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هاي  یمآنزبررسی تأثیر سطوح مختلف پروتئین و چربی جیره غذایی بر فعالیت برخی 
  Sparidentex hasta (Valenciennes, 1830) تحت در ماهی صبیتی جوانگوارشی 

  

  ،  4مقدم ، احمد تقوي3، محمد ذاکري2*، پریتا کوچنین1فرزانه شیروانی فارسانی
  2محمد موسويسید

  نشگاه علوم و فنون دریایی خرمشهر، خرمشهر، ایران، داشیلات ارشد دانشجوي کارشناسی1
  خرمشهر، خرمشهر، ایران، دانشگاه علوم و فنون دریایی گروه شیلات دانشیار2
  خرمشهر، خرمشهر، ایران، دانشگاه علوم و فنون دریایی گروه شیلات استادیار 3

  ، اهواز، ایرانمربی، مؤسسه سرم و واکسن سازي رازي اهواز4
  6/12/94: یرشپذ یختار؛  3/10/94ارسال:  یختار

  1چکیده
) S. hastaگوارشی ماهیان جـوان صـبیتی (   هاي یمآنز برخی فعالیت و مقایسه این مطالعه با هدف بررسی

طراحی گردید. شش جیره غذایی شامل سـه سـطح    ،سطوح مختلف پروتئین و چربی جیره غذاییتحت تأثیر 
در نظر  6تا  1جهت تغذیه ماهیان در تیمارهاي درصد)  14و  7درصد) و دو سطح چربی ( 45و  40، 35پروتئین (

تانـک   18ماهی در تانـک) در   10تصادفی ( گرم به طور 55/36±28/0گرفته شد. ماهیان با میانگین وزنی اولیه 
روز،  56ذخیره سازي شدند. ماهیان آزمایشی به مدت  ppt 27شده دریا با شوري  یلترلیتري حاوي آب ف 300

هاي گوارشی شامل  یمآنزایش، فعالیت پس از پایان دوره آزم غذادهی شدند. ظاهري سیري تا حدسه بار در روز 
آنـزیم   یري شد. براساس نتایج حاصل از این مطالعـه فعالیـت  گ اندازهیلاز آلفاآمفسفاتاز و  ینآلکالپروتئاز کل، 

داري تحت تأثیر سطوح مختلف پروتئین قرار گرفتند ولی اخـتلاف   یمعنفسفاتاز و پروتئاز کل به طور  ینآلکال
یلاز مشاهده نگردید. همچنین در سطوح مختلف چربی جیره غـذایی  آلفاآملیت آنزیم داري در میزان فعا یمعن

که فعالیت  یدرصورتیلاز مشاهده نشد. آلفاآمفسفاتاز و  ینآلکالهاي  یمآنزداري در میزان فعالیت  یمعناختلاف 
اي ارتبـاط   سـه یمقادرصد چربی جیره غذایی نشـان داد. از لحـاظ    14داري در سطح  یمعنپروتئاز کل افزایش 

فسفاتاز و روند کاهشی انـدکی در میـزان فعالیـت آنـزیم      ینالکالمستقیمی میان افزایش میزان فعالیت آنزیم 

                                                   
 pkochanian@gmail.comنویسنده مسئول: *
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کنش اثر پروتئین و چربـی جیـره   یلاز با افزایش سطوح چربی جیره غذایی مشاهده گردید. از طرفی همآلفاآم
توان با ایجاد تعـادل   یمي نشان داد. نتایج نشان داد که دار یمعنغذایی تنها بر میزان فعالیت پروتئاز کل تأثیر 

سبب صـرفه جـویی در مصـرف    ، ماهی صبیتی% چربی در جیره غذایی 14% پروتئین و 40مناسب بین سطوح 
 ـ   هـاي  ینهگوارشی و در نهایت افزایش رشد و کاهش هز هاي یمپروتئین، بهبود فعالیت آنز د. تولیـد غـذا گردی

اي  یـه تغذتواند قابلیت تطابق آبزیان را با شرایط  یمآمیلاز به پروتئاز فعالیت آنزیم آلفاین تعیین نسبت همچن
  نشان دهد. 

  
  هاي گوارشی، پروتئین جیره غذایی، چربی جیره غذایی یمآنز ،S. hasta: کلیدي هاي واژه

  
  مقدمه

 Fatma Abidi andنیاز پروتئینی ماهیان گوشتخوار دریایی نسبت به سایر ماهیان  بیشتر بوده (
Khan, 2010 بردن مقادیر بالاي  کار به) و درنتیجه به جیره غذایی با سطح بالاي پروتئین نیاز دارند که

)، در نتیجه فقط NRC, 1993(از لحاظ اقتصادي مقرون به صرفه نیست  ها آنپروتئین در جیره غذایی 
ي مورد نیاز ماهی نظیر چربی و در صورت استفاده از منابع جایگزین پروتئین جهت تأمین انرژ

چربی نسبت به کربوهیدرات  که ییآنجادریایی قادر به توسعه خواهد بود. از  يپرور يآبزکربوهیدرات، 
گوشتخوار است، استفاده از سطوح مناسب چربی در  يها گونهجهت تأمین انرژي در  يتر مناسبمنبع 

 گردد یمتیجه ذخیره پروتئین جهت رشد جیره غذایی سبب تأمین انرژي مورد نیاز ماهی و در ن
)Monentcham et al., 2010; Arshad Hossain et al., 2010 بردن سطوح  کار به). بنابراین با

گامی اساسی در جهت بهبود  توان یممناسب و نسبت متعادل پروتئین و چربی در جیره غذایی ماهی، 
 صرفه بهپایدار و مقرون  يپرور يآبزگوارشی و افزایش رشد ماهی در روند توسعه  يها میآنزفعالیت 

