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به جیره بر روی رشد، ترکیب بدن، برخی  ردااثرات افزودن مکمل پروتئازی پوشش

 (Huso husoماهی )های بیوشمیایی خون و فعالیت تریپسین روده فیلشاخص
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 مقدمه

های ترین گروهپپتیدازها از جمله مهم

درصد  90های تجاری هستند، و بیش از آنزیم

ها در جهان را به خود اختصاص تجارت آنزیم

دهند. در دستگاه گوارش ماهیان، یکی از می

ن یک سریپپتیدازهای اصلی تریپسین است، 

پپتیداز که پیوندهای پپتیدی را در انتهای 

کربوکسی آمینواسیدهای آرژنین و لایزین 

شکند. این آنزیم یک نقش کلیدی در هضم می

کند و همچنین های جیره ایفا میپروتئین

 هاژنزیمو دیگر و تریپسینوژن سازیفعال مسئول

 (.Polgar, 2005ست )ا

جیره دارای های آنزیمی در استفاده از مکمل

هایی مانند دمای تغییر ماهیت محدودیت

ویژه، نمک فلزات سنگین،  pHها، آن 0طبیعی

 از یک سو .استهای مختلف و غیره بازدارنده

 جانوراندر دستگاه گوارش آسیب به موکوس 

تواند شانس ابتلا به عفونت را افزایش دهد و می

کمبود مطالعات مرتبط با توجه به  ی دیگروساز 

 جانورانهای پانکراسی در بحث ایمنی آنزیم با

ها های مناسب این آنزیمتلاش کرد از غلظت باید

 ;Stevens et al., 1998) استفاده شود

Campbell et al., 1994; Oades et al., 

                                                           
1- Thermolabile Nature 

2- Monoproteases 

 ازهای پروتئ، استفاده از آنزیمبه علاوه(. 1994

ا هتنظیم نشده ممکن است سبب آسیب به روده

و ایجاد استرس شود. برای فایق آمدن بر این 

به  رایبیک سیستم رسانش موثر  بایدمشکلات 

آنزیمی با منشا  حداکثر رساندن اثر مکمل

خارجی و کاهش اثرات جانبی آن توسعه یابد 

(Kumari et al., 2013 استفاده از .)

مولکول اصلی را برای عمر بیونیمه ،هانانوحامل

دهد، تحویل مداوم افزایش میکنترل تحویل و 

سازند از ها را قادر میها بیومولکولزیرا نانوحامل

عبور کنند. پوشش دادن  زیستیمیان موانع 

نانوذرات فلزات خنثی مانند درون ها بیومولکول

طلا و نقره یا انکپسولاسیون با نانوذرات 

زمینه حفاظت در برابر دژنره  ،پلیمرهای زیستی

شدن سریع، رسانش هدفمند و کنترل رهایش 

-Ashrafکند )فعال را فراهم میعوامل زیست

Rather et al., 2013 سیستم رهایش کنترل .)

های پروتئازی قوی )مانند شده برای آنزیم

تواند از ای است که می( گزینه5مونوپروتئازها

کارگیری این ه بروز اثرات جانبی ناشی از ب

 ها در سیستم گوارش ماهیان بکاهد.آنزیم
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 -5-آمینو -5کیتوزان با ساختار پلی

 فرمول و گلوکوپیرانوز -دی -4 و 0-بتا -دئوکسی

زدایی کامل ( از استیلN4O11H6C)nمولکولی 

 Gavhaneآید )دست میبه یا جزئی کیتین 

Yogeshkumar et al., 2013.)  کیتوزان به

سازگاری، زیادی مانند زیست هایویژگیدلیل 

 Martino etپذیری )تخریبآبگریزی و زیست

al., 1995های های متنوع )پودر، دانه(، شکل

ها( نفوذپذیری ، فیبر، کپسول و پوشش0ایژله

بالا نسبت به آب، کشش سطحی خوب و 

 ,.Noda et alها )پیوستگی خوب با پروتئین

ای تثبیت آنزیم آل بر(، یک ماده ایده2001

این کیتوزان یک ماده  شود. علاوه برمحسوب می

ارزان، خنثی، غیرسمی و با استحکام مکانیکی 

بنابراین برای تثبیت و پایداری آنزیم  .بالا است

 Kumar, 2000; Ibrahim) است مورد توجه

et al., 2002.) هایی مانند پروتئازها آنزیم

(Hideo and Atsuhito, 1991 ،) کاتالاز

(Pifferi et al., 1993پروتئین ،)ز )اMin-

Liang et al., 1996( دکستراناز ،)Cetinus 

and Oztop, 2003( پروکسیداز ،)Yuqing 

and Swee, 2000( تیروزیناز ،)Carvalho et 

al., 2000( پاپایین ،)Hong et al., 2002 بتا ،)

,Ghanem and Skonbergگالاکتوسیداز )  

                                                           
1- Gel Beads 

 ;Jianmin et al., 2006ن )(، تریپسی2002

Kumari et al., 2013آز )(، اورهTzonka et  

al., 2007( و پپسین )Gamze and Senay, 

 .اند( توسط کیتوزان تجاری تثبیت شده2007

های آنزیمی مختلف در کارگیری مکملبه 

 هاییآنزیم از جیره آبزیان در حال افزایش است،

 ;Masumoto et al., 2001) مانند فیتاز

Denstadli et al., 2007; Wang et al., 

2009; Liu et al., 2013( پروتئاز ،)Drew et 

al., 2005; Dalsgaard et al., 2012 زایلناز ،)

(Zhang et al., 2012; Nie et al., 2009 و )

 ,.Haberer et al., 1997; Fan et alگلوکوناز )

. در شده است( در جیره ماهیان استفاده 2009

های اخیر پروتئازها به دلیل افزایش قیمت سال

ند. اپروتئین جیره مورد توجه بیشتری قرار گرفته

استفاده از پروتئازها برای بهبود قابلیت هضم 

ای در ماکیان و خوک پروتئین به شکل گسترده

 O’-Dohertyمورد بررسی قرار گرفته است )

and Forde 1999; Ghazi et al., 2002, 

2003; Yu et al., 2007; Oxenboll et al., 

 آلایمشابهی در ماهی قزل مطالعات(. 2011

 Drew؛Oncorhynchus mykiss) کمانرنگین

et al., 2005 ؛Dalsgaard et al., 2012 ،)

 ؛Mylopharyngodon piceusکپور سیاه )
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Chen et al., 2009 و کپور معمولی ،)

(Cyprinus carpio؛ Leng et al., 2008 نیز )

گزارش شده است. نتایج این مطالعات بهبود 

برداری از مواد مغذی را در دار رشد و بهرهمعنی

ها آنماهیانی که از مکمل پروتئازی در جیره 

 بود، نشان داد. هاستفاده شد

در تولید و پرورش ماهیان خاویاری به مانند 

 دیگر آبزیان غذا و تغذیه عاملی اثرگذار و تعیین

 Lindberg and) دشوکننده محسوب می

Doroshov, 1986; Hung et al., 1989 با .)

