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Abstract  

In the present study, the effects of different levels of alfalfa powder and alcoholic extract on the activity of 

digestive enzymes and liver compounds of common carp (Cyprinus carpio) juveniles were examined. For this 

purpose, 270 fish (with an average initial weight: 20.04±0.19 g) were randomly distributed in 27 polyethylene 

tanks and fed by the carp commercial diet. The experimental treatments of 9 groups (4 groups with 3, 6, 9, 

and 12% of alfalfa powder, 4 groups with 1, 2, 3, and 4% of alcoholic extract and one control group) with 

three replications were considered for 8 weeks. At the end of the experimental period, the activity of digestive 

enzymes was measured in terms of U/mg Protein and liver composition. Based on the results, the highest 

levels of activity of digestive enzymes, amylase (674.74±61.57), lipase (6.21±0.96), alkaline phosphatase 

(452.84±28.18), trypsin (252.05±19.98) and chymotrypsin (0.10±0.001) in the extracts of 3%, 3%, 3%, 4% 

and 4% extracts, respectively, and the lowest amount of these enzymes were observed respectively with 

values of 388.17±38.27 (control), 2.51±0.55 (control), 187.7±19.36 (12% powder), 0.030±0.004 (12% 

powder) and 132.47±11.47 (9% powder) (P <0.05). The highest amount of hepatic glycogen (3383.35±192.13 

µg/g tissue) was measured in the 3% extract treatment and the lowest amount of hepatic glycogen 

(607.01±101.23 µg/g tissue was in the control treatment (P <0.05). The highest level of liver lipids 

(146.51±6.05 mg/g tissue) was observed in the treatment of 6% powder and the lowest level of liver lipids 

(72.99±4.46 mg/g tissue) was observed in the treatment of 12% powder (P <0.05). According to the present 

study, adding powder and especially alfalfa extract to the diet of common carp can increase the activity of 

digestive enzymes and increase liver lipid and glycogen at certain levels. A diet containing 3% alfalfa extract 

had a significant effect on the activity of digestive enzymes and liver glycogen levels. Also, a diet containing 

9% alfalfa powder significantly increased the activity of lipase enzyme and liver lipid levels. According to the 

results, the use of alfalfa extracts up to a level of 3% in the diet of common carp, as a growth supplement and 

nutrition are recommended. 
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1. INTRODUCTION 
Improving feed efficiency in aquaculture is a critical factor in reducing production costs and enhancing 

growth performance, as a substantial proportion of total expenses is associated with feed. In recent years, 

increasing attention has been directed toward the use of natural and plant-based additives, particularly 

phytobiotics, as safe alternatives to synthetic growth promoters. Digestive enzyme activity and nutrient 

absorption play a crucial role in providing a stable energy supply and promoting fish growth, as higher 

secretion and activity of these enzymes enhance nutrient availability and efficient digestion (Blier et al., 1997; 

Nya and Austin, 2011; Awad et al., 2012). Medicinal plants such as alfalfa contain bioactive compounds, 

including flavonoids, alkaloids, and essential fatty acids, which can serve as growth promoters, appetite 

stimulants, and enhancers of digestive enzyme activity in aquafeeds (Sivaram et al., 2004; Yu et al., 2008). 

Previous studies have demonstrated that supplementation of fish diets with alfalfa extract can significantly 

increase the activity of amylase, lipase, trypsin, and chymotrypsin, thereby improving digestion and nutrient 

utilization (Zhang et al., 2009; Kolivand, 2020; Falamarzi et al., 2016). Given that common carp (Cyprinus 

carpio) is one of the most important cultured fish species worldwide and that digestive enzyme activity and 

hepatic metabolism play crucial roles in its growth, the present study aimed to evaluate the effects of dietary 

alfalfa powder and extract on digestive enzyme activity and liver glycogen and lipid levels in juvenile 

common carp during an eight-week feeding trial. 

 

2. MATERIALS AND METHODS  
An eight-week feeding trial was conducted to evaluate the effects of alfalfa (Medicago sativa) powder and 

ethanolic extract on digestive enzyme activity and liver biochemical composition in juvenile common carp 

(Cyprinus carpio; 20.04 ± 0.19 g). A total of 270 fish were randomly distributed into 27 tanks (10 fish/tank) 

and acclimated for two weeks. Nine dietary treatments, including graded levels of alfalfa powder (3–12%) 

and extract (1–4%), along with a control, were formulated from a commercial carp diet. Fish were fed to 

satiation three times daily, with water quality monitored throughout the trial. At the end, intestinal and liver 

samples were collected to measure enzyme activities (amylase, lipase, trypsin, chymotrypsin, alkaline 

phosphatase) and liver glycogen and lipid content using standard biochemical assays. Data were analyzed 

using one-way ANOVA and Duncan’s post hoc test. This study provides a controlled evaluation of alfalfa as 

a phytobiotic feed additive, highlighting its potential to enhance digestive efficiency and liver metabolic status 

in common carp. 

 

3. RESULTS  
The effects of different levels of alfalfa powder and ethanolic extract on digestive enzyme activities and liver 

composition in juvenile common carp (Cyprinus carpio) were evaluated at the end of the feeding trial. 

Digestive enzymes measured included amylase, lipase, alkaline phosphatase, trypsin, and chymotrypsin. The 

highest amylase activity was observed in treatment E3 (57.74 ± 61.674 U/mg protein), while the control 

exhibited the lowest (27.17 ± 38.388 U/mg protein). Lipase activity peaked in treatments E3 and P9, whereas 

the control had the lowest value. Alkaline phosphatase activity was highest in E3 and lowest in P12. Trypsin 

and chymotrypsin activities reached their maximum in E4, while the lowest activities were observed in P9, 

P12, and the control. Liver biochemical analysis showed that glycogen content was highest in E3 (192.3383 ± 

13.35 µg/g tissue) and lowest in the control, with significant differences between treated groups and control. 

Liver lipid content was highest in P9 (146.6 ± 5.51 mg/g tissue) and lowest in P12, with significant 

differences among treatments. These results indicate that specific levels of alfalfa supplementation can 

enhance digestive enzyme activity and liver energy reserves in juvenile common carp. 

 

4. DISCUSSION AND CONCLUSION  
Supplementing juvenile common carp diets with alfalfa, especially as extract, enhanced digestive enzyme 

activities (amylase, lipase, trypsin, and chymotrypsin), improving carbohydrate and protein digestion. Alfalfa 

extract increased liver glycogen, likely via enhanced glucose absorption and insulin stimulation, while liver 

lipid content was moderately affected, correlating with lipase activity. Powdered alfalfa showed weaker or 

sometimes inhibitory effects, probably due to anti-nutritional factors. Overall, alfalfa, particularly as extract, 

improved nutrient utilization and energy storage, supporting growth in common carp .Adding alfalfa powder 

and especially extract to the diet of common carp, particularly at 3% extract, increased digestive enzyme 
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activities and liver reserves (glycogen and lipids), which can enhance growth and nutritional indices; thus, 

using alfalfa extract up to 3% of the diet is recommended. 
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 چکیده
کپور معمولی  اهیان جوانت کبد مهای گوارشی و ترکیبامطالعه حاضر اثرات سطوح مختلف پودر و عصاره الکلی گیاه یونجه بر فعالیت آنزیم در

(Cyprinus carpio مورد بررسی قرار گرفت. بدین منظور تعداد )27ر تصادفی در طوبه( گرم 04/20±19/0: وزن اولیهمیانگین )با قطعه ماهی  270 
 4، درصد پودر 12و  9، 6، 3درصدهای ا گروه ب 4گروه ) 9تیمارهای آزمایشی . و با جیره تجاری کپور تغذیه شدندلیتری توزیع  300اتیلن انک پلیت

یزان . در پایان دوره آزمایشی منددر نظر گرفته شد ،هفته 8به مدت عصاره و یک گروه شاهد( با سه تکرار  درصد 4و  3، 2، 1درصدهای گروه با 
های نزیمفعالیت آلاترین میزان باگیری گردید. بر اساس نتایج حاصله، و ترکیبات کبد اندازه U/mg Proteinبر حسب های گوارشی فعالیت آنزیم

 و کیموتریپسین( 05/252±98/19)، تریپسین (84/452±18/28) ، آلکالین فسفاتاز(21/6±/096) ، لیپاز(74/674±57/61) گوارشی آمیلاز
، د()شاه 38/388±27/17ا مقادیر ترتیب بها بهعصاره و کمترین میزان این آنزیم %4و  %4، %3، %3، %3ترتیب در تیمارهای ( به001/0±10/0)