  ).Lee et al., 2002برداشت (
مواد مغذي اعم از پروتئین و چربی در روند هضم و جذب گوارشی نقش بسیار مهمی  هاي یمآنز
 يها گونهارشی در گو هاي یمآنزو ارزیابی فعالیت  )Rungruangsak-Torrissen et al., 2006دارند (

 Lanبسیار مفید است ( دهندگان پروشپرورشی در انتخاب درست اجزاي غذایی جیره براي محققان و 
and Pan, 1993 ،ینهزم درحاصل از تحقیقات پژوهشگران  يها داده). با وجود اهمیت زیاد این موضوع 

 از این. اندك استجیره غذایی براي ماهیان  اجزايبا تغییر سطوح  یگوارش هاي یمآنزفعالیت  ییراتتغ
گوارشی یک گام ضروري در پی بردن به چگونگی مکانیسم گوارش و سازگاري  هاي یمآنزرو مطالعه 

بردن ) که جهت نیل به این هدف و پیSunde et al., 2004جانداران با تغییرات محیط مغذي است (
، رژیم غذایی و محیط اکولوژیک ماهی اي یهتغذدات به وضعیت گوارشی ماهی، مطالعه دقیق در مورد عا

  ). Falcón-Hidalgo et al., 2011ضروري است (
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بـه پروتئازهـاي قلیـایی و  تـوان یمگوارشی که در این روند تأثیر بسزایی دارنـد  هاي یمآنزاز جمله 
اشاره کرد. قسمت تحتانی دستگاه گوارش بیشتر ماهیـان (خصوصـاً  یلازآلفاآمو  فسفاتاز ینآلکالاسیدي، 

اسـیدي ماننـد  يپروتئازهـادر ماهیان گوشتخوار) واجد یک معده حقیقی است که مخاط ترشـحی آن، 
 Yúfera et al., 2004; García-Meilán et( کنـد یمبراي شکستن پروتئین تولید  پپسین و پپتیداز

al., 2013(تریپسـین و  هـاي یمآنزیط قلیایی روده نیز توسط پروتئازهاي قلیایی نظیر . پروتئین در مح
زوائـد  نام بـه. ماهیان گوشـتخوار همچنـین داراي یـک یـا چنـد کیسـه شود یمکیموتریپسین شکسته 

روده قـرار دارنـد. -و در محل اتصـال معـده اند یترشحواجد بافت  ها یسهکباشند که این  المعدي می باب
پروتئـازي در ماهیـان گوشـتخوار  هـاي یمآنزترشحی متعدد نشان دهنده فعالیت بالاتر  يها بافتوجود 

فسـفاتاز، فعالیت آنزیم آلکالین). Xiong, 2012( باشد یمدیگر  اي یهتغذنسبت به سایر ماهیان با عادات 
ایـن آنـزیم اغلـب  بـه عنـوان  .باشـد یمبالا  ي،ا رودهاپی تلیال  يها سلول 1تنها در منطقه نوار مسواکی

). همچنـین نقـش مهمـی در هضـم Silva et al., 2010( شـود یمشاخص درجذب مواد مغذي تلقـی 
نهایی مواد پروتئینی بر عهده دارد. این آنزیم در حضور سوبسترا در مدت زمان کوتاهی فعالیـت خـود را 

فعالیت این آنزیم بـا حضـور مـواد غـذایی پپتیـدي افـزایش  .)Wahnon et al., 1992( دهد یمنشان 
فسفاتاز در راستاي فعالیت پروتئازهـا بـه هیـدرولیز بهتـر ). آلکالینSonoyama et al., 1994( یابد یم

کمک نموده و این عمل را در سطوح مناسب پروتئینی جیره غذایی بـه بهتـرین شـکل خـود  ها ینپروتئ
در مري داراي فعالیـت  ها گونهدر پانکراس، معده، روده، صفرا و در بعضی  یلازآلفاآم. آنزیم دهد یمانجام 
)، اما در روده و لوزالمعده بیشتر مشـهود بـوده و حـداکثر فعالیـت آن در Klahan et al., 2009است (

تولید کننـده اصـلی آن لوزالمعـده و کبـد  حال نیابا  .)Natalia et al., 2004( باشد یممحیط قلیایی 
). از طرفی فعالیت آن در بخش پیشین دستگاه گوارش گوشـتخواران، Klahan et al., 2009( باشد یم

دیگر بیشتر بوده ولی به طور کلی ترشح این آنـزیم در گوشـتخواران در مقایسـه بـا  يها بخشنسبت به 
  ).Xiong, 2012گیاهخواران کمتر است (

 صید میزان و شود یممحسوب  فارس یجخل يتجار و مهم يها گونه) از S. hastaصبیتی ( ماهی
 ,.Teng et alدارد ( استان خوزستان سواحل در خصوص به فارس خلیج مناطق مختلف در بالایی

1999; Abu-Rezq et al., 2013 در ایران پرورش ماهیان دریایی در خلیج فارس در مراحل اولیه .(
 فرد به. در میان کشورهاي خاور دور و نزدیک، ایران با توجه به نوار ساحلی منحصر برد یمخود به سر 

. با بهبود مدیریت، ارتقا تکنولوژي باشد یمخود داراي موقعیتی ممتاز در زمینه پرورش ماهیان دریایی 
ایی در انتظار داشت که این امر نقش بسز توان یمتغذیه و آگاهی بیشتر نسبت به انتخاب مکان پرورش، 

 يها نمونهدریایی و رونق اجتماعی و اقتصادي مناطق ساحلی ایران داشته باشد. از میان  پروري يآبز
                                                   
1. Brush border 
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با  يها گونه ینتر مهممعرفی شده جهت پرورش، پرورش ماهی صبیتی به دلیل قرار داشتن در لیست 
. باشد یمرخوردار ب ییسزا بهه خلیج فارس و ذائقه پسندي بالاي آن در منطقه، از اهمیت ضارزش حو

