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ماهي بدن  ات شيمياييتركيب ي وهاي گوارشفعاليت آنزيم ،اختصاصيايمني غير يها پاسخ
 نانو ذراتحاوي  هاي يرهجبا  شده يهتغذ (Oncorhynchus mykiss) كمان ينرنگآلاي قزل

  منگنز سولفات
 3سالم مرمضيو  3حسن حبيبي، 1رعنا بهادري، 1، افسانه اميري بهروسي*1،2ابراهيم ستوده

  دانشكده كشاورزي و منابع طبيعي، گروه شيلات، فارس يجخلدانشگاه بوشهر، ، اناير 1
  ، گروه شيلاتدانشكده علوم و فنون درياييفارس،  يجخلايران، بوشهر، دانشگاه  2

  علوم داميگروه فارس، دانشكده كشاورزي و منابع طبيعي،  يجخلايران، بوشهر، دانشگاه  3

  25/7/97 :ذيرشتاريخ پ  20/7/96: تاريخ دريافت
  چكيده

و اختصاصي پاسخ ايمني غير ،هاي گوارشيبر فعاليت آنزيمجيره ) MnSo4( سولفات منگنز نانو ذرات اثرات در پژوهش حاضر
قطعه بچه  400 تعداد. قرارگرفت يموردبررس )Oncorhynchus mykiss(كمان آلاي رنگيناهي قزلمشيميايي بدن  اتتركيب
تكرار درون  3تيمار با  4در  تصادفي كاملاًدر قالب طرح گرم  8/0±1/0 با ميانگين وزن اوليه انكمي رنگينآلاهي قزلما

 نانو يرغحاوي منگنز ، جيره )فاقد منگنز(شامل جيره شاهد  هاي مختلفجيرهماهيان مورد آزمايش با  .تقسيم شدند ها يومآكوار

)Mn-M( ، 10نانو منگنز با ميزان جيره حاوي mg/kg )Mn-N10( ، 15نانو منگنز با ميزان جيره حاويmg/kg )Mn-N15(  به
گوارشي و تركيبات شيميايي  هاي يمآنز يتفعالايمني،  يها پاسخرشد،  يها شاخص ر پايان آزمايشد. تغذيه شدندهفته  6مدت 

در ) فاقد منگنز(ره شاهد با جي شده يهتغذبچه ماهيان  ميانگين وزن نهايي نتايج نشان داد. قرارگرفت موردسنجشلاشه ماهيان 
 يفعاليت ليزوزيم پلاسما). >05/0P( است تركمي دارمعني طور به حاوي نانو منگنز هاي يرهجبا  شده يهتغذهاي مقايسه با گروه

شاهد با جيره  شده يهتغذنسبت به بچه ماهيان ) Mn-N15و  Mn-N10( حاوي نانو منگنز هاي يرهجبا  شده يهتغذبچه ماهيان 
بالاتر  داري يمعن طور بهنسبت به تيمار شاهد  Mn-Mفعاليت كمپلمان پلاسما در تيمار  ).>05/0P( بالاتر بودداري معني طور به

با  شده يهتغذميزان پروتئين خام لاشه بچه ماهيان  ).>05/0P( نشان نداد داري يمعناما با ساير تيمارها اختلاف  )>05/0P(بود 
 ).>05/0P(داري بيشتر به دست آمد معني طور بهنسبت به گروه شاهد ) نانو يرغذره و انوبه شكل ن(هاي حاوي منگنز جيره

 ).>05/0P(داري نشان نداند هاي گوارشي آميلاز، ليپاز و پروتئاز كل بچه ماهيان مورد مطالعه اختلاف آماري معنيفعاليت آنزيم
- هاي گوارشي ماهي قزلفعاليت آنزيمداري بر معني يرتأث به جيره زنانو ذرات منگن افزودندر مجموع نتايج اين مطالعه نشان داد 

  .دهدقرار مي يرتأثرا تحت  گونه يناي هاي ايمنندارد، اما برخي از پاسخ كمان ينرنگآلاي 

  كمان ينرنگ آلايقزل كمپلمان، ليزوزيم، تغذيه، ،نانوذره غذايي، مكمل: كليدي يها واژه

  E.sotoudeh@pgu.ac.ir:  ، پست الكترونيكي 09173740528: نويسنده مسئول، تلفن* 

 مقدمه

افزون جمعيت و مصرف رو به رشد توجه به افزايش روز با
 سبد غذايي يازموردنپروتئين  منابع غذايي، محدوديتو 
آبزيان  رو ينازا .گيرددر دسترس افراد قرار مي يسخت به

ايي مردم، بين مواد غذ ترين منابع پروتئيني درغني عنوان به
 كمان ينرنگآلاي ماهي قزل ).7( اي دارندالعادهاهميت فوق

)Oncorhynchus mykiss (ترين ماهيان يكي از عمده
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از  .است شده  شناختهپرورشي در نقاط مختلف جهان 
سازش خوب با شرايط  هاي بارز و مهم اين ماهي،ويژگي

ز سرعت رشد خوبي نيز برخوردار و ا پرورش متراكم است
مناسب اجزاي  اتاستفاده از غذا و تركيب. )42( باشدمي

موجب بهبود  تواندمي نيازهاي اوليه ينتأمجيره علاوه بر 
 شرايط رشد، مقاومت در برابر شرايط نامناسب محيطي،

 .گردد افزايش توليد يتدرنهاو  افزايش وزنكاهش تلفات، 
به  نكه بتوان ماهي سالمي به بازار عرضه نمود، بايدآبراي 

يك در . نوع تغذيه كيفيت غذاي مصرفي توجه بسيار كرد
 حداقل مواد ينتأمعلاوه بر كامل  فرمول غذايي مناسب و

 ، چربيخام پروتئين ازجملهماهيان لازم براي رشد  مغذي
بايد حاوي  ي غذايي ماهيانجيره، ها يدراتكربوهو  خام

براي افزايش سرعت رشد و كيفيت ماهيان  هايي يافزودن
  .يز باشدن

مواد معدني يكي از اجزاي ضروري غذاي مصرفي است 
هاي در سلامت و بسياري از فعاليت يمؤثركه نقش 

 كمان ينرنگآلاي زيولوژيك ماهيان پرورشي نظير قزلفي
اين ضروري است كه مقدار بهينه يك بنابر ).25و16( دارند

