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چکیده
هاي هاي غذایی رستوران  بر جمعیت پروتوزوایی شکمبه در برهدمنظور بررسی و ارزیابی استفاده از پسمانهاین تحقیق ب

هاي آزمایشی با استفاده از جیرهآرخار مرینو - قزلراس بره نر دورگ 15دهی انجام شد. پرواري طی ساعات مختلف خوراك
100و 50پسماند رستوران در دو سطح و پسماند رستوران بودند.هاي آزمایشی شامل سطوح مختلف دانه جوتغذیه شدند. جیره

دهی ساعت بعد از خوراك4و 2هاي قبل، درصد جایگزین دانه جو در جیره گردید. مایع شکمبه با استفاده از سوند معدي در زمان
ته شد. تخمیرپذیري جیره نیز با ، تولید اسیدهاي چرب فرار، نیتروژن آمونیاکی و شمارش جمعیت پروتوزوا گرفpHجهت تعیین 

ساعت انکوباسیون 48گیري شد. نتایج تحقیق نشان داد میزان تخمیرپذیري دانه جو در طول استفاده از روش تولید گاز اندازه
لیتر در گرم ماده خشک) و ثابت تجزیه بالاتري نیز داشت میلی294در مقابل 341% بیشتر از پسماند رستوران بود (16حدود 

نسبت مولی بالاتري از اسیدهاي چرب در مقایسه و pHهاي حاوي پسماند رستوران . جیره)>05/0p()099/0در مقابل 107/0(
کمترین هاي بر اساس جو زمان قبل از تغذیه در جیرهجمعیت پروتوزوایی شکمبه در.)>05/0p(اوي دانه جو داشتندهاي حبا جیره

ساعت پس از تغذیه تفاوتی بین 2. در زمان )>05/0p() 104×5/79در مقابل 4/69بود (بالاترین و جیره بر اساس پسماند 
هاي بر ساعت پس از تغذیه شرایط کاملا برعکس شد و جیره4وجود نداشت اما اتیمارهاي آزمایشی از نظر تعداد پروتوزو

به نظر .)>05/0p()104×56در مقابل 5/78(اساس جو بالاترین و پسماند رستوران کمترین تعداد پروتوزوا را دارا بودند 
عنوان عوامل اصلی در کاهش جمعیت هبها در این جیرهشکمبه پایین pHو محتواي چربی بالاتر پسماند رستورانرسد می

بعملراملازاطیاحتیستیبانشخوارکنندگاندررهیجيبالاسطوحدرژهیوبهآنازاستفادهدرلذااند ش داشتهپروتوزوایی نق
.آورد

، اسیدیته اسیدهاي چرب فرارگاز، تولید تکنیک ، پروتوزواشمارشبره پرواري، دانه جو، ،کلیدي: پسماند رستورانهايواژه
شکمبه

مقدمه
هاي میکروارگانیسماي متشکل ازشکمبه اکوسیستم پیچیده

نشان . باشداها میمختلفی از جمله باکتري، قارچ و پروتوزو
درصد وزنی 50تادتوانداده شده است که پروتوزوآ می

هاي شکمبه را تشکیل داده و نقش مهمی در میکروارگانیسم
هاي هاي غذا و سلول، شکستن پروتئینpHهضم، تثبیت 

ها همچنین بر ). این میکروارگانیسم2باکتري ایفا نماید (
اد در شکمبه موثر بازدهی مصرف انرژي ناشی از تجزیه مو

تحقیقات متعددي وجود ارتباط بین تخمیر در ). 23باشند (می
). 6(نشان داده شده استو جمعیت پروتوزوایی شکمبه 

پروتوزواها براي ادامه حیات به مواد خوراکی وابسته بوده اما از 
دلیل بلعیدن سریع هپروتوزوا بکنند. ها نیز تغذیه میباکتري
اثرات بافري دارند که سرعت تخمیر هاي نشاستهگرانول

هاي شکمبه و بدنبال آن تولید اسیدهاي آلی توسط باکتري
(اسیدهاي چرب فرار) را کاهش میدهد. این اثرات بافري منجر 
به ثبات تخمیر در شکمبه شده و پتانسیل احیا در مواد هضمی 

حیوانات فاقد پروتوزواي ).11(شکمبه را کاهش میدهد
نظر گرفتن کیفیت خوراك مصرفی، اغلب شکمبه با در 

هاي شکمبه، کاهش در تولید افزایش در تعداد باکتري
آمونیاك و اسیدهاي چرب فرار و کاهش در قابلیت هضم ماده 

).5(دهندآلی نشان می
جمعیت پروتوزواي شکمبه تحت تاثیر عوامل مختلفی از 

اه مواد هضمی از دستگجمله ترکیب شیمیایی جیره، نرخ عبور

باشد. با شکمبه میpHگوارش، سطح مصرف خوراك، سن و 
افزایش سطح کنسانتره در جیره تعداد پروتوزوا و عمدتا نوع 

ا در شکمبه وپروتوزبالاي یابد. جمعیت کاهش می1انتودینیوم
برخی باشد. ام با کاهش عملکرد تولیدي دام میمعمولا تو
بی در جیره نشان دادند که استفاده از روغن و چرمحققین 

دهدنشخوارکنندگان تعداد پروتووزاي شکمبه را کاهش می
)8،20(.

