامت ماهی رشد فز پروری به ها در آبزی استفاده از پروبیوتیک       

های فیزیکی توان   ها با پوشش ای ماهی است، محافظت پروبیوتیک روده  –ها غیرفعال شدن آنها در شرایط معدی   از پروبیوتیک استفاده

 (Lactobacillus rhamnosus) رامنوسوس لاکتوباسیلوسلذا در این تحقیق اثر باکتری پروبیوتیکی   .بخشدبهبود می  پروبیوتیکی آنها را

( مورد  Oncorhynchus mykissکمان )آلای رنگینهای ایمنی قزلشده به روش امولسیون داخلی بر روی برخی از شاخص ریزپوشانی 

تعداد   منظور  بدین  قرارگرفت.  قزل  480بررسی  ماهی  بچه  وزنی  قطعه  میانگین  با  تیمار    53/25±82/0آلا  چهار  به    لاکتوباسیلوس گرم 

  لاکتوباسیلوسریزپوشانی شده به روش امولسیون داخلی، آلژینات همراه با کیتوزان بدون حضور لاکتوباسیلوس رامنوسوس،    رامنوسوس

 از شده و پس تغذیه آزمایشی  جیره های با روز 60 به مدت به تنهایی و شاهد بدون افزودنی پروبیوتیکی تقسیم شدند. ماهیان   رامنوسوس

 75 و    60،    30روزهای در ماهیان از شدند. نمونه گیری پروبیوتیک غذادهی  فاقد غذای با  روز 15 به مدت تیمارها آزمایش، دوره اتمام

احیاء  انجام تحقیق و قدرت  آلبومین، گلوبولین  فعالیت کمپلمان، پروتئین کل،  میزان  از جمله لایزوزیم سرم،  ایمنی  فاکتورهای  و برخی 

روز  اندازه در  داخلی  امولسیون  روش  به  شده  ریزپوشانی  تیمار  در  لایزوزیم  فعالیت  میزان  افزایش  از  حاکی  نتایج  شد.    60و    30گیری 

آزمایش در تیمارهای ریزپوشانی شده به    30آزمایش نسبت به سایر تیمارها بود. همچنین بیشترین میزان پروتئین کل و گلوبولین در روز  

آزمایش نیز این مقادیر در تیمارهای مذکور نسبت به تیمار    60روش امولسیون داخلی و آلژینات/کیتوزان نسبت به سایر تیمارها و در روز  

معنی  اختلاف  دارای  پروبیوتیک  p<0.05)  بود دارشاهد  ریزپوشانی  داد  نشان  تحقیق  این  نتایج  روش    رامنوسوس  لاکتوباسیلوس(.  به 

کمان  در مقایسه با تیمار پروبیوتیک بدون ریزپوشانی بوده  آلای رنگینهای ایمنی ماهی قزلامولسیون داخلی  باعث بهبود برخی از شاخص

 تواند  به عنوان یک روش موثر بهبود کارایی پروبیوتیک استفاده شود.و  می 

 
های ایمنی کمان،  شاخص آلای رنگین، آلژینات/کیتوزان، قزلرامنوسوس لاکتوباسیلوسریزپوشانی،  های کلیدی:واژه

 
 hoseiniabdolhamid@gmail.comدار مکاتبات: عهده  *
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 مقدمه 

شرایط          با  سازگاری  و  شناختی  بوم  شرایط  دلیل  به 

قزل سریع،  رشد  و  محیطی  رنگین زیست  کمان  آلای 

گونه  مهمترین  از  است یکی  ایران  در  پرورشی    های 

اهمیت    (. این ماهی از1396  ،)راستیان نسب و همکاران

سیاست در  زیادی  برنامهگذاریبسیار  و  های  ریزیها 

باشد   می  برخوردار  اجرایی  و  و تحقیقاتی  )قربانزاده 

قزل  .(1396نظری،   رنگینماهی  کمان  آلای 

(Oncorhynchus mykiss)    173384با تولیدی به میزان  

می ایفا  کشور  پروتئین  تأمین  در  مهمی  نقش    کند تن 

ایران،   شیلات  آماری  اهمیت    (.1398)سالنامه  بیان  در 

قزل ماهی  پرورش  رنگین جایگاه  این  آلای  ذکر  کمان 

هزار تن تولید این ماهی    848نکته ضروری است که از  

در  دنیا، کشور ما دارای جایگاه نخست تولید این ماهی  

بنابراین توجه به این صنعت از    (.FAO, 2020)  باشدمی

ها ضروری  نظر جلوگیری از شیوع و بروز انواع بیماری

زیرا پرورش آبزیان مستعد شیوع بیماری    رسد.به نظر می

( و  Masoomi Dezfooli et al., 2018بوده  بدلیل ( 

شیوع انواع بیماری های ویروسی و باکتریایی با مشکل  

انواع   از  استفاده  حتی  مواردی  در  است،  شده  مواجه 

 Soltani etروشهای درمانی نیز ثمربخش نبوده است )

al., 2014 مدیریت در  اساسی  روش  عبارتی  به   .)

پیشگیرانه   تدابیر  اتخاذ  بر  بیشتر  باید  آبزیان  بهداشتی 

این   زیرا  ها،  بیماری  درمان  یا  کنترل  تا  باشد  استوار 

صرفه  به  مقرون  اقتصادی  نظر  از  است  راهبرد  تر 

مواد  (.  1388)علیشاهی،   از  استفاده  راستا  همین  در 

ها در آبزی پروری امری متداول  بیوتیک شیمیایی و آنتی

اثرات   است  ممکن  شیمیایی  مواد  چنین  اما  باشد.  می 

جدی زیست محیطی داشته و آنتی بیوتیک ها نیز منجر 

گونه  از  بسیاری  در  مقاومت  گردندبه   Masoomi)  ها 

Dezfooli et al., 2018  .)  آنتی باقیمانده  همچنین 

فرآوردهبیوتیک در  مشکلات  ها  باعث  آبزیان  های 

می نیز  انسان  یعنی  نهایی  کننده  مصرف  در  -بهداشتی 

 (.  Caruso et al., 2013گردد )

