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Abstract
Introduction: Plant essential oils, as natural feed additives, can improve fermentation efficiency and reduce 
methane production by modulating the rumen microbial population. Pulicaria gnaphalodes (PG), known 
for its diverse bioactive compounds, has considerable potential for use in ruminant nutrition.Objectives: 
This study was conducted to determine the chemical composition of PG essential oil and investigate the 
effects of different inclusion levels on ruminal fermentation parameters, gas production, and methane yield 
under in vitro conditions.Methods: The essential oil was extracted by hydrodistillation, and its constituents 
were identified by GC/MS. In vitro fermentation was conducted using rumen fluid obtained from three 
fistulated male sheep and a basal diet. Treatments consisted of five levels of the essential oil (0, 250, 500, 
750, and 1000 mg/L of incubation medium). Parameters including gas production, methane emission, pro-
tozoal count, volatile fatty acids, ammonia nitrogen, pH, nutrient degradability, and microbial indices were 
measured over 24 to 96 hours of incubation. Data were analyzed using a completely randomized design.
Results: The essential oil of PG primarily contained 1,8-cineole (16.50%), eudesma-4(15),7-dien-1-β-ol 
(13.70%), and α-terpineol (12.20%). Essential oil supplementation resulted in a significant linear decrease 
in methane production (from 13.25 to 8.02 mL), protozoal population (from 7.27 to 4.29 × 105 cells/mL), 
ammonia nitrogen (from 18.01 to 13.86 mg/dL), and dry matter degradability (from 70.75% to 63.95%) 
(P < 0.05). However, microbial biomass synthesis efficiency (from 24.90% to 30.42%) and the partitioning 
factor (from 2.93 to 3.16 mg of truly digested organic matter/mL of gas produced) increased significantly (P 
< 0.05). The highest microbial biomass (55.63 mg) was observed at the 500 mg/L concentration (P < 0.05).
Conclusion: PG essential oil enhanced rumen efficiency by reducing protozoal populations and methane 
production. The 500 mg/L dose appears to be optimal for improving microbial activity in fattening lambs.
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چکیده
مقدمه: اسانس‌های گیاهی، به‌عنوان افزودنی‌های طبیعی، با تعدیل جمعیت میکروبی شکمبه می‌توانند کارآیی تخمیر و 
تولید متان را بهبود بخشند. گیاه علف هیضه)ssioB ).tneV( sedolahpang airaciluP.( با ترکیبات زیست‌فعال 
با هدف تعیین ترکیبات شیمیایی  این پژوهش  هدف:  متنوع، پتانسیل استفاده در تغذیه نشخوارکنندگان را داراست. 
شرایط  در  متان  و  گاز  تولید  شکمبه‌ای،  تخمیر  فراسنجه‌های  بر  آن  مختلف  اثر سطوح  بررسی  و  هیضه  علف  اسانس 
آزمایشگاهی انجام شد. روش کار: اسانس گیاه به‌روش تقطیر با آب استخراج و ترکیبات آن با GC/MS شناسایی شد. 
آزمایش برون‌تنی با استفاده از مایع شکمبه سه رأس گوسفند نر فیستوله‌شده و جیره پایه انجام شد. تیمارها شامل پنج 
سطح اسانس )۰، ۲۵۰، ۵۰۰، ۷۵۰ و ۱۰۰۰ میلی‌گرم بر لیتر محیط کشت( بودند. فراسنجه‌های تولید گاز، متان، جمعیت 
پروتوزوآ، اسیدهای چرب فرار، نیتروژن آمونیاکی، pH، تجزیه‌پذیری مواد مغذی و شاخص‌های میکروبی طی ۲۴ تا ۹۶ 
ساعت انکوباسیون اندازه‌گیری شدند. داده‌ها در قالب طرح کاملًا تصادفی آنالیز شدند. نتایج: اسانس علف هیضه حاوی 
درصد(   12/20( آلفا-ترپینئول  و  درصد(   13/70( بتا-اول  )15(،7-دین-1  ائودسما-4  درصد(،   16/50( ۱و۸-سینئول 
میلی‌لیتر(،  به 8/02  )از 13/25  متان  تولید  اسانس سبب کاهش خطی معنی‌دار  افزودن  بود.  اصلی  ترکیبات  به‌عنوان 
جمعیت پروتوزوآ )از 7/27 به 4/29 × 105 سلول/میلی‌لیتر(، نیتروژن آمونیاکی )از 18/01 به 13/86 میلی‌گرم/دسی‌لیتر( 
و تجزیه‌پذیری ماده خشک )از 70/75 به 63/95 درصد( شد )P>0/05(. با این وجود، راندمان سنتز تودۀ میکروبی )از 
24/90 به30/42 درصد( و ضریب تفکیک‌پذیری )از 2/93 به 3/16 میلی‌گرم ماده آلی حقیقی هضم شده/میلی‌لیتر گاز 
افزایش یافت )P>0/05(. بیشترین تودۀ میکروبی تولیدی )55/63 میلی‌گرم( در غلظت  تولید شده( به‌طور معنی‌داری 
۵۰۰ میلی‌گرم بر لیتر مشاهده شد )P>0/05(.  نتیجه‌گیری کلی: اسانس علف هیضه با کاهش جمعیت پروتوزوآ و تولید 
متان، کارآیی تخمیر شکمبه‌ای را بهبود بخشید. غلظت ۵۰۰ میلی‌گرم بر لیتر اسانس می‌تواند به‌عنوان سطح بهینه برای 

بهبود عملکرد میکروبی شکمبه در جیره بره‌های پرواری مورد توجه قرار گیرد.