بیشترین (. P<05/0) گردید پودر(، مشاهده %9) 47/132±47/11پودر( و  %12) 030/0±004/0پودر(،  %12) 7/187±36/19)شاهد(،  55/0±51/2
( در µg/g tissue 23/01±101/607عصاره و کمترین میزان گلیکوژن کبد ) %3تیمار در ( µg/g tissue 13/35±192/3383)کوژن کبد گلیمیزان 

درصد پودر و کمترین میزان لیپید  6( در تیمار mg/g tissue 05/51±6/146)کبد لیپید بیشترین میزان (. P<05/0)تیمار شاهد اندازه گیری گردید 
عصاره خصوصا زودن پودر و براساس نتایج تحقیق حاضر، اف (.P<05/0) مشاهده شددرصد پودر،  12در تیمار ( mg/g tissue 46/99±4/72کبد )

گردد. معینی می در سطوحبد یکوژن کلیپید و گلو افزایش  های گوارشییونجه به جیره غذایی ماهی کپور معمولی باعث افزایش میزان فعالیت آنزیم
رصد پودر د 9ه حاوی . همچنین جیرهای گوارشی و میزان گلیکوژن کبد داشتداری بر فعالیت آنزیمتأثیر معنی ،رصد عصاره یونجهد 3جیره حاوی 

درصد  3نجه حداکثر تا سطح ز عصاره یوتفاده ابا توجه به نتایج حاصله، اس دار فعالیت آنزیم لیپاز و میزان لیپید کبد گردید.یونجه باعث افزایش معنی
 شود.جیره غذایی ماهی کپور معمولی، به عنوان یک مکمل رشد و تغذیه توصیه می در
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 مقدمه. 1

های اولویت اصلی در پرورش آبزیان برای افزایش کارایی جیره
هایی است که منجر به بهبود فرآیند هضم غذایی، استفاده از روش

 ,.Francis et alشود )مواد غذایی موجود در جیره غذایی می

درصد  50الی  40پروری (. با توجه به اینکه در مزارع آبزی2005
 Abowei andباشد )به تأمین غذا می های تولید مربوطهزینه

Ekubo, 2011 رو تغذیه مناسب برای افزایش تولید و این(، از
بهبود راندمان اقتصادی در تغذیه آبزیان بسیار ضروری است 

(Craig and Helfrich, 2002.) ها، ها، هورمونبیوتیکآنتی
مله های رشد از جها و محرکاکسیدانتها، همبندها، آنتیویتامین
هایی هستند که در جیره غذایی آبزیان استفاده شده و باعث افزودنی

 ;De Silva and Anderson, 1995گردند )افزایش رشد می

Baruah et al., 2008 .)های اخیر، تحقیقات مختلفی بر در سال
استفاده از داروهای با منشاء گیاهی روی آبزیان صورت گرفته است 

ه اثرات ضدقارچی اسانس ترکیبی گیاهی توان بکه از آن جمله می
اثر  و (Mousavi et al., 2012کمان )آلای رنگیندر ماهی قزل

-باکتریپارامترهای سرمی، خون شناسی و عصاره الکلی زنجبیل بر 

 ,.Asadi et al., 2015; Asadi et alزای آبزیان )اریمهای بی

رشد  هایمحرکدر کنار ترکیبات گیاهی،  اشاره نمود. (2016
طبیعی باعث افزایش رشد، تحریک و بلوغ سریع سیستم ایمنی، 
کاهش میزان مرگ و میر، بهبود فرآیند هضم، رشد سریع 

های مناسب روده، تأثیر بر میزان اشتها و افزایش میزان میکروفلور
های گیاهی با افزایش (. افزودنیSteiner, 2006شوند )تغذیه می

افزایش اشتها، افزایش میزان تغذیه های گوارشی موجب ترشح آنزیم
( و منجر به افزایش Jiang et al., 2007و کارایی تغذیه شده )

 ,.Saravana Bhavan et alشوند )رشد و میزان تولید می

2012.)  

ماهیان  رخیشیرین از لحاظ ارزش غذایی از بماهیان آبکپور
-به(. Buchtova et al., 2011باشند )تر میدریایی با ارزش

 Cyprinus)که کپورماهیان به خصوص کپور معمولی طوری

carpio )عنوان یک غذای مطلوب در سرتاسر جهان استفاده به
-(. سرعت رشد مناسب، پرورش در محیطFAO, 2013گردد )می

های پایین تغذیه و های آبی با کیفیت نه چندان مطلوب، هزینه
قلیمی متفاوت، این ها و شرایط اپذیری با گونهنگهداری و تطابق
گونه مهم پرورشی در جهان قرار داده است سه گونه را در زمره 

(FAO, 2008 .)که در حال حاضر به عنوان یک گونه طوریبه
پروری برای پرورش در مزارع پرورشی در مناسب در صنعت آبزی

 (. FAO, 2013باشد )سطح جهان می

ی و چند ( گیاهی است علفMedicago sativaگیاه یونجه )
 Alfalfaه در انگلیسی به آن (، کFabaceae) ساله از تیره بقولات

 Fabaceaeو خانواده  Fabalesشود. یونجه از راسته گفته می
، 1B ،6B هایویتامینیونجه سرشار از  .( ,.1999Lin et alاست )

K ،E ،C و A  نزیم آکه است آمیلاز  آنزیم و همچنین دارایبوده
 Talei and) باشدای میشاستهمخصوص هضم مواد ن

Meshkatalsadat, 2007 .)های بسیاری در یونجه یافت آنزیم
یونجه  از نام برد.نو پکتی اینورتازاز  توانعنوان مثال میه ب ،شودمی

های موجود در یونجه اسید آمینه .باشدپروتئین می %20دارای حدود 
آسپاراژین و  نین،آرژنین، هیستیدین، آدنین، فنیل آلا لیزین،شامل 
وجود اسید فسفریک مقادیری یونجه همچنین در . است ینئسیست
منیزیم، روی، کلسیم، کاروتن، پتاسیم، یونجه همچنین دارای  دارد.
 ,.Pinarosa et al) رسنیک و سیلیس استآو مقدر جزئی  آهن

تواند های ضروری است که میگیاه یونجه حاوی آنزیم(. 2006
ا در فرآیند گوارش و در نهایت باعث بهبود رشد باعث هضم بهتر غذ

(. از دلایل عمده استفاده از یونجه به Khare, 2007و تغذیه گردد )
 ،عنوان فیتوبیوتیک به عنوان یک افزاینده رشد و راندمان تغذیه

توان به این نکته اشاره نمود که گیاه یونجه با افزایش فعالیت می
های گوارشی، عملکرد گوارشی کپور زیمآمیلاز و پروتئاز، به عنوان آن

  (.Zhang et al., 2009بخشد )را بهبود می معمولی

همانند سایر مهره داران، توانایی ماهی در استفاده از مواد 
های مناسب در دیواره و در امتداد مجرای غذایی به حضور آنزیم

دستگاه گوارش بستگی دارد. به طور کلی، توزیع و شدت فعالیت 
شناسی روده مرتبط طول روده به عادات غذایی و ریخت ها درمآنزی

 Kuz'mina and Smirnova, 1992; Sabapathyاست )

and Teo, 1993.) 

های پرورشی ممکن های گوارشی در گونهارزیابی فعالیت آنزیم
( Lan and Pan, 1993است در انتخاب اجزای غذایی مفید بوده )

شناسی سیستم گوارشی و ریختهای و در نتیجه فعالیت آنزیم
گوارش ماهی ارتباط نزدیکی با رژیم غذایی ماهی دارد 

(Chakrabarti et al., 1995 .)طور عمده توسط هآنزیم لیپاز ب
به ویژه ها لیپیدشود و نقش مهمی در تجزیه پانکراس ترشح می

ها کند که منجر به هضم و جذب آنها ایفا میاسیل گلیسرول-تری
 .(Ugwumba, 1993; Jun-sheng et al., 2006شود )می

فسفریک و های اسیدآنزیم آلکالین فسفاتاز در هیدرولیز و سنتز استر
 pHهای فسفات از اسید فسفریک به سایر ترکیبات در انتقال گروه

 ,Nya and Austinنماید )قلیایی نقش دارد و آن را تسریع می

شود ترشح می یا لوزالمعدهآنزیم تریپسین از بافت پانکراس (. 2011
اشد بو بیشترین میزان آن در ابتدای روده و همچنین روده کور می
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(Xiong et al., 2009 ترشح این آنزیم منجر به افزایش کارایی .)
گردد که این کار را با اثر گذاشتن بر نرخ هضم تغذیه و نرخ رشد می