DNAنگاري بر اساس آنالیز و انگشتمولکولیهاي روش
بندي کلاسیک یک جایگزین نسبی براي طبقهعنوان به

و 2است. در سالیان اخیر، تکثیر قطعاتشدهپروتوزوا معرفی 
3ریبوزومیRNAهاي کوچکهاي زیر واحدتعیین توالی ژن

اي انقلابی در مطالعات هاي شکمبهها و قارچحاصل از باکتري
هرچند که تعداد کمی از ،استاکولوژي شکمبه بوجود آورده

مطالعات این دستاورد را در بررسی پروتوزواي شکمبه بکار 
است که عمدتا بدلیل احتیاجات غذایی ویژه براي رشد برده

).22(است پروتوزواي شکمبه بوده
عنوان منبعی مناسب و ارزان هتواند بپسماند رستوران می

وراکی در جیره خمواد جایگزین مناسبی براي برخی از قیمت 
. با توجه به ماهیت پسماند رستوران )28(حیوانات اهلی باشد

و در نظر گرفتن این نکته که بخش اعظم پسماند در ایران 
تواند الگوي ود لذا میشرستوران را برنج پخته شده شامل می

تخمیر در شکمبه را به هنگام جایگزینی با غلاتی نظیر جو 
مقادیر بالایی چربی ،این خوراكمتاثر سازد. از طرف دیگر 

1- Entodinium spp 2- PCR amplification 3- (SSU) small subunit rRNA

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشهاي تولیدات دامی
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38............................. ...................................................................................................هاي پرواريتاثیر تخمیرپذیري جیره بر جمعیت پروتوزوایی شکمبه در بره

تواند جمعیت میکروبی و پروتوزوایی شکمبه را دارد که می
رسد تا بحال تحقیقی در زمینه بنظر می.تحت تاثیر قرار دهد

هایی با شرایط یا خوراكسماند رستوران تاثیر استفاده از پ
بر جمعیت پروتوزوایی شکمبه با توجه به ماهیت مشابه آن 

هایی که در حین تهیه مواد مغذي موجود در آن و فراوري
نشدهشود، انجامغذاي انسان روي اقلام غذایی اعمال می

است. بنابراین هدف از تحقیق حاضر بررسی تاثیر استفاده 
عنوان جایگزین جو هپسماندهاي رستوران بازسطوح مختلف

هاي پرواري بر جمعیت پروتوزاي شکمبه بود. در جیره بره

هامواد و روش
انجام شد. در مجزاآزمایش2تحقیق حاضر در قالب 
مختلف بر با تخمیرپذیري هاي آزمایش نخست اثرات جیره

اثیر تعلاوه هب.بررسی شدهاي مختلف پروتوزوآ جمعیت گونه
هاي آزمایشی بر رفتار تغییر جمعیتی پروتوزوا در جیره
هاي مختلف تغذیه یعنی زمان صفر یا قبل از شروع زمان

ورد بررسی ساعت پس از خوراك دادن م4و 2خوراك دادن، 
وم روش مرسوم شمارش مستقیم قرار گرفت. در آزمایش د
ار مورد مقایسه و اعتب1مولکولیجمعیت پروتوزوا با روش 

سنجی قرار گرفت.
مرینو، ×راس بره هیبرید نر (قزل15:حیوانات آزمایشی

7گرم و سن کیلو7/37±5/0مغانی) با وزن متوسط ×مرینو
هاي ماه انتخاب و به صورت تصادفی در سه گروه داخل قفس

دهی روزه براي عادت15هاي قرار گرفتند. دورهانفرادي 
هاي مورد جیرهظر گرفته شد. هاي غذایی در نحیوانات به جیره
)، تمامی غلات جیره از منبع جوگروه شاهد (3آزمایش شامل 

درصد از دانه جو با پسماند رستوران) 50تیمار دوم (جایگزینی
و تیمار سوم (جایگزینی تمامی جو با پسماند رستوران) بوده و 

)19(ها فرموله شدند) براي برهNRC)1985با استفاده از 
). 1(جدول 

مرکزي دانشگاه تبریزسرویساز سلفرستورانپسماند
میزان موادتعیینوتجزیه تقریبیانجاممنظوربهشد.تهیه

اساس برنامهبروهفته4مدتبهگیرينمونهمغذي،
صورت روزانه هآوري شده بهاي جمعنمونهشد.رستوران انجام

ه با هم مخلوط به نسبت مقادیر پسماند باقیمانده روز مربوط
بادر آونکردنخشکپس ازحاصلهايشدند. نمونهمی

- 20دمايبافریزردرساعت،48مدتبهدرجه65دماي
خام،پروتئینخشک،نگهداري شدند. مادهگرادسانتیدرجه

روشباNDFو (AOAC)روشاتري باو عصارهخاکستر
میایی ترکیبات شیشد.تعیین) 28(همکارانسوست وون

پسماند رستوران شامل ماده خشک، پروتئین خام، چربی و 
درصد تعیین گردید4و 14، 1/15، 4/33خاکستر به ترتیب 

)16(.
ودهیعادتروز دوره14شامل روز110آزمایشدورهکل

بهحیوانپذیريعادتآن،طیدرکهبودآزمایشدورهروز86
تعیینهابرهتوسطمصرف خوراكاختیاريحدوجدیدمحیط

وعده در ساعات 3و در 2ها به صورت کاملا مخلوطجیره. شد
گرفت و مقدار خوراك ها قرار میدر اختیار بره18و 13، 8

درصد 5-10اي تنظیم گردید که حدود مصرفی به گونه
ها در طول آزمایش بطور خوراك در هر وعده باقی بماند. بره

پسماند رستوران ی داشتند.آزاد به سنگ نمک و آب دسترس
بصورت روزانه و تازه از سلف سرویس مرکزي دانشگاه تبریز 