واژه‌های کلیدی: علف هیضه، اسانس گیاهی، تخمیر شکمبه‌ای، مهار متان، کارآیی میکروبی
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مقدمه

فرار،  و  طبیعی  ترکیباتی  به‌عنوان  گیاهی  اسانس‌های 
تعدیل‌کنندگی  و  ضدمیکروبی  خواص  داشتن  دلیل  به 
تغذیه  متخصصین  توجه  مورد  شکمبه،  میکروبی  جمعیت 
نشخوارکنندگان قرار گرفته‌اند )1-4(. این ترکیبات می‌توانند 
با مهار انتخابی آرکئاهای متانوژن و پروتوزوآها، مسیر تخمیر 
و  پروپیونات هدایت کرده  بیشتر  تولید  به سمت  را  شکمبه 
در نتیجه، بازده انرژی خوراک را افزایش و تولید گاز متان را 

کاهش دهند )8-5(.
 )Pulicaria gnaphalodes (Vent.) Boiss( گیاه علف هیضه
از تیره Asteraceae، یکی از گیاهان بومی مناطق خشک ایران 
است. گزارش‌ها حاکی از حضور ترکیبات زیست‌فعال مهمی 
گیاه  این  اسانس  در  ترپینئول  آلفا-  و  سینئول   -۱،۸ نظیر 
است )9 و 10(. این ترکیبات که به‌خاطر اثرات ضدمیکروبی 
استفاده  پتانسیل   ،)11( شده‌اند  شناخته  ضدپروتوزوآیی  و 
را  نشخوارکنندگان  جیره  در  طبیعی  افزودنی  یک  به‌عنوان 
دارند. با این وجود، تاکنون اثرات اسانس این گیاه خاص بر 
فراسنجه‌های تخمیر شکمبه‌ای و تولید متان به‌طور مستقیم 

مورد بررسی قرار نگرفته است.
با توجه به نیاز مبرم به یافتن راهکارهای طبیعی برای کاهش 
بهبود  و  قوی(  گلخانه‌ای  گاز  یک  )به‌عنوان  متان  انتشار 
این  در  پژوهشی  انجام  نشخوارکنندگان،  در  تغذیه  کارایی 
زمینه ضروری به نظر می‌رسد. بنابراین، هدف از این مطالعه، 
بررسی  و  علف هیضه  گیاه  اسانس  ترکیب شیمیایی  تعیین 
فراسنجه‌های  متان،  و  گاز  تولید  بر  آن  مختلف  سطوح  اثر 
در  میکروبی  سنتز  کارایی  و  پروتوزوآیی  تخمیری، جمعیت 

یک سیستم آزمایشگاهیin vitro بود.

مواد و روش‌ها

تهیه گیاه و استخراج اسانس

 Pulicaria gnaphalodes( پیکره‌های هوایی گیاه علف هیضه
Boiss (.Vent).( در اوج مرحله گلدهی و در اواخر شهریورماه 

در  واقع  رونج  روستای  کوهپایه‌ای  بخش  از   ۱۴۰۳ سال 
شهرستان تربت‌جام جمع‌آوری شدند. این روستا در مختصات 
و  شرقی  و۶۰°۱۹′۴۱″  شمالی  جغرافیایی۳۵°۱۸′۲۲″ 

خاک  است.  شده  واقع  دریا  سطح  از  متر   ۱۳۲۵ ارتفاع  در 
منطقه عمدتاً رسی-لومی است. نمونه‌های گیاهی بلافاصله به 
آزمایشگاه انتقال یافته و در دمای کنترل‌شده ۳۰ تا ۴۰ درجه 
سانتی‌گراد به مدت ۴۸ ساعت )تا رسیدن به وزن ثابت( در 
آون خشک شدند. پس از فرآیند خشک‌شدن، کلیه اندام‌های 
مکانیکی  آسیاب  کمک  با  گل(  و  برگ  ساقه،  )شامل  گیاه 
استخراج  تبدیل شدند.  میلی‌متر  ابعاد حدود ۲  با  ذراتی  به 
اسانس به شیوه تقطیر با بخار آب و با کاربرد دستگاه کلونجر 
سولفات  از  استفاده  با  استخراج‌شده  اسانس   .)4( شد  انجام 
ویال‌های  در  نهایی  محصول  و  شد  خشک  بی‌آب  سدیم 
شیشه‌ای تیره‌رنگ نگهداری و تا زمان انجام مراحل آنالیزی، 
در دمای ۴ درجه سانتی‌گراد داخل یخچال ذخیره شد. بازده 

اسانس از طریق فرمول زیر محاسبه شد )9(.

