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 به دست آمده از ماهی  لاکتوباسیلوس  و  باسیلوسهای ارزیابی جدایه
 های آنزیمی از لحاظ فعالیت ( Epinephelus coioides)هامور معمولی 
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ابوعلی • واحد  :  *طاهریدرویشمریم  اسلامی  آزاد  دانشگاه  شناسی،  زیست  دانشکده  میکروبیولوژی،  گروه 

 ۸۴۵۱۵-۱۵۵، صندوق پستی:   فلاورجان 

نقوی:   • سادات  فلاورجاننفیسه  واحد  اسلامی  آزاد  دانشگاه  شناسی،  زیست  دانشکده  میکروبیولوژی،  ،    گروه 

 ۸۴۵۱۵-۱۵۵صندوق پستی:  
 

 1393 اسفندتاریخ پذیرش:            1393  آذرتاریخ دریافت: 
 

 چکیده
جدایه مقایسه  هدف  با  پژوهش  ماهی به  لاکتوباسیلوسو    باسیلوسهای  این  گوارش  دستگاه  از  آمده  دست 

شرایط استریل  های آنزیمی انجام پذیرفت. بنابراین در  ( از لحاظ میزان فعالیتEpinephelus coioidesهامور معمولی )
های اختصاصی و  برداری شد. پس از کشت در محیطهای مختلف دستگاه گوارش ماهی هامور معمولی نمونهاز بخش

تست خالصانجام  و  بیوشیمیایی  جدایههای  آنزیم سازی  ویژه  فعالیت  مختلف،  باکتریایی  و های  پروتئاز  آمیلاز،  های 
 لاکتوباسیلوس و دو جدایه از جنس    باسیلوسلیپاز با استفاده از سوبستراهای اختصاصی در شش جدایه از جنس  

-بیش از جدایه  باسیلوسهای جنس  قرار گرفت. نتایج نشان داد که فعالیت ویژه هر سه آنزیم در جدایه  مورد سنجش
جنس   جدایهمی  لاکتوباسیلوسهای  پروتئاز،  فعالیت  لحاظ  از  میانگین    9B  باشد.   گرم/واحد  )میلی  50/6با 

پروتئین( بیشبین تفاوت معنیالمللی  فعالیت را داشت که دارای  با سایر جدایه05/0داری )در سطح  ترین  ها بود. ( 
آمیلاز بهترین و کم بیش فعالیت  ( و 30/3المللی پروتئین  گرم/واحد بین)میلی  باسیلوساز    9B  ترتیب در جدایهترین 

   لاکتوباسیلوس از    4L جدایه
( با هم بودند. 05/0داری )در سطح  ( مشاهده گردید که دارای اختلاف معنی43/0المللی پروتئین  گرم/واحد بین)میلی
جدایهبیش در  نیز  لیپاز  فعالیت  بین)میلی  9Bهای  ترین  پروتئین  گرم/واحد  و  80/1المللی   )3B  بین)میلی -گرم/واحد 

   ها بود. ( با سایر جدایه05/0داری )در سطح مشاهده گردید که دارای تفاوت معنی باسیلوس( از 66/1المللی پروتئین 
 

  آمیلاز، پروتئاز، لیپاز، ماهی هامور معمولی کلمات کلیدی: 

 مقدمه 
آبزی        سال  در  در    1980پروری 

اولین پیشبرای  که  بار  شد  بینی 

هایی یافت خواهند شد که نه  باکتری

به بهتنها  بلکه  غذا،  عنوان عنوان 

بیماری  های  کنندهکنترل بیولوژیک 

فعال و  چرخه کننده  ماهیان  های 

و    Yasuda)  باشندمواد غذایی مفید می 

Taga  ،1980) .باکتری از  ها  استفاده 

آبزیبه در  پروبیوتیک  پروری  عنوان 

زیادی   گسترش  گذشته  سال  چند  در 

( است  همکاران،   Ziaei Nejadیافته  و 

طور عمده در بسیاری اما به  ،(2006

باکتریاز   انتخاب  های مطالعات 

آن توانایی  براساس  ها  پروبیوتیکی 

متابولیت  تولید   ضدمیکروبی  هایدر 

و   Gatesoupe  ؛Gibson،  1999)  است  استوار

Lesel  ،1998  ؛Rengpipat   ،همکاران و 

همکاران،    Rico-Mora؛  1998 (.  1998و 

میبه ترکیبات  نظر  تولید  که  رسد 

هنگام   باید  نیز  انتخاب مفید 

گیرد.  پروبیوتیک قرار  مدنظر  ها 

می که  ترکیبات  برای  این  توانند 

-میزبان مفید باشند شامل رنگدانه

همکاران،    Holmstorm)ها     ، (2002و 

 ، (1998  همکاران،  و  Klein)  هاپروتئین

   abooali.maryam@gmail.com  :مسئولپست الکترونیکی نویسنده * 

mailto:abooali.maryam@gmail.com


   ....دست آمده از ماهی هامورهای باسیلوس و لاکتوباسیلوس بهارزیابی جدایهطاهری و همکاران                   درویش ابوعلی
 

180 
 

و    Shirasaka؛  Yazawa،  1996)  چرب  اسیدهای

ویتامین1995همکاران،    ،)(  Sugitaها 

همکاران،   آنزیم1991و  و  های  ( 

  Hansen؛  Dixon  ،2003و    Ramirez)  گوارشی

میOlafsen  ،1999و   آنزیم(  ها باشند. 