آنتی عوارض گرفتن  نظر در با       ها،بیوتیک جانبی 

کنترل دارویی غیر هایرویکرد از استفاده  و برای 

-صنعت آبزی در مدت دراز در هابیماری  از پیشگیری

رویکردهای   سویی، از . باشد مند سود توانندمی پروری

همچنین   و هستند زیست محیط با سازگار دارویی غیر

جمله   از  .باشند مفید نیز انسان سلامتی  برای  توانندمی

 و پیشگیری منظور به که دارویی غیر رویکردهای

-محرک به توانمی شوند،می استفاده ا  کنترل بیماری

 (. Wang et al., 2017) ایمنی اشاره کرد های

بیوتیک         آنتی  منفی  تاثیرات  دلیل  به  و  بنابراین  ها 

مواد شیمیایی بر روی میزبان و محیط، دنیا تمایل دارد تا  

در   منظور  همین  به  دهد.  کاهش  را  آنها  از  استفاده 

از  آبزی استفاده  روی  بر  بیشتر  مدرن  پروری 

استپروبیوتیک شده  تاکید  (.  Silva et al., 2017)  ها 

توجه   مورد  بیشتر  گذشته  سال  چند  در  حل  راه  این 

است   قرارگرفته  ماهی  دهندگان  پرورش  و  پژوهشگران 

(Hoseinifar et al., 2015محرک از  استفاده  های  (. 

پروبیوتیک  مانند  امیدوار  ایمنی  روش  یک  عنوان  به  ها 

محسوب   بیماری  کنترل  و  پیشگیری  فرآیند  در  کننده 

تواند به حفظ شرایط بهینه ماهی کمک  می شود، که می

به   نیز  را  سود  افزایش  و  بیشتر  تولید  حالیکه  در  کرده 

(. از طرف دیگر  Bahi et al., 2017)  دنبال داشته باشد

 فنون کارگیری به نیازمند پروری آبزی پایدار توسعه

به   از استفاده مانند جدیدی پروبیوتیکها جهت دستیابی 

اهدافی نظیر بهینه سازی فاکتورهای فیزیکی و شیمیایی  
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-آب محیط پرورش آبزیان و ارتقاء عملکرد آبزیان می 

 (. 1397باشد )محمودی کیا و ایمانی، 

سرعت  پروبیوتیک       افزایش  باعث  موثر  طور  به  ها 

رشد، ایمنی و بهبود سلامت عمومی و میزان بقای گونه  

می آبزی   ,Hadi et al., 2014; Hai) گردندهای 

2015; Naseri et al., 2013; Pourgholam et al., 

از  2017 را  کار  این  که  ترکیبات  (.  نظیر  موادی  طریق 

های   مکان  و  شیمیایی  مواد  سر  بر  رقابت  بازدارنده، 

دهند  اتصال و تحریک و تقویت سیستم ایمنی انجام می

(Andani et al., 2012  .)  مصرف به  تمایل  امروزه 

است   افزایش  حال  در  ها  پروبیوتیک  نظیر  ترکیباتی 

(Ringo et al., 2014  و پربازده  تولیدی  بتوان  تا   ،)

پایدارتر با استفاده از مواد طبیعی و بدون استفاده از مواد  

 (. Liu et al., 2013شیمیایی عرضه نمود )

-ها گرچه در محیط اثربخشی استفاده از پروبیوتیک     

مواد   موثر  انتقال  اما  است،  رسیده  اثبات  به  کشت  های 

است چالش  یک  همچنان  زیستی   Masoomi)  فعال 

Dezfooli et al., 2018  بنابراین حفظ  (.  منظور  به 

و  پروبیوتیک سازی  ذخیره  سازی،  آماده  مراحل  در  ها 

می نحو  مصرف،  به  آنها  انتقال  و  سازی  آماده  بایست 

(. زیرا آنها Chavarri et al., 2012مناسبی انجام گیرد )

بالا،   دمای  نظیر  مختلف  شرایط  به  حساسیت  دلیل  به 

دستگاه   در  موجود  صفراوی  نمکهای  اسیدی،  شرایط 

آنتی مضر  مواد  باکتریوفاژها،  به  گوارش،  نیاز  بیوتیکی 

روشهایی برای افزایش قابلیت زیستی دارند تا بتوانند به  

خصوصیات   با  عمدتاً  پوششی  توسط  کافی  تعداد 

آنجا   در  و  یابند  راه  روده  محیط  به  هیدروکلوییدی 

کنند ایفا  را  خود  سودمند   ,.Tripathi et al)  اثرات 

در  (.  2014 پروبیوتیک  محافظت  مختلف  روشهای 

است   شده  گزارش  گوارشی  نامناسب  شرایط 

(Masoomi Dezfooli et al., 2018  .)  به ریزپوشانی، 

 طور موفقیت آمیزی برای حفاظت سلولهای پروبیوتیک 

( بوده  مؤثر  شده  ذکر  شرایط   ,.Tripathi et alدر 

تکنیک 2014 بهترین  از  یکی  عنوان  به  و  جهت  (  ها 

نامساعد  شرایط  برابر  در  ها  پروبیوتیک  از  حفاظت 

می مطرح  )محیطی  (.  Dong et al., 2013باشد 

پروبیوتیک مورد  در  که  ریزپوشانی  است  فرآیندی  ها 

پروبیوتیک آن  با  توسط  عمدتاً  پوششی  توسط  ها 

شوند که  خصوصیات هیدروکلوییدی به دام انداخته می

پروبیوتیک  نتیجه  تا  در  محیطی  نامساعد  شرایط  از  ها 

می  داشته  نگه  دور  برسند  روده  به  که  این  زمانی  شوند. 

پروبیوتیک  از  مثل  عمل  برابر شرایطی  پایین،    pHها در 

نمک بالا،  شوکاسیدیته  صفراوی،  گرمایی،  های  های 

کند.  بیوتیکی محافظت می باکتریوفاژها، مواد مضر آنتی

تواند باعث افزایش پایداری و توزیع متوازن  همچنین می

پوشش  پروبیوتیک برای  مختلفی  ترکیبات  از  شود.  ها 

میپروبیوتیک استفاده  رایج ها  که  آن شود  ها  ترین 

آلژینات از:  کاراجینان،  عبارتند  ژلان،  گزانتان،  ها، 

این پوشش ها تحت شرایط    ژلاتین، سلولز، کیتوزان،...