و روند رو به رشد تقاضا براي محصولات دریایی مسلماً در ایران  پروري يآبزنظر به گسترش جهانی 
مناسب  هاي یژگیواز شانک ماهیان که داراي  ییها گونهجهت تولید اقتصادي این محصولات در ابتدا از 

جهت پرورش هستند استفاده خواهد شد. گسترش محصولات دریایی در ایران بر حسب نیاز بازار به 
. قیمت این محصولات را عوامل زیادي از جمله عادات غذایی مصرف باشد یممحصولات دریایی 

یانی نظیر اخیر افزایش تقاضا براي ماه يها سال. در کنند یمکنندگان، کیفیت، رقابت و نوع آن تعیین 
صبیتی و هامور ماهیان و نیز سود بالاي پرورش این ماهیان نظر سرمایه گذاران ایران را به این صنعت 

جدید براي پرورش این ماهیان در سواحل بوشهر و قشم رو به  هاي يگذارجلب کرده است و سرمایه
رورش گونه با ارزش به پ يمند علاقه). از سوي دیگر Pourkhan et al., 2009( باشد یمافزایش 

ه خلیج فارس به اثبات رسیده است. در این میان، کشور کویت داراي ضصبیتی در سایر کشورهاي حو
از شانک ماهیان نظیر گونه با ارزش صبیتی در  ییها گونهسابقه تحقیقاتی و عملی در زمینه پرورش 

ویت براي این گونه از سال سالانه در ک پروري يآبز. میزان تولیدات باشد یمجهت تکثیر و پرورش 
، FAOطبق گزارشات  2006و  2005تن بوده است و در سال  164تا  55در حدود  2004تا  1999

میزان تولیدات  2011تا  2007بوده است. در سال  این گونه پروري يآبزکویت فاقد تولیدات حاصل از 
 توان یمکه علت این امر را  ).FAO, 2012تن رسید ( 35تا  13سالانه با روندي کاهشی به میزان 

این گونه و  اي یهتغذپرورشی به خصوص اطلاعات ناکافی در زمینه نیازهاي  هاي یکتکننامناسب بودن 
  در نتیجه مرگ و میر آن دانست.

قیمت بیشتري  و يبازارپسندو  تر یعسر رشد از باله زرد شانک ماهی به صبیتی نسبت ماهی
 يبازار ي اندازه ماهی به تبدیل زمان مدت سریع، )؛ این رشدAbu-Rezq et al., 2013( برخوردار است

 گونه این پرورشی هاي یستمس يسودآور و ياقتصاد ارزش سبب افزایش نکته این که کند یم تر کوتاهرا 
دریایی،  پروري يآبز). با این وجود به دلیل نو پا بودن صنعت Al-Abdul-Elah et al., 2000( شود یم

تکثیر و پرورش این گونه با ارزش تجاري براي رسیدن به بالاترین  هاي یکتکناطلاعات دقیقی در مورد 
مرحله در پرورش هر گونه،  ینتر مهم. از طرفی باشد ینممیزان تولید با صرفه اقتصادي، در دست 

شی آن گونه جهت گوار هاي یمآنز، ظرفیت گوارشی و فعالیت اي یهتغذشناخت صحیح از نیازهاي 
در جهت طراحی و ساخت  اي یهتغذ. از این رو مطالعات باشد یمافزایش راندمان غذایی و افزایش رشد 

هزینه و متعادل از لحاظ سطوح مختلف مواد غذایی براي استفاده در  ینتر کمغذایی با  هاي یرهج
  ).Aprodu et al., 2012( باشد یمپرورش ماهی صبیتی، امري لازم و ضروري  هاي یستمس
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  ها روشمواد و 
قطعه در شهریور ماه  300) به تعداد S. hastaماهیان جوان صبیتی ( :تهیه ماهی و شرایط پرورش

از ایستگاه تحقیقاتی ماهیان دریایی در بندر امام خمینی (ره) تهیه و به آزمایشگاه خیس  1392
روز  21پس از روز بود.  56دانشگاه علوم و فنون دریایی خرمشهر انتقال داده شدند. طول دوره پرورش 

ماهی در  10گرم به صورت تصادفی ( 55/36±28/0دوره سازگاري، ماهیان با میانگین وزنی اولیه 
در ذخیره سازي شدند.  ppt 27شده دریا با شوري  یلترفلیتري حاوي آب  300تانک  18تانک) در 

 31/26±08/0و  ppt 04/0±4/27بین  یببه ترتطول دوره آزمایشی میانگین شوري آب و دماي آب 
بر لیتر و محدوده  گرم یلیم 16/6±13/0ل آب حفظ گردید. میانگین اکسیژن محلو گراد یسانتدرجه 

pH  12بود. دوره آزمایش در سالنی سرپوشیده با شرایط یکسان با تناوب نوري بر اساس  7- 8هم 
، 8:00ماهیان آزمایشی سه بار در روز در ساعات کنترل گردید و  یکیتارساعت  12و  ییروشناساعت 
   به روش سیري غذادهی شدند. 18:00و  13:00
 

خشک جیره غذایی) گرم وزن  100غذایی آزمایشی (گرم در  هاي یرهجاجزاي غذایی و فرمولاسیون  -1دول ج
   ).S. hasta( صبیتی جوانماهی 

  تیمارهاي غذایی  اجزاي غذایی
 P35/L7   P40/L7  P45/L7   P35/L14  P40/L14  P45/L14  

  34  34  34  34  34  34  1پودر ماهی
  18  18  18  18  18  18  1آرد سویا
  21  12  3  21  12  3  1کازئین