با توجه به رطوبت بالاي پسماند، براي اینکه شد.تهیه می
مخلوط همگنی از نظر بافت فیزیکی خوراك حاصل شود ابتدا 

جیره بصورت کاملا مخلوط آنرا با کاه مخلوط کرده و سپس
داري از شکمبه با استفاده از لوله معدي و برشد. نمونهتهیه می
ساعت پس از تغذیه 4و 2هاي صفر (قبل از تغذیه)، در زمان

در هفته آخر دوره پروار انجام شد. با توجه به اینکه استفاده از 
کاهش یا عدم و بدنبال آن لوله مري منجر به تنش در حیوان 

ي مایع گیرلذا نمونهشدهاي بعد میمصرف خوراك در ساعت
هاي مذکور طی سه روز مختلف با فاصله دو شکمبه در ساعت

روزه انجام شد. مایع شکمبه پس از صاف شدن، در محلول 
قرار گرفت و براي 4به 1تثبیت کننده فرمالدئید به نسبت 

شمارش تعداد پروتوزوا به آزمایشگاه انتقال یافت. نمونه ساعت 
، کل pHراي تعیین علاوه بر تشخیص جمعیت پروتوزوایی ب4

یز مورد استفاده قرار اسیدهاي چرب فرار و نیتروژن آمونیاکی ن
متر تعیین شده، pHمایع شکمبه با استفاده از pHگرفت. 

وکیرودربروشازاستفادهباشکمبهعیمایاکیآمونتروژنین
ازبا استفادهفرار چربيدهایاسکليریگاندازهو)1(کنگ
نجاماونیتراسیتوریتقطمرحلهدودرو)12(مارخامروش

. شد

1- Real time PCR 2- Total Mixed Ration
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(درصد ماده خشک)هاي پرواريترکیب جیره و آنالیز شیمیایی سطوح مختلف استفاده از پسماند رستوران درجیره بره- 1جدول 
Table 1.  Ingredients and chemical composition of the experimental diets (dry matter %)

تیمارهاي آزمایشی
50100شاهد

151515یونجه
151515کاه گندم

777دانه سورگوم
38190دانه جو

01938پسماند رستوران
181818سبوس گندم

555تفاله چغندر قند
111ملاس چغندر قند

5/05/05/0مکمل مواد معدنی و ویتامینی
5/05/05/0نمک

(درصد)ترکیب شیمیایی
DM(8/1±1/892/2±1/846/2±8/81(ماده خشک
CP(2/2±9/110/3±3/122/3±7/12(پروتئین خام
EE(8/0±1/21/2±3/46/3±7/6(عصاره اتري
NDF(5/2±5/383/3±6/374/4±5/35(دیواره سلولی

ADF(7/1±5/192/2±4/199/2±4/19(دیواره سلولی بدون همی سلولز
7/2±7/23/1±6/28/0±3/0(مگا کالري در کیلوگرم ماده خشک)1انرژي قابل متابولیسم

) تخمین زده شده است.14با روش تولید گاز پیشنهادي توسط مینک و استینگاس(- 1
رستورانپسماندبا جو جیرهدرصد100یجایگزین: 100تیمار،رستورانپسماندبا جو جیرهدرصد50یجایگزین: 50تیمار، رستورانپسماندفاقدشاهد، تیمار- 

آزمایشگاهیشرایطدرگازتولیدگیرياندازه
روش فدوراك و هاردي انجام گرفت بهگازتولیدگیرياندازه

توسطمدرجهايشیشهدرونمایعجابجاییروشایندر).4(
نمونهوشکمبهمایعحاويهايشیشهدرتولیديگازفشار
مایعشود.میگرفتهنظردرگازتولیدمیزانمعرف،كخورا

بهکهشدهفیستولاگذاريگوسفندرأسدوازنیازموردشکمبه
40ومتراکممواددرصد60شاملايجیرهبامدت دو هفته

تهیه گردید. براي،بودندشدهتغذیهمرغوبیونجهدرصد
شیشهعددسهشکمبه،مایعازناشیتولیديگازمیزانتصحیح

نظردربودندشکمبهمایعحاويفقطکهبلانکعنوانهب
.شدگرفته

تعیین کمی پروتوزوا
اي جمعیت گونه: (میکروسکوپی)شمارش مستقیم-الف

BX-60مدلوسیالمپپروتوزوا با استفاده از میکروسکوپ 
(Olympus Corporation, Japan( بزرگنمایی)برابر) 400

و تکرار از هر نمونه شمارش 5ئوبار در با کمک لام نو
درصد بیشتر بود شمارش تکرار 10چنانچه ضریب تغییرات از 

. جهت شمارش دقیق از ائوزین و هماتوکسین )8(گردید
به .)2و 1هاي (شکلآمیزي استفاده شدمحلول براي رنگ

یتالیجیدنیدورببرابر) 1000منظور تهیه تصاویر (بزرگنمایی 
DP12(Olympus Corporation, Japan)دلموسیالمپ

استفاده گردید. کروسکوپیمبهمتصلنیدوربعنوان هب

میکروگراف جنس دیپلودینیوم،-1شکل
1000رنگ امیزي هماتوکسیلین، بزرگنمایی 

Figure1. Diplodinium spp. Micrograph
Hematoxylin staining, ×1000

میکروگراف جنس انتودینیوم-2شکل 
1000رنگ امیزي ائوزین، بزرگنمایی 

Figure 2. Entodinium spp. Micrograph
Eosin staining, ×1000

با پس از صاف شدن مایع شکمبه :مولکولیروش- ب
فریز شد. -oC20، سریعا در دماي لایه4پارچه متقال 

mRNA پروتوزوا استخراج شده سپس از نظر کمی و کیفی
تعیین کمی و شمارش مورد سنجش قرار گرفت. 