را  ویژه خود  محتویات   ... و  فشار  اچ،  پی  دما،  مثل  ای 

می )رها   ;Rokka & Rantamaki, 2010کنند 

Mortazavian et al, 2007 .) Lukman  همکاران و 

( به بررسی کاربرد پروبیوتیک ریزپوشانی شده با  2015)

همچنین   NP5 باسیلوس و  الیگوساکارید  پربیوتیک  و 

با   نیل  تیلاپیای  مواجهه  در  آنها  بیوتیک  سین  اثرات 

پرداختند استرپتوکوکوزیس  یک   .بیماری  همچنین 

قزل در  شده  انجام  باکتریایی  رنگینچالش  کمان  آلای 

ریز پروبیوتیک  با  که  تغذیه شده  داد  نشان  پوشانی شده 

با   شده  تغذیه  ماهیان  در  تجمعی  میر  و  مرگ  درصد 

از   بعد  شده  ریزپوشانی  از    28پروبیوتیک  کمتر  روز 
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باشد می  کنترل  در (Ghosh et al., 2016)  گروه   .

( حسینی  استفاده1396مطالعه   پروبیوتیک از ( 

داری طور به شده ریزپوشانی  بهبود سبب  معنی 

فعالیت   شاخصهای  از  اعم  غیراختصاصی  ایمنی 

و  سرم  کشی  باکتری  قدرت  لایزوزیم،  کمپلمان، 

به   نسبت  شده  ریزپوشانی  تیمارهای  در  ایمنوگلوبین 

 تیمار شاهد گردید. 

از        بهینه  استفاده  اهمیت  به  توجه  با  بنابراین 

با هدف  پروبیوتیک ها در آبزی پروری، تحقیق حاضر 

پروبیوتیک   ریزپوشانی  اثر    لاکتوباسیلوس ارزیابی 

با ریزذرات آلژینات/کیتوزان بر شاخصهای    رامنوسوس

 کمان انجام گرفت. آلای رنگین ایمنی ماهی قزل

 

 ها مواد و روش 
 تهیه باکتری پروبیوتیک 

پروبیوتیک          باکتری  از  تحقیق  این  در 

جداسازی شده از روده ماهی    لاکتوباسیلوس رامنوسوس

( استفادهBarbus grypusشیربت  باکتری (  این  گردید. 

ژن   از  استفاده  و   16S rRNAبا  محمدیان  توسط 

( توالی  1392همکاران  با  و  شد  شناسایی  و  ( جداسازی 

یابی ژن مورد نظر تشخیص جنس و گونه باکتری تایید  

در   موردنظر  باکتری  کشت  میلی  20گردید.  محیط  لیتر 

MRS    48گراد به مدت  درجه سانتی  37آگار در دمای 

هوازی کشت اولیه گردید. سپس با  ساعت در شرایط بی 

رشد کلونی های باکتریایی تک، یک کلونی خالص به  

ساعت در دمای   48به مدت MRS Broth محیط کشت  

سانتی  37 در  گدرجه  و  هوازی  بی  شرایط  در  و  راد 

انکوباتور کشت داده شد. پس از رشد، نمونه ها با سرم 

دور   با  و  داده شده  شستشو  استریل     1500فیزیولوژی 

rpm    مدت سانتریفیوژ شد. رسوب حاصله    15به  دقیقه 

سوسپانسیون   صورت  به  استریل  فیزیولوژی  سرم  در 

غلظت   با  فارلند  استاندارد مک  اساس  بر  و    910درآمد 

 لیتر تنظیم شدند.باکتری زنده در هر میلی 4/2 ×

 

امولسیون داخلی ) به روش   Internalریزپوشانی 

emulsification :)   

 5ابتدا      (2013و همکاران )  Huiyiبر اساس روش         

به    کلسیم  کربنات  پودر  مقطر میلی  100گرم  آب  لیتر 

لیتر  میلی  7دقیقه سونیکه شد. مقدار    15اضافه و به مدت  

به   کلسیم  کربنات  محلول  میلی  110سوسپانسیون  لیتر 

دور    2آلژینات   با  مغناطیسی  زن  هم  دستگاه  روی  بر   %

200  rpm    مدت به  و  اضافه  گردش  حال  دقیقه    30در 

گردید.   با  میلی  100هموژن  حاصل  محلول  از    50لیتر 

غلظتمیلی با  میکروبی  سوسپانسیون    1×1010  لیتر 

 rpm  350  دقیقه با همزن با دور    15و به مدت  مخلوط  

مقدار   بشر دیگر  روغن    لیترمیلی  70هموژن گردید. در 

با   ب  80اسپن    گرم  1زیتون  و  با    5ه مدت  مخلوط  دقیقه 

با    rpm  100  دور حاصل  محلول  سپس  شد،  زده  هم 

مدت   به  و  مخلوط  بالا  همزن    15محلول  با  دقیقه 

هموژن گردید.   زیتون    لیترمیلی  20آزمایشگاهی  روغن 

اسید استیک با هم مخلوط و قطره قطره به    لیترمیلی  1و  

که   نحوی  به  گردید.  اضافه  فوق  حدود    pHمحلول  به 

سپس    5/3 دور  30رسید.  با  زده    rpm  200  دقیقه  هم 

بافر   از  استفاده  با  روغن،  جداسازی  جهت  سپس  شد. 

  rpm  100  دقیقه با دور   5فسفات محلول حاصل به مدت  

میزان   نهایی  مرحله  در    لیتر میلی  30سانتریفیوژگردید. 

کیتوزان   استیک    %4محلول  اسید  مدت    %1در    30به 

دور   با  قطره  قطره  اضافه  به    rpm  800دقیقه  محلول 

ساعت در حال    1گردید. سپس محلول حاصل به مدت  

شود. زده  هم  تا  شد  گذاشته  در   چرخش  محصول 
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به    گرادسانتی  درجه  4یخچال   نمودن  مخلوط  زمان  تا 

 خوراک نگهداری گردید.