 مدنظرماده معدني باتوجه به كاركرد فيزيولوژيك آن 
ترين علت استفاده از عناصر كمياب، اصلي ).36(د قرارگير

و بدست افزايش رشد، كاهش مصرف غذا، افزايش توليد 
منگنز يكي از مواد  ).25( باشدمي يفيتباكآوردن محصولي 

رد كوفاكتوري در است كه داراي عملك مصرف كممعدني 
اين عنصر براي . باشدهاي آنزيمي ميبسياري از سيستم

مثل لازم گاه عصبي، رشد استخوان و توليدستتنظيم كار د
 يمؤثرها نقش همچنين در متابوليسم كربوهيدرات است،

باشد ها ضروري ميش سلامتي ماهيداشته و نيز براي افزاي
طبيعي بخش بود منگنز سبب كاهش رشد، رشد غيركم). 2(

و  كمان ينرنگي آلادمي و كوتاه شدن بدن در ماهي قزل
صر در مجموع كمبود اين عن. شودثل ميماختلال در توليد

طبيعي شدن استخوان و و غير يبدشكلدر ماهيان باعث 
منگنز . هاي خوني خواهد شددر ساخت سلول يرتأخ
آنزيمي نقش  ي كننده فعالآنزيم و يك يك متالو عنوان به

براين منگنز يكي از اجزاي ضروري  علاوه .)22(دارد 
يك كوفاكتور در  عنوان بهو  آنزيم پيروات كربوكسيلاز بوده

فعاليت چندين سيستم آنزيمي مانند سوپراكسيد 
   .)21( ديسموتازها ضروري است

حداقل يكي از ابعاد گردد كه نانو ذرات به ذراتي اطلاق مي
در استفاده از ذرات  .نانومتر باشد 100- 1ي آن در محدوده

تركيبات در  يرگذاريتأثمقياس نانو موجب افزايش 
-ر زمينهتوان دگردد كه ميتر به شكلي ميپايين يها غلظت

 محيطي يستزكاهش اثرات  ها وهاي تغذيه، كنترل بيماري
و 15، 8، 5( پروري استفاده نمودهاي مرتبط با آبزيفعاليت

تواند به تغييرات اساسي اندازه كوچك اين ذرات مي )49
تا  كه يطور به در ساختار و خواص اين عناصر منجر شود

يد براي اهداف مختلف در ها توليدات جدبه امروز صد
به  ورود اين فناوري. ساخته شده است آوري نانوزمينه فن

پروري و استفاده كاربردي از آن در بسياري از عرصه آبزي
تبديل مواد در ابعاد  ازآنجاكه .است يافته گسترشكشورها 

 بالاسطحي نانومتري موجب ايجاد يك سطح ويژه، فعاليت 
، شود يمبا مراكز فعال فراوان و كارايي كاتاليزوري شديدي 

در حال حاضر مطالعات متعددي در زمينه كاربرد 
 .نانوتكنولوژي در تغذيه حيوانات در حال انجام است

شيميايي و فيزيكي با مواد  ازنظربنابراين نانو ذرات 
متفاوت هستند و رفتارهاي نوين و جالبي را در  تر بزرگ

آنها قادر به عبور از موانع . كنند يممواد زنده ايجاد  تعامل با
جذب  ها سلولتوسط  سرعت به، )10( بيولوژيكي هستند

بالاتري نسبت به  دسترسي زيستيو قابليت  شوند يم
در  هايي يبررسدر آبزيان . )10( معدني دارند يها نمك

. است شده انجامتركيبات نانوذره  اي يهتغذزمينه اثرات 
به بررسي اثر نانو آهن بر  )2002( همكاران و پروچرو

 ي كپور و ماهي خاوياري پرداختندپارامترهاي زيستي ماه
باعث افزايش سنتز  ها مكملنتايج آنها نشان داد اين  .)39(

را  يروم مرگو ميزان  شود يمقرمز و هموگلوبين  يها گلبول
نيز طي تحقيقي از  )2014( و همكاران بهرا .دهد يمكاهش 

غذاي كپور هندي  درماده افزودني  عنوان بهو آهن نان
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(Labeo rohita) هاي ايمني و ارامترو پ استفاده نمودند
آنها گزارش  .)8( قراردادند يموردبررسخوني اين ماهي را 

و ميانگين وزن  اكسيداني يآنت هاي يمآنزكردند فعاليت 
در . است يافتهبهبودبا نانوذره آهن  شده يهتغذنهايي ماهيان 

نيز اثر نانو ذراتي همچون طلا  كمان ينرنگي آلاقزلماهي 
، 14، 1( است قرارگرفته يموردبررسو نقره آهن و منگنز 

 نانوذره مختلف سطوح در يك مطالعه اثرات. )33 و 28

 هر در آهن نانو ذرات گرم يليم 60و 45، 30، 15، 0(آهن 

 بر آهن تركيب از شكل جديدي عنوان به) كيلوگرم غذا

 كمان رنگين يآلا قزل ماهي تغذيه و رشد فاكتورهاي برخي

 )2016( محمدي و همكاران). 18(قرارگرفت  يموردبررس
منگنز با شكل اكسيد  نانو ذراتدريك بررسي مشابه اثرات 

 يبچه ماهمكمل غذايي در جيره  عنوان به) Mn2O3( منگنز
 پرداختند) Oncorhynchus mykiss(كمان آلاي رنگينقزل

نتايج آنها نشان داد كه استفاده از نانوذره اكسيد . )33(
د بوموجب به) گرم بر كيلوگرم جيرهميلي 12(منگنز 

 يبچه ماههاي خوني شاخص هاي رشد وعملكرد شاخص
در بيشتر تحقيقات صورت  .گرددمي كمان ينرنگآلاي قزل

گرفته شكل نانو مواد معدني اثرات مثبتي بر عملكرد رشد 
اطلاعات كافي در  حال ينبااماهي داشته است، و سلامتي 

و فيزيولوژي اين تركيبات بر ماهي  اييبيوشيمي اثراتمورد 
 باتوجه به اهميت مواد معدني در جيره آبزيان .وجود ندارد

سولفات منگنز  نانو ذرات اي يهتغذ و اينكه تاكنون اثرات
(MnSO4) اين تحقيق  گرفته است،نقرار يموردبررس

سولفات منگنز ذرات  نانو يريكارگ بهرسي اثرات بربمنظور 
 عملكرد يها شاخصاز بر برخي اثرات آن  بررسيجيره و 

