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 چکیده

است که مواد لیگنوسلولزی های تجزیه کننده ها حاوی انواع مختلفی از میکروارگانیسمروده موریانه :مطالعاتیزمینه 

زراعی گامی بزرگ جهت پوشش دادن کمبود خوراک دام پسماندهای ای بهبود ارزش تغذیهاستفاده از آنها در امکان 

جدا های همزیست تجزیه کننده مواد لیگنوسلولزی باکتری بهینه رشد pHتعیین دما و این پژوهش به منظور   :دفهاست. 

سرشاخه کاه گندم و های تخمیر آزمایشگاهی قابلیت هضم و فراسنجهها و بررسی موریانهاز دستگاه گوارش شده 

 Bacillusباکتری گونه سه  از، رای این منظورب کار:روش .انجام شدهای مذکور با ایزوله شده فرآوریخرمای 

licheniformis  ،Ochrobactrum intermedium  وMicrobacterium paludicola ، توسط های مذکور باکتری کهاستفاده گردید

 جداسازی شدهلیگنین و مواد لیگنوسلولزی انواع مختلفی از کشت حاوی  هایدر محیط هاروده موریانهمحتویات کشت 

سپس کاه گندم و سرشاخه خرما توسط  به دست آمد.یط کشت نوترینت براث ها در محرشد ایزوله هایمنحنی .دندبو

 ، اما دربودگراد درجه سانتی 40ای در دم B. licheniformisبهینه باکتری رشد  :نتایج .شدند آوریعملهای مذکور جدایه

سه رشد بهینه هر . مشاهده گردیدگراد درجه سانتی 37در دمای بهینه رشد  M. paludicolaو  O. intermedium  گونهدو 

حجم بیشترین  ی کاه گندم و سرشاخه خرماهر دو سوبسترا برای، آوریپس از عمل. اتفاق افتاد 7 برابر با pHدر  سویه

رین در تیمار شاهد و کمت B. licheniformisتوسط باکتری در تیمار فرآوری شده قابلیت هضم ماده آلی و  گاز تولیدی

ضریب انرژی قابل متابولیسم،  سوبسترای تجزیه شده حقیقی،(. قابلیت هضم ماده خشک، >05/0Pمشاهده گردید )

گیری نتیجه. یر تیمارهای آزمایشی قرار نگرفتثتحت تأدر هر دو سوبسترا نیتروژن آمونیاکی غلظت و  pH، تفکیک

سبب های جداسازی شده باکتریوری کاه گندم و سرشاخه خرما توسط آعملکه  نشان داداین تحقیق نتایج  نهایی:

 .گردیدتنی در شرایط برونشکمبه های تخمیر فراسنجه بهبود

 

 آزمایشگاهی های تخمیر، فراسنجهpH ،دما روده موریانه،های باکتریمواد لیگنوسلولزی،  کلیدی: واژگان
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  مقدمه