Real timeهاي شکمبه بصورت مطلق درمیکروارگانیسم

RT-PCRگیري افزایش تشعشع فلورسنس در وسیله اندازهبه
با استفاده از دستگاه SYBR Greenنتیجه اتصال رنگ 

Applied Biosystemsتوالی انجام شد.7300مدل
2جدول و معکوس به ترتیب به شرح آغازگرهاي پیش رونده

است:
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توالی آغازگرهاي پیش رونده و معکوس براي شناسایی جمعیت پروتوزوایی شکمبه- 2جدول 
Table 2. Forward and reverse sequences of primer for ruminal protozoa population assay

آغازگرژن
GCTTTCGWTGGTAGTGTATTرفتهدف

CTTGCCCTCYAATCGTWCTبرگشتهدف

GGCGTGAACCACGAGAAGTATAAرفتمرجع

AAGCAGGGATGATGTTCTGGبرگشتمرجع

توالی آغازگرهاي مورد استفاده در این پژوهش از مقاله 
تعیین کمیت نسبی بیان ژن ) اخذ گردید.3(دینمن و همکاران

طور لعمل شرکت سازنده انجام شد. بهبا توجه به دستورا
عنوان تعداد چرخه که در آن بهPCRخلاصه، آستانه چرخه 

در برابر SYBRدار آماري در فلورسانس سبز افزایش معنی
ROXرنگ منفعل داخلی، ( (ΔRn که براي اولین بار ،

تشخیص داده شد تعریف شده است. تعداد کپی از ارزش ژن 
ود. بنابراین، یک نمونه حاوي معکوس مرتبط بCTهدف و 

کمتر از یک Ctتعداد بیشتري از نسخه از ژن هدف، میزان 
نمونه با تعداد کمتر از نسخه از همان هدف بود. تفاوت در 

، براي نرمال کردن ΔCtهاي داخلی به نام ژنCTمقادیر 
مخلوط واکنش کل اضافه شده بهRNAتفاوت در مقدار 

cDNAبرداري معکوس محاسبه شد. و کارایی واکنش نسخه
نمونه شاهد ΔCtدر نمونه تحت آزمایش از ارزش ΔCtارزش

بیان شد که امکان ΔΔCtعنوان ارزش کم شد. تفاوت به
آورد.گیري تغییر در بیان ژن در نمونه را فراهم میاندازه
) و رویه SAS)24افزار هاي بدست آمده با استفاده از نرمداده

MIXED مقایسات میانگین بین وتحلیل شدندتجزیه و

مدل آماري این تیمارها با آزمون توکی صورت گرفت.
بعنوان µکه در آن Yij=µ+Ti+eijشرح ذیل بودآزمایش به
خطاي آزمایش بود. eijاثر تیمار آزمایشی و Tiمیانگین، 

نتایج و بحث
هاي مختلف پروتوزواجمعیت گونه

ده از شکمبه در زمان قبل از هاي اخذ شبر اساس نمونه
استفاده از پسماند رستوران بعنوان جایگرین دانه جو در تغذیه، 

جمعیت کل دار درهاي پرواري منجر به افزایش معنیجیره بره
در 104×39/69در مقابل 53/79(پروتوزوآي شکمبه گردید 

هاي بر پایه جو و پسماند لیتر، به ترتیب براي جیرههر میلی
،از نظر تعداد پروتووزاي هولوتریش.)>05/0p(ران) رستو
تفاوتی نشان حاوي جو و جو + پسماند رستوران هاي جیره

منجر به جایگزینی کامل جو با پسماند رستورانندادند اما 
)>05/0p(داري در جمعیت این جنس گردید کاهش معنی

جنس غالب پروتوزوا در شکمبه معمولا جنس .)3(جدول 
باشد که جایگزینی کامل جو با پسماند رستوران وم میانتودینی

).>05/0p(توام با بیشترین تعداد این تک یاخته بود 

لیتر)در هر میلی104×(هاي قبل و بعد از تغذیه در زمانهاي آزمایشی بر جمعیت پروتوزواتاثیر جیره- 3جدول 
Table 3. Effect of experimental rations on protozoa counts before and after feed delivery (×104 ml-1)

تیمارهاي ازمایشی
501007شاهدزمانجنس

SEM

1هولو تریش

a94/1a73/1b57/1100/0صفر
2a02/4a60/3b19/1180/0
4a42/3a70/2b78/0250/0

2دیپلودینیوم

a74/0a72/0ٍb66/0020/0صفر
201/192/089/0050/0
4a70/0a56/0ٍb46/0040/0

3افریوسالکس

a21/0b13/0c01/0050/0صفر
2a39/0a34/0b15/0050/0
4a74/0b03/0b04/0090/0

4انتودینیوم

b03/62b08/68a53/70800/0صفر
280/832/8184/83680/1
4a70/67b00/54c30/50500/1

5اپیدینیوم

c45/4b69/5a73/6140/0صفر
2b24/7a26/8a79/8270/0
4a91/5b89/4b35/4200/0

6کل جمعیت پروتوزوا

c39/69b04/76a53/79700/0صفر
250/9630/9480/94700/1
4a50/78b20/62c00/56450/1

)>05/0p(دهنده تفاوت معنی دار بین تیمارهاست هر سطر، نشانوجود حروف غیر مشابه در -
رستورانپسماندباجیرهجودرصد50یجایگزین: 100تیماررستوران،پسماندباجیرهجودرصد50یجایگزین: 50تیماررستوران،پسماندفاقدشاهد،تیمار-
کروسکوپ حاصل شده است.نتایج گزارش شده در جدول با استفاده از روش شمارش با می-
-1-Holoticha ،2-Diplodinium ،3-Opharyoscolex ،4-Entodinium ،5-Epidinium،6-Total protozoa7 .هاخطاي استاندارد میانگین
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با افزایش سطح پسماند رستوران و کاهش جو در جیره، 
جنس دیپلودینیوم کاهش نشان داد. این نتایج با نتایج 

