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 چکیده

سلولز هاي تجزیه کننده لیگنین و لیگنوآوري شده توسط باکترياي کاه گندم و سرشاخه نیشکر عملهدف از انجام مطالعه حاضر بررسی ارزش تغذیه
، سه ایزوله باکتریایی با  16S rDNAتوالی  ) بود. بدین منظور، ابتدا بر اساس آنالیز .Zeuzera pyrina Lجدا شده از دستگاه گوارش لارو کرم خراط (  

سه (    قابلیت تجزیه شامل انتروباکتر کلوا سلولز  سکویري (   Enterobacter cloacaeکنندگی لیگنین و لیگنو ستافیلوکوکوس ا  Staphylococcus)، ا
sciuriباکتریوم () و گونه برويBrevibacterium sp.ر کدام از دو ســوبســتراي کاه گندم و ) از دســتگاه گوارش این کرم جداســازي شــد. ســپس ه

سط هر کدام از ایزوله سرشاخه نیشکر به     سه آن طور مجزا تو شدند.      4ها (هاي مذکور یا مخلوط هر  سترا) فرآوري  سوب در هر دو  تیمار آزمایشی براي هر 
شک، پروتئین خام، گوارش        شدن ماده خ شترین میزان ناپدید  سترا، بی شک و انرژي قا سوب سم در تیمار حاوي مخلوط باکتری پذیري ماده خ ایی بل متابولی

شاهد به دست آمد. بیشترین حجم و پتانسیل تولید گاز (     روده سوبستراها توسط مخلوط باکتریایی    آوري ) پس از عملbي کرم خراط و کمترین در تیمار 
شاهد به دست آمد. در هر دو سوبسترا، بیشترین غ       روده ستات به       ي کرم خراط در مقایسه با تیمار  ستات، نسبت ا شکمبه، ا سیدهاي چرب فرار  لظت کل ا

ست آمد. در کل، نتایج           شاهد به د سه با تیمار  شده با مخلوط باکتریایی در مقای سیون تیمار تلقیح  سط انکوبا ین پژوهش اپروپیونات و غلظت آمونیاك تو
شان داد که عمل  سط باکتري      ن شکر تو شاخه نی سر سبب بهبود ارزش غذایی    دههاي مجزاي روآوري کاه گندم و  صوص مخلوط آنها  ي کرم خراط، به خ

  عنوان خوراك دام شد.پسماندهاي مذکور از طریق افزایش قابلیت هضم ماده خشک و غلظت اسیدهاي چرب فرار شکمبه جهت استفاده به
 

 اي، تولید گاز، کرم خراط، لیگنوسلولز، نشخوارکنندگانارزش تغذیههاي کلیدي: واژه
  
   1 مقدمه

شـرایط اقلیمی نامسـاعد موجب کمبود خوراك دام در بسـیاري از    
آوري نقاط جهان شده است. در راستاي جبران کمبودهاي مزبور، عمل   

ستفاده  سلولزي به و ا ضرورت  ي بهینه از مواد لیگنو عنوان خوراك دام 
سر       15و  14دارد ( سرا سلولزي در  سالانه حجم زیادي از مواد لیگنو  .(

ید می   ــامل کاه غلات و     گرجهان تول دد. بخش زیادي از این مواد شـ
ست که به  سیاري از  بقایاي زراعی ا عنوان منابع عمده خوراك دام در ب
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گیرد، اما ارزش  کشــورهاي جهان از جمله ایران مورد اســتفاده قرار می
). مقادیر پروتئین خام، 23و  1غذایی این مواد خوراکی بسیار کم است (

ل متابولیســم مواد مذکور اندك اســت و   عناصــر معدنی و انرژي قاب 
ــیل تولید    ــت که پتانس ــخوراکی کمی نیز دارند. این در حالی اس خوش

زا هاي بالقوه انرژيانرژي نسبتاً زیادي دارند، زیرا عمدتاً از کربوهیدرات
هاي فراوري مناســب با هدف اند. بنابراین، کاربرد روشتشــکیل شــده

ــتفاده از محتواي ک ها ســـبب افزایش ربوهیدراتی آنافزایش بازده اسـ
ــخوارکنندگان خواهد گردید. از جمله این   ارزش غذایی آن  ها براي نشـ
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ــیمیایی،     توان روشها، می روش ــیمیایی، فیزیکوشـ هاي فیزیکی، شـ
  ). 7اکسیداسیون آبکافت و زیستی را نام برد (

هاي فرآوري زیستی به کار رفته تاکنون براي تجزیه لیگنین  روش
ــتهنتایج متفا ــت که روش  1اند (وتی در پی داش ــده اس ــخص ش ). مش

با دیگر روش    ــه  قایسـ ــتی در م غذایی مواد   فرآوري زیسـ ها ارزش 
سبب آلودگی کمتري      شتري افزایش داده،  لیگنوسلولزي را به میزان بی
براي دام، انسـان و محیط زیسـت شـده و در نهایت قیمت تمام شـده     

ــه ،کل ). در7ها ارزانتر خواهد بود (آن ــته س ــامل موجودات از دس  ش
 بآ و خاكموجود در  يهاسمیکروارگانیم از یبعض پوساننده، يهاقارچ

شرات   و ستند  نیگنیل بیولوژیکی هیتجز به قادربرخی ح ). 16و  8( ه
ــح آنزیم  ها و باکتري  یاخته  ها، تک  قارچ  ي هاي تجزیه کننده   ها با ترشـ

و نیز  خوارکنندگاندیواره سلولی امکان استفاده از مواد خشبی براي نش   
خوار با کنند. حشــرات چوبهاي حشــرات را فراهم میبعضــی از گروه

ــط میکروب  کمک آنزیم  یدي توسـ قادر به   هاي روده هاي تول اي خود 
ــم  تجزیه  ــتند. میکروارگانیسـ ــلولزي هسـ هاي مذکور   ي مواد لیگنوسـ

از  کنند که قادر به جدا کردن لیگنین     هایی تولید می  ها و آنزیم پروتئین
جزیه ســلولز را براي تلیگنوســلولز بوده و به این ترتیب ســلولز و همی

ــترس میکروب  ــتر در دس ــدن و ایجاد انرژي بیش ــکمبه قرار ش هاي ش
ند ( می تاکنون پژوهش 33ده جداســــازي        ).  باره  ندکی در هاي ا

ــلولز از رودههاي تجزیه کنندهباکتري ــرات ي حي لیگنین و لیگنوس ش
که   چوب ته  ــورت گرف باکتري    خوار صـ با  هاي روده  بیشـــتر مرتبط 

اي ) در مطالعه1382هاي مختلف بوده است. برجی و همکاران (موریانه
ده از ي لیگنین، جدا شبقایاي زراعی را توسط سه باکتري تجزیه کننده  

نه     یا یه    دســـتگاه گوارش مور غذ اي ها، فرآوري نموده و بهبود ارزش ت
ر پژوهشـی سـه باکتري تجزیه   بقایاي مذکور را گزارش کردند. اخیراً د

نده  ــیلوس لیپنیفورمیس،     کن باسـ مل  ــا ي لیگنوســـلولز و لیگنین شـ
ها آکروباکتریوم اینترمدیوم و میکروباکتریوم پالادیکولا از روده موریانه      

شدند (       سایی  شنا سازي و به روش مولکولی  هاي مذکور ). ایزوله7جدا
ا داشتند، اخه خرمتأثیر اندکی بر کاهش میزان لیگنین کاه گندم و سرش

ــلولزي مذکور   ــم مواد مغذي مواد لیگنوس ــبب بهبود قابلیت هض اما س
صورت        ست که در عمده تحقیقات  ضروري ا شدند. ذکر این نکته نیز 

له      ته اثر ایزو ــ گذشـ ته در  به     گرف یایی  باکتر طور مجزا بر تجزیه  هاي 
)، این در 8و  7لیگنوســلولز و لیگنین مورد بررســی قرار گرفته اســت (

الی اســت که تجزیه مواد لیگنوســلولزي نیازمند مجموعه کاملی از  ح
سلولولایتیک و لیگنولایتیک می آنزیم شد که در تحقیق هاي  ضر   با حا

