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اثر سطوح مختلف کبالت درجيره بر عملکرد، غلظت ويتامين 12B پلاسما و سنتز پروتئين ميکروبي در برههاي نر مهربان
شهاب بيشهسري1 *، دکتر حسن عليعربي 2و دکتر سيد محمد مهدي طباطبايي3
1، 2 و 3 دانشجوي كارشناسي ارشد، استادیار و دانشیار گروه علوم دامي دانشکده کشاورزی دانشگاه بوعلي سينا-همدان
( تاریخ دریافت 31/2/90- تاریخ تصویب 6/7/90 )
چکيده
دو آزمايش طراحي شد تا اثر سطوح مختلف کبالت جيره را بر عملکرد، غلظت ويتامين12B پلاسما و سنتز پروتئين ميکروبي در برههاي نر مهربان مورد بررسي قرار دهد. 28 رأس بره در آزمايش اول بطور تصادفي به چهارگروه تقسيم شدند و با جيره پايه حاوي 088/0 ميليگرم کبالت در کيلوگرم ماده خشک تغذيه شدند و مکمل کبالت را با سطوح صفر (شاهد)، 25/0، 5/0 يا 1 ميليگرم کبالت در کيلوگرم ماده خشک به مدت 70 روز دريافت کردند. بره ها، در روزهاي صفر، 35 و 70 آزمايش توزين و ميزان خوراک مصرفي روزانه ثبت شد تا راندمان توليد بدست آيد. جهت تعيين غلظت ويتامين12B پلاسما در روزهاي 1 و 68 آزمايش خونگيري انجام شد. براي آزمايش دوم، 4 بره از هر کدام از تيمارهاي آزمايش اول بطور تصادفي به قفسهاي متابوليکي انتقال يافتند تا اثر کبالت بر سنتز پروتئين ميکروبي اندازهگيري شود. اين آزمايش شامل 12 روز با 6 روز عادتپذيري و 6 روز رکورد برداري از خوراک و ادرار بود. ميانگين افزايش وزن روزانه، ميانگين ماده خشک مصرفي و راندمان توليد با مکمل کردن کبالت بهبود يافت و ميانگين افزايش وزن روزانه و راندمان توليد در تيمار 3 بيشترين مقدار را نشان داد (05/0>p). در روز 68 کمترين مقدار ويتامين 12B پلاسما مربوط به تيمار 1 بود (05/0p <). مقدار دفع مشتقات پورين، پورينهاي جذب شده، ازت ميکروبي وارد شده به دوازدهه، ازت ميکروبي به ازاي کيلوگرم ماده آلي خورده شده و ازت ميکروبي به ازاي کيلوگرم ماده آلي تخمير شده در شکمبه با مکمل کردن کبالت افزايش يافت (05/0> p). نتايج نشان داد افزودن كبالت تا سطح 5/0 ميليگرم در كيلوگرم ماده خشك خوراك به جيره پايه حاوي 088/0 ميليگرم کبالت در کيلوگرم ماده خشک مکملدهي مطلوب براي عملکرد، توليد ويتامين12B، و سنتز پروتئين ميكروبي در برههاي نر مهربان     ميباشد.
واژه های کليدي: بره مهربان، عملکرد، کبالت، ويتامين 12B، سنتز پروتئين ميکروبي
مقدمه
کبالت از عناصر کم مصرف ميباشد و در تغذيه نشخوارکنندگان از اهميت بالايي برخوردار است (1999 
(Underwood & Suttle.,. ميکروارگانيسمهاي شکمبه براي سنتز ويتامين 12B به کبالت نياز دارند، به طوري که 4/4 درصد اين ويتامين را کبالت تشکيل  ميدهد (2000(McDowell, . بطور طبيعي، کبالت در داخل بدن به مقادير زيادي ذخيره نميشود، مقدار کمي که ذخيره ميشود هم نميتواند به راحتي به داخل شکمبه، جاييکه ميتواند براي سنتز ويتامين 12B توسط ميکروبهاي شکمبه مورد استفاده قرار گيرد، برگردد. بنابراين نشخوارکنندگان بايد به طور مداوم در جيره براي سنتز ويتامين 12B کبالت کافي دريافت کنند (2006 (Berger,. NRC (2007) براي برههاي 40 کيلوگرمي با افزايش وزن روزانه 250 گرم در روز، 29/0 ميلي گرم کبالت در روز توصيه کرده است. گوسفند نسبت به گاو و بز به کمبود کبالت حساستر ميباشد و اين حساسيت بالاتر ممکن است مربوط به احتياجات بالاي آنها به اسيدهاي آمينه گوگرددار براي رشد پشم باشد (1999 (Underwood & Suttle.,. نشخواركنندگاني که از جيره با کبالت پايين تغذيه    ميشوند علائم اوليه همچون كاهش رشد، عدم شادابي، كاهش وزن، کم خوني و كاهش مقاومت به عفونت را نشان ميدهند. Kisidayova et al (2001) و Johnson et al (2004) گزارش کردهاند که 1/0 ميليگرم کبالت به ازاي هر کيلوگرم