ای از مواد شامل طیف گسترده ماندهای کشاورزیپس

در جهان  هاآنسالانه حجم زیادی از آلی گیاهی بوده و 

و جوناتان و همکاران،  2006 اد)گبولاگ گرددتولید می

سلولز شامل ترکیبی از سلولز، همی لیگنوسلولز .(2008

باشد که بیشترین بیوماس موجود روی و لیگنین می

لیگنین دارای  .(2013نی و توکودا ) استزمین 

پیچیده، بی شکل و مقاوم بوده که از  ساختاری

هیدروکسی فنیل پروپان  -واحدهای مونومری پی

(. این 2009کورنول و همکاران ) استتشکیل شده 

شده پیوند سلولز ترکیب سخت تجزیه با سلولز و همی

ها به بخش و سبب کاهش قابلیت دسترسی میکروب

ن چنین، آن به عنواهمشود. کربوهیدراتی در شکمبه می

های ساختمانی عمل سدی برای استفاده از کربوهیدرات

مواد  حال (. به هر1994سوست وننماید )می

به دلیل وجود بخش کربوهیدارتی،  لیگنوسلولزی

زا در جیره پتانسیل استفاده به عنوان یک خوراک انرژی

. از (2014ناصحی و همکاران ) را دارندنشخوارکنندگان 

 آوری مواد لیگنوسلولزیملعهایی که برای جمله روش

قرار  استفادهمورد ها ای آنجهت افزایش ارزش تغذیه

یایی، های فیزیکی، شیمروش توانمیگرفته است 

را آبکافت و بیولوژیکی  -فیزیکوشیمیایی، اکسیداسیون

و فضائلی و همکاران  1997راحال و همکاران ) نام برد

مواد زی ساآوری و غنیعملهای اخیر، طی دهه (.2004

ی بیولوژیکی مورد توجه بیشتر به روشلیگنوسلولزی 

آوری نسبت به دیگر زیرا این نوع عمل قرار گرفته است،

ارزش غذایی را به میزان بیشتری افزایش داده،  هاروش

استهلاک و  ،کمترزیست محیطی سبب ایجاد آلودگی 

مقرون به و شود، میدر تاسیسات و تجهیزات  کمتر

و فضائلی و  1993راحال و همکاران ) باشدمی صرفه

  (.2004همکاران 

مهره ترین جانواران بیترین و مهمفراوانها موریانه

معدود موجوداتی هستند که توانایی  و از ،محسوب شده

تجزیه مواد لیگنوسلولزی را دارند. این قابلیت عمدتاً به 

وبی مستقر در دستگاه گوارش ریکهای مدلیل همزیست

ی از نحو کارآمد که به باشدیم هاآن

برداری های دستگاه گوارش خود بهرهمیکروارگانیسم

و توان تجزیه سدهای لیگنین و پلیمرهای کنند، می

نسبت به تجزیه آنزیمی را کربوهیدراتی بیشتری 

و  1999هایودو و همکاران ) دارند زادی موریانهدرون

  (.2010و واتابل و توکودا  2009برون 

-83نشان دادند که ها مدفوع موریانه با بررسی انمحقق

ها حین عبور از دستگاه گوارش آنلیگنین درصد  5

و کوکسون  1979بوتلر و باکرفیلد ) ه استتجزیه گردید

سید کربن دی اک تولید دیگری در مطالعه (.1988

از مواد لیگنوسلولزی خورده شده توسط دار نشان

پس از جدا نمودن  Nasutitermes exitiosusهای موریانه

. این امر نشان دهنده مشابه بودبا گروه شاهد  هاسر آن

است که فعالیت تجزیه لیگنین مشاهده شده  این واقعیت

و  ،احتمالاً مستقل از متابولیسم حیوان میزبان بوده

کوکسون ) هاستهای روده آنمرتبط با فعالیت میکروب

 هوازییهای باکتریایی بسویهپژوهشگران (. 1988

از روده را هوازی اختیاری و هوازی ، بیاجباری

و  Mastotermes darwiniensis های پستموریانه

Reticulitermes santonensis  و موریانه عالی

Nasutitermes nigriceps های کشت حاوی در محیط

مونومرهای لیگنین و یا سایر ترکیبات آروماتیک 

و کوهنیگ و  1995)برون و همکاران  نمودند سازیجدا

عمده  .(1994و کوهنیگ و همکاران  1997کونیگ 

رکیبات مونومری آروماتیک و ترکیبات دایمری در ت

حضور اکسیژن توسط مخلوط جمعیت میکروبی روده 

اجرا شده در پژوهش . شدندو کشت خالص تجزیه 

( که از مجموع 1998و همکاران ) کاتوتوسط 

 ،استفاده گردید های دستگاه گوارش موریانهباکتری

درصد  28ها قادر به تجزیه مشخص شد که این باکتری

از دایمرهای درصد  60-95از لیگنین دی آلکالیزه و 

 باشند. لیگنین می
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ها در حدود کل جمعیت یوکاریوتی روده موریانه

 استگزارش شده لیتر میکروب در میلی 1011-107

 .(2006و کونیگ و همکاران  1999)برچتولد و همکاران 

توسط ها از روده موریانه بسیاریباکتریایی  هایگونه

هوازی اختیاری و هوازی حاوی های بیمحیط کشت در

ماتیک مونومرهای لیگنین یا سایر ترکیبات آرو

، عمده 16S rDNAبر اساس روش جداسازی شده است. 

، Spirochetesمتعلق به شاخه ها این باکتری

Proteobacteriaی گرم مثبت و ها، باکتری

Bacteriodes/Flavobacterium توکودا و  اندبوده(

در چه اگر(. 2003و واتاناب و همکاران  2000همکاران 

های دخیل در میکروارگانیسمبسیاری از  های اخیرسال

ها توسط کشت خالص موریانههضم لیگنوسلولز روده 

، اما هنوز بخش عمده این تشناسایی شده اس

کر و ) اندنشدهشناسایی و بررسی ا همیکروارگانیسم

های باکتری(. 2013و نی و توکودا  1983همکاران 

یا هر اکوسیستم ها جداسازی شده از روده موریانه

از رشدی شرایط مطلوب  نیازمند فراهم نمودندیگری 

های بتوانند با ترشح آنزیمتا  ،هستند pHنظر دما و 

خود را لوب مطهای ثر بیشتر روی سوبسترا، قابلیتؤم

در اندکی های ما، یافتهاطلاعات بر اساس نشان دهند. 

فرآوری پسماندهای لیگنوسلولزی توسط  مورد

های تجزیه کننده لیگنین و لیگنوسلولز جدا شده باکتری

بنابراین، ها وجود دارد. از دستگاه گوارش موریانه

بهینه  pHتعیین دما و  ،هدف از انجام پژوهش حاضر

 Bacillus licheniformis ،Ochrobactrum هایرشد باکتری

intermedium   وMicrobacterium paludicola  جداسازی

 Microcerotermesی هااز دستگاه گوارش موریانهشده 

diversus های ها بر فراسنجهاثر آنبررسی ، و سپس

 باسرشاخه خرما کاه گندم و  در آزمایشگاهیتخمیر 

 . دبوروش تولید گاز 

 
 

 

 هااد و روشمو

 های باکتریاییایزوله

 .Bباکتریایی سه جدایهدر تحقیق حاضر از 

licheniformis  ،O. intermedium  وM. paludicola 

مایع کشت  محیط درها استفاده گردید. این باکتری

گرم پتاسیم هیدروژن  7های پایه )شامل محلول نمک

گرم  1گرم پتاسیم دی هیدروژن فسفات،  3فسفات، 

 1آبه در  7گرم سولفات منیزیم  1/0سولفات آمونیوم و 

لیگنوسلولز، که لیگنین و  حاوی انواعی ازلیتر آب مقطر( 

، کشت داده ندتهیه گردیده بود از کاه گندم و خاک اره

های ایزوله(. 1382)برجی  ندگردیدو جداسازی ، شد

باید های مولکولی شناسایی شدند. مذکور توسط روش

و مواد لیگنوسلولزی مذکور به  هاکه لیگنینعنوان نمود 

عنوان تنها منبع انرژی و کربن در محیط کشت جهت 

   .قرار داده شدها رشد ایزوله

در محیط نوترینت  هاتعیین دمای بهینه رشد باکتری

 براث

 هایایزوله رشد مناسب دمای انتخاب به منظور

 ،30 دمای سه در هاباکتری این رشد منحنی باکتریایی،

 نوترینت کشت محیط در گرادسانتی درجه 40 و 37

ترکیب شیمیایی محیط کشت نوترینت . گردید رسم براث

گرم عصاره  2گرم عصاره گوشت،  1براث شامل 

لیتر آب  1گرم کلرید سدیم در  5گرم پپتون و  5مخمر، 

هدف از انتخاب (. 1983مقطر بود )فاهی و پرسلی 

های بود که باکتری آن ، های دمایی مذکورمحدوده

 شده سازیها جدااز دستگاه گوارش موریانه مورد نظر

دستگاه گوارش حداکثر  محدوده دمایی انتهای و بودند

برای تعیین  تغییر نماید.هایی تواند در چنین محدودهمی

 18 تعداد ،در دماهای مختلف هامنحنی رشد باکتری

سه دمای )سه باکتری در  لیتری انتخابمیلی 250 ارلن

لیتر میلی 150 و به هر کدام ،ارلن(( 2تکرار ) 2مختلف با 

ها نسپس ارل اضافه گردید.محیط کشت نوترینت براث 

گراد استریل شدند. پس از درجه سانتی 121در دمای 

ساعته باکتریایی  24خنک شدن، چند لوپ از کشت تازه 
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محیط کشت نوترینت آگار کشت  های حاویدر پلیتکه 