  8  8  8  3  3  3  روغن ماهی
  4  4  4  5/1  5/1  5/1  روغن آفتابگردان 

  5/11  20  5/28  5/17  5/25  5/33  1آرد گندم
  5/0  1  5/1  2  3  4  زئولیت

  2  2  2  2  2  2  2مکمل ویتامین

  1  1  1  1  1  1  3مکمل معدنی
چربی خام)؛ پودر سویا  85/3پروتئین خام و % 17/64(% آنالیز تقریبی اجزاي غذایی براساس درصد وزن خشک، پودر ماهی .1

پروتئین خام  11/39چربی خام)؛ آرد گندم (% 35/3پروتئین خام و%  43/68چربی خام)؛ پودر کازئین (% 17/2پروتئین خام و % 65/41(%
 چربی خام). 19/1و %

 :A: 600000IU ،D3:400000 IU ،E: 40000 mg ،K3: 1000 mg ،B1: 3000 mg ،B2در هر کیلوگرم مکمل ویتامین:  .2
5000 mg ،B6: 3000 mg ،B12:8000 mg ،C: 52000 mg :30000، نیکوتنیک اسید mg9000کلسیم پانتوتنیک: - ، دي 

mg :1600، فولیک اسید mg :160، دي بیوتین mg :24000، اینو.یتول mg :5000، آنتی اکسیدانت mg. 
گرم،  یلیم 5000گرم، سلنیوم:  یلیم 6000گرم، روي:  یلیم 4000میلی گرم، آهن:  2600در هر کیلوگرم مکمل ماده معدنی: منگنز:  .3

 .گرم یلیم 120000گرم، کولین کلراید:  یلیم 2000ید: 
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و  40، 35در این پژوهش شش جیره غذایی شامل سـه سـطح پـروتئین  هاي غذایی آزمایشی: یرهج
 ,.Sa et alدرصـد (وزن خشـک جیـره غـذایی) طراحـی گردیـد ( 14و 7دو سطح چربی درصد و  45

2006; Alam et al., 2009 هاي آزمایشی با اسـتفاده  یرهج). تمامی آنالیزهاي تقریبی اجزاي غذایی و
هـاي آزمایشـی در  یرهج) انجام پذیرفت. اجزاي غـذایی و فرمولاسـیون AOACاز روش کار استاندارد (

هـاي غـذایی  یرهج. اند شـدهآورده  2هـاي غـذایی آزمایشـی در جـدول  یرهجو آنالیز تقریبـی  1جدول 
هـاي  یرهج) فرموله شـدند. مراحـل سـاخت 2,4(نسخه  WUFFFDA1آزمایشی با استفاده از نرم افزار 

  انجام گردید.  غذایی آزمایشی در آزمایشگاه شیلات دانشگاه علوم و فنون دریایی خرمشهر
 

مـاهی   )n=3گرم وزن خشک جیـره غـذایی،    100غذایی آزمایشی (گرم در  هاي یرهجآنالیز تقریبی  -2جدول 
   ).S. hasta( صبیتی جوان

 تیمارهاي غذایی  مواد مغذي
P35/L7  P40/L7  P45/L7  P35/L14  P40/L14  P45/L14  

  16/94  11/94  69/94  16/93  31/93  61/94  ماده خشک
  70/46  02/41  70/35  67/44 47/39  06/36  پروتئین

  34/14  48/14  22/14  38/7  52/6  04/7  چربی
  25/16  82/16  01/16  11/16  97/16  54/16  خاکستر

  87/16  79/21  76/28  25  35/30  97/34  1کربوهیدرات
GE2 70/1  70/1  74/1  88/1  91/1  95/1  

 = کربوهیدرات100 -(رطوبت+ خاکستر+ چربی+ پروتئین) .1
مگا ژول برگرم  0237/0و  0398/0، 017/0اساس مقادیر (مگا ژول بر کیلوگرم)، بر Gross Energyانرژي خام یا 

  ترتیب براي کربوهیدرات، چربی و پروتئین محاسبه شده است. به
  

در انتهاي دوره آزمایش، جهت کاهش میزان استرس ماهیان، : ي از دستگاه گوارشریگ نمونهمراحل 
از مـواد غـذایی بـه خـوبی  هـا آنغذادهی قطع گردید تا دستگاه گوارش  يبردار نمونهساعت قبل از  24

توسط عصاره گل میخک به میزان  يبردار نمونهقبل از  ها یماه). Lemieux et al., 1999تخلیه شود (
ppm200 کشـی (قطـع نخـاع) شـده و سـریعاً در عدد ماهی از هر تکرار آسان پس سهبیهوش شدند. س

صـورت گیـرد.  ها آن ییکالبدگشامجاورت یخ قرار داده شدند تا با حداقل رساندن تغییر فعالیت آنزیمی 
در ادامه روده (شامل زوائد پیلوریک، روده و پانکراس) ماهیان خارج شده و جهت عـدم اخـتلال در امـر 

دیواره بیرونی روده به وسیله اسکالپل جدا و با سرم فیزیولوژي شستشـو  يها یچرب سنجش آنزیمی، کل
 Lemieux et al., 1999, Al-Sarajiو در نهایت توزین گردیـد و درون میکروتیـوپ قـرار داده شـد (

                                                   
1. Windows User-friendly feed formulation data again 
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and Nasir, 2013 درجـه  -196). سپس جهت سنجش فعالیت آنزیمـی بلافاصـله در شـرایط انجمـاد
و پاکسـازي  يجداسـازک ازت مایع) نگهداري شدند. لازم به ذکر است که تمام عملیات (تان گراد یسانت

آنزیمی کاهش پیدا کرده و محتـواي آنزیمـی آن  يها واکنشروده بر روي یخ صورت پذیرفت تا سرعت 
 ). Kuz’mina et al., 2010حفظ گردد (