ماده خشک خوراک، نياز ميکروارگانيسمهاي شکمبه را برطرف نميکند. Singh & Chhabra  (1995) گزارش کردند که سطح 5/0-3/0 ميليگرم کبالت به ازاي هر کيلوگرم ماده خشک خوراک فعاليت ميکروبي شکمبه، تخمير و سنتز ويتامين12B را در گوسفند افزايش داد. Wang et al (2007) گزارش کردند که سطح 586/0-336/0 ميليگرم کبالت به ازاي هر کيلوگرم ماده خشک خوراک باعث افزايش وزن، بهبود بازده غذايي و افزايش قابليت هضم مواد مغذي شد. لازم به ذکراست که اين سطح از کبالت بالاتر از سطوح پيشنهادي NRC (2007)    ميباشد. 
Tomlinson & Socha (2003) گزارش کردند که افزودن کبالت به جيره غذايي فعاليت   باکتريهاي هضم کننده فيبر را افزايش داده و هضم فيبر را بهبود ميبخشد. که اين يک عامل اصلي اثرگذار در مصرف اختياري خوراک ميباشد (1994Hussein et al.,). کمبود کبالت باعث کمبود ويتامين 12 Bشده و اين خود اثر بازدارندگي بر باکتريهاي توليد کننده پروپيونات داشته و بنابراين گلوکز نيز به نحوي با کبالت در ارتباط ميباشد (2004Tiffany & Spears.,). ضرورت کبالت براي پستانداران مربوط به دو فرم ويتامين 12B با وظائف کوآنزيمي مجزا ميباشد (1999.(Underwood & Suttle., متيل کوبالامين و آدنوزيل کوبالامين ايزومرهاي ويتامين 12B ميباشند، که در سيستمهاي بيولوژيکي پستانداران از اهميت خاصي برخوردار هستند (1995al., Kennedy et). کبالت در ترکيب متيل کوبالامين به تعدادي از آنزيمهاي متيل ترانسفرازي که در متابوليسم تک کربنيها براي ساخت زنجيره کربني درگير هستند توسط انتقال گروه متيل کمک ميکند. 
در پستانداران متيل کوبالامين، متيونين سنتتاز را قادر ميسازد که گروههاي متيل را براي مولکولهاي مختلف شامل نورآدرنالين، ميلين و فسفاتيديل اتانل آميد فراهم نمايد (1999 .(Underwood & Suttleكبالت به شكل آدنوزيل كوبالامين بر انرژي قابل متابوليسم اثر گذار است.
 نقص در متابوليسم پروپيونات در نقطهاي از مسير که متيل مالونيل کوآنزيمآ به کمک آدنوزيل کوبالامين به سوکسينيل کوآنزيمآ تبديل ميشود در اثر کمبود کبالت در نشخوارکنندگان رخ ميدهد. متيل کوبالامين براي ميکروبهاي شکمبه هم به اندازه پستانداران داراي اهميت است و آنها براي سنتز متان، استات و متيونين به متيل کوبالامين نيازمند هستند (1975Poston J.M. & Stadman.,) و ممکن است کمبود کبالت سنتز پروتئين ميکروبي را نيز تحت تاثير قرار دهد که در اين مورد آزمايشاتي گزارش نشده است. بنابراين با توجه به نقش کبالت در سنتز ويتامين12B و نقش اين ويتامين در سوخت و ساز انرژي در حيوان و ميکروارگانيسمهاي شکمبه، آزمايش حاضر طراحي گرديد تا اثر سطوح مختلف کبالت بر ميزان ويتامين12B پلاسما، سنتز پروتئين ميکروبي و عملکرد برههاي نر مهربان تعيين شود.
مواد و روشها
محل آزمايش و جيره غذايي
اين پژوهش در ايستگاه تحقيقات دامپروري گروه علوم دامي دانشگاه بوعلي سينا همدان انجام شد. دو آزمايش طراحي شد تا اثر سطوح مختلف کبالت جيره را بر عملکرد، غلظت ويتامين 12B پلاسما و سنتز پروتئين ميکروبي در برههاي نر مهربان مورد بررسي قرار دهد. بدين منظور جيره غذايي پايهاي بر اساس احتياجات غذايي توصيه شده توسط NRC (2007) به غير از کبالت تنظيم شد. قبل از انجام آزمايش به منظور تنظيم و متعادل نمودن جيره غذايي، تركيب شيميايي اجزاي جيره تعيين شد (جدول 1). براي اضافه کردن کبالت به جيره از نمک سولفات کبالت 7 آبه استفاده شد. مکمل مواد معدني و ويتاميني (بدون کبالت) از شرکت مکمل سوادکوه و سولفات کبالت از شرکت مرک آلمان تهيه شد. 
جدول 1- نسبت اجزاي مواد خوراکي و تركيب شيميايي آنها و جيره پايه مورد استفاده در آزمايش.
	نسبت و ترکيب شيميايي
	دانه جو
	يونجه
	کاه
	كنجاله سويا
	سبوس∗
	جيره پايه