ايمني  يها پاسخگوارشي،  هاي يمآنزفعاليت رشد و 
آلاي ماهي قزل و تركيبات شيميايي بدن يراختصاصيغ

   .است شده انجام كمان ينرنگ

  هاروشمواد و 
-ماهي قزل قطعه 400اد تعد: تهيه بچه ماهي و تيماربندي

ژنتيك و اصلاح نژاد ماهيان كمان از مركز آلاي رنگين

- سوج تهيه و پس از انتقال به سولهشهيد مطهري يا سردابي

به  فارس يجخلدانشگاه  ي كشاورزيدانشكده آبزيان ي
پس از . هفته با شرايط آزمايش سازگار شدند 2مدت 

 8/0±1/0ني ماهيان با ميانگين وز ،گذشت دوره سازگاري
قطعه  20(ليتري  60آكواريوم  12تصادفي در  طور بهگرم 

دراين . كاملاً تصادفي تقسيم گرديدند صورت به )ليتر 38در 
 در قالبتكرار  3با  )غذاييجيره (تيمار طرح از چهار 

 مورداستفادهتيمارهاي . تصادفي استفاده شد طرح كاملاً
جيره ( Mn-mار ، تيم)جيره فاقد منگنز( شاهدشامل تيمار 
جيره ( Mn-N10، تيمار )نانويرغلفات منگنز حاوي سو

 Mn-N15و ) منگنز گرم بر كيلوگرم نانوميلي 10حاوي 
غذادهي  ).بر كيلوگرم نانو منگنز گرم يليم 15جيره حاوي (

 6به مدت  20 و 16 ،12، 8وعده در ساعات  4روزانه در 
اولين وعده  روزانه قبل از .گرفتانجام  تا حد سيريهفته 

غذايي غذاهاي خورده نشده و مدفوع ماهيان سيفون و از 
شروع و پايان دوره روشنايي . شدآكواريوم خارج مي

درجه حرارت . بود بعدازظهر 8صبح و  8كارگاه به ترتيب 
. گيري شددماسنج الكلي اندازه يلهوس بهبار  2آب روزانه 

 هاي آزمايشدر هفته سوم آزمايش و در انتهمه بچه ماهيان 
-براي اندازه .قرارگرفتند سنجي يستزمورد  )هفته ششم(

گرم و براي  1/0 ري وزن از ترازوي ديجيتال با دقتگي
متر ميلي 1كش با دقت گيري طول ماهي از خطاندازه

در طول دوره ميانگين درجه حرارت  .استفاده شد
 اسيديته، 7/8±6/0، اكسيژن گراد يسانتدرجه 1±8/14
  .قسمت در هزار بود 1و شوري كمتر از  5/0±4/7

 تركيبات اوليه: مورد استفاده اييذسازي جيره غآماده
 و تهيه )بوشهر(شركت دراج بنيان دانش سيراف  از غذايي
 افزاربا استفاده از نرم هاغذايي، جيره اقلام آناليز از پس

خشك جيره قبل  اجزاي .شدند هفرمول ليندو جيره نويسي
توزين شده  1جدول سياب شده و طبق آ يوبخ بهاز تركيب 

سولفات  نانوذره. مخلوط شدند باهمدستي  صورت بهو 
با (تحقيق مورد استفاده دراين  (MnSO4·H2O)منگنز 
 يانبن دانش شركت. نانومتر 50 از كمتر ذرات اندازه متوسط
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سولفات  نانوذرات. تهيه گرديد) ايران، تبريزاحرار شرق، 
ماهي  براساس احتياجاتات معدني و ساير تركيب منگنز
 گرم 001/0با ترازوي با دقت  )36(كمان آلاي رنگينقزل

و براساس طرح آزمايش چهار مخلوط ماده معدني توزين 
نانو ذرات سولفات  mg/kg10مخلوط حاوي . تهيه گرديد

نانو ذرات mg/kg 15، مخلوط حاوي (Mn-N10) منگنز
 mg/kg 10 ، مخلوط حاوي(Mn-N15) منگنزسولفات 
و يك مخلوط معدني فاقد  (Mn-M) نانويرغ منگنزسولفات 

پس از مخلوط كردن . تهيه شد) جيره شاهد(هرگونه منگنز 

و روغن ماهي و روغن ليستين  ،با دستمواد خشك 
با دست  افزوده و كاملاً آب گرم را سوياي خوراكي و

ده با كمك مخلوط گرديد و مخلوط يكنواخت بدست آم
 تهيه شدمتر ميلي 2هاي با قطر رشته صورت به گوشت چرخ

ساعت در دماي  48مدت  به شده خشكهاي رشته .)40(
آماده شده در  هايغذا. در آون نگهداري شد درجه 50

قرار داده دار ستيكي درپوشهاي پلاطول آزمايش در ظرف
نگهداري  درجه سانتيگراد - 20 و تا زمان مصرف در فريزر

  .شد
  )بر كيلوگرمگرم  برحسب( كمان ينرنگآلاي تفاده براي تغذيه بچه ماهيان قزلهاي مورد اسجيرهبات اوليه تركي -1جدول 

 تيمارهاي آزمايشي مختلف  تركيبات جيره

 Mn-M Mn-N10 Mn-N15 شاهد

  440  440 440 440  1پودر ماهي
  8/250  8/250 8/250 8/250  آرد سويا
  70  70 70 70  آرد گندم

  100  100 100 100  گلوتن گندم
  9/46  9/46 9/46 9/46  1روغن ماهي

  20  20 20 20  1تينيلس
  10  10 10 10  مواد معدني

  10  10 10 10  ويتامين
  2/0  2/0 2/0 2/0  اكسيدانيآنت

  25  25 25 25  1بايندر
  20  20 20 20  روغن سويا

 )ماده خشك درصد( تركيبات شيميايي

  3/46  5/46 4/46 5/46  پروتئين خام
  3/16  2/16 2/16 1/16  بي خامچر

  1/9  3/9  9/8  6/9  خاكستر
NFE2  81/21 97/22 69/21  08/21  

  3  74/19 75/19 64/19  53/19(KJ/g) انرژي ناخالص
  دانش سيرافاز كارخانه دراج بنيان  شده هيته -1
  (NFE)عصاره عاري از ازت = 100 - )پروتئين خام+چربي خام+خاكستر+فيبر( -2
و كربوهيدرات ) kJ 5/39(، چربي )kJ6/23 (ضرب مقدار انرژي موجود در هر گرم پروتئين كل در هر گرم جيره از طريق حاصل) صناخال(انرژي  -3
)kJ 2/17 ( تعيين گرديد)36.( 

