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  چکیده
سانس منظور بررسی اثر مقادیر مختلف  به سنجه  هايا شرایط برون میخک و مرزه بر فرا تنی، دو آزمایش تولید گاز و کشت میکروبی  هاي تخمیري در 
شد.  گرم) طراحیمیلی 500و  250، 0سطح ( 3هاي مرزه و میخک هرکدام شامل اسانس 3×3گاز در قالب آزمایش فاکتوریل گردید. تکنیک تولید طراحی

ساعات   ساعات ابتدایی تخمیر باعث       گیرياندازه 120 و 96 ،72 ،48 ،24 ،16 ،8 ،6 ،4 ،2مقدار تولید گاز در طی  سانس میخک در  سطوح بالاي ا شد. 
ساعات    دار گافزایش معنی سانس میخک در  سانس   تولید گاز را کاهش 8-24از تولیدي گردید. در مقابل ا سطوح مختلف ا هاي داد. در آزمایش میکروبی، 

سانس      40و  35، 20مرزه و میخک ( سانس بصورت جداگانه) و همچنین سطوح ترکیبی ا سطوح ترکیبی)   9هاي مزبور ( میکرولیتر براي هر ا تیمار حاوي 
و تقابل آن با  کشت در محیط پپتواستـرپتوکـوکوس انئـروبیوس    انجام کشت باکتري بعد ازد (استرپتومایسین) مورد مقایسه قرار گرفتند. شاه گروهو یک 
تمامی تیمارهاي حاوي اسانس (ساده و ترکیبی) نسبت به شاهد، تیمارهاي حاوي اسانس مرزه نسبت به شاهد         گردید هاي مرزه و میخک مشاهده اسانس 
شته       وح ترکیبی اسانس و سط  ول آزمایش است. به طور کلی نتایج مرحله ا هاي مزبور نسبت به سطوح ساده اثر بازدارندگی بیشتري بر رشد این باکتري دا

سنجه      سانس میخک باعث کاهش تولید گاز و فرا ستفاده از ا شان داد که ا ضم ما    ن سانس مرزه بر مقدار تولید گاز، قابلیت ه شد، اما ا ه آلی، دهاي تخمیري 
سانس            شان داد ا شات کشت میکروبی نیز ن صل از آزمای شت. نتایج حا سیدهاي چرب فرار تأثیر ندا خک اثر هاي مرزه و میانرژي قابل متابولیسم و مقدار ا

 بد.یاممانعت کنندگی بر رشد باکتري پپتواستـرپتوکـوکوس انئـروبیوس داشته و در نتیجه تولید آمونیاك توسط این باکتري کاهش می
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ــکمبه از طریق تغییر در محیط     ندمان انرژي و پروتئین در شـ بهبود را
ستفاده 6باشند ( شکمبه می  ها در هایی مانند آنتی بیوتیکاز افزودنی ). ا

ــکمبه موفق بوده   در )، اما  7اند ( کاهش اتلاف انرژي و پروتئین در شـ
 یتاز آن هیرو یدر رابطه با استفاده ب  یعموم يهاینگران ریاخ يهاسال 

ها و انتقال   يباکتر ی کیوتیب یمقاومت آنت   وعیشـــ لی به دل  ها کی وتیب
سان،  آن ست  افتهی شیافزاها از دام به ان ستفاده  ا . همچنین ممنوعیت ا

سال   ستفاده ازآنها شده    2006از آنها در اتحادیه اروپا از  باعث کاهش ا
ــتفاده از مواد جایگزین   ــمندان به دنبال اس ــت. به همین دلیل دانش اس

ها، توان به پروبیوتیکجهت تغییر در تخمیر شـــکمبه هســـتند که می
  ). 6هاي گیاهی اشاره کرد (و اسانسمخمرها، اسیدهاي آلی، عصاره 

سط گیاهان تولید می    سیعی از ترکیبات آلی تو د که به شون دامنه و
). این ترکیبات معمولاً 1رسد تأثیر مستقیمی بر رشد آنها ندارد (نظر می