تعیین ترکیبات شیمیایی اسانس

برای شناسایی و کمی‌سازی ترکیبات فرار موجود در اسانس 
گازی  کروماتوگرافی  سیستم  دو  از  گیاه،  از  استخراج‌شده 
گازی  کروماتوگرافی  و   )Gas Chromatography: GC(

Gas Chromatography/( جرمی  طیف‌سنج  به  متصل 
آنالیز  شد.  استفاده   )Mass Spectrometry: GC/MS

مدل   Agilent Technologies دستگاه  از  استفاده  با   GC

نوع از  استفاده  مورد  کاپیلاری  ستون  شد.  انجام   7890A 

)HP-5MS )30m × 0.25 mm × 0.25 µm بود. برنامه دمایی 

به‌صورت افزایش تدریجی )رمپ افزایشی( تنظیم شد: دمای 
شد،  نگه‌داری  دقیقه   2 به‌مدت  سانتی‌گراد  درجه   60 اولیه 
درجه  تا 210  دقیقه  در  سانتی‌گراد  درجه   3 نرخ  با  سپس 
افزایش یافت و در ادامه با نرخ 20 درجه در دقیقه به 240 
درجه رسید و به‌مدت 5/8 دقیقه در این دما تثبیت گردید. 
با  برابر   FID آشکارساز  دمای  و  اینژکتور 240 درجه  دمای 

290 درجه سانتی‌گراد تنظیم شد.
 Agilent دستگاه  از  استفاده  با  نیز   GC/MS آنالیز 
Technologies مدل 5975C انجام شد. شرایط عملیاتی شامل 

دمای اینژکتور 280 درجه سانتی‌گراد، انرژی یونیزاسیون 70 
در  میلی‌لیتر   1 جریان  با  هلیوم  حامل  گاز  و  الکترون‌ولت 

×100
وزن اسانس

 = بازده اسانس )درصد(
وزن خشک گیاه
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دقیقه بود. شناسایی ترکیبات بر اساس مقایسه طیف جرمی 
با کتابخانه‌های NIST و WILEY، محاسبه شاخص بازداری 
–C8( نسبت به آلکان‌های استاندارد )Retention Index: RI(

C24( و تطابق با داده‌های مرجع انجام شد. در نهایت، درصد 

کمی هر ترکیب بر اساس مساحت زیر منحنی کروماتوگرافی 
فاکتورهای  از  استفاده  نرمال‌سازی مساحت( و بدون  )روش 

اصلاح پاسخ محاسبه گردید.

تهیه جیره پایه و مایع شکمبه

جیره غذایی مورد استفاده در محیط کشت، بر مبنای نیازهای 
تغذیه‌ای یک گوسفند نر نژاد بلوچی با میانگین سن پنج ماه 
و وزن تقریبی 40 کیلوگرم تنظیم گردید )12(. فهرست مواد 
تشکیل‌دهنده و آنالیز شیمیایی جیره غذایی )پایه( به‌کاررفته 
آزمایشگاهی در جدول شماره  در مطالعه تخمیر شکمبه‌ای 

۱ ارائه شده است.

جدول ۱: فهرست مواد تشکیل‌دهنده و آنالیز شیمیایی جیره غذایی )پایه( به‌کاررفته در مطالعه 

تخمیر شکمبه‌ای در مدل آزمایشگاهی

مقدار در جیره )درصدی از ماده‌خشک(اقلام

17یونجه خشک

4کاه بقولات )لوبیا و عدس(

25دانه جو 

25دانه ذرت

5کنجالۀ کلزا

5سبوس گندم

5تفاله چغندرقند 

8کنجالۀ سویا

۱/۵اکسید منگنز
2مکمل ویتامینی- معدنی1

۱/۵نمک

1آهک

ترکیبات شیمیایی )درصدی از ماده خشک(

۹۱/۷ماده خشک

انرژی قابل متابولیسم )مگاکالری/کیلوگرم 
۶۹/۲ماده‌‌خشک(

۹/۲خاکستر

5/2چربی خام

49کربوهیدرات‌های غیرفیبری

۱۴/۳پروتیین خام

۰/۸۵کلسیم

۰/۳۶فسفر
1-حاوی 100000 واحد بینالمللی ویتامین A، 10000 واحد بین‌المللی ویتامین D3، 8000 میلی‌گرم ویتامین E، 0/8 گرم موننسین 10 درصد، 0/4 
گرم آنتی‌اکسیدان، 74 گرم کلسیم، 15/6 گرم سدیم، 1 گرم منگنز، 8 میلی‌گرم کبالت، 6 میلیگرم سلنیوم، 30 میلی‌گرم ید، 2 گرم روی، 1 گرم آهن و 

0/15 گرم مس. 
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نژاد  بالغ  نر  گوسفند  رأس  سه  از  نیاز  مورد  شکمبه  مایع 
بلوچی )با وزن 3/5 ± 30 کیلوگرم( که مجهز به فیستولای 
دائم شکمبه‌ای بودند، گرفته شد. جیره نگهداری این دام‌ها 
ترکیبی از کاه گندم )200 گرم در روز( و کنسانتره تجاری 
)شامل 50 درصد جو آسیاب‌شده، 25 درصد سبوس گندم، 
درصد   1 آهک،  سنگ  درصد   3 سویا،  کنجاله  درصد   20
میزان 300  به  نمک(  و 1 درصد  ویتامینی-مینرالی  مکمل 
انرژی معادل ۱۰/1۵ مگاژول در هر  با چگالی  گرم در روز، 

کیلوگرم ماده خشک بود.