شده   هاي جداسازي ي لیگنوسلولز توسط مخلوطی از باکتري  اثر تجزیه
  نیز مورد بررسی قرار گرفت.
فات .Zeuzera pyrina Lدر ایران، کرم خراط ( مهم  ) یکی از آ

شره چوب     ست. لارو این ح سیاري از گیاهان ا شاخه و  ب خوار بوده و به 
نه  نه  150هاي بیش از  ت ته گو له می ي درختی و بو ند ( اي حم ). 3ک

 تریناي پوســـاننده به عنوان اصـــلیهاي ســـفید و قهوهتاکنون قارچ

ــم  گانیسـ نده   میکروار ــدههاي تجزیه کن ند و د ي لیگنین معرفی شـ ر ا
ستفا زمینه صورت گرفته و آنچه که  ده از باکتريي ا ها تحقیقات کمی 

ــده نیز در مورد باکتري   هایی بوده که از محیط (مواد در حال    انجام شـ
ــده  ــیدگی) جدا ش ــده از  اند. در رابطه با باکتريپوس ــتخراج ش هاي اس

ــرات و به ــتگاه گوارش حش ــیار ناچیز دس ویژه کرم خراط تحقیقات بس
ــی  می ــد. اخیراً در پژوهش گونه  30اي با بررســی میکروفلور رودهباش

ــه              ــد کــه انتروبــاکتریــاســ ــره، مشـــخص شــ مختلف این حشـ
)Enterobacteriaceae  ) باسیلاسه ،(Bacillaceae   و سودوموناسه (
)Pseudomonadaceae     ترین گونــه ــ ــودومونــاس  ) بیشـ هــا و سـ
)Pseudomonas   ) لوس ی ــ ــتــافیلوکوکوس       Bacillus)، بــاسـ )، اسـ
)Staphylococcus با ها  ) و انتروکوکوسEnterobacterکتر ()، انترو
)Enterococcusــترین جنس ند (  ) بیشـ لب      36ها بود طا با توجه م  .(

الذکر، هدف از انجام پژوهش حاضــر جداســازي و شــناســایی     فوق
ــتگاه گوارش کننده هاي تجزیهباکتري ــلولز از دس ي لیگنین و لیگنوس

سی اثر آن  سنجه لارو کرم خراط و برر ید گاز و تخمیر هاي تولها بر فرا
  تنی کاه گندم و سرشاخه نیشکر بود. برون

  
  هامواد و روش

  آوري حشرات جمع
سال    ضر طی  شگاه  1397-98هاي پژوهش حا تغذیه دام  در آزمای

 شناسی و ایستگاه دامپروري دانشگاه لرستان     تکمیلی، آزمایشگاه حشره  
راط هاي خصـورت گرفت. تعداد مورد نیاز از لاروهاي سـن سـوم کرم   

شهرستان سامان واقع در  يآلوده باغات گردو هايسرشاخهچوبخوار از 
لارو سن سوم این شد.  آوريشهرکرد جمع یشمال شرق يلومتریک 22

سارت   شره خ سبت به لاروهاي     ح سی به آن ن ستر زایی زیادي دارد و د
هاي ســطحی و باشــد، زیرا بیشــتر در بخشســایر ســنین آســانتر می
شاخه گیاهان و درخ    سایی       سر شنا شخیص و  سپس، ت تان وجود دارد. 

هاي موجود انجام شد. در  شناسی و روش  آنها توسط متخصصان حشره    
ــازي باکتري، تعداد کافی از لاروهاي کرم خراط به          هر مرحله جداسـ

  شد.آزمایشگاه منتقل، و دستگاه گوارش آنها جداسازي 
  

ــایی باکتریهاي تجزیه کننده لیگنین و   ــناس ــازي و ش جداس
  نوسلولزلیگ

باکتري   به  ــازي  جداسـ ــده و     منظور  له شـ کاملاً  ها، از مخلوط 
ي کامل لارو کرم خراط در زیر میکروســکوپ نوري ي رودههموژنیزه
ها توســط یک شــد. پس از جدا کردن روده کامل از بدن، آناســتفاده 

شت     ستریل در محیط ک  Sterile Basalمحلول نمکهاي پایه (لوپ ا
Media; SBM  ــدند.  ) کاملاً له و مخلوط می هاي در تمام آزمایش  شـ

ــازي ایزوله   یا  M9 )Media 9 ،(SBMها از محلول مربوط به جداسـ
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TB )Terrific Broth ( به عنوان محلول پایه که داراي املاح معدنی
ــد (    ــتند، اســـتفاده شـ ). در این تحقیق از روش انتخاب براي  16هسـ

سازي باکتري  ستفاده   ي مهاي تجزیه کنندهجدا سلولزي ا شد  واد لیگنو
ــت 8( ــت محتواي روده روي محیط کش ). منظور از روش انتخاب کش

صی بود که فقط باکتري  شته   خا هاي با قابلیت مورد نظر امکان رشد دا
ند. مخلوط هموژنیزه    ــ ماي     باشـ با د تدا در آون  جه   39ي روده اب در

ــانتی ــاعت در محیط کشــت مایع  48گراد به مدت س حاوي  SBMس
ــیمیایی همراه با لیگنین کرافت به عنوان تنها منبع کربن کنم هاي ش

ــدند (  ــت داده شـ ــپس، میزان 7و انرژي کشـ میکرولیتر از  100). سـ
هاي هاي کشــت مایع حاوي باکتري برداشــته، و بر روي محیطمحیط

هاي کشت  کشت جامد مشابه اما حاوي آگار گسترش داده شد. محیط    
به مدت       ــده  ــا 48جامد تلقیح شـ با دماي    سـ درجه   39عت در آون 

شدند. کلنی سانتی  شد و     گراد انکوبه  سازي  شد یافته مجدداً جدا هاي ر
حاوي مواد لیگنینی و        بر روي محیط یل  ــتر مد اسـ جا ــت  هاي کشـ

ــامل   ــلولزي کاه گندم،     3لیگنوســـلولزي مورد نظر (شـ ماده لیگنوسـ
ان وعنها) بههاي حاصل از آن سرشاخه نیشکر و تراشه چوب و لیگنین    

هایی که به خوبی رشــد منبع کربن و انرژي کشــت داده شــدند. ایزوله
شده انتخابی در نظر گرفته   عنوان گونهکردند به سازي  دند. ش هاي جدا

هاي نهایی بر اسـاس چندین  پس از حصـول اطمینان از خلوص ایزوله 
). از پرایمرهاي 4ها، اقدام به استخراج ژنوم گردید (بار کشت متوالی آن

ستفاده شد   جهت تکثیر ژنوم باکتري 1می ارائه شده در جدول  عمو ها ا
شامل یک مخلوط  PCR). مواد شیمیایی مورد استفاده براي انجام 18(

میکرولیتر بافر  5/2میکرولیتري بود که محتواي آن شــامل  25نهایی 
PCR  با غلظتX1 ،4/0   شت هر کدام با میکرولیتر پرایمر رفت و برگ

ظت   با     5/0در لیتر،  پیکومول 10غل یدي  میکرولیتر مخلوط نوکلئوت
ظت   ید منیزیم   5/1میلی مولار،  2/0غل میلی مولار،  3میکرولیتر کلر

میکرولیتر  4/17میکرولیتر ژنوم و  2میکرولیتر آنزیم تگ پلیمراز،   3/0
  بود. miliQآب 

  
  اي پلیمرازشده براي انجام واکنش زنجیره توالی پرایمرهاي استفاده -1جدول 

mer sequences used for conducting polymerase chain reaction (PCR)Pri -Table 1 
5′ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG  20 bases 16sF  

5′ACGGCTACCTTGTTACGACT 3′  20 bases  16sR  
 

ــده براي واکنش     ارائه   2در جدول   PCRبرنامه دمایی تنظیم شـ
تشخیص  نهایی حاصل شده براي    PCRاز محصول  ). 37شده است (  

ساس روش  ي نهایی برباکتریها ستفاده   16S rDNAیابی ژن توالی ا ا

شرکت بیوتکنولوژي بایونیر کره جنوبی ( شد و نمونه   Bioneerها به 
, South KoreaBiotechnology Company, Seoul ارســـال (

 شدند.  
  

