
 

Animal Production Research 

Vol. 12, No. 3, 2023 (29-47) 
doi: 10.22124/AR.2023.25526.1790 

eISSN: 2538-6107   pISSN: 2252-0872 

 

 

Potential of biochar in enhancing the effectiveness of probiotics Bacilli 
and Lactobacilli on in vitro microbial populations, hydrolytic enzymes, 

and ruminal fermentation in sheep  

Z. Bagherpoor1, J. Rezaei2*, Y. Rouzbehan3 

1. Former MSc Student of Animal Nutrition, Department of Animal Science, Faculty of Agriculture, Tarbiat Modares University, 
Tehran, Iran 
2. Associate Professor, Department of Animal Science, Faculty of Agriculture, Tarbiat Modares University, Tehran, Iran 
3. Professor, Department of Animal Science, Faculty of Agriculture, Tarbiat Modares University, Tehran, Iran 

 

(Received: 10-09-2023 – Revised: 29-10-2023 – Accepted: 31-10-2023)                 

Introduction: Probiotics accelerate and improve rumen development, stability, and balance of beneficial 
microbes in the digestive system and decrease microflora disruption, which will increase the activity of desirable 
enzymes. This action of probiotics increases digestibility, feed efficiency, livestock performance, and general 
defense including antioxidant power. However, the response of different animals to the specific probiotics is not 
uniform and similar. Therefore, it is necessary to provide factors that improve the conditions for the establishment 
and functioning of microbial additives in the rumen or to use compounds that have a synergistic effect with 
probiotics to receive a uniform and reassuring response from the herd. One of the potentially useful materials to 
achieve this goal is biochar. In the present study, it was hypothesized that if biochar (as a favorable habitat for 
microorganisms) is added to probiotic-containing diets, the conditions for establishing these microbial products 
in the fermentation environment may be improved and probiotics can act more efficiently. Moreover, a probable 
synergy between probiotics and biochar may increase the efficiency of these additives compared to their separate 
usage. However, there is no special information available in this regard, especially about the effect of including 
biochar in probiotic-containing diets on different microbial populations and rumen hydrolytic enzymes. Therefore, 
this study aimed to investigate the potential of biochar in enhancing the effectiveness of the probiotic sources 
(Bacilli and/or Lactobacilli) on microbial populations, hydrolytic enzyme activity, digestibility, antioxidant 
capacity, and fermentation products in the sheep rumen, in vitro. 
Materials and methods: The experimental treatments were: 1. A basal diet without probiotics and biochar 
(control), 2. Basal diet containing probiotic Bacilli (B. coagulans, B. subtilis, and B. licheniformis, at the ratio of 
2×1011, 5×109, and 5×109 CFU/g, respectively), 3. A basal diet containing probiotic Lactobacilli (L. plantarum, 
L. rhamnosus, and Enterococcus faecium, at the ratio of 2×109, 2×1010, and 2×1010 CFU/g, respectively), 4. A 
basal diet containing biochar, 5. A basal diet containing Bacilli-biochar, 6. A basal diet containing Lactobacilli-
biochar, and 7. A basal diet containing Bacilli-Lactobacilli-biochar. Diet digestibility was determined by the two-
stage Tilley and Terry method. In addition, the 24 and 72-h in vitro gas production techniques were conducted. 
At the end of each incubation, cellulolytic and proteolytic bacteria, as well as protozoa population, enzymatic 
activity (carboxymethyl cellulose, microcrystalline cellulose, filter paper degrading, and α-amylase), truly 
digestible substrate (TDS), partitioning factor (PF), microbial biomass production (MBP), methane release, 
antioxidant capacity, pH, ammonia-N (NH3-N), and volatile fatty acids (VFA) were determined by the standard 
methods. All in vitro tests were done in three replicates and two batches (runs) in different weeks. Data were 
analyzed in a completely randomized design using the GLM procedure of SAS. 
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Results and discussion: Separate inclusion of probiotic Bacilli and biochar in the diet increased the cellulolytic 
bacteria population and activity of fibrolytic enzymes compared to the control (P<0.05), but these variables were 
not affected by Lactobacilli. The highest values of these variables were observed with the inclusion of biochar in 
probiotic Bacilli-containing diets (i.e., Bacilli-biochar and Bacilli-Lactobacilli-biochar treatments). These results 
were due to probiotics' ability to provide superior growth conditions for useful ruminal microbes, as well as the 
positive influence of the biochar structure, as a desirable habitat, on establishing, attaching, and developing rumen 
microorganisms. The protozoa population was not affected by biochar, but it was decreased (P<0.05) in the 
probiotic-containing diets (Bacilli and Lactobacilli treatments without or with biochar) in comparison to the 
control. The number of proteolytic bacteria and protease activity were not affected by the experimental treatments. 
Alpha-amylase activity in 24-h incubation in Basilli and Lactobacilli treatments was higher than the control 
(P<0.05) but was not affected by biochar. The activity of this enzyme in 72-incubation was lower in the control 
than in probiotic or biochar treatments (P<0.05). The alpha-amylase activity was the highest in the Lactobacilli-
biochar and Bacilli-Lactobacilli-biochar groups. Separate inclusion of probiotics and biochar in the diet increased 
the diet digestibility, degraded substrate, and microbial biomass production (P<0.05). The maximum values of 
these parameters were detected in the probiotics-biochar diets. The reason for these increases can be related to the 
improvement of the cellulolytic bacteria population, alpha-amylase, and fibrolytic enzyme activity in the probiotic 
or biochar groups. The 24-h total antioxidant activity was not affected by the treatments. In 72-h incubation, the 
probiotics did not affect this variable, but a tendency to increase in antioxidant capacity was observed in diets 
containing biochar (without or with probiotics). The improving effect of biochar on the antioxidant power could 
be owing to its activity in trapping pollutants, poisons, and adverse factors in the incubation medium. Methane 
release, NH3-N, and acetate to propionate ratio were decreased, but total VFA was increased by separate use of 
the probiotics or biochar in the diet, compared to the control (P<0.05). More importantly, the inclusion of biochar 
in the diets containing the probiotic (i.e., Bacilli-biochar, Lactobacilli-biochar, and Bacilli-Lactobacilli-biochar) 
resulted in the greatest total VFA and the lowest NH3-N and methane release (P<0.05). One reason for the 
increased methane and ammonia was the lower protozoa population in the additives groups. The methane decline 
may also be related to the decreasing effect of the additives on methanogens, and their increasing effect on 
methanotrophs. Moreover, the improved bacterial biomass production could be considered as another reason for 
the decreased ammonia; i.e., more ammonia was assimilated into the bacterial protein. The increased VFA 
production was due to the higher digestibility and degraded substrate in the probiotic and/or biochar groups. 
Regarding the valuable characteristics of probiotics and biochar and their probable synergistic effects, their 
simultaneous application resulted in the highest improvement of fermentation variables. 
Conclusions: Separate use of probiotics Bacilli and Lactobacilli or biochar in the diet improved in vitro ruminal 
microbial and enzymatic activity and reduced energy (as methane) and nitrogen (as ammonia) losses. More 
importantly, the addition of biochar to the probiotics-containing diets was a suitable strategy for enhancing the 
effectiveness of the probiotic sources on digestibility and microbial biomass and reduction of methane and 
ammonia. However, these results need to be confirmed by further experiments. 
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  مقاله پژوهشي

بر  يليو لاكتوباس يليباس يهاكيوتيپروب ياثرگذار تيدر تقو وچاريب توان
  شكمبه گوسفند يتنبرون ريو تخم كيتيدروليه يهاميآنز ،يكروبيم يهاتيجمع

  ٣يوسف روزبهان ،*٢، جواد رضائي١زهرا باقرپور

   كده كشاورزي، دانشگاه تربيت مدرسدانش ،يدام، گروه علوم دام هيتغذ كارشناسي ارشدآموخته دانش -١
   كده كشاورزي، دانشگاه تربيت مدرس، گروه علوم دامي، دانشدانشيار -٢
   ، گروه علوم دامي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه تربيت مدرساستاد -٣

  

  )٠٩/٠٨/١٤٠٢تاريخ پذيرش:  – ٠٧/٠٨/١٤٠٢تاريخ بازنگري:  – ١٩/٠٦/١٤٠٢(تاريخ دريافت: 

     چكيده

 آنزيمي-يكروبيم هايفعاليت) بر ليلاكتوباس/لي(باس هاكيوتيپروب اثربخشي تقويتدر  وچاريبپتانسيل بررسي اين پژوهش،  هدف
 هاي حاويو جيره )(شاهد وچاريو ب كيوتيفاقد پروبآزمايش با هفت تيمار شامل جيره . بودشكمبه گوسفند تني برونو تخمير 

و  باكتريايي هايتيجمع .انجام شد بيوچار-لاكتوباسيل-باسيل و بيوچار-ليلاكتوباسبيوچار، -ليباسبيوچار،  ،ليلاكتوباس، ليباس
طي  تخميرهاي فرآوردهو  اكسيدانيظرفيت آنتي گاز،توليد هاي فراسنجهپذيري، هضم ،هاي هيدروليتيكميآنز ،ييپروتوزوآ

، سوبستراي پذيريهضم موجب افزايش بيوچار وها پروبيوتيكجداگانه  مصرف. شدندتعيين ساعته  ٧٢و  ٢٤ هايانكوباسيون
اكسيداني هاي پروتئوليتيك، پروتئاز و فعاليت آنتيباكتري، اما )P>٠٥/٠( شدو توده ميكروبي اسيدهاي چرب فرار شده، تجزيه

. )P>٠٥/٠از شاهد بود ( ترباسيل و بيوچار بيش تيمارهايهاي فيبروليتيك در يتيك و آنزيمهاي سلولول. باكتريتغيير نكرد
ساعته  ٢٤. آلفاآميلاز در انكوباسيون )P>٠٥/٠( بودباسيل و لاكتوباسيل كمتر از شاهد  هايگروهدر  هاپروتوزوآ همچنين، تعداد

در شاهد آلفاآميلاز  ،٧٢زمان  . درقرار نگرفت)، اما تحت تأثير بيوچار P>٠٥/٠( افزايش يافتدر تيمارهاي باسيل و لاكتوباسيل 
 وپروپيونات در تيمارهاي پروبيوتيك :). متان، آمونياك و نسبت استاتP>٠٥/٠( بودبيوچار  وكمتر از تيمارهاي پروبيوتيكي 

-بيوچار، لاكتوباسيل-(باسيل يپروبيوتيكهاي ). گنجاندن بيوچار در جيرهP>٠٥/٠شاهد كاهش يافت (در مقايسه با بيوچار 
هاي و آنزيماسيدهاي چرب فرار شده، توده ميكروبي،  پذيري، سوبستراي تجزيههضم ،بيوچار)-لاكتوباسيل-باسيل وبيوچار 

در  هاسلولوليتيكجمعيت  بيشترين). P>٠٥/٠، و كمترين آمونياك و متان حاصل شد (رساند بيشترين مقداربه  رافيبروليتيك 
-بيوچار و باسيل-آلفاآميلاز در تيمارهاي لاكتوباسيل بيشترينبيوچار، و -لاكتوباسيل-بيوچار و باسيل-باسيل هايگروه

 هضم بر هاپروبيوتيك تأثير تقويت منظور به هاي پروبيوتيكيجيره در ، افزودن بيوچاردرمجموعبيوچار مشاهده شد. -لاكتوباسيل
  .لازم استبيشتري  مطالعات، هرچند استقابل توصيه  كاهش متان و آمونياكوده ميكروبي، و وليد تو ت

   ، لاكتوباسيليميآنز-يكروبيم تيفعالشكمبه، بيوچار، باسيل،  : ي كليديهاواژه
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  قدمهم