 

 محل انجام آزمایش

ماهیان         پرورش  با  ماه  سه  مدت  به  تحقیق  این 

اصلاح   و  ژنتیک  تحقیقات  مرکز  در  مختلف  تیمارهای 

در   یاسوج  مطهری  شهید  سردآبی  ماهیان  عدد    12نژاد 

لیتر همراه با شرایط   2000مخزن فایبرگلاس با گنجایش 

محیطی کنترل شده و یکسان انجام پذیرفت. تأمین آب  

دمای   میانگین  با  چشمه  طریق  درجه    5/11  ±  7/0از 

اکسیژن  سانتی سختی  میلی  7  ±4/0گراد،  لیتر،  در  گرم 

لیتر و  میزان  میلی  22±250 با       pHگرم در    ± 2/0برابر 

صورت    8/7 به  آب(  )جریان  مخازن  آب  تعویض  و 

 . ثقلی انجام شد

 

 تیماربندی ماهیان

قطعه بچه ماااهی بااا میااانگین   480کار تعداد  برای این      

میااانگین( از  ±گاارم )انحااراف معیااار 53/25±/82وزناای 

مزرعه پرورشی واقع در شهرستان بویراحمد تهیااه و بعااد 

بی شااهید آاز انتقااال بااه مرکااز تحقیقااات ماهیااان ساارد

هفتااه آداپتاساایون ماهیااان بااا شاارایط   2مطهری به ماادت  

 4جدید انجام گرفاات. ماهیااان بااه صااورت تصااادفی بااه  

 گروه در سه تکرار تقسیم، و به شرح زیر پرورش یافتنااد

لاکتوباساایلوس   (. جهت آماده سااازی باااکتری1)جدول

هااا بااه غااذای ماهیااان از روش و افاازودن آن رامنوسااوس

  Vineو ( 2004و همکاااران )  Planasتوساطتوصیه شده 

( اسااتفاده گردیااد. بااه ایاان منظااور 2006و همکاااران )

لاکتوباسیلوس رامنوسوس در محاایط آبگوشاات   باکتری

شااد. پااس از رشااد، هااوازی کشاات داده در شاارایط بی

ها با سااانتریفوژ جداسااازی و شستشااو شااده و بااه باکتری

(   4/2×  810)  8های اسااتاندارد مااک فارلنااد  کمک لولااه

ها، از آنها باارای تنظیم گردید. بعد از ریزپوشانی باکتری

هااا باکتری در گرم خوراک ماااهی  5×  710ایجاد غلظت  

 لاکتوباساایلوس رامنوسااوساستفاده شد. در ایاان مرحلااه  

شده به روش امولساایون داخلاای، آلژینااات و   ریزپوشانی

کیتوزان، باکتری به تنهایی و سرم فیزیولااوژی بااه عنااوان 

باار روی غااذای محاساابه شااده   تیمارهای مورد آزمااایش 

برای هر تیمار )بر اساااس وزن، درجااه حاارارت( اسااپری 

 گردیدند.

 : تیمارهای آزمایشی 1جدول 

 تعداد ماهی  نوع غذا تیمار

 قطعه )در سه تکرار( 120 همراه با لاکتوباسیلوس رامنوسوس ریزپوشانی شده به روش امولسیون داخلی 1

 قطعه )در سه تکرار( 120 آلژینات / کیتوزان بدون حضور لاکتوباسیلوس رامنوسوس  2

 قطعه )در سه تکرار( 120 همراه با لاکتوباسیلوس رامنوسوس به تنهایی   3

 قطعه )در سه تکرار(120 بدون مکمل پروبیوتیکی  شاهد 
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تغذیه ماهیان براساس بیوماس و درجه حاارارت آب        

روز   60و طبق توصیه کارخانه سازنده خوراک به مدت  

(. جهاات بررساای ماناادگاری 2)جاادول    صورت گرفاات

باااکتری و تااأثیر آن روی سیسااتم ایمناای باادن میزبااان، 

غذادهی نیمی از هر گروه از ماهیان، بااه منظااور بررساای 

های ریز پوشانی ارزیابی مدت ماندگاری اثر پروبیوتیک

ی باادون )پایااان دوره( بااا جیااره  75تااا  60شااده، از روز 

گیااری در مکماال پروبیااوتیکی ادامااه پیاادا کاارد. نمونااه

انجام گرفت. بعد از خونگیری از   75و    60،  30روزهای  

دقیقااه   10ها، پلاسمای خون با سانتریفیوژ به ماادت  ماهی

 دور انجام شد. 3000در  

 
 بیضاء  21آنالیز ترکیبات جیره مورد استفاده در آزمایش، تهیه شده از شرکت  -2جدول

 

 

درون تأثیر  )ارزیابی  ریزپوشانی    (In vivoتنی 

سیستم   رامنوسوس  لاکتوباسیلوس  پروبیوتیک  بر 

 ایمنی 

به منظور ارزیابی اثر پروبیوتیک ریزپوشانی شده بر        

تنفسی   انفجار  سرم،  لیزوزیم  میزان  کمپلمان،  سیستم 

(NBT  میزان پروتئین کل و گلوبولین سرم از تعداد ،)4  

روز    60و    30قطعه ماهی از هر تکرار در روزهای صفر،  

پروبیوتیک و روز   با  تغذیه  از  از    15)  75پس  روز پس 

پروبیوتیک( خون و جداسازی سرم قطع مصرف  گیری 

دمای    صورت در  ذیل  آزمایشات  و جهت   -80گرفت 

 گراد نگهداری گردید. درجه سانتی

  

 اندازه گیری میزان فعالیت کمپلمان سرم 

اندازه      آزمایش  جهت  از  کمپلمان  فعالیت  گیری 

استفاده آگارز  ژل  در   ,Brata et al) گردیدهمولیز 

این 1993 برای  ابتدا آگارز  (.  فسفات    %5/1کار  بافر  در 

(2/7=pH    و  میلی  5/0حاوی منیزیم  کلرید   5/1مول 

تهیهمیلی کلسیم(  کلرید  مقدار   مول  گلبول    1×810و 

بافر فسفات در دمای   با  -55قرمز خرگوش شسته شده 

آگارز    گرادسانتی  50 مخلوط  شد.  اضافه  آگارز  به 

ها توزیع و  های قرمز خرگوش داخل پلیتحاوی گلبول

یخچال  پلیت در  شب  یک  مدت  به  درجه    4ها 

قطر  سانتی به  حفرات  سپس  و  شدند  داده  قرار    3گراد 

فاصله  میلی با  و  و  سانتی  2متر  ایجاد  از هم در آگار  متر 

میزان   گوده  هر  ریخته    20در  نمونه  سرم  از  میکرولیتر 

پلیت دمای  شد.  و  مرطوب  محیط  در  درجه    25ها 

ساعت انکوبه شده و پس از آن    48گراد به مدت  سانتی

گیری  کش مخصوص اندازهقطر هاله لیز گلبولی با خط

 شد.