ارزیابی تولید گاز و قابلیت تجزیه‌پذیری مواد 
مغذی

محیط کشت مورد استفاده در آزمون تولید گاز، با نسبت ۲ 
به ۱ از محلول بزاق مصنوعی و مایع شکمبه تهیه شد )13(. 
از بطری‌های شیشه‌ای ۱۲۰ میلی‌لیتری، مقدار  در هر یک 
۲۰۰ میلی‌گرم )بر پایه ماده خشک( از خوراک آسیاب‌شده 
)مطابق جدول ۱، با اندازه ذرات ۱ میلی‌متر( همراه با مقادیر 
متفاوت اسانس علف هیضه )صفر، 250، 500، 750 و 1000 
میلی‌گرم بر لیتر محیط کشت( اضافه گردید. سطح 1000 
با  و  بررسی‌شده  غلظت  حداکثر  به‌عنوان  لیتر  بر  میلی‌گرم 
هدف تعیین دامنه اثر و احتمال سمیت یا اثرات مهاری شدید 
بر میکروفلور شکمبه، بر اساس مطالعات مشابه انجام‌شده بر 
از  برای هر یک  انتخاب شد.  گیاهی  اسانس‌های  روی سایر 

سطوح آزمایشی، چهار تکرار در نظر گرفته شد.
با  فلاسک‌ها  کشت،  محیط  میلی‌لیتر   ۳۰ تزریق  از  پس 
درپوش‌های لاستیکی مجهز به درپوش آلومینیومی مسدود 
 ۳۹ ثابت  دمای  با  آب  حمام  در  ساعت   ۹۶ به‌مدت  و  شده 
گاز  و حجم  فشار  میزان  داده شدند.  قرار  درجه سانتی‌گراد 
تولیدی در بازه‌های زمانی ۳، ۶، ۹، ۱۲، ۲۴، ۴۸، ۷۲ و ۹۶ 
ساعت پس از شروع انکوباسیون، با به‌کارگیری روش تئودورو 

و همکاران )14( اندازه‌گیری و ثبت گردید.
هر  درون  فشار  تعیین‌شده،  زمان‌های  در  خلاصه،  به‌طور 
وسیله  به  دیجیتال  فشارسنج  یک  اتصال  طریق  از  فلاسک 
هر  سپس  شد.  قرائت  درپوش،  در  تعبیه‌شده  سوزن‌های 
در  پیش  از  آن  پیستون  )که  مدرج  سرنگ  یک  به  بطری 
موقعیت صفر تنظیم شده بود( متصل گردید. با کشیدن آرام 
پیستون، کل گاز تولیدشده از بطری به داخل سرنگ انتقال 

ادامه، حجم  تا فشار داخل سیستم به صفر برسد. در  یافت 
از روی درجه‌بندی سرنگ خوانده و ثبت شد.  گاز مستقیماً 
درپوش هر بطری از سرنگ جدا شده و بطری‌ها مجدداً برای 
 .)4( شدند  بازگردانده  آب  حمام  به  انکوباسیون  دوره  ادامۀ 
غیرخطی مدل  از  استفاده  با  گاز  تولید  منحنی  نهایت،   در 
                                 برازش داده شد که در آن Y حجم گاز تولیدشده

در زمان b،t پتانسیل حداکثری تولید گاز )میلی‌لیتر( و c نرخ 
h 1( است )15(. 

تولید گاز )1-

اندازه‌گیری‌های پس از دوره کشت

محتوای   pH انکوباسیون،  ساعته   ۲۴ دوره  پایان  از  پس 
پارچه  از  نمونه‌ها  گردید.  اندازه‌گیری  بلافاصله  فلاسک  هر 
شدند.  داده  عبور  میکرون   ۴۵ منافذ  اندازه  با  پلی‌استری 
بخش جامد باقیمانده برای تعیین قابلیت هضم ماده خشک 
و ماده آلی به کروزه‌های از پیش توزین‌شده منتقل شد. برای 
محاسبه قابلیت هضم ماده آلی، نمونه‌ها به مدت ۴ ساعت در 
کوره با دمای ۵۵۰ درجه سانتی‌گراد قرار گرفتند. همچنین، 
برای برآورد قابلیت هضم الیاف نامحلول در شوینده خنثی، 
نمونه‌های فیلترشده و خشک‌شده در محلول شوینده خنثی 
شستشو داده شده و بر اساس روابط استاندارد، میزان هضم 
مواد  هضم  قابلیت  تعیین  برای   .)16( شد  محاسبه  آن‌ها 
مجزا  به‌صورت  گاز  تولید  آزمون  فلاسک‌های  از  مغذی، 

استفاده گردید.
 Total volatile fatty( فرار  چرب  اسیدهای  کل  غلظت 
acids: TVFA( با استفاده از روش تقطیر مارخام تعیین شد 