	نسبت در جيره (درصد ماده خشك)
	80/60
	30/19
	7/8
	60/4
	40/4
	∗∗80/97

	ماده خشک (درصد)
	20/93
	80/92
	4/93
	60/91
	10/90
	08/91

	ماده آلي (درصد ماده خشك)
	60/95
	45/91
	35/94
	00/93
	50/93
	38/92

	پروتئين خام (درصد ماده خشك)
	30/11
	60/15
	6/4
	70/43
	5/16
	02/13

	چربي خام (درصد ماده خشك)
	60/1
	85/1
	49/1
	90/1
	11/2
	64/1

	ان-دي-اف (درصد ماده خشك)
	90/20
	00/53
	2/78
	80/28
	40/50
	28/33

	ان-اف-سي (درصد ماده خشك)
	80/61
	00/21
	60/10
	60/18
	49/24
	12/42

	خاكستر (درصد ماده خشك)
	40/4
	55/8
	65/5
	00/7
	50/6
	42/5

	کبالت (ميليگرم در كيلوگرم ماده خشك)
	06/0
	15/0
	04/0
	30/0
	12/0
	088/0


*سبوس به عنوان حامل مکمل کبالت استفاده شد.
**همچنين جيره پايه حاوي 1 % کربنات کلسيم، 3/0 % سولفات کلسيم، 7/0 % نمک و 2/0 % مکمل مواد معدني و ويتاميني (بدون كبالت) بود.

