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 چكيده

اين مطالعه هدف:  كنند.ميهايشان نقش مهمي در فرايند هضم ايفا هاي شكمبه بواسطه آنزيمميكروبزمينه مطالعاتي: 

نانومول در بر اساس شكمبه كربوكسي متيل سلولاز، ميكروكريستالين سلولاز )هاي فعاليت آنزيممنظور بررسي به

ه به ذرات، خارج سلولي و درون سلولي هاي مختلف شيرابه شكمبه شامل بخش وابستبخش از انجام گرفت كه دقيقه(

زنده  هايهاي پرواري كشتار شده و گوسفندرأس بره 12بدين منظور از مايع شكمبه روش كار:برداري شد. نمونه

تغذيه  زنده فيستول شده هايگوسفند -1تكرار استفاده گرديد. تيمارهاي آزمايشي شامل  3گروه و  4فيستول شده نر در

هاي پروار بره -3هاي پروار كشتار شده، تغذيه شده با كاه و كنسانتره، بره -2نتره در سطح نگهداري با كاه و كنسا شده

هاي پروار كشتار شده، تغذيه شده با يونجه و بره -4كشتار شده، تغذيه شده با كاه و كنسانتره و چرا از مرتع، 

هاي وابسته به ذرات و فعاليت كل آنزيم ليت آنزيمبيشترين ميزان فعانتايج نشان داد كه  نتايج: كنسانتره، بودند.

ميزان فعاليت  ها بود.)نانومول در دقيقه( در گوسفند زنده فيستول شده نسبت به ساير گروه ميكروكريستالين سلولاز

 ميكروكريستالين سلولاز در بخش وابسته به ذرات، خارج سلولي، درون سلولي و كل شيرابه شكمبه نسبت به فعاليت در

هاي مربوطه بيشتر بود. ميزان فعاليت كل آنزيم ميكروكريستالين سلولاز و آنزيم كربوكسي متيل سلولازدر بخش

مايع شكمبه  pH كربوكسي متيل سلولاز در حيوان كشتار شده كه با يونجه و كنسانتره )پروار( تغذيه شده، كمترين بود.

در مجموع، نتايج  گيري نهايي:نتيجههاي ديگر بود. تر از گروهكم گوسفند كشتار شده كه با كاه و كنسانتره )پروار(

گوسفند زنده فيستول شده بيشتر ولي فعاليت كل آنزيم  آزمايش نشان داد فعاليت كل آنزيم ميكروكريستالين سلولاز

 .ودمايع شكمبه گوسفند كشتار شده كه با كاه، چرا و كنسانتره )پروار( بيشترين ب كربوكسي متيل سلولاز در

 

 ، گوسفندكشتار، فيستول شده كربوكسي متيل سلولاز، ميكروكريستالين سلولاز، آنزيم، كليدي: گانواژ

 
 مقدمه 

اگرچه قسمت عمده خوراک نشخواركنندگان را ديواره 

دهد، وليكن اين حيوانات توانايي سلول گياهي تشكيل مي

سلولز، هاي لازم براي تجزيه سلولز و هميتوليد آنزيم

هاي اليافي هستند، را ندارند. جز اصلي اين خوراکكه 

همين دليل حيوانات نشخواركننده براي دستيابي و به

استفاده از تركيبات ديواره سلولي، متكي به 

 ها(ها، پروتوزوآ و قارچ)باكتري هايميكروارگانيسم

ها از طريق اين ميكروب .خود هستند شكمبهمستقر در 

كنند. در فرآيند هضم بازي ميهايشان نقش مهمي آنزيم

mailto:ghoorchi@gau.ac.ir
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ها به هايي مثل علوفه خشک و دانههضم كامل خوراک

 .(1996پاتاک و همكاران دارد )نياز  صدها آنزيم

هاي هاي باكتريائي شكمبه دو دسته آنزيمآنزيم

-د. بسياري از آنزيمهستن 2هاي داخليو آنزيم 1خارجي

ا مترشحه از هكننده كربوهيدراتهاي هيدروليز

كنند. صورت خارج سلولي عمل ميها بهميكروارگانيسم

ها بر ها به محيط و تأثير آنترشح اين آنزيم

ها سبب آزاد شدن برخي از منوساكاريدها كربوهيدرات

گردد و در نتيجه مواد مغذي نگاري مي-در مايع شكمبه

خصوص ها، بهبراي رشد ميكروارگانيسم

هاي شح اين آنزيمهايي كه قادر به ترميكروارگانيسم

سازد )دهوريتي خارج سلولي نيستند را فراهم مي

1998 .) 

كل سلولاز كننده فيبر شامل فعاليت هاي تجزيهآنزيم

 و ، كربوكسي متيل سلولاز(تجزيه كاغذ صافي)