پس  کشت  نمونه  هر  از  میلی‌لیتر   ۲ خلاصه،  به‌طور   .)17(
تقطیر  دستگاه  به  و  برداشته شد  انکوباسیون  دوره  پایان  از 
میکروکجلدال مارخام منتقل گردید. سپس ۲ میلی‌لیتر بافر 
و  اضافه  نمونه  به  اگزالات(  اسید/پتاسیم  )اگزالیک  اگزالات 
از محلول تقطیرشده  انجام شد. حدود ۸۰ میلی‌لیتر  تقطیر 
جمع‌آوری و با استفاده از هیدروکسید باریم ۰/۰۲ نرمال در 

حضور شناساگر فنل‌فتالئین تیتر گردید.
)بدون  شاهد  نمونه  تیتر  گرفتن  نظر  در  با   TVFA مقدار 

اسانس( محاسبه شد )17(.
ساعته   ۲۴ دوره  پایان  در  متان،  گاز  حجم  تعیین  برای 
داخل  به  مولار   ۱۰ سود  محلول  میلی‌لیتر   ۴ انکوباسیون، 
فلاسک‌ها تزریق شد تا دی‌اکسیدکربن جذب شده و حجم 

Y = b(1-ct e)
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PF = [c – (a – b)] / IVGP 1 رابطه
MMY = [c – (a – b)] – (IVGP × 2.2( 2 رابطه

 

گاز باقی‌مانده به‌عنوان متان در نظر گرفته شود )18(.
برای سنجش نیتروژن آمونیاکی، ۵ میلی‌لیتر از محیط کشت 
نرمال   0/2 هیدروکلریک  اسید  میلی‌لیتر   ۵ با  صاف‌شده 
مخلوط و در دمای ۱۸- درجه سانتی‌گراد تا زمان انجام آنالیز 

به روش کجلدال نگهداری شد )19(.

برآورد شاخص‌های مربوط به فعالیت میکروبی

ضریب تفکیک‌پذیری )Partitioning Factor یا PF( از رابطه 
 Microbial Mass( و بازده تولید توده میکروبی )۱ )20 و 21
این  رابطه ۲ )20( محاسبه شدند. در  از   )MMY یا   Yield

روابط، a وزن ماده خشک هضم‌نشده، b وزن خاکستر بخش 
انکوباسیون(  از  )پیش  اولیه  آلی  ماده  وزن   c هضم‌نشده، 
ساعت   ۹۶ زمان  در  تولیدی  گاز  خالص  حجم   IVGP و 

انکوباسیون می‌باشد.

بازده سنتز میکروبی )بر حسب درصد( از تقسیم MMY بر 
ماده آلی واقعاً هضم‌شده به دست آمد.

برای شمارش کل پروتوزوآها، ۵ میلی‌لیتر از مایع شکمبه با 
۵ میلی‌لیتر فرمالین ۵۰ درصد و چند قطره رنگ بریلیانت 
گرین مخلوط و پس از ۲۴ ساعت، با استفاده از لام نئوبار و 

میکروسکوپ نوری، شمارش انجام گرفت )22(.

تحلیل‌های آماری

از  بهره‌گیری  با  و  تصادفی  کاملًا  طرح  چارچوب  در  داده‌ها 
نرم‌افزار SAS ویرایش 9/4 مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. 
توکی در  آزمون  از  استفاده  با  تیمارها  میانگین‌های  مقایسه 

سطح معنی‌داری ۰/05 انجام پذیرفت.

نتایج و بحث

0/28درصد  میزان  به  هیضه  علف  برای  اسانس  تولید  بازده 
و  محمودی  نتایج  با  تقریبی  به‌طور  که  شد  تعیین 
اسانس  گازی  کروماتوگرام  دارد.  همخوانی   )9( همکاران 
آنالیز  اساس  بر  است.  شده  آورده   ۱ شکل  در  هیضه  علف 
ترکیبات  حاوی  هیضه  علف  اسانس   ،)۲ )جدول  شیمیایی 