يكي از اهداف مهم در تغذيه نشخواركنندگان، افزايش 
پذيري پتانسيل تخمير خوراك در شكمبه، بهبود هضم

، و در عين پروتئينو  انرژي جيره، استفاده بهينه از منابع
 است و آمونياك به شكل متان منابع اتلافحال، كاهش 

)Wu, 2018(اي براي رسيدن به كارهاي تغذيه. يكي از راه
ميكروبي و فعاليت مختلف هاي هدف بالا، بهبود جمعيت

اي هياستفاده از افزودنهاي هيدروليتيك شكمبه با آنزيم
انواع  كاربردهاي زيادي با تلاشدر اين راستا،  .خوراكي است

اين مواد ممكن است  .شودانجام ميها افزودني متفاوتي از
و بر تنوع ميكروبي  ميرمستقيغمستقيم يا  طورهب

 ،هايكوتيبيآنت. گذارندبهاي تخميري شكمبه اثر فرآورده
ي و آل يدهاياس ،دهايگوساكاريال ها،ميآنز ،هايكوتيپروب

 جمله ازكننده تخمير شكمبه تركيبات تغييردهنده و كنترل
 ,.Wu, 2018; McDonald et alهستند ( هايافزودناين 

هاي شده و نگراني وضعهاي با توجه به محدوديت). 2022
 هاييافزودن ، كاربرد سايرهاكيوتيبيآنتمصرف  ناشي از

ه توان بمي جمله از كه است شيافزا رو به يخوراك
تحقيقات زيادي در زمينه مصرف  .كردها اشاره پروبيوتيك

. منابع پروبيوتيكي در تغذيه دام انجام شده است
 ،توسعه شكمبهتسريع و بهبود موجب  ميكروبيهاي افزودني

 هاي مفيدكروبيمدر جمعيت مطلوب تعادل ثبات و 
ي كروبياز اختلال در فلور م يريجلوگو  دستگاه گوارش

مفيد  يهاميآنز تيفعال افزايش اين موارد، كه شوندمي
 Di Gioia and( دنبال خواهد داشت را به دستگاه گوارش

Biavati, 2018; McDonald et al., 2022(كرد. اين عمل 
، و بازده خوراك هضم تيقابلها موجب افزايش پروبيوتيك

جمله  تقويت دفاع عمومي بدن و ازو نيز  بهبود عملكرد دام
 Radzikowski, 2017; Di( دشومي اكسيدانيدفاع آنتي

Gioia and Biavati, 2018; McDonald et al., 2022.( به 
بر  ها،هاي مختلف به پروبيوتيكدامشدت پاسخ هر حال، 

نوع و عملكرد  ،شيوه استفاده ،افزودني ميكروبينوع  اساس
و تركيب  اجزا زا،دام، وجود يا عدم وجود عوامل تنش

و  ط،يمح ،دام پرورش نوع سامانه ره،يجشيميايي 
 است متفاوت رهيج دهندهناشي از مواد تشكيل كنشبرهم

)Di Gioia and Biavati, 2018.( ممكن است در  ن،يبنابرا
از مصرف يك  انتظار موردبهينه پاسخ برخي شرايط، 

بر اين اساس، بايد  ي حاصل نشود.پروبيوتيك فرآورده

شرايط  ،هاي ميكروبيكارهايي فراهم نمود كه افزودنيراه
جمله در  از( دستگاه گوارشدر استقرار و عملكرد بهينه 

و تأثير مثبت خود را به بهترين  داشته باشندرا  )شكمبه
عوامل  توان از. بدين منظور ميشكل نشان دهند

 ايدار تركيباتكننده شرايط رشد پروبيوتيكي و يا از مساعد
 پاسخ تا كرداستفاده  هاكيوتيپروب باكوشي اثر هم

  وچاريب. شودتري از گله دريافت بخشاطمينانو  تريكنواخت
  است. هدفبراي نيل به اين بالقوه سودمند  يكي از مواد

ها، امروزه در زمينه كاربرد بيوچار در همانند پروبيوتيك
و  تحقيقات خوب ،جمله تغذيه دام صنايع مختلف و از

 عاتياز گرماكافت ضا ي انجام شده است. اين مادهمتنوع
در  وس،يلسيدرجه س ٩٠٠تا  ٢٠٠ دمايدر  كشاورزي

توليد محدود بسيار  ژنيبا اكس اي ژنيبدون اكس يطيمح
يك عامل عنــوان  بهنيز و  دام بهبود عملكرد درو  شودمي
 ).Prasai et al., 2016(كاربرد دارد  ــرهيزدا در جــسم

آساني قابل دسترس  توليد بيوچار به از مواد اوليهبرخي 
ناشي از شاخه و برگ توان به از اين بين مي ، كههستند
 شوندمي رها عتيدر طب غالباً كه  اشاره كرددرختان هرس 

اين منابع . مصرف مهمي ندارندشوند و ميسوزانده  اي
ي اتغذيهمصارف غير قابليت خوبي براي داراي غيرخوراكي

را نام  وچاريب هها بآن تبديلتوان مي جمله ازكه  هستند
 زير اريبس و فراوان منافذوجود  و وسيع يسطحناحيه  .برد
. گازها دارد و يدر جذب مواد آلاهميت زيادي  ،بيوچاردر 

 يبرا ي رامطلوببسيار  طيحساختار ويژه بيوچار قادر است م
تواند ميو  نمايد ايجادشكمبه  يهاسميكروارگانيم استقرار

اتصال ميزان و سوبسترا براي تجزيه باعث شود دسترسي 
چنين . دهد خوراك بهتر رخ-خوراك و آنزيم-ميكروب

هاي ينه جمعيتثبات بهشرايطي ممكن است تعادل و 
بازده بهبود و ها بهتر ميكروارگانيسم ميكروبي مفيد، رشد

همچنين، كاهش اتلاف . به دنبال داشته باشدرا  ريتخم
 Di Gioia and( منابع انرژي و نيتروژن حاصل خواهد شد

Biavati, 2018; Teoh et al., 2019.( نمودن با پيوند  وچاريب
سموم و عوامل ناخواسته نيز جيره و موجود در سموم 

شرايط بهتر  كردن قادر به فراهممحيط تخمير موجود در 
قابليت  افزايش باعث و استها و دام ميزبان براي ميكروب
 در تحقيقات). Rashidi et al., 2018( شودميهضم جيره 

و سلامت موجب بهبود عملكرد  كاربرد بيوچار ،مختلف
)، Sirjani et al., 2023جمله گوساله ( هاي مختلف ازدام

 ندگوسف و )Saroeun et al., 2018(گوشتي او گ



  ٣٣)                                                                         ٢٩-٤٧( ١٤٠٢تحقيقات توليدات دامي/سال دوازدهم/شماره سوم/پاييز 
 

)Mirheidari et al., 2018a,b( اگرچه اطلاعات  .ه استشد
در برخي  ،مصرف بيوچار اما نيست در دسترس زياد و جامع

جمعيت توليد پروتئين ميكروبي و ميزان  ها،آزمايش
توليد موجب كاهش و  را بهبود داد فيبروليتيكهاي باكتري

 Leng et al., 2012; Mirheidari et( شدآمونياك و متان 

al., 2018b; Sirjani et al., 2023.(  
مطلوب بستر يك عنوان  با توجه به خصوصيات بيوچار به

در مطالعه حاضر چنين فرض شد كه رشد ميكروبي،  براي
ممكن ، شود اضافه يكيوتيپروب يهارهيدر ج وچاريباگر 
حيط را در مهاي ميكروبي فرآوردهاين استقرار شرايط  است

بهتر در  استقرار ها ضمنتخمير بهبود دهد و پروبيوتيك
تقويت  واقع، در شكمبه، با بازده بيشتري عمل نمايند و

از سوي  .شود مشاهدهدر اثر بيوچار عملكرد پروبيوتيكي 
ممكن است و بيوچار  يپروبيوتيكمنابع كوشي بين همديگر، 

ها نسبت به مصرف جداگانه آن بازده اين دو افزودني را
كار براي ارائه راهبه هر حال، اطلاعات چنداني  دهد. افزايش

اطلاعات ويژه  و به ر اين خصوص در دسترس نيستد
 هايگنجاندن بيوچار در جيره اثردر زمينه چنداني 

هاي ميكروبي و فعاليت پروبيوتيكي بر تغيير جمعيت
بر اساس . هاي هيدروليتيك شكمبه وجود نداردآنزيم

 وچاريب توانبررسي  ،حاضر آزمايشهدف از ، مفروضات بالا
) بر ليو لاكتوباس لي(باس هاكيوتيپروب تأثيرتقويت در 

هيدروليتيك،  يهاآنزيم، فعاليت يكروبيم هايجمعيت
تخمير شكمبه اكسيداني، آزادسازي متان و ظرفيت آنتي

   تني بود.برون در شرايطگوسفند 

  هاروشمواد و 

شركت  ي ازكيوتيپروبمحصولات  :و تيمارها مواد آزمايشي
. نددشخريداري ) شيرازرشد ( سيپرد يستيز يهافرآورده
، L. plantarum يهاگونهمخلوطي از  يليلاكتوباس افزودني

L. rhamnosus  وEnterococcus faecium با  بيترت (به
، و افزودني در گرم) CFU ٢×١٠١٠، ٢×١٠١٠، ٢×٩١٠ ريمقاد

و  B. coagulans ،B. subtilisهاي گونهباسيلي مخلوطي از 
B. licheniformis ٥×٩١٠، ٢×١١١٠ترتيب با مقادير  (به ،

٥×٩١٠ CFU  (يدهحرارت مصرفي با وچاريب. ددنبودر گرم 
 طيدرختان انار و آلو در مح ضايعاتي حاصل از هرس چوب

 سه مدت به و وسيلسيدرجه س ٥٠٠ ي(دما ژنيبدون اكس
شركت فصل  به وسيلهمذكور  فرآورده و حاصل شد )ساعت

  پنجم فرحبخش (شيراز) در اختيار قرار گرفت.

ها كيوتيپروب تأثير تقويتدر  وچاريبتوان منظور بررسي  به
مورد آزمايش قرار  زير هايتيمار، بر متغيرهاي مختلف

 وچاريو ب يكيوتيپروب بدون افزودني پايه رهيج -١ گرفتند:
 رهيج -٣، يباسيل پروبيوتيك دارايپايه  رهيج -٢)، (شاهد
 دارايپايه  رهيج -٤ ،داراي پروبيوتيك لاكتوباسيليپايه 

 -٦بيوچار، -داراي مخلوط باسيلپايه  رهيج -٥ وچار،يب
 رهيج -٧ و ،وچاريب-ليلاكتوباسداراي مخلوط پايه جيره 
 پايه رهيج .بيوچار-لاكتوباسيل-باسيل داراي مخلوطپايه 

بر اساس جداول نيازهاي غذايي هاي آزمايشي فاقد افزودني
ساير . )١جدول ( شد متوازن) NRC, 2007هاي سبك (دام

ايجاد  در جيره پايه هاي مختلفبا گنجاندن افزودني تيمارها
ترتيب  ميزان مصرف بيوچار و پروبيوتيك در جيره به .دندش

  و يك گرم در كيلوگرم ماده خشك بود. ١٠
كه برخي با توجه به آنتني: تعيين قابليت هضم برون

هاي خوراكي ضمن بهبود تخمير و هضم، ممكن افزودني
اشتباه باعث  نتيجه به توليدي، و دراست موجب كاهش گاز 

كاهش برآورد قابليت هضم و نتايج نادرست شوند، بنابراين 
جاي روش مبتني بر گاز (آزمون توليد در اين آزمايش، به

سنجي نمونه و بقاياي گاز)، از رويكرد مبتني بر وزن
اي) براي تعيين نشده (يعني روش هضم دومرحلههضم