قال آنها انجام پروتئین و تفاوت در میزان جذب اسیدهای آمینه و انت
 Jobling, 1995; Souza et al., 2007; Silva etدهد )می

al., 2011 میزان فعالیت آنزیم تریپسین و کیموتریپسین به عنوان .)
شود و ترشح آن ای ماهیان محسوب میشاخص وضعیت تغذیه

 ,.Sunde et alباشد )متناسب با میزان فعالیت پانکراس می

-ههای پانکراس باست که از سلول یمیکیموتریپسین، آنز (.2001
کند ها کمک میشود و به هضم پروتئینصورت پروآنزیم ترشح می

(Chakrabarti et al., 2006 در برخی مطالعات از این آنزیم به .)
عنوان ای استفاده شده است و استفاده از آن بهگر تغذیهعنوان نشان

ان از وضعیت گوارشی شود که بتوای منجر به این مینشانگر تغذیه
 (.Applebaum and Holt., 2003آگاهی پیدا کرد )

کبد اندام اصلی متابولیسم، ترشح و دفع مواد بوده و به طور 
های درونی و بیرونی قرار مداوم در معرض انواع مختلف ترکیب

(. در ماهیان، کبد منبع اصلی ذخیره Luper, 1998گیرد )می
که غلظت باشد. بعد از اینن میکربوهیدرات با منبع گلوکز خو

-رسد سنتز گلیکوژن را مهار میدرصد می 6تا  5گلیکوژن کبدی به 

شود. از اثرات در کبد می لیپیدکند و گلوکز اضافی صرف تشکیل 
باشد، افزایش استفاده از گلوکز برای تأمین انرژی می ،احتمالی دیگر
و عضلات ذخیره هایی نظیر کبد جیره در بافت لیپیدکه در نتیجه 

(. از طرفی یونجه حاوی Guyton and Hall, 2006شود )می
باشد که به ریتنوئید تبدیل شده و موجب افزایش می Aویتامین 
 ,.Johari et alشود )گلیسرید میبه صورت تری لیپیدذخیره 

2009.)  

-آنزیمفعالیت  تغییرات زمینه در موجود طلاعاتبا این وجود ا

. از آنجا اندک استجیره غذایی  اجزایغییر سطوح با ت گوارشی های
های موثر در گوارش بدون در نظر گرفتن آنزیمفرآیند که مطالعه 

معنی است، لذا معمولاً فرآیندهای بیفعالیت هضم و گوارش 
در و هم ردیف های آنزیمی به عنوان یک مفهوم گوارشی و فعالیت

یشتر موارد فعالیت توان در بمی. در نتیجه شوندنظر گرفته می
گوارشی را معادل فعالیت آنزیمی در نظر گرفت 

(Rungruangsak-Torrissenen et al., 2006 ظرفیت .)
های آنزیمی از عوامل مهم تأثیرگذار در نرخ رشد گوارشی و فعالیت

همی در فیزیولوژی جانور داشته و در صورت تواند نقش مبوده و می
داشته باشد بر رشد ای حدود کنندهم اختلال در عملکرد آنها، اثرات

(Belanger et al., 2002 .) روی اثرات از تحقیقات صورت گرفته
به  به موارد زیر می توانگیاه یونجه و یا عصاره آن در سایر آبزیان 

ماهی  و (Kiantaheri, 2015) ماهی کپور معمولیبررسی روی 

 ,Najafi et al., 2018; Kolivand) کمانآلای رنگینقزل

 Falamarzi با توجه به نتایج حاصل از تحقیق. اشاره نمود (2020

et al. (2016 ،) که به بررسی اثرات سطوح مختلف پودر و عصاره
الکلی یونجه بر عملکرد رشد، تغذیه، ترکیبات بیوشیمیایی لاشه و 
برخی فاکتورهای بیوشیمیایی سرم خونی ماهی کپور معمولی 

، اثرات مثبت پودر و عصاره در سطوح اآنهپرداختند و در تحقیق 
با بررسی فرآیندهای با توجه به اینکه و  معینی مشاهده گردید

توان به اطلاعات میهای گوارشی، مبتنی سطوح آنزیمگوارشی 
 تری نسبت به کیفیت و میزان رشد در ماهی دست پیدا کرد.دقیق

ونجه بررسی اثرات گیاه یهدف از این مطالعه پس بر این اساس، 
(Medicago Sativa به صورت پودر و عصاره بر میزان فعالیت )

ماهی کپور معمولی کبد لیپید و میزان گلیکوژن و های گوارشی آنزیم
بوده هفته ای(  8)ای در یک دوره تغذیه (Cyprinus carpioجوان )
 است.

 

  هامواد و روش. 2

 کپور معمولی حدود یک ساله )با قطعه ماهی 270تعداد 

ستفاده ابا  1393ماه در اردیبهشت (گرم 04/20±19/0یانگین وزن م
ا ه باز کپسول اکسیژن و مخازن مخصوص حمل و نقل آبزیان همرا

مع یکی از مزارع پرورش ماهی واقع در مجتهوادهی مداوم از 
-اهواز کیلومتری جاده 13پرورش ماهیان گرمابی دشت آزادگان در 

یی ریادس دانشگاه علوم و فنون به آزمایشگاه خی آبادان تهیه و
 تانک 27به طور کاملاً تصادفی بین  و ندخرمشهر انتقال داده شد

قطعه  10توزیع شدند )لیتر(  270گیری )با ظرفیت آب اتیلنپلی
 زگاری سازگاری ماهیان جهت ساماهی به ازای هر تانک(. دوره

خود  در شدن با شرایط جدید به مدت دو هفته قبل از شروع آزمایش
ر در با 3ه ، روزانسازگاریی دورهها به طول انجامید. در طول تانک

غذای  و به میزان سیری با 18:00و  14:00، 8:00روز در ساعات 
با ، زبیضاء شیرا 21از شرکت  )تهیه شدهپلت تجاری ماهی کپور 

. در این ، غذادهی انجام شد(1لیز بیوشیمیایی موجود در جدول اآن
 جه برونیالکلی  هر بررسی مقایسه اثر پودر و عصارمطالعه به منظو

رای یک ب ،تکرار 3تیمار با  9، های گوارشی و ترکیبات کبدآنزیم
 در نظر گرفته شدند.ای، هفته 8دوره آزمایشی 

استفاده در فصل رویشی و قبل از مرحله گلدهی بودند. پس از 
ر دمای ها دیونجهقسمت برگ ها از ساقه، جداسازی برگ و جوانه

ساعت خشک و سپس با  48گراد( به مدت درجه سانتی 25) اتاق
خرد شده و پس از عبور دادن از الک  دستگاه آسیاب برقی کاملاً 

های حاوی پودر و مقداری از آن جهت تهیه جیره میکرون( 5/0)
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برای مرحله  مابقی جهت تهیه عصاره الکلی در نظر گرفته شدند.
 به حجمی(،/وزنی) 10به  1نسبت  پودر حاصل به ،گیریعصاره
قسمت  9درصد اضافه شد )یک قسمت پودر یونجه و  98اتانول 

ارلن که با فویل آلومینیوم پوشیده شده بود به  اتانول(. این مخلوط در
 120ساعت در آزمایشگاه روی دستگاه هات پلیت با دور  72مدت 

ر دمای دور در دقیقه )به وسیله مگنت مغناطیسی موجود در آن( د
صورت گیاه یونجه به کیلو  80 مخلوط گردید. اتاق نگهداری و کاملاً

تهیه  1393از مزارع کشاورزی استان خوزستان در فروردین ماه تازه 
های مورد پس از اتمام انتقال داده شد. یونجهشیلات و به آزمایشگاه 

، سایز چشمه ی 1ی کاغذ صافی واتمن )شمارهساعت به وسیله 72
ی ی عصارهرون( صاف شد. به منظور صاف کردن و تهیهمیک 42

الکلی خام از قیف بوخنر و پمپ مکنده برای جداسازی ذرات ریز آن 
عمل صاف  ،استفاده شد. برای اطمینان از گرفته شدن تمام ذرات

 30مرحله انجام شد. سپس مایع بدست آمده در روتاری ) 3کردن در 
یقه قرار داده شد تا الکل آن دور در دق 90درجه سانتی گراد( با 

ی گیاه مورد نظر در پس از تقطیر، عصاره تقطیر و از آن جدا گردد.
ها فویل های در بسته اتوکلاو شده ریخته شد و اطراف شیشهشیشه

گراد تا زمان درجه سانتی 4آلومینیومی پیچیده شده و در دمای 
یمایی پودر (. آنالیز بیوشFalamarzi, 2015) استفاده نگهداری شد