 

 گیری لایزوزیم سرماندازه 

اندازه        لایزوزیم  برای  فعالیت  میزان  گیری 

کدورت  روش  از  شده  سنجی  سرم  توصیه 

و  Ellis   (1990توسط    ) Nayak (2010  ،)

این استفاده  برای  تدا  گردید.  ب ا در    15کار 

با   سرم  یتر  از    135میکرول یتر  میکرول

اندازه   نوع جیره

(mm ) 

 فسفر 

 )حداقل(

 رطوبت 

 )حداکثر(

انرژی 

(Kcal/kg ) 

فیبر خام 

 )حداکثر(

چربی  

 خام 

پروتئین  

 خام 

Ex-TG2 4/3-2/3 8/0 10% 4300 %2/2 %5/14 44% 
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میلی میلی   0/ 2سوسپانسیون   در  یتر  گرم  ل

یزوداکتیکوس باکتری   ل   میکروکوکوس 

افر   ب در  سیترات    0/ 02)سیگما(  سدیم  مولار 

 (8 /5 =pH گوده در  تخت  (  میکروپلیت  های 

در   اتاق  دمای  در  آن  نوری  جذب  و  مخلوط 

و  زمان  صفر  مخلوط   6های  از  بعد  سازی  دقیقه 

موج   طول  اندازه   450در  شد  نانومتر  گیری 

 (Nayak, 2010 .) 

 

و   پلاسما  گلوبولین  کل،  پروتئین  گیری  اندازه 

 غلظت ایمنوگلوبولین تام

شرح        روش  براساس  کل  ایمنوگلوبولین  غلظت 

توسط   شده  اندازهNayak   (2010داده  شد.  (  گیری 

با   پلاسما  آلبومین  و  تام  پروتئین  ابتدا  منظور  بدین 

دستگاه   و  آزمون  پارس  شرکت  کیت  از  استفاده 

مدل   اتریش    Eurolyserاتوآنالایزر  کشور  ساخت 

تام  اندازه ایمونوگلوبولین  میزان  سپس  گردید.  گیری 

پلاسما   تام  پروتئین  از  آلبومین  میزان  تفریق  از  سرم 

 محاسبه شد. 

 

احیاء  اندازه   NBT  (Nitro Blueگیری 

Tetrazollium):   

احیاء        ارزیابی  از  میلی  1/0مقدار    NBTبرای  لیتر 

های میکروپلیت تخت قرار  خون هپارینه در داخل گوده

به آن    NBTدرصد    2/0لیتر نیز محلول  میلی   1/0داده  و  

مدت   به  پلیت  گردید.  دمای    30اضافه  در  دقیقه 

لیتر از مخلوط  میلی  1/0آزمایشگاه انکوبه شده و سپس  

حاوی   آزمایش  لوله  یک  به  و  برداشت،    2حاصل 

لیتر دی متیل فرمامید اضافه گردید. سپس از نمونه  میلی

موج   در طول  رویی  مایع  نوری   620سانتریفوژ، جذب 

 (. Secombes, 1998گیری شد )نانومتر اندازه

 

 تجزیه و تحلیل آماری 

داده         تحلیل  و  تجزیه  از  جهت  واریانس    آزمونها 

دار بودن تفاوت میانگین  برای بررسی معنی  ویک طرفه  

شد استفاده  دانکن  آزمون  از  همچنین  (>05/0p)  ها   .

انجام گرفت.    Excelافزار  ترسیم نمودارها در فضای نرم

مورد مقایسه و تجزیه     SPSSدر پایان نتایج با نرم افزار  

 و تحلیل قرارگرفت. 

 

 نتایج  

تجزیه      دادهو بررسی  آماری  که  تحلیل  داد  نشان  ها 

خون   گلبول قرمزتعداد   تیمارهای آزمایشی بر شاخص 

معنی )تأثیر  داشت  طوری>05/0pداری  به  میزان  (.  که، 

قرمز دو   گلبول  ملاس  با  شده  تغذیه  تیمار  در  خون 

با   مواجهه  در  که  ملاس  حاوی  تیمارهای  در  و  درصد 

داری افزایش  طور معنینانو تیتانیوم قرار گرفته بودند، به 

میزان   قرمزیافت.  با  گلبول  شده  تغذیه  تیمار  در  خون 

اثر   نیز  تیتانیوم  نانو  تیمار  نیم و یک درصد و در  ملاس 

دار نبود )شکل  ولی با گروه شاهد معنی  ،افزایشی داشت 

1 .) 

در        مختلف  روزهای  در  کمپلمان  فعالیت  میزان 

نداد   نشان  را  داری  معنی  اختلاف  آزمایشی  تیمارهای 

(05/0p>  فعالیت میزان  در  نسبی  افزایش  چند  هر   ،)

به روش    60کمپلمان در روز   در تیمار ریزپوشانی شده 

مشاهده گردید   تیمارها  سایر  به  نسبت  داخلی  امولسیون 

 (. 3)جدول  که این افزایش معنی دار نبود

در تیمار ریزپوشانی    30میزان توتال پروتئین در روز        

به   نسبت  داری  معنی  افزایش  امولسیون  روش  به  شده 
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داد نشان  تیمارها     60(. همچنین در روز  >05/0p)  سایر 

تیمار   در  میزان  معنی  2و    1این  طور  از  به  بیشتر  داری 

رغم افزایش  نیز علی  3(. تیمار  >05/0p)  تیمار شاهد بود

 . ( <05/0p) نسبی، از نظر آماری معنی دار نبود

روز         در  آزمایشی  های  جیره  از  تغذیه  میزان    30با 

تیمارهای   در  سرم  داری    2و    1گلوبولین  معنی  طور  به 

نیز میزان گلوبولین    60بیشتر از سایر تیمارها بود. در روز  

تیمارهای   معنی  2و    1در  طور  تیمار  به  از  بیشتر  داری 

(. همچنین تیمارهای مذکور به طور  >05/0pشاهد بود )