*** انرژي قابلمتابوليسم جيره پايه با استفاده از جداول NRC، (2007) 64/2 مگاكالري در كيلوگرم ماده خشك برآورد شد.

آزمايش اول
در اين پژوهش از 28 رأس بره نر مهربان با سن 9-8 ماه و ميانگين وزني اوليه 3/2(1/37 کيلوگرم در قالب طرح کاملاً تصادفي استفاده شد. سالن نگهداري دامها شامل 28 جايگاه انفرادي بود و برهها جهت عادتدهي به محيط و جيره جديد در يک دوره دو هفتهاي با جيره پايه تغذيه شدند. در پايان دوره عادتدهي برهها که از 14 الي 16 ساعت از آب و خوراک محروم بودند وزن کشي شدند (اين عمل طي دو روز متوالي انجام شد) و ميانگين دو روز محاسبه شد تا وزن اوليه (روز صفر) آنها بدست آيد. سپس برها به طور تصادفي به 4 تيمار (هر تيمار شامل 7 بره)، شامل: تيمار 1- جيره پايه 
(بدون مکمل کبالت، تيمار شاهد)، تيمار 2- جيره پايه + 25/0 ميليگرم کبالت در کيلوگرم ماده خشک خوراک، تيمار 3- جيره پايه + 5/0 ميليگرم کبالت در کيلوگرم ماده خشک خوراک و تيمار 4- جيره پايه + 1 ميليگرم 
کبالت در کيلوگرم ماده خشک خوراک تقسيم شدند و به مدت 10 هفته به طور آزاد و انفرادي تغذيه شدند. در طول دوره آزمايش جيره غذايي پس از توزين روزانه در 
دو نوبت (8:30 صبح و 16:30 بعد از ظهر) در اختيار برهها قرار گرفت و هنگام ريختن خوراک وعده صبح، باقيمانده خوراک روز قبل از آخور جمعآوري شد. مقدار خوراک باقيمانده از آخور هر روز ثبت شد و از مقدار خوراکي که در روز قبل در آخورها ريخته شده بود کسر گرديد و در انتها عدد بدست آمده نشان دهنده مقدار مصرف خوراک روزانه در هر تکرار بود (بر اساس ماده خشك). جهت بررسي تغييرات وزن (رشد) برهها پس از تعيين وزن همه برهها در ابتداي آزمايش، برهها همچنين در دو روز متوالي (35 و 36) و(70 و 71) با اعمال محروميت قبلي (14-16 ساعت محروميت از آب و خوراک) وزن شده و ميانگين اين دو روز به عنوان وزن روز 35 و 70 برهها گزارش شد. همچنين در روزهاي 1 و 68 آزمايش قبل از نوبت غذايي صبح از طريق وريد وداج با استفاده از سرنگ از تمام برهها خونگيري شد و خون گرفته شده در لولههاي حاوي هپارين ريخته شد و بلافاصله به مدت 15 دقيقه سانتريفوژ شده (با سرعت 3500 دور در دقيقه) و پلاسماي آنها جدا شد. به منظور اندازهگيري غلظت ويتامين12B نمونههاي پلاسما سريعاً به آزمايشگاه منتقل و در دماي 80- درجه سانتيگراد فريز شدند. غلظت ويتامين12B پلاسما با استفاده از کيت (ICN, Costa Mesa, CA, USA) و توسط دستگاه گاما کانتر قرائت شد. جهت اندازهگيري کبالت در نمونههاي خوراک از روش هضم مرطوب، AOAC (1990) استفاده شد.
آزمايش دوم
 4 بره از هر کدام از تيمارهاي آزمايش اول بطور تصادفي به قفسهاي متابوليکي انتقال يافتند تا اثر کبالت جيره بر سنتز پروتئين ميکروبي اندازهگيري شود. تغذيه برهها مانند آزمايش اول بود. اين آزمايش 12 روز طول کشيد که شامل 6 روز عادتپذيري و 6 روز جمع آوري نمونهها بود. به منظور تعيين مقدار سنتز پروتئين ميكروبي از طريق اندازهگيري مشتقات پورين (آلانتوئين، اسيد اوريک، گزانتين و هيپوگزانتين) کل ادرار دفعي (24 ساعت) در طول مرحله اصلي آزمايش توسط قيفهاي مخصوص در ظروف 3 ليتري جمعآوري شد. براي حفظ مشتقاتپوريني و جلوگيري از فعاليت ميکروارگانيسمها، به ظروف جمعآوري ادرار بهطور روزانه اسيدسولفوريک اضافه گرديد تا pH آن تا حدود 5/2- 3 کاهش يابد (1990 Chen et al.,). بعد از ثبت ميزان حجم ادرار