). Tilley and Terry, 1963( دشضرايب هضمي استفاده 
هاي لوله داخل جيره (در سه تكرار) در گرمميلي ٥٠٠مقدار 

) مجزا runآزمايش در دو سري ( و سانتريفيوژ قرار گرفت
دهي صبح، خوراك از . پيشهاي متفاوت اجرا شددر هفته

از سه رأس  شيرابه شكمبه كردنآوري و صافنسبت به جمع
جيره . شده نژاد شال اقدام شد گوسفند بالغ فيستوله

دانه جو، دانه ذرت،  ا،يكنجاله سو ونجه،گوسفندان حاوي ي
ترتيب با  به ينيتاميو-يمخلوط معدنشيپ و نمك

درصد ماده خشك  ١و  ٥/٠، ١٥، ٥/١٨، ٥، ٦٠هاي نسبت
 دوگال، شيرابه شكمبه و بافر بهپس از تهيه بافر مك د.بو

 ٣٥شدند. سپس، مقدار  نسبت يك به چهار با هم مخلوط
د و شهر نمونه اضافه  بافر به-مخلوط شيرابه ليترميلي

هوازي شد. درب اكسيد كربن بيدي به وسيلهمحيط تخمير 
خوبي بسته شد و  ها (مجهز به روزنه خروج گاز) بهلوله

 سيلسيوس درجه ٣٩ دماي ساعت در ٤٨مدت  تخمير به
شدند و با دور  وژيفها سانتريلوله از آن، پس .صورت گرفت

   .رويي، مرحله دوم هضم انجام شدمايع ريختن 
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  اجزاي خوراكي و تركيب شيميايي جيره پايه -١جدول 

Table 1. Feed ingredients and chemical composition of the basal diet1 

Ingredient (g/100 g DM) Chemical composition (g/100 g DM or as stated) 
Alfalfa hay 40.0 Crude protein 13.1 
Wheat straw 10.0 Neutral detergent fiber 32.5 
Barley grain 17.0 Acid detergent fiber 21.7 
Corn grain 19.0 Ash 6.67 
Wheat grain 6.0 Ether extract 2.48 
Soybean meal 6.0 Non-fiber carbohydrates 45.3 
Mineral-vitamin premix2 1.0 Metabolizable energy (MJ/kg DM) 10.26 

1 The treatments were i. Basal diet free of probiotics and biochar (control) and diets containing ii. Probiotic Bacilli (BAC: a 
mixture of B. coagulans, B. subtilis, and B. licheniformis, at the ratio of 2×1011, 5×109, and 5×109 CFU/g, respectively), iii. 
Probiotic Lactobacilli (LAC: a mixture of L. plantarum, L. rhamnosus, and Enterococcus faecium, at the ratio of 2×109, 2×1010 
and 2×1010 CFU/g, respectively), iv. Biochar (BIO; obtained from pomegranate and plum woods), v. Probiotic Bacilli and 
biochar (BAC-BIO), vi. Probiotic Lactobacilli and biochar (LAC-BIO), and vii. Bacilli, Lactobacilli and biochar (BAC-LAC-
BIO).  
2 Mineral premix contained (per kg): 120 g of Ca, 30 g of P, 60 g of Mg, 4 mg of Se, 40 mg of Co, 70 mg of Mn, 100 mg of I, 
and 30 mg of Cu, 500,000 IU of vitamin A, 100,000 IU of vitamin D3, and 8,000 IU of vitamin E.  
   

 اضافهليتر پپسين اسيدي ميلي ٣٥، هر لوله بدين منظور، در
با پايان يافتن  .ه دوم اجرا شدساعت ٤٨و انكوباسيون  دش

كاغذ صافي و پمپ خلأ  باساعت، محتويات هر لوله  ٤٨
با استفاده از آون  نشده ي هضمبقاياد. سپس، شصاف 
 هكورمواد حاصل در  نهايت، در .شدندتوزين  و خشك

ماده خشك و  هضم مقادير قابليتو  شدالكتريكي سوزانده 
 زيراستفاده از روابط  با وسازسوختانرژي قابل  ماده آلي و

  :)AFRC, 1993( دشبرآورد 
DMD (%) = [(Initial DM weight - Final DM 
weight)/Initial DM weight] × 100  
OMD (%) = [(Initial OM weight - Final OM 
weight)/Initial OM weight] × 100  
DOMD (%) = OMD × %OM  
ME (MJ/kg DM) = 0.0157 × DOMD (g/kg DM) 

ترتيب  به MEو  DMD ،OMD، DOMDدر روابط بالا، 
قابليت هضم ماده آلي، قابليت هضم ماده خشك، معرف 

و انرژي قابل  خشك هقابل هضم در ماد يآل هماد
  .هستندوساز سوخت

 منظور به:  و بررسي متغيرهاي تخميرتني برون آزمون گاز
در و نيز  ساعت ابتدايي تخمير ٢٤يمارها در مقايسه اثر ت

و  ٢٤در دو زمان  توليد گاز  هاي، آزمونبلندمدتتخمير 
 ٢٠٠ مقدار. ندشداجرا  )سريدو تكرار و  در سه( ساعت ٧٢

ويژه ريخته شد. اي شيشههاي در سرنگ نمونهگرم ميلي
 گوسفندسه رأس از همانند بخش بالا،  ،شيرابه شكمبه

هاي حجم د.شصاف  متقالچهار لايه پارچه  باآوري، و جمع
بافر، ماكرومينرال، ميكرومينرال و  ،آب مقطرمشخص 
در  و ندبا هم مخلوط شدبزاق مصنوعي  براي تهيه رزازورين

 جريانضمن برقرار  .ندگرفت قراردرجه سيلسيوس  ٣٩ دماي
شرايط شد تا افزوده احياكننده  محلول، اكسيد كربندي

با بزاق مصنوعي -شيرابه شكمبهسپس، . شود احيا برقرار
اين ليتر ميلي ٣٠مقدار مخلوط شدند و  ٢به  ١نسبت 
 ٣٩در دماي  هانمونه. دشتزريق به داخل هر سرنگ مخلوط 

حجم كل گاز قرار داده شدند و در پايان، درجه سيلسيوس 
 ثبت شد ساعته ٧٢و  ٢٤هاي براي انكوباسيون توليدي

)Menke et al., 1979.(  
از پنج  ،تيكيسلولولهاي تعيين جمعيت باكتريبراي 
محيط  .استفاده شد سرنگتخميري هر ليتر محتويات ميلي

) Hungate( تينگاههاي در داخل لولهمايع  يهوازيبكشت 
 ) موردالياف( هدراتيمنبع كربوهد. شاتوكلاو ريخته شد و 

بدين منظور، . بود ١واتمن شماره  صافيكاغذ استفاده، 
شد و ي هانگيت تزريق هالولهدر  هاي مختلف شيرابهترق

سيلسيوس درجه  ٣٩ يدما در روز ٢١مدت  بهانكوباسيون 
هاي باكتري كل جمعيت نهايت، صورت گرفت. در

در  تجزيه كاغذ صافي با توجه به شكست و تيكيسلولول
شكست و تجزيه كاغذ كه  تعيين شد تيمارهاي مختلف
 استهاي مذكور و تخميني از تعداد آنها نشانه رشد باكتري

)Dehority, 2003 .( كيتيپروتئول يهايباكتركل شمارش، 
 طيمح يحاو تيهانگ يهالوله در ها،مانند سلولوليتيك زين

 به نيژلات، و با استفاده از هاكيتيپروتئول ژهيو عيكشت ما
و شمارش  ي. جداسازصورت پذيرفتيي عنوان منبع غذا

 نيژلات حالتو تغيير  هيتجز ياز رو يمثبت و منف يهالوله
هاي باكتريايي از روي تعداد در واقع، جمعيت .دشمشخص 

و برآورد جمعيت  شودمي تعيينشده تجزيهيات لوله با محتو
 "ترين عددمحتمل"به جداول ويژه  مراجعهبا ميكروبي 

)MPN(  يي، پروتوزوآجمعيت  تعيينبراي . گيردميصورت
و در  شده خلوطسالين مشيرابه با فرمالنسبت مناسب از 



  ٣٥                                    )                                     ٢٩-٤٧( ١٤٠٢تحقيقات توليدات دامي/سال دوازدهم/شماره سوم/پاييز 
 

هاي مختلف و جمعيت كل گروهتعداد  .شد يخچال ذخيره
لام هموسيتومتر و  به وسيلهدر هر نمونه  پروتوزوآ

تعداد . )Dehority, 2003( شد شمارشميكروسكوپ نوري 
يعني ( "ترين عددمحتمل" روش بر اساس هاپروتوزوآ

- بهلام)  بزرگ مربع نهدر  شده مشاهده بيشترين فراواني

  .ندصورت لگاريتمي بيان شدو اعداد به آمددست 
هاي هيدروليتيك، در ابتدا فعاليت آنزيم منظور برآورد به

ليتري ميلي ١٠٠محتويات تخميري هر سرنگ به ظرف 
ليتر محلول ليزوزيم و . سپس، پنج ميليندانتقال داده شد

د و سه ساعت شليتر تتراكلريد كربن وارد پنج ميلي
درجه سيلسيوس انجام شد. پس  ٣٩انكوباسيون در دماي 

 عملاز متوقف كردن واكنش با قرار دادن ظرف روي يخ، 

قه) صورت يدق شش به مدت ولتميلي ٥٠( ونيكاسيسون
درجه  (چهار ٢٧،٠٠٠ gنمونه در  هرگاه آن .گرفت

و لايه رويي  دش) سانتريفيوژ دقيقه ٢٠به مدت سيلسيوس
ي هاآنزيمفعاليت . برداشته شدبراي بررسي آنزيمي 

 سلولاز، ميكروكريستالين سلولاز، متيلكربوكسي

در مايع  آلفاآميلاز و پروتئاز ،صافي كاغذ كنندگيتجزيه
 استاندارد هاياز روشبا استفاده  شده رويي برداشت

)Agarwal et al., 2002; Makkar, 2010 به د.ش) تعيين 
، سلولز نيستاليكروكريممتيل سلولز، از كربوكسيترتيب 

عنوان سوبستراهاي  كاغذ صافي واتمن، نشاسته و كازئين به
هر  .استفاده شد هاي بالاآنزيمفعاليت سنجش هدف براي 

همراه  مايع رويي نهايي) بهيعني شده ( وريآنمونه شيرابه فر
در دما و زمان سوبسترا) -هاي بافري(مخلوطمعرف سنجش 

اين ، كه انكوبه شدندبر اساس نوع آنزيم استاندارد 
و  شودميمحيط واكنش موجب تغيير رنگ انكوباسيون 

فعاليت هر ، نهايت در. استنشانه فعاليت تجزيه سوبسترا 
پروتئين  و ياميزان آزادسازي گلوكز روي از  هاآنزيميك از 

تغيير رنگ با توجه به  ليهبه ازاي هر واحد سوبستراي او
سنجي نورروش  باقرائت عدد جذب ي آزمايشي و هامحلول

  برآورد شد. معينهاي در طول موج
 يقيحق شده يهتجز يسوبسترا دست آوردن مقداربراي به

)TDS( همراه  به در پايان زمان تخمير، سرنگهر ، محتويات
روش استاندارد براي يك  بر اساسمحلول شوينده خنثي 

بقايا  صورت گرفت. ساعت جوشانده شد. سپس، فيلتراسيون
در كوره  بقايا سوزاندن ،سپسو  خشك شدند در آون

 شده يهتجز يسوبسترامقدار الكتريكي انجام پذيرفت. 
دست آمد. با كسركردن وزن نمونه اوليه و نهايي به يقيحق