  PCRبرنامه دمایی تنظیم شده براي واکنش  -2 لجدو
Table 2- Thermal program used for polymerase chain reaction (PCR)  

  دما
C)oTemprature (  

  زمان
Time (s)  

  واکنش مرحله
Reaction step  

  سیکل تعداد
Cycle number  

 دناتوره شدن اولیه  300  95
Initial denaturation  

  سیکل 1
1 cycle  

  دناتوره شدن  30  94
Denaturation  40 سیکل  

40 cycles 
  

  اتصال  30  62
Annealing  

 گسترش  120  72
Extension  

  گسترش نهایی  600  72
Final extension  

 سیکل 1
1 cycle  

  
ــکر با   عمل ــاخه نیش ــرش ــلولز کاه گندم و س آوري لیگنوس

  هاي جدا شدهایزوله
ــه آن  ــده یا مخلوط هر س ــازي ش ــه ایزوله جداس ها براي از هر س

استفاده  M9فرآوري کاه گندم و سرشاخه نیشکر در محیط کشت مایع 
گردید. محتواي ماده خشک، ماده آلی، پروتئین خام، الیاف نامحلول در 

ــوینده خنثی (  ، 5/95) و لیگنین در کاه گندم اولیه به ترتیب      NDFشـ

ــاخه    15/8و  5/71، 87/3، 2/90 ــرش ــد و ترکیبات مذکور در س درص
درصـد بود. براي   5/12و  1/68، 12/5، 8/91، 8/36نیشـکر به ترتیب  

سترا تعداد     سوب شامل     4لیتري ( 1ارلن مایر  8هر  شی   -1تیمار آزمای
جنس  -3استافیلوکوکوس اسکویري،  -2انتروباکتر کلواسه،  فرآوري با 

ــه ایزوله  -4باکتریوم و  بروي تکرار) در  2هر تیمار در   ،مخلوط هر سـ
مایر میزان          خل هر ارلن  به دا بدین منظور،  ــد.  ته شـ  500نظر گرف
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درصد سوبستراي لیگنوسلولزي  5/2و  M9لیتر محیط کشت مایع میلی
ــد ( 5/12(معادل  ــتریل 7گرم) قرار داده ش ها در کردن ارلن). عمل اس
گراد صورت گرفت، پس از خنک شدن، به هر   درجه سانتی  121دماي 

شت باکتریایی تازه که از قبل به مدت  میلی 1ارلن میزان  لیتر محیط ک
ــده بود، تلقیح   24 ــت ش ــت نوترینت براث کش ــاعت در محیط کش س

ــپس درب ارلن ــترا)  16(در کل  هاگردید. س ــوبس ارلن براي هر دو س
شده    سته  شیکردار به مدت  و در داخل بن ب  39روز در دماي  10ماري 

سیون، محتواي هر      شدند. پس از پایان انکوبا سانتی گراد انکوبه  درجه 
صــاف گردید و بقایاي   1توســط کاغذ صــافی واتمن شــماره     ارلن
ــده در آون با دماي   جمع ــانتی  60آوري شـ  48گراد به مدت   درجه سـ

ســت آمده براي هر تیمار ســاعت خشــک شــدند. بقایاي خشــک به د
  ).7اي آنها مورد بررسی قرار گرفت (آزمایشی جهت تعیین ارزش تغذیه

  
  هاتعیین ترکیب شیمیایی نمونه

ــک نمونه         ــدن ماده خشـ پدید شـ نا تدا میزان  هاي کاه گندم و    اب
سیون در      شاخه خرما از اختلاف بین وزن اولیه و وزن پس از انکوبا سر

ها هاي باکتریایی تعیین شد. سپس آن  محیط کشت مایع توسط ایزوله  
شدند. محتواي پروتئین خام   آسیاب  متريمیلی 1 آسیاب با الک  توسط 
). میزان لیگنین خام نیز توسط 2تعیین شد (  AOACها با روش نمونه

  .)28( روش استاندارد محاسبه شد
  

  آوري شدهآزمون تولید گاز روي سوبستراهاي عمل
گاز از دو رأس گاو بومی خشـــک و غیر   جهت انجام آزمون تولید    

شده به     ستولاگذاري  ستن فی شد.     آب ستفاده  شکمبه ا عنوان دهنده مایع 
  گاوهاي مذکور ابتدا حداقل به مدت دو هفته با یک جیره غذایی حاوي

تغذیه شدند. سپس قبل از    کنسانتره  درصد  5/31 و علوفه درصد  5/68
ست به د    صبح، با قرار دادن د شکمبه از طریق  خوراکدهی وعده  اخل 

شد.  آوريهاي مختلف شکمبه جمعفیستولا محتویات شکمبه از بخش
شی دام  جیره صد  30 ها حاويآزمای صد  5/23 گندم، کاه در  سیلاژ  در
 درصــد 20بلغور ذرت،  درصــد 10 خشــک، یونجه درصــد 15 ذرت،

 درصد 25/0 کلسیم، کربنات درصد 5/0 اوره، درصد 5/0 گندم، سبوس
بود.  خشک  ماده حسب  بر نمک درصد  25/0 و ویتامینه و معدنی مواد

اي گاو خشک فرموله  جیره مذکور که بر اساس جداول احتیاجات تغذیه 
ها تغذیه شد  شده بود، دو بار در روز و در حد احتیاجات نگهداري به دام 

ــی  24( ــم جیره آزمایش ). محتواي پروتئین خام و انرژي قابل متابولیس
ــده به گاوها        ــد و  5/11به ترتیب   تغذیه شـ مگاکالري در    2/2درصـ

شکمبه در یک فلاسک عایق که      شک بود. محتویات  کیلوگرم ماده خ
سید کربن بی    سط گاز دي اک شده بود، در دماي  از قبل تو  39هوازي 

سانتی  شگاه منتقل گردید. محتویات قبل از    درجه  سریعاً به آزمای گراد 
ــیله تزریق به داخل ویال ــی به وسـ چهار لایه پارچه پنیر هاي آزمایشـ

ــري (  ــه س ــاف گردید. آزمون تولید گاز در س ــورت Runص ) مجزا ص
 گرفت.

ندم و          کاه گ هاي  ــترا ــوبسـ کدام از سـ گاز روي هر  ید  آزمون تول
شکر عمل     شاخه نی شده  سر شی و   4(آوري  تکرار در هر  10تیمار آزمای

 نمونه کاملاً گرممیلی 250 انجام شـــد. براي این منظور مقدار) تیمار
ــده با اندازه ذرات یک میلی  ــیاب ش ــک آس ویال  هر داخل متر بهخش

 رارق هاي تولید گازلیتري براي تعیین فراســنجهمیلی 100اي شــیشــه
  ماريبن در دادن قرار با آن دماي قبل از که ویال هر سپس، . شد  داده

سیده  گرادسانتی درجه 39 به صاف   شکمبه  مایع لیترمیلی 5 با بود، ر
  به نیز ویال ). سه 20گردید ( تلقیح مصنوعی  بزاق لیترمیلی 20 شده و 
ــکمبه مایع فقط حاوي( بلانک عنوان ــنوعی بزاق و ش  نظر در) مص
با تزریق گاز دي اکســید کربن به داخل هر ویال، از بی . شــد گرفته

توســط  هاویال درب هوازي بودن آنها اطمینان حاصــل شــد. ســپس
سته      صوص ب ستگاه پرس مخ  39 حدود دماي با ماريبن در و شد  د

شار . شدند  انکوبه گرادسانتی  درجه س  هاویال در تولیدي گاز ف  طتو
، 72 ،48 ،36 ،24 ،16 ،12 ،8 ،6 ،4 ،2 هايزمان در فشارسنج   دستگاه 

 سپس بر اساس  . شد  گیرياندازه انکوباسیون  از پس ساعت  120و  96
شار به  ست آمده تبدیل به  معادلات مربوطه مقادیر ف شد ( د ). 32حجم 

  ):26استفاده گردید ( 1از رابطه  گاز تولید هايپارامترهاي تعیین براي
  )1                                                      ()ct-e –P = b(1        