دفعي روزانه مقدار 20 درصد از کل ادرار به عنوان نمونه برداشت و به آزمايشگاه منتقل گرديد. نمونههاي ادرار با كاغذ صافي صاف شدند. سپس 3 درصد از کل ادرار دفعي روزانه برداشت شد و در ظروف جداگانه در روزهاي کنترل بر روي هم جمعآوري گرديد. نمونهها در دماي 4 درجه سانتيگراد در يخچال نگهداري شدند. جهت برآورد سنتز پروتئين ميکروبي ابتدا با استفاده از روش کالريمتري ميزان آلانتوئين نمونهها تعيين شد (1990 Chen et al.,). تعيين غلظت اسيداوريک نمونهها به روش رنگسنجي و با استفاده از کيت بيوشيميايي پارسآزمون انجام شد (1998 & Newman, 1999 Tomas,). غلظت گزانتين و هيپوگزانتين نيز به روش آنزيمي Chen et al (1990) تعيين گرديد. مقادير پورينهاي جذب شده و ازت ميکروبي وارد شده به دوازدهه با استفاده از معادلات استاندارد (1990 Chen et al.,) محاسبه شد.
مدل آماري طرح
تجزيه و تحليل دادهها با استفاده از نرم افزار آماري SAS (2004) صورت گرفت. مقايسه ميانگينها با استفاده از آزمون چند دامنهاي دانکن با سطح احتمال خطاي آلفا برابر 05/0 درصد انجام شد. براي صفات خوراک مصرفي، راندمان توليد و ويتامين12B پلاسما و سنتز پروتئين ميكروبي از مدل آماري طرح کاملاً تصادفي استفاده شد. وزن روز صفر به عنوان عامل کواريت براي مشاهدات وزن روز 35 و 70 در نظر گرفته شد.
نتايج و بحث
عملکرد و غلظت ويتامين12B پلاسما
با توجه به جدول 2، وزن نهايي برهها در تيمار1 به طور معنيداري كمتر از گروههايي بود كه مكمل كبالت دريافت كردند (05/0p<). وزن نهايي برهها در گروههاي 2 و 4 از لحاظ آماري تفاوتي را نشان ندادند ولي نسبت به تيمار 3 به طور معنيداري مقدار كمتري را نشان دادند (05/0p <). ميانگين افزايش وزن روزانه کل (1-70) در تيمار 3 به طور معنيداري بيشتر از تيمارهاي ديگر بود (05/0p <). ميانگين افزايش وزن روزانه کل در گروههاي 2 و 4 اختلاف معنيداري را نسبت به هم نشان ندادند ولي نسبت به تيمار 1 به طور معنيداري بيشتر بود (05/0p <). ميانگين ماده خشک مصرفي تحت تاثير مکمل کبالت قرار گرفت (05/0p <)، بطوريكه در تيمار 1 به طور معنيداري کمتر از گروههايي بود که مکمل کبالت دريافت کرده بودند (05/0p <). ميانگين ماده خشک مصرفي در تيمارهاي 2، 3 و 4 اختلاف معنيداري را نسبت به هم نشان ندادند. راندمان توليد در تيمار 1 به طور معنيداري کمتر از تيمارهايي بود که مکمل کبالت دريافت کرده بودند (05/0p <) و در تيمار 3 (سطح 5/0 ميليگرم کبالت در کيلوگرم ماده خشک خوراک) به طور معنيداري بيشتر از گروههاي ديگر بود (05/0p <). با توجه به جدول 2، غلظت اوليه ويتامين12B پلاسما در تيمارهاي مختلف از لحاظ آماري با يکديگر تفاوتي را نشان ندادند. اما پس از تغذيه با مکمل کبالت در پايان دوره افزايش معنيداري در غلظت ويتامين12B پلاسما مشاهده شد (05/0p <). در روز 68 مقدار ويتامين12B پلاسما در تيمار 1 به طور معنيداري کمتر از تيمارهايي بود که مکمل کبالت دريافت کردند (05/0p <). هرچند حيوانات در تيمار 2 به طور معنيداري ويتامين12B پلاسما بيشتري را نسبت به تيمار 1 نشان دادند (05/0p <) ولي ويتامين12B پلاسما در اين گروه نسبت به حيوانات در تيمارهاي 3 و 4 مقدار کمتري را نشان داد (05/0p <). غلظت ويتامين12B پلاسما در تيمارهاي 3 و 4 اختلاف معنيداري را نشان نداد. 
جدول 2- مقايسه ميانگين مربوط به عملکرد و غلظت ويتامين 12B برههاي نر مهربان.
	