 يسوبسترابا تقسيم نمودن  )PF( يكتفك عاملتخمين 
 )تريليليم) بر حجم گاز (گرميليم( يقيحق شده يهتجز

مقدار  ،توده ميكروبي توليد حاصل شد. براي برآورد
و در  شده حجم گاز منهاي يقيحق شده يهتجز يسوبسترا

 ,Makkar( شدضرب  )استوكيومتري ضريب ثابت( ٢/٢عدد 

صورت زير محاسبات بهاستفاده براي  روابط مورد). 2010
  :بود

Truly degraded substrate (TDS; %) = [(Initail 
sample weight – Residual weight after incubation, 
treating with NDS and ashing)/ Initail sample 
weight] × 100  

Partitioning factor (PF) = mg TDS/ mL gas 
production  

Microbial bimass production (MBP) = TDS – (GP × 
2.2) 

 هايانكوباسيوندر توليدي متان شده ديگر، متغير بررسي
آزمون گاز همانند قبل ، بود. براي برآورد آن هساعت ٧٢و  ٢٤

ثبت  هاي مذكورزمان انتهايدر حجم كل گاز انجام گرفت. 
جذب  منظور بهمولار ( ١٠ليتر سود چهار ميلي. سپس، دش

تغيير شد. پس از به سرنگ وارد و مخلوط ) اكسيد كربندي
كه تقريباً معادل متان  شدثبت  عدد جديد، پيستون حجم

 Anele( همراه آن استزيرا اندكي هيدروژن نيز  خواهد بود

et al., 2011.(  اكسيداني آنتي كل ظرفيتاثر تيمارها بر
 احياي در شيرابه توان( FRAP روش مطابق بامحيط تخمير 

 پيريديلتري معرف حضور در فرو به فريك هاييون
 شد تعيين اسپكتروفتومتر با استفاده از دستگاه و تيرازين)

)Benzie and Strain, 1996.(  
 ٧٢و  ٢٤هاي محيط تخمير در انكوباسيون pHميزان 
، پنج متر ديجيتال ثبت شد. سپسpH به وسيلهساعته 

 ٥٠ليتر اسيد سولفوريك ميلي ١/٠ليتر شيرابه با ميلي
. غلظت دشصورت منجمد ذخيره و به درصد مخلوط

-مذكور با استفاده از روش فنل هاينيتروژن آمونياكي نمونه
تعيين  ريدر)(دستگاه ميكروپليت هيپوكلرايت و نورسنجي

غلظت اسيدهاي  سنجشبراي ). Galyean, 2010شد (
استيك، پروپيونيك، ايزوبوتيريك، بوتيريك، ايزووالريك و 

 UNICAM 4600, SBدستگاه گازكروماتوگراف ( ازوالريك 

Analytical, UK ( كپيلاريستون )، مجهز بهAgilent 

J&W HP-FFAP, 10 m × 0.535 mm × 1.00 μm, 

19095F-121, USA(،  استفاده شد)Galyean, 2010(  و
  د.بوعنوان استاندارد داخلي  اتيل بوتيريك به-٢اسيد 
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 از با استفادهآمده دستهاي بهيافته:  هاتجزيه آماري داده
ح در قالب طر ،)١/٩(ويرايش  SAS افزارنرم GLMرويه 

  :ندمدل آماري زير تجزيه شد با كاملاً تصادفي
Yijkl = μ + Ti + B(T)ij + eijk + eijkl 

 ،μمقدار هر مشاهده، عنوان  به ijklYدربرگيرنده مدل 
 در اثر تصادفي سري ،ij(T)Bاثر ثابت تيمار،  ،iT ميانگين،

برداري خطاي نمونهنيز  ijkle خطاي آزمايشي و ،ijkeتيمار، 
در سطح  )LSD( داريحداقل تفاوت معن آزمون از .بود

  شد. استفادهها مقايسه ميانگينبراي درصد  پنج داريمعني

  نتايج و بحث

 هايباكتري هاي سلولوليتيك،باكتري جمعيت
بر اساس اطلاعات   :ييپروتوزوآ هايگروه پروتئوليتيك و

موجب افزايش  يباسيلپروبيوتيك مخلوط  كاربرد، ٢جدول 
هاي ي سلولوليتيك در انكوباسيونهايباكتركل جمعيت 

). جمعيت P>٠٥/٠ساعته نسبت به شاهد شد ( ٧٢و  ٢٤
 ٢٤ها در تيمار لاكتوباسيل در انكوباسيون سلولوليتيك

ي نداشت، اما با گذشت داريمعنساعته با گروه شاهد تفاوت 
شد.  بيشتر شاهد در مقايسه باساعت از انكوباسيون،  ٧٢

 داشت هابيوچار نيز اثر مثبتي بر جمعيت سلولوليتيك
)٠٥/٠<P( .هاي سلولوليتيك در جمعيت باكتري بيشترين

بيوچار -لاكتوباسيل-بيوچار و باسيل-تيمارهاي باسيل
افزودن بيوچار به جيره  دهدمينشان كه  شدمشاهده 

هاي مذكور در اثر پروبيوتيك تقويت موجب پروبيوتيكي
بر اساس  .ه استدش يسلولوليتيكهاي گروه ستقرارا

 ،مختلف پروبيوتيكي هايو گونه هاجنسهاي موجود، يافته
طور به هاي شكمبه ندارند وآثار مشابهي بر ميكروارگانيسم

 كنندعمل ميهاي ميكروبي خاص بر برخي گروه اختصاصي
)Rigobelo, 2012; Di Gioia and Biavati, 2018( . از

زمان هاي خاصي با موضوع اثر مصرف هميافتهسوي ديگر، 
ميكروبي شكمبه منتشر هاي بيوچار بر جمعيت-پروبيوتيك

ميكروبي  فرآوردهرسد به نظر ميهر حال،  نشده است. به
شرايط در پژوهش حاضر (در مقايسه با لاكتوباسيل)  يباسيل

و اين  باشد فراهم كرده هابهتري را براي سلولوليتيك
گونه يك نشان داد  است كه يتحقيق سو با نتايجهممشاهده 

هاي افزايش باكتري) باعث B. subtilisباسيلوس (
 شودميغذا -بكرويماتصال  ميزان سلولوليتيك و

)Manhar et al., 2016.(  ديگر تنيآزمايش برونيك در ،

روند افزايشي در يك هاي باسيلي موجب مصرف پروبيوتيك
 سببي لاكتوباسيل فرآوردهد، اما ش هاجمعيت سلولوليتيك

 ,Ashkvari( شده ساعت ٢٤ در انكوباسيون روند كاهشي

ي هايباكترها، افزايش در ساير آزمايش). 2019
 .Sو  L. acidophilusمخلوط  فيبروليتيك با كاربرد

cerevisiae )Sheikh et al., 2022( ،ها كاهش سلولوليتيك
 ,.B. subtilis )Zhang et al و L. plantarumمصرف  با

 گونههاي سلولوليتيك در اثر و عدم تغيير باكتري) 2017
B. subtilis natto )Sun et al., 2013( علت  .نشان داده شد

 ميكروب نوع وان،يسن ح وگونه  تناقض بههاي ماين يافته
ره و ي، جيطيمح طيشرانوع آزمايش،  ،مصرف ، دزمصرفي

 ,.Le et al., 2017; Sirjani et al( استمربوط  هيسطح تغذ

تنهايي يا در  (به از سوي ديگر، تأثير مثبت بيوچار ).2023
اي هاي شكمبهسلولوليتيك بر جمعيت ها)كنار پروبيوتيك

 اريبس يسطح هيناحخلل و فرج فراوان و  توان بهرا مي
افزايش سطوح ساكن  مربوط دانست كه باعثآن  گسترده

 Leng et( شوديم بهبود زيستگاه ميكروبيو  در شكمبه

al., 2012 .( ،با مصرف  هافيبروليتيكجمعيت بهبود بنابراين
  . شد مشاهدهبيوچار -مخلوط پروبيوتيك

، بيوچار يكاربرد منابع پروبيوتيكها، خلاف سلولوليتيك بر
هاي بيوچار تأثيري بر جمعيت باكتري-پروبيوتيكمخلوط و 

هاي فرآوردهمورد اثر اطلاعاتي در پروتئوليتيك نداشت. 
بر  بيوچار-پروبيوتيكي پژوهش حاضر و مخلوط پروبيوتيك

در يك تحقيق، ر حال، ه بهوجود ندارد. اين گروه باكتريايي 
تعداد افزودن كربن زيستي به جيره تأثيري بر 

 يك در. )Saleem et al., 2018( نداشت هاپروتئوليتيك
آزمايش ديگر، مصرف باسيل و مخمر موجب يك روند 

بر  هاي پروتئوليتيك شد،افزايشي در جمعيت باكتري
مخمر و -بود، و مخلوط باسيل رثالاكتوباسيل بي

هاي پروتئوليتيك مخمر باعث افزايش باكتري-لاكتوباسيل
به  B. subtilisعلاوه، افزودن ). بهAshkvari, 2019شدند (

ي شكمبه و جمعيت هايباكترجيره گاوهاي هلشتاين، كل 
). افزايش Sun et al., 2013ها را افزايش داد (پروتئوليتيك

 .B گونههاي پروتئوليتيكي با مصرف جمعيت باكتري

subtilis ) در پژوهش ديگري نيز نشان داده شدManhar 

et al., 2016  .(  
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) digestamL /10Logهاي ميكروبي (بيوچار بر جمعيت-پروبيوتيك، بيوچار و مخلوط پروبيوتيكهاي حاوي جيره اثر -٢جدول 
  تنيشكمبه گوسفند در شرايط برون

Table 2. Effect of diets containing probiotic, biochar, and probiotic-biochar mixture on microbial populations 
(Log10/mL digesta) in sheep rumen, in vitro 

 Bacteria  Protozoa 
Diet1 Cellulolytic Proteolytic  Total Isotrichi

dae 
Entodiniin

ae 
Diplodinii

nae 
Ophryosc
olecinae 

24-h incubation         
Control 8.889c 8.946  5.94a 5.00 5.82a 4.87a 4.32 
BAC 8.943ab 8.978  5.85b 4.92 5.74b 4.73b 4.30 
LAC 8.870c 8.938  5.87b 4.99 5.72b 4.76b 4.32 
BIO 8.956ab 8.962  5.91a 4.98 5.79a 4.78ab 4.32 
BAC-BIO 8.971a 8.981  5.80c 4.96 5.65c 4.75b 4.34 
LAC-BIO 8.913b 8.988  5.79c 4.98 5.64c 4.77ab 4.32 
BAC-LAC-BIO 8.975a 8.985  5.77c 4.93 5.61c 4.82ab 4.33 
SEM2 0.023 0.029  0.016 0.042 0.020 0.054 0.026 
P-value 0.003 0.34  <0.001 0.43 <0.001 0.021 0.88 

72-h incubation         
Control 8.692c 8.989  5.90a 4.98 5.78a 4.82a 4.32 
BAC 8.757ab 8.941  5.77c 4.90 5.64bc 4.69bc 4.32 
LAC 8.747b 8.936  5.80bc 4.90 5.68bc 4.67bc 4.33 
BIO 8.766ab 9.001  5.88a 4.91 5.75a 4.77a 4.28 
BAC-BIO 8.781ab 8.987  5.80bc 4.91 5.69b 4.73b 4.29 
LAC-BIO 8.764ab 8.984  5.81b 4.90 5.69b 4.67bc 4.32 
BAC-LAC-BIO 8.801a 8.971  5.81b 4.92 5.70b 4.64c 4.30 
SEM 0.018 0.035  0.023 0.034 0.029 0.053 0.023 
P-value 0.002 0.14  <0.001 0.013 <0.001 0.030 0.61 

1 Control: Diet without probiotics and biochar; BAC: Diet containing Bacillali; LAC: Diet containing Lactobacilli; BIO: Diet 
containing biochar; BAC-BIO: Diet containing Bacillali and biochar; LAC-BIO: Diet containing Lactobacilli and biochar; 
BAC-LAC-BIO: Diet containing Bacillali, Lactobacilli and biochar. 
2 SEM: Standard error of the means. For 24 and 72-h incubations, the means in the same column with different superscripts 
differ (P<0.05).  
  