) که سطوح مشابهی از نسبت علوفه 5فرانزولین و دهوریتی (
ها استفاده نمودند، مطابقت به کنسانتره را در جیره گوساله

ندارد. دلیل این اختلاف، احتمالا در ماهیت ماده خوراکی 
باشد. جایگزین جو بر جمعیت این جنس از پروتوزا می

ستفاده از بیشترین تعداد جمعیت جنس دیپلودینیوم به هنگام ا
داري را با سایر مبتنی بر جو بود که تفاوت معنیجیره
). جنس اپیدینوم تفاوت >05/0pداد (اي نشان هاي تغذیهگروه
ها نشان داد بطوریکه با افزایش داري را در بین جیرهمعنی

جمعیت این جنس افزایش ،سطح پسماند رستوران در جیره
ی جنس افریوسالکس ). روند تغییرات جمعیت>05/0pیافت (

گروه ). دو>05/0pکاملا برعکس جنس اپیدینیوم بود (
تاژکدار، زنجیره غذایی و متابولیکی متفاوتی دارند چراکه 

هاي محلول را مورد استفاده ها عمدتا کربوهیدراتهولوتریش
هاي غذا را بلعیده ها تکهدهند در حالیکه انتودینومورفقرار می

داران انتودینومورف معمولا داراي تعداد کنند. تاژکو تخمیر می
بیشتري در شکمبه بوده و از نظر بیوشیمیایی بهتر شناخته 

تعداد جنس ،با افزایش سطح کنسانتره در جیره).29اند (شده
هاي با دهد. جیرهداري را نشان میاپیدینیوم افزایش معنی

شوندشکمبه میpHکنسانتره بالا معمولا منجر به کاهش 
) افزایش مصرف 13(مارتین و همکاران. بر اساس گزارش)5(

جو در جیره منجر به افزایش جمعیت هولوتریش در محتویات 
هاي حاوي جو در تحقیق حاضر نیز جیرهشکمبه گردید.

افزایش جمعیت بیشتري را در مقایسه با پسماند رستوران براي 
ج بر اساس نتای).3ها به همراه داشتند (جدول هولوتریش

ساعت بعد از 2جمعیت پروتوزایی شکمبه در ،بدست آمده
مصرف خوراك افزایش قابل توجهی یافت (بطور میانگین 

). افزایش بیشتر جمعیت پروتوزوایی 3درصد) (جدول 27حدود 
کردند، یکی از نکات قابل در حیواناتی که از جو تغذیه می

گروه رود بطوري که در این توجه در این مورد به شمار می
درصدي جمعیت پروتوزوایی روي 39حیوانات افزایش حدود 

در حالیکه ،لیتر)در هر میلی104×5/96در مقابل 39/69داد (
در گروه تغذیه شده با پسماند رستوران افزایش جمعیت حدود 

لیتر). در هر میلی104×8/94در مقابل 53/79درصد بود (19
اي، عنوان منبع غنی نشاستههتواند برسد دانه جو مینظر میهب

هاي اولیه پس سوبستراي مناسبی براي پروتوزواها در ساعت
شکمبه، جمعیت پروتوزوا pHاز تغذیه باشد. با توجه به کاهش 

ها کاهش ساعت پس از مصرف خوراك در تمامی گروه4در 
یافت و همانگونه که قبلا نیز اشاره شد کاهش جمعیت در 

د رستوران بسیار مشهودتر بود کننده پسمانگروه مصرف
)05/0p<(جد)ت یبطور جالب توجهی، جمع.)4و3ولا

ساعت پس از تغذیه، در گروه دوم یعنی گروه 4پروتوزوا در 
کننده کننده جو و پسماند رستوران نیز از گروه دریافتدریافت

pH. این در حالیست که تفاوتی در )3(جدول تر بودجو پایین
گروه وجود نداشت. لذا نسبت دادن کاهش شکمبه بین دو 

کننده شکمبه شاید قانعpHجمعیت پروتوزوآ تنها به کاهش 
دهد هاي آزمایشی نشان میهاي گروهنباشد. مقایسه جیره

میزان عصاره اتري یا چربی جیره در این گروه تقریبا دو برابر 

). شاید افزایش چربی 1کننده جو بود (جدول گروه دریافت
جنکینز و از طرف دیگراست.تاثیر نبودهدر این امر بیجیره 

) نشان دادند اسیدهاي چرب غیر اشباع با ایجاد 10(مک گوئر
منجر به کاهش جمعیت باکتریایی و الیاف پوشش روي 

هاي پروتوزوایی می شوند. کاهش در تعداد پروتوزوا و باکتري
به نیز در شکم1گرم منفی، عموما با کاهش بازچرخ نیتروژن

. در تحقیق حاضر افزایش سطح پسماند باشدهمراه می
رستوران در جیره منجر به کاهش میزان نیتروژن آمونیاکی