	تيمار 1
	تيمار 2
	تيمار 3
	تيمار 4
	SEM1
	P.value2


	وزن روز صفر (كيلوگرم)
	a18/37
	a00/37
	a11/37
	a41/37
	892/0
	99/0

	وزن روز 35 (كيلوگرم)
	c65/43
	b39/44
	a82/44
	b15/44
	053/0
	0001/0

	وزن روز 70 (كيلوگرم)
	c52/49
	b37/51
	a29/52
	b92/50
	102/0
	33/0

	ميانگين افزايش وزن روزانه (گرم در روز)
	
	
	
	
	
	

	1–35
	c90/184
	b71/205
	a37/218
	b59/199
	114/2
	0001/0

	35–70
	c75/167
	b18/199
	a06/213
	b88/193
	409/2
	0001/0

	کل دوره (1-70)
	c33/176
	b45/202
	a71/215
	b73/196
	184/2
	0001/0

	ميانگين ماده خشک مصرفي (گرم در روز)
	b09/1508
	a55/1574
	a33/1618
	a40/1580
	626/19
	005/0

	راندمان توليد (افزايش وزن : خوراک مصرفي)
	d117/0
	b13/0
	a13/0
	c12/0
	001/0
	0001/0>

	غلظت ويتامين12B (پيکو مول بر ليتر)
	
	
	
	
	
	