هفته  6در پايان آزمايش و پس از : شيميايي ناليزهايآ
 بدن كل بدن، شيميايي تركيبات گيرياندازه جهتتغذيه 

 برقي آسياب از بااستفاده) ماهي بچه عدد 4( ماهيان بچه

 چربي ،خام پروتئين شيميايي فاكتورهاي و شد هموژن
 مورد )AOAC )6 روش به خاكستر و رطوبت ،خام

گرم از  5گيري رطوبت، دازهان براي. قرارگرفت سنجش
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 105ر آون در دماي را دي گوشت ماهي همگن شده نمونه
ها به وزن ثابت مونهقرار داده تا ن گرادي سانتيدرجه
. سپس ميزان رطوبت برحسب درصد بيان شد .برسند

ساخت كشور  Soxtec 2050( چربي خام به روش سوكسله
و ميزان پروتئين خام  كلروفرم استخراج با حلال و) سوئد

اتوماتيك  روش كلدال بااستفاده از دستگاه كجلدالكل به 
(Kjeltec Analyzer Unit 2300) يتروژنن ميزان ضرب با 

جهت  .صورت گرفت 25/6 عدد در آمده بدست
در دماي ساعت  5به مدت  ها نمونهخاكستر  يريگ اندازه
 . سوزانده شدگراد  درجه سانتي 550

در پايان آزمايش : گوارشي هاي يمآنزسنجش فعاليت 
دهي ماهيان هاي گوارشي، غذاجهت بررسي فعاليت آنزيم
از هر ). 38(قطع شد برداري يك روز قبل از انجام نمونه

كاملاً تصادفي انتخاب و دستگاه  صورت بهماهي  3تانك 
درجه  - 80سازي در فريزر گوارش آنها پس از جدا

سپس جهت تهيه عصاره آنزيمي . سانتيگراد نگهداري شد
-Trisمولار  ميلي 50 بافر باجداسازي و روي يخ كل روده 

HCl ،20 مولار ميليCaCl2  مولار ميلي 50 وKCl  
)5/8=pH (سپس و شده هموژن و مخلوط 9 به 1 نسبت به 
 مدت به g30000 سرعت با سانتي گراد درجه 4 دماي در
 سوپرناتانت يتدرنها .)41(شدند  سانتريفيوژ دقيقه 20

 در آنزيمي فعاليت سنجش زمان تا حاصله جداسازي و
  .شد نگهداري گراد يسانتدرجه  - 80 فريزر

 ماهيان بچه در ليپاز گوارشي آنزيم فعاليت سنجش
 و همكاران ايجيما روش براساس كمان ينرنگ يآلا قزل

 عنوان به مريستات نيتروفنيل- پارا از استفاده با )1998(
نوري  جذب ميزان. )19( شد انجام اختصاصي سوبستراي

 PerkinElmer( اسپكتروفتومتر دستگاه در مخلوط واكنش

Lambda 25 (گرديد تقرائ نانومتر 405 موج طول در .
 U/mg protein براساس ليپاز آنزيم فعاليت يتدرنها

  .گرديد محاسبه

توسط  منتشرشده برطبق روشمجموع فعاليت پروتئاز 
دراين روش كازئين  .سنجش گرديد) 3( )1938( آنسون

واكنشي حاوي  يها مخلوط. سوبسترا استفاده شد عنوان به
ر دماي د pH =7درصد با  5/1محلول كازئين  ليتر يليم 1

از  ليتر يليم 1 ازآن پسدرجه سانتيگراد قرار داده شد و  37
 10واكنش به مدت  .يك سوپرناتانت به آن اضافه گرديد

مولار تري  4/0 اسيد ليتر يليم 2دقيقه انكوبه شد و سپس 
 5/2محلول فيلتر و  .كلرواستيك به آن اضافه گرديد

معرف فولين  ليتر يليم 5/0مولار و  Na2Co3  4/0 ليتر يليم
 موج طولميزان جذب نوري در  يتدرنها. به آن اضافه شد

توسط  كل پروتئين محلول. شد يريگ اندازهنانومتر  600
با استفاده از آلبومين سرم گاوي ) 1976(روش برادفورد 

    .)9( گرديد يريگ اندازهاستاندارد  عنوان به

در انتهاي : هاي ايمنيو سنجش شاخص يريگ خون
ر آزمايشي بمنظور قطعه ماهي از هر تكرا 5عداد تآزمايش 

هاي خوني توسط پودر گل ميخك به ميزان بررسي فاكتور
استفاده از هوش و خون آنها با يون بيقسمت در ميل 250

دار هاي دربي دمي گرفته و درون لولهسرنگ از ساقه
ها درون ظرف لوله. ريخته شدپلاستيكي حاوي هپارين 

 4و در يخچال با دماي يشگاه منتقل حاوي يخ به آزما
پلاسما  سپس براي تهيه .ي سانتيگراد نگهداري شدنددرجه
درجه  4هاي خون را در سانتريفيوژ در دماي نمونه
دقيقه سانتريفيوژ  5به مدت  12000در دور  گراد يسانت

هاي سماي تهيه شده تا زمان سنجش شاخصشده و پلا
. راد نگهداري گرديددرجه سانتيگ -80ايمني در فريزر 

مقدار آلبومين پلاسما بااستفاده از كيت تشخيصي شركت 
 معرف برموكروزولو با روش ) تهران، ايران( يميش ستيز

خلاصه اين روش شامل  طور به. گيري شداندازهگرين 
واكنش آلبومين با برموكرزول گرين در شرايط اسيدي و 

نگ آن تشكيل كمپلكس سبز مايل به آبي است كه شدت ر
سنجش . متناسب با غلظت آلبومين موجود در نمونه است

 برحسب پلاسما با استفاده از معادله زير وآلبومين  ميزان
  . گرم بر دسي ليتر محاسبه گرديد
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 آلبومين  پروتئين كل = (g/dl)گلوبولين

 استفاده از با كمپلمان پلاسما سيستم فعاليت گيرياندازه
 كيت و با بكارگيري) Indirect Elisa( ميرمستقيغ الايزا روش
 Wielsa ®comple300 total complement functional( تجاري

screen kit, Sweden (ها باكيت. انجام گرفت LPS 
)Bacterial lipopolysaccharides (باكتري Salmonela typhi 
)Sigma (سيستم فعاليت بررسي جهت و شده پوشيده 