 در هاارلن شده بودند به هر ارلن تلقیح شده وداده 

 2 هر. شد داده قرار نظر مورد یهادما با انکوبارتور

ای از هر ارلن نمونه ساعت 60 مدت به و بار یک ساعت

 600 موج طول در باکتری رشد میزانگرفته شد و 

 و شد قرائت اسپکتروفتومتر دستگاه توسط نانومتر

 گردید ترسیم باکتری رشد منحنی سپس

باید عنوان نمود که . (2011جایارامان )سیواشانموگام و 

محیط نوری رشد باکتریایی بیشتر سبب افزایش جذب 

خواهد گردید. در روش اسپکتروفتومتری کشت 

 شد تکرار بار 2 باکتری هر برای جذب خوانش همچنین،

 .  آمد دسته ب تکرار 4 جدایه هر برای نهایت در که

 نوترینت محیط در هاباکتری درش بهینه pH تعیین

 براث

 در هاباکتری، منحنی رشد بهینه رشد pHتعیین برای 

pH 5، 6، 7 هدف از انتخاب گردید.  ترسیم 8 و

های مذکور به این دلیل بود که باکتری pHهای محدوده

 ها جدا شدهمورد بررسی از دستگاه گوارش موریانه

ش حداکثر دستگاه گوارانتهای  pHبودند و محدوده 

 از پسهایی تغییر نماید. تواند در چنین محدودهمی

در آزمایش  هاباکتری رشد دمای ترینمناسب انتخاب

گراد به عنوان بهترین دمای درجه سانتی 37قبلی )دمای 

 ،دما آن داشتن نگه ثابت با ها تعیین گردید(،رشد ایزوله

برای تعیین . شد تعیین نیز رشد مناسب pH میزان

لیتری انتخاب میلی 250ارلن  24 ،هانی رشد باکتریمنح

و به هر  تکرار( 2مختلف با  pH)سه باکتری در چهار 

لیتر محیط کشت نوترینت براث اضافه میلی 150کدام 

 کلریدریک اسید و نرمال یک سود از استفاده باگردید. 

سپس  .های مورد نظر تنظیم گردیدندpH نرمال یک

گراد استریل شدند. درجه سانتی 121ها در دمای ارلن

ساعته  24پس از خنک شدن، چند لوپ از کشت تازه 

محیط  های حاوی)کشت داده شده در پلیتباکتریایی 

 در هاارلن به هر ارلن تلقیح شده و نوترینت آگار( کشت

بهینه  دمای) گرادسانتی درجه 37 دمای با انکوبارتور

 یک ساعت 2 رشدند. ه داده قراردست آمده( ه رشد ب

ای از هر ارلن گرفته شد نمونه ساعت 60 مدت به و بار

 توسط نانومتر 600 موج طول در باکتری رشد و میزان

 منحنی سپس و شد خوانده اسپکتروفتومتر دستگاه

)سیواشانموگام و جایارامان  گردید ترسیم باکتری رشد

 بار 2 باکتری هر برای جذب خوانش همچنین، .(2011

 تکرار 4 باکتری جدایه هر برای نهایت در که شد تکرار

 .آمد دسته ب

 های باکتریاییجدایه بقایای زراعی توسطآوری عمل

آوری کاه گندم و سرشاخه خرمای عملبرای 

ارلن یک لیتری  32به گیری شده با آب جوش، عصاره

 شاملباکتری  3 ×سوبسترا  2 شامل تیمار 8[

Bacillus،Ochrobactrum  وMicrobacterium   +2 شاهد 

)سوبسترای قرار داده شده در محیط کشت و بدون 

 500]تکرار به ازای هر تیمار 4و  ،(تلقیح باکتریایی

گرم دی  2/6)حاوی  Media 9 لیتر محیط کشت مایعمیلی

گرم دی هیدروژن پتاسیم  5/3سدیم هیدروژن فسفات، 

گرم سولفات آمونیوم  1گرم کلرید سدیم و  5/0فسفات، 

گرم(  5/12درصد )معادل  5/2و هر لیتر آب مقطر( در 

ی خرما سرشاخهاز مواد لیگنوسلولزی کاه گندم یا 

 عمل اضافه گردید.متر شده به میزان یک میلی آسیاب

صورت گراد درجه سانتی 121ها در دمای ارلناستریل 

ساعته  24لیتر کشت میلی 3. پس از خنک شدن، گرفت

قبل در محیط کشت نوترینت هر گونه باکتریایی که از 

استفاده  هر ارلن براث کشت داده شده بود، برای تلقیح

بسته شده و در با پنبه استریل ها . سپس درب ارلنشد

 هفته در انکوباتور 6گراد به مدت سانتی درجه 37دمای 

کشت در شرایط هوازی دور در دقیقه   150با شیکردار 

 هر ارلن ن، محتوایشدند. پس از پایان انکوباسیو داده

بار با آب مقطر  3و توسط کاغذ صافی صاف گردید 

شده آوری ی جمعبقایابا قرار دادن شستشو داده شد. 

درجه  60ساعت در دمای  48به مدت  در آون

 ینان شدحصول اطم هاآناز خشک شدن  ،گرادسانتی

 .(1382برجی )
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و تولید گاز تاثیر فرآوری باکتریایی بقایای زراعی بر 

 آزمایشگاهیهای تخمیر فراسنجه

قبل از  ،س گاو هلشتاین فیستولاگذاری شدهأاز دو ر

توسط لوله شکمبه شیرابه دهی وعده صبح خوراک

آوری گردید. حیوانات با جمعپلاستیکی و پمپ خلاء 

درصد  40درصد علوفه و  60استفاده از جیره حاوی 

صد در 10درصد کاه گندم،  40)جیره محتوی کنسانتره 

دانه درصد  27درصد یونجه خشک،  10سیلوی ذرت، 

 55/0درصد اوره،  9/0درصد سبوس گندم،  11ذرت،

درصد مواد معدنی و  25/0، کربنات کلسیمدرصد 

( درصد نمک بر حسب ماده خشک بود 25/0و  ویتامیه

شکمبه بلافاصله شیرابه شدند.  به مدت دو هفته تغذیه

سریعاً به گردید و توسط چهار لایه پارچه پنیر صاف 

آزمایشگاه انتقال داده شد. جهت حصول اطمینان از 

شیرابه شرایط بی هوازی، گاز دی اکسید کربن به 

چنین، قبل از و هم، شکمبه صاف شده تزریق گردید

استفاده جهت انکوباسیون تیمارها در حمام آب گرم با 

 گراد نگهداری شد.  درجه سانتی 39دمای 

های و فراسنجهتولیدی گاز جم حبررسی به منظور 

های با باکتریآوری شده در سوبستراهای عملتخمیر 

 (2010مکار )از روش  ،جدا شده از روده موریانه

دو سری آزمون تولید گاز به طور همزمان استفاده شد. 

های خوراکی تولید گاز نمونه ،انجام شد. در سری اول

ازای هر تیمار(  تکرار به 4متر؛ )با اندازه ذرات یک میلی

 500لیتری که حاوی میلی 100ای شیشه هایویالدر 

 10لیتر بزاق مصنوعی و میلی 30گرم نمونه، میلی

گیری (، اندازه2010مکار ) لیتر مایع شکمبه بودندمیلی

ها توسط دستگاه گاز تولیدی در ویالحجم شد. 