ها فعاليت اين آنزيم .دباشميكروكريستالين سلولاز، مي

 خش مجزا از محتويات شكمبه شامل ذرات ريزبدر سه 

هاي متصل به بخش ذرات شكمبه(، بخش )ميكروب

صورت آزادانه در بخش هايي كه بهدرون سلولي )سلول

مايع از مايع شكمبه معلق هستند( و بخش خارج سلولي 

 .شوندگيري مياندازه هاي موجود در بخش مايع()آنزيم

در بين اين سه بخش بيشترين فعاليت هيدرولايتيكي 

هاي متصل به ذرات ميكروب ها مربوط به بخشآنزيم

هاي درون سلولي و در نهايت ريز، پس از آن آنزيم

، 2000آگاروال و همكاران) بودهاي خارج سلولي آنزيم

كربوكسي متيل سلولاز( ) اندوگلوكاناز (.2004آگاروال 

هاي سلولتيک اصلي شكمبه كه تصور توسط باكتري

شود. يكنند، توليد مشود تجزيه سلولز را آغاز ميمي

ها در ابتدا با سلولهاي باكتريايي مرتبط هستند اين آنزيم

( 1987(. سيلوا و همكاران )1990)مک گيون و همكاران 

تواند نيز گزارش كردند كه كربوكسي متيل سلولاز مي

عنوان شاخص جمعيت كل كلوني شده روي ذرات به

                                                           
1 -Exoenzymes 
2 Endoenzymes 

تواند براي ارزيابي خوراک استفاده شود و نيز مي

-ير ميتأثپذيري فيبر ط شكمبه كه بر تجزيهتفاوت محي

گيري فعاليت كربوكسي بنابراين اندازه؛ كار رودگذارد به

هاي چسبيده به ذرات خوراک در متيل سلولاز باكتري

شكمبه احتمالاً روش مناسبي براي تخمين ميزان تجمع 

هاي سلولتيک بر روي ذرات علوفه نيز نسبي باكتري

 شود. محسوب مي

( انجام 2001) اي كه توسط محرري و داسلعهدر مطا

شد، فعاليت آنزيم سلولاز در مايع شكمبه گروه شاهد 

( در بخش مايع h .1–mL–1.گرم گلوكز)ميلي 5/738

درصد بيش از فعاليت آن  30شكمبه عاري از ميكروب 

در مايع شكمبه عاري از پروتوزوآ بود. تيمار حاوي 

ريكي مهم براي عنوان يک فاكتور تحايزواسيد به

 38هاي سلولتيک مشخص و باعث افزايش باكتري

ها شد. همچنين مشاهده شد كه درصدي فعاليت آن

حداكثر فعاليت سلولازي مربوط به جيره پروتئيني و 

بنابراين اعلام  كمترين فعاليت مربوط به تيمار اوره بود؛

تنهايي براي تحريک فعاليت كردند كه نيتروژن به

ها كافي نيست و اين نوع از اكتريسلولتيک در ب

 ها نياز به نيتروژن در شكل پروتئيني دارند. باكتري

منظور بررسي اثر افزودن ( به1393) و همكاران عزيزي

به جيره ( ملاسو شامل ذرت، جو ) منابع مختلف انرژي

عنوان د مرغي فرآورري شده با حرارت )بهحاوي كو

هاي هيدروليتيک زيممكمل نيتروژني( بر فعاليت برخي آن

شكمبه شامل كربوكسي متيل سلولاز، ميكروكريستالين 

هاي مختلف شيرابه شكمبه )شامل سلولاز در بخش

رأس  15بخش جامد، خارج سلولي و درون سلولي( از 

مغاني فعاليت آنزيم كربوكسي متيل نژاد گوسفند نر 

هاي جامد، خارج سلولي، درون سلولي سلولاز در بخش

موع هر سه بخش( شيرابه گوسفندان تغذيه و كل )مج

شده با جيره حاوي ملاس در مقايسه با ساير تيمارها 

بيشتر بود. فعاليت آنزيم ميكروكريستالين سلولاز در 

 هاي آزمايشي مشابه بود. جيره



 35                  هاي پرواري كشتار شدهمقایسه فعاليت آنزیم كربوكسی متيل سلولاز و ميكروكریستالين سلولاز در مایع شكمبه گوسفند نر فيستول شده با بره

 

هاي هضمي نشان داد كه فعاليت آنزيم (1392) اربابي

-هاي شكمبه تحت تأثير مصرف نسبتميكروارگانيسم

اي مختلف كنسانتره به علوفه در جيره مورد سنجش ه

طور خلاصه هاي اين آزمايش را بهقرار گرفت. يافته

طور بيان نمود كه افزايش نسبت كنسانتره توان اينمي

در جيره ميزان فعاليت آنزيم سلولاز، كربوكسي متيل 

سلولاز و ميكروكريستالين سلولاز را كاهش داد و اين 

ر ددليل افزايش ميزان مواد سهل التخمير به احتمالاًامر 

 ها بوده است.اين جيره

هاي هضم ( توليد آنزيم1393) ناثي و همكارارمنافي

هاي مختلف استخراج و كننده الياف در شكمبه و روش

هاي كشتارشده را ها از محتويات شكمبه دامتغليظ آن

-مورد بررسي قرار دادند. ميانگين فعاليت ويژه آنزيم

واحد به  5/16و  5/7ترتيب سلولاز و زايلاناز به هاي

 گرم پروتئين موجود در محلول بود.ازاي هر ميلي

هاي سلولاز و زايلاناز، درصنايع غذايي، مديريت آنزيم

-كار ميضايعات كشاورزي و صنايع خوراک دام به

ولاز و پكتيناز براي سلهاي سلولاز، هميروند. آنزيم

 دليل تنوعشود. بهها استفاده مياي علوفهبهبود تغذيه

ها، ها در محتويات شكمبه و قدرت آنزيمي آناين آنزيم

)منافي راثي و همكاران  مورد توجه محققان قرار داشت

هاي (، اما مطالعات كمي در خصوص آنزيم1393

موجود در محتويات شكمبه دام كشتار شده انجام 

 گرفته است.