تیمار   به  نسبت  بیشتری  گلوبولین  میزان  دارای   3نسبی 

بین   در  احیاء  قدرت  و  آلبومین  میزان  دادند.  نشان 

معنی اختلاف  آزمایشی  نداد تیمارهای  نشان  را    داری 

 (. 3)جدول 

 

 آزمایش  75و  60، 30های ایمنی در بین تیمارهای آزمایشی در روزهای صفر، مقایسه شاخص :3جدول 

 75روز  60روز  30روز  روز صفر تیمار شاخص 

 a19/1±50/5 a75/1±66/5 a25/2±66/5 a64/1±50/5 )امولسیون داخلی(  T1 کمپلمان

T2  )آلژینات/کیتوزان( a19/1±50/5 a94/1±16/5 a83/1±16/5 a16/2±33/5 

T3 )باکتری بدون پوشش( a19/1±50/5 a35/1±08/5 a16/2±33/5 a87/1±50/5 

T4  )شاهد( a19/1±50/5 a25/1±33/5 a78/1±00/5 a94/1±83/5 

توتال 

 پروتئین 

T1  )امولسیون داخلی( a43/0±22/5 a57/0±90/5 ab24/0±70/5 a62/0±57/5 

T2  )آلژینات/کیتوزان( a43/0±22/5 a36/0±96/5 a38/0±96/5 a86/0±71/5 

T3 )باکتری بدون پوشش( a43/0±22/5 b63/0±15/5 bc29/0±19/5 a44/0±30/5 

T4  )شاهد( a43/0±22/5 b28/0±20/5 c36/0±03/5 a57/0±31/5 

 a26/0±69/2 a65/0±83/2 a33/0±71/2 a60/0±80/2 )امولسیون داخلی(  T1 آلبومین

T2  )آلژینات/کیتوزان( a26/0±69/2 a58/0±80/2 a42/0±82/2 a48/0±80/2 

T3 )باکتری بدون پوشش( a26/0±69/2 a43/0±85/2 a22/0±74/2 a58/0±83/2 

T4  )شاهد( a26/0±69/2 a51/0±80/2 a61/0±77/2 a37/0±71/2 

 a34/0±52/2 a37/0 ± 06/3 a44/0±99/2 a33/0±77/2 )امولسیون داخلی(  T1 گلوبولین 

 T2  )آلژینات/کیتوزان( a34/0±52/2 a5/0± 16/3 a38/0±14/3 a43/0±91/2 

 T3 )باکتری بدون پوشش( a34/0±52/2 b44/0 ±30/2 ab22/0±45/2 a49/0±46/2 

 T4  )شاهد( a34/0±52/2 b44/0± 39/2 b90/0±26/2 a42/0±60/2 

NBT T1  )امولسیون داخلی( a09/0±44/0 a09/0 ± 54/0 a13/0±53/0 a12/0±53/0 

 T2  )آلژینات/کیتوزان( a09/0±44/0 a11/0 ± 52/0 a08/0±44/0 a15/0±49/0 

 T3 )باکتری بدون پوشش( a09/0±44/0 a1/0 ± 43/0 a07/0±44/0 a08/0±43/0 

 T4  )شاهد( a09/0±44/0 a06/0 ± 54/0 a06/0±44/0 a11/0±48/0 
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آزمایش   30میزان فعالیت لایزوزیم پلاسما در روز        

تیمار   داری  1در  معنی  طور  بیشتری    به  فعالیت 

داد 54/3±16/33) نشان  تیمارها  سایر  به  نسبت   )  

(05/0p>).    این در حالی است که فعالیت لایزوزیم در

معنی تفاوت  تیمارها  همچنین  سایر  نداشت.  هم  با  داری 

نیز به طور نسبی دارای فعالیت لایزوزیم بیشتری    2تیمار  

تیمارهای  83/5±30) به  نسبت  و  36/4±66/25)  3(   )4 

روز  بود(  83/6±5/26) در  جیره  60.  از  های  تغذیه 

آزمایشی نیز میزان لایزوزیم در تیمار ریزپوشانی شده به  

معنی طور  به  داخلی  امولسیون  داری  روش 

با    .( <05/0p)  بود( بیشتر از سایر تیمارها  75/0±16/33)

جیره جیره  قطع  از  استفاده  و  آزمایشی  معمول،  های  ای 

روز   معنی  75در  تیمارهای  اختلاف  دربین  داری 

 (.1 شکل ) آزمایشی مشاهده نگردید

 

 
  : میزان فعالیت لایزوزیم سرم در تیمارهای آزمایشی در روزهای مختلف1 شکل

 

 بحث

 در آبزیان در پروبیوتیک  های باکتری از استفاده    

 هاپروبیوتیک روزافزون اهمیت  .باشدمی افزایش  حال

این  اندک مانیزنده قابلیت و طرف یک از

 گوارش دستگاه از عبور حین  در  هامیکروارگانیسم 

و pH دلیل  به عمدتاً  از صفراوی هاینمک پایین 

 به دنبال همیشه پژوهشگران تا  شده باعث دیگر، طرف

 هامیکروارگانیسم این  ماندگاری  افزایش  برای هایی راه

 هنوز این حال (. با1398)محمدیان و همکاران،    باشند

 منظور به باشد.می مورد این در زیادی تحقیقات به نیاز

 در لاکتوباسیلوس رامنوسوس باکتری مانیافزایش زنده

رنگین قزل روده و معده شرایط این آلای   کمان، 

امولسیون   یلهوس به باکتری روش  به  آلژینات/کیتوزان 

از   داخلی برخی  روی  بر  آن  اثر  و  شده  ریزپوشانی 

 های ایمنی مورد بررسی قرارگرفت. شاخص

پروبیوتیک          تجویز  داد  نشان  تحقیق  این  نتایج 

دارای   داخلی  امولسیون  روش  به  شده  ریزپوشانی 

های ایمنی  داری بر روی برخی از شاخصتاثیرات معنی

قزل رنگین ماهی  تیمارها  آلای  سایر  با  مقایسه  در  کمان 

 . بود
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های دفاعی مهم  لایزوزیم به عنوان یکی از مولکول       

دارای   بنابراین  و  بوده  ذاتی  ایمنی  سیستم  در  ماهیان 

 ,.Mohammadian et al)  باشدکشی میفعالیت باکتری

به  2019 مربوط  آنزیم  این  ضدباکتریایی  فعالیت   .)