از   برخی  که  هستند  مفیدی  ترکیبات 

-ها میها قادر به تولید آنباکتری

آنزیم این  گوارشی باشند.  های 

مغذی درشت  شیمیایی  های تجزیه 

پروتئین قبیل  از   ها،غذایی 

در  چربی  و  هاکربوهیدرات را  ها 

می تسریع  گوارش  کنند دستگاه 

(Mathews    وVan Holde  ،1990و باکتری )-

چنین   دارای  که  پروبیوتیکی  های 

توانند هم در بعد  ویژگی باشند، می

تغذیه کیفیت  افزایش  بهبود  و  ای 

مصرف   غذایی  جیره  در  )اگر  رشد 

هم   و  باشند  داشته  نقش  شوند( 

داشته  اثرات   آب  کیفیت  بر  مفیدی 

عنوان پروبیوتیک آب  باشند )اگر به

( شوند(  و   نژادضیاییمصرف 

(. اگر عملکرد رشد و  1388،  همکاران

پروری تجاری    کیفیت تغذیه در آبزی

هزینه احتمالاً  یابد،  های افزایش 

می کاهش  نیز  یابند. تولید 

ماهی اگر  بتوانند بنابراین  ها 

بیماریبیش برابر  در  مقاومت تر  ها 

نظر   از  بمانند،  زنده  و  کنند 

فروش   قابل  بهتر  و  مرغوب  اندازه، 

هزینهمی متعاقباً  و  و    شوند  دارو 

هزینه شدیداً  نهایتاً  تولید  های 

 Gatlin  ،2005و    Burrکاهش خواهد یافت )

این). بهاز  حاضر  پژوهش  منظور  رو 

در  آنزیمی  ویژه  فعالیت  سنجش 

 لاکتوباسیلوسو    باسیلوس  هایباکتری

گوارش  دستگاه  از  شده  جداسازی 

(  Epinephelus coioidesماهی هامور معمولی )

جهت به اولیه  معیار  یک  عنوان 

های پروبیوتیکی اجرا انتخاب جدایه

 گردید.

 ها شمواد و رو
و    1392این تحقیق در بهار         

قطعه ماهی هامور معمولی  15روی بر 

صید   از  حاصل  سالم  و  در جوان 

انجام  بوشهر  استان  از  بندردیلم 

آزمایشگاه تحقیق،  انجام  محل   شد. 

  طبیعی،   منابع  دانشکده  بیولوژی

الانبیاء   صنعتی  دانشگاه خاتم 

نمودن   استریل  جهت  بود.  بهبهان 

سطح خارجی بدن، ماهیان به مدت یک  

به بنزالکونیوم  دقیقه  وسیله 

 درصد( شسته شدند.  1/0کلراید )

قطعاتی در          استریل  شرایط 

بخش گوارش  از  دستگاه  مختلف  های 

نمونه و  شد  بهبریده  طور  ها 

هموژن   استریل  شور  آب  در  جداگانه 

سپس   گردیدند.  فیلتر  بعد  و  شدند 

نمونه داده به  حرارتی  شوک  ها 

دقیقه در دمای   10مدت  ها به)نمونه

گراد در حمام آب گرم درجه سانتی 80

  طور سریالی قرار گرفتند( و بعد به

میکرولیتر   100  سازی شدند. سپسرقیق

 شده  های رقیقاز هر کدام از نمونه

در    جداگانه  طوربه  سطحی  کشت  روشبه

پخش  دیشپتری کشت  محیط  حاوی  های 

دو  از  مرحله  این  در  که  گردید 

جداسازی   جهت  انتخابی  کشت  محیط 

شد جدایه استفاده  باکتریایی  های 

کشت   محیط  از:  بودند  عبارت  که 

سرئوس )کیولاب،  باسیلوس   آگار 

  و   باسیلوس  جنس  انتخاب   برای  کانادا(

آگار )کیولاب، کانادا(  MRSمحیط کشت

 . لاکتوباسیلوس برای انتخاب جنس

درجه  30ها در دمای دیشپتری       

بهسانتی انکوبه    48مدت  گراد  ساعت 

کلونی  سپس  و  باکتریایی شدند  های 

واحد   براساس  شده  -تشکیلتشکیل 

کلونی و  شمارش  کلونی  ها  دهنده 

شامل ویژگی  براساس ظاهریشان  های 

محیط در  اندازه  و  فرم  های  رنگ، 

  ( 2004  و همکاران،  Vine)  انتخابی  کشت

های  تست  انجام  براساس   چنینهم  و

رایج ، Mossو    Adams)  بیوشیمیایی 

همکاران،    Brooks؛  2002 ،  Holt؛  1998و 

خالص(1994 جداسازی،  و  ،  سازی 

 کدگذاری گردیدند.                