 از ميكروليتر 50. گرديدند انتخاب فرعي مسير از كمپلمان
 در ساعت يك مدت به و نموده كيت وارد نمونه پلاسماي

 بعد. گرفت صورت انكوباسيون سانتيگراد درجه 37 دماي
 جامد فاز بهدرصد،  05/0 فسفات بافر محلول با شستشو از
 باديآنتي به متصل فسفاتاز آلكالين محلول) پليت(

 ديگر دقيقه 30 مدت به سپس و افزوده C5b-9 مونوكلونال
 نهائي شستشوي. گرفت صورت اتاق دماي در انكوباسيون

سوبسترا  محلول آن به و گرفته صورت فسفات بافر با
 انكوباسيون هم ديگر دقيقه 30 براي و گرديد اضافه

 405 موج طول در جذب ميزان نهايت در. گرفت صورت
 .دش قرائت Elisa Reader دستگاه از استفاده با نانومتر و

فعاليت ليزوزيم پلاسما توسط روش كدورت سنجي 
لايزوزيم فعاليت دراين روش . )12(بررسي شد 

(U/ml/min) يزوزيم سفيده ل(استفاده از نمودار استاندارد  با
اساس اين آزمايش تخريب لايه . تعيين شد) مرغ تخم

توسط لايزوزيم  M.lysodeikticusپپتيدوگليكان باكتري 
  .باشدپلاسما مي

 سنجش به مربوط نتايج: هاآماري داده تحليل و  يهجزت

معيار  انحراف ± ميانگين صورت بهمختلف  فاكتورهاي
(SD)ميانگين  مقايسه و هاداده بين اختلاف .اند، بيان شده
 در ،طرفه يكواريانس  آناليز با مختلف تيمارهاي در هانمونه

 وجود صورت در و بررسي شد 18 نسخه SPSS افزار نرم

-براي گروهدانكن آزمون  از هابين گروه دارمعني اختلاف

 معيار عنوان به alpha=05/0شد،  استفاده هاميانگين بندي

-نرم فضاي در نمودار ترسيم .شد تعيين نتايج بودن دارمعني

  .گرفت انجام 2016 ، نسخهMicrosoft Excelافزار 

  نتايج
يان در هفته اوليه، ميانگين وزن بچه ماهميانگين  1نمودار 

با  شده يهتغذوزن نهايي بچه ماهيان سوم و ميانگين 
در هفته سوم آزمايش . دهدنشان ميرا  آزمايشي هاي يرهج

- مارهاي مختلف اختلاف معنيميانگين وزن بچه ماهيان تي

اما در پايان دوره آزمايش ميانگين وزن بچه . داشتندداري ن
نسبت به ساير ) نزفاقد منگ(با جيره شاهد  شده يهتغذماهيان 

هاي و اين اختلاف در مقايسه با گروه تيمارها كمتر بود
و  Mn-N10( منگنز ذرههاي حاوي نانوبا غذا شده يهتغذ

Mn-N15( دار بود معني)05/0P<.(  در طول دوره آزمايش
مشاهده نشد و ميزان بازماندگي در  يريوم مرگهيچگونه 

  .درصد بود 100همه تيمارها 

ي لاشه در انتهاي دوره پرورشي نشان داد ميزان آناليز تقريب
داري هاي آزمايشي اختلاف معنيپروتئين ماهيان تيمار

ميزان پروتئين خام در بچه ماهيان ). >05/0P(دارند  
ذره و به شكل نانو(هاي حاوي منگنز شده با جيره يهتغذ

داري بالاتر بود معني طور بهنسبت به گروه شاهد ) غيرنانو
)05/0P< .( ميزان چربي، خاكستر و رطوبت لاشه بچه

داري نشان نداد هاي مختلف اختلاف معنيماهيان در تيمار
)05/0P<( ) 2جدول.(  

هاي گوارشي ماهيان تيمارهاي نتايج مربوط به فعاليت آنزيم
. است شده ارائه 3مورد مطالعه در پايان دوره در جدول 

از كل بچه ماهيان هاي آميلاز، ليپاز و پروتئفعاليت آنزيم
 <05/0(داري نشان نداند مورد مطالعه اختلاف آماري معني

P.(  

-آلاي رنگينهاي ايمني بچه ماهيان قزلشاخص 4جدول 

  .دهدهاي مختلف را نشان ميشده با جيره يهتغذكمان 
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 حروف .در هفته سوم و انتهاي دوره آزمايش كمان ينرنگ يآلا قزلبچه ماهيان  وزن )انحراف معيار ±، نتايج براساس ميانگينn=3( ميانگين -1نمودار 
 ،)نانو يرغجيره حاوي منگنز ( Mn-M، )فاقد منگنز -جيره شاهد05/0P<.( Mn-C )( باشند يم تيمارها بين دارمعني اختلاف دهنده نشان متفاوت

Mn-N10 ) 10جيره حاوي نانو منگنز با ميزان mg/kg( ،Mn-N15 )15نز با ميزان جيره حاوي نانو منگmg/kg  (  

نتايج بر اساس ، n=3( كمان ينرنگ آلايبچه ماهيان قزل لاشهپروتئين خام، چربي خام، خاكستر و رطوبت  (SD) معيار  انحراف و ميانگين -2جدول 
  )انحراف معيار ±ميانگين

(%) رطوبت (%) خاكستر  (%)خامچربي  (%)خامپروتئين  تيمار 
1/0±53/73  2/0± 56/2  5/0±39/7 8/0±51/13 b شاهد

1±43/73  0± 50/2  7/  8/1±73/7  4/0±85/14 a Mn-M 

4/1±83/71  4/0± 44/2  7/1±91/7  7/0±75/14 a Mn-N10 

9/1±53/72  2/0±59/2  5/1±89/7  4/0±10/15 a Mn-N15 

  )>05/0P(داري هستند  آماري داراي اختلاف معني ازنظرمتفاوت در هر ستون  علائمهاي داراي ميانگين

، نتايج بر اساس n=3( كمان ينرنگ يآلا قزلبچه ماهيان آميلاز، ليپاز و پروتئاز  هاي گوارشيفعاليت آنزيم (SD) معيار  انحراف و ميانگين -3جدول 
  )انحراف معيار ±ميانگين