) که همسو 4در شکمبه گردید (جدول دار)معنی(هرچند غیر
هاي آزمایشی نیز با کاهش جمعیت پروتوزوآي شکمبه در بره

خی از طرف دیگر بر اساس بر).3(جدول )>05/0p(بود 
بلعد و ها را میسریعا باکتري،تحقیقات، گونه انتودینیوم

مشارکت زیادي در بازچرخ نیتروژن باکتریایی در شکمبه دارد. 
عنوان گونه غالب در برخی آزمایشات که کنسانتره هاین گونه ب

بود مشاهده گردید که احتمالا بالایی به حیوان تغذیه شده
به علاوه جمعیت ین بود.پایpHبدلیل تحمل بیشتر آنها به 

هاي بر پایه جو افزایش یافت. علت این گونه اپیدینیوم در جیره
امر احتمالا بواسطه توانایی گونه اپیدینیوم در هیدرولیز 

).7(استهاي موجود در دانه جو بودهبتاگلوکان
یکی دیگر از نکات قابل توجه، بالاتر بودن تعداد کل 

هاي حاوي پسماند رستوران جیرهپروتوزوا در زمان صفر در
دهی با افزایش میزان ساعت پس از خوراك4بود که در 

پسماند در جیره از جمعیت پروتوزوا کاسته شد. البته روند 
کاهش تعداد پروتوزوا در پاسخ به افزایش پسماند رستوران در 

هاي پروتوزوایی یکسان نبوده و در برخی جیره در جنس
و تاثیرگذار و در برخی دیگر بسیار کم ها بسیار مشهودجنس
تر بود. بعنوان مثال جنس انتودینیوم بعنوان گونه غالب، و رنگ

هاي هاي هولوتریش و افریوسالکس در مقایسه با جنسجنس
دیپلودینیوم و انتودینیوم کاهش جمعیت چشمگیرتري نشان 

استفاده از سطوح مختلف پیه در جیره ).3دادند (جدول 
داري در جمعیت هولوتریش معنیمنجر به کاهش گوسفندان

. جنس هولوتریش )9است (شدهساعت پس از تغذیه 5در 
بواسطه داشتن ساختار ویژه و وجود پرز در سطح بدن نسبت 

در باشند. تر میهایی با سطوح بالاي چربی حساسبه جیره
درصد چربی در 4استفاده از زنی)15(مسانا و همکارانتحقیق

اي کاهش جیره جمعیت پروتوزوایی را به میزان قابل ملاحظه
دار نبود که محققین داد هر چند از نظر آماري تفاوت معنی

بالاي جمعیت پروتوزوایی تنوعدار بودن را علت عدم معنی
ذکر کردند.

شکمبه بر pH)5(فرانزولین و دهوریتیبر اساس گزارش 
عواملی ین،ق. این محقداردپروتوزوایی تاثیر مستقیم جمعیت 
pHپایین شکمبه نظیر طول مدت زمانی که pHغیر از 

است، طول زمان زادآوري پروتوزوا و شکمبه پایین بوده
بر بقاي پروتوزوا در شکمبهرا 2سرعت خروج مواد از شکمبه

هاي غذایی که حاوي کنسانتره با مصرف جیره. موثر دانستند
یابد که تعداد پروتوزوا عموما کاهش میباشد،ه مقدار زیاد میب

الیاف) شناور در شکمبه (تله الیافی احتمالا بدلیل فقدان مواد
چنین منظور تکثیر آنها ها بهبعنوان جایگاه اتصال پروتوزوا

ناگاراجا و تیگمایربر همین اساس.)21(نتایجی را در پی دارد
1- N recycling 2- Rumen outflow rate
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تواند معیت پروتوزواي شکمبه میکاهش جکردند) عنوان 17(
یک شاخص خوب از اسیدوز حاد و تحت حاد ناشی از تجمع 

اسید لاکتیک یا اسیدهاي چرب فرار در شکمبه باشد.
شکمبهpHها و غلظت متابولیت

pH4اي در جدولهاي شکمبهشکمبه و غلظت متابولیت
و غلظت کل pHدرداري تفاوت معنیاست.گزارش شده

شتتیمارها وجود دایدهاي چرب فرار شکمبه بیناس
)05/0p<( جدول)4( .pHتیمار سوم که در هاي شکمبه بره

،درصد دانه جو با پسماند رستوران جایگزین گردید100آن  
درصد بود 50داري پایینتر از تیمار کنترل و تیماربطور معنی

)05/0p< کاهش .(pH ناشی از تخمیر تواند میشکمبه
اسیدهاي چرب فرار در شکمبهافزایش نسبت مولی و تریعسر

نسبت مولی اسیدهاي چرب فرارباشد. در آزمایش حاضر نیز 
را کاهش pHو در این تیمار بالاتر از تیمارهاي دیگر بوده

کند. بر یاین موضوع را نقض م5اما نتایج جدول . داده است
ر تمامی هاي حاوي جو تقریبا دجیره5اساس نتایج جدول 

هاي انکوباسیون میزان گاز بیشتري در مقایسه با تیمار زمان

این امر به مفهوم ).>05/0p(پسماند رستوران داشتند 
و نسبت مولی بالاتر اسیدهاي چرب جو تخمیرپذیري بالاتر 

هاي آزمایشی در انتهاي دوره آزمایش کشتار باشد. برهفرار می
هایی افت شکمبه در برهشدند و بطور جالب توجهی پرزهاي ب