ثابت  c ،)لیترمیلی( قابل تخمیر بخش از تولیدي گاز b که در آن
 حســب بر انکوباســیون زمان t ســاعت)، لیتر در(میلی گاز تولید نرخ

  .باشدمی نظر مورد زمان در) لیترمیلی( تولیدي گاز حجم P و ساعت
پذیري ماده هاي تخمیر شــامل گوارشمنظور تعیین فراســنجهبه

ــک ( ــم،    IVDMDخشـ   ، غلظت نیتروژن pH)، انرژي قابل متابولیسـ
ــده،   ــیدهاي چرب فرار تولید شـ ــاعت  24 از پس آمونیاکی و اسـ سـ

سیون    سپس . گردید ثبت ویال هر تولیدي گاز حجم )، ابتدا35(انکوبا
سیله  هاآن pH و گردیده باز هاویال درب ستگاه  به و   مدل( متر pH د
با  ویال هر محتواي. گردید ثبت) سوئیس  Metrohm شرکت  ؛744

g2000× گراد سانتریفیوژدر دماي چهار درجه سانتی دقیقه 20 مدت به  
  .)Varifuge 3.2RS, Heraeus Instruments, Germanyگردید ( 

 اختلاف ) ازIVDMD( خشــک ماده ايشــکمبه پذیريگوارش مقدار
ستراي   وزن سیون و طبق رابطه   از پس بقایا وزن و اولیه سوب  2انکوبا

 گردید: محاسبه
 IVDMD (%) = ( وزن سوبستراي    -وزن بقایا پس از انکوباسیون  
(اولیه   وزن سوبستراي اولیه / × 100                      )         2( 

هاي آزمایشــی بر ) خوراكMEمتابولیســم ( قابل انرژي محتواي
  ):21شد ( زده ) تخمین3اساس معادله زیر (رابطه 

ME (MJ/kg DM) = 2.20 + 0.136 GAS + 0.057 CP + 
0.0029 CP2                                                        (3)  

 خالص گاز مقدار GAS متابولیســم؛ قابل انرژي MEآن  در که
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سترا    گرممیلی 200 براي تولیدي سیون     24پس از  سوب ساعت انکوبا
ــورت به خام پروتئین مقدار CP) و 12(   ماده گرم 100 در گرم صـ

  باشد. خشک می
-بر اســاس روش فنل شــکمبه مایع آمونیاکی نیتروژن غلظت

یت  ندازه  هیپوکلرا نه  ). براي این منظور،9(شــــد  گیريا   هاي نمو
سید  لیترمیلی یک با سریعاً ) لیترمیلی 5( سوپرناتانت   2/0دریک کلری ا

تا زمان آنالیز  گرادســانتی درجه -20 دماي در و شــده مخلوط نرمال
  . شدند نگهداري

غلظت اســـیدهاي چرب فرار شـــامل کل اســـیدهاي چرب فرار، 
نات، بوتیرات، ایزوبوتی     تات، پروپیو ــ رات، والرات و ایزووالرات در اسـ

ساعت انکوباسیون با استفاده     24ها پس از محتویات انکوبه شده ویال 
فی گــازي         گرا تو کرومــا تگــاه  ــ  ,Shimadzu GC-14 B( از دسـ

Shimadzu, Tokyo, Japan (اندازه) سازي ). نحوه آماده11گیري شد
ریفیوژ ســانتلیتر مایع شــکمبه ها به این صــورت بود که هر میلینمونه

لیتر میلی 25/0شـده قبل از تزریق به داخل دسـتگاه گروماتوگرافی، با   
 20درصــد اورتوفســفریک اســید و  20از یک محلول اســیدي حاوي 

تاندارد داخلی مخلوط     -2مول در لیتر میلی اتیل بوتیرات به عنوان اســـ
ــد. دماي  نده  یقتزر شـ ــتون وکن ــخ ، سـ ــتگاه    یصتشـ نده دسـ ده

 ــ 270و  172، 270یب  رتبه ت کروماتوگرافی   از بود.  گرادانتیدرجه سـ
ستفاده شد  ستگاه  دگاز ناقل در عنوان هلیوم به شخ  ا ده آن دهن یصو ت

شعله یونی  از نو ستگاه در     يدما بود.ع   110 شروع کار برابر ستون د
دقیقه در این  2گراد بود، به طوري که در ابتدا به مدت ي ســانتیدرجه

شته   سپس    دما نگه دا  200 دماي آن به حدود یقهدق 5به مدت شده، 
ده استفا مورد. ستون افزایش یافت یقهدق 1 به مدت گرادانتیس يدرجه

 Alltech Capillaryمتر بود ( 30به طول و  یینهاز نوع مودســـتگاه 
Column, ECTM 1000, length 30 meters, inside diameter 

0.53 mm, film thickness 1 micron.ظت   ) بود یک از  غل هر 
اسیدهاي چرب فرار از تقسیم سطح زیر پیک آن اسید چرب بر سطح       

مول در زیر پیک مجموع اسـیدهاي چرب محاسـبه و به صـورت میلی   
  لیتر بیان شد.

  با هاگاز و تخمیر نمونه تولید به مربوط هايداده واریانس تجزیه
ستفاده  ستفاده  SAS  )30افزار آماريتوسط نرم  مختلط و رویه از ا ) با ا

 :) صورت گرفت4از مدل آماري زیر (رابطه 
Yijk= µ + Ti + Rj + eijk                                             (4)  

شاهده  رکورد ترتیب به ijke و ijkY، µ، iT، jR مدل این که در  م
شی   تیمار اثر کل، میانگین شده،   اثر و امjام، اثر دوره آزمایش iآزمای

شی  ايخط ستفاده از رویه مختلط این بود که اثر ران  . بود آزمای دلیل ا
سه    در مدل به شد. مقای صادفی در نظر گرفته   انگینمی عنوان یک اثر ت

ست آمده داده ستفاده  با هاي به د  در و دانکن ايدامنه چند آزمون از ا
  .شد انجام درصد 5 داريمعنی سطح
  

  نتایج و بحث
ــان داد که ایزوله 16S rDNAتعیین توالی  هاي نهایی تجزیه نش

ــه  کننــده  ــامــل انتروبــاکتر کلواســ ــلولز شــ ي لیگنین و لیگنوسـ
)Enterobacter cloacae              یري کو کوس اســـ کو لو ی ف )، اســـتــا
)Staphylococcus sciuri  ــروي ــه ب ــون ــوم    ) و گ ــری ــت ــاک ب
)Brevibacterium sp.  بودند. نتایج مربوط به تغییر ترکیب شیمیایی (

ــنجه  ــم و تخمیر نمونه   هاي ت و فراسـ ید گاز، هضـ هاي کاه گندم و    ول
هاي روده کرم خراط در آوري شــده با باکتريســرشــاخه نیشــکر عمل

  نشان داده شده است.  3جدول 
در هر دو ســوبســترا، حداکثر میزان ناپدید شــدن ماده خشــک در 
ــده با مخلوط باکتریایی روده کرم خراط (مخلوطی از   تیمار فرآوري شـ

ــه ایزوله)  ــد  هر س ــاهده ش ــاهد مش ــط تیمار ش و کمترین میزان توس
)05/0<P        ــده با با پروتئین خام، در کاه گندم فرواري شـ ). در ارتباط 

مخلوط باکتریایی بیشـــترین میزان به دســـت آمد و کمترین میزان را 
صاص داد (   شاهد به خود اخت سترا یعنی   P>05/0تیمار  سوب ). در دیگر 

شترین میزان پروتئی      شکر، بی شاخه نی ش سر ده با ن خام در تیمار انکوبه 
مد (        به دســـت آ یایی  باکتر ند آن اختلاف  P>05/0مخلوط  )، هرچ

سه،  انتروباکتر کلوهاي مجزا یعنی داري با فرآوري با دیگر ایزولهمعنی ا
ندم، باکتریوم نداشت. در کاه گ استافیلوکوکوس اسکویري و گونه بروي  

و تیمار  یمار شـــاهدبیشـــترین و کمترین میزان لیگنین به ترتیب در ت
. هرچند در )P>05/0(انکوبه شــده با مخلوط باکتریایی مشــاهده شــد 