 تيمار (U/ mg Pr)آميلاز (U/ mg Pr)ليپاز (U/ mg Pr) پروتئاز

 شاهد 3/0±13/1 0±022/0 1/0±14/1

2/0±12/1 0±020/0 8/10±11/1 Mn-M 

1/0±10/1 0±018/0 8/2±05/1 Mn-N10 

2/0±17/1 0±023/0 4/6±06/1 Mn-N15 

  )≥05/0P(داري هستند آماري داراي اختلاف معني ازنظرمتفاوت در هر ستون  علائمهاي داراي ميانگين
از تيمارهاي آزمايشي با  يك يچهبين ميزان پروتئين كل در 

 در ).<05/0P( نشان ندادداري اختلاف معني هدتيمار شا
ها ميان تيمار يدارنيز اختلاف معني مورد ميزان گلوبولين

بچه ماهيان بين ميزان آلبومين در  ).<05/0P(ديده نشد 
گرم نانوذره ميلي 15 و 10تيمار شاهد با تيمارهاي حاوي 

رغم علي ).>05/0P(مشاهده شد  دارياختلاف معنيمنگنز 
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يمار شاهد با ت درميزان آن داري بين تفاوت معنيكه اين
بدست غيرنانو  منگنز گرم سولفاتميلي 10تيمار حاوي 

ميزان ليزوزيم در تيمارهاي آزمايشي ). <05/0P( نيامد
سولفات منگنز در  نانو ذراتافزايشي را با افزودن  روند يك

بيشترين ميزان ليزوزيم ). 3جدول ( تيمارها نشان داد
گرم نانو ذرات منگنز ميلي 10 و 15در تيمار  9/2±50/85

بود  داري بيش از تيمار شاهدبدست آمد كه به شكل معني
)05/0P<.( داري در ميزان ليزوزيم تفاوت معني وجود ينباا

منگنز بدست نيامد  بين تيمار شاهد با تيمار حاوي سولفات
)05/0P>.( سرم خون در كمپلمان  فعاليت بيشترين سطح

منگنز به سولفات گرم ميلي 12با  شده يهتغذه ماهيان بچ
 بود بيشتر از تيمار شاهدداري دست آمد كه به شكل معني

بچه ماهيان ساير  در ميزان كمپلمان وجود ينباا ).4جدول (
و گروه حاوي سولفات  شاهد گروه تيمارها نسبت به

   ).<05/0P(داري به دست نيامد اختلاف معني منگنز غيرنانو

، نتايج بر اساس n=3( كمانآلاي رنگينبچه ماهيان قزل غيراختصاصي ايمنيخوني و  يها شاخص (SD) معيار  انحراف و ميانگين -4جدول 
  )انحراف معيار ±ميانگين

 پروتئين كل (g/dl)گلوبولين (g/dl)آلبومين (U/ml/min) ليزوزيم (U/ml) كمپلمان
(g/dl) 

 تيمار

29±16/338 b b2/3±33/71 b1/0±90/1 3/0±85/1 4/0±76/3 شاهد 
a7/12±33/398  ba1/9±30/79 b1/0±04/2 2/0±91/1 2/0±95/3 Mn-M 
ab2/40±66/372  a3/3±20/83 a1/0±53/2 6/0±61/1 5/0±14/4 Mn-N10 
ab7/29±66/368 a9/2±50/85 a1/0±32/2 9/0±84/1 1±16/4 Mn-N15 

   )≥05/0P(داري هستند آماري داراي اختلاف معني ازنظرمتفاوت در هر ستون  علائمهاي داراي ميانگين
  يريگ جهينتبحث و 

ترين زيان از مهمپروري ميزان رشد آبيآبزفعاليت در 
زيرا با افزايش رشد ماهي، مدت  ،شودمسائل محسوب مي

. يابدهزينه نگهداري كاهش مي يجهدرنت نگهداري آن و
و در  رشد هستند محدودكنندهبعضي از عناصر غذايي 

يي ماهي، ميزان رشد هم صورت وجود آنها در جيره غذا
مواد معدني مانند كبالت، مس، آهن، منگنز،  .يابدافزايش مي

سلنيوم، روي، كروم و يد و غيره براي فرآيندهاي حياتي 
ماهي و  ازجملههستند و همه حيوانات  يازموردنعادي 
يافته. )44(به اين عناصر معدني نياز دارند  پوستان سخت

يا  غيرنانو(افزودن منگنز  هاي اين پژوهش نشان داد كه
باعث بهبود عملكرد رشد يك ماده معدني  عنوان به) نانوذره
مطالعات گذشته نشان  .شودمي كمان ينرنگ يآلا قزلماهي 

مثبتي با  ي رابطهكه افزودن مكمل منگنز در جيره  دهند يم
رشد ماهي دارد و براي رشد ماهيان آب شيرين و دريايي، 

، )17(  (Ictalurus punctatus)كانال يماه گربهمانند 

 يآزادماهماهي  ،)37(و كپور معمولي  كمان ينرنگ يآلا قزل
كپور طلايي ، )Salmo salar( )30(اقيانوس اطلس 

(Carassius auratus gibelio) )38( تيلاپيا ،
(Oreochromis niloticus× O. aureus) )23( ،هامور 

زرد  يماه گربه، )47(  (Epinephelus coioides)معمولي 
(Pelteobagrus fulvidraco) )43( ، سوكلا

(Rachycentron canadum) )24( توربوت و ماهي 
(Scophthalmus maximus) )29( در پايان . ضروري است

در ) فاقد منگنز(د آزمايش ماهيان تغذيه شده با جيره شاه
با جيرههاي تغذيه شده تيمار يژهو بهها مقايسه با ساير تيمار

در . تري داشتندو منگنز ميانگين وزن نهايي پايينهاي نان
هاي حاوي منگنز، گروه  شده با جيره بين تيمارهاي تغذيه

بالاترين ميانگين وزن نهايي  Mn-N10شده با جيره   تغذيه
اين افزايش نسبت به  هرچندد، را به خود اختصاص دا

ي منگنز، ماده. نبود دار يمعن Mn-Mو  Mn-N15گروه 
هاي د آن به مقدار كم براي تمام گونهغذايي است كه وجو

همچنين كمبود منگنز سبب . جانوري، ضروري است
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بخش دمي و كوتاه شدن بدن  يرطبيعيغكاهش رشد، رشد 
-مي يدمثلتول و اختلال در كمان ينرنگ يآلا قزلدر ماهي 