جدول ۲: ترکیبات شیمیایی شناسایی‌شده در اسانس گیاه علف هیضه

شاخص 
بازداری

مقدار 
 ،W/W(

درصد(
ترکیب شیمیایی،

اسم لاتین

ترکیب شیمیایی،

اسم فارسی
ردیف

932 7/50 α-Pinene آلفا-پینن 1

976 0/15 β-Pinene بتا-پینن 2

995 0/70 Dehy-
dro-1,8-Cineole دهیدور-1و8 

سینئول
3

1016 0/20 α-Terpinene آلفا-ترپینن 4

1026 2/30 p-Cymene پارا-سیمن 5

1032 16/50 1,8-Cineole 1و8-سینئول 6

1059 2/40 γ-Terpinene گاما-ترپینن 7

1097 1/10 Linalool لینالول 8

1126 1/40 Chrysanthenone کریزانتنون 9

1159 1 Cis-chrysanthe-
nol سیس-کریزانت 10

1179 5/10 Terpinen-4-ol ترپینن-4-اول 11

1196 12/20 α-Terpineol آلفا-ترپینئول 12

1200 4/10 Myrtenol میرتنول 13

1218 0/15 Trans-Carveol ترانس-کاروئول 14

1228 1/50 Nerol نرول 15

1239 0/90 Neral نرال 16

1262 1/90 Geraniol ژرانیول 17

1290 1/90 Thymol تیمول 18

1404 0/60 Methyl eugenol متیل اوژنول 19

1488 0/40 α-amorphen آلفا-آمورفن 20

1514 0/90 γ-Cadinene گاما-کادینن 21

1523 1/40 δ-Cadinene دلتا-کادینن 22

1539 1/80 α-cadinene آلفا-کادینن 23

1574 0/50  Germacrene
D-4-ol ژرماکرن دی-

4-اول
24

1646 9/50
Caryophylla-

4(14),8(15)-dien-
5β-ol

کاریوفیلا-4)14(، 
8)15(دین-5بتا-او 25

1670 1/10 Khusinol خوسینول 26

1689 1 Cadalene کادالن 27

1694 13/70 Eudesma-
4(15),7-dien-

1β-ol
ائودسما-4)15(،7-

دین-1 بتا-اول
28

1708 2/10 Amorpha-4,9-di-
en-2-ol آمورفا-4،9-دین-

2-اول
29

1711 0/9 14-Hy-
droxy-α-humu-

lene
14-هیدروکسی-

آلفا-هومولن
30

1719 0/60 )Z)-nuciferol )زد(-نوسیفرال 31

1725 0/80 )E)-nuciferal )ای(نوسیفرال 32

1740 1/4 Curcumenol کورکومنول 33
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ترکیباتی  حضور  به‌ویژه،  بود.  شناخته‌شده‌ای  زیست‌فعال 
نظیر ۱,۸- سینئول و آلفا-ترپینئول، که در مطالعات متعدد 
به‌عنوان ترکیباتی با خاصیت ضدمیکروبی و ضدپروتوزوآیی 
قوی گزارش شده‌اند )23-26(، می‌تواند سازوکار اصلی اثرات 
مشاهده‌شده بر فرآیند تخمیر شکمبه را توجیه کند. ترکیباتی 

مانند ترپینن-۴-اول )۵/۱۰ درصد( و تیمول )۱/۹۰ درصد( 
تعدیل  در  اسانس  این  سینرژیستیک  اثر  به  می‌توانند  نیز 

میکروفلور شکمبه کمک کرده باشند.
به  هیضه  علف  اسانس  افزودن   ،)3 )جدول  نتایج  اساس  بر 
محیط کشت باعث کاهش خطی و معنی‌دار )P>0/0001( در 

تولید متان )از 13/25 به 8/02 میلی‌لیتر( و پتانسیل تولید 
گاز کل )از 60/98 به 46/60 میلی‌لیتر( شد. این کاهش قابل 
توجه در متان‌زایی )از 13/25 به 8/02 میلی‌لیتر، معادل حدود 
 39/47 درصد(، احتمالاً ناشی از دو سازوکار اصلی گزارش‌شده

 توسط بوداس و همکاران )27( است؛ به‌طوری‌که از یک سو، 
کاهش جمعیت پروتوزوآیی موجب تضعیف ارتباط همزیستی 
کاهش  نتیجه  در  و  متان‌زا  آرکئاهای  با  آن‌ها  هیدروژنی 
مانند  ترکیباتی  دیگر،  سوی  از  و  می‌شود  هیدروژن  انتقال 

جدول ۳: تأثیر سطوح مختلف اسانس علف هیضه بر پارامترهای تولید گاز و متان

سطح اسانس

)میلی‌گرم/‌لیتر(

متان1

)میلی‌لیتر(

پتانسیل 
تولید گاز 
)میلی‌لیتر(

ثابت نرخ 
تولید گاز 
)درصد/
ساعت(

تولید گاز 
24 ساعته 
)میلی‌لیتر(

تولید گاز 
48 ساعته 
)میلی‌لیتر(

تولید گاز 
72 ساعته 
)میلی‌لیتر(

تولید گاز 
96 ساعته 
)میلی‌لیتر(

0۱۳/۲۵a60/98a0/095250/22a59/72a63/52a64/00a )شاهد(

25012/12ab58/45ab0/095947/15ab56/15ab60/15b61/15ab

500۱۰/۸۲bc55/01b0/095344/35b52/50b56/50c57/97b

750۹/۳۲dc48/28c0/089638/15c44/50c49/85d51/75c

1000۸/۰۲d46/60c0/087439/10c44/07c48/42d49/45c

SEM۰/۶۱1/310/01651/311/231/071/09

سطح معنی‌داری

0/0001<0/0001<0/0001<0/0001<0/00010/56<0/0001<خطی

0/00010/560/760/51<0/0001۰/۶۵0/81<درجه دو

0/00010/010/040/10<0/0001۰/۰۶0/90<درجه سه

.)P > ۰/۰۵( حروف متفاوت در هر ستون نشان‌دهنده اختلاف معنی‌دار بین میانگین‌ها در سطح ۵ درصد می‌باشد

1تولید گاز متان پس از ۲۴ ساعت دوره انکوباسیون اندازه‌گیری شد.