بیوشیمیایی   هایآزمایش       

به   رنگ  هاباسیلوسمربوط  -شامل: 

 آزمایش  اسپور،  تشکیل  گرم،  آمیزی

-می  هوازی مطلقبی   آزمایش  کاتالاز و

  جهت   مطلق  هوازیبی   آزمایش  در  که  باشد

 هاکلستریدیوم  از  هاباسیلوس  تمایز

 و  Brooks)  شد  استفاده  هوازیبی  جار  از

-آزمایش  (.Holt،  1994  ؛1998  همکاران،

به  های مربوط   بیوشیمیایی 

  گرم،   آمیزیرنگ  شامل:  هالاکتوباسیلوس

کاتالاز   آزمایشاسیدفست،    آمیزیرنگ

باشد هیدرولیز آرژنین می  آزمایشو  

(Adams    وMoss،  2002 ؛  Holt  ،1994.)   در  

 هالاکتوباسیلوستمایز    جهت  واقع
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  آزمایش،  هالوکونوستوکاز  

 هیدرولیز آرژنین انجام شد.

  Bبا کد    باسیلوس  هایباکتری       

  Lبا کد    لاکتوباسیلوسهای  و باکتری

جداسازی  از  بعد  شدند.  مشخص 

خالصباکتری ذخایر    شده  ها،  سازی 

ها هم بر روی آگار با  این باکتری

شیب دمای  سطح   در  هم  و    -80دار 

سانتی از درجه  استفاده  )با  گراد 

نگه استریل(  گردید گلیسرول  داری 

(Vine  ،2002و همکاران.) 

جدایهآماده   برای        ها  سازی 

ذخیره آنزیمی،  سنجش  هر  جهت  از  ای 

باکتری از  کشت  یک  محیط  در  ها 

مارین براث )اسکارلا، اسپانیا( با  

ها در هر  )تعداد باکتری  810  تراکم

اصلی(  میلی نمونه  تهیه  لیتر 

کلونی   یک  منظور  این  برای  گردید. 

آگار   روی  باکتری  ذخیره  از  خالص 

شیب سطح  در  با  و  شد  برداشته  دار 

براث  میلی  500 مارین  محیط  لیتر 

درجه    30ساعت در    24مدت  تلقیح و به

انکوباتور سانتی شیکر  در  گراد 

رابطه نگه براساس  گردید.  داری 

نوری   جذب  و  باکتری  تراکم  میزان 

موج طول  از    640 در  که  نانومتر 

 Vine)دست آمد پروفیل رشد باکتری به

تراکم فوق برای   (،2002و همکاران،  

محیط   سپس  گردید.  حاصل  جدایه  هر 

به باکتری  حاوی  دقیقه   10مدت  کشت 

)پارس  g2000در   آزما، سانتریفیوژ 

برای    ایران( رویی  محلول  و  شد 

  گردید.سنجش آنزیمی برداشت 

فعالیت  به        تعیین  منظور 

میزان   باید  ابتدا  آنزیم  ویژه 

نمونه در  محلول  مشخص پروتئین  ها 

فعالیت می تقسیم  با  تا  گردید. 

فعالیت  پروتئین،  میزان  بر  آنزیم 

 دست آید.ویژه آنزیم به

-ها بهمیزان پروتئین محلول نمونه

، با استفاده از  Bradford  (1976)  روش

به گاوی  سرم  عنوان آلبومین 

نمونه شد.  سنجیده  های استاندارد 

افزودن   با  میکرولیتر    90آزمایشی 

همراه بهTris   (8/7pH=  )  مول  05/0 بافر

به  میلي  1 برادفورد  معرف   10لیتر 

عصاره به  میکرولیتر  دست آنزیمی 

پروتئین   میزان  صورت  این  به  آمد. 

نمونه  دستگاه  وسیلهبه  هامحلول 

 -UV)  160مدل  )شیماتزو  اسپکتروفتومتر

و پس از رسم منحنی استاندارد در  

موج    quantitative  مد طول   595در 

                           نانومتر تعیین گردید.