هاي شود، در زمانمي مشاهده ٢طور كه در جدول همان
هاي ساعت، جمعيت كل پروتوزوآ و گروه ٧٢و  ٢٤

Entodiniinae  وDiplodiniinae  در اثر مصرف پروبيوتيك
كاهش  ،بيوچار در مقايسه با شاهد-و مخلوط پروبيوتيك

تنهايي  اما مصرف بيوچار به ،)P>٠٥/٠ي داشت (داريمعن
دار بيوچار بدون پروبيوتيك) فاقد تأثير معني(جيره حاوي 

بر جمعيت پروتوزوآيي بود. كمترين پروتوزوآ در انكوباسيون 
بيوچار، و در -ليلاكتوباس-لياسساعته در گروه ب ٢٤

ساعته در تيمار حاوي پروبيوتيك باسيلي  ٧٢انكوباسيون 
مشاهده شد. افت نسبي جمعيت پروتوزوآيي اتفاق مثبتي 

كاهش تجزيه پروتئين باكتريايي، افزايش است كه سبب 
شود. همچنين، كاهش پروتئين ميكروبي و كاهش متان مي

تر براي شدن يك زيستگاه امن پروتوزوآ موجب فراهم
 دشويمپروتوزوآ  به وسيلهها و فرار باكتري از شكار باكتري

)Millen et al., 2016 همين موضوع شايد يكي ديگر از .(
هاي سلولوليتيك در پژوهش حاضر تريعلل افزايش باك

هاي پروبيوتيكي پژوهش باشد. كاهش پروتوزوآ در اثر مكمل

 B. subtilisحاضر با نتايج ديگر محققان با مصرف مكمل 
)Sun et al., 2013 ،(و لاكتوباسيل هاليباس) هاAshkvari, 

بر هاي پروبيوتيكي مكمل ريتأث ) موافق بود. روش2019
مشخص نيست و نتايج تحقيقات  شكمبهي پروتوزوآ

ميكروب و -ميكروبرابطه متناقض است، اما مبحث اثر 
هاي فرآوردهيافتن يك گونه ميكروبي يا  احتمال آثار غلبه

ها ممكن است دليل اين اتفاق باشد آن بر ساير گونه
)Millen et al., 2016; Di Gioia and Biavati, 2018 .(

الي كاهش پروتوزوآ در اثر برخي محققان يك علت احتم
مصرف مكمل پروبيوتيكي را به ميزان عرضه يون هيدروژن 

). آنها بيان كردند Astuti et al., 2022مربوط دانستند (
شود، عرضه يم ديتول يشتريب كيونيپروپ ديكه اس يهنگام

در چنين شرايطي، . ابدييكاهش ميون هيدروژن در شكمبه 
رشد  نيز و پروتوزوآهابر رشد  كننده هيدروژنمصرف يرقبا

هاي و موجب كاهش اين گروه گذارنديم ريها تأثمتانوژن
اين توضيح با تغييرات غلظت پروپيونات  .شوندميكروبي مي

ها، خواني دارد. مخالف با اين يافتهدر پژوهش حاضر نيز هم
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ها، افزايش پروتوزوآ را در اثر مصرف مخلوط برخي آزمايش
L. acidophilus  وS. cerevisiae گزارش كردند )Sheikh 

et al., 2022(تنهايي نيز،  . درباره تأثير تغذيه بيوچار به
ود كپوست گردو و  موافق با تحقيق حاضر، كاربرد بيوچار

) و افزودن كربن زيستي Mirheidari et al., 2019( يمرغ
 ,.Saleem et alهاي چوب كاج) به جيره ((حاصل از تراشه

  ي بر پروتوزوآي شكمبه نداشت.ريتأث) 2018
 ،٣بر اساس نتايج جدول : هاي هيدروليتيكفعاليت آنزيم

باسيلي موجب بهبود فعاليت آويسلاز  يپروبيوتيكافزودني 
 ٧٢و  ٢٤ هايكنندگي كاغذ صافي در انكوباسيونو تجزيه

 ٧٢متيل سلولاز در زمان ساعته، و بهبود فعاليت كربوكسي
هاي فيبروليتيك در فعاليت آنزيم). >٠٥/٠Pساعت شد (

تنهايي  بيوچار بهگروه لاكتوباسيل تفاوتي با شاهد نداشت. 
ي كاغذ صافي در كنندگهيتجزموجب شد فعاليت آويسلاز و 

متيل سلولاز، آويسلاز ساعت، و فعاليت كربوكسي ٢٤زمان 

ساعت نسبت به  ٧٢ي كاغذ صافي در زمان كنندگهيتجزو 
مجموعه ). بيشترين فعاليت >٠٥/٠Pد (شاهد بيشتر باش

پروبيوتيكي  هايجيرهمربوط به  يهاي فيبروليتيكآنزيم
بيوچار و -باسيلهاي مخلوط يعني گروهحاوي بيوچار (

خاصي درباره  مستندات بود. )بيوچار-لاكتوباسيل-باسيل
ي هاميآنزويژه بيوچار بر فعاليت  ها و بهتأثير پروبيوتيك

شكمبه وجود ندارد. به هر حال، تأثير مثبت مكمل 
هاي فيبروليتيك در آزمايش حاضر تا باسيلوسي بر آنزيم

شده در تعداد  به بهبود مشاهدهتواند ميحد زيادي 
مشخص  . همچنين،باشدهاي سلولوليتيك مربوط باكتري

 قادر استخاص از يك گونه افزودني ميكروبي  شده است كه
استقرار بهتر برخي  ،نتيجه ات و درايجاد ثب سبب

احتمالاً شود و در محيط گوارشي هاي ميكروبي جمعيت
را به همراه  مربوط به آن جمعيت افزايش فعاليت آنزيمي

   ). Radzikowski, 2017داشته باشد (
  

شكمبه  هاي هيدروليتيكيمبيوچار بر فعاليت آنز-پروبيوتيكپروبيوتيك، بيوچار و مخلوط هاي حاوي جيره اثر -٣جدول 
  تنيگوسفند در شرايط برون

Table 3. Effect of diets containing probiotic, biochar and probiotic-biochar mixture on hydrolytic enzymes 
activity in sheep rumen, in vitro 

Diet1 CMCase2 Avicelase FPD α-Amylase Protease 
24-h incubation      

Control 3.54c 2.00d 2.40c 12.05d 0.819 
BAC 3.67bc 2.72bc 3.11b 13.53bc 0.756 
LAC 3.30c 1.98d 2.36c 14.30ab 0.814 
BIO 3.71bc 2.50c 3.05b 12.19cd 0.779 
BAC-BIO 3.91ab 3.21a 3.41a 14.01ab 0.749 
LAC-BIO 3.74bc 2.48c 3.07b 14.77ab 0.787 
BAC-LAC-BIO 4.31a 3.01ab 3.18b 15.50a 0.771 
SEM3 0.077 0.017 0.078 0.584 0.062 
P-value 0.011 <0.001 <0.001 <0.001 0.52 

72-h incubation      
Control 2.84d 1.93d 4.47b 9.57c 0.592 
BAC 3.27c 2.78c 4.74a 10.76ab 0.594 
LAC 3.11c 1.97d 4.53b 11.11ab 0.563 
BIO 3.50b 3.30b 4.89a 10.10bc 0.537 
BAC-BIO 3.90a 3.64a 4.95a 10.95bc 0.580 
LAC-BIO 3.64b 3.34b 4.88a 11.73a 0.595 
BAC-LAC-BIO 4.07a 3.62a 5.04a 11.34ab 0.532 
SEM 0.070 0.082 0.089 0.414 0.048 
P-value <0.001 <0.001 <0.001 0.018 0.29 

1 Control: Diet without probiotics and biochar; BAC: Diet containing Bacillali; LAC: Diet containing Lactobacilli; BIO: Diet 
containing biochar; BAC-BIO: Diet containing Bacillali and biochar; LAC-BIO: Diet containing Lactobacilli and biochar; 
BAC-LAC-BIO: Diet containing Bacillali, Lactobacilli and biochar. 
2 CMCase: Carboxymethyl cellulase (µmol glucose/mL per h); Avicelase: Microcrystalline cellulose (µmol glucose/mL per 
h); FPD: Filter paper degrading (µmol glucose/mL per h); α-Amylase as µmol glucose/mL per h; Protease as mg released 
protein/mL per h. 
3 SEM: Standard error of the means. For 24 and 72-h incubations, the means in the same column with different superscripts 
differ (P<0.05). 
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روند افزايشي در فعاليت آويسلاز و پژوهش ديگر، يك در 
ها و مخمر، و نيز كنندگي كاغذ صافي با مصرف باسيلتجزيه

كنندگي يك افزايش شديدتر در فعاليت آويسلاز و تجزيه
مخمر گزارش شد -كاغذ صافي با مصرف مخلوط باسيل

)Ashkvari, 2019.(  ديگر، تأثير مثبت بيوچار بر از سوي
به وجود  هاي فيبروليتيك در آزمايش حاضرفعاليت آنزيم

خلل و فرج و ناحيه سطحي فراوان آن مربوط است كه 
ها بهتر استقرار يابند و با بهبود شود باكتريموجب مي

 ,.Leng et alسوبسترا (-دسترسي و ميزان اتصال باكتري

هاي فيبروليتيك زيم)، افزايش ترشح و فعاليت آن2013
مشاهده شود. همين اثر بيوچار در تحقيق حاضر موجب شد 

هاي پروبيوتيكي فعاليت فيبروليتيكي در جيره بيشترينتا 
بيوچار و -هاي مخلوط باسيلحاوي بيوچار (يعني گروه

 ،شود، كه مفهوم آن مشاهدهبيوچار) -لاكتوباسيل-باسيل
ه و استقرار اين دادن شرايط توسع توان بيوچار در بهبود

  اي است. پروبيوتيك باكتريايي در محيط شكمبه
ها و مشخص شد گنجاندن پروبيوتيك لازيآلفاآمبا بررسي 
طور مجزا و يا مخلوط آنها در جيره بر فعاليت بيوچار به

 استآنزيم مذكور در هر دو زمان انكوباسيون مؤثر 
)٠٥/٠<P(اما تيمارهاي باسيل، بيوچار و مخلوط باسيل ،-

-بيوچار در قياس با تيمارهاي لاكتوباسيل و لاكتوباسيل
داشتند. اين  لازيآلفاآمبيوچار تأثير كمتري بر بهبود فعاليت 

شده در نسبت پروپيونات و كاهش  نتيجه با افزايش مشاهده
 هاي حاوي لاكتوباسيل يا تركيباي در جيرهاستات شكمبه

توجه  بيوچار مطابقت دارد. افزايش قابل-لاكتوباسيل
هاي حاوي پروبيوتيك فعاليت آلفاآميلاز در گروه

بود جمعيت لاكتوباسيلي به اثر شديدتر اين تيمارها در به
افزايش فعاليت  ،نتيجه و در هاي آميلوليتيكباكتري

  .استآميلوليتيكي مربوط 
اي در پروتئاز شكمبههاي بالا، فعاليت خلاف آنزيم بر

ساعته تحت اثر تيمارهاي  ٧٢و  ٢٤هاي انكوباسيون
آزمايشي قرار نگرفت. اين نتيجه با عدم تغيير در جمعيت 