های های گسترده در سالوجود انجام پژوهش

های ای، جیرهتغذیه، نیازهای تغذیه بارهاخیر در

چنان م، هخاویاری ماهیاندر  غیره مصنوعی و

 راین،بناب جدید و تکمیلی است. مطالعاتنیاز به 

آمده در زمینه های به دست با توجه به موفقیت

کارگیری نانوذرات کیتوزان در افزایش کارآیی به 

 (، هورمونAlishahi et al., 2011) ویتامین

(Ashraf-Rather et al., 2013و آنزیم ) 

(Kumari et al., 2013و اهمیت فیل ) ماهی

در این پژوهش اثر  ،پروری ایراندر صنعت آبزی

افزودن مکمل آنزیمی پروتئازی پوشش داده 

اثر  وماهی شده با نانوذرات کیتوزان به جیره فیل

بر قابلیت هضم، رشد، ترکیبات لاشه، برخی آن 

های بیوشیمیایی خون و فعالیت آنزیم شاخص

 .گرفتتریپسین روده ماهی مورد بررسی قرار 

 هامواد و روش

( Huso huso)ماهی قطعه فیل 050تعداد 

گرم در مجتمع  5/00±3/0با میانگین وزن 

تکثیر و پرورش ماهیان خاویاری شهید مرجانی 

لیتری، با  5000های وانگرگان تهیه و در 

لیتر در دقیقه برای یک  8لیتر آب و دبی  0000

در طول این ماهیان شدند.  روزه سازگار 02دوره 

، هلند( Coppens) متداول تجاریمدت با جیره 

به ماهیان  بعد از دوره سازگاری،تغذیه شدند. 

ه ب سپس و سنجی شدندصورت انفرادی زیست

تکرار )هر تکرار  3تیمار و  4صورت تصادفی در 

ماهی( بر اساس یک طرح کاملا  00شامل 

 42آزمایش برای یک دوره تصادفی توزیع شدند. 

و  pHآب روزانه و  درجه حرارتروزه اجرا شد. 

های استاندارد محلول هر هفته با شیوه اکسیژن

 ارزیابی و ثبت شدند.

مکمل آنزیمی مورد استفاده در این پژوهش 

، Sigma-Aldrich)با استفاده از کیتوزان 

 300-020با وزن مولکولی پایین )( آمریکا

 52زدایی بیش از کیلودالتون( و درجه استیل

 520 ،درصد تهیه شد. برای تهیه نانوذرات

لیتر محلول میلی 000رم کیتوزان در گمیلی

درصد به کمک همزن  0اسید استیک 

گراد حل درجه سانتی 40مغناطیسی با دمای 

فسفات پلیدرصد سدیم تری 52/0شد. محلول 



 [71] 1937(، 1)8فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان:            ماهی         به جیره فیلدار اثرات افزودن مکمل پروتئازی پوشش

 

(STPP به نسبت )به محلول کیتوزان  0:5

. در ادامه شودافزوده شد تا محلول کلوئیدی 

تریپسین درصدی از آنزیم  05/0و  00/0محلول 

، Sigma-Aldrich؛ EC 3.4.21.4خوکی )

مولار تهیه و به میلی 95در فسفات بافر ( آمریکا

 -صورت قطره قطره به محلول کیتوزان

فسفات افزوده شد. بعد از تشکیل پلیتری

کیتوزان محلول تا  -های تریپسیننانوکپسول

گراد درجه سانتی 4دمای زمان استفاده در 

ی اندازه و پتانسیل زتا نگهداری شد. ارزیاب

 0ها توسط دستگاه تفرق نوری پویانانوکپسول

(DLS( بروخاون )Nano ZS ،Brookhaven 

Instruments ،Zeta Plus Particle Sizing ،

( در مرکز تحقیقات بیوشیمی و بیوفیزیک آمریکا

(IBB .دانشگاه تهران صورت گرفت ) 

برای تغذیه ماهیان از جیره طی دوره تیمار، 

درصد  04درصد پروتئین،  20با محتوای  تجاری

به درصد خاکستر  9/8درصد فیبر و  8/0چربی، 

 0بر روی جیره د. شاستفاده عنوان جیره پایه 

)شاهد( بافر بدون آنزیم، محلول حاوی نانوذرات 

 ،5بر روی جیره  درصد 52/0کیتوزان به میزان 

 تریپسین به میزان حاوی آنزیمهای محلول

درصد نیز به ترتیب بر روی  05/0 و 00/0

( و 0اسپری شد )جدول  4و  3های شماره جیره

شویی، بر به حداقل رساندن آببرای در نهایت 

ها مقدار ثابتی پودر ژله حل شده روی تمام جیره

 (.0362د )عادلیان و همکاران، شدر آب، اسپری 

عصر( و  9صبح و  6بار ) غذادهی روزانه دو

 شد.از وزن بدن انجام  درصد 3به میزان 

روز یک بار وزن  02برای سنجش رشد، هر 

گرم و طول کل  00/0ماهیان با ترازو با دقت 

گیری شد. متر اندازهها با دقت یک میلیآن

میزان غذادهی نیز مطابق با افزایش وزن تنظیم 

 شد.