، 48، 36، 24، 16، 12، 8، 6، 4، 2های فشارسنج در زمان

 تعیینساعت پس از انکوباسیون  144و  120، 96، 72

 شد. 

 های تولید گاز از معادله غیر خطیبرای تعیین فراسنجه

(ct-e – 1( P = b  ( بلومل و همکارن استفاده گردید

گاز تولیدی از بخش تخمیر  b(. در این معادله، 2003

زمان  t، نرخ تولید گاز در ساعت c، لیتر()میلی پذیر

میزان گاز تولیدی  Pون بر حسب ساعت و انکوباسی

 .بودلیتر( در زمان مورد نظر )میلی

به ازای هر تکرار  4 با آزمایش تولید گازسری دوم 

ای ماده به منظور تعیین قابلیت هضم شکمبهتیمار و 

 ضریب تفکیکشکمبه و  نیتروژن آمونیاکی و pHخشک، 

 حجمانکوباسیون، ابتدا ساعت  96طراحی شد. پس از 

ها باز گاز تولیدی هر ویال ثبت گردید. سپس درب ویال

)مدل متر pHها توسط دستگاه آن pHگردیده و میزان 

ثبت گردید. سپس سوئیس(  Metrohm؛ شرکت 744

درجه  4در دمای  g×2000محتوای هر ویال با دور 

دقیقه سانتریفیوژ گردید.  20و به مدت گراد سانتی

و خشک گردیدند. از  آوری شدهبقایای هر ویال جمع

اختلاف وزن سوبسترای اولیه و وزن بقایا پس از 

ای ماده خشک شکمبهانکوباسیون، قابلیت هضم 

نیتروژن آمونیاکی، غلظت جهت تعیین  محاسبه گردید.

لیتر( سریعاً با یک میلی 5های سوپرناتانت )نمونه

نرمال مخلوط شده و در دمای  HCl 2/0لیتر اسید میلی

 گراد نگهداری شدند. سانتی درجه -20

ساعت انکوباسیون به صورت  96پس از ضریب تفکیک 

تجزیه شده به حجم گاز تولیدی  حقیقینسبت ماده آلی 

ماده آلی . ساعت انکوباسیون محاسبه گردید 96پس از 

تجزیه شده از اختلاف ماده آلی سوبسترای اولیه  حقیقی

انرژی ن گردید. با ماده آلی بقایا پس از انکوباسیون تعیی

قابل متابولیسم و قابلیت هضم ماده آلی  طبق معادلات 

 (: 1979زیر تخمین زده شد )منکی و همکاران 

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

 +0.0029 CP2 

 
IVOMD (g/kg OM) = 148.8 + 8.89 GAS + 4.50 

CP + 6.51 XA 
 

 MEماده آلی؛  قابلیت هضم IVOMDکه در این معادلات، 

پروتئین خام به غلظت  CPانرژی قابل متابولیسم؛ 
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خاکستر به  XAگرم ماده خشک؛  100صورت گرم در 

گاز حجم  GASگرم ماده خشک و  100صورت گرم در 

 96پس از گرم سوبسترا میلی 200خالص تولیدی برای 

 باشد. میساعت انکوباسیون 

 هاتجزیه شیمیایی نمونه

برودریک توسط روش  هاویالونیاکی نیتروژن آمغلظت 

 تعیین گردید.  (1980) و کانگ

 آماری  تجزیه

با استفاده از  به دست آمدههای تجزیه واریانس داده

(، در قالب 2001) SASافزار و توسط نرم GLMرویه 

طرح کاملاً تصادفی انجام گرفت. مدل آماری طرح 

 برای هر سوبسترا )کاه گندم یا سرشاخهآزمایشی 

بود که در این مدل  ij+ e i= µ + T ijYبه صورت خرما( 

ijY ،µ ،iT  وije  به ترتیب رکورد مشاهده شده، میانگین

ام و اثر خطای آزمایشی بود.   iکل، اثر تیمار آزمایشی

ای ها با استفاده از آزمون چند دامنهمقایسه میانگین

 درصد انجام شد. 5داری دانکن و در سطح معنی

 

 بحث و نتایج

 هاباکتری دمای بهینه رشد

های جدایهنتایج مربوط به تعیین دمای بهینه رشد 

گراد درجه سانتی 40و  37، 30در سه دمای  باکتریایی

نشان داده  1 شکلترینت براث در ونکشت در محیط 

در سه دمای مورد هر سه سویه باکتریایی  شده است.

 .Bبهینه باکتریرشد  نظر قادر به رشد بودند.

licheniformis   دست ه گراد بدرجه سانتی 40در دمای

های مورد بررسی زمان بیشترآمد، به طوری که در 

درجه  37و  30منحنی رشد آن بالاتر از دو دمای 

گراد بود. این باکتری در دمای بهینه خود بعد از سانتی

ترین رشد آن ساعت به حداکثر رشد رسید. ضعیف 30

 گراد اتفاق افتاد.     یدرجه سانت 30در دمای 

نشان داد که بر  O. intermedium منحنی رشد سویه

در دمای  آن، رشد بهینه  B. licheniformisخلاف باکتری

ساعت در  32گراد اتفاق افتاد و بعد از درجه سانتی 37

چنین، باکتری این دما به حداکثر رشد خود رسید. هم

خوبی را از  گراد رشددرجه سانتی 40مذکور در دمای 

 .O خود نشان داد. کمترین رشد در باکتری

intermedium  گراد مشاهده درجه سانتی 30در دمای

 گردید. 

 .Oبهینه رشد مانند ایزوله  M. paludicolaدر جدایه 

intermedium  گراد اتفاق افتاد درجه سانتی 37در دمای

ساعت به حداکثر رشد خود در  32و این باکتری پس از 

درجه  30ترین رشد آن در دمای مذکور رسید. کم دمای

 گراد مشاهده گردید.سانتی

توان دما، ترین عوامل موثر بر سرعت رشد میاز مهم

pH ترکیب گاز اتمسفر، نوع گونه باکتریایی، ترکیب و ،

های ها و فرآوردهنوع محیط کشت، تعداد اولیه باکتری

که در عین  ها را بر شمرد،حاصل از متابولیسم باکتری

حال عمده این عوامل ممکن است با یکدیگر تعاملاتی نیز 

(. در تحقیق 1995موهان و مانوسلیس داشته باشند )

های باکتریایی مورد آزمون از یک گونه اگرچه ،حاضر

موریانه( جداسازی شدند، از  دستگاه گوارشمحیط )