شکل ۱: کروماتوگرام گازی اسانس علف هیضه
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جدول 4: تأثیر سطوح مختلف اسانس علف هیضه بر جمعیت پروتوزوآ و فراسنجه‌های تخمیری پس از ۲۴ ساعت انکوباسیون

سطح اسانس

)میلی‌گرم/‌لیتر 
محیط کشت(

پروتوزوآی کل )×105 سلول/
میلی‌لیتر محیط کشت(

غلظت اسیدهای چرب فرار کل 
pH)میلی‌مول/لیتر محیط کشت(

غلظت نیتروژن 
آمونیاکی

)میلی‌گرم/دسی‌لیتر 
محیط کشت(

07/27a83/01a6/86a۱۸/۰۱a )شاهد(

2506/39b79/02ab6/82ab۱۷/۲۵ab

5005/51c76/25bc6/79bc15/95bc

7504/45d72/25cd6/75c14/95dc

10004/29d70/01d6/72c13/86d

SEM0/271/450/0230/55

سطح معنی‌داری

0/۰۰۰۱<0/۰۰۰۱<0/۰۰۰۱<0/۰۰۰۱<خطی

0/120/560/600/60درجه دو

0/250/870/960/96درجه سه

.)P>۰/۰۵( حروف متفاوت در هر ستون نشان‌دهنده اختلاف معنی‌دار بین میانگین‌ها در سطح ۵ درصد می‌باشد

جدول 5: تأثیر سطوح مختلف اسانس علف هیضه بر شاخص‌های تجزیه‌پذیری مواد مغذی و فراسنجه‌های کارایی میکروبی 

سطح اسانس

)میلی‌گرم/‌لیتر 
محیط کشت(

تودۀ 
میکروبی 
تولیدی 

)میلی‌گرم(

راندمان سنتز 
تودۀ میکروبی 

)درصد(

ضریب 
تفکیک‌پذیری 

)میلی‌گرم ماده آلی 
حقیقی هضم شده/
میلی‌لیتر گاز تولید 

شده(

تجزیه‌پذیری 
الیاف نامحلول 

در شوینده 
خنثی )درصد(

تجزیه‌پذیری 
ماده آلی 
)درصد(

تجزیه‌پذیری ماده خشک 
)درصد(

046/70b24/90b2/93b46/20a75/5a۷۰/۷۵a )شاهد(

25051/96ab27/86ab3/05ab43/75ab73/87ab۶۸/۸۱ab

50055/63a30/37a3/16a42/75bc۷۰/۴۶bc۶۷/۰۱bc

75048/18ab29/72a3/13a40/71bc69/72c۶۵/۰۱c

100047/55b30/42a3/16a39/95c68/81c۶۳/۹۵c

SEM2/431/370/0581/071/231/20

سطح معنی‌داری

0/۰۰۰۱<0/۰۰۰۱<0/۰۰۰۱<۰/۷۱۰/۰۰۱۰/۰۰۱خطی

0/۰۰۰۱<0/۰۰۰۱<0/۰۰۰۱<۰/۰۰۳۰/۰۰۴۰/۰۰۴درجه دو

۰/۱۴۰/۰۰۸۰/۰۰۸۰/۰۰۰۵۰/۰۰۰۱۰/۰۰۲درجه سه

.)P > ۰/۰۵( حروف متفاوت در هر ستون نشان‌دهنده اختلاف معنی‌دار بین میانگین‌ها در سطح ۵ درصد می‌باشد

اثر مهارکنندگی مستقیم  با  ۱و۸- سینئول و آلفا-ترپینئول 
به  احیای هیدروژن  با هدایت مسیر  یا  متان‌زا  آرکئاهای  بر 
دارند.  نقش  متان‌زایی  کاهش  در  پروپیونات،  تولید  سمت 
اسانس،  این  اصلی  ترکیبات  که  داده‌اند  نشان  نیز  مطالعات 
به‌ویژه ۱و۸-سینئول، می‌توانند به‌طور انتخابی بر متابولیسم 

آرکئاهای متانوژن تأثیر گذاشته و سنتز متان را مهار کنند 
)25 و 26(. بنابراین، کاهش مشاهده‌شده در این پژوهش را 
می‌توان حاصل ترکیبی از کاهش پروتوزوآهای انتقال‌دهنده 
هیدروژن و اثر بازدارنده مستقیم بر خود متانوژن‌ها دانست. 
اندازه‌گیری  زمان‌های  تمام  در  گاز  تولید  کاهش  همچنین، 
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نیز نشان‌دهنده کاهش کل تخمیرپذیری ماده آلی جیره در 
حضور اسانس است )28(.

نتایج )جدول 4( نشان داد اسانس علف هیضه به‌طور خطی 
و معنی‌دار )P>0/0001( جمعیت پروتوزوآ را کاهش می‌دهد 
)از 7/27 به 4/29 × 105 سلول در میلی‌لیتر، کاهشی معادل 
40/99 درصد(. این اثر ضدپروتوزوآیی قوی می‌تواند مستقیماً 
ناشی از حساسیت بالای غشای سلولی پروتوزوآ به ترکیبات 
آلفا-ترپینئول  و  ترپینن-۴-اول  مانند  اسانس،  لیپوفیلیک 
)از  آمونیاکی  نیتروژن  همزمان  کاهش   .)30 و   29( باشد 
کاهش  تأییدکننده  میلی‌گرم/دسی‌لیتر(   13/86 به   18/01
بخشی  که  است  پروتئولیتیکی  فعالیت  و  پروتئین  تجزیه 
)مصرف‌کنندگان  پروتوزوآ  جمعیت  کاهش  دلیل  به  آن  از 
به دلیل  آمونیاک( و بخشی  تولیدکنندگان  باکتری و  عمده 
کاهش   .)31( است  پروتئولیتیک  باکتری‌های  بر  مهاری  اثر 
با کاهش  نیز همسو   pH غلظت اسیدهای چرب فرار کل و 