آمیلاز          آنزیم  فعالیت 

روش با   Bernfeld  (1955)  براساس  و 

نشاسته  سوبسترای  از  استفاده 

منظور   این  برای  گردید.  تعیین 

  1  نمودن  طریق حل  از  DNS  معرف  ابتدا

دی نیترو -3،5  هیدروکسی-2گرم پودر  

در   اسید  آب میلی  50بنزوئیک  لیتر 

نمودن   اضافه  و  سدیم    30مقطر  گرم 

و   تارتارات  لیتر میلی  20پتاسیم 

محلول   2سود   حجم  رساندن  و  مولار 

لیتر تهیه گردید. برای میلی  100به  

میکرولیتر    10سنجش فعالیت آنزیم،  

و   آنزیمی  عصاره  میکرولیتر    290از 

-میلی  5/1مولار و    05/0بافر استات  

نشاسته   محلول  درصد   2لیتر 

افزوده وزن(  /)حجم استات  بافر  در 

دقیقه در   10مدت  شد. این مخلوط به

آب   سانتی  40حمام  قرار درجه  گراد 

از این میلی  1داده شد. سپس   لیتر 

به   معرف  میلی  1مخلوط    DNSلیتر 

به و  شده  دقیقه   10مدت  افزوده 

جذب   بعد  مرحله  در  شد.  جوشانده 

دستگاه  نمونه توسط  ها 

موج   طول  در    520اسپکتروفتومتر 

به آمیلاز نانومتر  فعالیت  عنوان 

آمیلاز  ویژه  فعالیت  گردید.  قرائت 

این   فعالیت  کردن  تقسیم  با  کل 

نمونه در  میزان آنزیم  بر  ها 

حسب  بر  نمونه  هر  محلول    پروتئین 

بینبر    گرممیلی المللی واحد 

 دست آمد.پروتئین به

نیز  پروتئاز  فعالیت          کل 

تعیین   Anson  (1938)  روش  براساس

به صورت  گردید.  لیتر میلی  1که  این 

  =7pHدرصد کازئین با    5/1از محلول  

گرم  به آب  حمام  در  سوبسترا  عنوان 

سانتی  37دمای  در   قرار درجه  گراد 

سپس   شد.  از  میلی  1داده  لیتر 

عصاره آنزیمی به آن اضافه گردید.  

 37دقیقه در    15مدت  واکنش حاصله به

گراد ادامه یافت و سپس  درجه سانتی

آن   نمودن  متوقف  لیتر میلی  2جهت 

مولار( به  4/0اسید تری کلرواستیک )

حاصله   مخلوط  شد.  افزوده  مخلوط 
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و   گردید    لیتر میلی  5/2فیلتر 

-میلی  5/0مولار به    4/0سدیم  کربنات

افزوده   شده  فیلتر  عصاره  از  لیتر 

لیتر معرف فولین میلی 5/0شد و سپس 

جذب   سپس  گردید.  اضافه  آن  به 

اسپکتروفتومتر  توسط  حاصله  مخلوط 

در  به کل  پروتئاز  فعالیت  عنوان 

نانومتر قرائت گردید.   660طول موج  

ویژه   با   نیز  کل  پروتئاز  فعالیت 

  در   آنزیم  این  فعالیت   کردن  تقسیم

محلول    هانمونه پروتئین  میزان  بر 

میلی حسب  بر  نمونه  گرم/واحد  هر 

 دست آمد.المللی پروتئین بهبین

 آنزیم  فعالیت  سنجش  جهت       

-p  سوبسترای  میکرولیتر  300  لیپاز،

به  نیتروفنیل   200میریستات 

نمونه   از  شدمیکرولیتر  و   افزوده 

بی بافر  آمونیوم  با   25)کربنات 

  Triton X-100  درصد  5/0حاوی    (مولاریمیل

 میکرولیتر رسانده شد. 1000به حجم 

به مخلوط  در    30مدت  این    25دقیقه 

داری شد و سپس  گراد نگه درجه سانتی

دور    10مدت  به با    g8000دقیقه 

نهایت  در  گردید.  سانتریفیوژ 

آنزیم لیپاز در طول  میزان فعالیت  

دستگاه   405موج   توسط  نانومتر 

گردید.  قرائت  اسپکتروفتومتر 

تقسیم   با  کل  لیپاز  ویژه  فعالیت 

در  آنزیم  این  فعالیت  نمودن 

محلول نمونه پروتئین  میزان  بر  ها 

میلی حسب  بر  نمونه  هر  از  -حاصل 

المللی پروتئین حاصل  گرم/واحد بین

 (. 1985و همکاران،  Albroگردید )

آماری         تحلیل  و  تجزیه 

-جهت تجزیه و تحلیل داده  :هاداده

داده میانگین  بهها،  آمده های  دست 

با   آنزیم  هر  ویژه  فعالیت  از 

و آزمون    SPSSافزار  استفاده از نرم

سطح   در  دانکن  دامنه  درصد   5چند 

با هم مقایسه گردید. با توجه به  

به دانکن  آزمون  که    مقایسه   این 

چند    شاخص  یک  هایمیانگین یا  دو  در 

پردازد، به کمک این آزمون  گروه می

داده بهمیانگین  از های  آمده  دست 

های  فعالیت ویژه هر کدام از آنزیم

و   پروتئاز  در آمیلاز،  لیپاز 

دو جدایه در  مختلف  باکتریایی  های 

قرار   مقایسه  مورد  گروه  چند  یا 

  گرفت. 