هزاي سزلولاز يت آنززيمفعال هدف از اين مطالعه بررسي

( ميكروكريستالين سزلولاز و كربوكسزي متيزل سزلولاز)

هززاي كشززتار شززده در اي دامموجززود در مززايع شززكمبه

گزذاري كشتارگاه و مقايسه آنها با گوسفندهاي فيسزتول

 باشد. ميمتفاوت  هايجيرهبا استفاده از 

 

 هاواد و روشم

ع هاي مورد بررسي در سه بخش مجزا از مايآنزيم

ها، هاي درون سلولي )باكتريشكمبه شامل آنزيم

هاي شناور (، خارج سلولي )ميكروبآها و پروتوزوقارچ

هاي ترشح شده از و آزاد در مايع شكمبه( و آنزيم

-آنكل هاي متصل به ذرات استخراج و فعاليت ميكروب

 .(2000ن )آگاروال و همكارا شدگيري ها اندازه

 آوري مايع شكمبهجمع

 هاي مايع شكمبهمنظور تخمين فعاليت آنزيمي، نمونهبه

گرفته شد. گروه اول  دالاق از چهار گروه گوسفند

گوسفند زنده فيستول شده كه با كاه و كنسانتره در 

هاي پروار شد. گروه دوم برهسطح نگهداري تغذيه مي

، گروه سوم كشتار شده، تغذيه شده با كاه و كنسانتره

شده، تغذيه شده با كاه و  هاي پروار كشتاربره

هاي پروار كنسانتره و چرا از مرتع، گروه چهارم بره

نمونه ، تغذيه شده با يونجه و كنسانتره، كشتار شده

هاي مايع هاي موجود در بخشنهايي براي تفكيک آنزيم

شكمبه )شامل درون سلولي، خارج سلولي و مرتبط با 

منتقل  ذرات( در يک فلاكس گرم فورا به آزمايشگاه

 د. يگرد

 هااستخراج آنزيم

ها از هر سه بخش مايع شكمبه با استخراج آنزيم

استفاده از تتراكلريد كربن، سونيكاسيون و آنزيم 

( 3CAS Number-88-12650ليزوزيم )شركت سيگما،

صورت گرفت. عمل ليزوزيم با سونيكاسيون در حمام 

 سرعت ضربان يا پالسدقيقه، با  6مدت يخ انجام شد )به

(. نقش ليزوزيم تخريب 5/0ثانيه و فشار  ضربه در 30

هاست، ها و آزاد شدن آنزيمديواره سلولي ميكروب

كمكي در اين  سونيكاسيون و تتراكلريد كربن نقش

فرايند دارند. نكته قابل توجه اين است كه نمونه مايع 

شكمبه قبل از استفاده از ليزوزيم نبايد فريز شده باشد 

شود. طرح كلي زيرا باعث كاهش فعاليت آنزيمي مي

 آورده شده است. 1ها در شكل استخراج آنزيم

 

 

 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=12650-88-3&interface=CAS%20No.&lang=en&region=IR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=12650-88-3&interface=CAS%20No.&lang=en&region=IR&focus=product
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 میلی لیتر( 50مایع شکمبه )

 ه صاف شوداز بین یک پارچه دو لای
Rumen contents (50 ml) filter through muslin cloth 

                       Liquid بخش جامد  بخش مایع                                                                                                                                     
Solid                          

 

 لیتر بافرمیلی 10گرم بخش جامد +  2                                                                                                             

 میلی لیتر محلول لیزوزیم c 37                                                                                                                              +2°دقیقه  در دمای  5به مدت  x g450 سانتریفیوژ در 

                                                             Centrifuge at 450xgfor 5 min at ambient temp                  +2 تراکلرید کربنمیلی لیتر محلول ت 
2gr solids + l0ml buffer 

+ 2ml lysozyme solution                                           شامل پروتوزوآء  (P)   سوپرناتانت                                                               پلت ،   بخش 

+ 2ml carbon tetrachloride                                    Pellet (P)   (Protozoa fraction)                                                    Supernatant 
 

     x g 27000دقیقه در  20به مدت 

Centrifuge at 25,000 x g for 20 min a t 4C                                                                                                                         3 گذاری در دمای خانهساعت گرم°c 39 
   Incubate for 3h at 39C                                                                                                                                                                               

  

 ( شامل باکتری ها                                                   B(                پلت، بخش )ECسوپرناتانت )
Pellet (B) (Bacterial fraction)           Supernatant    

 
                                                                                                                           

   EC با یکدیگر مخلوط شوند Bو  Pدر یک محلول بافری به حجم بخش بخش های 
Mix P and B and suspend in buffer volume equal to EC  

       

 گذاری باخانهپایان گرم                                                                                                                                                                                                                                   

 قرار نمونه در یخچال                                                                                                                                                                                                                                     
Terminate the incubation                                  

By keeping it in refrigerator                                                               ( لیترمیلی 30لیتر در میلی 5افزودن محلول لیزوزیم )به نسبت    

 لیتر(میلی 30لیتر در میلی 5افزودن تتراکلرید کربن )به نسبت                            
                                                                                                                                    Add lysozyme solution @ 5m1/30nil 

                                                                                                                                  Add carbon tetrachloride @ 5mU30ml 
 

 دقیقه          20سانتریفیوژ به مدت                                                                                                                                                c 39°گذاری در دمای خانهساعت گرم3      

   Incubate for 3h at 39C                                                                                                                                                                         در x g 27000  ودمای°c 4 
            Centrifuge at 25.000xg 

                For 30 min at 4C 
                                                                                                                          c 4°ودمای  x g 27000 دقیقه  در  20یوژ به مدت .سانتریف   

                                                                                                                                               Centrifuge at 25.000xg for 30 min at 4C 

 ته می شود((             پلت )دور ریخPMسوپرناتانت )                                                                                                                         
    Pellet (Discard)             Supernatant (PM)                 

   (                               پلت )دور ریخته می شود(     Cسوپرناتانت )
                                                                                                                                             Pellet (Discard)                                 Supernatant(C)     

 

 هاي هيدروليتيكبندي مايع شكمبه و استخراج آنزيمبخش-1شكل

Fig. 1- Fractionation of rumen contents and extraction of hydrolytic enzymes 
 

: ذرات PM: بخش خارج سلولي )مايع شكمبه(و ECهاي معلق در مايع شكمبه(، هاي بخش سلولي )ميكروببيانگر آنزيمدر اين طرح حروف 