شی از نظر لیگنین وجود       شکر اختلافی بین تیمارهاي آزمای سرشاخه نی
نداشــت. فرآوري کاه گندم با مخلوط باکتریایی روده کرم خراط ســبب 

دار قابلیت هضــم ماده خشــک و انرژي قابل متابولیســم افزایش معنی
. هرچند، در سرشاخه   )P>05/0(ها در مقایسه با تیمار شاهد شد    نمونه

شــکر مخلوط باکتریایی کرم خراط قابلیت هضــم ماده خشــک را    نی
نرژي قــابــل          )P>05/0(افزایش داد    ، امــا اختلافی از نظر میزان ا

متابولیسـم بین تیمارها وجود نداشـت. در هر دو سـوبسـترا، بیشـترین      
ضریب     سیل تولید گاز ( شده با مخلوط  bمیزان پتان ) در تیمار فرآوري 

ــت آمد      ، هرچند آن اختلافی با تیمارهاي    )P>05/0(باکتریایی به دسـ
) در هر cهاي مجزا نداشت. نرخ تولید گاز (ضریب   تلقیح شده با ایزوله 

     دو سوبسترا تحت تآثیر تیمارهاي آزمایشی قرار نگرفت. 
گاز           1نمودار  ید  ــی بر تول مایشـ هاي آز مار به اثر تی تایج مربوط  ن

ــان می   لوژیکی کاه گندم   آوري بیوعمل  دهد.  تجمعی کاه گندم را نشـ
ساعت انکوباسیون نداشت. هرچند که     24تأثیري بر تولید گاز در زمان 
ــه آنفرآوري کاه گندم با باکتري ــبب هاي مجزا یا مخلوط هر س ها س

یدي در زمان    گاز تول گاز    120و  96، 72، 48هاي  افزایش حجم  (کل 
تولیدي) ســاعت پس از انکوباســیون در مقایســه با تیمار شــاهد شــد  

)05/0<P    ــترین میزان این پارامترها حین عمل آوري کاه با   )، اما بیشـ
ــت آمد که تفاوتی با تیمار تلقیح    تیمار حاوي مخلوط باکتریایی به دسـ
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  شده با ایزوله استافیلوکوکوس اسکویري نداشت.
  

  
  

هاي تريآوري شده با باکلیتر) آزمایشگاهی کاه گندم و سرشاخه نیشکر عملهاي تولید گاز (میلی) و فراسنجهتغییر ترکیب شیمیایی و  هضم (درصد ماده خشک -3جدول 
  1ي کرم خراطروده

Table 3- Changing chemical composition and digestion (DM basis) and in vitro gas production (IVGP; ml) parameters of wheat 
1bacteria L. gut Zeuzera pyrinastraw (WS) treated with  

  تیمارها
Treatments 

  وزن کاهش
Weight loss  

  امخ پروتئین
CP 

  لیگنین
Lignin 

 شدن ناپدید
  خشک ماده

IVDMD 

قابل  انرژي
   یسممتابول

ME (MJ/kg 
DM) 

 پتانسیل
  گاز تولید
b 

  زگا تولید نرخ
c 

  گندم کاه
WS 

       

  کاه گندم (کنترل)
WS (control) 

b2.47 b3.73 a8.12 b34.5 b5.93 b46.3 0.038 

  کاه گندم+ انتروباکتر کلواسه
WS + E. cloacae 

b4.47 b4.44 ab7.96 ab36.4 ab6.06 ab52.6 0.041 

  استافیلوکوکوس اسکویري +گندم کاه
WS + S. sciuri 

b4.81 b4.68 bc7.56 ab37.3 ab6.10 a54.9 0.044 

  باکتریومبروي+گندم کاه
WS + Brevibacterium sp. 

b4.08 b4.55 ab7.92 b35.1 ab6.05 ab52.2 0.041 

  مخلوط باکتریایی +گندم کاه
WS + bacterial mixture 

a8.20 a5.90 c7.40 a39.5 a6.22 a58.4 0.048 

  خطاي استاندارد میانگین
SEM 

0.739 0.534 0.152 0.971 0.058 2.03 0.002 

  دارياحتمال معنی
P-value 

<0.01 0.03 0.04 0.03 0.05 0.02 0.11 

  نیشکر سرشاخه
ST        

  سرشاخه نیشکر (کنترل)
ST (control) 

d1.78 b5.03 12.4 b31.3 5.64 b42.1 0.036 

  کلواسه انتروباکتر+ سرشاخه
ST + E. cloacae 

b4.56 ab6.29 11.9 ab33.4 5.76 a50.4 0.039 

  استافیلوکوکوس اسکویري +سرشاخه
ST + S. sciuri 

b4.78 a6.55 11.7 ab34.3 5.84 a50.8 0.042 

  باکتریومبروي+سرشاخه
ST + Brevibacterium sp. 

c3.14 ab6.04 11.8 b32.1 5.84 a49.5 0.040 

  مخلوط باکتریایی +سرشاخه
ST + bacterial mixture 

a6.29 a7.29 11.8 a36.2 6.05 a53.8 0.044 

  خطاي استاندارد میانگین
SEM 

0.277 0.432 0.277 0.912 0.098 1.28 0.004 

  دارياحتمال معنی
P-value 

<0.01 0.04 0.09 0.02 0.10 <0.01 0.34 
 .)P 0.05 >(  باشندیم داریتفاوت معن يمشابه دارا ریبا حروف غ ستونهر  يهانیانگیم1

0.05). < column with different superscripts differ significantly (Pa Means in 1 
 

ــاس نتایج نمودار   ــیون   ، در زمان 2بر اسـ  72و  24هاي انکوباسـ
ساعته سرشاخه نیشکر، بیشترین میزان تولید گاز در تیمار فرآوري شده 
با مخلوط باکتریایی به دســـت آمد که با ســـایر تیمارهاي بیولوژیکی      

فاوت معنی     هد ت ــا مار شـ ــان داد (دیگر و نیز تی ). P>05/0داري نشـ
شترین میزان تولید گاز در زمان   ساعت و نیز کل گاز تولیدي در   48بی

ــت آمد   ــایر تیمارها به دس ــبت به س تیمار حاوي مخلوط باکتریایی نس
)05/0<P ــتافیلوکوکوس ــده با اس )، هر چند که آن با تیمار فرآوري ش

شت. حداکثر میزان تولید گاز در زمان    سکویري تفاوتی ندا ساعت   96ا
 در تیمار تلقیح شده با مخلوط باکتریایی در مقایسه با تیمار   انکوباسیون 

شد (     صل  شده با  P>05/0شاهد حا )، هرچند آن با تیمارهاي فرآوري 
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 داري نداشت.  تفاوت معنیباکتریوم انتروباکتر کلواســه، اســتافیلوکوکوس اســکویري و گونه بروي
 

 
  ي کرم خراطهاي رودهآوري شده با باکتريگاز آزمایشگاهی کاه گندم عملتولید  -1 شکل

Figure 1- In vitro cumulative gas production of wheat straw treated with Zeuzera pyrina L. gut bacteria during time of incubation 
 

 
  ي کرم خراطهاي رودهآوري شده با باکتريتولید گاز آزمایشگاهی سرشاخه نیشکر عمل -2شکل 

Figure 2- In vitro cumulative gas production of sugarcane tops treated with Zeuzera pyrina L. gut bacteria during time of incubation 
 

ــترین    4ه در جدول طوري کهمان ــت، بیش ــده اس ــان داده ش نش
غلظت کل اسیدهاي چرب فرار شکمبه با انکوباسیون کاه گندم توسط     

باکتري  مد (   هاي روده مخلوط  ــت آ به دسـ )، P>05/0ي کرم خراط 
ــکویري   ــتافیلوکوکوس اس ــده با اس هرچند آن تفاوتی با تیمار تلقیح ش

ــتات به پر   ــتات و نســبت اس ــترین غلظت اس ــت. بیش ت با وپیونانداش
ــه با تیمار    ــط مخلوط باکتریایی در مقایس ــیون کاه گندم توس انکوباس

)، هرچند آن اختلاف قابل توجهی با تیمار P>05/0شاهد مشاهده شد (
تلقیح شــده با ایزوله اســتافیلوکوکوس اســکویري نداشــت. همچنین،  
شکمبه با فرآوري کاه گندم     شترین میزان غلظت نیتروژن آمونیاکی  بی