در مجموع كمبود اين عنصر در ماهيان باعث . شود
در ساخت  يرتأخن استخوان و شد يرطبيعيغبدشكلي و 

سيستم اين عنصر در. )23( هاي خوني خواهد شدسلول
در  كننده شركتهاي اكسيد و آنزيمهاي آنزيمي نظير سوپر

آمينواسيدها، اسيدهاي چرب و گلوكز شركت مي اكسايش
غذايي، سبب افزايش فعاليت  افزودن منگنز به جيره. نمايد

هاي ها و برخي فعاليتو تنظيم متابوليسم كربوهيدرات
يكي از مواد معدني  عنوان بهمنگنز ). 2(شود آنزيمي مي

 همچنين. است شده شناختهكمياب در رشد و نمو آبزيان 
هاي آلا و فعاليتبراي رشد ماهي قزل اين ماده معدني

 .)38(ضروري است وژيك موجودات زنده يك و بيولمتابول
افزودن  در مطالعه خود نشان دادند )2008( و همكاران پن
باعث افزايش منگنز  )يلوگرمكگرم در ميلي 17/22تا  21/7(

منگنز اسكلتي در كپور ماهي جوان  ميزانرشد و 
)Carassius auratus gibelio( گرددمي )در همچنين . )38

ذره اكسيد نانو ريتأث )2016( ي و همكارانمحمدمطالعه 
 يلوگرمكگرم در ميلي 12و  8، 4با مقدار  (Mn2O3) منگنز 

هاي و ياخته رشد عملكردمكمل معدني غذايي بر  عنوان به
 را بررسي كردند كمان آلاي رنگين قزل خوني بچه ماهي

داري در ميزان ختلاف معنينشان داد ا آنها نتايج .)33(
زن، ضريب رشد ويژه، نرخ كارايي پروتئين، و افزايش و

هاي مختلف وجود چنين ضريب چاقي ماهيان بين تيمارهم
عوامل مختلفي نظير نوع نانوذره و اندازه ). <05/0P( ندارد

آزمايش و همچنين مرحله  زمان مدتآن، گونه پرورشي، 
در تفاوت نتايج اين مطالعه  تواند يمزيستي مورد استفاده 

 .باشد مؤثر يادشده يها پژوهشبا ) رشد هايشاخص(

آلاي ي بچه ماهيان قزلركيبات لاشهبررسي نتايج آماري ت
 ذره سولفاتنانو حاوي هاي يرهجبا تغذيه شده  كمان ينرنگ

هفته نشان داد  6در مدت  غيرنانو منگنز و سولفات منگنز
ماهيان تغذيه شده با  در بچه خام ميزان پروتئين بيشترينكه 

ساير . مشاهده شدمنگنز  نانوذره گرم يليم 15حاوي  تيمار

اكستر و رطوبت و ميزان خ مثل بدن تركيبات شيميايي
 عاشوري و همكاران .نشان ندادندداري چربي تفاوت معني

 اثرات استفاده از سطوح مختلف نانو ذرات سلنيوم )2015(
هاي رشد، تركيب در رژيم غذايي بر عملكرد فاكتور

- هاي بيوشيميايي خون و وضعيت آنتييلعضلاني، پروف

 يموردبررس) Cyprinus carpio(اكسيداني كپور معمولي 
نتايج حاصل از آناليز تركيبات عضلاني  .)5( قراردادند

اي هاري بين تيماردتفاوت معني گونه يچهنشان داد كه 
 سلنيوم و گروه شاهد وجود ندارد نانوذرهتغذيه شده با 

)05/0P>( حاضر همخواني داردپژوهش ج كه با نتاي.   

هاي مختلفي هاي گوارشي به فراسنجهميزان فعاليت آنزيم
هاي ذاتي آنزيم، ميزان توليد و ترشح آن همچون ويژگي
 يها مكمل دهد يمنشان  هاي يبررس ).46(وابسته است 

 يرتأثماهي را تحت  گوارشي هاي يمآنزمواد معدني فعاليت 
-مفعاليت آنزي دراين بررسي .)34و  20، 4( دهند يمقرار 
 داري يمعنمختلف اختلاف گوارشي ماهيان تيمارهاي هاي 

 و همكاران آسيكوتيبرخلاف نتايج اين مطالعه . نشان نداد
گوارشي ميگوي  هاي يمآنزگزارش كردند فعاليت  )2016(

تغذيه شده  (Macrobrachium rosenbergii)آب شيرين 
 طور بهيد منگنز نسبت اكس نانو ذراتحاوي  هاي يرهجبا 
به نظر . )4( است بيشترنسبت به ساير تيمارها  داري يمعن
به دليل متفاوت بودن نوع  تواند يماين تفاوت  رسد يم

آبزي  يها گونهمطالعه مذكور و يا  در شده استفادهنانوذره 
  . مورد آزمايش باشد

اختصاصي يك مكانيسم ماهيان سيستم ايمني ذاتي يا غير در
. شودزا محسوب مياساسي در برابر عوامل بيمارياعي دف

تقويت اين سيستم براي ماهيان پرورشي بسيار ارزشمند 
ماهيان در شرايط پرورشي به دليل تراكم زياد  چراكهاست 

طلب بسياري از عوامل باكتريايي فرصت در برابر
 يبررس موردهاي يكي از فاكتور ).11( پذيرند يبآس

يزوزيم ل فعاليت ،شرايط سيستم ايمنييابي به بمنظور دست
قوي موجود  كننده يهتجزليزوزيم يك آنزيم  .)31( باشدمي
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اين آنزيم داراي . هاي لنفوئيد ماهيان استدر خون و بافت
ترين ر ايمني ماهي بوده و يكي از مهمنقش زيادي د

 .)27(شود در مقاومت طبيعي ماهيان محسوب ميفاكتورها 
ال، حمله به آنتي باكتري عنوان بهونت نقش ليزوزيم در عف
هاي گرم مثبت و گرم منفي و تجزيه ديواره سلولي باكتري

باتوجه ). 35( باشدنها و همچنين تحريك فاگوسيتوز ميآ
مطالعه ميزان ليزوزيم در  يندرا آمده دست بهبه نتايج 

افزايشي داشت و  روند يكتيمارها با افزايش ميزان منگنز 
ميلي  15در ماهيان تيمار حاوي  يمزليزو بيشترين ميزان