 باشند.هاي چسبيده به مواد خوراكي در شكمبه( ميخوراک )ميكروب
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بتا  4و 1فعاليت كربوكسي متيل سلولاز )اندو 

 ( EC 3.3.1.4گلوكوزيداز، 

 هامعرف

  =8/6pHنرمال با  1/0( بافر فسفات 1

درصد: براي تهيه آن كافي  1( كربوكسي متيل سلولز 2

گرم كربوكسي متيل سلولز )شركت  1است 

آب مقطر به ( با 4CAS Number-32-9004سيگما،

ليتر رسانده شود. محلول توسط همزن ميلي 100 حجم

برقي )با مگنت( كامل همگن شده و در يخچال در دماي 

 گراد نگهداري شد. درجه سانتي 4

گرم  DNS :)10( معرف دي نيترو ساليسيليک اسيد )3

ليتر آب مقطر حل ميلي 500از پلت سديم هيدروكسيد در 

م فنل به آن اضافه شده و گر 2و  DNSگرم  10د. يگرد

ليتر رسانده شد. سديم سولفيت  1با آب مقطر به حجم 

د. يدرصد نيز قبل از استفاده به آن افزوده گرد 05/0

هاي رنگي شود اين محلول در شيشهيادآور مي

نگهداري شد و بدون افزودن سديم سولفيت در دماي 

 . شداتاق تا يک ماه قابل نگهداري و استفاده 

گرم نمک راشل  40درصد:  40لول نمک راشل ( مح4 

 100تاسيم تارتارات( با آب مقطر به حجم پ-)سديم

 ليتر رسانده شد.ميلي

گرم ميلي 100درصد گلوكز:  1/0( محلول استاندارد 5

 ليتر آب مقطر حل شد.ميلي 100در 

 كارروش

ليتر ميلي 5/0ليتر بافر فسفات، ميلي 1: تست( لوله 1

ليتر محلول كربوكسي متيل سلولز در يليم 5/0نمونه و 

. گرديديک لوله آزمايشي ريخته و آن كامل مخلوط 

ساعت در  1مدت به (Incubation) گذاريخانهگرم

گراد انجام شد. سپس با افزودن درجه سانتي 39دماي 

حمام آب  واكنش متوقف شد. DNSليتر معرف ميلي 3

از  اصله بعدو بلاف دقيقه انجام شد 10مدت جوش به

 خروج از حمام محلول نمک راشل اضافه شد.

(a لوله )ر ليتميلي 5/0ليتر بافر فسفات و ميلي 1: شاهد

ليتر ميلي 3نمونه در يک لوله به خوبي مخلوط گردد. 

ليتر محلول كربوكسي ميلي 5/0و سپس  DNSمعرف 

 DNSمتيل سلولزاضافه شد )هدف از افزودن معرف 

هاي مايع لوگيري از واكنش آنزيمقبل از سوبسترا، ج

 10مدت حمام آب جوش به شكمبه با سوبسترا است(.

و بلافاصله بعداز خروج از حمام محلول  دقيقه انجام شد

 نمک راشل اضافه شد.

(b :لوله بلانک )ليتر ميلي 3ليتر آب مقطر و ميلي 2

 DNSمعرف 

(c ،استاندارد: براي ترسيم منحني استاندارد گلوكز )

 هايي با دو تكرار طبق جدول زير تهيه شد:لهلو

 

 

 نحوه استاندارد سازي براي قرائت گلوكز -1جدول

Table1-The standard method for glucose measurement 

 شماره لوله 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Number tube 
 (mlآب مقطر ) 2 1.75 1.50 1.25 1.0 0.75 0.50 0.25 0

Distilled water (ml) 
 (mlمحلول استاندارد گلوكز ) 0 0.25 0.50 0.75 1.0 1.25 1.50 1.75 2

Glucose Standard solution (ml) 
 (gµغلظت گلوكز ) 0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000

Glucose (gμ) 
 (ml) (DNS)*معرف دي نيترو ساليسيليک اسيد 3 3 3 3 3 3 3 3 3

Dinitro salicylic acid represents * (DNS) (ml) 
 

 
 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=9004-32-4&interface=CAS%20No.&lang=en&region=IR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=9004-32-4&interface=CAS%20No.&lang=en&region=IR&focus=product
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 قرار داده شد. بن ماري  دقيقه در 10ها به مدت ( لوله2

ليتر محلول نمک راشل افزوده شد ميلي 1( به هر لوله 3

 .دها در دماي اتاق خنک شو لوله

نانومتر  575ها در مقابل بلانک در ( جذب نوري نمونه4

ليتر ميلي 10ها با آب مقطر تا حجم قرائت شد. نمونه

 د، ديرقيق گر

استانداردهاي گلوكز  (كاليبراسيونپيمايش )( منحني 5

 .ترسيم شد

 محاسبات

 شاهدهاي مورد آزمايش از اختلاف جذب نوري نمونه

 محاسبه شد:

 شاهد -= نمونهAتغييرات 

پس براي تعيين مقدار ميكروگرم گلوكز آزاد شده طي 

 طبق منحني غلظت گلوكز هر A، تغييرات گذاريخانهگرم

 گردد:نمونه تعيين مي

 

T×S×180/نانومول =فعاليت آنزيم)گلوكز( )نانوگرم

 (گلوكز/ميلي ليتر/دقيقه

 5/0: مقدار نمونه )Sساعت(،  1) بن ماري : زمان  Tدر 

 : وزن مولكولي گلوكز180ليتر( و ميلي

 