هر          جا  این  در  واقع  در 

فعالیت از  بهکدام  آنزیمی  -های 

-به  شد.  گرفته  نظر  در   شاخص  عنوان یک

فعالیت   هایمیانگین  باریک  عبارتی

جدایه)به  آمیلازی یک شاخص(  -عنوان 

گروه  چند  یا  دو  در  مختلف  های 

بار   و  گرفت  قرار  مقایسه  مورد 

های فعالیت پروتئازی دیگر میانگین

گروه جدایه چند  در  مختلف  های 

نیز   پایان  در  و  شد  مقایسه 

-های فعالیت لیپازی جدایهمیانگین

مقایسه   گروه  چند  در  مختلف  های 

 گردید.

 

 نتایج

جدایه          شش  پژوهش  این  در 

جنس   به  کدهای    باسیلوسمربوط  )با 

2B  ،3B  ،5B  ،7B  ،8B    9و(B     و دو جدایه

جنس   به  )با    لاکتوباسیلوسمربوط 

گوارش (  4L و  3L  کدهای دستگاه  از 

و  جداسازی  هامورمعمولی  ماهی 

سازی گردید. نتایج این بررسی  خالص

جدایه باکتریایی    8هر    که   داد  نشان

آمده از هامورمعمولی دارای دست  به

آنزیم   نوع  سه  هر  تولید  توانایی 

-ها میگوارشی یا حداقل یکی از آن

این   ویژه  فعالیت  بین  اما  باشند. 

های مختلف تفاوت  ها در جدایهآنزیم

کل،  در  شد.  مشاهده  چشمگیری 

جنس  باکتری لحاظ    باسیلوسهای  از 

آنزیم  فعالیت آمیلاز، ویژه  های 

و   با   مقایسه  در  لیپاز  پروتئاز 

جنس  باکتری در لاکتوباسیلوسهای   ،

وضعیت بالاتر و بهتری قرار داشتند  

هم3و    2،  1های  )شکل از  (.  چنین 

ویژه هر سه آنزیم در    لحاظ فعالیت

جدایه حالات   3B  و  9B  هایتمام 

 های بسیار فعالی بودند. باکتری

فعالیت        لحاظ  های از 

به جدایهپروتئازی،  ،  9Bهای  طورکلی 

8B   3وB های فعالی بودند. ولی باکتری

 به  بالاترین میزان فعالیت پروتئازی

میانگین  9B  جدایه -)میلی  50/6  با 

 تعلق  المللی پروتئین(بین  گرم/واحد

با    داریمعنی  اختلاف  دارای  که  گرفت

جدایه )شکل  سایر  بود  از  1ها   .)

جدایه نیز   لاکتوباسیلوسهای  بین 

بیش  4L جدایه نشان  فعالیت  را  تری 

 داد. 
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جداسازی باکتری  همهدر          های 

فعالیت داشت.    شده  وجود  آمیلازی 

بیشطوریبه کمکه  و  ترین  ترین 

ترتیب ویژه آنزیم آمیلاز به  فعالیت

-میلی)  هاباسیلوساز    9B  در جدایه

( 30/3  المللی پروتئینگرم/واحد بین

 هالاکتوباسیلوساز    4L جدایهو  

بین)میلی پروتئین  گرم/واحد  المللی 

دارای 43/0 که  گردید  مشاهده   )

معنی با  05/0سطح    )در  داریاختلاف   )

های  هم بودند. البته در بین جدایه

-)میلی  3B  هایجدایه  باسیلوس

( 16/3المللی پروتئین  گرم/واحد بین

بین)میلی  2Bو   المللی گرم/واحد 

( فعالیت آمیلازی قابل  76/2پروتئین  

از   و  دادند  نشان  خود  از  توجهی 

جدایه نیز   لاکتوباسیلوسهای  بین 

تری داشت )شکل  فعالیت بیش   3L  جدایه

2.) 

 
: نمودار فعالیت ویژه آنزیم 1شکل 

 گرم/واحد پروتئاز )میلی

 های مختلفالمللی پروتئین( در جدایهبین

داده   میانگین  جدایه  هر  خطای    ±برای 

است. شده  داده  نشان  نماد     Bاستاندارد 

جدایه  Lو    باسیلوسهای  جدایه های  نماد 

جدایهمی  لاکتوباسیلوس دارای  باشد.  که  هایی 

معنی اختلاف  هستند  مشابهی  بالاچین  دار  حروف 

 (.P<05/0)   ندارند
 

 

 
آمیلاز : نمودار فعالیت ویژه آنزیم 2شکل 

 گرم/واحد  )میلی

 های مختلفالمللی پروتئین( در جدایهبین

داده   میانگین  جدایه  هر  خطای    ±برای 

-نماد جدایه  Bاستاندارد نشان داده شده است.