	روز 1
	a73/808
	a50/789
	54/782a
	84/841 a
	86/38
	71/0

	روز 68
	c26/213
	b69/1404
	a00/1745
	a34/1812
	67/48
	0001/0


اعداد با حروف مشابه در هر رديف نشان دهنده عدم اختلاف آماري معنيدار در سطح 05/0ميباشد.
1:  خطاي استاندارد بين ميانگينها 
2: سطح معني داري اختلاف ميانگينها
تيمار ها شامل: تيمار 1- جيره پايه (بدون مکمل کبالت، تيمار شاهد)، تيمار 2- جيره پايه + 25/0 ميليگرم کبالت در کيلوگرم ماده خشک خوراک، تيمار 3- جيره پايه + 5/0 ميليگرم کبالت در کيلوگرم ماده خشک خوراک و تيمار 4- جيره پايه + 1 ميليگرم کبالت در کيلوگرم ماده خشک خوراک
NRC (2007) براي برههاي 40 کيلوگرمي با افزايش وزن روزانه 250 گرم در روز، 29/0 ميلي گرم کبالت در روز توصيه کرده است. با توجه به جدول 2 نتايج نشان دادند که ميانگين افزايش وزن روزانه، ميانگين ماده خشک مصرفي و راندمان توليد در برههايي که از جيره غذايي شاهد استفاده کردند کمتر از     گروههاي بود که مکمل کبالت دريافت کرده بودند، و افزودن مکمل کبالت تا سطح 5/0 ميليگرم کبالت به ازاء هر کيلوگرم ماده خشک خوراک باعث افزايش وزن و بهبود راندمان مصرف خوراک در برهها شد. اثر عمده فيزيولوژيکي ايجاد شده ناشي از کمبود کبالت، کاهش ويتامين12B خواهد بود، که به دنبال آن کاهش تدريجي اشتها اتفاق افتاده (1997 Smith,)، و به دنبال آن افزايش وزن کاهش يافته و در حالت تشديد کمبود، کاهش وزن منجر به لاغري مفرط و نهايتاً ميتواند به مرگ دام منتهي شود (1999.(Underwood & Suttle.,  مطالعات متعددي کاهش مصرف خوراک و يا وزنگيري را در گوسفند تغذيه شده با جيرههاي بر پايه جو يا علوفه داراي کمبود کبالت، نسبت به آنهايي که مکمل کبالت دريافت کردند، خاطر نشان کردهاند (2008 Abou-Zeina et al.,؛ 2007 Wang et al.,؛ 1994 Kennedy et al.,).
 Tiffany et al (2003&2002) گزارش کردند گوسالههايي که با جيرهاي با کمبود کبالت (05/0 تا 04/0ميليگرم کبالت به ازاء هر کيلوگرم ماده خشک خوراک) تغذيه شدند، خوراک مصرفي، متوسط افزايش وزن روزانه و ضريب تبديل کمتري داشتند نسبت به گوسالههايي که از مکمل کبالت استفاده کرده بودند، به علاوه کاهش ويتامين12B کبد و پلاسما، کاهش پروپيونات و ويتامين12B مايع شکمبه وافزايش متيل مالونيک اسيد پلاسما نيز مشاهده شد. Schwarz et al (2000) در آزمايشي گوسالههاي نر در حال رشد را بر اساس جيرهاي بر پايه سيلوي ذرت با سطوح مختلف کبالت تغذيه کردند، نتايج اين مطالعه نشان داد که با افزايش کبالت جيره از 07/0 به 69/0 ميليگرم در کيلوگرم ماده خشک خوراک، مصرف خوراک و افزايش وزن بهبود يافت.
 ميکروارگانيسمهاي شکمبه براي سنتز ويتامين 12B به کبالت نياز دارند، و کبالت مورد نياز آنها ميبايست از طريق جيره تامين شود (2000 McDowell,). عدم وجود کبالت در جيره غذايي نشخواركنندگان باعث   ميشود كه توليد ويتامين 12B در شکمبه در عرض چند روز کاهش يابد (1999(Underwood & Suttle.,. کمبود کبالت در نشخوارکنندگان منجر به کمبود ويتامين 12B شده که اين کمبود با اضافه كردن کبالت به جيره      برطرف     ميگردد (2007 Tiffany & Spears., 2005; Wang et al.,). Abou-Zeina et al (2008) گزارش کردند در     برههايي که با جيره با کمبود کبالت (055/0 ميليگرم کبالت به ازاي هر کيلوگرم ماده خشک خوراک) تغذيه شدند، در هفته پنجم مقدار ويتامين12B به زير حد طبيعي (220 پيکو مول بر ليتر) در خون رسيد، و اضافه کردن کبالت باعث افزايش غلظت ويتامين12B پلاسما در برهها شد. نتايج مطالعه حاضر نشان داد که سطح 088/0 ميليگرم کبالت در کيلوگرم ماده خشک جيره نميتواند باعث سنتز مقادير مطلوب ويتامين12B در  برههاي نر مهربان شود، و اين سطــــح کبــــالت باعث کاهش مقدار ويتامين12B پلاسما به زير حد طبيعي شد و افزودن مکمل کبالت تا سطح 5/0 ميليگرم در    کيلوگرم ماده خشک به جيره فوق باعث افزايش توليد مقادير ويتامين12B در برههاي نر مهربان شد.
سنتز پروتئين ميکروبي
اطلاعات مربوط به مشتقات پوريني و ازت ميکروبي در جدول 3 ارائه شده است. در بين مشتقات پورين و در تمام تيمارها آلانتوئين بيشترين سهم را داشت. تاثير استفاده از مکمل کبالت بر دفع آلانتوئين، گزانتين و هيپوگزانتين و اسيد اوريک معنيدار بود (05/0p <). بطوريکه مقدار دفعي اين مشتقات در تيمار 1 به طور معنيداري کمتر از ساير تيمارها بود (05/0p <). ولي در تيمارهاي 2، 3 و 4 اختلاف معنيداري در اين خصوص مشاهده نشد. به طبع اثر مکمل کبالت بر دفع کل مشتقات پوريني نيز معنيدار بود (05/0> p). بطوري که کل مشتقات پوريني دفعي در تيمار يک نسبت به ساير تيمارها کمتر بود (05/0>p ). پورينهاي جذب شده تحت تأثير سطوح مختلف كبالت قرار گرفت (05/0>p ). ميزان پورينهاي جذب شده در تيمار 1 به طور معنيداري کمتر از ساير تيمارها بود (05/0p <). استفاده از مکمل کبالت بر ازت ميکروبي وارد شده به دوازدهه، ازت ميکروبي توليد شده به ازاي کيلوگرم ماده آلي خورده شده (گرم در روز) و ازت ميکروبي توليد شده به ازاي کيلوگرم ماده آلي تخمير شده در شکمبه معنيدار بود بطوريکه کمترين مقادير در تيمار 1 مشاهده شد ولي بين تيمارهاي 2، 3 و 4 اختلاف معنيداري براي فراسنجههاي فوق مشاهده نشد. ولي از نظر عددي سطح 5/0 ميليگرم کبالت در کيلوگرم ماده خشک خوراک، بيشترين مقادير را نشان داد. در نشخوارکنندگان آلانتوئين مهمترين محصول کاتابوليسم پورينها و مشتق اصلي دفع شده در ادرار است (1990 Chen et al.,). 
در تحقيق حاضر مشتقات پوريني دفع شده در ادرار تقريباً شامل 73 درصد آلانتوئين، 22 درصد اسيداوريک و 5 درصد گزانتين و هيپوگزانتين ميباشد که با     يافتههاي Chen & Goest  (1992) تطابق دارد (نمودار 1). همچنين ازت ميکروبي وارد شده به دوازدهه بين 21/6 تا 23/8، ازت ميکروبي به ازاي کيلوگرم ماده آلي خورده شده بين 48/6 تا 87/7 و به ازاي کيلوگرم ماده آلي هضم شده در شکمبه بين 96/9 تا 1/12 گرم در روز بود.
جدول 3- اثر سطوح مختلف کبالت جيره بر مشتقات پورين، پورينهاي جذب شده (ميليمول در روز) و ازت ميكروبي (گرم در روز).