( صورت AOAC, 2000یونجه، طبق روش کار استاندارد )
( و 2پذیرفت. همچنین اجزای مختلف عصاره الکلی یونجه )جدول 

مقادیر هر کدام از آنها در ترکیب توسط گاز کروماتوگرافی و 
اسپکتروفتومتری جرمی، توسط آزمایشگاه مرکزی دانشگاه علوم 

س پروتکل مشخص تعیین پزشکی جندی شاپور اهواز و بر اسا
(. نتایج مربوط Mousavi, 2009; Falamarzi, 2015گردید )

-آمده است. بر این اساس بیش 2در جدول  GC/Massبه آنالیز 

ترین میزان ترکیبات موجود در عصاره یونجه به ترتیب مربوط به 

درصد(،  78/16لینولئیک ) درصد(، اسید 27/21فیتول )
 درصد(، 31/11(، موم اینوزیتول )درصد 91/12اسیدپالمیتیک )

همچنین  .باشد( می40/7درصد( و اسید اولئیک ) 86/7نئوفیتادین )
بر اساس آنالیز بیوشیمیایی صورت گرفته روی پودر یونجه، میزان 

درصد، میزان  22/4درصد، میزان لیپید،  97/23پروتئین، 
 درصد بود. 47/8درصد، میزان خاکستر،  18/8کربوهیدرات، 

تیمار با سه  9مطالعه حاضر که شامل  غذایی هایهجیر
 تکرار بودند به روش زیر تهیه شدند. 

 10گرم جیره پایه + 880:( E1) درصد عصاره یونجه( 1) 1 تیمار -
 سی آبسی 500  گرم پودر سنگ+ 110گرم عصاره یونجه + 

 20گرم جیره پایه + 880: ( E2) درصد عصاره یونجه( 2)2تیمار  -
 سی آبسی 500گرم پودر سنگ +  100ره یونجه + گرم عصا

 30گرم جیره پایه + 880: ( E3) درصد عصاره یونجه( 3)3تیمار  -
 سی آبسی 500گرم پودر سنگ +  90گرم عصاره یونجه + 

 40ایه +پگرم جیره  880: ( E4) درصد عصاره یونجه( 4)4تیمار  -
 آبسی سی 500گرم پودر سنگ +  80گرم عصاره یونجه + 

 30ایه +گرم جیره پ 880: ( P3) درصد پودر یونجه( 3)5تیمار  -
 سی آبسی 500گرم پودر سنگ +  90گرم پودر یونجه + 

 60ایه +گرم جیره پ 880: ( P6) درصد پودر یونجه( 6)6تیمار  -
 سی آبسی 500گرم پودر سنگ +  60گرم پودر یونجه + 

 90ایه +رم جیره پگ 880: ( P9) درصد پودر یونجه( 9)7تیمار  -
 سی آبسی 500گرم پودر سنگ +  30گرم پودر یونجه + 

 120ایه +پگرم جیره   880:( P12) درصد پودر یونجه(12)8تیمار  -
 سی آبسی 500گرم پودر سنگ +  0گرم پودر یونجه + 

گرم پودر سنگ +  120گرم جیره پایه +  880)شاهد(:  9تیمار  -
 سی آبسی 500

 

 بیضاء شیراز( 21استفاده )تهیه شده از کارخانه  مورد پایه )آنالیز بیوشیمیایی( جیره ب: ترکی1 جدول
Table 1: Biochemical analysis of basic diet prepared from 21-Biza Company-Shiraz) 

Rate Nutrients 

10 Moisture (%) 
32-38 Crude Protein (%) 

3600-3800 Digestible Energy (Cal/Kg) 
5.5 Crude fibre (%) 
5-8 Lipid (%) 
12 Ash (%) 
50 TVN (mg/100g) 

1.6-1.8 Lysin (%) 
0.42-0.48 Metionin (%) 
1.25-1.5 Treonin (%) 
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 ترکیبات شیمیایی موجود در عصاره یونجه :2دول ج
Table 2: Chemical composition of alfalfa extract 

Percent Ingredient Name No. Percent Ingredient Name No. Percent Ingredient Name No. 

0.20 propane 2,2 dimethoxy  43 0.37 2-Methyl-4-ethoxycarbonyl-isoxazole 22 21.27 Phytol 1 

0.20 Loliolide 44 0.36 2-Amylfuran 23 16.78 Linoleic acid 2 

0.19 3-Heptadecanone 45 0.36  8-Oxa-9-ketotricyclo [5/3/1/0(2,6)]undecane 24 12.91 Palmitic acid 3 

0.19 Propylamine 46 0.34 Cyclopentadecanolide 25 11.31 Mome inositol 4 

0.19 2-Methyl-2-butenolide 47 0.33 Phenic acid  26 7.86 Neophytadiene 5 

0.18 Methyl pentadecyl ether 48 0.33 Benzeneacetonitrile, 3-fluoro 27 7.40 Oleic acid  6 

0.18 2-Vinyl-9-[/beta/-d-

ribofuranosyl]hypoxanthine 

49 0.31 Beta-Ionone 28 2.69 2-Methyl-Z,Z-3,13-octadecadienol 7 

0.17 Methyl /beta/-d-galactopyranoside 50 0.30 Methyl vinyl maleimide 29 1.16 Cyclopentadecanone, 2-hydroxy 8 

0.16 Decanoic acid 51 0.30 1,7-dimethyl-2-oxo-7-(4'-formyl-butyl)-
norbornane 

30 1.09 Phytene 9 

0.15 
2,6,6-trimethyl-4-hydroxy-1-
cyclohexene-1-carboxaldehyde 

52 0.30 2-Dodecanon 31 1.08 4,6-Di-O-methyl-/alpha/-d-galactose 10 

0.15 

1,2-diaza-1-phenyl-3-methyl-4-

(3,4,5-trimethoxy phenyl carbonyl 
amino methyl)-cyclopent-3-en-5-
one 

53 0.29 Propane, 2,2-diethoxy 32 1.06 Skatole 11 

0.15 Monoolein 54 0.28 5-Methyl-1-heptene 33 0.92 3-Mercapto-2(1H)-pyridinone 12 

0.15  Cyclohepta siloxane, tetradeca 

methyl 

55 0.27 Methyl heptadecyl ketone 34 0.90 Phenol, 2-methoxy-4-vinyl 13 

0.14 
7-Hexadecenoic acid, methyl ester 

56 0.27 
N-(4-Fluorophenyl)-N-(4-

nitrophthalimidomethyl)benzamide 
35 0.70 

Octoil 
14 

0.13 
1,2-Epoxy-1-vinylcyclododecene 

57 0.27 
1-(3,6,6-Trimethyl-1,6,7,7a-

tetrahydrocyclopenta[c]pyran-1-yl)ethanone 
36 0.67 

Trans-(+)-Carveol 
15 

0.13 Toluene   58 0.26 Undecene,10-methyl 37 0.63 Propiophenone 16 

0.12 Dodecamethylcyclohexasiloxane 59 0.24 1,3,12-Nonadecatriene 38 0.58 Dihydroactinidiolide 17 

0.12 1,3,12-Nonadecatriene 60 0.24 2-ethylbutanoate 39 0.56 2-Ethyl-3-methylmaleimide 18 

0.12 
Bis(trimethylsiloxy)acetone 

61 0.24 Hexadecane 40 0.47 
4-methyl-7-methylethenyl-3,8-

dioxatricyclo[5/1/0(2-4)] octane 
19 

 0.21 Farnesyl acetone 41 0.47 Styrene epoxide 20 

0.21 Tetradecane 42 0.41 Tributyl amine 21 
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گرم غذای  880ابتدا های غذایی، به منظور تهیه جیره
بیضا شیراز که توسط آسیاب  21تجاری ماهی کپور از شرکت 

ی پودر شده بود، در ظرفی ریخته شد. سپس پودر یا عصاره
دقیقه  30یونجه به همراه آب به غذای ماهی اضافه شد و 

و گردد ط همزن تجاری به هم زده شد تا کاملاً یکنواخت توس
از پودر پودر با تمامی ذرات غذا مخلوط شود.  یاآب، عصاره 

غذا کاملاً سنگ به عنوان پر کننده استفاده گردید. سپس 
دو بار توسط چرخ گوشت مخلوط گردید و مخلوط حاصل، 

. سپس های غذایی یکنواخت حاصل شودتا پلیت چرخ شد
ساعت در دمای اتاق نگهداری  48به مدت  ییغذاهای جیره
پس از خشک  ییغذاهای جیرهد. نتا کاملاً خشک شو ندشد