که پسماند رستوران بطور کامل جایگزین دانه جو شده بود 
دلیل این امر روشن (نتایج منتشر نشده).کراتینه شده بودند

تغییر الگوي تخمیر و بالاتر بودن تواند بدلیلنیست اما می
و بدنبال آن کراتینه نسبت مولی اسیدهاي چرب در شکمبه 

کاهش جذب اسیدهاي .)26(شدپرزهاي شکمبه بانشد
احتمالا دلیل اصلی افزایش هاچرب فرار در شکمبه این بره

pHبودن ترنسبت مولی اسیدهاي چرب که منجر به پایین
باشد.میي مذکورهاشکمبه در بره

هاي پرواري دالاق و با همین در آزمایشی که روي بره
شکمبه pHنسبت دانه جو در جیره انجام شده بود میزان 

. بنظر بود5/6بالاتر از نتایج آزمایش حاضر و در محدوده 
اي ها در آزمایش حاضر با اسیدوز تحت حاد شکمبهرسد برهمی

).25(درگیر بودند

ساعت پس از تغذیه4ايهاي شکمبهو متابولیتpHهاي آزمایشی بر تاثیر جیره-4جدول 
Table 4. Effect of experimental rations on ruminal pH and metabolites 4 hours after feed delivery

تیمارهاي آزمایشی
501001شاهدهاي آزمایشیجیره

SEM

هاي شکمبهفراسنجه
pH

a74/5a77/5b59/504/0
T-VFA(mg/dl)

b10/71b04/71a05/9145/0
NH3-N(mg/dl)60/1330/1370/1273/0

T-VFAو گرم در دسیاي چرب فرار شکمبه ( میلی= کل اسیده (لیترNH3-Nمیلی) لیتر) دسیگرم در = نیتروژن آمونیاکی شکمبه
)>05/0p(دار بین تیمارهاست دهنده تفاوت معنیوجود حروف غیر مشابه در هر سطر، نشان-
رستورانپسماندبا جو جیرهدرصد50یجایگزین: 100تیمار،رستورانسماندپبا جو جیرهدرصد50یجایگزین: 50تیمار، رستورانپسماندفاقدشاهد، تیمار-
هارد میانگین. خطاي استاندا1

نتایج آزمایش تولید گاز
و میزان گاز تولیدي ناشی از تخمیر مواد غذایی

، 16، 12، 8، 4، 2در ساعات هاي مرتبط با تخمیرفراسنجه
نشان داده 5ول در جدپس از انکوباسیون48و 36، 24

،ساعت اول انکوباسیون2شود که در مشاهده می.استشده
هاي مورد تفاوتی در میزان تخمیر یا گاز تولیدي بین خوراك

آزمایش وجود نداشت. با سپري شدن زمان انکوباسیون در

وجوگاز در دانهمیزان تولید12و4،6،8هاي ساعت
داريمعنیطوربهتوران،رسپسماندوجودانهمساويمخلوط

از ساعت ). >05/0p(بودتنهایی بیشتربهرستورانپسمانداز
داري طور معنیدر دانه جو بهگازتولیدانکوباسیون به بعد،16

شد و این روند تقریبا هاي مورد آزمایش بیشتراز سایر خوراك
). >05/0p(تا اتمام دوره انکوباسیون ادامه یافت 

)خشکمادهگرمدرلیترمیلی(هاي مربوطه و فراسنجهانکوباسیونهايزماندري آزمایشیهاخوراكگازتولیدزانمی- 5جدول
Table 5. Amounts of gas production during incubation times and related parameters (ml/g DM)

انکوباسیون (ساعت)هايزماننمونه خوراك
246812162436481

(a+b)
2

C

8/54a7/97a9/141a6/191a4/242a7/275a9/305a3/327a9/340a1/341b107/0شاهد
509/56a9/107a8/153a1/196a2/235b2/258b1/282b5/295ab7/305b7/300a131/0
1009/49b4/85b2/123b8/158b7/204c2/235b8/263b6/282b3/294b5/294b099/0

3
SEM39/242/373/408/621/455/446/613/983/1143/11005/0

.)>05/0p(استهانمونهبیندردارمعنیاختلافوجوددهندهنشانستونهردرمشابهغیرحروف: *
هاخطاي استاندارد میانگین. 3، گازتولیدنرخثابت. 2گاز،تولیدقابلیتباخشکماده. 1

رستورانپسماندبا جو جیرهدرصد50یجایگزین: 100تیمار،رستورانپسماندبا جو جیرهدرصد50یجایگزین: 50تیمار، رستورانپسماندفاقدشاهد، تیمار

هاي ابتدایی تخمیر، مخلوط دانه رسد در ساعتنظر میبه
جو و پسماند رستوران شرایط مناسبی همانند دانه جو و حتی 

ها فراهمستفاده میکروارگانیسمتاحدودي بهتر براي ا
تنهایی کمترین میزان تولید گاز . پسماند رستوران بهاستکرده

هاي مورد آزمایش داشت. و تخمیرپذیري را در بین خوراك
علتبهاحتمالاً،رستورانپسماندگازتولیدمیزانبودنکمتر
هايمیکروارگانیسمبرسوء آنو اثراتچربیمیزانبودنبالا

ومحلولبخشگازتولیدمجموع. استبودهشکمبه
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پسماندازداريمعنیطوربهجودانه) a+b(غیرمحلول
بودبیشترجودانهورستورانپسماندمخلوطورستوران

)05/0p< .(پسماندمساويمخلوطگازتولیدنرخحالاینبا
جو دانهازداريمعنیطوربه)131/0رستوران و دانه جو (