	
	تيمار 1
	تيمار 2
	تيمار 3
	تيمار 4
	SEM1
	P.Value2

	ماده خشك مصرفي
	83/1659 a
	87/1702a
	64/1728a
	46/1711a
	94/24
	296/0

	آلانتوئين
	45/5b
	61/6a
	02/7a
	74/6a
	2936/0
	012/0

	گزانتين + هيپوگزانتين
	4197/0b
	4661/0a
	5045/0a
	4842/0a
	0149/0
	010/0

	اسيد اوريك
	66/1b
	01/2a
	16/2a
	06/2a
	1036/0
	026/0

	كل مشتقات پوريني
	52/7b
	09/9a
	68/9a
	28/9a
	4099/0
	014/0

	پورينهاي جذب شده
	53/8b
	75/10a
	32/11a
	81/10a
	5253/0
	013/0

	ازت ميكروبي
	
	
	
	
	
	

	ادامه جدول3- اثر سطوح مختلف کبالت جيره بر مشتقات پورين، پورينهاي جذب شده (ميليمول در روز) و ازت ميكروبي (گرم در روز)


	وارد شده به دوازدهه
	20/6b
	68/7a
	23/8a
	86/7a
	3819/0
	013/0

	به ازاي کيلوگرم ماده آلي خورده شده
	48/6b
	a50/7
	87/7a
	56/7a
	3137/0
	043/0

	به ازاي کيلوگرم ماده آلي تخمير شده 
	96/9b
	54/11a
	10/12a
	62/11a
	4826/0
	043/0


اعداد با حروف مشابه در هر رديف نشان دهنده عدم اختلاف آماري معنيدار درسطح 05/0 ميباشد.
1:  خطاي استاندارد بين ميانگينها 
2: سطح معني داري اختلاف ميانگينها
تيمار ها شامل: تيمار 1- جيره پايه (بدون مکمل کبالت، تيمار شاهد)، تيمار 2- جيره پايه + 25/0 ميليگرم کبالت در کيلوگرم ماده خشک خوراک، تيمار 3- جيره پايه + 5/0 ميليگرم کبالت در کيلوگرم ماده خشک خوراک و تيمار 4- جيره پايه + 1 ميليگرم کبالت در کيلوگرم ماده خشک خوراک
Chen et al (1990) گزارش کردند ازت ميکروبي وارد شده به دوازدهه بين 8/1تا 2/15 گرم در روز متغير است که با يافتههاي اين تحقيق مطابقت دارد. 

نمودار 1- سهم مشتقات پوريني در هر يک از تيمارها
در آزمايشي که توسط Tebot et al (2002) صورت گرفت گوسفندان به ازاي هر کيلوگرم ماده آلي خورده شده 8/12 گرم ازت ميکروبي سنتز کردند. پورينهاي موجود در خوراکهاي نشخوارکنندگان پايين است و اين مقدار کم پورينها نيز در شکمبه طي تخمير باکتريايي تجزيه ميشوند بنابراين اسيدهاي نوکلئيکي که شکمبه را ترک ميکنند اکثراً منشاء ميکروبي دارند (2002 Yu et al.,). بخش مهمي از پورينها، جذب شده و پس از تجزيه به شکل مشتقات پورين از طريق ادرار خارج ميشود (2002 Yu et al.,). 
بطور كلي نتايج نشان دادند كه سطح 088/0 ميليگرم كبالت در كيلوگرم ماده خشك خوراك (تيمار 1) نتوانست باعث توليد مطلوب پروتئين ميكروبي شود، و در تيمارهايي كه از مكمل كبالت استفاده كردند توليد پروتئين ميكروبي افزايش يافت، و افزودن كبالت تا سطح 5/0 ميليگرم در كيلوگرم ماده خشك خوراك باعث بالاترين افزايش توليد پروتئين ميكروبي در برههاي نر مهربان شد. چندين فاكتور ميتواند مسبب اين عمل شود كه عبارتند از: كبالت بيش از توصيه NRC (2007) در جيره غذايي فعاليت باكتريهاي هضم كننده فيبر را افزايش داد (2003 Tomlinson, &Socha ). همچنين گزارش شده است كه با تغذيه جيرههايي كه از نظر كبالت فقيرند تعدادي از ميكروارگانيسمهاي شكمبه كاهش پيدا ميكند (2007 Wang et al.,)، كه منجر به كاهش هضم شكمبهاي مواد مغذي ميشوند. از طرفي كاهش كبالت در جيره باعث كمبود ويتامين12B در شكمبه شده و اين خود اثر بازدارندگي بر باكتريهاي توليد كننده پروپيونات نظير Selenomonas ruminatium دارد (1991 Kennedy et al.,)، در نتيجه پروپيونات کمتري در شکمبه توليد ميشود.
نتيجهگيري کلي
نتايج بدست آمده از اين پژوهش نشان دادند که جيره پايه حاوي 088/0 ميليگرم کبالت در کيلوگرم ماده خشک خوراک احتياجات کبالت را براي برههاي نر مهربان تامين نميکند و افزودن مکمل کبالت تا سطح 5/0 ميليگرم کبالت در کيلوگرم ماده خشک خوراک به جيره شاهد باعث افزايش رشد، بهبود راندمان مصرف خوراک، افزايش راندمان توليد و غلظت ويتامين 12B و سنتز پروتئين ميکروبي در برههاي نر مهربان شد. لازم به ذکر است که سطح 58/0 ميليگرم کبالت در کيلوگرم ماده خشک که بيش از مقدار توصيه شده توسط NRC (2007) است براي دوره رشد و بالاترين سطح عملکرد اين برهها پيشنهاد ميشود.
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