تواند مياين افزايش  .مشاهده گرديد منگنزنانوذره  گرم
مقاومت ماهي در هنگام مواجهه با افزايش  دهنده نشان

در  )2017( و همكارانال باسوني مطالعات  .باشدپاتوژن 
بر عملكرد رشد و  Cمس و ويتامين  نانو ذراتزمينه اثرات 

اتي و مقاومت در برابر استرس در رژيم پاسخ ايمني ذ
، 8/0با ميزان  )Pagrus major(غذايي ماهي سي بريم 

نانوذره مس بر  گرم يليم 12/2و  1/2 ،8/2 ،12/0، 10/0
حاوي  هاي يرهجنشان داد ميزان ليزوزيم در  جيرهكيلوگرم 
 يتوجه قابلمس يا رژيم داراي مكمل مس بطور  نانو ذرات

كه با ، )05/0P<( )13(بود  بالاتر نسبت به گروه شاهد
پروتئيني است  آلبومين .نتايج اين آزمايش همخواني دارد

ري آن معيار گيشود و اندازهكه در كبد سنتز مي
بيني و تعيين شدت جهت پيشدر كه  است ينانياطم قابل

 اين بررسي نشان دادنتايج . رودكبدي به كار مي اختلالات
و  10ترتيب در تيمارهاي حاوي كه بيشترين ميزان آن به 

داري نانوذره منگنز بوده است و اختلاف معني گرم يليم 15
 سيستم. )>05/0P( نشان دادبا ساير تيمارها و تيمار شاهد 

اختصاصي داشته و در كمپلمان نقش كليدي در ايمني غير
 .فاگوسيتوزيس، كموتاكسي و ليزسلولي دخالت دارد

افزايش فعاليت  وجبافزايش مقادير كمپلمان م
ر كمپلمان تركيب اصلي در آبشا C3 .شودفاگوسيتوزي مي

هاي فاز حاد جاي داشته و در است و در گروه پروتئين
ي عمده. يابدافزايش مي شدت بهاي التهابي حاد فرآينده

 –كبد است ولي در پستانداران مونوسيت  C3محل توليد 

). 32(ستند ماكروفاژ نيز از منابع مولد خارج كبدي آن ه
جيره حاوي ماهيان تغذيه شده با ميزان كمپلمان در 

تيمار  در مقايسه با داري يمعن طور بهمنگنز  غيرنانوسولفات 
ن تغذيه شده با يانسبت به ماه ولي .بيشتر بودشاهد 

 .مشاهده نشد داري يمعنتفاوت حاوي نانو منگنز  هاي يرهج
بر عملكرد  منگنزتاكنون تحقيقي در زمينه اثرات نانو 

منگنز جزء مهمي از  .است نشده انجامسيستم ايمني ماهيان 
. است (MnSOD)ديسموتاز  سوپراكسيداز منگنز متالوآنزيم

 هاي يكالراد كننده يآور جمعيك  عنوان به MnSODآنزيم 
ترين مهم، و جلوگيري كننده از بروز استرس اكسيداتيو آزاد

در  شده انجام شاتآزماي ).26( باشد يم منگنز آنزيم حاوي
 با مقادير MnSOD آنزيم كه فعاليت دهد يمماهي نشان 

 يجهنت در. )47و  24، 23( شود يمرژيم غذايي تنظيم  منگنز
كسيداني آنتيفعاليت اين آنزيم  بهبود احتمالاًگفت  توان يم

حاوي منگنز غيرنانو و  هاي يرهجدر ماهيان تغذيه شده با 
گنز در مقايسه با جيره فاقد من نانو ذراتحاوي  هاي يرهج

سيستم  هاي ينپروتئمنگنز موجب بهبود شرايط توليد 
 و همكارانبهرا  همطالع. كمپلمان در كبد گرديده است

  كپور ماهي روهونشان داد ميزان كمپلمان  )2014(
)Labeo rohita (نانو ذراتحاوي  هاي يرهج تغذيه شده با 

 طور هبآهن و سولفات آهن نسبت به گروه شاهد 
با نتايج آزمايش  اين نتايج، )8( افزايش يافت داري يمعن

هاي ايمني ساير شاخصهدر  .حاضر همخواني دارد
-اختلاف معني بولين و پروتئين كلوغيراختصاصي مثل گل

 .داري در تيمارهاي مختلف با گروه شاهد مشاهده نگرديد
نتايج اين مطالعه نشان داد گنجاندن نانوذرات  يطوركل به
داري بر تركيبات شيميايي بدن و فعاليت معني يرتأثنگنز م

ندارد، اما  كمان ينرنگآلاي هاي گوارشي ماهي قزلآنزيم
-قرار مي يرتأثرا تحت  گونه يناهاي ايمني برخي از پاسخ

  .دهد

  تشكر و قدرداني

  سركار شرق   احرار  يانبن  دانش از رياست محترم شركت 
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 نانو ذراتفراهم نمودن  خانم دكتر ديوبندي به دليل
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Abstract 

The effects of dietary Manganese sulfate nanoparticles on digestive enzyme activity and 
non-specific immune responses for rainbow trout, (Oncorhynchus mykiss) juveniles 
were determined. Four-hundred rainbow trout (with an initial average weight of 0.8±0.1 
g) were randomly distributed into four treatments, with three replicates and fed with 
four diets including a control diet (without manganese), Mn-M (containing manganese 
sulfate), Mn-N10 (containing 10 mg/kg manganese nanoparticles), Mn-N15 (containing 
15 mg/kg manganese nanoparticles) for six weeks. At the end of the experiment, the 
average weight of fry fed the control diet (without manganese) was lower than other 
treatments and was significantly different compared to the groups fed diets containing 
manganese sulfate nanoparticles (P<0.05). The crude protein in juveniles fed diets 
containing manganese was significantly higher compared to the control group (P<0.05). 
Amylase, lipase and protease activity did not show statistically significant differences 
(P>0.05). Plasma lysozyme activity of fish fed with Mn-N10 and Mn-N15 were 
significantly higher than fish fed control diet (P<0.05). Plasma complement activity was 
significantly higher in Mn-M compared to control treatment (P<0.05) but did not show 
significant difference with other treatments (P>0.05). The results obtained in this study 
revealed that inclusion of manganese nanoparticles has no significant impact on 
activities of digestive enzymes in rainbow trout, but influences some immune responses 
of this spices. 
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