).>05/0p(بود) بیشتر099/0رستوران (پسماند) و107/0(
مولکولیمقایسه نتایج بررسی میکروسکوپی با روش 

هاي میکروسکوپی مقایسه نتایج شمارش پروتوزوا با روش
است. گزارش شده6در جدول مولکولی(شمارش مستقیم) و 

تخمین بالاتري از مولکولیهمانگونه که مشخص است روش 
یت پروتوزوایی در مقایسه با روش شمارش مستقیم داشت جمع

بدین مفهوم که گروه شاهد در هر دو روش بالاترین و گروه 

درصد جو با پسماند رستوران کمترین 100سوم با جایگزینی 
تعداد پروتوزوا را دارا بودند. نکته حائز اهمیت این است که 

صرف روند کاهش جمعیت پروتوزوایی همزمان با افزایش م
پسماند رستوران در هر دو روش مشهود است. میزان بالاي 

حاکی از این مولکولیها در روش خطاي استاندارد میانگین
است که دقت این روش در آزمایش حاضر براي روش 

است. اما بدلیل اینکه خطاي شمارش مستقیم بالاتر بوده
ا بر بسیار بالا بود لذمولکولیها در روش استاندارد میانگین

ها تفاوت گروهخلاف روش میکروسکوپی، جمعیت پروتوزوا در
).6دار نشان ندادند (جدول معنی

×)104هاي آزمایشی ( جیرههاي تغذیه شده با برهجمعیت کل پروتوزاي شکمبه در - 6جدول 
Table 6. Ruminal protozoa count in the rumen of lambs fed experimental rations (×104 ml-1)

تیمارهاي آزمایشی
هامیانگینخطاي استاندارد50100شاهدپروتوزاي شکمبه

1901308000/50*مولکولیروش 
a50/78b20/62c00/5645/1شمارش مستقیم

.)>05/0p(دار بین تیمارهاست دهنده تفاوت معنیوجود حروف غیر مشابه در هر سطر، نشان
*Real Time PCR

رستورانپسماندبا جو جیرهدرصد50یجایگزین: 100تیمار،رستورانپسماندبا جو جیرهدرصد50یجایگزین: 50تیمار، رستورانپسماندفاقدشاهد، تیمار

هاي میکروسکوپی مزایاي متعددي نسبت به روش
مطالعه پروتوزوا دارد. اول درPCRبر پایه مولکولیهاي روش

اي از نظر مورفولوژیکی از مژکداران رودهاياینکه بخش عمده
18S rRNAاند ولی توالی ژنی رفرنسی براي مشخص شده

هاي دیده شده وجود ندارد. ها و گونهبراي بسیاري از جنس
RNAهاي هاي ژندر تعداد کپیپراکندگیوم اینکه د

هاي مختلف یا تحت شرایط متفاوت ریبوزومی در بین جنس
هاي مشاهده شده این خطا در نسبتممکن است موجبرشد

. مطالعات انجام گرفته با استفاده از پیمایش ژن ها گرددجنس
18S rRNAداران بیش از آنچه که حاکی از تنوع بالاتر مژك

). 18(دارد ،شودرفولوژیکی حاصل میوهاي مرسوم مبا روش

بیشتر در شمارش آنها با تنوعجمعیت بالاتر پروتوزوایی و 
در تحقیق حاضر نیز بدرستی این نکته را تایید لکولیموروش 

کند.می
اند که اینکه آزمایشات پیشین نشان دادها توجه بهب

در جیره تفاوتی بر با دانه جو پسماند رستوران جایگزینی 
عنوان یک خوراك هلذا ب)16(هاي پرواري نداشتعملکرد بره

به تاثیري که بر با ارزش قابل استفاده است. اما با توجه
ویژه شکمبه دارد در استفاده از آن بهpHجمعیت پروتوزوا و 

در سطوح بالاي جیره در نشخوارکنندگان بایستی احتیاط لازم 
را بعمل آورد.
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Abstract
This study was conducted to evaluate the effect of ration fermentability on ruminal protozoa

population during different hours after feeding. Fifteen hybrid Ghezel*Arkhar-merino male
lambs were fed experimental rations. Experimental rations were contain different levels of
barley grain and restaurant waste. Restaurant waste was substituted barley grain at the levels of
50 and 100 percent. Ruminal fluid was gotten from the lambs before and 2 and 4 hours after
feeding. Rations fermentability was determined using gas production technique. The results
showed that barley grain had higher fermentability (about 16%) than restaurant waste during 48
hours of incubation (341 vs 294 ml/g DM for barley grain and restaurant waste respectively). It
also had higher constant of degradability (0.107 vs 0.099 for barley grain and restaurant waste,
respectively). The rations containing restaurant waste resulted to higher pH and molar
proportions of total VFA (P<0.05). Total protozoa counts were highest and lowest for restaurant
waste and barley grain before feeding (79.5 vs 69.4 ×104 for restaurant waste and barley grain,
respectively). No differences in the protozoa count was found among the treatments during two
hours after feeding, but restaurant waste containing ration resulted to the lowest and conversely
barley ration resulted to the highest protozoa count four hours after feeding (56 vs 78.5 × 104 for
restaurant waste and barley grain rations, respectively). It seems that higher fat content and
lower pH of ration containing restaurant waste are the main causes of lower protozoa count, so
more attention should be take place when high levels of restaurant waste is used in the
ruminants ration.

Keywords: Barley Grain, Finishing Lambs, Gas Production Technique, Protozoa Count,
Restaurant Waste, Ruminal Ph, VFA
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