درجه  37-40نظر دمایی )مزوفیل با دمای مناسب بین 

های اد(، خصوصیت ترکیب گازی )طبق آزمونگرسانتی

هوازی باکتری بی بیوشیمیایی انجام شده هر سه

خصوصیت غذایی )هتروترف(  اختیاری بودند( و

ثر بر میزان و نحوه ؤمل میکنواخت بودند. بنابراین، عوا

ترکیب محیط  ،گونه باکتریاییمواردی مانند ها رشد آن

بولیسم و یا نوع محصولات حاصل از متا مغذی

دستگاه گوارش  گفت باید  بوده است.باکتریایی 

ها علی رغم کوچک بودن و سادگی ظاهری موریانه

ها در روده موریانه یت. حتیسمحیط کاملاً یکنواختی ن

های کند، بخشمتر تجاوز نمیکه طول آن از چند میلی

مانند پیش معده، با شرایط رشدی مختلفی  متمایزکاملاً 

، استبخش  5س معده که خود مشتمل بر میان معده و پ

به علاوه، بین (. 1982اسلایتور  وجود دارد )ابرین و

های مختلف موریانه نیز اختلافات اساسی از نظر گونه

اختلاف در  شرایط حاکم بر دستگاه گوارش وجود دارد.
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  .ستبوده ا کوردلیل موارد مذه حاضر احتمالًا به های مطالعدمای بهینه رشد در ایزوله

 

  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 Bacillus( در آزمایشی سه باکتری 1382برجی )

sphaericus ،anthropi Ochrobactrum  وcloacae 

Enterobacter های را از دستگاه گوارش موریانه

Anacanthotermes vagans دما و  و ،نمود جداسازیpH 

ی را بررسکشت مختلف  هایدر محیطها بهینه رشد آن

نتایج تحقیق مذکور نشان داد که در هر دو محیط . کرد

حاوی  Media 9 و محیط کشت آبگوشت مغذی کشت

 4با افزایش دما از  کلش گندم به عنوان تنها منبع کربن،

ها افزایش یافت و گراد، رشد باکتریدرجه سانتی 37تا 

درجه  25-37بیشترین رشد در محدوده دمایی 

د. در این آزمایش، با افزایش گراد مشاهده گردیسانتی

رشد هر سه باکتری  ،گراددرجه سانتی 60تا  37دما از 

در هر دو محیط کشت روندی کاهشی نشان داد و این 

و  ،بودهبیشتر از دو گونه دیگر   Bacillusگونه درکاهش 

حاوی کلش گندم بیشتر از  Media 9 نیز در محیط کشت

ج مشابه نتایج این نتای بود.آبگوشت مغذی محیط کشت 

وارما  و پائول دست آمده در تحقیق حاضر است.ه ب

ها را از خاک کلنی موریانه Bacillus( نیز یک گونه 1993)

تری بر روی مواد جدا نمودند که قادر به رشد سریع

محلول مانند زایلان و کربوکسی متیل سلولز نسبت به 

 

   

 ریایی جدا شده از روده موریانههای مختلف باکتاثرات دما بر رشد گونه -1 شکل

Figure 1- Effects of temperature on growth of different bacterial species isolated from termite gut 
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ه بهین pHدما و مواد نامحلولی مانند پوست برنج بود. 

 2/7گراد و درجه سانتی 37رشد این باکتری به ترتیب 

 Arthrobacter( دمای بهینه رشد 1987کر و کر ) بود.

گراد گزارش درجه سانتی 26را جهت تجزیه لیگنین 

 نمودند.

pH هاباکتری بهینه رشد 

های بهینه رشد سویه pHنتایج مربوط به تعیین  2 شکل

درجه  37با دمای  و 8و  7، 6، 5های pHباکتریایی در 

 رادر محیط نوترینت براث گراد )دمای بهینه( سانتی

های اسیدی، pH انواعدر ها تمام ایزوله دهد.نشان می

بهینه هر سه رشد قادر به رشد بودند، اما  خنثی و بازی

 pHدر . مشاهده گردید 7خنثی یعنی  pHدر ها آن

 Bacillus  ،Ochrobactrumبیشترین رشد برایمذکور، 

 36و  34، 30به ترتیب در ساعت   Microbacteriumو

همچنین، در مشاهده گردید. پس از انکوباسیون ساعت 

 5برابر با  pHسه جدایه باکتریایی کمترین رشد در هر 

 اتفاق افتاد. 

ثیر قابل توجهی بر رشد أمحیط کشت ت pHمیزان 

بهینه  pHها دارد. هر میکروارگانیسم دارای یک میکروب

دهد. تغییر را نشان میخود ه در آن حداکثر رشد کاست 

 pHعدم توانایی در خنثی نمودن به دلیل  pHاین در 

فیزیولوژیکی درون  pHتغییر محیط رشدی و به طبع 

 شودمیها منجر به رشد نامطلوب میکروب ،سلولی

 . (2015)باسو و همکاران 

های pHنیز ان مطابق با نتایج حاضر، بسیاری از محقق

جهت رشد و فعالیت بهینه  pHی تا کمی قلیایی را خنث

و  1988)گیروکس و همکاران باکتریایی گزارش نمودند 

برای ( آزمایشی 1382برجی ) (.1995یانگ و همکاران 

های جدا شده از روده بهینه رشد باکتری pHتعیین 

در محیط کشت  Anacanthotermes vagansهای موریانه

دریافت که هم گونه باکتری  آبگوشت مغذی انجام داد و

رشد داشتند. بر اثر قابل توجهی  pHو سطوح مختلف 

های مورد آزمون، بیشترین رشد به ترتیب در باکتری

و   Enterobacter ،Bacillusمربوط به گونه 

Ochrobactrum  بود. در سطوح مختلفpH بیشترین ،

دست آمد که بین این سه ه ب 9و  7، 5های pHرشد در 

pH که هر  داری وجود نداشت. در حالیلاف معنیاخت

که کمترین رشد در آن صورت گرفت  pH 3با  pHسه 

 Mediaداری نشان دادند. در محیط کشت اختلاف معنی

 7و  pH 5ها در نیز بیشترین رشد در این جدایه 9

 مشاهده گردید.