گذاری و تا زمان بندی، نامهای نایلونی بستهشدن، در کیسه
گراد نگهداری درجه سانتی 4استفاده در یخچال و در دمای 

 .گردید

یشی با آنالیزهای تقریبی بیوشیمیایی جیره غذایی آزما
( با سه تکرار انجام AOAC, 2000استفاده از روش استاندارد )

ها در آون در کردن نمونهگردید. میزان رطوبت به وسیله خشک
ساعت تعیین گردید.  24گراد به مدت درجه سانتی 105دمای 

و  25/6میزان پروتئین خام با ضرب محتوی نیتروژن نمونه در 
ید. میزان چربی خام توسط گیری گردبه روش کجلدال اندازه

n- بوتیل الکل استخراج و به روش کروماتوگرافی تعیین
گردید. میزان فیبر خام توسط هضم اسیدی و هضم قلیایی و 

درجه به مدت  550های خشک شده در دمای سوزاندن نمونه
ها در ساعت محاسبه گردید. خاکستر بوسیله سوزاندن نمونه 2

ساعت  8گراد به مدت یدرجه سانت 550کوره در دمای 
محاسبه شد و در نهایت میزان انرژی کل بر اساس حاصلضرب 

ترتیب مگاژول در کیلوگرم به 0237/0و  0398/0، 017/0
 (.3برای کربوهیدرات، چربی و پروتئین محاسبه گردید )جدول 

 13، 8بار در روز در ساعات  3ها در طول آزمایش ماهی
د. به منظور توزیع یکنواخت به میزان سیری تغذیه شدن 17و 

غذا، کاهش تلاطم آب، افزایش زمان ماندگاری غذا در آب و 
دقیقه قبل از شروع غذادهی،  5از  ،همچنین آرام شدن ماهی

دقیقه از شروع  20گردید و پس از ها قطع میهوادهی در تانک
پارامترهای . گرفتغذادهی مجدداً هوادهی انجام می

 AZ)متر مدل انه توسط دستگاه مولتیروز ،فیزیکوشیمیایی آب

instrument corp. AZ8731 )بررسی شد و مقادیر درجه-

درجه  28±1در آب به ترتیب  pHحرارت، اکسیژن محلول و 

، ثبت گردید. در 5/7±1و  گرم در لیترمیلی 7±5/0گراد، سانتی
حجم آب تعویض  %10روزانه  هفته( 8) طول مدت آزمایش

 گردید.می

 

  آزمایشی مختلف ماهیان کپور معمولی جوان غذایی هایجیره تقریبی بیوشیمیایی آنالیز :3 جدول

Table 3: Proximate biochemical analysis of experimental diets used for juveniles of Cyprinus carpio 

Experimental Treatments Nutrients 

E4 E3 E2 E1 P12 P9 P6 P3 Control  

33.17±1.51 33.07±1.73 32.35±1.69 32.20±1.56 36.05±1.63 35.17±1.72 34.85±1.51 34.12±1.10 31.50±1.01 Protein (%) 

6.09±0.06 6.02±0.26 4.80±0.040 4.56±0.07 5.88±0.66 5.86±0.59 5.78±0.60 4.92±0.51 4.86±0.51 Lipid (%) 

9.90±0.04 9.65±0.18 9.90±0.04 9.16±0.10 9.78±0.15 9.49±0.08 9.88±0.05 9.33±0.23 9.35±0.57 
Carbohydrat

e (%) 

16.72±0.61 16.30±0.89 17.05±0.75 17.12±0.13 16.46±0.38 15.97±0.38 15.45±0.73 16.83±0.54 17.33±0.39 Ash (%) 

34.11±0.90 34.95±1.54 35.88±2.23 36.94±1.80 31.82±1.65 33.49±2.09 34.02±2.86 34.78±1.77 36.95±0.55 Moisture (%) 

16.08±0.21 16.17±0.32 15.68±0.19 15.73±0.09 16.29±0.26 16.36±0.20 16.34±0.12 15.96±0.23 15.68±0.15 
Tot. Grand 

Energy 

(MJ/Kg) 

 اند.خطای معیار بیان شده±* کلیه نتایج به صورت میانگین

 (.P<05/0) استی دار در بین تیمارهای آزمایشف معنیعدم وجود حروف در جدول، نشان دهنده عدم وجود اختلا** 
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برداری یک روز قبل از نمونه آزمایش، در انتهای دوره
پس از خروج از  های هر تانک. سپس ماهیغذادهی قطع شد

(، ppm40ایران( ) -تانک، در مجاورت اوژنول )شرکت زردبند
 بیهوش و پس از آسان کشی، مورد کالبدگشایی قرار گرفتند.
ابتدا محوطه شکمی توسط تیغه اسکالپل از ناحیه شکمی از 
جلوی مخرج تا زیر سرپوش آبششی برش داده شد سپس کل 
لوله گوارش آنها از مری تا مخرج جدا گردید. جهت دقت در 

های جداره روده جدا گردیده و سنجش آنزیمی، چربی
 محتویات غذای باقیمانده از روده خارج شده و چند بار بوسیله

 ,.Lemieux et alسرم فیزیولوژی شست و شو داده شد )

1999; Farhoudi et al., 2013های یک (. سپس، نمونه
لیتری قرار میلی 2های سوم ابتدایی روده درون میکروتیوب

داده شد و در مجاورت یخ به آزمایشگاه انتقال یافته و در فریزر 
پس از  گراد نگهداری گردید. کبد ماهیاندرجه سانتی -80

های تشریح، توزین شده و پس از قرار گرفتن درون میکروتیوب
لیتری، در مجاورت یخ به آزمایشگاه منتقل شده و در میلی 2

گراد نگهداری شدند. تمام مراحل درجه سانتی -80فریزر 
جداسازی روده ماهیان روی یخ و در داخل یونولیت حاوی یخ 

 انجام گردید.

وده از فریزر، بلافاصله توزین و های رپس از خروج نمونه
دستی )مدل  بلافاصله در مجاورت یخ، توسط هموژنایزر

IKA®T18 basic  ساخت کشور آمریکا( هموژن شدند
(Rungruangsak-Torrissen et al., 2006 سپس به .)

 Tris-HCL 100( محلول بافر هموژن )w/v) 9به  1نسبت 
 X-100 1/0مولار و تریتون  EDTA 1/0میلی مولار و 

 Mohammadi( روی نمونه ریخته شد )pH 8/7درصد، 

Azarm et al., 2012ها انجام ( و عمل هموژن نمودن نمونه
دقیقه در  30به مدت  ،های هموژن شدهو کامل گردید. نمونه

( در K System centurion, UKدار مدل )سانتریفیوژ یخچال
g 620 (rpm6200 )گراد با دور درجه سانتی 4دمای 

سانتریفیوژ شدند و در نهایت از مایع رویی به دست آمده برای 
-سنجش آنزیمی استفاده شد. نتایج به دست آمده برای فعالیت

های آنزیمی بر حسب میکرومول سوبسترا که در دقیقه به 
شود گرم پروتئین آزاد میگرم وزن تر بافت و میلیازای میلی

(U/mg protein/min.بیان گردید ) 

ها از کیت نجش غلظت پروتئین کل نمونهجهت س
تشخیصی کمی پروتئین کل شرکت پارس آزمون و به روش 

 ,.Thomas, 1998; Johnson et al) بیوره استفاده گردید

1999; Borges et al., 2004 .) 

از کیت تشخیص کمی برای سنجش آنزیم آلکالین فسفاتاز 
 استفاده شدو به روش فتومتریک شرکت پارس آزمون 

(Fischbach and Zawta, 1992 فعالیت آنزیم آمیلاز .)
کالریمتری با استفاده از -براساس روش فتومتریک آنزیمی

شرکت پارس آزمون  α-Amylaseکیت تشخیص کمی 
 Kruse-Jarres et al., 1989; Hohenwallner) سنجیده شد

et al., 1989.)  فعالیت آنزیم لیپاز با استفاده از کیت تولیدی
با استفاده از دستگاه اتوآنالایزر  وپارس آزمون شرکت 

(Mindray BS-200, China قرائت )محاسبه گردید ) وTietz 

and Shuey, 1993.)  برای سنجش فعالیت آنزیم تریپسین از
آرژنین اتیل  -L-بنزوئیل -Nو  Worthington (1991)روش 
به  (BAEE: N- Benzoyl- L- arginin ethyl esterاستر )

کیموتریپسین، برای سنجش آنزیم ن سوبسترا استفاده شد. عنوا
تیروزین اتیل  –L -بنزوئیل-Nو Hummel (1959 )از روش 

( به عنوان BTEE: N- Benzol- L- tyrosine ethyl esterاستر )
 سوبسترا استفاده گردید. 