و پروتئاز  یلازآلفاآمسنجش فعالیت  يبرا: هاي گوارشی فعالیت آنزیمن ییتعتهیه عصاره آنزیمی و 
توزین شده و به نسـبت  -80روده، پانکراس و زوائد پیلوریک پس از خارج شدن از دماي  يها نمونهکل 

) درصـد Triton X- 100 0/1میلـی مـولار و  EDTA 0/1 میلی مولار،Tris-HCl 100بافر ( با 9به  1
هموژن  ثانیه 30مدت  ) بهD-500, Germanyمخلوط شدند. سپس با دستگاه هموژنایزر (  pH 7/8در 

 دقیقـه10بـه مـدت  10000) بـا دور Sigma 36HK, USA( دار خچـالیو در دسـتگاه سـانتریفیوژ 
ــانتریفیوژ  ــوپ س ــی در میکروتی ــایع روی ــیم 2و م ــریل یل ــ يت ــدند.  میتقس ــراش ــتخراج  يب ــزاس  میآن

بـا بـافر  30بـه  1توزین شده و به نسبت  -80پس از خارج شدن از دماي  ها نمونه، ابتدا فسفاتاز نیآلکال
مخلوط شـدند. سـانتریفیوژ در دور  pH 8/7در )  Manitol میلی مولار Tris-HCl ،50میلی مولار  2(

 افـزوده هـا آنبـه   CaCl2مـولار 1/0هموژن شـدند و  ها نمونهدقیقه انجام گرفت.  15و به مدت  4000
قـرار داده شـدند و  دقیقـه 10بـه مـدت  9000در دستگاه سانتریفیوژ یخچال دار با دور  گردید. سپس

 .)Fischbach and Zawta, 1992(محلول رویی جداسازي گردید 
همـوژن شـده مـاهی جـوان  يا روده يها نمونـهمحلـول  نیپـروتئ :محلول نیپروتئسنجش غلظت 

 يگـاوسـرم  نیآلبـوممنظـور از  نیـاشـد. بـه  دهیسنج) Bradford, 1976( بردفورد  صبیتی به روش
)BSA1 یمنحنـمحلـول ابتـدا  نیپـروتئو سـپس جهـت سـنجش  دیگرد) به عنوان استاندارد استفاده 

تکرار انجام و جذب نـوري  3در  یمیآنزمحلول عصاره  نیپروتئ يریگ اندازهشد.  هیتهاستاندارد پروتئین 
. سپس قرائـت دیگردقرائت  نانومتر 595در طول موج  )UV100, USA( توسط دستگاه اسپکتوفتومتر

محلول محاسـبه گردیـد  نیپروتئ زانیممنتقل و  BSAاستاندار  یمنحنبه  ها نمونهبدست آمده از  ينور
)Bradford, 1976.(  

 ,Worthington( ورتینگتـون براي سنجش فعالیت پروتئاز کل از روش: سنجش فعالیت پروتئاز کل
براي سنجش ایـن آنـزیم  .شددر این روش از کازئین به عنوان سوبسترا استفاده . گردید) استفاده 1993

و استاندارد تیروزین استفاده و  3مولار، معرف فولین، تري کلرو استیک اسید 201/0از بافر کلسیم کلرید 

                                                   
1. Bovine Serum Albomin 
2. CaCL2 
3. TCA 
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بـه منحنـی  هـا دادهنـانومتر قرائـت و  550منحنی آن رسم گردید. سپس جذب نـوري در طـول مـوج 
  ). Worthington, 1993( شداستاندارد تیروزین انتقال و میزان فعالیت پروتئاز کل محاسبه 

کلیه مراحل سنجش به صورت خودکـار توسـط دسـتگاه اتوآنـالیزر : ییایفسفاتازقل تیفعالسنجش 
)Mindry BS-200, China فسـفاتاز ینآلکال) انجام شد. جهت سنجش این آنزیم کیت تشخیص کمی 

ـــتراي ـــن روش سوبس ـــت. در ای ـــرار گرف ـــتفاده ق ـــورد اس ـــران م ـــون ته ـــارس آزم ـــرکت پ   ش
P-Nitrophenylphosphate  شـود یمبه فسفات و پارانیتروفنول شکسـته  فسفاتاز ینآلکالتوسط آنزیم 

 A معـرف . در ایـن سـنجش از دو)Fischbach and Zawta, 1992( باشـد یم زا رنگکه یک واکنش 
)Diethanolamine, pH 9/8: 1 mol/l; Magnesium chloride: 0/5 mmol/l(  وB )P-

Nitrophenylphosphate: 10 mmol/l شد) استفاده.  
از نشاسـته بـه عنـوان سوبسـترا و از  یلازآلفاآم تیفعال نییتع يبرا: یلازآلفاآم میآنز تیفعالسنجش 

 دیـتولشـده و  هیـتجز میآنـز. نشاسته تحـت اثـر شدمنحنی مالتوز به عنوان منحنی استاندارد استفاده 
قابـل  دیاسـ کیلیسیسالتروین يدشدت رنگ در معرف  رییتغو  یسنجرنگ  قیطراز  که دینما یممالتوز 

). واحـد Bernfeld, 1951; Worthington, 1993; Hassanatabar et al., 2013( باشد یمسنجش 
 گـرم یلـیم يازابـه  قـهیدقدر  میآنـزمالتوز آزاد شده تحت اثـر  کرومولیم، بر حسب یلازآلفاآم تیفعال

  ). Bernfeld, 1951; Worthington, 1993( شدمحاسبه  نیپروتئ
ي رسـم بـرا و version 16 (SPSS( افزار نرمبا استفاده از  ها دادهآماري  یلتحلو  یهتجز آنالیز آماري:

از آزمـون آنـالیز واریـانس دو طرفـه  ها دادهشد. جهت آنالیز  استفاده Excel 2007 افزار نرمنمودارها از 
)Two- way ANOVA(  آمـده در  بـه دسـت يهـا دادهاستفاده شد، سپس اختلاف میان تیمارهـا در

در نتـایج بـه صـورت  هـا داده، بررسـی گردیـد. دانکـن ) به کمک پـس آزمـون≥05/0pسطح احتمال (
  .شد) بیان Mean± S.Eخطاي استاندارد ( ±میانگین

  
  نتایج

نتایح حاصل از این مطالعه میزان فعالیت پروتئاز کل تحت تأثیر سطوح مختلف پروتئین و بر اساس 
% جیـره غـذایی 14% و چربـی 40 ) و در سـطوح پـروتئینp>05/0چربی جیـره غـذایی قـرار گرفـت (

کـنش اثـر بـرهم 3). همچنـین طبـق جـدول 1(شکل  شدبیشترین میزان فعالیت پروتئاز کل مشاهده 
). p>05/0بر میزان فعالیت پروتئـاز کـل داشـت ( داري یمعنو چربی جیره غذایی تأثیر متقابل پروتئین 

تنها تحت تأثیر سطوح مختلف پروتئین جیـره غـذایی قـرار گرفـت  فسفاتاز ینآلکالمیزان فعالیت آنزیم 
)05/0<p میزان فعالیـت  ینتر کمترین و درصد پروتئین به ترتیب بیش 35و  40در سطح  که يطور) به
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بر میـزان فعالیـت  داري یمعن). سطوح مختلف چربی جیره غذایی اثر 2ین آنزیم نشان داده شد (شکل ا
ارتبـاط مسـتقیمی میـان  اي یسـهمقا) ولی با این حال از لحـاظ p<05/0نداشت ( فسفاتاز ینآلکالآنزیم 

آزمـون افزایش سطوح چربی و افزایش میزان فعالیت این آنزیم مشـاهده گردیـد. همچنـین بـر اسـاس 
واریانس دو طرفه سطوح مختلف پروتئین و چربی و اثر متقابل این دو ماده مغذي در جیره غذایی تأثیر 

بیشـترین  اي یسـهمقا) ولی در کل، از لحـاظ p<05/0( یزان فعالیت آنزیم آمیلاز نداشتبر م داري یمعن
  ).3هده گردید (جدول درصد مشا 7درصد و سطح چربی  40میزان فعالیت این آنزیم در سطح پروتئین 

  

  
  

صـبیتی  مـاهی  اثر سطوح مختلف پروتئین (الف) و چربی (ب) جیره غذایی بر فعالیت پروتئاز قلیایی  -1شکل 
   ).S. hasta( جوان
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 یمـاه اثر سطوح مختلف پروتئین (الف) و چربی (ب) جیره غذایی بر فعالیت آنزیم آلکالین فسـفاتاز   -2شکل 
  ).S. hasta( صبیتی جوان
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مختلف پروتئین و چربی  حهاي گوارشی تغذیه شده با سطو یمآنزنتایج میزان فعالیت اختصاصی  - 3جدول 
خطاي  ±. (میانگینm u.min-1/mg proteinبر حسب  )S. hasta(جیره غذایی در ماهی صبیتی جوان 

  )n=6استاندارد، 
  آمیلاز  آلکالین فسفاتاز  پروتئاز  

  (آزمون واریانس یک طرفه)میانگین تیمارها 
  P35/L7(  b01/0±56/1  b10/0±80/0 31/0±42/12( 1تیمار 
  P40/L7(  b02/0±68/1  ab17/0±92/0  37/0±85/12( 2تیمار 
  P45/L7(  b01/0±61/1  ab25/0±16/1  30/0±08/13( 3تیمار 
  P35/L14(  b01/0±56/1  b14/0±86/0  36/0±31/12( 4تیمار 
  P40/L14(  a03/0±34/2  a17/0±77/1  29/0±20/13( 5تیمار 
  P45/L14(  a04/0±33/2  ab12/0±14/1  33/0±53/12( 6تیمار 

  میانگین اثرات اصلی 
  b56/1  b83/0  37/12  (درصد پروتئین) 35
  a97/1  a30/1  00/13  (درصد پروتئین) 40
  a92/1  ab15/1  84/12  (درصد پروتئین) 45
  b62/1  b97/0  82/12  (درصد چربی) 7

  a10/2  a31/1  73/12  چربی)(درصد  14
  1آزمون واریانس دو طرفه

P 000/0  044/0  Ns 
L  000/0  Ns  Ns  

P×L  001/0  Ns Ns  
). n=3) با سه تکرار (>05/0pباشد ( یمي آزمایشی ها گروهدار بین  یمعنحروف متفاوت در هر ستون نشانه وجود اختلاف 

  نشانه معنا دار نبودن اختلاف در پارامترهاي مذکور است. ها ستونعدم وجود حروف در 
1 :P ،سطح پروتئین :L ،سطح چربی :P×L اثر متقابل پروتئین و چربی جیره غذایی. علامت :Ns :not significant 
)05/0p< است دار یمعن) و بیانگر عدم وجود اختلاف .  