هاي پروتئوليتيك مطابقت دارد، زيرا بخش زيادي از باكتري
هاي مذكور فعاليت پروتئوليتيكي شكمبه مربوط به باكتري

ئوليتيكي به است. همچنين، بخشي از فعاليت پروت
 ,.Dehority, 2003; Millen et alپروتوزوآها ارتباط دارد (

شده در  هاي مصرف)، كه جمعيت آنها در اثر افزودني2016
اين تحقيق كاهش يافت. بنابراين، عدم افزايش در فعاليت 

  رسد.پروتئوليتيكي منطقي به نظر مي

 عاملو  ، توده ميكروبي، تجزيه سوبستراهضم تيقابل
 ،نشان داده شده است ٤در جدول  طور كههمان: يكتفك

-منابع مختلف پروبيوتيك، بيوچار و تركيب پروبيوتيك
 ماده خشك و ماده آلي هضمبيوچار موجب افزايش ضرايب 

 ندشاهد شد در مقايسه با هارهيج ساز و سوختو انرژي قابل 
)٠٥/٠<P با گنجاندن بيوچار در  اعداد) و بيشترين

) بيوچار-پروبيوتيكيعني مخلوط ( پروبيوتيكيهاي جيره
ها شرايط بهتري پروبيوتيك چنانچه اشاره شد، .دست آمدبه

 ايي مفيد شكمبههاسميكروارگانيمرا براي رشد و فعاليت 
بيوچار نيز . )Di Gioia and Biavati, 2018( كننديمفراهم 

اتصال و  شيافزاگيري بهتر ميكروبي و جايسبب  تواندمي
 ،نتيجه و در )هاويژه سلولوليتيكهب( يكروبيم ياهرشد گونه

 ;Mirheidari et al., 2018b( ودبهبود تجزيه مواد آلي ش

Sirjani et al., 2023 .( ،اين مزايا باعث در پژوهش حاضر
فعاليت  ) و٢ هاي سلولوليتيك (جدولشد جمعيت باكتري

ي كاغذ صافي كنندگهيتجزآلفاآميلاز، آويسلاز و هاي آنزيم
روبيوتيك يا بيوچار بيشتر از پهاي ) براي گروه٣ (جدول

 .هضم و انرژي مشاهده شدبهبود  ،نتيجه درشاهد باشد و 
ي هايباكترافزايش در جمعيت ، بيشترين از سوي ديگر

تيمارهاي  مربوط بهي فيبروليتيك هاميآنزسلولوليتيك و 
دليل منطقي براي بيشينه يك د، كه بوبيوچار -پروبيوتيك

و انرژي در اين تيمارها در مقايسه با ساير  هضمبودن 
پروبيوتيك و  اثر افزايي بينواقع، يك هم در .است هاگروه

رخ داد و تأثيرگذاري اين دو در در آزمايش حاضر بيوچار 
رابطه با اثر در  مستندات خاصي كنار يكديگر تقويت شد.
و تخمير  هضمي بر پروبيوتيكاي هگنجاندن بيوچار در جيره

هاي پروبيوتيك اثر مثبت چند ، هردر دسترس نيست
 بر هضم جيره در تحقيقات زيادي اشاره شده استمختلف 

)Le et al., 2017; Ashkvari, 2019( . در برخي به هر حال
 اندنداشته خوراك هضم تيبر قابلاثري ها پروبيوتيك ،موارد

)Soren et al., 2013(.  تنهايي  بيوچار بهمصرف در مورد اثر
و گاه  )Mirheidari et al., 2018b(هضم افزايش  گاه نيز

 ,Silivong and Preston( رهيهضم ج تيبر قابل ريتأث عدم

 اتتناقض نيا علتمانند قبل، . شده است مشاهده )2015
 ،افزودنيدز نوع و  وان،ينوع حعواملي مانند  ممكن است به

 ;Le et al., 2017مربوط باشد ( هيو سطح تغذ رهيج ط،يحم

Sirjani et al., 2023.(   
 شده هيتجزسوبستراي مقادير ، ٤هاي جدول بر اساس داده

در  يكتفك عاملحقيقي، توليد توده ميكروبي و 
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 هاي مختلفساعته در اثر افزودني ٧٢و  ٢٤هاي انكوباسيون
) و بيشترين P>٠٥/٠بهبود يافتند ( مصرفي در اين تحقيق

-هاي پروبيوتيكي حاوي بيوچار (پروبيوتيكمقادير در جيره
 شده هيتجزبيوچار) مشاهده شد. براي بهبود سوبستراي 

توان مطرح را مي يهضمضريب همان دلايل مرتبط با بهبود 
ي هاكروبيمطوري كه افزايش جمعيت نمود، به

 بهبودي هيدروليتيك موجب اين هاميآنزسلولوليتيك و 
چند پروبيوتيك  كه هر كرد. البته بايد توجه ه استشد

بيوچار در انكوباسيون -لاكتوباسيلي و تركيب لاكتوباسيل
هاي سلولوليتيك باكتريجمعيت خاصي بر  ريتأثساعته  ٢٤

 در كه ندشدآميلاز آلفانداشتند، اما موجب افزايش فعاليت 
  .دشسوبسترا  هيتجزموجب تغييرات مثبت در مجموع، 

ي هاهاي حاوي افزودنيتوليد توده ميكروبي در جيره
داري يافت شاهد افزايش معنيجيره در مقايسه با  مختلف

)٠٥/٠<P با گنجاندن بيوچار در  اعداد) و باز هم بيشترين

بيوچار) حاصل شد. -هاي پروبيوتيكي (پروبيوتيكجيره
ها نيز مربوط به همين گروه يكتفك عامل مقدار بيشترين

 يتفعالها موجب افزايش علت آن است كه پروبيوتيكبود. 
هاي نامطلوب اي و رقابت با گونههاي مفيد شكمبهكروبيم

از  يكروبيمو توده  نيپروتئ ساخت باعث بهبود ،نتيجه و در
 نيز وچاريب). Uyeno et al., 2015( دنشويمآمونياك 

كند مي جاديا يكروبيم توسعهزيستگاه مطلوبي را براي 
)Mirheidari et al., 2018b .( يك دليل مهم ديگر براي

هاي تحقيق حاضر افزايش توده ميكروبي در اثر افزودني
) ٢جمعيت پروتوزوآيي (جدول  يافتن كاهشتواند به مي
ها و افت باشد، زيرا موجب كاهش شكار باكتري بوطمر

 ،نتيجه شود و دربازچرخ نيتروژن ميكروبي در شكمبه مي
 ,.Millen et alرشد توده باكتريايي را در پي خواهد داشت (

2016 .(   

  
هاي تخمير شكمبه بيوچار بر قابليت هضم و فراسنجه-پروبيوتيك، بيوچار و مخلوط پروبيوتيكهاي حاوي جيره اثر -٤جدول 

  تنيگوسفند در شرايط برون
Table 4. Effect of diets containing probiotic, biochar, and probiotic-biochar mixture on digestibility and 

fermentation parameters in sheep rumen, in vitro 
Diet1 DMD2 OMD ME TDS MBP PF 
24-h incubation       

Control 67.04d 73.33e 10.74d 68.60c 120d 2.67e 

BAC 71.69bc 77.12bc 11.30b 72.38ab 166c 2.86d 

LAC 71.21bc 76.14cd 11.15bc 70.70b 161c 2.85d 

BIO 69.53c 75.00d 11.00c 71.27ab 233b 3.27c 

BAC-BIO 72.18ab 77.82ab 11.39ab 73.86a 277a 3.52b 

LAC-BIO 73.36a 79.09a 11.59a 73.61a 295a 3.67a 

BAC-LAC-BIO 73.10a 78.53a 11.50a 73.75a 284a 3.58ab 

SEM3 0.813 0.716 0.101 0.873 11.45 0.052 
P-value 0.028 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 

72-h incubation       
Control - - - 75.00d 60.6e 2.39f 

BAC - - - 81.86b 151c 2.70d 

LAC - - - 79.82c 121d 2.59e 

BIO - - - 80.53c 228b 3.07c 

BAC-BIO - - - 83.08a 283a 3.34b 

LAC-BIO - - - 82.61ab 296a 3.43a 

BAC-LAC-BIO - - - 82.84ab 279a 3.32b 

SEM - - - 0.755 8.82 0.029 
P-value - - - <0.001 <0.001 <0.001 

1 Control: Diet without probiotics and biochar; BAC: Diet containing Bacillali; LAC: Diet containing Lactobacilli; BIO: Diet 
containing biochar; BAC-BIO: Diet containing Bacillali and biochar; LAC-BIO: Diet containing Lactobacilli and biochar; 
BAC-LAC-BIO: Diet containing Bacillali, Lactobacilli and biochar.  
2 DMD: Dry matter digestibility (%); OMD: Organic matter digestibility (%); ME: Metabolizable energy (MJ/kg DM); TDS: 
Truly degraded substrate (%); MBP: Microbial biomass production (mg/g DM); PF: Partitioning factor (mg TDS/mL gas 
produced).  
3 SEM: Standard error of the means. For 24 and 72-h incubations, the means in the same column with different superscripts 
differ (P<0.05).  

    



  ٤١                                    )                                     ٢٩-٤٧( ١٤٠٢تحقيقات توليدات دامي/سال دوازدهم/شماره سوم/پاييز 
 

ي هارهيجاين تفاسير، گنجاندن بيوچار در بر اساس 
استقرار  ،نتيجه پروبيوتيكي موجب يك اثر تقويتي شده و در

ده كه شي پروبيوتيكي احتمالاً بهتر هاكروبيمو فعاليت 
بهبود در توده ميكروبي  بيشتريننهايت باعث  اين اتفاق در

در بين تيمارها شده است. اين يافته با جمعيت زيادتر 
هاي سلولوليتيك و تعداد كمتر پروتوزوآ در اين باكتري

خواني دارد. درباره تأثير مصرف ) هم٢تيمارها (جدول 
بيوچار مستندات خاصي در دسترس -پروبيوتيكهمزمان 

نيست، اما اثر مثبت مصرف مجزاي پروبيوتيك و بيوچار بر 
توليد پروتئين ميكروبي و توده ميكروبي در برخي مطالعات 

هاي اشاره شده است. براي مثال، در يك آزمايش، گونه
ي در كروبيم باسيلي، لاكتوباسيلي و مخمر تأثيري بر توده

ساعته نداشتند، اما موجب افزايش توليد  ٢٤ انكوباسيون
ساعته در قياس با شاهد  ٧٢توده ميكروبي در انكوباسيون 

افزودن در تحقيق ديگري، ). Ashkvari, 2019شدند (
 شد يكروبيم نيپروتئموجب بهبود جيره به  وچاريب
)Saleem et al., 2018(.  