 

 تیمارهای مختلف ترکیب جیره در: 8جدول 

 جیرهترکیب  تیمارها

 جیره پایه مار شاهد(ی)ت 0تیمار 

 درصد 52/0جیره پایه به همراه نانوذرات کیتوزان   5تیمار 

 کیتوزان پوششبا  تریپسین درصد مکمل آنزیمی 00/0جیره پایه به همراه   3تیمار 

 با پوشش کیتوزانتریپسین درصد مکمل آنزیمی  05/0جیره پایه به همراه   4تیمار 
 

 

                                                           
1- Dynamic Light Scattering 
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تجزیه تقریبی ترکیبات لاشه ماهیان برای 

گیری میزان رطوبت، چربی، پروتئین و اندازه

 AOACخاکستر بر اساس دستور العمل 

برای این منظور، در پایان ( انجام شد. 5002)

ماهی به صورت تصادفی صید  3دوره از هر تکرار 

ها برداشته شد و تا بخشی از عضله پشتی آنو 

درجه  -50ها در فریزر زمان انجام آزمایش

گیری برای اندازهگراد نگهداری شد. سانتی

درجه سانتیگراد به  002رطوبت جیره از آون 

ساعت استفاده شد، برای سنجش  54مدت 

پروتئین خام از روش کجلدال در سه مرحله 

ضرب کردن میزان هضم، تقطیر و تیتراسیون و 

نیتروژن به دست آمده از هر گرم ماده خشک در 

گیری میزان ، استفاده شد. برای اندازه52/9عدد 

چربی خام از سوکسله و حلال اتر و برای سنجش 

ها در کوره میزان خاکستر از سوزاندن نمونه

گراد درجه سانتی 220الکتریکی در دمای 

 (. AOAC, 2005استفاده شد )

از  به دست آمدههای ده از دادهبا استفا

و نیز گیری وزن کبد ، اندازههاسنجیزیست

گیری میزان پروتئین موجود در غذا و اندازه

های درصد افزایش وزن پروتئین لاشه، شاخص

، ضریب تبدیل (CF) ، ضریب چاقی(BWI) بدن

، نرخ (SGR) ، نرخ رشد ویژه(FCR) غذایی

و  (HSI)شاخص کبدی  ،(PER)بازده پروتئین 

 شدتعیین  5تا  0های طبق رابطه( SRنرخ بقا )

(Tacon, 1990.) 

 

 :8رابطه 
BWI (%) = [(Wf – Wi) / Wi] × 100 

iW : گرم(؛( وزن اولیهfW :.)وزن نهایی )گرم 

 

 :2رابطه 

CF = (W / L3) × 100 

W : وزن )گرم(؛L: متر(طول کل )سانتی. 

 

 :9رابطه 

FCR = F / W 

F : مصرف شده )گرم(؛مقدار غذای W : وزن به دست

 آمده )گرم(.

 

 :4رابطه 
SGR (%/day) = [(Ln Wf – Ln Wi) / t] × 100 

iW : گرم(؛( وزن اولیهfW :)؛ وزن نهایی )گرمt : طول

 دوره پرورش )روز(.

 

 :5رابطه 

PER (%) = (W / P) × 100 

W : وزن به دست آمده )گرم(؛P : پروتئین مصرف

 شده )گرم(.

 

 :6رابطه 
HSI (%) = (WL / WB) × 100 

LW : گرم(؛( وزن کبدBW: .)وزن بدن )گرم 
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 :7رابطه 

SR (%) = (Nf / Ni) × 100 

iN :؛ تعداد ماهیان در ابتدا دورهfN : تعداد ماهیان در

 .پایان دوره

 

در انتهای دوره پرورش از هر واحد آزمایشی 

 6)هر تکرار( سه ماهی )از هر تیمار آزمایشی 

. از هر شدماهی( پس از بیهوشی خونگیری 

 سیاهرگخون از محل  لیترمیلی 2/0ماهی 

دمی، در انتهای باله مخرجی توسط سرنگ 

لیتری میلی 5های و به تیوبشد استریل گرفته 

، 5810R) سانتریفیوژ بامنتقل شد. سرم 

Eppendorf 00به مدت خون ، آلمان( نمونه 

و به شد دور در دقیقه جدا  3000 دقیقه در

 مهای سر. نمونههای استریل انتقال یافتتیوب

گراد درجه سانتی -80تا زمان استفاده در دمای 

های بیوشمیایی خون شاخصنگهداری شد. 

 ،(BUNای خون )شامل گلوکز، نیتروژن اوره

ای هآلبومین با استفاده از کیت پروتئین کل و

کلینیکی تجاری )پارس آزمون، ایران( سنجیده 

نیز با کم کردن میزان میزان گلوبولین شد. 

ت و نسب آلبومین از پروتئین کل به دست آمد

از تقسیم میزان  آلبومین به گلوبولین سرم

 آلبومین بر گلوبولین به دست آمد.

ماهی با استفاده از روش عدد  3از هر تکرار 

و به منظور به حداقل  کشی قطع نخاع شدآسان

در مجاورت  های آنزیمی سریعارساندن فعالیت

 دقت به ماهیان روده .شد کالبدگشایی یخ

. دشگرم توزین خارج، تخلیه و با دقت یک میلی

-T25 Digital ،IKA) به کمک هموژنایزر

Werke)یک محلول هموژن از بافت ، آلمان 

بافر  mM000لیتر بافر )میلی 6در  هاروده

Tris-HCl  به همراهmM0/0 EDTA  0/0%و 

Triton X-100 ،pH 8/5 شد. ( تهیه

 2000 سرعت با آمده دست به سوسپانسیون

درجه  4دقیقه در  30دور در دقیقه به مدت 

ها گراد سانتریفیوژ شد و از فاز رویی نمونهسانتی

د شتریپسین استفاده  سنجش میزان آنزیمبرای 

(Furne et al., 2008 فعالیت آنزیم تریپسین .)

و همکاران  Erlanger با استفاده از روش

–BAPNA (Nα ی( و سوبسترا0690)

benzoyl- DL-argenine-ρ-nitroanilide-

HCL)  در ابتدا  ،برای این منظور شد.سنجش

لیتر در یک میلی BAPNAگرم میلی 2/43

DMSO (Dimethylsulphoxide حل شد و )

مولار  HCl –Tris 02/0سپس با محلول بافر

(O2.2H2CaCl 05/0 ،مولار pH 2/5) به 
 52لیتر رسانده شد. در ادامه میلی 000حجم 

سوبسترای  52/0کرولیتر عصاره آنزیمی با یم

دقیقه در  00( به مدت BAPNAآماده شده )

سپس  شد.قرار داده گراد درجه سانتی 35دمای 
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 اسید استیکلیتر میلی 0 کردنواکنش با اضافه 

 درصد متوقف و میزان جذب نوری در طول 30

نانومتر خوانده شد. میزان آنزیم  400 موج

 محاسبه شد 8رابطه تریپسین از طریق 

(Erlanger, 1961.) 