: بخش پلت و مايع شناور )آنزيم هاي 2-2شكل 

 استخراج شده(

بتا  4و 1لولاز )اگزو فعاليت ميكروكريستالين س

 ( EC 3.2.1.91گلوكوزيداز،

كه به ميكروكريستالين سلولز همان آويسل است و وقتي

گيرد فعاليت سه آنزيم عنوان سوبسترا قرار مي

اگزوگلوكاناز، اندوگلوكاناز و بتاگلوكوزيداز را نشان 

ها اگزوگلوكاناز بيشترين مقدار را دهد كه در بين آنمي

كننده هاي تجزيهوش محاسبه آنزيمشود. رشامل مي

آويسل بجز چند تفاوت زير شبيه آنزيم كربوكسي متيل 

 سلولاز است:

گرم آويسل )شركت  1درصد:  1( آويسل 1

ليتر ميلي 100( در 6CAS Number-34-9004آلدريچ،

منظور حل شدن مولار حل گردد و به 1/0بافر فسفات 

ساعت در  48مدت به حداكثركامل سوبسترا، اين محلول 

 گراد نگهداري شد.درجه سانتي 4يخچال و در دماي 

ليتر محلول ميلي 1( مخلوط مورد آزمايش:  شامل 2

 1املا هم زده شود( و آويسل )قبل از پيپت محلول ك

 ليتر مايع شكمبه است.ميلي

ساعت  1درجه به مدت  39ها در دماي ( نمونه3

 به ها بايد دائمدند )طي اين مدت نمونهش گذاريخانهگرم

 (.د هم زده ش

ها بر حسب نانومول در دقيقه ( فعاليت آنزيمي نمونه4

ني ليتر قندهاي آزاد شده )گلوكز( و به كمک منحدر ميلي

 د.ياستاندارد تعيين گرد
 

 .شدبراي استاندارد سازي گلوكز از معادله زير استفاده 
Y=2.6287X-0.009 

Y=مقدار فعاليت آنزيم بر حسب ميلي گرم 

X= اختلاف عدد تست و كنترل قرائت شده از

 اسپكتوفتومتر
R2=0.9917 

 

 GLM در قالب طرح كامل تصادفي و با استفاده از رويه

تجزيه واريانس شد. براي مقايسه  SASنرم افزار 

ميانگين تيمارهاي آزمايشي از آزمون دانكن در سطح 

استفاده شد. مقايسه تيمارهاي درصد  95احتمال 

آزمايشي با تيمار شاهد به كمک مقايسات مستقل 

 .انجام شد )گروهي(

 

 و بحث نتايج

 هاي سلولازفعاليت آنزيم 

ز در مايع سلولا ينهاي ميكروكريستالفعاليت آنزيم

 گذاري شدهشكمبه گوسفند كشتار شده و فيستول

ارائه  3)نانومول در دقيقه( مختلف شكمبه در جدول 

شده است. بيشترين ميزان فعاليت آنزيمي در بخش 

مشاهده در گوسفند زنده فيستول شده  وابسته به ذرات

فعاليت كل بيشترين  2طبق جدول همچنين گرديد.

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=9004-32-4&interface=CAS%20No.&lang=en&region=IR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=9004-32-4&interface=CAS%20No.&lang=en&region=IR&focus=product
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سلولاز در شكمبه گوسفند  ينهاي ميكروكريستالآنزيم

 )نانومول در دقيقه( مشاهده شد. گذاري شدهفيستول

هاي وابسته مشخص شده است كه تعداد بيشتر ميكروب

هاي به بخش وابسته به ذرات سبب افزايش فعاليت آنزيم

فيبروليتيک شده و عمدتاً در هضم فيبر دخيل هستند 

ميزان  (1392(. ميرمحمدي )2007)راگوانسي و همكاران 

سلولاز دام تغذيه  ينميكروكريستالكل فعاليت آنزيم 

، وابسته به 163-143شده با كود مرغي در گستره 

-61، داخل سلولي 55-42، خارج سلولي 60-39ذرات 

ميزان )نانومول در دقيقه( گزارش نمود. گستره  94

هاي مورد بررسي در دست آمده از آنزيمفعاليت كل به

هاي آنزيمبا ميزان فعاليت  و متفاوت بيشتراين آزمايش 

گزارش شده توسط  سلولاز ينميكروكريستال

باشد. اين تفاوت و گستره بخاطر مي( 1392ميرمحمدي )

تحقيق طبق خوراک استفاده شده در خوراک متفاوت با 

در اين آزمايش نيز بين دامهاي ( 1392ميرمحمدي )

يت كشتار شده اختلاف جيره و محل نگهداري و مدير

در و متفاوت و در دام زنده و كشتار شده وجود داشت. 