 يصورت نسبت سوبسترابهاست كه  يشاخصعامل تفكيك 
و  شودمي فيتعر يديبه حجم گاز تول يقيحق شده هيتجز
شده  سوبستراي تجزيهگاز نسبت به  ديچه مقدار تول هر

 يكروبيتوده م شتريدهنده بازده بكمتر باشد، نشان حقيقي
تمامي  زي). در پژوهش حاضر نMakkar, 2010است (
ها موجب افزايش عامل تفكيك شدند كه نشان افزودني

به سمت  شده ريتخم ياز ماده آل يشتريبخش بدهد مي
 يكمتر يشده و سوبسترا يردهيمس يكروبيتوده م ديتول
طوري كه به ،گازها هدر رفته است يصورت آزادسازبه
ي سوبستراي دارا زيادتر عامل تفكيك با يمارهايت

. اين نتايج نشان گاز كمتر بودند ديو تول بهتر شدهتجزيه
است  بهبود يافته يكروبيم ديبازده تولدهد كه مي

)Makkar, 2010.(  
 ٥جدول  :هاي تخميريفرآوردهاكسيداني و ظرفيت آنتي

دار بر دهد كه تيمارهاي مختلف فاقد تأثير معنينشان مي
ساعته بودند،  ٢٤اكسيداني در انكوباسيون ظرفيت كل آنتي

يك روند افزايشي در ظرفيت  ،ساعته ٧٢در انكوباسيون اما 
تنهايي و  اكسيداني در تيمارهاي حاوي بيوچار (بهآنتي

بيوچار) در مقايسه با شاهد مشاهده شد -مخلوط پروبيوتيك
)٠٥٨/٠=P.( تنهايي تفاوت خاصي  تيمارهاي پروبيوتيك به

بيوچار عامل  دهدنشان مي با شاهد نداشتند. اين مشاهدات
و تأثيرش را  بوده اكسيدانيآنتي دهنده ظرفيتبهبوداصلي 

خاصيت توان به است. علت را مي ساعت بروز داده ٢٤پس از 
 به وسيلهجذب سموم و عوامل نامساعد محيط تخمير 

 چنداني. اطلاعات )Rashidi et al., 2018بيوچار نسبت داد (
نشد. به هر حال،  مشاهدهدر اين خصوص در ساير تحقيقات 

هاي باسيل، گنجاندن گونه ،تنيبرون آزمايشدر يك 
تغييري در ظرفيت  ،لاكتوباسيل و مخمر در جيره

، )Ashkvari, 2019ايجاد نكرد ( اياكسيداني شكمبهآنتي
  . ها در پژوهش حاضر موافق استكه با عدم تأثير پروبيوتيك

 هاينشان داد كه كاربرد پروبيوتيك توليد گازهاي داده
در  يموجب كاهش اندك تنهايي ي بهو لاكتوباسيل يباسيل

 ،دار نبودد كه از نظر آماري معنيدنش هانمونهكل توليد گاز 
هاي حاوي بيوچار جيرهتمامي ساعته  ٧٢و  ٢٤اما توليد گاز 

-بيوچار و باسيل-بيوچار، لاكتوباسيل-(بيوچار، باسيل
 داريطور معنيبه بيوچار) در مقايسه با شاهد-لاكتوباسيل
شده  )، كه مؤيد اثر مثبت و اثباتP>٠٥/٠كمتر بود (

. به محيط است شكمبهكاهش آزادسازي گاز از بيوچار بر 
رغم ها (عليعلت عدم افزايش توليد گاز با مصرف پروبيوتيك

هاي بهبود تجزيه و تخمير خوراك) آن است كه اين افزودني
 افزايشسمت  موجب مسيردهي مواد مغذي به ميكروبي

 شوندميتخميري هاي مفيد فرآوردهتوده ميكروبي و  ليدتو
)Uyeno et al., 2015 ( سهم با افزايش اين مسيردهي، و

 ،خواهد رفتسمت توليد گازها  كمتري از منابع مغذي به
اسيدهاي چرب  طوري كه سهم پروتئين ميكروبي، توليدبه

 نيز بيشتر بود.در تحقيق حاضر و نسبت پروپيونات  فرار
كاهش تواند موجب با ساختار ويژه خود مي بيوچارعلاوه، به

هاي باكتريجمعيت  شيو افزا زاهاي متانجمعيت باكتري
قادر است آزادسازي  بنابراينشود و  متان هكنندمصرف

 Porsavathdy et al., 2017; Saleemگازها را كاهش دهد (

et al., 2018 .( ،مورد هاي افزودني كاربرد همزمانبنابراين
هضم و تخمير پژوهش حاضر موجب بهبود بازده آزمون در 

جيره شد، بدون آن كه افزايشي در آزادسازي گازها به 
  محيط زيست رخ دهد.

شود، منابع پروبيوتيكي و مي مشاهده ٥ه در جدول ك چنان
تنهايي يا در كنار هم موجب كاهش توليد متان  بيوچار به

ساعته شدند  ٧٢و  ٢٤انكوباسيون در هر دو زمان 
)٠٥/٠<P اما بيشترين درصد افت توليد متان نسبت به ،(

-هاي پروبيوتيكي حاوي بيوچار (باسيلشاهد در جيره
بيوچار) -لاكتوباسيل-بيوچار و باسيل-بيوچار، لاكتوباسيل

شد، كه باز هم تأييدكننده فرضيه تحقيق مبني بر  مشاهده
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ست. ا هابر عملكرد پروبيوتيككنندگي بيوچار اثر تقويت
 هاي پروبيوتيكيرصد متان در جيرهيكي از دلايل كاهش د

پژوهش حاضر به جمعيت پروتوزوآيي كمتر اين مصرفي در 
 عنوان به) مربوط است، زيرا پروتوزوآها ٢تيمارها (جدول 

زا متانهاي باكتريايي دهندگان هيدروژن به جمعيتانتقال
 ,.Morgavi et al., 2010; Mosoni et alكنند (عمل مي

داده در نسبت  كاهش رخ ). دليل ديگر را بايد به2011
استات به پروپيونات مرتبط دانست، يعني با افزايش 

درصد كمتري از مسيردهي هيدروژن به سمت پروپيونات، 
ار نيز وچيبكربن و هيدروژن صرف توليد متان شده است. 

جمعيت توليدكنندگان كاهش  باتوضيح قبل،  بر اساس
كنندگان اختصاصي متان جمعيت مصرف شيو افزا متان

 ,.Porsavathdy et al( شودمي متان باعث كاهش انتشار

2017; Saleem et al., 2018( بر اين اساس، قرار گرفتن .
 بيشتريناين دو گروه افزودني در كنار يكديگر موجب 

بيوچار در آزادسازي متان شد. در مورد مصرف كنترل در 
در اما  ،هاي پروبيوتيكي نتايج خاصي در دست نيستجيره

حاضر، كاهش متان با  پژوهشنيز موافق با مطالعات ديگر 
)، Seo et al., 2010استفاده از افزودني باسيلوسي (

هاي خانواده باسيلي، لاكتوباسيلي و مخمر پروبيوتيك
)Ashkvari, 2019 ( وچاريب) وPorsavathdy et al., 2017; 

Saleem et al., 2018; Saroeun et al., 2018(  اشاره شده
  است.

اختلافات اندكي نشان  ،بين تيمارهاي مختلف pHميزان 
ها در دامنه مطلوب براي داد، اما در تمامي گروه

 McDonaldاي شكمبه قرار داشت (هاي شكمبهميكروب

et al., 2022دهد كه پروبيوتيك و يا ) و اين يافته نشان مي
هاي فرآوردهبيوچار موجب بهبود تجزيه خوراك و افزايش 

ه د، بدون آن كنشومي چرب فرار يدهاياستخميري مانند 
  رخ دهد و اين نكته مطلوبي است.  pHافت قابل توجهي در 

 ،نيتروژن آمونياكيغلظت عنوان يك متغير مهم ديگر،  به
ساعته، با افزودن باسيل،  ٧٢و  ٢٤هاي طي انكوباسيون

بيوچار به جيره -هالاكتوباسيل، بيوچار و تركيب پروبيوتيك
). P>٠٥/٠داري كمتر شد (طور معنيدر مقايسه با شاهد به

 بيشترينساعت شديدتر بود ( ٢٤افت آمونياك در زمان 
 ترتيب درصد نسبت به شاهد به ٣٠و  ٤٣ ،كاهش آمونياك

آن ساعته) و كمترين غلظت  ٧٢و  ٢٤هاي در انكوباسيون
بيوچار -ساعته و در گروه لاكتوباسيل ٢٤در انكوباسيون 

ساعت از انكوباسيون، كمترين  ٧٢ گذشت بامشاهده شد. 
بيوچار -لاكتوباسيل-غلظت مربوط به تيمار مخلوط باسيل

دليل تغييرات  غلظت آمونياك بهدر بود. اين روند كاهشي 
هاي پروتئوليتيك باكتريجمعيت در فعاليت آنزيم پروتئاز و 

 ف خاصي نداشتند،نبود، زيرا اين عوامل بين تيمارها اختلا
اما يكي از دلايل مهم كاهش نيتروژن آمونياكي در اثر 

توان به افزايش قابل توجه در توليد هاي حاضر را ميافزودني
داد يعني سهم بيشتري از ) نسبت ٤توده ميكروبي (جدول 

)، كه Wu, 2018ها شد (آمونياك وارد پيكره ميكروارگانيسم
هاي شده در جمعيت باكتري ويژه با افزايش مشاهده به

-سلولوليتيك در تيمارهاي باسيل، بيوچار و پروبيوتيك
منبع اصلي نيتروژن آمونياك بيوچار نيز مطابقت دارد زيرا 

 ;Dehority, 2003است ( هاي مذكوربراي رشد باكتري

Millen et al., 2016; Wu, 2018 دليل ديگر را بايد به .(
كاهش جمعيت پروتوزوآيي (در تيمارهاي پروبيوتيكي يا 

بيوچار) نسبت داد كه هدردهنده منابع نيتروژن -پروبيوتيك
غلظت به شكل آمونياك هستند و كاهش آنها موجب افت 

مصرف همزمان اثر ). Wu, 2018شود (آمونياك مي
بيوچار بر غلظت آمونياك شكمبه تاكنون -پروبيوتيك

 .Bهاي به هر حال، افزودن پروبيوتيك گزارش نشده است.

licheniformis )Qiao et al., 2010 ،(B. 

amyloliquefaciens )Le et al., 2017تركيب  ) وL. 

acidophilus  وS. cerevisiae )Sheikh et al., 2022 در (
در ي شد. اكيآمون تروژنينتحقيقات ديگر نيز موجب افت 

 نيتروژن آمونياكيغلظت كاهش  وچاريببرخي تحقيقات نيز 
 ,.Cabeza et al., 2018; Mirheidari et alرا در پي داشت (

2018b البته، نتايج متناقض نيز در مورد تأثير .(
 ,.Qiao et al., 2010; Sun et alهاي مختلف (پروبيوتيك

2013; Chen et al., 2017; Ashkvari, 2019 و بيوچار (
)Leng et al., 2012; Mirheidari et al., 2018a وجود (

دارد. در كل، نتايج اين بخش از تحقيق حاكي از تأثير مثبت 
هاي پروبيوتيكي بر توليد توده و گنجاندن بيوچار در جيره

صورت پروتئين ميكروبي و كاهش هدرروي نيتروژن به
    آمونياك بود.
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و  pHاكسيداني، بيوچار بر توليد گاز، متان، قدرت آنتي-پروبيوتيك، بيوچار و مخلوط پروبيوتيكهاي حاوي جيره اثر -٥جدول 
  تنيشكمبه گوسفند در شرايط برون آمونياك

Table 5. Effect of diets containing probiotic, biochar, and probiotic-biochar mixture on gas production, methane, 
total antioxidant capacity, pH, and ammonia in sheep rumen, in vitro 

Diet1 TAC2  
(µmol Fe2+/L) 

GP  
(mL/g DM) 

Methane 
(% of GP) 

Relative methane 
reduction (%) 

pH Ammonia-N 
(mg/dL) 

24-h incubation       
Control 1324 257a 26.10a - 6.76 15.41a 

BAC 1261 254a 24.27b 7.00 6.63 9.30c 

LAC 1256 248a 24.59ab 5.78 6.74 9.97b 

BIO 1300 218b 23.24b 10.94 6.70 10.19b 

BAC-BIO 1307 210bc 23.52b 9.87 6.61 9.15c 

LAC-BIO 1311 201c 23.77b 8.90 6.77 8.70d 

BAC-LAC-BIO 1357 206bc 23.86b 8.57 6.64 9.29c 

SEM3 76.66 5.96 0.652 - 0.059 0.292 
P-value 0.77 <0.001 0.002 - 0.078 <0.001 

72-h incubation       
Control 1500 314a 31.94a - 6.64 19.94a 

BAC 1570 304a 29.33bc 8.19 6.58 17.55c 

LAC 1560 308a 30.21b 5.43 6.59 18.76b 

BIO 1609 261b 27.75d 13.14 6.67 15.68d 

BAC-BIO 1657 249bc 29.04c 9.08 6.65 15.60d 

LAC-BIO 1624 241c 28.44cd 10.96 6.62 15.46d 

BAC-LAC-BIO 1638 249bc 28.74cd 10.02 6.61 13.92e 

SEM 52.32 9.17 0.473 - 0.041 0.513 
P-value 0.058 <0.001 <0.001 - 0.12 <0.001 

1 Control: Diet without probiotics and biochar; BAC: Diet containing Bacillali; LAC: Diet containing Lactobacilli; BIO: Diet 
containing biochar; BAC-BIO: Diet containing Bacillali and biochar; LAC-BIO: Diet containing Lactobacilli and biochar; 
BAC-LAC-BIO: Diet containing Bacillali, Lactobacilli and biochar.  
2 TAC: Total antioxidant capacity; GP: Gas production at 24 or 72 h after incubation.  
3 SEM: Standard error of the means. For 24 and 72-h incubations, the means in the same column with different superscripts 
differ (P<0.05).  