  
   گیري و نتیجه بحث

داد کـه فعالیـت پروتئـاز قلیـایی در روده تحـت تـأثیر سـطوح نتایج حاصل از مطالعه حاضر نشان 
درصد سـیر  40مختلف پروتئین جیره غذایی قرار گرفت. با افزایش سطح پروتئین جیره غذایی تا سطح 

) نیـز Al-Saraji and Nasir, 2013(نصیر و السراجی  صعودي در فعالیت پروتئاز کل مشاهده گردید.
پروتئازي متأثر از جیره غذایی حاوي سطوح پروتئینی را در روده ماهیـان کپـور  هاي یمآنزوجود فعالیت 

اظهار داشـتند  با مطالعه خود  )Xiong, 2012ژیونگ ( ) گزارش کردند. همچنینC. carpioمعمولی (
هاي پروتئازي در ماهیان گوشتخوار وجود دارد که وجـود ایـن  یمآنزي متعددي جهت ترشح ها بافتکه 
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هاي پروتئازي در ماهیـان گوشـتخوار  یمآنزتواند نشان دهنده فعالیت بالاتر  یمرشحی متعدد ي تها بافت
اثـر سـطوح  کـنش همباشد. سطوح مختلـف چربـی و  یماي دیگر  یهتغذنسبت به سایر ماهیان با عادات 

دید. به در میزان فعالیت پروتئاز کل گر دار یمعنباعث ایجاد تأثیر  مختلف پروتئین و چربی جیره غذایی
درصد چربی نشان داد. بنابراین اسـتفاده  14تحقیق حاضر، افزایش فعالیت پروتئاز را در سطح  که يطور
در  توانـد یم هـا یمآنزو سـنجش فعالیـت ایـن  هـا ینتماکرونوترغذایی با سـطوح مختلـف  هاي یرهجاز 

 Zamani etمشخص شدن هر چه بهتر عملکرد هضمی و نهایتاً افزایش رشد در این ماهیان مؤثر باشد (
al., 2007 درصد و چربی  40). چنانچه در این مطالعه افزایش فعالیت پروتئاز قلیایی در سطح پروتئین

در ایـن سـطح از  مشابه روي همین گونه يا مطالعهدرصد جیره غذایی مشاهده گردید. همچنین در  14
به دلیل افزایش هضم و جـذب غـذا  تواند یمکه  شدپروتئین و چربی جیره غذایی افزایش رشد مشاهده 

باشد. همچنین مطالعات پیشـین اظهـار داشـتند افـزایش فعالیـت  ها یمآنزدراثر افزایش فعالیت اینگونه 
در مصـرف  ییجو صـرفهد و پروتئازي سبب افزایش عمل هضم و جذب پروتئین، افزایش رشـ هاي یمآنز

گفت که افـزایش  توان یم). بنابراین Al-Saraji and Nasir, 2013( گردد یمپروتئین در جیره غذایی 
اثر سود مندي در مصرف غذا توسط این گونه داشته باشـد  تواند یمدر جیره غذایی  %14چربی تا سطح 

 هـاي یمآنزه غـذایی، بهبـود فعالیـت پـروتئین جیـر% 40 و بالطبع باعث ایجاد تعادلی مناسب بـا سـطح
ایجاد تعادل مناسـب  که یآنجائ. از گردد یمپروتئازي و صرفه جویی در مصرف پروتئین در جیره غذایی 

اظهـار داشـت کـه  تـوان یمغـذایی اسـت،  هاي یرهجمیان اجزاي غذایی یک اصل مهم در روند ساخت 
ی آزمایشی، بهتـرین نسـبت بـراي سـاخت چربی بر اساس تیمارهاي غذای %14پروتئین به % 40نسبت 

پروتئـازي مـاهی جـوان  هـاي یمآنزجیره غذایی متعادل از نظر اجزاي غذایی در جهـت بهبـود فعالیـت 
  .باشد یم صبیتی

 فسـفاتاز ینآلکالمیزان فعالیت آنـزیم  ینتر کمنتایج حاصل از مطالعه حاضر نشان داد که بیشترین و 
 داري یمعن. در واقع سطوح پروتئینی تأثیر شددرصد مشاهده  %35%  و 40ترتیب در سطوح پروتئین  به

سـطوح مختلـف چربـی جیـره  که یصورت). در 2نشان داد (شکل  فسفاتاز ینآلکالبر میزان فعالیت آنزیم 
بر میزان فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز نداشت. با این حـال در ایـن تحقیـق رونـد  داري یمعنغذایی اثر 
 تـوان یمین افزایش سطوح چربی و افزایش میزان فعالیت این آنزیم مشاهده گردیـد. بنـابراین مشابهی ب

شـاهد تغییـرات  توان یمبیان کرد که با افزایش طول دوره پرورشی یا افزایش اندك چربی جیره غذایی 
ن مطالعـه، بود. همچنین بر اسـاس نتـایج حاصـل از ایـ فسفاتاز ینآلکالدر میزان فعالیت آنزیم  دار یمعن

کنش اثر سطوح مختلف پروتئین و چربی جیره غذایی بر میزان فعالیـت آنـزیم در هم داري یمعنتفاوت 
در مطالعــه حاضــر فعالیــت آنــزیم  اي یســهمقادیــده نشــد. بــه طــور کلــی و از لحــاظ  فســفاتاز ینآلکال
ترین فعالیت پروتئاز کـل بیش چه چنانییر کرد. غپروتئازي ت هاي یمآنزهمسو با فعالیت  فسفاتاز ینآلکال
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. در راسـتاي نتـایج حاصـل از ایـن شـدجیره غذایی مشـاهده  %14و چربی  %40نیز در سطح پروتئین 
که این آنزیم در فرآیند جـذب  دهد یمنشان  فسفاتاز ینآلکالصورت گرفته بر آنزیم  هاي یبررستحقیق، 

 فسـفاتاز ینآلکال. آنـزیم کنـد یمشارکت دیواره روده م يها سلولو انتقال چربی و کربوهیدرات از عرض 
و بنـابراین یـک شـاخص عملکـرد  شـود یمانتروسیت بالغ غشاي لبه مسـواکی تولیـد  يها سلولتوسط 
). وجـود سـطح بـالاي آنـزیم Nya and Austin, 2011( آیـد یم به حسـابانتروسیت روده  يها سلول
در روده بیانگر ظرفیت بالاي جذب مواد مغذي، رشد و بلوغ روده و در نهایت رشد ماهی  فسفاتاز ینآلکال