به هر حال آنچه مسلم است عوامل موثر بر رشد 

باشند. برای یز با یکدیگر میباکتری دارای تعاملاتی ن

 ( دریافتند که باکتری1990)مثال، راجارام و وارما 

Bacillus thermo-alkalophilus  رشد بهتری بر روی

بهینه رشد  pHباگاس نسبت به پوست برنج نشان داد و 

بود که مشابه نتایج پژوهش حاضر  6-7این باکتری 

بهینه  pH(، 1996است. در مطالعه نیراج و همکاران )

به دست آمد.  Aeromonas formicans 8رشد باکتری 

بهینه برای  pH( نیز 1987اسرینیواسان و همکاران )

 6-7های باکتریایی را تولید آنزیم در برخی گونه

 گزارش نمودند. 
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های محققان، زمان زادآوری یک بر اساس گزارش

های تواند برای باکتریکتری در محیط کشت میبا

 20( فقط به میزان Escherichia coliالرشد )مانند سریع

های آهسته رشد دقیقه باشد در حالی که برای باکتری

ساعت طول  24( تا Mycobacterium tuberculosis)مانند 

(. در کل، در پژوهش 1995بکشد )موهان و مانوسلیس 

های جدا می بودن وابستگی ایزولهحاضر با توجه به حت

ها، از شده به خصوصیات دستگاه گوارش موریانه

عوامل مهم تاثیرگذار بر میزان و نرخ رشد باکتریایی 

توان به گونه باکتری، تعداد اولیه آن در محیط کشت، می

ترکیب مواد مغذی محیط کشت و نوع مواد حاصل از 

 .نمودمتابولیسم باکتریایی اشاره 

، با فرآوری پسماندهای کشاورزی در شرایط در کل

های بهینه رشد به دست آمده توسط ایزوله pHدمایی و 

ای این توان افزایش ارزش تغذیهباکتریایی مذکور، می

مواد لیگنوسلولزی را انتظار داشت. به عبارت دیگر، 

مطلوب باکتریهای مذکور دارای این  pHدانستن دما و 

خص آگاه باشد که بهترین اهمیت کاربردی است که ش

شرایط رشد باکتریهای مذکور چیست، و در نتیجه برای 

 

  

 درجه 37های مختلف باکتریایی جدا شده از روده موریانه در دمای بر رشد گونه pHاثرات  -2شکل 

 گراد )دمای بهینه(سانتی

Figure 2- Effects of pH on growth of different bacterial species isolated from termite gut at 37oC 

(optimum temperature) 
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 وری ایجاد نماید.آمطلوب را در پسماندهای مورد فر pHرسیدن به بهترین بازده و فراوری بهینه آن دما و 

 

های تخمیر با استفاده از ههای باکتریایی جدا شده از روده موریانه بر فراسنجآوری کاه گندم توسط گونهاثر عمل -1جدول 

 تولید گاز

Table 1- Effect of processing wheat straw by bacterial species isolated from termite gut on fermentation 

parameters using gas production 

P-value SEM 

 های آزمایشیجیره
Experimental diets 

 

WS+MP WS+BL WS+OI 
WS1 

(control) 
 

0.01 0.16 b10.3 a11.6 b10.2 c9.23 

 ساعت 24تولید گاز در زمان 
2(mL) 24GP 

 ساعت 96تولید گاز در زمان 

0.001 0.40 b56.2 a59.3 b57.4 c54.7 2(mL) 96GP 

 ساعت 144تولید گاز در زمان 

0.01 0.43 b63.3 a65.9 b63.4 b62.1 2(mL) 144GP 

 پتانسیل تولید گاز

0.01 0.85 b82.8 a86.7 c79.8 b83.2 3b (mL) 

 پذیرینرخ تجزیه

0.01 0.000

2 

b0.01 a0.011 b0.01 c0.009 4)/h( c 

 قابلیت هضم ماده خشک

0.47 1.65 44.4 45.2 43.9 41.5 5(%) 96IVDMD 

 قابلیت هضم ماده آلی

0.01 0.29 b36.3 a38.0 a37.7 b36.0 6(%) 96IVOMD 

 سوبسترای واقعی هضم شده

0.16 2.91 266 276 267 270 7(mg) 96TDS 

 انرژی قابل متابولیسم

0.11 0.07 5.33 5.53 5.46 5.29 8(MJ/kg DM) ME 

 ضریب تفکیک

0.19 0.08 4.75 4.66 4.65 4.93 9
96PF 

0.51 0.039 6.53 6.50 6.56 6.58 pH 
 نیتروژن آمونیاکی

0.28 0.44 13.7 14.5 13.8 13.3 10(mg/dl) N-NH3 

 (.P<0.05دار هستند )ردیف با حروف غیر مشابه دارای اختلاف معنی های هرمیانگین

Means within same row with different superscripts are differ (P<0.05). 
1Treatments were wheat straw (WS) (control) and WS treated with Ochrobactrum intermedium, Bacillus licheniformis 

and Microbacterium paludicola. 
2 Volume of gas production after 24, 96 and 144 h, respectively.  
3 The gas production from the insoluble but fermentable fractions for 144 h. 
4 Rate constant of gas production during incubation. 
5 In vitro dry matter disappearance for 96 h. 
6 In vitro organic matter disappearance for 96 h. 
7 Truly digested substrate for 96 h. 
8 Metabolizable energy. 
9 Partitioning factor at 96 h incubation. 
10 Ammonia nitrogen. 
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های تخمیر پذیری و فراسنجهتولید گاز، گوارش

 آزمایشگاهی

اه گندم حجم گاز تولیدی را متأثر آوری باکتریایی کعمل

(، به طوری که بیشترین حجم گاز تولیدی 1نمود )جدول 

ساعت انکوباسیون، با فرآوری  144و  96، 24پس از 

و کمترین در تیمار شاهد   Bacillusتوسط باکتری 

(. همچنین، بیشترین نرخ تولید >05/0Pمشاهده گردید )

کوبه شده با گاز و قابلیت هضم ماده آلی در کاه ان

و کمترین در تیمار شاهد به دست آمد   Bacillusباکتری 

(05/0P< .) تیمارهای حاویBacillus   وOchrobactrum 

به ترتیب بیشترین و کمترین پتانسیل تولید گاز را نشان 

سوبسترای قابلیت هضم ماده خشک، (. >05/0Pدادند )

ضریب انرژی قابل متابولیسم، تجزیه شده حقیقی، 

و نیتروژن آمونیاکی تحت تاثیر تیمارهای  pH، کیکتف

نتایج مربوط  2جدول  (.P>05/0آزمایشی قرار نگرفت )

بر خرما  سرشاخهآوری باکتریایی به اثر عمل

با کاه دهد. مشابه های تخمیر را نشان میفراسنجه

 144و  96، 24پس از گاز تولیدی  گندم، بیشترین حجم

ضم ماده آلی در و قابلیت هساعت انکوباسیون 

و  Bacillusآوری شده توسط خرمای عمل سرشاخه

دست آمد ه کمترین در تیمار بدون تلقیح باکتریایی ب

(05/0P< .) فرآوری توسط جدایهBacillus  و

Ochrobactrum  به ترتیب منجر به بیشترین و کمترین

 (.>05/0Pسوبسترا شدند )در پتانسیل تولید گاز 

سازی سوبسترا توسط غنیبا  بیشترین نرخ تولید گاز

و کمترین در تیمار شاهد مشاهده  Ochrobactrumجدایه 

(. تفاوت قابل توجهی در قابلیت هضم >05/0Pگردید )