 

 :1رابطه 

E = (A × V × 1000) / (8800 / W) 

Eگرم تریپسین )واحد در میلی : غلظت آنزیم

 400در طول موج ر نو جذبمیزان : A ؛پروتئین(

: W(؛ لیترمیلی) مخلوط واکنش: حجم V ؛نانومتر

 (.گرممیلی) پروتئین در مخلوط واکنشوزن 

 

ها به شیوه میزان پروتئین کل نمونه

Bradford (0659 با استفاده از آلبومین سرم )

 گاوی به عنوان استاندارد محاسبه شد.

افزار دست آمده به کمک نرمبه های داده 

SPSS  تحلیل( با استفاده از آزمون 55)ویرایش 

( One-Way ANOVAطرفه )واریانس یک

مورد بررسی قرار گرفت و برای مقایسه میانگین 

دامنه دانکن بین تیمارها، از آزمون چند 

(Duncan در سطح ) درصد  62اطمینان

(02/0>P) .استفاده شد 

 

 نتایج

های شاخصدر طول دوره پرورش 

فیزیکوشیمیایی آب در حد متعارف )دما 

اکسیژن  گراد،درجه سانتی 8/0±86/52

( pH 0/0±0/8گرم در لیتر، میلی 5/0±4/9

 تیمارهای بین در میری و مرگ گونه هیچ و بودند

 داده های پوششمشاهده نشد. آنزیممختلف 
ترتیب دارای  به درصد 05/0 و 00/0 شده

 5/029±4/5و  0/000±3/0اندازه میانگین 

 و 00/40±90/0 زتا و پتانسیل نانومتر

 42 پایان در بودند. ولتمیلی 99/0±84/36
های وزن نهایی، درصد روز پرورش، شاخص

نرخ بازده  ،افزایش وزن، شاخص رشد ویژه

 تغذیه ماهیان در کبدی شاخص و پروتئین
 های حاوی مکمل آنزیمی پوشششده با جیره

 05/0و  00/0داده شده با نانوذرات کیتوزان )

داری از ماهیان گروه شاهد درصد( به طور معنی

 نانوذرات حاوی جیره با شده تغذیه تیمار و
در  .(P<02/0) درصد کیتوزان بالاتر بود 52/0

داری بین اختلاف معنی بالا،های مورد شاخص

 00/0 حاوی هایجیره با شده تغذیه ماهیان
 درصد مکمل آنزیمی دیده نشد 05/0 و

(02/0<P( ضریب تبدیل غذایی .)FCR به )

داری  در گروه شاهد بالاتر از سایر طور معنی

 ضریب ترینپایین .(P<02/0) بود هاگروه
دیر مقاتبدیل غذایی در تیمارهای تغذیه شده با 

دار درصد مکمل آنزیمی پوشش 05/0و  00/0

مشاهده شد. ضریب چاقی در تیمارهای مختلف 
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در (. P>02/0)داری را نشان نداد اختلاف معنی

مورد نرخ بقا نیز بین تیمارهای مختلف اختلاف 

 (.5جدول ؛ P>02/0داری  مشاهده نشد )معنی

نتایج مربوط به اثر افزودن  3در جدول 

لف مکمل آنزیمی پوشش داده شده مقادیر مخت

با نانوذرات کیتوزان در جیره بر ترکیب بدن 

ماهیان پرورشی آورده شده است. مقادیر فیل

داری بین رطوبت و چربی اختلاف معنی

(. P>02/0تیمارهای مختلف نشان نداد )

بیشترین میزان پروتئین متعلق به ماهیان تیمار 

آنزیم بود، درصد  00/0تغذیه شده با جیره حاوی 

داری بالاتر از تیمار شاهد بود که به طور معنی

(02/0>P) میزان خاکستر در تیمارهای تغذیه .

 05/0و  00/0های حاوی مقادیر شده با جیره

داری بیشتر درصد مکمل آنزیمی به طور معنی

. کمترین میزان (P<02/0)از سایر تیمارها بود 

حاوی خاکستر نیز در تیمار تغذیه با جیره 

نانوذرات کیتوزان مشاهده شد که به طور 

 (.P>02/0داری کمتر از سایر تیمارها بود )معنی

 

 (انحراف معیار ±)میانگین  های مختلفماهیان در تمیارهای رشد و کبدی فیلشاخص :2جدول 

 تیمار

 شاخص
 02/0آنزیمی % مکمل 08/0مکمل آنزیمی % 25/0کیتوزان % شاهد

 5/00±3/0 3/00±4/0 5/00±2/0 4/00±5/0 )گرم(وزن اولیه 

 a 8/5±0/59 a 4/0±5/58 b 4/3±0/39 b 5/3±9/33 )گرم(وزن نهایی 

 a 6/30±6/020 b 9/04±4/559 c 0/36±9/320 c 2/42±0/330 درصد افزایش وزن

SGR )درصد در روز( a 58/0±0/5 b 00/0±5/5 c 54/0±5/5 c 30/0±9/5 

 c 4/0±08/5 b 0/0±84/0 a 5/0±30/0 a 3/0±49/0 ضریب تبدیل غذایی

 a 5/0±62/0 a 0/0±06/0 b 5/0±29/0 b 3/0±45/0 )%( پروتئیننرخ بازده 

 32/0±04/0 39/0±04/0 34/0±03/0 33/0±03/0 شاخص وضعیت

 a 02/0±5/3 a 03/0±5/3 b 05/0±6/3 b 09/0±8/3 )%( شاخص کبدی

 000 000 000 000 )%( نرخ بقا

 (.P<02/0ست )ا دار بین تیمارهانشان دهنده وجود اختلاف معنی ردیفحروف متفاوت در هر وجود 
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 انحراف معیار( ±)میانگین  ماهیان در تیمارهای مختلففیلترکیب بیوشمیایی لاشه  :9جدول 

 تیمار

 شاخص
 02/0مکمل آنزیمی % 08/0مکمل آنزیمی % 25/0کیتوزان % شاهد

 25/52±35/0 20/52±25/0 93/59±99/0 50/59±85/0 )%( رطوبت

 a 06/0±80/04 a 30/0±03/02 b 38/0±56/02 ab 50/0±34/02 )%( پروتئین خام

 49/4±58/0 33/4±35/0 92/4±04/0 25/4±35/0 )%( خام چربی

 b 03/0±48/3 a 02/0±59/3 c 08/0±98/3 c 00/0±56/3 )%( خاکستر

 (.P<02/0دار بین تیمارها است )متفاوت در هر ردیف نشان دهنده وجود اختلاف معنیوجود حروف 