سط م  شی        تو سایر تیمارهاي آزمای شد که با  صل  خلوط باکتریایی حا
ــان داد (   بل توجهی نشـ ــایر   P>05/0اختلاف قا ). هرچند، غلظت سـ

شامل پروپیونات، بوتیرات، ایزوبوتیرات، والرات و     سیدهاي چرب فرار  ا
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  شکمبه تحت تأثیر تیمارهاي آزمایشی قرار نگرفت.    pHایزو والرات و 
 

  1ي کرم خراطهاي رودهآوري شده با باکتريکاه گندم عمل pHلیتر) و گرم در دسیمول در لیتر) و نیتروژن آمونیاکی (میلیغلظت اسیدهاي چرب فرار (میلی -4جدول  
N (mg/dl) and pH of wheat straw (WS) treated with -Concentration of volatile fatty acids (VFA; mmol/l) and ammonia -Table 4

1L. gut bacteria Zeuzera pyrina 

  تیمارها
Treatments 

کل اسیدهاي 
  چرب فرار
Total 
VFA 

  استات
Acetate 

(A) 

  پروپیونات
Propionate 

(P) 

  بوتیرات
Butyrate 

 

  ایزوبوتیرات
Iso- 

butryrate 

  والرات
Valerate 

  ایزووالرات
Iso-

valerate 

نسبت 
استات به 
  پروپیونات

A:P 

pH 
نیتروژن 
  آمونیاکی
NH3-N 

  کاه گندم (کنترل)
WS (control) 

b31.9 c21.8 7.17 3.20 0.31 0.35 0.59 b3.05 6.23 b11.6 

  کاه گندم+ انتروباکتر کلواسه
WS + E. cloacae 

b33.1 bc23.1 7.33 3.43 0.33 0.37 0.65 b3.15 6.17 b12.1 

کاه گندم+ استافیلوکوکوس 
  اسکویري
WS + S. sciuri 

ab33.7 ab24.7 7.33 3.83 0.35 0.42 0.64 ab3.39 6.18 b12.5 

  باکتریومکاه گندم+ بروي
WS + Brevibacterium 

b32.7 abc24.3 7.47 3.63 0.35 0.36 0.62 ab3.34 6.16 b12.3 

  کاه گندم+ مخلوط باکتریایی
WS + bacterial 
mixture 

a36.7 a26.8 7.43 4.30 0.34 0.41 0.67 a3.59 6.08 a13.5 

  خطاي استاندارد میانگین
SEM 

0.97 0.86 0.52 0.27 0.034 0.035 0.039 0.10 0.03
5 0.305 

  دارياحتمال معنی
P-value 

0.04 0.02 0.75 0.11 0.56 0.64 0.59 0.04 0.11 0.02 

 
  .(P< 0.05) باشندمی دارمعنی تفاوت داراي مشابه غیر حروف با ستون هر هايمیانگین1

1Means in a column with different superscripts differ significantly (P<0.05). 
  

ــنجه ــکر (جدول   در مبحث فراس ــاخه نیش ــرش )، 5هاي تخمیر س
سیدهاي چرب فرار به ترتیب در تیمار     شترین و کمترین میزان کل ا بی

)، P>05/0تلقیح شده با مخلوط باکتریایی و تیمار شاهد مشاهده شد (    
باکتر کلواســـه و             با انترو هاي فرآوري شـــده  مار با تی ند آن  هرچ
استافیلوکوکوس اسکویري تفاوتی نشان نداد. غلظت اسید چرب استات 

ــد ــترین میزان بود که با در تیمار فرآوري ش ه با مخلوط باکتریایی بیش
شت       سایر تیمارهاي بیولوژیکی اختلاف قابل توجهی دا شاهد و  تیمار 

)05/0<P همچنین، بیشــترین میزان نســبت اســتات به پروپیونات و .(
شکمبه در تیمار حاوي مخلوط باکتریایی و کمترین   نیتروژن آمونیاکی 

ــاهد به دسـ ـمیزان آن ــایر P>05/0ت آمد (ها در تیمار ش ). هرچند س
  فراسنجه هاي تخمیر تحت تأثیر نوع ایزوله تلقیحی قرار نگرفت.    

سط       سلولزي تو سماندهاي لیگنو در ارتباط با فراوري بیولوژیکی پ
صورت گرفته      باکتري شرات مطالعات اندکی  شده از روده ح هاي جدا 

ریایی ي باکتهااست و عمده تحقیقات صورت گرفته در ارتباط با ایزوله  
جدا شـده از باکتریهاي محیط در حال پوسـیدگی بوده اسـت. پژوهش    

هاي جدا شده از روده  اي است که در آن از باکتري حاضر اولین مطالعه 
یت تجزیه      قابل با  به  کرم خراط  ــلولز،  ندگی لیگنین و لیگنوسـ عنوان کن

اي مواد لیگنوســـلولزي به  عوامل بیولوژیکی جهت بهبود ارزش تغذیه    
ــتفاده شــده اســت. باید اذعان نمود که در این   ع نوان خوراك دام اس

ــتراي مورد     ــوبسـ عه اثرات مطلوب فرآوري بیولوژیکی هر دو سـ مطال
شاخه خرما با هر کدام از باکتري    سر هاي جدا  آزمون یعنی کاه گندم و 

شــده شــامل انتروباکتر کلواســه، اســتافیلوکوکوس اســکویري و گونه  
وص تیمار حاوي مخلوط هر ســه ایزوله در  باکتریوم، و به خصـ ـبروي

شد. این         شاهده  شاهد (فاقد هرگونه ماده تلقیحی) م سه با تیمار  مقای
ــان می زادي هاي دروندهد که در کرم خراط، علاوه بر آنزیمنتایج نش

ــط میکروفلور   ــلولز توسـ ــره، عمل تجزیه لیگنین و لیگنوسـ خود حشـ
اپدید شــدن ماده خشــک و شــود. افزایش نها نیز انجام میاي آنروده

کاهش میزان لیگنین در تیمارهاي باکتریایی به خصــوص تیمار حاوي 
شان    مخلوط باکتریایی روده ي کرم خراط در مقایسـه با تیمار شـاهد ن

یایی و تجزیه      باکتر ــد  ــط دهنده رشـ ــلولز توسـ ي لیگنین و لیگنوسـ
ــت. مطابق با این نتایج، برجی (      ایزوله  ) گزارش 1382هاي مذکور اسـ

هفته توسط سه باکتري جدا شده     6کرد که فرآوري کاه گندم به مدت 
سه با         شتري در مقای شک بی شدن ماده خ سبب ناپدید  از روده موریانه 

  ).8تیمار شاهد شد (
ــیوس    ــک در ایزوله باس ــدن ماده خش در مطالعه مذکور ناپدید ش

سایر ایزوله     شتر از  سفریکوس بی ه عها بود.  باید بیان نمود که در مطالا
حاضــر میزان ناپدید شــدن ماده خشــک در هر دو ســوبســترا کمتر از 

شده با فرآوري کاه گندم با باکتري  انه ي موریهاي رودهمقادیر گزارش 
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تایج مطالعه برجی و همکاران           7بود ( با ن ــه  قابل مقایسـ )، و از طرفی 
) که دلیل آن احتمالاً به نوع سوبسترا و میکروارگانیسم    8) بود (1382(

  اده شده مرتبط باشد.استف
  

  1ي کرم خراطهاي رودهآوري شده با باکتريسرشاخه نیشکر عمل pHلیتر) و گرم در دسیمول در لیتر) و نیتروژن آمونیاکی (میلیغلظت اسیدهاي چرب فرار (میلی -5جدول 
N (mg/dl) and pH of sugarcane tops (ST) treated with -Concentration of volatile fatty acids (VFA; mmol/l) and ammonia -Table 5

1Zeuzera pyrina L. gut bacteria 

  تیمارها
Treatments 

کل اسیدهاي چرب 
  فرار

Total VFA 

  استات
Acetate 

(A) 

  پروپیونات
Propionate 

(P) 