انرژی قابل سوبسترای تجزیه شده حقیقی، ماده خشک، 

و نیتروژن آمونیاکی  pH، ضریب تفکیکمتابولیسم، 

  (.P>05/0مشاهده نگردید )

های کربوهیدراتی بوده با بخش نمودن پیوندهای آن

است. زیرا میزان و نوع ساختار لیگنین تأثیر قابل 

ای مواد لیگنوسلولزی دارد ای بر ارزش تغذیهملاحظه

(. متأسفانه اطلاعات بسیار ناچیزی 1994 سوست)ون

های تخمیر وجود برای تفسیر نتایج مربوط به فراسنجه

های زمایش( از معدود آ1382دارد و تحقیق برجی )

موجود در این حوزه از تحقیقات است. در مطالعه 

مذکور نیز قابلیت هضم ماده خشک کاه گندم و کاه جو 

، Bacillus sphaericusپس از تلقیح توسط سه باکتریایی 

anthropi Ochrobactrum  وcloacae Enterobacter  به

هفته به طور قابل توجهی در مقایسه با تیمار  6مدت 

بود یافته بود؛ به طوری که در هر دو شاهد به

  Bacillusسوبسترا، بیشترین قابلیت هضم توسط جدایه

 مشاهده گردید.

های تخمیر و فراسنجه بهبود قابلیت هضم ماده آلی

آزمایشگاهی شامل حجم گاز تولیدی، پتانسیل و نرخ 

تولید گاز در هر دو سوبسترای مورد آزمون احتمالاً به 

در ها بر تغییر ساختار لیگنین و سست دلیل اثر باکتری

، قابلیت هضم ماده خشک و ماده آلی و تحقیق حاضر

نیز حجم گاز تولیدی در کاه گندم بیشتر از سرشاخه 

خرما بود. علت آن همان طوری که در مطالعه دیگری 

( نشان داده 2016توسط عزیزی شترخفت و همکاران )

توای بخش شده ممکن است به غلظت لیگنین کمتر و مح

کربوهیدراتی بیشتر کاه گندم مربوط باشد که دسترسی 

های شکمبه به بخش قابل استفاده میکروارگانیسم

خوراک را تسهیل نموده است؛ زیرا قابلیت هضم خود 

تابعی از عوامل فیزیکی و شیمیایی موجود در سوبسترا 

از جمله محتوای لیگنین، نوع لیگنین، ارتباط لیگنین با 

زای دیواره سلولی، نسبت لیگنین با سایر سایر اج

ترکیبات موجود در نمونه، محتوای بخش کربوهیدراتی 

نمونه و سایر عوامل است. بر خلاف نتایج به دست 

ای ( در مطالعه1987آمده در تحقیق حاضر، کر و کر )

 Arthrobacterپوست بادام را با باکتری لیگنولایتیک 

پروتئین خام آن به آوری نموده و دریافتند که عمل

میزان دو برابر افزایش، و محتوای لیگنین نیز به نصف 

کاهش یافت. اما این فعل و انفعالات نه تنها سبب بهبود 

قابلیت هضم ماده خشک این فرآورده نشده، بلکه مقدار 

در حجم  . تفاوتدرصد نیز کاهش داده است 50آن را 
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ی تولید گاز و قابلیت هضم ماده آلی سوبستراها

های باکتریایی، احتمالاً به دلیل فرآوری شده با ایزوله

های لیگنولایتیک و تفاوت در میزان رشد و ترشح آنزیم

  ها بوده است. های ترشحی توسط آننیز نوع آنزیم

 
با های تخمیر های باکتریایی جدا شده از روده موریانه بر فراسنجهتوسط گونه سرشاخه خرماآوری اثر عمل -2 جدول

 استفاده از تولید گاز

Table 2- Effect of processing date leaf by bacterial species isolated from termite gut on fermentation parameters 

using gas production 

P-value SEM 

 های آزمایشیجیره
Experimental diets 

 

DL+MP DL+BL DL+OI 
DL1 

(control) 
 

0.002 0.27 b2.70 a4.14 b3.35 b2.86 

 ساعت 24تولید گاز در زمان 
2(mL) 24GP 

 ساعت 96تولید گاز در زمان 

0.001 0.41 b23.9 a26.0 b24.7 b23.6 2(mL) 96GP 

 ساعت 144تولید گاز در زمان 

0.01 0.87 b36.6 a41.5 ab39.8 b37.1 2(mL) 144GP 

 پتانسیل تولید گاز

0.01 0.91 b82.8 a86.7 c79.8 b83.6 3b (mL) 

 پذیرینرخ تجزیه

0.01 0.0002 b0.010 b0.010 a0.011 c0.009 4c (/h) 

 قابلیت هضم ماده خشک

0.12 0.99 39.3 42.3 40.5 38.6 5(%) 96IVDMD 

 قابلیت هضم ماده آلی

0.005 0.22 b27.5 a28.5 b27.7 b27.2 6(%) 96IVOMD 

 سوبسترای واقعی هضم شده

0.07 1.98 115 119 125 120 7(mg) 96TDS 

 انرژی قابل متابولیسم

0.13 0.06 4.04 4.14 4.06 4/0 8ME (MJ/kg DM) 

 ضریب تفکیک

0.75 0.09 4.52 4.56 5.25 5.08 9
96PF 

0.12 0.03 6.77 6.70 6.75 6.80 pH 
 نیتروژن آمونیاکی

0.30 0.38 12.5 11.7 12.1 11.7 10N (mg/dl)-NH3 

 (.P<0.05دار هستند )وف غیر مشابه دارای اختلاف معنیهای هر ردیف با حرمیانگین

Means within same row with different superscripts are differ (P<0.05). 
1Treatments were date leaf (DL) (control) and DL treated with Ochrobactrum intermedium, Bacillus licheniformis and 

Microbacterium paludicola. 
2 Volume of gas production after 24, 96 and 144 h, respectively.  
3 The gas production from the insoluble but fermentable fractions for 144 h. 
4 Rate constant of gas production during incubation. 
5 In vitro dry matter disappearance for 96 h. 
6 In vitro organic matter disappearance for 96 h. 
7 Truly digested substrate for 96 h. 
8 Metabolizable energy. 
9 Partitioning factor at 96 h incubation. 
10 Ammonia nitrogen. 
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 گیرینتیجه

بهینه رشد که در کل، نتایج تحقیق حاضر نشان داد 

و   Ochrobactrum intermediumلیگنولایتیک  یهاباکتری

Microbacterium paludicola  جدا شده از روده موریانه

 Bacillus licheniformis رشد بهینهو درجه،  37 دمای در

بهینه  pHو گراد مشاهده گردید درجه سانتی 40در 

ای یعنی این شرایط بهینه. بود 7ابر با ها برآنهمه  رشد

سماندهای وری پآباشد که باید در زمان فرمی

ها فراهم لیگنوسلولزی با باکتریهای مذکور برای آن

آوری کاه عملگردد، تا بازده فراوری حداکثر گردد. 