 

های بیوشمیایی شاخصمیزان  4جدول 

ای خون خون شامل گلوکز، نیتروژن اوره

(BUN پروتئین کل، آلبومین، گلوبولین و )

نسبت آلبومین به گلوبولین را در تیمارهای 

 دسته دهد، بر اساس نتایج بمختلف نشان می

گلوکز، آلبومین و های شاخصآمده در مورد 

اری دنسبت آلبومین به گلوبولین اختلاف معنی

. (P>02/0)مشاهده نشد  بین تیمارهای مختلف

ای خون در تیمار رهبالاترین میزان نیتروژن او

درصد مکمل آنزیمی  05/0تغذیه شده با 

داری  شد که به طور معنی دار مشاهدهپوشش

. بالاترین (P<02/0)بیشتر از گروه شاهد بود 

درصد مکمل  05/0میزان گلوبولین نیز در تیمار 

 داری بالاترآنزیمی مشاهده شد که به طور معنی

. تیمارهای تغذیه (P<02/0)از سایر تیمارها بود 

 05/0و  00/0های حاوی مقادیر شده با جیره

داری به شکل معنیدرصد مکمل آنزیمی 

پروتئین کل بالاتری را درمقایسه با سایر تیمارها 

 .(P<02/0)نشان دادند 

 تریپسین آنزیم سنجش از حاصل نتایج
های مختلف ماهیان تغذیه شده با جیرهروده فیل

آمده است. میزان فعالیت آنزیم  0در شکل 

تریپسین در روده ماهیان تیمار تعذیه شده با 

درصد مکمل آنزیمی  00/0جیره حاوی 

داری بیشتر از سایر دار به طور معنیپوشش

. میزان فعالیت این آنزیم (P<02/0)ها بود گروه

درصد  05/0در تیمار تغذیه شده با جیره حاوی 

اری ددار نیز به شکل معنیمکمل آنزیمی پوشش

بالاتر از گروه شاهد و تیمار تغذیه شده با جیره 

 .(P<02/0)ود حاوی نانوذرات کیتوزان ب
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 های مختلفماهیان تغذیه شده با جیرههای بیوشمیایی خون فیلشاخص :4جدول         

 انحراف معیار( ±)میانگین 

 تیمار

 شاخص
 02/0مکمل آنزیمی % 08/0مکمل آنزیمی % 25/0کیتوزان % شاهد

 2/2±0/20 9/5±0/45 0/9±9/45 0/4±9/44 (mg/dlگلوکز )

BUN (mmol/l) a 08/0±44/0 a 52/0±33/0 ab 05/0±90/0 b 04/0±85/0 

 a 05/0±63/0 a 02/0±60/0 b 09/0±05/0 b 00/0±53/0 (mg/dl) پروتئین کل

 00/0±38/0 08/0±39/0 08/0±40/0 02/0±43/0 (mg/dlآلبومین )

 a 02/0±24/0 a 03/0±23/0 b 05/0±50/0 c 04/0±56/0 (mg/dl)گلوبولین 

 24/0±03/0 26/0±04/0 96/0±50/0 50/0±04/0 نسبت آلبومین به گلوبولین

 (.P<02/0دار بین تیمارها است )وجود حروف متفاوت در هر ردیف نشان دهنده وجود اختلاف معنی

 

 

 

وت حروف متفا انحراف معیار(. ±)میانگین  ماهیبر فعالیت تریپسین روده فیلهای مختلف جیره: اثر 8شکل 

 .(P<05/0)ست ا دار بین تیمارهانشان دهنده وجود اختلاف معنی نمودارروی 
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 بحث

هایی هستند که به شکل پروتئازها آنزیم

ا ها راختصاصی پیوندهای پپتیدی پروتئین

ن گوارشی پروتئیکنند. پروتئازهای هیدرولیز می

کنند. با توجه به مشارکت غذا را هیدرولیز می

پروتئازها در فرآیند هضم، اعتقاد بر این است که 

از  بایدای جیره، برای بهبود ارزش تغذیه

پروتئازها به عنوان مکمل در جیره استفاده کرد. 

خوراک با پروتئازها  سازیمکملکه  این با وجود

کن است اثرات مثبتی ها ممیا مخلوطی از آنزیم

 Maugle etروی عملکرد ماهیان داشته باشد )

al., 1983; Kolkovski et al., 1993 در ،)

مطالعات بسیاری از موارد، نتایج متناقضی در 

ها توسط گزارش شده است زیرا آنزیم مختلف

بعضی ترکیبات در سیستم گوارش ماهی مورد 

 Campbell andشوند )تغذیه، غیرفعال می

Bedford 1992; Divakaran and Velasco 

1999; Garcia-Ruiz et al., 2006; Miller 

et al., 2007 یکی از راهکارهای محافظت از .)

ست. در مطالعه ا هاها پوشش دادن آنآنزیم

حاضر مکمل پروتئازی با استفاده از نانوذرات 

ن نتایج این بررسی نشاکیتوزان پوشش داده شد. 

مکمل  درصد 05/0و  00/0مقادیر  داد استفاده از

ماهی در کنار در جیره فیل دارپروتئازی پوشش

رشد های شاخصکاهش ضریب تبدیل غذایی، 

شامل وزن نهایی، درصد افزایش وزن، شاخص 

پروتئین و شاخص کبدی  نرخ بازدهرشد ویژه، 

د، میزان پروتئین و خاکستر لاشه یبخش را بهبود

و بقا اثر  خص وضعیتشااما بر  داد،را افزایش 

  .شتداری ندامعنی

در مطالعات مختلفی که برای بررسی اثرات 

های مکمل پروتئازی به صورت افزودن آنزیم

منفرد )مانند تریپسین، پاپایین و پروتئازهای 

 ی( در جیره صورت گرفته است عمدتاباکتریای

های پروتئازی به جیره سبب افزودن آنزیم

ای در تغذیههای شاخصافزایش رشد و بهبود 

 نتایجی مشابه (.2 )جدول است شده آبزیان
 تنها آمد. دست به نیز حاضر مطالعه در که

 (0665)و همکاران  Kolkovskiدر مطالعه 

 پانکراس آنزیم درصد 02/0 از استفاده
خوک در جیره لاروهای ماهی باس دریایی 

(Dicentrarchus labraxاثر معنی ) داری بر

 رشد لاروها نداشت. 
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 های پروتئازی منفرد در جیره آبزیانخلاصه مطالعات مختلف در زمینه استفاده از آنزیم :5جدول 