هاي هاي پرواري است كه فعاليت كل در آنزيمبره

كربوكسي متيل سلولاز، ميكروكريستالين سلولاز، آلفا 

آميلاز و فعاليت تجزيه كاغذ صافي را به ترتيب در 

 219-324و  1242-1602، 143-203، 282-524دامنه 

 شده در هر دقيقه گزارش نمودند.نانومول گلوكز آزاد 

هاي گونه كه ملاحظه شد، ميزان فعاليت آنزيمهمان

ميكروبي در بخش وابسته به ذرات شيرابه شكمبه در 

شده به مراتب بيشتر از دو هاي بررسي مورد همه آنزيم

بخش ديگر يعني بخش خارج سلولي و بخش درون 

ش وجود حداكثر فعاليت آنزيمي در بخ .سلولي بود

وابسته به ذرات شيرابه شكمبه نشان دهنده كلونيزه 

هاست. ميزان فعاليت شدن ذرات خوراک توسط ميكروب

آنزيمي كمتر در بخش سلولي شيرابه بدين سبب است 

هاي سلولولايتيک به ذرات خوراكي متصل كه ميكروب

هاي آزاد در بخش مايع اند، و جمعيت ميكروبشده

؛ راگوانسي 2000همكاران  بسيار كمتر است )آگاروال و

هاي تجزيه كننده (. حداقل غلظت آنزيم2007و همكاران 

الياف در بخش خارج سلولي شيرابه شكمبه قابل انتظار 

ها به پوشش سلولي متصلند و تنها بود، زيرا اين آنزيم

دليل تخريب يا تجزيه مكانيكي مقدار كمي از آنها به

خش مايع سلولي هاي تجزيه كننده الياف به بميكروب

(. كه اين حداقل 2000شود )آگاروال و همكاران آزاد مي

هاي تجزيه كننده الياف در بخش خارج غلظت آنزيم

بود.  (1392) سلولي شيرابه شكمبه مطابق با ميرمحمدي

داري بين دام زنده فيستول شده و اختلاف معني

حيوانات كشتارگاهي مشاهده شد. شايد بتوان اين را به 

وضوع ربط داد اول تغذيه حيوان زنده فيستول دو م

شده در سطح نگهداري بوده و از كاه بيشتري استفاده 

شده است در صورتيكه حيوانات كشتارشده از جيره 

باعث  كاه بيشتر  پرواري و كنسانتره استفاده كردند كه

هاي ميكروكريستال سلولاز خواهد شد و آنزيمافزايش 

-نزيم در حيوان بيشتر ميرسد فعاليت آدوم بنظر مي

 باشد.

( ميانگين فعاليت ويژه 1393) منافي راثي و همكاران

هاي گرفته شده از هاي سلولاز و زايلاناز در نمونهآنزيم

واحد به ازاي  16و  5/7ب ترتيهاي كشتار شده را بهدام

ترتيب ها بهگرم پروتئين و فعاليت اين آنزيمهر ميلي

ليتر گزارش كردند. و در اين واحد بر  025/1و  573/0

دست آمده از هاي متعدد بهآزمايش با بررسي نمونه

هاي سلولاز و كشتارگاه نشان دادند كه نسبت آنزيم

بررسي زايلاناز در محتويات شكمبه تقريبا ثابت است. 

هاي مورد بررسي ميزان اين دو آنزيم در نمونه

تگي (. اين همبس8/97) همبستگي بالايي را نشان داد

نشان دهنده آن است كه تقزيبا ميزان فعاليت زايلاناز دو 

)منافي  برابر ميزان فعاليت سلولاز است 8/1برابر حدود 

 (.1393راثي و همكاران

ميزان فعاليت ميكروكريستالين سلولاز در بخش جامد، 

خارج سلولي، درون سلولي و كل شيرابه شكمبه نسبت 

سي متيل سلولاز هاي مربوطه در آنزيم كربوكبه بخش

      ( 1392بيشتر بود. كه مخالف نتايج ميرمحمدي )
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هاي كربوكسي متيل سلولاز بر روي شد. آنزيمابمي

بخش مياني زنجير سلولز اثر نموده و از طريق 

نمايد و توليد دو زنجير كوتاهتر هيدروليز آنرا پاره مي

سلولاز به قسمت انتهايي  كند. اما ميكروكريستالينمي

يره حمله نموده و طي مراحل متوالي سلوبيوز آزاد زنج

(. 1387مسگران و همكاران نمايد )دانشرا توليد مي

بنابراين، افزايش فعاليت كربوكسي متيل سلولاز نسبت 

خاطر وجود سلولاز احتمالًا به به ميكروكريستالين

هاي سوبستراي بيشتر براي آن باشد و مطابق با يافته

. (2007 نسي و همكارانساير محققين است )راگوا

نظم و هاي بيكربوكسي متيل سلولاز در تجزيه سلولز

نظم لين سلولاز در تجزيه سلولزهاي باميكروكريستا

 و اربابي 2007)راقووانسي و همكاران  درگير است

دنبال افزايش مقدار ( به1392) (. در نتايج اربابي1392

كل  داري در فعاليتمواد متراكم در جيره كاهش معني

هاي كربوكسي متيل سلولاز و فعاليت كاغذ صافي آنزيم

 مشاهده شد.

در مايع كربوكسي متيل سلولاز هاي فعاليت آنزيم

 گذاري شدهشكمبه گوسفند كشتار شده و فيستول

ارائه  3 )نانومول در دقيقه( مختلف شكمبه در جدول

شده است. بيشترين ميزان فعاليت آنزيمي در بخش 

ر گوسفند كشتار شده كه با كاه، خارج سلولي و د

 شد، مشاهده گرديد. كنسانتره و چرا تغذيه مي

 

گذاري هاي ميكروكريستالين سلولاز)نانومول در دقيقه( در مايع شكمبه گوسفند كشتار شده و فيستولفعاليت آنزيم -2جدول

 شده

Table 2- Microcrystalline cellulose enzyme activity  (nmol min) in rumen fluid of fistulated and slaughtered 

sheep 

 كل فعاليت
Total 

 داخل سلولي
Cellular 

fraction 

خارج 

 سلولي
Extra-

cellular 

fraction 

 وابسته به ذرات
Particulate 

material 

Feed 

 خوراک
Animal  

 حيوان

a536.23 a183.67 b84.98 a267.59 )كاه + كنسانتره )نگهداري 

Straw + concentrate 

(maintenance) 

 )فيستول شده(1گروه 

Group 1 (fistulated) 

a84.349 a90.165 a05.172 ab155.89 

 
 كاه+ كنسانتره )پروار(

Straw + concentrate 

(fattening) 