استیل    -Nاستیل گلوکز آمین و    -Nهیدرولیز پیوندهای  

می اسید  )مورامیک  (.  Tukmechi et al., 2007باشد 

فعالیت لایزوزیم بوسیله وضعیت ایمنی ماهی تحت تاثیر  

می با  Mohammadian et al., 2019)  گیردقرار   .)

توجه به اینکه مقادیر این آنزیم در سرم خون، منعکس  

-باشد، بنابراین میهای فاگوسیت کننده میکننده سلول 

توان تقویت سیستم ایمنی در ماهیان را در نتیجه افزایش  

خوش قلب و همکاران،  بهروز  این آنزیم انتظار داشت )

(. نتایج این تحقیق افزایش میزان فعالیت لایزوزیم  1392

ب شده  ریزپوشانی  تیمار  در  داخلی  را  امولسیون  روش  ه 

روز   نشان    60و    30در  تیمارها  سایر  به  نسبت  آزمایش 

میزان   افزایش  زیادی  مطالعات  نتایج،  این  با  مشابه  داد. 

پروبیوتیک   از  استفاده  علت  به  را  لایزوزیم  فعالیت 

گزارش   ماهی  مختلف  های  گونه  در  شده  ریزپوشانی 

 (. Gupta et al., 2014) نموده اند

فعالیت         میزان  گیری  اندازه  لایزوزیم  بر  علاوه 

می   نشان  را  ماهی  ایمنی  سیستم  تغییرات  نیز  کمپلمان 

ایمنی   در  اساسی  نقش  کمپلمان  سیستم  دهد. 

غیراختصاصی داشته و در فاگوسیتوز، کموتاکسی و لیز  

کمپلمان   فعالیت  افزایش  اصولاً  دارد.  دخالت  سلولی 

موجب افزایش فعالیت فاگوسیتوزی شده و نقش مهمی  

دارد  ها  لوکوسیت  تنفسی  انفجار   ,.Misra et al)  در 

2006 .) 

هرچند در این مطالعه از لحاظ عددی و مقدار شاهد         

بیشترین میزان فعالیت کمپلمان در تیمار ریزپوشانی شده  

آزمون   اساس  بر  ولی  بودیم  داخلی  امولسیون  روش  به 

سایر  به  نسبت  افزایش  این  یکطرفه  واریانس  تجزیه 

دلیل   به  تواند  می  افزایش  این  نبود.  دار  معنی  تیمارها 

پروبیوتیک  گیرندهتوانایی  بیان  تحریک  در  های  ها 

باشد مطالعه Pirarat et al., 2015)  کمپلمان  در   .)

Mohammadian  ( همکاران  میزان 2019و  بیشترین   )

روز   در  کمپلمان  تغذیه    66فعالیت  تیمار  در  آزمایش 

با   مطالعه مشاهده  L. bulgaricusشده  در  گردید. 

Pourgholam    همکاران فعال(  2017) و  یت میزان 

( سیبری  ماهی  تاس  سرم  (  baerii Acipenserکمپلمان 

جیره باکتری  در  متفاوت  مقادیر  حاوی   .Lهای 

plantarum    شاهد تیمار  از  بالاتر  داری  معنی  طور  به 

تاکنون   که  مطالعاتی  نتایج  کلی  بطور  گردید.  گزارش 

-انجام شده به صراحت نشان داده که استفاده از مکمل

تغذیه پروبیوتیک های  مانند  بر  ای  ماهیان  جیره  در  ها 

می تاثیرگذار  کمپلمان  سیستم   ,.Ai et al)  باشدروی 

مطالعه  2011 در  مثال  عنوان  به   .)Sun    همکاران و 

( بیان شد که سیستم کمپلمان ماهی هامور تحت  2011)

پروبیوتیک   E. faeciumو    L. lactisهای  تاثیر 

است. اختلاف در نتایج مطالعه  قرارگرفته و افزایش یافته

نوع   از  ناشی  احتمالاً  پیشین  مطالعات  با  حاضر 

پروبیوتیک مصرفی، سطح بکارگیری و نوع گونه ماهی  

)می ثابت  Hoseinifar et al., 2017باشد  همچنین   .)

ها بر روی فعالیت  است که اثر برخی از پروبیوتیکشده

زمان   مدت  به  زیادی  حد  تا  ماهی  کمپلمان  سیستم 

(. پس Sun et al., 2011استفاده از جیره وابسته است )

ها پروبیوتیک  تاثیر  مطالعه  در  که  عواملی  از  بر    یکی 

می ایمنی  سیستم  قرارگیرد روی  توجه  مورد  بایست 

 باشد.  رابطه تعاملی بین جیره و مدت زمان اجرا می

مطالعه          )  Andaniدر  همکاران  فعالیت  2012و   )

روز    30کمپلمان ماهی قزل آلای رنگین کمان در طی  
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نداد.    L. plantarumتغذیه   نشان  داری  معنی  افزایش 

Merrifield  ( با بررسی  2010و همکاران )E. faecium  

معنی   افزایش  آلا  قزل  ماهی  در  خوراکی  صورت  به 

و   Sunهفته تغذیه گزارش نکردند.    10داری را در طی  

( کاهش در میزان فعالیت کمپلمان سرم 2010همکاران )

با جیره های حاوی    60بعد از   و    B. clausiiروز تغذیه 

B. pumilus  .را نسبت به گروه کنترل مشاهده نمودند 

شاخصی   عنوان  به  سرم  های  پروتئین  سطح  افزایش 

ایمنی  دفاع  و  سلامت  وضعیت  بررسی  جهت  مناسب 

پلاسما   در  پروتئین  فراوانترین  باشد.  می  مطرح  ماهی 

می گلوبولین  و  آلبومین  اندازهشامل  میزان  باشند.  گیری 

پروتئین کل، آلبومین و گلوبولین سرم خون ماهیان می  

تواند به عنوان شاخصی جهت ارزیابی وضعیت سلامت  

پاسخ قرارگیردو  استفاده  مورد  ایمنی  )علیزاده    های 

بین  1396رودپشتی و همکاران،   (. میزان این عوامل در 

مختلف،  گونه محیطی  شرایط  در  و  ماهی  مختلف  های 

می می1396)حسینی،    باشد متفاوت  و  باعث  (  تواند 

پاسخ روی  بر  مثبتی  اثرات  خون  ایجاد  سرم  ایمنی  های 

مطالعه  1400)اکبری و همکاران،    ماهیان گردد  نتایج   .)