 .Lu et alجهت محاسبه میزان گلیکوژن کبد از روش 
 روش ش میزان لیپید کبد از( و همچنین به منظور سنج1970)

 ( استفاده شد.1978) Radinو  Haraتعدیل یافته 

 16نسخه  SPPS با استفاده از نرم افزارنتایج آنالیز آماری 
ها در داده انجام شد.  2013Excel محیط و رسم نمودارها در

( بیان Mean±SE) استاندارد خطای±نتایج به صورت میانگین
-Shapiroها به وسیله آزمون شده است. نرمال بودن داده

Wilk  .های آنزیم میزان فعالیتمورد بررسی قرار گرفت
بر اساس آزمون آنالیز گوارشی و مقادیر گلیکوژن و لیپید کبد 

-ارزیابی شد و در صورت معنی (ANOVA) طرفهواریانس یک

ها ، جهت مقایسه میانگینDuncanآزمون دار بودن توسط پس
. در این آزمون، (P<05/0) قرار گرفتمورد تجزیه و تحلیل 

های مورد تیمارهای مختلف به عنوان عامل مستقل و شاخص
 بررسی به عنوان عامل وابسته در نظر گرفته شد.
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 نتایج. 3

های گوارشی ماهی نتایج سنجش فعالیت آنزیم ،4جدول 
های آمیلاز، ( شامل آنزیمCyprinus carpioکپور معمولی )
سفاتاز، تریپسین و کیموتریپسین تحت تاثیر لیپاز، آلکالین ف

سطوح مختلف پودر و عصاره الکلی یونجه در جیره غذایی در 
   دهد.زمایشی را نشان میپایان دوره آ

 

 

ه کلی یونجهای گوارشی ماهی کپور معمولی تغذیه شده با سطوح مختلف پودر و عصاره النتایج میزان فعالیت آنزیم :4جدول 

 (n=3ی استاندارد، خطا ±)میانگین
Table 4: Results of gastric enzymes levels of Cyprinus carpio fed by different levels of alfalfa meal and 

extract (Mean±Standard Error, n=3) 
 

Gastric Enzymes Experimental 

Treatments 
α-Amylase 

(U/mg protein) 

Lipase 

(U/mg 

protein) 

Alkaline 

Phosphatase 

(U/mg protein) 

Chymotrypsi

-.minn (U

) mg protein/
1 

Trypsin 

/mg 
1-.minU(

protein) 

388.17±38.27b b±0.552.51 cd±18.65250.08 cd±0.0060.04 bc9.01±160.94 Control 

488.81±82.56b b±0.452.96 cd±28.79244.08 c±0.0050.056 bc±14.60159.78 E1 

550.97±9598ab b±0.463.49 b±34.69388.97 c±0.0050.048 b±9.21181.53 E2 

674.74±61.57a a±0.966.21 a±28.18452.84 ab±0.0040.083 b±7.57185.54 E3 

541.50±25.51ab b±0.483.38 cd±23.67257.19 a±0.0010.100 a±19.98252.05 E4 

441.20±42.35b b±1.123.68 bc±21.28280.35 c±0.0010.053 b±8.31187.18 P3 

425.06±18.58b ab±0.704.82 d±21.56189.11 ab±0.0060.085 c±5.70138.24 P6 

405.61±26.51b a±0.846.19 d±13.03197.32 c±0.0020.062 c±11.47132.47 P9 

447.56±35.26b ab±0.404.30 d±19.36187.70 d±0.0040.030 bc±8.96159.89 P12 

 (.P<05/0) ، نشان دهنده اختلاف معنی دار بین تیمارهای آزمایشی استنام در هر ستون* وجود حروف غیرهم

 

-بیشترین میزان فعالیت آنزیم آلفا ،4طبق نتایج جدول 
 E3 (U/mg protein آمیلاز مربوط به تیمار

 شاهد ) ( و کمترین میزان مربوط به تیمار57/74±61/674

U/mg protein27/17±38/388باشد( می (05/0>P).  در

و  21/6±96/0ترتیب با مقادیر به P9و  E3دو تیمار ، 4ل جدو

( بیشترین میزان U/mg protein)برحسب  84/0±19/6
 U/mg proteinفعالیت آنزیم لیپاز و تیمار شاهد )

( کمترین میزان فعالیت آنزیم لیپاز را به خود 55/51±0/2
 (.P<05/0)  انداختصاص داده

 E3ین فسفاتاز در تیمار بیشترین میزان فعالیت آنزیم آلکال
( که دارای U/mg protein 18/84±28/452 مشاهده شد )

باشد دار با همه تیمارهای آزمایشی میاختلاف معنی
(05/0>P و همچنین کمترین میزان فعالیت آنزیم آلکالین )

 U/mg  به میزان P12فسفاتاز مربوط به تیمار 

protein36/70±19/187 باشدمی . 

با  E4فعالیت آنزیم تریپسین در تیمار  بیشترین میزان
مشاهده شد که  U/mg protein98/05±19/252 مقادیر 

دار با تیمار شاهد و سایر تیمارهای دارای اختلاف معنی
. کمترین میزان فعالیت آنزیم تریپسین (P<05/0آزمایشی بود )
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 U/mg protein47/47±11/132 با مقدار  P9در تیمار 
رین میزان فعالیت آنزیم کیموتریپسین بیشتمشاهده گردید. 
بود که E4 ( U/mg protein001/100±0/0 )مربوط به تیمار 

 U/mg proteinدار با تیمار شاهد )دارای اختلاف معنی
(. کمترین میزان فعالیت آنزیم P<05/0بود )( 006/04±0/0

و تیمار شاهد  P12داری در تیمار طور معنیهکیموتریپسین ب
 . مشاهده گردید

نتایج آنالیز ترکیبات کبد ماهیان جوان کپور  ،5جدول 
معمولی شامل گلیکوژن و لیپید کل تحت تاثیر سطوح مختلف 

 µg/g tissueترتیب براساس پودر و عصاره الکلی یونجه را به
  دهد.در انتهای دوره آزمایش نشان می mg/g tissueو 

 

لی اره الکد ماهی کپور معمولی جوان تغذیه شده با سطوح مختلف پودر و عص: نتایج سنجش میزان گلیکوژن و لیپید کب5جدول 

 (n=3خطای استاندارد،  ±یونجه )میانگین

Table 5: Results of glycogen and lipid measurement in the liver of young common carp fed 

.± standard error, n=3)different levels of alfalfa powder and alcoholic extract (mean  

 

Liver Parameters 
Experimental 

Treatments Lipid 

(mg/g tissue) 

Glycogen 

(µg/g tissue) 

b±3.6781.17 e101.23±607.01 Control 
b±5.2480.75 d±64.991524.60 E1 
b±4.4589.86 c±138.381917.99 E2 
b±2.1793.21 a±192.133383.35 E3 
b±6.8880.08 a±194.56263.013 E4 
b±0.0282.90 c±188.611962.28 P3 
b±6.22100.84 c±58.651996.35 P6 
a±6.05146.51 b±140.492550.63 P9 

b±4.4672.99 b±212.622501.02 P12 

 (.P>05/0* وجود حروف غیر هم نام در هر ستون، نشان دهنده اختلاف معنی دار بین تیمارهای آزمایشی است )

 

دهد بیشترین و نشان می ،5همان طور که نتایج جدول 
 E3 ( µg/gکمترین میزان گلیکوژن کبد به ترتیب مربوط به تیمار 

tissue13/35±192/3383( و تیمار شاهد )µg/g tissue 
باشد. همچنین بین تمامی تیمارها با تیمار ( می23/01±101/607

بیشترین  همچنین (.P<05/0) دار وجود داردشاهد اختلاف معنی
 P9 (mg/g tissueمیزان لیپید کبد مربوط به تیمار 

باشد که با سایر تیمارهای آزمایشی اختلاف ( می05/51±6/146
ید کبد مربوط به (. کمترین میزان لیپP<05/0معنی داری داشت )

  .بود P12تیمار 

 گیریو نتیجه بحث. 4

های گوارشی و جذب مواد مغذی از جمله فعالیت آنزیم
فرآیندهای سوخت و سازی مهم هستند که یک ذخیره انرژی پایدار 

شود کنند که منجر به افزایش نرخ رشد ماهیان میرا تأمین می
(Blier et al., 1997; Nya and Austin, 2011) میزان .