 )كشتارشده( 2گروه 

Group 2 

(slaughtered) 
a492.72 a248.31 b108.42 ab135.98 كاه + كنسانتره+ چرا 

Straw + concentrate + 

grazing 

 )كشتارشده( 3گروه 

Group 3 

(slaughtered) 
b311.08 a164.88 b90.49 c55.71 )يونجه+ كنسانتره)پروار 

Hay + concentrate 

(fattening) 

 )كشتارشده( 4گروه 

Group 4 

(slaughtered) 
53.96 27.30 18.80 43.92  SEM 

0.028 0.122 0.009 0.016  1 

0.106 0.768 0.008 0.005  2 

 (P<05/0باشند )دار ميهاي هر ستون با حروف غير مشترک داراي اختلاف معنيميانگين

 ( بين حيوان زنده و حيوانات كشتارشده2( و مقايسات گروهي)1احتمال اثرات تيمار)

Within a column, means without a common letters (a,b and c) differ (P<0.05). 

Probability for the treatment effect (1) and contrast between live and slaughtered animals (2). 
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ميزان فعاليت كل آنزيم ميكروكريستالين سلولاز و 

كربوكسي متيل سلولاز در حيوان كشتار شده كه با 

يونجه و كنسانتره )پروار( تغذيه شده، كمترين بود. 

يشنهاد كردند كه براي ( پ2000) آگاروال و همكاران

تنها   جايكننده فيبر بههاي تجزيهبرآورد فعاليت آنزيم

مايع صاف شده شكمبه بايد كل محتواي شكمبه مورد 

 استفاده قرار گيرد. در مطالعات جوواني و همكاران

هاي پر ( پيشنهاد گرديد كه احتمالا در جيره1998)

حلول در هاي مكنسانتره وجود مقادير زياد كربوهيدرات

هاي سلولتيک به مايع شكمبه مانع چسبيدن باكتري

شود و از سويي جوانه زدن ذرات خوراک مي

وازي شكمبه روي بافت به هزئوسپورهاي قارچ هاي بي

تواند يكي از رسد اين خود مينظر ميافتد. بهتاخير مي

هاي حاوي دلايل كاهش فعاليت آنزيم سلولاز در جيره

تغييرات  (.1392)اربابي  ر باشدمواد متراكم بالات

ميكروبي شكمبه و الگوي آنزيمي با تغيير نسبت علوفه 

به كنسانتره در جيره توسط آگاروال و همكاران 

گزارش كردند  ( گزارش شده است. اين محققين2004)

فعاليت كربوكسي متيل سلولاز و زايلاناز با  كه ميزان

بد. دليل اين ياافزايش ميافزايش ميزان علوفه در جيره 

 مطلب در اين بخش بحث شود. 

گستره فعاليت كل آنزيم  (1392در پژوهش اربابي ) 

و كربوكسي  14/59-48/26از  ميكروكريستالين سلولاز

در سطوح مختلف كنسانتره  549-323متيل سلولاز از 

 به علوفه مشاهده شد.

 

گذاري قيقه( در مايع شكمبه گوسفند كشتار شده و فيستولهاي كربوكسي متيل سلولاز)نانومول در دفعاليت آنزيم -3جدول

 شده

Table 3- Carboxymethylcellulase enzyme activity (nmol min) in rumen fluid of fistulated and slaughtered sheep 
 

 كل فعاليت
Total 

داخل 

 سلولي
Cellular 

fraction 

خارج 

 سلولي
Extra-

cellular 

fraction 

ه وابسته ب

 ذرات
Particulate 

material 

Feed 

 خوراک
Animal  

 حيوان

b97.215 b89.79 b87.76 a23.59 )كاه + كنسانتره )نگهداري 

Straw + concentrate (maintenance) 

 )فيستول شده(1گروه 

Group 1 (fistulated) 
b82.212 b80.48 ab04.105 a96.58 )كاه+ كنسانتره )پروار 

Straw + concentrate (fattening) 

 )كشتارشده( 2گروه 

Group 2 (slaughtered) 
a52.439 a25.244 a21.137 a07.58 كاه + كنسانتره+ چرا 

Straw + concentrate + grazing 

 )كشتارشده( 3گروه 

Group 3 (slaughtered) 
b63.185 b72.111 b50.56 b38.17 )يونجه+ كنسانتره)پروار 

Hay + concentrate (fattening) 

 )كشتارشده( 4گروه 

Group 4 (slaughtered) 
52.33 33.09 19.70 11.07  SEM 

0.005 0.001 0.038 0.027  1 

0.323 0.159 0.324 0.267  2 

 (P<05/0باشند )دار ميهاي هر ستون با حروف غير مشترک داراي اختلاف معنيميانگين

 ن زنده و حيوانات كشتارشده( بين حيوا2( و مقايسات گروهي)1احتمال اثرات تيمار)

Within a column, means without a common letters (a,b and c) differ (P<0.05). 

Probability for the treatment effect (1) and contrast between live and slaughtered animals (2). 
 

pH مايع شكمبه 

pH  گذاري لمايع شكمبه گوسفند كشتار شده و فيستو

مايع شكمبه   pHارائه شده است.  4شده در جدول

كمتر  )پروار( گوسفند كشتار شده كه با كاه و كنسانتره

نشان داد با  (1392) اربابي هاي ديگر بود.از گروه

درصد سبب  50به  25افزايش نسبت كنسانتره از 
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كه نشخواركنندگان با زماني (.>05/0Pشد ) pHكاهش 

هاي سريع التخمير كربوهيدراتمقادير بيش از حد 

تر شكمبه به سطوح پايين pHفيبري( تغذيه شوند، )غير

كند )كراتس و اوتزل از مقادير فيزيولوژيكي افت مي

هاي نمونه pH( 1393) راثي و همكارانمنافي(. 2006

كشتارشده از كشتارگاه بين شش و هشت گزارش كرد. 