 

های مکمل از آنزیمها در آندر مطالعاتی که 

های مکمل دیگر در جیره پروتئازی در کنار آنزیم

تنها در موارد  ،بود ماهیان مختلف استفاده شده

معدودی افزایش رشد در ماهیان گزارش شد 

 ای(. یکی از این موارد مربوط به مطالعه9)جدول 

بر ( 5005و همکاران ) Ghomiاست که توسط 

نشان دادند ها آن .انجام شدماهی روی فیل

استفاده از مولتی آنزیم کمین )که حاوی پروتئاز 

سبب افزایش رشد ماهی فیل( در جیره استنیز 

و شاخص رشد ویژه و کاهش ضریب تبدیل 

گرم میلی 520، به طوری که میزان شدغذایی 

 آنزیم در هر کیلوگرم غذا بیشترین رشد را نشان 

 

 

 

 مکمل آنزیمی گونه اثرات بر رشد منبع

Dabrowski  و

Glogowski (0655) 
 افزایش رشد و بهبود ضریب تبدیل غذایی

 کپور معمولی

(Cyprinus carpio) 
 آنزیم تریپسین

Dabrowska  و

 (0656همکاران )
 لاروهای کپور معمولی افزایش رشد

عصاره آنزیمی روده و 

 پانکراس کپور

Kolkovski  و همکاران

(0665) 
 داری بر رشد لاروها نداشتاثر معنی

لارو ماهی باس دریایی 

(Dicentrarchus labrax) 
 خوکآنزیم پانکراس 

Chen  و همکاران

(5006) 

قابلیت هضم ظاهری افزایش رشد، بهبود 

، کاهش ضریب تبدیل غذایی و  پروتئین

 بی اثر بر شاخص کبدی

 کپور سیاه

(Mylopharyngodon piceus) 
 پروتئاز طبیعی

Singh  و همکاران

(5000) 

ن پروتئیبازده افزایش رشد، نرخ رشد ویژه، 

 و کاهش ضریب تبدیل غذایی
 کپور معمولی

 Papainآنزیم 

 )پروتئازی گیاهی(

Kumari  و همکاران

(5003) 

 و کبدی شاخصویژه،  رشد افزایش نرخ

 ضریب تبدیل غذاییهضم، کاهش قابلیت

 ماهی روهو

(Labeo rohita) 
 دارتریپسین پوشش

Patil   وSingh 

(5004) 
 افزایش رشد و بقا

 Macrobrachiumمیگو آب شیرین )

rosenbergii) 
 Papainآنزیم 

Song  و همکاران

(5009) 

افزایش رشد، نرخ رشد ویژه، بازده پروتئین 

 و کاهش ضریب تبدیل غذایی

 میگو پاسفید غربی

(Litopenaeus vannamei) 
 پروتئاز باکتریایی

زاده و همکاران خسروانی

(0369) 
 افزایش رشد و کاهش ضریب تبدیل غذایی

 ماهیفیل

(Huso huso) 
 آنزیم تریپسین

 ماهیفیل فزایش رشد و کاهش ضریب تبدیل غذایی مطالعه حاضر
آنزیم تریپسین 

 دارپوشش



 1937(، 1)8فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان:                              زاده و همکاران                                  خسروانی [38]

 

 هاهای پروتئازی به همراه دیگر آنزیمخلاصه مطالعات مختلف در زمینه استفاده از آنزیم :6جدول 

 در جیره آبزیان

 

 

 مکمل آنزیمی گونه اثرات بر رشد منبع

Carter  و همکاران

(0664) 
 یی خوراکآو کار افزایش رشد

 اقیانوس اطلس ماهی آزاد

(Salmo salar) 

 مخلوط آنزیمی )تریپسین، پروتئاز

قلیایی، پروتئاز اسیدی، آمینو 

 گلوکوسیداز، آمیلاز و سلولاز(

Carter (0668) اقیانوس اطلس ماهی آزاد اثربی 
مکمل چند آنزیمی کربوهیدراز و 

 پروتئاز

Divakaran و 

Velasco (0666) 

بقا، وزن و نرخ رشد تاثیر بر بی

 ویژه

 میگوی پاسفید غربی

(Litopenaeus vannamei) 

، AKپروتئاز قارچی، مولتی آنزیم 

 Enzymeو  Enzecoپروتئاز 

Ogunkoya  و

 (5009) همکاران
 رشد اثر بربی

 کمانرنگینیآلاقزل

(Oncorhynchus mykiss) 

Superzyme ( پروتئاز و

 (کربوهیدراز

Lin  و همکاران

(5005) 

بهبود رشد، نرخ رشد ویژه و بازده 

پروتئین، کاهش شاخص کبدی و 

 بی اثر بر ضریب چاقی

 هیبریدتیلاپیای 

(Oreochromis niloticus × 

Oreochromis aureus) 

 گلوکوناز و زایلاناز-بتاپروتئاز، 

Farhangi  و

Carter (5005) 
 کمانرنگینیآلاقزل بی اثر بر رشد

حاوی پروتئاز مخلوط آنزیمی 

 باکتریایی

Leng  و همکاران

(5008) 

بهبود فاکتورهای رشد و کاهش 

 ضریب تبدیل غذایی

 کپور معمولی

(Cyprinus carpio) 
Aquagrow )پروتئازی باکتریایی( 

Ghomi  و همکاران

(5005) 

افزایش رشد و شاخص رشد ویژه و 

 کاهش ضریب تبدیل غذایی

 ماهیفیل

(Huso huso) 
 مولتی آنزیم کمین )حاوی پروتئاز(

Dalsgaard   و

 (5005همکاران )
 گلوکاناز، زایلاناز و پروتئاز-بتا کمانرنگینیآلاقزل بی اثر بر رشد

Zamini  و همکاران

(5004) 

 کاهش ضریبافزایش رشد و 

 غذاییتبدیل

 ماهی آزاد دریای خزر

(Salmo trutta caspius) 
 سلناتوزایم )حاوی پروتئاز( و همی

Li  و همکاران

(5002) 