در   گلوبولین  و  کل  پروتئین  میزان  که  داد  نشان  حاضر 

آزمایش در تیمارهای ریزپوشانی شده به روش    30روز  

سایر   به  نسبت  کیتوزان   / آلژینات  و  داخلی  امولسیون 

 60. همچنین در روز  بوددار  تیمارها دارای افزایش معنی

مذکور   تیمارهای  در  کل  پروتئین  میزان  نیز  آزمایش 

د. میزان  بودار  نسبت به تیمار شاهد دارای اختلاف معنی

آلژینات/   و  شده  ریزپوشانی  تیمارهای  در  گلوبولین 

معنیک اختلاف  دارای  شاهد  یتوزان  تیمار  به  نسبت  دار 

در صورتی که نسبت به تیمار تغذیه شده با باکتری    ،بود

معنی اختلاف  تنهایی  نتایج به  ندادند.  نشان  را  داری 

نتایج   با  مشابه  آمده  همکاران    Corderoبدست  و 

باکتری ریزپوشانی  2015) اثرات  باشد که طی آن  ( می 

شانک    Shewanella putrefaciensشده   ماهی  در  را 

Sparus aurata    مورد بررسی قرار داده و بیان نمود که

. همچنین  بودمیزان ایمونوگلوبولین بالاتر از تیمار کنترل  

Jafarzadeh   ( همکاران  میزان 2015و  افزایش   )

بیوتیک   سین  اثرات  بررسی  در  را  سرم  ایمونوگلوبولین 

Biomin IMBO    روسی ماهی  تاس  روی  بر 

(gueldenstaedtii Acipenser )   در نمودند.  گزارش 

پروبیوتیک   تاثیر  دیگری  بر    L. acidophilusمطالعه 

شاخص از  برخی  ماهی  روی  گربه  ایمنی  و  خونی  های 

( قرار  batrachus lariasCآفریقایی  بررسی  مورد   )

میزان گلوبولین در طی دوره آزمایش   افزایش  و  گرفته 

 ,.Al‐Dohail et al)  نسبت به گروه کنترل بدست آمد

2009) . 

می        آمده  بدست  های  یافته  نتیجه    توانبراساس 

شده   ریزپوشانی  پروبیوتیک  افزودن  که   .Lگرفت 

rhamnosus    به روش امولسیون داخلی در جیره غذایی

بهبود   سبب  تواند  می  کمان  رنگین  آلای  قزل  ماهی 

های ایمنی این ماهی گردد. و افزایش در  برخی از پاسخ 

پروتئین   توتال  لایزوزیم،  مانند  ایمنی  پارامترهای  برخی 

که   بوده  ماهی  سلامت  وضعیت  نشاندهنده  گلوبولین  و 

ماهیان قزل  می بچه  مقاومت  افزایش  باعث  لا در  آتواند 

محرک و  بیماریزا  عوامل  گردد.  برابر  ایمنی  های 

( 1398ای محمدیان و همکاران )نان که طی مطالعهچهم

نانوذرات   با  باکتری  ریزپوشانی  که  دریافتند 

باکتری   پروبیوتیکی  کارایی   .Lکیتوزان/آلژینات 

plantarum  بهبود بخشیده و می تواند عملکرد مثبت  را 

فیل   پلاسمای  بیوشیمیایی  فاکتورهای  بر  پروبیوتیکی 

( اساس  Huso husoماهی  بر  بنابراین  بخشد.  بهبود  را   )

توان نتیجه گرفت که ریزپوشانی  پژوهش انجام شده می
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این  پروبیوتیک حفاظت  در  مهمی  بسیار  نقش  ها 

ها در برابر شرایط نامساعد محیطی معده  میکروارگانیسم 

ایفا می پیچیدگی  و روده  به نظر میاد جهت درک  کند. 

ایمنی   بین پروبیوتیک ها و تحریک سیستم  های روابط 

 مطالعات بیشتری موردنیاز است.  

 

 سپاسگزاری 

 و مدیریت از که دانند می لازم برخود مؤلفین        

ژنتیک و اصلاح نژاد   مرکز تحقیقات محترم کارشناسان

 خاطر همکاری بی شهید مطهری یاسوج، بهآماهیان سرد

 این  مسیر انجام در که  عزیزانی  کلیه  و طرح اجرای  در

و   تشکر بودیم برخوردار ها آن  مساعدت از پروژه

 قدردانی نمایند.
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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. The most important factors in reducing the viability of probiotics during passing through 

the digestive system are low pH in stomach and proteases and bile salts. 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 microencapsulation of Lactobacillus rhamnosus by internal emulsification 

with alginate / chitosan on some of the immunological parameters in rainbow trout (Oncorhynchus 

mykiss) were evaluated. An experiment was designed with four treatments each with three replicates. 480 

juvenile rainbow trout average (±SD) initial weight of 25.53±.82 g was assigned to fifteen experimental 

tanks. Fish in T1 received Lactobacillus rhamnosus encapsulated by internal emulsification with alginate / 

chitosan, T2 were fed with alginate/chitosan enriched free probiotic diet, T3 received bacteria without any 

encapsulation 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 some of the immunological parameters consist 

of Lysozime, Complement, Total protein, Albumin, Globulin and NBT were measured. Results showed 

that lysozyme in treatment of encapsulated by internal emulsification significantly was higher than other 

groups at day 30 and 60 of experiment (p<0.05). Also, a significant increase was served in the total 

protein and globulin in T1 and T2 at day 30 compared to the other groups and at day 60 compared to the 

control group (p<0.05). Generally, it can be concluded that the microencapsulation of Lactobacillus 

rhamnosus by internal emulsification with alginate / chitosan has significant effects on some of the 

immunological parameters in rainbow trout and improved the immune responses in this fish. 

Keywords: Rainbow trout, Lactobacillus rhamnosus, Alginate / chitosan, Immunological parameters   
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