  بوتیرات
Butyrate 

  ایزوبوتیرات
Iso-

butyrate 

  والرات
Valerate 

  ایزووالرات
Iso-

valerate 

نسبت 
استات به 
  پروپیونات

A:P 

pH 

نیتروژن 
  آمونیاکی

-3NH
N 

  سرشاخه نیشکر (کنترل)
ST (control) 

b29.9 c20.6 6.63 2.87 0.28 0.30 0.52 b3.11 6.28 b12.4 

  سرشاخه+انتروباکتر کلواسه
ST + E. cloacae 

ab32.1 bc22.1 7.13 3.11 0.31 0.34 0.58 b3.12 6.19 ab13.1 

سرشاخه+استافیلوکوکوس 
  اسکویري
ST + S. sciuri 

ab32.7 b23.7 7.20 3.50 0.34 0.36 0.59 ab3.41 6.22 ab13.4 

  باکتریومسرشاخه+بروي
ST + Brevibacterium 

b31.7 b23.3 7.37 3.51 0.32 0.33 0.56 ab3.26 6.18 ab13.3 

  سرشاخه+مخلوط باکتریایی
ST + bacterial 
mixture 

a35.1 a26.1 7.30 3.97 0.33 0.35 0.58 a3.53 6.13 a14.5 

  خطاي استاندارد میانگین
SEM 

0.91 0.69 0.64 0.46 0.022 0.041 0.045 0.102 0.06
9 0.438 

  دارياحتمال معنی
P-value 

0.03 <0.01 0.76 0.53 0.43 0.87 0.82 0.03 0.21 0.04 
  )P< 0.05(  باشندمی دارمعنی تفاوت داراي مشابه غیر حروف با ستون هر هاينمیانگی1

1Means in a column with different superscripts differ significantly (P<0.05). 
  

پذیري ماده خشک و به تبع انرژي قابل متابولیسم   افزایش گوارش
شده در       ستراها احتمالاً به دلیل تغییرات ایجاد  سوب با تلقیح باکتریایی 

ــیمیایی آن   کاهش میزان لیگنین و افزایش میزان   ترکیب شـ ها یعنی 
پروتئین خام حین فرآوري بوده است. سست شدن ساختار لیگنوسلولز        

 ها برايبه تبع آزاد شــدن میزان بیشــتر کربوهیدراتآوري و طی عمل
ــم ــم  میکروارگانیس ــکمبه احتمالاً از دیگر دلایل افزایش هض هاي ش

 ). 29و  25سوبستراهاي لیگنوسلولزي بوده است (
) 2و 1هاي مختلف انکوباســیون (نمودار افزایش تولید گاز در زمان

 شــکر توســطبا فرآوري بیولوژیکی هر دوي کاه گندم و ســرشــاخه نی
ــده از رودهایزوله ــان دهنده هاي جدا ش ي کرم خراط در وهله اول نش

سب این ایزوله   شت مایع بوده     رشد منا ستراها در محیط ک سوب ها روي 
) و یا سست 3ها (جدول است و احتمالاً سبب کاهش میزان لیگنین آن
ه به سـلولز بوده اسـت ک  کردن پیوندهاي بین لیگنین با سـلولز و همی 

اند ن بیشتري توسط مخلوط میکروبی شکمبه تجزیه و تخمیر شده میزا
یگنین مواد خوراکی بــا                      7( بطــه معکوس بین محتواي ل ). زیرا را

ــده  پذیري آنگوارش ــتگاه گوارش نشــخوارکنندگان ثابت ش ها در دس
ست (  سی آنزیم   34ا ستر هاي هیدرولیتیک میکروبی به ). براي بهبود د

ــلولز و همی ــلولز براي افزایس ــلولزي، س ش ارزش غذایی مواد لیگنوس

هاي آن ضــروري اســت  تجزیه پیوندهاي بین لیگنین و کربوهیدرات
). افزایش غلظت استات و نسبت استات به پروپیونات در تیمارهاي   31(

هاي فرآوري شــده احتمالاً به دلیل دســترســی بیشــتر به کربوهیدرات
شان  خوبی ن هاي شکمبه بوده است، زیرا به  ساختمانی توسط میکروب  

داده شــده اســت که تخمیر ســوبســتراهاي فیبري در شــکمبه ســبب 
تات می        ــ ند اسـ ید ترکیبات لیپوژنیک مان ــود (افزایش تول ). این 19شـ

شده مطابق با نتایج         ستراهاي فراوري  سوب ستات در  افزایش غلظت ا
ست که گاز زمانی          شده ا شخص  ست، زیرا م شگاهی ا تولید گاز آزمای

سوب   تولید می ستات و بوتیرات تخمیر     شود که  شده به ا ستراي انکوبه 
). افزایش محتواي پروتئینی سوبستراهاي فراوري شده توسط     13شود ( 

) 3ي کرم خراط در مقایســه با تیمار شــاهد (جدول  هاي رودهباکتري
احتمالاً دیگر دلیل بهبود هضم و تخمیر و تولید بیشتر اسیدهاي چرب    

ست. ز   فرار آن شکمبه بوده ا یرا احتمالاً مخلوط توده باکتریایی و ها در 
هاي کرم خراط هاي داخل و خارج سلولی مترشحه توسط باکتريآنزیم

هاي عنوان منبع پروتئین براي میکروبروي سوبستراها باقی مانده و به
شده     ستفاده  ) 1382( همکاران و برجی پژوهش ). نتایج7اند (شکمبه ا

 42 افزایش ســبب موریانه ودهر هايباکتري با گندم کاه فرآوري که
  تایید )،8شد (  شاهد  تیمار با مقایسه  در سوبسترا   خام پروتئین درصدي 
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ــر مطالعه نتایج کننده ــت حاض افزایش غلظت نیتروژن آمونیاکی . اس
) با انکوباسیون سوبستراهاي فرآوري شده تأیید     5و  4شکمبه (جداول  

ضر فرآوري بیولوژیکی هر دو       ست. در مطالعه حا ضر ا کننده نتایج حا
سوبستراي مورد آزمون توسط تیمار حاوي مخلوط هر سه باکتري کرم    

جزا نشان داد. علت  هاي متري در مقایسه با ایزوله خراط اثرات مطلوب
ــط تنوع      ــلولز توسـ آن احتمالاً به خاطر تجزیه بهتر لیگنین و لیگنوسـ

ــتري از آنزیم ــحه از این باکتريبیش ــت. در هر هاي مترش ها بوده اس
سط مجموعه          سترا تو سوب ستم میکروبی، معمولاً تجزیه  سی اي از اکو

صورت می آنزیم  دگیرد که این نکته در مورها و یک کمپلکس آنزیمی 
  مطالعه حاضر نیز صادق است.      

ــر، برجی و همکاران (       تایج پژوهش حاضـ با ن با  1382در تطابق   (
شده از دستگاه گوارش   فرآوري کاه گندم و کاه جو با باکتري هاي جدا 

نه   یا باکتریوم         مور ــه، آکرو باکتر کلواسـ گانژ (انترو کانتوترمس وا نا هاي آ
و  6، 3مایع به مدت  آنتروپی و باسیلوس اسفریکوس) در محیط کشت   

پذیري ماده خشک و ماده آلی آن را در مقایسه با تیمار هفته، گوارش 9
). همچنین، در مطالعه دیگري، ســـه باکتري با 8شـــاهد افزایش داد (

ــیلوس           باسـ مل  ــا ــلولز شـ ندگی لیگنین و لیگنوسـ یه کن یت تجز قابل
ولا از کاینترمدیوم و میکروباکتریوم پالادی    لیچنیفورمیس، آکروباکتریوم 

). پس از 7هاي میکروســروترمس دایورســوس جدا شــد (روده موریانه
ــاخه خرما با ایزوله  ــرشـ  6هاي مذکور به مدت فرآوري کاه گندم و سـ

یایی آن        ــیم یب شـ ندکی روي ترک تأثیر ا ته،  ما    هف ــان داد، ا ها نشـ
تنی افزایش یافت. در مطالعه پذیري مواد مغذي در شرایط برونگوارش

تنی کاه )، انکوباسـیون برون 1396یزي و همکاران (دیگري توسـط عز 
هاي باکتریایی جدا شده  گندم و سرشاخه خرماي فرآوري شده با ایزوله   