 لاکتوباسیلوسهای  نماد جدایه  Lو    باسیلوسهای  

جدایهمی بالاچین  باشد.  حروف  دارای  که  هایی 

     (.P<05/0)دار ندارند مشابهی هستند اختلاف معنی
 

 

موردجدایه  تمام  در         های 

تر میزان فعالیت لیپازی کم  مطالعه،

میزان و    فعالیت  از  آمیلازی 

بیش بود.  فعالیت پروتئازی  ترین 

جدایه در  نیز  لیپاز  آنزیم  -ویژه 

بین)میلی  9Bهای   المللی گرم/واحد 

و  80/1پروتئین    )3B گرم/واحد )میلی

پروتئین  بین از66/1المللی   ) 

دارای    باسیلوس که  گردید  مشاهده 

معنی سطح    داریتفاوت  با  05/0)در   )

 (. 3ها بود )شکل سایر جدایه

 

 
: نمودار فعالیت ویژه آنزیم 3شکل 

المللی گرم/واحد    بینلیپاز )میلی

 های مختلفپروتئین( در جدایه

داده   میانگین  جدایه  هر  خطای    ± برای 

است. شده  داده  نشان  نماد    Bاستاندارد 
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جدایه  Lو    باسیلوسهای  جدایه های  نماد 

هایی که دارای باشد. جدایهمی  لاکتوباسیلوس

دار  حروف بالاچین مشابهی هستند اختلاف معنی

                                                                                                        (.P<05/0)ندارند 

 

 

 بحث
پیشهمان        نیز طورکه  تر 

اشاره شد، از جمله مراحلی که جهت 

جدایه پروبیوتیکی  توان  -ارزیابی 

-دست آمده در نظر گرفته میهای به

تولید   بررسی  مفیدی    ترکیباتشود، 

آنزیمهم شرایط چون  در  گوارشی  های 

باشد. اگرچه فعالیت  آزمایشگاهی می

ها  ارگانیسم  از  وسیعی   طیف  آنزیمی در

ها  ها و باکتریقارچ   گیاهان،  جمله  از

( دارد  همکاران،  وجود  و  رسولی 

با  1388 آنزیمی  فعالیت  ولی   ،)

داشته و    صنعتی  میکروبی مصارف   منشاء

مهندسی علاوه  به و  غربالگری  کشت، 

باکتری آنزیم،  ژنتیک  مولد  های 

میآسان موجودات  سایر  از  باشد تر 

(. در این  1388پور،  حسیني و رضوي)

جنس   نیز  وسیعی    باسیلوسمیان  طیف 

آنزیم شامل  از  سلولی  خارج  های 

کند.  پروتئاز و آمیلاز را تولید می

است  می ممکن  که  نمود  بیان  توان 

نقش  های  باکتری آنزیم  تولیدکننده 

و   غذا  اجزاء  شکستن  در  را  مهمی 

دستگاه   در  غذایی  مواد  بهتر  جذب 

به آبزیان  دوران  گوارش  در  ویژه 

 لاروی داشته باشند.

نبودن    دلیلبه          دستگاهکامل 

ویژه در مورد لارو  گوارشی لاروها به

آنزیم نظر  از  دریایی  های ماهیان 

پایین بودن  گوارشی، مشکلاتی مانند  

رشد و بازماندگی لاروها و وابستگی  

به   توجه  با  زنده  غذای  به  زیاد 

این   در  غذا  نوع  این  بالای  هزینه 

بنابراین  است.  شده  نمایان  زمینه 

های گوارشی ممکن  افزایش سطح آنزیم

منتهی   رشد  نرخ  افزایش  به  است 

  شود.
راستا        همین  شده  در  گزارش 

آنزیم افزایش  که  منشاء است  با    ها 

فاکتور رشد را در لارو ماهی    خارجی

و    Kolkovskiشانک بهبود بخشیده است )

هم1993همکاران،   نتیجه (.  چنین 

ماهی  آزاد  مورد  در  نیز    مشابهی 

به )آتلانتیک  است  آمده  و   Carterدست 

شده   علاوهبه  (.1994  همکاران،   ثابت 

باکتری افزودن  که  های است 

  سیستم   به  باسیلوس  پروبیوتیکی

می  میگوی  لارو  پرورشی هندی،  -سفید 

آنزیم دادن  افزایش  با  های تواند 

شاخص و  رشد  میگو،  های گوارشی 

و    Ziaei Nejadای را افزایش دهد )تغذیه

 که  این  به  توجه  با  (.2006همکاران،  

گونه  بسیاری  مشکل آبزیاز  در  -ها 

جیره جذب  و  هضم  غذایی  پروری،  های 

دوران   طول  در  لاروی  مصنوعی  اولیه 

این  می که  است  شده  بیان  و  باشد 

به سطحامر  کمبود  های  آنزیم  دلیل 

می غذا  هضم  مسئول  باشد  گوارشی 

(Kolkovski    ،همکاران (، 1997و 

باکتری افزودن  های  بنابراین 

تولید   به  قادر  که  پروبیوتیکی 

های مفید هستند، امکان دارد  آنزیم

بوده   مؤثر  مصنوعی  غذاهای  هضم  در 

و دوره غذادهی با غذاهای زنده و  

هزینه کاهش  نیز  را  آن  بالای  های 

 (.  1388نژاد و همکاران، ضیاییدهد )