مبه را با شك pHكلي نشخواركنندگان قادرند طوربه

تنظيم مقدار خوراک مصرفي، توليد بافر از طريق بزاق، 

ها و جذب اسيدهاي چرب پذيري ميكروارگانيسمتطابق

فرار در محدودة فيزيولوژيكي تنظيم نمايند. با وجود اين 

چنانچه مقدار كربوهيدرات قابل تخمير مصرفي، باعث 

توليد مقدار اسيد بيشتر از آنچه در داخل شكمبه 

شكمبه با شكست  pHگردد، شود، تنظيم وليسم ميمتاب

مشاهده  pHمواجه شده وكاهش شديدي درميزان 

 (. 2006كراتس و اوتزل ) خواهد شد

-مي سلولتيک هايبر باكتري اثر نامطلوبي  pHكاهش

ازمند ني نشخواركننده حيوانات طوركليبه. گذارد

 اما درباشند، هاي سلولتيک جهت هضم فيبر ميباكتري

pHشودمي بر روي سلوبيوز محدودها آنرشد  ،پايين. 

بيشتر تحقيقاتي كه تاكنون در مورد اسيدوز انجام شده 

اي شامل توزيع اندازه ذرات است، بر فاكتورهاي جيره

جيره، قابليت تخمير جيره و عوامل ميكروبي تاكيد 

(. 2008انمارک و 2007داشتند )ناگاراجا و تيت جميير 

هاي درصد پروتون 53ن زد كه تقريباً ( تخمي1997آلن )

هوازي در زمان جذب توليدي در طي تخمير بي

شوند كه اسيدهاي چرب فرار از ديواره شكمبه منتقل مي

دهد متابوليسم جذب احتمالاً اثر شديدي بر نشان مي

 شكمبه دارد.  pHتنظيم 

 

 گذاري شدهدر مايع شكمبه گوسفند كشتار شده و فيستول  pH-4جدول

Table 4- Ruminal pH of slaughtered and fistulated sheep 

pH Feed 

 خوراک
Animal  

 حيوان

a13.36±0.6 )كاه + كنسانتره )نگهداري 

Straw + concentrate (maintenance) 

 )فيستول شده(1گروه 

Group 1 (fistulated) 
b12.61±0.5 )كاه+ كنسانتره )پروار 

Straw + concentrate (fattening) 

 )كشتارشده( 2گروه 

Group 2 (slaughtered) 
a19.37±0.6 كاه + كنسانتره+ چرا 

Straw + concentrate + grazing 

 )كشتارشده( 3گروه 

Group 3 (slaughtered) 
a06.38±0.6 )يونجه+ كنسانتره)پروار 

Hay + concentrate (fattening) 

 )كشتارشده( 4گروه 

Group 4 (slaughtered) 
 (P<05/0باشند )دار ميهاي هر ستون با حروف غير مشترک داراي اختلاف معنييانگينم

Means within same column with different letters differ significantly (P<0.05). 

 

 گيرينتيجه

هاي كشتار كه دام در مجموع، نتايج آزمايش نشان داد

، كل فعاليت كردندشده كه يونجه و كنسانتره مصرف مي

آنزيم ميكروكريستالين سلولاز و كربوكسي متيل 

سلولاز كمترين مقدار را دارا بودند و نشان دهنده اين 

-است كه وجود كاه در جيره باعث افزايش فعاليت آنزيم

 ها خواهد شد.

 تشكر و قدرداني

وسيله از حوزه معاونت پژوهش و فناوري دانشگاه بدين

عي گرگان جهت تامين علوم كشاورزي و منابع طبي

-عمل مياعتبارات مالي بينهايت تشكر و سپاسگزاري به

جهت كمک  آيد. از جناب آقاي مهندس داوود ميرمحمدي

 گردد.گيري آنزيم قدرداني ميدر اندازه
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Abstract 

BACKGRUOND: Ruminal microbes through their enzymes play roles in digestive processes. 

OBJECTIVE: This research was sampled to investigate the activity of carboxymethyl-cellulase and 

microcrystalline-cellulase (Nonomol/min) ruminal hydrolytic enzymes from different fractions of 

particulate material, extra cellular or cellular. METHODS: Twelve fistulated male sheep and 

slaughtered lambs were used in four group and three replicates. The experimental diets included 

group1: Fistulated sheep on concentrate and straw (maintance), group2: Fattening of slaughtered 

lambs on concentrate and straw, group3: Fattening of slaughtered lambs on concentrate, straw and 

grazing and group4: Fattening of slaughtered lambs on concentrate and alfalfa. RESULTS: Results 

showed that for microcrystalline-cellulasein particulate material and total (sum of all of three 

fractions) were higher in fistulated sheep compared with other groups. Moreover, microcrystalline-

cellulaseinparticulate material, cellular, extra celluar and total activity was higher than 

carboxymethyl-cellulase. Total activity of microcrystalline-cellulase and carboxymethyl-

cellulasewas the lowest in fattening of slaughtered lambs on concentrate and alfalfa. Reducing 

ruminal pH in slaughtered fattening lambs fed with concentrate and straw was seen. 

CONCLUSIONS: Overall, results of this study showed that microcrystalline-cellulaseactivities in 

fistulated lambs was higher than other groups, but containing diet with concentrate, straw, garzing 

increased the carboxymethyl-cellulaseactivity of rumen hydrolytic enzymes in slaughtered fattening 

lambs. 
 

Keywords: Rumen, Carboxymethyl-cellulase, Microcrystalline-cellulase, Enzymes; Slaughtered 

Lambs, Fistulated sheep 