   ).Nya and Austin, 2011; Taheri et al., 2011; Yeganeh et al., 2014است (
در سـطوح مختلـف پـروتئین جیـره  یلازآلفـاآماز فعالیت آنـزیم  دار یمعنمطالعه حاضر روندي غیر 

در  چنانچـه. باشـد یمغذایی نشان داد که با توجه به رژیـم گوشـتخواري مـاهی صـبیتی قابـل توجیـه 
) Diplodus sargus) بر ماهی شانک سفید (Castro et al., 2013و همکاران ( کاسترو که يا مطالعه

پروتئین وجـود دارد امـا ظرفیـت گـوارش انجام دادند، بیان داشتند که الگوي آنزیمی خوبی براي هضم 
 کربوهیدرات پایین است که با عادت غذایی گوشتخواري گونه مورد مطالعه مطابقـت داشـت. همچنـین

) در مطالعه خود، وابستگی سیسـتم گوارشـی و فعالیـت Fernandez et al., 2001و همکاران ( فزناندز
برخی محققین  همچنین بررسی انجام شده توسط گوارشی به نوع جیره غذایی را نشان دادند. هاي یمآنز

آلاي در قـزل یلازآلفـاآمشان داد که افزایش سطوح نشاسته در جیره غذایی باعث کاهش فعالیت آنزیم ن
-Krogdahl and Bakke( ه اسـتگردیـد خوارشـتگوعنوان نوعی مـاهی  ) بهO. mykiss( کمان ینرنگ

McKellp, 2005; Spannhof and Plantikow, 1983 بـا افـزایش  یلازآلفاآم). کاهش فعالیت آنزیم
سطوح کربوهیدرات، محدودیت ماهیان گوشتخوار بـه اسـتفاده از کربوهیـدرات جیـره غـذایی را نشـان 

از  بودن میزان هضم کربوهیدرات جیره غذایی را در سـه گونـه تر یینپاهمچنین محققین دیگر  .دهد یم
 پژوهشـگران. ایـن )Saborido-Rey and Munilla-Morán, 1996( گوشتخوار نشـان دادنـدماهیان 

. بـا ایـن شـوند ینمیند هضم و جذب این ماهیان محسـوب آآنزیم اصلی در فر یلازآلفاآمبیان کردند که 
 اي یـهتغذقابلیت تطابق آبزیان را با شرایط  تواند یمبه پروتئاز  یلازآلفاآمحال تعیین نسبت فعالیت آنزیم 

تعادل مناسبی بین سـطوح  توان یمکه با دستیابی به این نسبت  ،)Lazzari et al., 2010نشان دهد (
اجزاي جیره غذایی ایجاد کرد. همچنین اطلاعاتی درمورد میـزان جـایگزینی اجـزاي غـذایی در شـرایط 

کردن جیره غـذایی بدسـت آورد.  صرفه بهخاص غذایی و محیطی و همچنین اطلاعاتی در جهت مقرون 
پروتئـازي نقـش  هـاي یمآنزدر ماهی صبیتی به دلیل رژیم غذایی گوشـتخواري، اگرچه بدیهی است که 

 Caruso( کنند یمدر هضم و جذب مواد مغذي جیره غذایی ایفا  یلازآلفاآمنسبت به آنزیم  يتر برجسته
et al., 2009; Ahmad et al., 2012 .(  
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در فعالیـت  داري یمعنـف اخـتلا گونـه یچهاز طرفی بر اساس نتایج بدست آمده در مطالعه کنـونی، 
 حـال یناماهیان صبیتی جوان در سطوح مختلف چربی جیره غذایی نشان داده نشد. بـا  یلازآلفاآمآنزیم 

 %14بـه سـطح % 7با افزایش سطح چربی جیره غـذایی از سـطح  یلازآلفاآمکاهش میزان فعالیت آنزیم 
معکـوس بـین میـزان فعالیـت آنـزیم  يا رابطـهمشاهده گردید. برخی مطالعات وجود  اي یسهمقا طور به

). همچنـین در مـاهی Pavasonic et al., 2007و سطح چربی جیره غذایی را نشان دادنـد ( یلازآلفاآم
تحت تأثیر سـطوح چربـی جیـره غـذایی  یلازآلفاآم) میزان فعالیت آنزیم S. aurataشانک سر طلایی (

هرچند بـه مقـدار  یلازآلفاآمات فعالیت آنزیم ). مشاهده تغییرFountoulaki et al., 2005قرار گرفت (
. باشـد یمدر مـاهی صـبیتی جـوان  یلازآلفـاآمدر پژوهش کنونی نشان دهنده حضور فعال آنزیم  ،اندك

مـاهی اعـم از گوشـتخوار و غیـر از آن نشـان  يها گونهچندین مطالعه وجود این آنزیم را در بسیاري از 
اظهار داشت که با ایجـاد تعـادل  توان یمین با توجه به نتایج ). همچنLundstedt et al., 2004دادند (

سـبب بهبـود  تـوان یم مـاهی صـبیتی% چربی در جیره غـذایی 14% پروتئین و 40مناسب بین سطوح 
  د. گردیهضم و جذب غذا گوارشی و در نهایت افزایش  هاي یمآنزفعالیت 

  
  تشکر و قدر دانی

این تحقیق در دو بخش پرورش ماهیان در دانشگاه علوم و فنون دریایی خرمشهر و سنجش آنزیمی 
در موسسه سرم و واکسن سازي رازي اهواز انجام پذیرفته است. نویسندگان این مقالـه از کلیـه کسـانی 

  .نمایند یم، تشکر اند داشتهکه در انجام این پروژه همکاري 
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