مورد         در  گسترده  تحقیقات 

ها در حیوانات و  استفاده از آنزیم

را  انسان اجباری  موقعیت  یک  ها، 

آنزیم افزودن  به برای  گوارشی  های 

میجیره فراهم  غذایی  کند. های 

آنزیماضافه   این  رژیم  کردن  به  ها 

کمک   غذا  هضم  به  تنها  نه  غذایی 

ذخیره  می به  است  ممکن  بلکه  نماید 

آنزیم انجام شدن  برای  درونی  های 

کمک   بدن  در  مهم  متابولیکی  اعمال 

به نیم کند.  از  بیش  تحقیقات    علاوه 

انسان  در  گذشته  قرن و  ها  حیوانات 

-های مکمل میکند که آنزیممی  تأیید

درشت زیستی  دسترسی  ها مغذیتوانند 

ریزمغذی و  و  دهند  افزایش  را  ها 

بروز و شدت علائم گوارشی مرتبط با 

دهند کاهش  را  ناقص  یا  ضعیف    هضم 

(Wolfson  ،2008و همکاران.) 

حاضر          پژوهش  در  رو  این  از 

باکتری توسط  آنزیم  های تولید 

جداسازی شده در شرایط آزمایشگاهی 

جهتعنوان  به -غربال  معیاری اولیه 

بالقوه   هایجدایه  سازی پروبیوتیکی 

 گرفته شد.  نظر در

در مورد تولید آنزیم توسط         

صورت باکتری زیادی  تحقیقات    ها 

گزارش شده راستا    این  در  گرفته است.

و   باسیلوسهای  باکتری  که  است

از   لاکتوباسیلوس شده  جداسازی 
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ماهی گوارش   دارای   شانک،  دستگاه 

-به  باشند.می  آنزیم  تولید  توانایی

جدایه  طوری  با  5BP  باسیلوسکه 

-بین  گرم/واحدمیلی)  13/3  میانگین

فعالیت   ترینبیش  پروتئین(  المللی

بیش داشت.  را  ترین پروتئازی 

آمیلازی -میلی)  شده  مشاهده  فعالیت 

  و   (00/3  پروتئین  المللیبین  گرم/واحد
مشاهده بیش لیپازی  فعالیت  ترین 

( بینمیلیشده  المللی  گرم/واحد 

جدایه 40/1  پروتئین به  نیز   )

نژاد  ضیاییتعلق داشت )  6BP  باسیلوس

همکاران،   مطالعات  (.  1388و  در 

آنزیم فعالیت  نیز  های متعددی 

باکتری در  جنس مختلف  های 

است  لاکتوباسیلوس رسیده  اثبات   به 

(Lindgren    وRefai  ،1984.) چنین هم  

تولید کننده آمیلاز از    هایباسیلوس

تیلاپیا   و  کپور  مانند  ماهیانی 

شده آنزیمی جداسازی  فعالیت  و  اند 

است  آن گرفته  قرار  سنجش  مورد  ها 

(Sugita  ،همکاران  علاوهبه  (.1997  و 

باکتریایی سویه  از  ایمجموعه های 

آمیلاز،  تولید سلولاز    لیپاز،  کننده 

گوارش    نیز  پروتئاز  و دستگاه  از 

  شده   جداسازی  چینی  و  کپورهندی  ماهیان

  چنین هم  (.2002  همکاران،  و  Bairagi)  است

-باکتری  در  مختلف  هایآنزیم  فعالیت

جنس   رسیده    باسیلوسهای  اثبات  به 

-(. به2009و همکاران،    Esakkirajاست )

  هایباسیلوسکه    است   شده  گزارش  علاوه

آنزیم آمیلاز، تولیدکننده  های 

جلو   مناطق  در  پروتئاز  و  سلولاز 

-ایمعده  روده و پشت روده از مجاری

-شده  جداسازی  بتا  لیبو  ماهی  ایروده

( همکاران،    Mondalاند  در 2010و   .)

باکتریمطالعه نیز  بومی ای  های 

از    کننده  تولید آمیلاز  و  پروتئاز 

هندی   بزرگ  کپورماهیان  روده 

از   حاکی  نتایج  و  شدند  جداسازی 

سویه  ده  از  تا  پنج  که  بود   این 

تعلق    باسیلوسشناسایی شده به جنس  

( همکاران،    Rayداشت  در  2010و   .)

باکتری  وجود  دیگری  مطالعه 

سوبتیلیس  تولیدکننده    باسیلوس 

روده مایع  در  پروتئاز  ای آلکالین 

رسیده   اثبات  به  هندی  کپور  ماهی 

( ولی Subash  ،2011و    Geethanjaliاست   ،)

زیادی   فاکتورهای  که  این  دلیل  به 

از جمله ترکیب و شرایط محیط 

-کشت و مانند آن بر فعالیت آنزیم

می تأثیرگذار  طرف  ها  از  و  باشند 

براساس  آنزیمی  فعالیت  دیگر 

است،  شده  بیان  متفاوتی  واحدهای 

بین  چندانی  مقایسه  بنابراین 

به نمینتایج  آمده  انجام دست  توان 

 داد. 