 افزایش رشد و کاهش ضریب

 غذاییتبدیل
 Aquagrow ماهی تیلاپیا و میگو پاسفید غربی

Shi   و همکاران

(5009) 
 افزایش رشد

 کاراس طلایی

(Carassius auratus gibelio) 
Aquagrow 

قبادی و همکاران 

(0388) 
 آویزایم )پروتئاز، زایلاناز و آمیلاز( کمانرنگینآلایقزل های رشد و بقابهبود شاخص

مرتضوی تبریزی و 

 (0360همکاران )

رشد، بقا و ضریب تبدیل بی اثر بر 

 غذایی
 فیتاز و نکمی کمانرنگینآلایقزل

عادلیان و همکاران 

(0362) 

افزایش رشد، نرخ رشد ویژه و 

 کاهش ضریب تبدیل غذایی
 نکمی کپور معمولی
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داد. همچنین بیشترین میزان شاخص رشد ویژه 

ترین ضریب تبدیل غذایی در این غلظت و پایین

 (.Ghomi et al., 2012گزارش شد )

بر ( 5003)و همکاران  Kumariدر بررسی 

که با استفاده ( Labeo rohitaروی ماهی روهو )

داده شده با  از افزودن آنزیم تریپسین پوشش

 شد، انجام غذایی جیره به کیتوزان نانوذرات
نتایج مطالعه حاضر به دست  نیز نتایج مشابه

به طوری که ماهیان تغذیه شده با جیره آمد. 

ه داد درصد تریپسین پوشش 00/0مکمل حاوی 

درصد کیتوزان در مقایسه  4/0نوذرات شده با نا

با سایر تیمارها دارای بالاترین میزان نرخ رشد 

ویژه، نرخ بازده پروتئین و شاخص کبدی و 

 کمترین میزان ضریب تبدیل غذایی بود.

در مجموع با بررسی نتایج به دست آمده در 

یجه توان نتمنابع مختلف و نتایج این مطالعه می

به جیره غذایی عمدتا گرفت افزودن پروتئاز 

های رشد را بهبود بخشد، توانسته است شاخص

در موارد معدودی هم که به افزایش رشد منجر 

نشده، احتمالا عواملی مانند انتخاب نوع آنزیم، 

 به آنزیم افزودن نحوه آنزیم، فرآوری شیوه

جیره، نحوه نگهداری جیره، گونه آبزی، نحوه 

 تغذیه آن و غیره را موثر دانست. 

نتایج مطالعه حاضر نشان داد استفاده از 

ماهی دار در جیره فیلمکمل پروتئازی پوشش

 لاشه چربی و رطوبت محتوای بر تاثیری
ماهیان نداشت، اما میزان خاکستر لاشه ماهیان 

ان پروتئین لاشه بیشتر از گروه شاهد بود. میز

 00/0نیز در تیمار تغذیه شده با جیره حاوی 

 در بود. شاهد تیمار از بالاتر درصد آنزیم،
 از استفاده (5005) همکاران و Lin مطالعه
آنزیم حاوی پروتئاز در ماهی تیلاپیای مولتی

 × Oreochromis niloticusهیبرید )

Oreochromis aureus اثری بر ترکیبات )

لاشه ماهیان نداشت. نتایج مشابهی نیز در 

( بر روی ماهی 5009و همکاران ) Shiمطالعات 

 (Carassius auratus gibelio) طلایی کاراس

و همکاران  AG ،Lengبا استفاده از آنزیم 

( بر روی کپور معمولی با استفاده از آنزیم 5008)

AG  وKolkovski ( بر روی 0665و همکاران )

باس دریایی با استفاده از آنزیم پانکراس، گزارش 

( 5009و همکاران ) Songشد. در بررسی 

استفاده از پروتئاز باکتریایی در جیره میگوی 

بر  (Litopenaeus vannamei)پاسفید غربی 

میزان رطوبت، چربی و خاکستر لاشه اثری 

 مارتی در را لاشه پروتئین میزان ولی نداشت

گرم در کیلوگرم افزایش داد. در میلی 052

( استفاده از 5005و همکاران ) Ghomiمطالعه 

های آنزیم کمین، پروتئین لاشه را در گروه

داری نسبت به گروه شاهد مختلف به طور معنی
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کاهش و چربی را افزایش داد. همچنین خاکستر 

گرم بر کیلوگرم )که میلی 520در تیمار 

ا هرشد را داشت( بالاتر از سایر گروهبیشترین 

 (.Ghomi et al., 2012بود )

نتایج مطالعه حاضر نشان داد استفاده از 

ر بماهی فیلمکمل آنزیمی تریپسین در جیره 

گلوکز، آلبومین و نسبت آلبومین به گلوبولین 

، پروتئین کل BUNاما  ،تاثیر بودخون بی

عادلیان و وگلوبولین را افزایش داد. در مطالعه 

( میزان گلوکز، پروتئین کل و 0362همکاران )

آلبومین در ماهیان کپور تغذیه شده با جیره 

داری نداشت. در حاوی کمین تغییر معنی

( که با 0365فرد و همکاران )مطالعه حسینی

استفاده از آنزیم آویزایم )حاوی پروتئاز( بر روی 

کمان صورت گرفت نیز رنگین آلایماهی قزل

زان پروتئین کل و گلوبولین تغییری را نشان می

و همکاران  Kumariنداد. اما در مطالعه 

( استفاده از آنزیم تریپسین )به دو شکل 5003)

دار و بدون پوشش( در جیره ماهی روهو پوشش

. نسبت شدسبب کاهش میزان گلوکز خون 

آلبومین به گلوبولین نیز در مقایسه با گروه شاهد 

 این کاهش در تیمارهایی که ازکاهش یافت، که 

آنزیم تریپسین به شکل پوشش داده شده با 

نانوذرات کیتوزان به عنوان مکمل غذایی 

ی ااستفاده شد شدیدتر بود. میزان نیتروژن اوره

خون و گلوبولین در مقایسه با گروه شاهد 

ی اافزایش یافت، بالاترین میزان نیتروژن اوره

درصد  05/0مکمل خون در تیمار تغذیه شده با 

دار بود و بالاترین سطح گلوبولین مکمل پوشش

 00/0در تیمار تغذیه شده با جیره حاوی مکمل 

. پروتئین شددار مشاهده درصد مکمل پوشش

مکمل  کل در تیمار تغذیه شده با جیره حاوی

داری با گروه شاهد بدون پوشش تفاوت معنی

یر نداشت، اما در تیمارهای تغذیه شده با مقاد

دار میزان پروتئین کل مختلف مکمل پوشش

های دیگر افزایش داشت، این هنسبت به گرو

درصد تریپسین پوشش  00/0افزایش در تیمار 

شده با نانوذرات کیتوزان در بالاترین سطح داده 

قرار داشت. در مورد آلبومین تغییرات روند 

 مشخصی نداشت.