    
 هايمصرف مكملنشان داد كه  ٦ جدولنتايج  ،نهايت در

 موجب افزايش غلظت كل  آنهاپروبيوتيك، بيوچار و تركيب 
ي هارهيجتني تخمير برونحاصل از  چرب فرار يدهاياس

، هر حال به). P>٠٥/٠( دآزمايشي در مقايسه با شاهد ش
، افزودن هاي باسيل، لاكتوباسيل و بيوچاردر مقايسه با گروه

مخلوط يعني مصرف (ي پروبيوتيك هايبه جيرهبيوچار 
غلظت  موجب افزايش بيشتري در بيوچار)-هاپروبيوتيك

 به توانيماين بهبود را علت . دش چرب فرار يدهاياسكل 
شده و قابليت هضم  به افزايش سوبستراي تجزيه سادگي

در تعداد  بهبود) و اين نتيجه با Wu, 2018مرتبط دانست (
هاي فيبروليتيك و فعاليت آنزيم ،هاي سلولوليتيكباكتري

از قابل توجيه است.  افزودني حاوي هايآلفاآميلاز در گروه
چرب  يدهاياسمقدار كل  بيشترينسوي ديگر، مشاهده 

 راهتوان از بيوچار را مي-با مصرف مخلوط پروبيوتيك فرار
شده بيشتر در  فعاليت آنزيمي زيادتر و سوبستراي تجزيه

ها تفسير نمود و مفهوم آن، استحصال بيشترين اين گروه
هاي پروبيوتيكي با گنجاندن بيوچار در آنها انرژي از جيره

محققان بيان كردند كه تغذيه  .بيوچار) است-(پروبيوتيك
 شوديم كيتيسلولول يهايباكتر كيباعث تحر پروبيوتيك

كه باعث افزايش  شوديدر شكمبه هضم م يشتريب اليافو 
 ,.Qiao et alخواهد شد ( چرب فرار يدهاياسغلظت 

در تأييد نتايج حاضر، محققان ديگر نيز افزايش ). 2010
 هايملرا در اثر مصرف مك چرب فرار يدهاياسغلظت كل 

 S. cerevisiae )Sheikh etو  L. acidophilusي كيوتيپروب

al., 2022( ،) باسيل و لاكتوباسيلAshkvari, 2019 و نيز (
) گزارش كردند. به هر حال، Pereira et al., 2014بيوچار (

 ,.Soren et alها (يكوتيپروبنتايج متناقض نيز در مورد اثر 

2013; Le et al., 2017 و بيوچار ()McFarlane et al., 

2017; Cabeza et al., 2018; Mirheidari et al., 2019; 

Teoh et al., 2019 است.) در دسترس  
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مول در ليتر) و نسبت مولار بيوچار بر غلظت كل (ميلي-پروبيوتيك، بيوچار و مخلوط پروبيوتيكهاي حاوي جيره اثر -٦جدول 
  تني(درصد) اسيدهاي چرب فرار شكمبه گوسفند در شرايط برون

Table 6. Effect of diets containing probiotic, biochar and probiotic-biochar mixture on total concentration 
(mmol/L) and molar proportion (%) of volatile fatty acids in sheep rumen, in vitro 

Diet1 Total Acetate 
 (A) 

Propionate 
 (P) 

Butyrate Isobutyrate Valerate Isovalerate A:P 

24-h incubation         
Control 78.84b 66.89a 17.61b 12.72 2.33 0.19 0.26 3.80a 

BAC 83.62ab 63.43ab 20.65ab 13.21 2.28 0.19 0.24 3.08b 

LAC 84.38ab 61.69b 22.45a 12.82 2.50 0.22 0.32 2.79c 

BIO 84.64ab 65.11ab 19.64ab 12.10 2.65 0.20 0.30 3.31b 

BAC-BIO 86.96a 64.12ab 19.89ab 12.89 2.62 0.21 0.27 3.22b 

LAC-BIO 85.30a 61.77b 22.05a 13.32 2.37 0.22 0.27 2.83c 

BAC-LAC-BIO 86.20a 61.63b 22.02a 13.53 2.33 0.21 0.28 2.80c 

SEM2 3.02 1.38 1.28 1.01 0.147 0.040 0.024 0.111 
P-value 0.032 0.024 0.023 0.87 0.46 0.89 0.49 0.013 

72-h incubation         
Control 80.80b 69.20a 16.86 11.19 2.26 0.19 0.30 4.11a 

BAC 86.40ab 66.57ab 17.17 13.07 2.65 0.21 0.33 3.89ab 

LAC 88.76ab 66.04b 18.13 12.93 2.38 0.21 0.31 3.65b 

BIO 87.72ab 66.78ab 17.81 12.07 2.83 0.20 0.31 3.76ab 

BAC-BIO 89.42ab 67.70ab 17.50 11.49 2.78 0.20 0.33 3.87ab 

LAC-BIO 91.68ab 66.25b 17.99 12.45 2.81 0.19 0.31 3.68b 

BAC-LAC-BIO 96.90a 66.28b 18.73 11.88 2.61 0.19 0.31 3.54b 

SEM 4.49 0.996 0.828 0.627 0.346 0.015 0.025 0.154 
P-value 0.026 0.031 0.076 0.38 0.75 0.73 0.67 0.034 

1 Control: Diet without probiotics and biochar; BAC: Diet containing Bacillali; LAC: Diet containing Lactobacilli; BIO: Diet 
containing biochar; BAC-BIO: Diet containing Bacillali and biochar; LAC-BIO: Diet containing Lactobacilli and biochar; 
BAC-LAC-BIO: Diet containing Bacillali, Lactobacilli and biochar.  
2 SEM: Standard error of the means. For 24 and 72-h incubations, the means in the same column with different superscripts 
differ (P<0.05).  

  
-بيوچار و لاكتوباسيل-لاكتوباسيلگنجاندن لاكتوباسيل، 

موجب افزايش غلظت پروپيونات، و بيوچار در جيره -باسيل
ويژه در  به( شاهد در مقايسه با گروهكاهش غلظت استات 

غلظت استات در ). P>٠٥/٠شد ( )تهساع ٢٤انكوباسيون 
بيوچار در مقايسه با شاهد -باسيلسيل، بيوچار و گروه با

اما نسبت استات  ،دار)غيرمعني البته( روند كاهشي داشت
در قياس به پروپيونات در تيمارهاي پروبيوتيك و/يا بيوچار 

) و اين P>٠٥/٠داري يافت (كاهش معني ،شاهدگروه  با
حاوي  هايساعته و در گروه ٢٤كاهش در انكوباسيون 

. درصد مولار بوتيرات، لاكتوباسيلي بيشتر بود پروبيوتيك
و  ٢٤ هايايزوبوتيرات، والرات و ايزووالرات در انكوباسيون

. ساعته تحت تأثير تيمارهاي آزمايشي قرار نگرفت ٧٢
با در اين آزمايش  نوسانات در غلظت استات و پروپيونات

آلفاآميلاز و فعاليت متان، ميزان شده در  تغييرات مشاهده
طوري كه بيشترين به ،يي مطابقت داشتپروتوزوآجمعيت 

مشاهده شد  يهاي لاكتوباسيلفعاليت آلفاآميلازي در گروه
آميلاز با تجمع بيشتر آلفاو بديهي است كه افزايش فعاليت 

). McDonald et al., 2022رابطه مستقيم دارد ( ،پروپيونات
اي با و متان شكمبه پروتوزوآجمعيت همچنين، كاهش در 

مسيردهي هيدروژن به سمت پروپيونات و كاهش نسبت 
 ,.Morgavi et alاستات به پروپيونات همراه خواهد بود (

2010; Mosoni et al., 2011.( نتايج پژوهش  افق بامو
 گونه يپروبيوتيكمكمل افزودن  ،اتمطالع در برخيحاضر، 

B. subtilis نسبت  و شيافزارا  وناتيپروپغلظت  ،به جيره
 ,Sun et al., 2011را كاهش داد ( وناتياستات به پروپ

پروبيوتيك افزودن ديگر، تني برون آزمايش يك ). در2013
موجب يك روند افزايشي در درصد استات به جيره  يباسيل

 شد، اما ايشكمبه و پروپيونات و كاهش درصد بوتيرات
درصد استات و بوتيرات را كاهش و  ،يلاكتوباسيل هايگونه

در ). Ashkvari, 2019د (دندرصد پروپيونات را افزايش دا
عدم تأثير بر نسبت  نيز نتايج متفاوت حاكي از مورد بيوچار

 ;McFarlane et al., 2017(ت وناياستات به پروپ

Mirheidari et al., 2019; Teoh et al., 2019 افت) و گاه 
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در تحقيقات ) Cabeza et al., 2018( راتيو بوت وناتيپروپ
   .مختلف بود

  گيري كلينتيجه

ي باسيلپروبيوتيك  گنجاندنبر اساس نتايج پژوهش حاضر، 
 )B. licheniformisو  B. coagulans ،B. subtilisمخلوط (
 .L. plantarum ،L(مخلوط  يلاكتوباسيلپروبيوتيك  و

rhamnosus  وEnterococcus faecium مخلوط () و بيوچار
 بهبود موجبصورت مجزا در جيره بهآلو) و  چوب انار

توليد  هيدروليتيك، يهاآنزيم ، فعاليتميكروبي جمعيت
 صورتبه منابع اتلاف شد و و قابليت هضم توده ميكروبي

افزودن بيوچار از سوي ديگر،  .را كاهش داد آمونياك و متان
بيوچار، -هاي حاوي پروبيوتيك (تركيب باسيلبه جيره

، بيوچار)-لاكتوباسيل-يا باسيل بيوچار-لاكتوباسيل
 آزادسازي و دادبهبود بيشتري را  و هضم متغيرهاي تخمير

. بنا بر رساند كمترين ميزانرا به متان و نيتروژن آمونياكي 
هاي افزودن بيوچار در جيره كارراههاي بالا، يافته

حاوي هاي وري جيرهافزايش بهرهپروبيوتيكي با هدف 
 تحقيقات بيشتري بهچند  قابل توصيه است، هر پروبيوتيك

   .لازم استتني در شرايط درونويژه 

  تشكر و قدرداني

از  را شيخو يمراتب قدرداندانند لازم مي سندگانينو
ها و نيز مواد و روش متنبرده در منامحترم هاي شركت

از  يو معنو يماد تيحما ليمدرس به دل تيدانشگاه ترب
    .ندينماابراز  ،پژوهش حاضر
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