های گوارشی به معنای دسترسی بالای ترشح و افزایش فعالیت آنزیم
به مواد مغذی در ماهی به منظور رشد و فرآیندهای سوخت و سازی 

تواند از طریق وجود است. بنابراین در دسترس بودن مواد مغذی می
(. شکسته Krogdahl et al., 1994فعالیت آنزیمی محدود شود )
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زرگ زنجیره به زیر واحدهای کوچک قابل جذب شدن مواد مغذی ب
های در مجرای گوارشی جانوران تا حد زیادی وابسته به سطح آنزیم

 (.Awad et al., 2012موجود است )

-، رنگدهاعمدتاً گیاهان دارویی حاوی آلکالوئیدها، فلاوونوئی

 ی چربیدهاها، ترکیبات فنولی، ترپنوئیدها، استروئیدها و اسدانه
لیدات به ( بوده، به همین علت از این تو6و امگا  9امگا ضروری )

 غذیهکننده رشد در تعنوان یک ماده مغذی، اشتهاآور و تحریک
نین در (. همچSivaram et al., 2004شود )آبزیان استفاده می

شد های گوارشی، باعث افزایش رنتیجه افزایش فعالیت آنزیم
 (.Yu et al., 2008شوند )می

حاضر مشاهده شد که با افزایش درصد عصاره در مطالعه 
، ولی استفاده از کندیونجه، فعالیت آنزیم آمیلاز نیز افزایش پیدا می

هر چند دارای روند افزایشی بر پودر یونجه در تیمارهای غذایی، 
. از نبود دارمعنیمیزان آنزیم آمیلاز بود، اما این تاثیر، از نظر آماری، 

می توان به  ،زمیزان فعالیت آنزیم آلفا آمیلادلایل احتمالی افزایش 
 Zhang) در گیاه یونجه اشاره نمودآمیلاز وجود مقادیری از آنزیم 

et al., 2009) . وجود ترکیباتی نظیرMome inositol  در عصاره
منجر  ،تواندمی یونجه ( در کنار مقادیر کربوهیدرات2یونجه )جدول 

 Raviدر روده گردد )ت و فعالیآمیلاز -به تحریک ترشح آلفا

kumar et al., 2002.) راستا با تحقیق حاضر همKolivand 
بچه ماهی در یونجه عصاره گزارش دادند که استفاده از  (2020)

باعث افزایش  ،(P<05/0داری )به طور معنیکمان، آلای رنگینقزل
شود که این امر بهبود شرایط هضم آمیلاز در روده می فعالیت آنزیم

هم راستا با تحقیق حاضر،  .شته استگوارش غذا را به دنبال داو 
Zhang et al. (2009)  به طور  استفاده از یونجهگزارش دادند که

در روده و ، آمیلاز باعث افزایش فعالیت آنزیم (P<05/0)داری معنی
شود که این امر بهبود شرایط هضم و گوارش غذا س میاهپاتوپانکر

گزارش دادند که  Platel et al. (2002) همچنین را به دنبال دارد.
عصاره آبی گیاهانی مانند گشنیز، زردچوبه، فلفل قرمز، زیره سبز، 

دهند. حه از پانکراس را افزایش میزنجبیل و پیاز فعالیت آنزیم مترش
، Falamarzi et al. (2016)در تحقیقی همراستا با تحقیق حاضر، 

در ماهی ای های تغذیهخصهای رشد و بهبود شاافزایش شاخص
عصاره و پودر یونجه،  ای بارا در تیمارهای تغذیهکپور معمولی 

تواند دلیلی بر افزایش امکان استفاده از منابع گزارش نمودند که می
های رشد و تغذیه در این ماهی کربوهیدراتی جیره و تاثیر بر شاخص

    باشد.  

یق سطوح مختلف پودر با توجه به نتایج بدست آمده از این تحق
داری بر میزان فعالیت آنزیم لیپاز و عصاره الکلی یونجه تأثیر معنی

و تیمار  E3هر چند افزایش فعالیت آنزیم لیپاز به غیر از تیمار داشت. 

P6این افزایش در میزان فعالیت دار نبود. ، در سایر تیمارها معنی
ک غیراشباع ت آنزیم لیپاز احتمالاً به دلیل وجود اسیدهای چرب

(MUFA: Mono unsaturated fatty acid ،مانند اسید اولئیک )
 PUFA: Poly unsaturated fattyاسیدهای چرب چند غیراشباع )

acid مانند لینولئیک اسید و اسیدهای چرب اشباع نظیر پالمیتیک )
که باعث تحریک ترشح آنزیم  ،(2)جدول  باشدمیدر این گیاه اسید 

(، نشان داد که 2020) Kolivandنکراس شده است. لیپاز توسط پا
آلای رنگین افزودن عصاره الکلی یونجه به جیره غذایی ماهی قزل

کمان، باعث افزایش آنزیم لیپاز نسبت به تیمار شاهد گردید، هرچند 
 Zoltwskaهای حاصل از مطالعه یافتهدار نبود. این افزایش معنی

et al. (2001) و نوع فعالیت آنزیم لیپاز و مقدار  ارتباط نزدیکی بین
-ترکیب افزودنی موجود در جیره غذایی نشان داد.اسیدهای چرب 

ن محرک گوارش در نظر اهای گیاهی و یا گیاهان دارویی به عنو
که بیشترین اثر تحریکی را به ویژه روی ترشح  ،شوندگرفته می

دارند  های پانکراسیصفرا، خروج اسیدهای صفراوی و فعالیت آنزیم
(Platel et al., 2002.)  

 ،E4و  P12در مطالعه حاضر فعالیت آنزیم لیپاز در تیمارهای 
با کاهش مواجه شد که احتمالاً ، E3و  P9به ترتیب نسبت به تیمار 

 باشدبه دلیل حضور مهارکننده آنزیم لیپاز در یونجه می
(Falamarzi, 2015; Schneeman, 1978)،  در واقع در مقادیر
های لیپازی، اثر یین عصاره و پودر، به علت پایین بودن مهارکنندهپا

این ر و عصاره، دمنفی عصاره مشهود نبوده، اما در مقادیر بالای پو
گلیسریدها به از هیدرولیز تری ،ه آنزیم لیپاز در رودها اتصال بعامل ب

جلوگیری کرده و جذب در روده مونوگلیسریدها و اسیدهای چرب 
 ,Schneeman, 1978; Southgate) دهداهش میرا ک لیپید

1973.) 

در رابطه با فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز، بیشترین فعالیت این 
درصد عصاره الکلی  3و  2)تیمارهای  E3و  E2آنزیم در تیمارهای 

دار با تیمار شاهد و سایر یونجه( مشاهده شد که دارای اختلاف معنی
نشان داد که افزودن  Kolivand (2020،) تیمارهای آزمایشی بود.

کمان منجر به آلای رنگینعصاره الکلی یونجه به جیره ماهی قزل
، که با نتایج اثرات عصاره در این گرددافزایش فعالیت این آنزیم می

همچنین در مطالعه انجام شده توسط  .تحقیق همخوانی دارد
Heidari et al. (2014)از ماهی ، فعالیت آنزیم آلکالین فسفات

انگشت قد تیلاپیای نیل تحت تأثیر سطوح مختلف عصاره الکلی 
نشان دادند Rukkumani et al. (2002 )زیره سبز افزایش یافت. 

توانند در جیره می ،(PUFAکه اسیدهای چرب چند غیر اشباع )
آنزیم آلکالین فسفاتاز در روده شوند. با توجه به فعالیت باعث افزایش 

 ی اسیدهای چرب غیر اشباع در عصاره یونجهوجود مقادیر بالا
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از یک طرف و مقادیر بالای  (،Abdel Azeez, 2008؛ 2جدول )
توان این دو عامل را به میاز طرف دیگر، فسفر در عصاره یونجه 

در تیمارهای عنوان عوامل اصلی افزایش آنزیم آلکالین فسفاتاز 
تیمارهای پودر در . (Sknoberg et al., 1997) بیان نمودعصاره، 

یونجه، میزان فعالیت این آنزیم نسبت به تیمارهای عصاره، روند 
داری کاهشی داشته است، هرچند نسبت به تیمار شاهد، تفاوت معنی

مشاهده نگردید و نتوانست تغییری در میزان این آنزیم ایجاد کند. 
عدم تغییر آلکالین فسفاتاز در تیمارهای به بیان دیگر کاهش و یا 

ای در تواند به دلیل ترکیبات ضد تغذیهره حاوی پودر یونجه میجی
را پودر یونجه باشد که جلوی فعالیت یا ترشح آنزیم آلکالین فسفاتاز 

 ,.Soto and Mitchell, 1960; Francis et al) گیردمی

2005). 