شگاهی     6از روده موریانه به مدت  سبب افزایش تولید گاز آزمای هفته، 
ــکمبه  ــدن ش ــرایط  و ناپدید ش ــتاین در ش اي مواد مغذي در گاو هلش

مار     برون با تی ــه  ــیلوس      تنی در مقایسـ باسـ ــد، و ایزوله  ــاهد شـ شـ
سبت به دیگر ایزوله  ستراها را ب   لیچنیفورمیس ن سوب ه ها ارزش غذایی 

ــتري افزایش داد ( ). در پژوهش دیگري نیز با فرآوري کاه 6میزان بیش
ــان داد که ارزش غذایی و  ــدفی پلوروتوس فلوریدا نش گندم با قارچ ص

د به طوري قابلیت هضـــم مواد مغذي آن در مقایســـه با تیمار شـــاه
پذیري درصدي گوارش 11).  افزایش 12داري افزایش نشان داد (معنی

قارچی پلوروتوس          نه  با گو ــط فرآوري  ندم توسـ کاه گ ــک  ماده خشـ
). هرچند، بر خلاف نتایج مطالعه 38اوستراتوس نیز گزارش شده است (

شاتی عمل    ضر، در آزمای سلولزي تأثیري  حا آوري بیولوژیکی مواد لیگنو
ــی  اي آنتغذیه بر ارزش ــت. به عنوان مثال، در پژوهش ــته اس ها نداش

سترا با قارچ    سوب ضم مواد    فرآوري  ساننده تأثیري بر قابلیت ه هاي پو
). همچنین، در مورد دیگري فرآوري با 10مغذي آن نداشـــته اســـت (

). 22قارچ اثر بازدارندگی بر قابلیت هضم مواد مغذي نشان داده است (   
ــاخه اخیراً در پژوهشــی کاه ــرش ش مدت زمان فرآوري کاه گندم و س

هفته، تأثیري  3هاي جدا شــده از روده موریانه به خرما توســط باکتري
شگاهی       ضم آزمای سیدهاي چرب فرار، قابلیت ه بر تولید گاز، غلظت ا
سه با      شوینده خنثی کاه گندم در مقای شک و الیاف نامحلول در  ماده خ

صفات مذکور در     شته، اما  شاهد ندا شاخه خرما کاهش یافت    تیمار  سر
شده در مطالعات مختلف در بحث فرآوري   5( شاهده  ). این اختلافات م

بیولوژیکی مواد لیگنوســـلولزي احتمالاً به دلیل تفاوت در نوع عامل        
تفاده، ها، نوع سوبستراي مورد اسکنندگی آنبیولوژیکی و قابلیت تجزیه

ــتفاده (جامد یا مایع) و مد ــت مورد اس ت زمان فرآوري نوع محیط کش
  سوبسترا باشد که منجر به حصول نتایج مختلفی شده است.       

  
  گیرينتیجه

ــه ایزوله باکتریایی با قابلیت تجزیه  ــر س نندگی کدر پژوهش حاض
لیگنین و لیگنوســلولز شــامل انتروباکتر کلواســه، اســتافیلوکوکوس    

از  16S rDNAباکتریوم بر اساس تعیین توالی  اسکویري و گونه بروي 
شدند. فرآوري کاه گندم و        روده سایی  شنا سازي و  ي کرم خراط جدا

ــط    ــلولزي توس ــتراي لیگنوس ــاخه نیشــکر به عنوان دو ســوبس ســرش
شک، افزایش      باکتري شدن ماده خ سبب افزایش ناپدید  هاي مذکور، 

به تبع،        ــده و  خام شـ کاهش میزان لیگنین  خام و  محتواي پروتئین 
ــرایط برونذایی آنپذیري ماده خشــک و ارزش غگوارش تنی ها در ش

ی باکتریای افزایش یافت. همچنین، تیمار حاوي مخلوط هر ســه ایزوله
  بهترین عملکرد را بر صفات مذکور نشان داد. 
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Introduction1: There is a shortage of animal feed and water resources in many countries around the world. 

Numerous agricultural by-products are produced annually in all countries, thus their proper use is often a useful 
means of overcoming this problem. Large proportions of these materials are important feeds for ruminant animals 
and can be used as a potentially significant source of energy. However, the use of these materials as ruminant feed 
is limited because of their complex structure, low protein and high lignin content. Different physical and chemical 
methods have been used to increase the nutritive value of such by-products. Although these methods have 
advantages, they are costly, relatively ineffective and environmentally unfriendly and require the application of 
technology. Recently, biological processing of lignocellulosic biomass has been considered as an alternative 
approach. Three groups of organisms are able to biodegrade lignin namely, white rot fungi, some soil microbes 
and termites. In recent years, increased attention has been given to the role of bacteria in lignin degradation in 
agricultural by-products. Insects that utilize wood as a food source are beetles, cockroaches and termites. Termites 
are especially well known for their ability to break down the lignin barrier and digest carbohydrate polymers. 
Researcher has isolated 3 bacterial species from the Anacanthotermes vagans termite gut, including Bacillus sp., 
Enterobacter sp., and Ochrobacterium sp. These bacteria could grow on different media containing lignin and 
lignocellulosic materials prepared from water extracted wheat straw and sawdust as a sole source of carbon and 
energy. In another study three bacteria include Bacillus licheniformis, Ochrobactrum intermedium and 
Microbacterium paludicola were isolated by culturing the gut contents of the termite Microcerotermes diversus 
on different media containing lignin and lignocellulose as a sole source of carbon and energy. Isolates could 
partially change the chemical composition of the wheat straw and date leaves, while nutrient digestibility 
increased. However, Zeuzera pyrina L. is also another insect which degrade lignocellulose. Larval tunnels in the 
wood and girdling burrows under the bark are visible at the ends of broken stems. Numerous partly broken 
branches with dead brown foliage hanging in tree crowns are characteristic of heavy infestations. In our 
knowledge, little work has been done on the isolation of lignin and lignocellulose-degrading bacteria from gut of 
Zeuzera pyrina. Therefore, the aim of the present study was to isolate and identify symbiotic lignocellulosic 
degrading bacteria from the Zeuzera pyrina L. gut, and to investigate their effects on the nutritive value of wheat 
straw and sugarcane tops as ruminant feed. 

Material and Methods: This experiment was conducted in animal house and laboratories of Lorestan 
University. Two Lori cows (about five years old) with permanent rumen fistula were used as rumen liquor donor 
in present study. A two-week diet adaptation period was followed by collection of the rumen contents from each 
cow before the morning feeding. The aim of the present study was investigate nutritive value of wheat straw (WS) 
and sugarcane tops (ST) treated with bacteria isolated from gut of Zeuzera pyrina. For this purpose, first, based on 
16S rDNA sequence analysis, 3 bacteria including Enterobacter cloacae, Staphylococcus sciuri and 
Brevibacterium sp., with lignin and lignocellulose-degrading potential were isolated from gut of this insect. 
Thereafter, each of WS or ST were processed with these isolated individually or with mix of them (totally 4 
treatment group for each substrate) in liquid medium. Chemical composition, in vitro gas production (IVGP) and 
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fermentation parameters of these two processed by-product were determined compared to control treatment. 
Results and Discussion: Results showed that highest amount of dry matter (DM) loss, crude protein, in vitro 

DM digestibility and metabolizable energy was observed in both substrates (i.e., WS and ST) treated with bacterial 
mixture of Zeuzera pyrina compared to control. Highest volume of IVGP and potential of GP (b) were observed 
after processing by bacterial mixture of Zeuzera pyrina compared to control treatment (P>0.05). Highest volatile 
fatty acid (VFA) concentration, acetate, acetate to propionate ratio and ammonia-N concentration were observed 
in substrates inoculated with bacterial mixture in comparison with control treatment (P<0.05).  

Conclusion: In this experiment, we isolated three bacteria including Enterobacter cloacae, Staphylococcus 
sciuri and Brevibacterium sp., with lignin and lignocellulose-degrading potential from the gut of Zeuzera pyrina. 
Processing WS and ST with these individual bacteria, especially media containing their mixture improved their 
nutritive value as ruminant feed via increasing DM digestibility and VFA production.                    
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