تخمیرپذیری کلی سوبسترا می‌باشد.
ماده  تجزیه‌پذیری  خطی  کاهش  باعث  اسانس  اگرچه 
راندمان  اما   ،)5 )جدول  شد   NDF و  آلی  ماده  خشک، 
افزایش  درصد؛   30/42 به   24/90 )از  میکروبی  توده  سنتز 
به   2/93 )از  تفکیک‌پذیری  ضریب  و  درصدی(   22/17
گاز  هضم‌شده/میلی‌لیتر  حقیقی  آلی  ماده  میلی‌گرم   3/16
تولیدشده؛ افزایش 7/85 درصدی( به‌طور معنی‌داری افزایش 
یافت. این پارادوکس ظاهری با سازوکارهای زیر قابل توجیه 
است )32(: ۱( کاهش رقابت پروتوزوآ برای مصرف باکتری‌ها، 
انرژی بیشتری را برای سنتز بیومس میکروبی حفظ می‌کند. 
۲( کاهش هدررفت انرژی به شکل گاز و متان، سوبسترای 
بیشتری را برای سنتز میکروبی در دسترس قرار می‌دهد. ۳( 
تغییر در ترکیب جامعه باکتریایی به نفع گونه‌های با کارایی 
رشد بالاتر. الگوی درجه دو معنی‌داری )P=0/003( برای توده 
لیتر  بر  میلی‌گرم   ۵۰۰ غلظت  در  اوج  با  تولیدی  میکروبی 
)55/63 میلی‌گرم(، نشان‌دهنده اثر دوگانه اسانس است که 
در غلظت‌های پایین و متوسط محرک و در غلظت‌های بالا 
به  مهاری عمل می‌کند. کاهش تجزیه‌پذیری NDF احتمالاً 
ترکیبات  به  سلولولیتیک  باکتری‌های  ویژه  حساسیت  دلیل 
که  می‌دهد  نشان  یافته‌ها  این   .)34 و   33( است  اسانس 
اسانس علف هیضه می‌تواند با وجود کاهش هضم‌پذیری، از 
طریق بهبود کارایی استفاده از انرژی، عملکرد کلی شکمبه 

را تعدیل نماید.

نتیجه‌گیری کلی

نتایج این مطالعه نشان داد که اسانس گیاه علف هیضه پتانسیل 
تعدیل تخمیر شکمبه‌ای را داراست. افزودن این اسانس به‌طور 
و  درصد(   ۳۹/5 )تا  متان  تولید  کاهش  به  منجر  معنی‌داری 
جمعیت پروتوزوآ )تا 41 درصد( و همزمان بهبود راندمان سنتز 
توده میکروبی )تا 22/2 درصد( و ضریب تفکیک‌پذیری )تا 7/8 
درصد( شد. با این حال، کاهش تجزیه‌پذیری ماده خشک، ماده 
آلی و به‌ویژه NDF نیز به‌عنوان یک اثر بازدارنده احتمالی بر 
هضم فیبر مشاهده گردید. غلظت ۵۰۰ میلی‌گرم بر لیتر به‌عنوان 
سطحی که بیشترین توده میکروبی را تولید کرد، می‌تواند نقطه 
شروع مناسبی برای مطالعات بعدی باشد. مهم‌ترین محدودیت 
انجام آن در شرایط in vitro است که علی‌رغم  این پژوهش، 
کنترل دقیق متغیرها، لزوماً همه پیچیدگی‌های محیط زنده 
اثرات  می‌شود  توصیه  بنابراین،  نمی‌کند.  بازتولید  را  شکمبه 
این اسانس ابتدا در مطالعات in vivo کوتاه‌مدت )با استفاده از 
قابلیت  بر روی فراسنجه‌های تخمیری،  حیوانات فیستوله‌دار( 
هضم واقعی و سلامت شکمبه ارزیابی گردد. در مرحله بعد، انجام 
آزمایش‌های بلندمدت تغذیه‌ای برای تعیین دقیق‌ترین سطح 
مؤثر در جیره‌های مختلف و سنجش نهایی پاسخ‌های عملکردی 
)افزایش وزن، بازده خوراک( و اقتصادی در گله ضروری است. 
افزودنی‌های  با سایر  اسانس  این  اثرات سینرژیستیک  بررسی 

خوراکی نیز می‌تواند زمینه پژوهشی ارزشمندی باشد.

تشکر و قدردانی

سپاسگزاری خود را از مجتمع آموزش عالی تربت‌جام اعلام 
می‌داریم که با اعطای کمک‌های مالی و فراهم‌آوری امکانات 
میسر  را  پژوهش  این  اجرای  برای  لازم  بستر  آزمایشگاهی، 

ساخت.

تعارض منافع:
بر اساس اظهارات نویسندگان، هیچ‌گونه تعارض منافعی بین 

نویسندگان وجود ندارد.
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