توان در میزان با دستیابی به کارآمدترین سطوح غذایی می
و کیموتریپسین گوارشی از جمله تریپسین  هایفعالیت و بیان آنزیم

تغییر ایجاد کرد، که این تغییر خود سبب بهبود هضم پروتئین و 
 ,Kuz’mina and Golovanova) گرددبهبود فرآیند رشد می

و تریپسین های . در مطالعه حاضر افزایش فعالیت آنزیم(2004
اوی غذایی حهای در ماهیان تغذیه شده با جیرهکیموتریپسین، 

 مشاهده گردید ، نسبت به تیمار شاهدعصاره یونجهمختلف ح وسط
کمان، آلای رنگین( روی ماهی قزل2020) Kolivand که با نتایج

، افزایش Mohamed et al. (2018)همچنین همخوانی دارد. 
آنزیم تریپسین را در ماهی کپور معمولی تغذیه شده با عصاره گیاه 

گزارش  Apiaceae( از خانواده Apium graveolensکرفس )
، درصد 06/1در عصاره یونجه ) Skatoleوجود ترکیب نمودند. 
تواند با اثر شود، می( که از اسیدآمینه تریپتوفان مشتق می2جدول 

باعث افزایش ترشح پانکراس )فیدبکی( های تنظیمی روی مکانیسم
یپسین کیموترتریپسین و متعاقب آن آنزیم و افزایش فعالیت آنزیم 

بنابراین افزایش میزان فعالیت آنزیم  .(Xu et al., 2002شود )
کیموتریپسین در تیمارهای تغذیه شده با جیره حاوی عصاره یونجه 

تواند به دلیل افزایش فعالیت آنزیم تریپسین در تیمارهای یاد می
های حاوی در جیره (.Lemieux et al., 1999) باشد، نیز شده
نه تنها روند افزایشی فعالیت این دو آنزیم  ،ح پودر یونجهوسط

نیز روند کاهشی  برخی سطوح، پروتئازی مشاهده نشد، بلکه، در
به علت وجود عامل . احتمالا این اثرات کاهشی، مشاهده گردید

باشد که این عامل محدود کننده آنزیم تریپسین در پودر یونجه می
ال شدن آن فع در روده به آنزیم تریپسین متصل و موجب غیر

-Narvaez(. Ferket and Middleton, 1999شود )می

Vasquez et al. (1992)، بیان ژن مهارکننده پروتئازی در  به
برخی گیاهان پرداخته و بیان ژن را در تنباکو و یونجه مشاهده 

وجود ترکیبات  Mc-Gurl et al. (1995)نمودند. همچنین 

های یونجه ثابت حتی برگ مهارکننده تریپسین را در دانه، ریشه و
 Francis et)تریپسین در گیاه یونجه نمودند. وجود ترکیبات آنتی

al., 2005 )طی مراحل عصاره و احتمالاً عدم ورود آنها به عصاره-

تواند دلیلی بر اثر متفاوت پودر و عصاره یونجه بر میزان می گیری،
  باشد.و کیموتریپسین تریپسین های فعالیت آنزیم

مشاهده  E4و  E3های ترین میزان گلیکوژن کبد در تیماربیش
دار با گروه کنترل و سایر تیمارهای دارای اختلاف معنیکه  گردید

(. روند افزایشی که در میزان گلیکوژن کبد P<05/0آزمایشی بود )
 احتمالا ،در تیمارهای تغذیه شده با پودر و عصاره یونجه مشاهده شد

های گوارشی خصوصا آنزیم آمیلاز زیمعلت افزایش فعالیت آنبه 
ها از دستگاه گوارش و افزایش هضم و جذب کربوهیدرات( 4)جدول 

باشد. یکی از دلایل احتمالی افزایش گلیکوژن و ورود  آنها به کبد 
خون، تاثیر ترکیبات فلاوونوئیدی موجود در عصاره و پودر گیاه 

گلوکز از روده ر جذب بیشتکه باعث بر ترشح انسولین باشد  یونجه
(Falamarzi, 2015و افزایش تبدیل گلو )به گلیکوژن در کبد ز ک

 ,Guyton and Hallگردد )میآن در کبد ذخیره و افزایش 

احتمالاً وجود کلسیم، پتاسیم و اسیدهای چرب همچنین (. 2006
اشباع و غیراشباع موجود در گیاه یونجه نیز در تحریک ترشح 

 Jamel et) گلیکوژن کبد دخیل باشندر ذخایانسولین و افزایش 

al., 2010). 

 P9کبد در تیمار  لیپیددر انتهای دوره آزمایش، بیشترین میزان 
دار با تیمار شاهد و سایر تیمارهای مشاهده شد و اختلاف معنی

کلی اعتقاد بر این است که حجم بالایی از طورداشت. به یآزمایش
ها رسوب کند که این پاسخ توسیتتواند در هپاجیره غذایی می لیپید

اضافی به بدن بوده و موجب بالا رفتن  لیپیدفیزیولوژیک به ورود 
هرچند در این (. Sahraeian et al., 2009شود )انرژی بدن می

تحقیق، در میزان لیپید جیره های غذایی، تفاوت معنی داری وجود 
احتمالاً به  ،P9افزایش میزان لیپید کبد در تیمار (، 1ندارد )جدول 

بتا های دلیل تأثیر یونجه در تحریک ترشح انسولین از سلول
باشد. زیرا انسولین میزان مصرف گلوکز خون توسط انکراس میپ

طور خودکار به هدهد و بهای بدن را افزایش میبسیاری از بافت
(. Roy et al., 2003کند )عمل می لیپیدعنوان حفظ کننده 

صورت گرفته وجود ترکیبات لیپیدی و یا  هرچند براساس تحقیقات
)نظیر اسیدهای چرب غیراشباع موجود در گیاه پیش سازهای لیپیدها 

در جیره و یا مقادیر بالای گلوکز و ترکیبات کربوهیدراتی یونجه( 
تواند منجر به افزایش ذخیره لیپید در کبد و افزایش میزان لیپید می

در میزان لیپید کبد در بین  کبد شود، با این وجود تغییرات بارزی
تیمارهای آزمایشی مشاهده نگردید که احتمالاً ترکیبات موجود در 
عصاره با تأثیر بر فرآیندهای گلیکونئوژنز منجر به تغییر در ترکیبات 
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با بررسی نتایج اند. کبد و احتمالاً تغییر در محل ذخیره لیپید شده
گردد که روند تغییرات میفعالیت آنزیم لیپاز در این تحقیق، مشاهده 

لیپید کبد، با تغییرات فعالیت آنزیمی لیپاز در روده همخوانی دارد، که 
توان دلیل اصلی تغییرات در سطوح لیپید کبد را، تغییرات فعالیت می

 ای بیان نمود. لیپاز روده

 

 نهایی گیرینتیجه. 5

عصاره خصوصا براساس نتایج تحقیق حاضر، افزودن پودر و 
ه به جیره غذایی ماهی کپور معمولی باعث افزایش میزان یونج

در سطوح لیپید و گلیکوژن کبد و افزایش  های گوارشیفعالیت آنزیم
داری تأثیر معنی ،درصد عصاره یونجه 3گردد. جیره حاوی میمعینی 

های گوارشی و میزان گلیکوژن کبد داشت. همچنین بر فعالیت آنزیم
دار فعالیت آنزیم ونجه باعث افزایش معنیدرصد پودر ی 9جیره حاوی 

لیپاز و میزان لیپید کبد گردید. بنابراین براساس نتایج این تحقیق 
ای ماهی کپور های تغذیهدلایل افزایش رشد و بهبود شاخص

تواند ناشی از ، میFalamarzi et al. (2016)معمولی، در تحقیق 
مارهای دریافت های گوارشی خصوصا در تیافزایش فعالیت آنزیم

عصاره یونجه به میزان کننده سطوح عصاره الکلی یونجه )خصوصا 
ای در پودر (، باشد. با توجه به وجود ترکیبات ضدتغذیهدرصد 3

یونجه از یک سو و احتمالا حذف آنها در روند عصاره گیری از سوی 
درصد در جیره  3دیگر، استفاده از عصاره یونجه حداکثر تا سطح 

ی کپور معمولی، به عنوان یک مکمل رشد و تغذیه غذایی ماه
 توصیه می شود. 

 

 تقدیر و تشکر. 6

نویسندگان این مقاله مراتب تقدیر و تشکر خود را از معاونت 
پژوهشی و فناوری دانشگاه علوم و فنون دریایی خرمشهر، به علت 
حمایت مالی و تامین تجهیزات مورد نیاز انجام این تحقیق، اعلام 
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