نتایج مطالعه حاضر نشان داد استفاده از 

، ماهیفیلدار در جیره نزیم پروتئاز پوششآ

فعالیت تریپسین در روده ماهیان را به طور 

 . دردادداری نسبت به گروه شاهد افزایش معنی

( نیز 5003و همکاران ) Kumariمطالعه 

دار استفاده از آنزیم تریپسین در دو شکل پوشش

و بدون پوشش فعالیت پروتئازی روده را نسبت 

داری افزایش داد. در به طور معنیبه گروه شاهد 

دار تیمارهایی که از آنزیم پوششاین مطالعه در 

استفاده شد میزان فعالیت پروتئازی روده به طور 
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داری بالاتر از تیماری بود که از آنزیم به معنی

شکل عریان استفاده شد. بین تیمارهایی که از 

ه دار بمقادیر مختلف آنزیم تریپسین پوشش

کمل آنزیمی استفاده شد اختلاف عنوان م

داری از نظر میزان فعالیت پروتئازی روده معنی

و  Lin. (Kumari et al., 2013) دشمشاهده ن

( نیز گزارش کردند استفاده از 5005همکاران )

مولتی آنزیم حاوی پروتئاز طبیعی در جیره 

باعث افزایش فعالیت پروتئاز  ی هیبریدتیلاپیا

و  Chenاما در مطالعه ، شدروده و پانکراس 

( بر روی کپور سیاه )با استفاده 5006همکاران )

از پروتئاز طبیعی( در فعالیت پروتئاز روده 

تغییری گزارش نشد و فقط فعالیت پروتئازی 

درصد افزایش یافت.  0هپاتوپانکراس در تیمار 

ای هاستفاده از مکمل پروتئازی آکواگرو در جیره

ی فعالیت درصد آرد ماه 00و  9حاوی 

پروتئازهای ماهی کپور معمولی را افزایش داد 

(Leng  ،در بررسی 5008و همکاران .)Li  و

( استفاده از آنزیم آکواگرو در 5002همکاران )

های حاوی آرد ماهی کم، فعالیت پروتئاز جیره

پانکراس میگو پاسفید غربی را افزایش داد و به 

های با آرد ماهی زیاد رساند، اما در سطح جیره

فعالیت پروتئاز روده تغییری مشاهده نشد. در 

( نیز فعالیت 5009و همکاران ) Songمطالعه 

تریپسین در هپاتوپانکراس میگو پاسفید غربی با 

افزایش سطح آنزیم پروتئاز باکتریایی در 

های حاوی آرد ماهی کم، افزایش یافت، اما جیره

حاوی آرد ماهی زیاد  تر از جیرهاین افزایش کم

دهد بود. نتایج مطالعات مختلف نشان می

استفاده از مکمل پروتئازی در جیره آبزیان 

 هایدامان پروتئازی فعالیت افزایش سبب تواندمی

ها شود، نتایجی که در مطالعه حاضر نیز آن

 .شدمشاهده 

طور کلی پژوهش حاضر نشان داد استفاده به 

می پروتئاز پوشش داده شده با از مکمل آنزی

کارایی جیره ماهی فیلدر جیره غذایی  کیتوزان

 د.شو سبب بهبود فاکتورهای رشد  دادرا افزایش 

درصد  00/0مطالعه حاضر استفاده از غلظت 

را توصیه ماهی فیلدار در جیره پروتئاز پوشش

هر چند ممکن است استفاده از مقادیر  .کندمی

ر کارگیری دیگبه های یا روش بالاتر این آنزیم و

د اما تایید آن نیازمن ،دارای تاثیرات بهتری باشند

های تکمیلی خواهد بود. از سوی دیگر پژوهش

 دار به بقایاستفاده از مکمل پروتئازی پوشش

ای وارد نکرد و اثرات جانبی در بر ماهیان لطمه

نداشت. انجام مطالعات بیشتر در زمینه ایمن 

تواند در میماهی فیلبودن این مکمل برای 

 آینده صورت پذیرد.
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 تشکر و قدردانی

وسیله از مدیریت و پرسنل مجتمع  بدین

تکثیر و پرورش ماهیان خاویاری شهید مرجانی 

جناب مهندس میقانی ریاست  ویژهگرگان به 

مجتمع، جناب مهندس شهریاری و جناب 

مهندس مخدومی به جهت همکاری و مساعدت 

در مراحل مختلف انجام این پژوهش تشکر و 

 آید.قدردانی به عمل می
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Abstract  

In this study, for enhancing the efficacy of exogenous protease, a chitosan 

nanoparticles (0.25%) nanoencapsulation-based delivery system was developed. An 

experiment was conducted for 45 days to evaluate nanoencapsulated protease (NCP) 

(0.01% and 0.02%) along with 0.25% chitosan nanoparticles against a control diet on 

growth, hepato-somatic index, body composition, blood biochemical factors and activity 

of intestinal protease of beluga (Huso huso) with mean body weight 10.2±0.3. In different 

treatments, CF were not significantly different (P>0.05), but WGP, SGR, PER and hepato-

somatic index were significantly higher in NCP groups than other groups (P<0.05). The 

best FCR was in NCP groups and it was significantly lower than other groups (P<0.05). 

The highest body protein was observed in 0.01% NCP group and it was significantly 

higher than control group (P<0.05). No difference was observed in blood glucose (G), 

albumin (A) and A/G ratio (P>0.05). Blood total protein and globulin were significantly 

higher in NCP groups compared to the control group (P<0.05). Blood BUN was 

significantly higher in 0.02% NCP group compared to control group (P<0.05). The highest 

activity of intestinal trypsin was observed in 0.01% NCP group (P<0.05). The result of 

this study showed that the supplementation of nanoencapsulated trypsin to feeds could 

improve the growth performance of beluga by increasing activities of digestive enzymes. 
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