به ویژه  هاخرما توسط این باکتری سرشاخهگندم و 

های فراسنجه سبب بهبود Bacillus licheniformis گونه

. باید گردیدو قابلیت هضم ماده آلی آزمایشگاهی تخمیر 

قیقات جهت امکان بهبود ارزش ن نمود که تحاذعا

روده  هایمواد لیگنوسلولزی توسط باکتری ایتغذیه

انجام بنابراین، هنوز در ابتدای راه است. ها موریانه

همچنین،  .است ضروری زمینه در این  بیشتر تحقیقات

های کشت فرآوری کنونی امکان جایگزین نمودن محیط

تر باید و مقرون به صرفه قیمت های ارزانبا محیط

  گیرد.مورد بررسی قرار 
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داند از صندوق حمایت از پژوهشگران در اینجا لازم می

و فناوران کشور، به خاطر حمایت مالی پژوهش حاضر 

 تشکر و قدردانی به عمل آید.
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Introduction: There is a shortage of animal feed and water resources in several developing 

countries. Thus, proper use of agro industrial by products is a useful means to overcome this 

problem. Agricultural by products can be used as animal feeds, but because of high lignin and low 

protein content, their digestibility and palatability is low. Several processing method has been used 

to improving nutritive value of such materials (Rahal et al. 1997 and Fazaeli et al. 2004). Recently, 

biological delignification of lignocellulosic material has been considered as an alternative approach 

(Fazaeli et al. 2004). Termites gut contains different kinds of lignocellulose degrading microbes, 

which the possibility of their use in improving the nutritive value of agricultural by-products is a 

major step in compensation of animal feed shortage. 

Material and methods: The present study was conducted to determine the optimum temperature 

and pH for growth of symbiont bacteria degrading lignocellulosic material isolated from termite 

gut, and to investigate their effects on the digestibility and in vitro fermentation parameters of wheat 

straw (WS) and date leaf (DL). For this purpose, three bacteria including Bacillus licheniformis, 

Ochrobactrum intermedium and Microbacterium paludicola were used, which isolated by culture of 

termite guts contents in mediums containing different types of lignin and lignocellulosic materials. 

Sterile basal media was used as a medium for isolation process and contained the following 

ingredients per litre: 7.0 g K2HPO4, 3.0 g KH2PO4, 1.0 g (NH4)2SO4, 0.1 g MgSO4·7H2O (Borji 

2003). Growth curves of isolated bacteria for optimum temperature and pH were obtained using 

nutrient broth medium. Three temperatures of 30, 37 and 40 oC and four pH of 5, 6, 7 and 8 were 

evaluated. After that, WS and DL were processed with these isolates in media 9 (M9) medium with 

following composition (per litre): 6.2 g Na2HPO4, 3.0 g KH2PO4, 0.5 g NaCl, 1.0 g NH4Cl (Kato et 

al. 1998). After processing, residues were collected, dried and used for in vitro gas production 

experiment according to Makkar (2010). For this purpose, rumen liquor was collected from two 

ruminally fistulated cows. Animals were maintained on a 60% hay and 40% concentrate diet 

according to their requirements for two weeks. Rumen contents were collected from the ventral sac 

of rumen before morning feeding. A completely randomized design was used to determine the 

optimum temperature and pH for bacterial growth as well as effects of different bacteria on in vitro 

gas production and fermentation parameters of treated substrates. Data were analyzed by General 

Linear Model (GLM) procedures of SAS (SAS Institute, 2001), 

Results and discussion: All of isolates were capable of grow at all of examined temperatures (i.e., 

30, 37 and 40 oC). The optimum growth of B. licheniformis occurred at 40 oC, but the optimum 

growth of O. intermedium and M. paludicola was observed at 37 oC. All of isolates grew at different 

pH ranges (i.e., 5, 6, 7 and 8) and their optimum growth was observed at neutral pH of 7.0. At this 

neutral pH, highest growth for B. licheniformis, O. intermedium and M. paludicola was obtained 
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after 30, 34 and 36 h of incubation, respectively. After processing, in both WS and DL, highest and 

lowest gas production and organic matter (OM) digestibility were observed by B. licheniformis and 

control treatment, respectively (P<0.05). In vitro dry matter (DM) digestibility, truly digested 

substrate, metabolizable energy, partitioning factor, pH and ammonia nitrogen concentration were 

not affected by the experimental treatments. Factors such as temperature, pH, atmosphere gas 

composition, bacterial type, composition of media culture, number of bacteria used and end 

products bacteria and their interaction has an important effect on growth rate of isolates (Mohan and 

Manuselis 1995). Similar to our results, by isolation of Bacillus sphaericus, Ochrobactrum anthropi 
and Enterobacter cloacae from termite gut, Borji (2003) reported that their optimum temperature 

and pH were observed at 25-37 oC and 7-8, respectively. Other researchers also reported similar 

results (Giroux et al. 1988 and Yang et al. 1995). Totally, obtaining optimizing pH and temperature of 

isolated bacteria for processing agricultural by-products can maximize their nutritive value. 

Improving OM digestibility and fermentation parameters in both substrates was maybe due to effect 

of isolates on changing lignin structure and loosening its bounds with carbohydrate compounds 

(VanSoet 2004). Consistent to results of present study, borji (2003) indicated that inoculation of 

wheat straw and barley straw with different bacteria isolated from termite gut increased their DM 

digestibility compared to control treatment. Increasing DM and OM digestibility and volume of gas 

production in WS than DL was probably because of lower lignin and higher carbohydrate content in 

the former (Azizi-Shotorkhoft et al. 2016).      

Conclusion: Results of present study showed that optimum growth for Ochrobactrum intermedium 

and Microbacterium paludicola isolated from termite gut was observed at 37 oC while it was 40 oC 

for Bacillus licheniformis. Optimum pH for growth of all of isolates was 7. Processing wheat straw 

and date leaf with bacteria, especially B. licheniformis improved rumen fermentation parameters in 

vitro. Research for upgrading the nutritive value of by products with ligninolytic bacteria isolated 

from termite gut is in infancy. Thus, further works in this field of study is needed.       
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