پژوهش حاضر نشان داد   نتایج       

جنس   فعالیت   باسیلوسکه  لحاظ  از 

لیپازی  و  پروتئازی  آمیلازی،  های 

جنس   با  مقایسه  ، لاکتوباسیلوسدر 

قرار   بهتری  و  بالاتر  وضعیت  در 

های فعال از  داشت و در کل، جدایه

فعالیت پروتئازی های  نظر  آمیلازی، 

تشخیص    3B  و  9B  های و لیپازی، جدایه

جدایه تمام  در  و  شدند  های  داده 

فعالیت مطالعه،  آمیلازی مورد  های 

وجود داشت و میزان فعالیت لیپازی  

و  کم آمیلازی  فعالیت  میزان  از  تر 

بررسی  بنابراین  بود.  پروتئازی 

آنزیم به فعالیت  ترکیبات ها  عنوان 

در   شده باکتریمفید  جداسازی  های 

می بهرا  مرحله توان  یک  عنوان 

باکتری انتخاب  در  های غربالگری 

چند   هر  داد.  قرار  پروبیوتیکی 

جدایهسنجش در  آنزیمی  های های 

آزمایشگاهی،  شرایط  در  باکتریایی 

جدایه که  را  پدیده  مورد  این  های 

نظر حتماً در شرایط بدن آبزی نیز  

از   را  آنزیمی  فعالیت  مقدار  همین 

نمی تضمین  دهند،  نشان    ،کندخود 

گوارش   دستگاه  محیط  شرایط  که  چرا 

آبزیان با شرایط محیط کشت متفاوت  

هم گوارش است.  دستگاه  در  چنین 

حاکم   شرایطی  است  ممکن  آبزیان 

استقرار   به  قادر  باکتری  که  باشد 

سازی نباشد و یا حتی ممکن  و کلونی

پژوهش در  که  تعدادی  به  حاضر    است 

شرایط    در  آنزیمی  سنجش  جهت

یعنی به  شد    کار بردهآزمایشگاهی به

باکتری  810تعداد   در)تعداد    هر  ها 

اصلی(میلی نمونه  نرسد.   لیتر 

البته این امکان هم وجود دارد که  

استقرار   یا  و  استقرار  عدم  دلیل 

باکتری ناکافی  تعداد  بهبه  -ها، 

دستگاه  شرایط  بودن  نامساعد  خاطر 

یا   و  سرعت    تربیش گوارش  بودن 

باکتری این  ازشستشوی    دستگاه  ها 

 ها باشدسرعت رشد آن  گوارش نسبت به

(Vine    ،2004و همکاران  ،)  ًولی مسلما
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آنزیم مفید  سنجش  ترکیب  هر  یا  ها 

-ها، رنگدانهدیگر مانند  ویتامین

-ها، اسیدهای چرب و مانند آن به

انتخاب  مراحل  در  شاخصی  عنوان 

ارزش پروبیوتیک دارای  و  مفید  ها 

(.  2006و همکاران،    Vine)خواهد بود  

بنابراین با توجه به مشکلات موجود  

جیره جذب  و  هضم  غذایی  در  های 

به لاروی  اولیه  دوران  طی  -مصنوعی 

آنزیم سطح  کمبود  گوارشی دلیل  های 

که   است  امید  غذاها،  هضم  مسئول 

جدایه باکتریایی  افزودن  های 

آمده از  دست  پروبیوتیکی بالقوه به

تولید   به  قادر  که  پژوهش  این 

میآنزیم مفید  بتوانند های  باشند، 

بوده   مؤثر  مصنوعی  غذاهای  هضم  در 

با  غذادهی  دوره  بنابراین  و 

های بالای  غذاهای زنده و نیز هزینه

 آن را کاهش دهند.

می        مجموع  که در  گفت  توان 

نوع   سه  هر  ویژه  فعالیت  لحاظ  از 

در همه حال    9Bآنزیم گوارشی جدایه  

بهفعال بود.  جدایه  دلیل ترین 

یک   که  معمولی  هامور  ماهی  طبیعت 

هایی باشد، جدایهخوار میماهی گوشت

تری دارند  که فعالیت پروتئازی بیش

پروبیوتیک در   عنوانجهت استفاده به

می  ماهی اولویت  در  باشند.  هامور، 

این پژوهش  از  این  اصلی  نتیجه  رو 

داده میبراساس  این  موجود،  -های 

 3  و 9B  ،8Bهای  تواند باشد که جدایه

B فعالیت همگی  پروتئازی   هایکه 

بالایی نشان دادند، توان تبدیل به  

ماهی   برای  را  تجاری  پروبیوتیک 

 هامور معمولی دارند.
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