ناقل         ــتند و به عنوان  ــئول بو، رنگ و طعم در گیاهان هسـ هاي  مسـ
ضدمیک کنند شیمیایی بین گیاه و محیط عمل می  روبی و اغلب فعالیت 

سانس  ). فعالیت15ها و مخمرها دارند (ها، قارچدر مقابل باکتري   هايا
 اما ت،اس رسیده اثبات به هاقارچ و پروتوزوآها ها،باکتري برعلیه گیاهی

 جهت فرضیه چندین). 15 و 12،  4( نیست روشن دقیقا عمل آنها طرز
. ست ا شده  بیان گیاهی هاياسانس  ضدمیکروبی  هايویژگی توصیف 
ضیه  ست  گرفته قرار پذیرش مورد همه از بیش که اي فر   ابلمتق اثر ا

ــانس ــاي گیاهی هاياس ــلول برغش ــت باکتریایی هايس  تجمع. اس
سانس   تغییرات موجب چرب سیدهاي ا یا هازنجیره بین گیاهی هايا

 الیتسی  و ثباتی بی افزایش موجب و شده  سلولی  درغشاي  ساختاري 
ــا ــانس نیهمچن ).17( گرددمی غشـ ــت  یاهی گ هاي اسـ ممکن اسـ
ستیکلندي   ادیز 1اكیکننده آمون دیتول هاييباکتر ستریدیوم ا  2مانند کل

ــترپتوکوکوس انئروبیوس به    3و پپتواسـ ــکم ند     در شـ مای هار ن  .را م
ــکمبه وجود      ادی ز اكی کننده آمون  دی تول هاي يکتربا  به تعداد بالا در شـ

س یآم يد هايتیفعال يندارند اما دارا ش می يدیشد  یلیخ ونینا ند و با
ــکمبه تول  يادی ز اكی آمون ند ( د میی در شـ نابرا . )39و  36، 32کن  نیب

باکتر   ند موجب کاهش    بالا می  اكی آمون دکننده ی تول هاي يکاهش  توا
ازده ب شیو افزا اكی، کاهش غلظت آموننهیآم يهادیاس ونیناسیآم يد

ستفاده از پروتئ  شکمبه گردد  نیا سترپتوکوکوس   باکتري .)39( در  پپتوا
صورت یک کوکسی غیرمتحرك گرم مثبت، که معمولا    انئروبیوس به 

تا  1بی هوازي بوده و  ،شـود به شـکل منفرد یا دوتایی اسـت دیده می  
ــرعت تخمیر  2/1 ــم پکتین را به سـ میکرولیتر قطر دارد. این ارگانیسـ

ولید تکند و بعنوان محصولات نهایی اصلی اسیداستیک و هیدروژن می
ید         می یک در اثر تخمیر پکتین نیز تول ید فرم ــ قادیر کمی اسـ ید. م ما ن
شد خیلی         می ست این باکتري به جز ر شده ا شاهده  شود. همچنین م

سوکروز دارد، بر       سلوبیوز، مالتوز و  سته و کمی که بر روي گلوکز،  آه
                                                        

1- Hayper Producing Bacteria 
2- Clostridium sticklandii 

 ارددروي منابع دیگر کربوهیدرات رشــدي در حد صــفر و یا خیلی کم 
)13.( 

ــانسدر می  ــم میکروب   ان اسـ هاي  هاي گیاهی موثر بر متابولیسـ
شدید     سانس    شکمبه و کاهش  شکمبه، ا غلظت نیتروژن آمونیاکی در 
ــدههاي میخک و مرزه نیز    ــد پروتوزوآیی 5اند ( عنوان شـ ). اثرات ضـ

شده     صاره میخک در مطالعات برون تنی با آزمایش تولید گاز اثبات  ع
ست (  شده    10ا صوص گزارش  صاره میخک با    ). در این خ ست که ع ا

ار کاهش فعالیت پپتیدولیتیکی در شکمبه بر متابولیسم نیتروژن تاثیرگذ  
اي و کاهش . همچنین اثرات عصاره میخک بر تخمیر شکمبه)5( است

ست (     شده ا سیدهاي چرب آزاد و نیتروژن آمونیاکی گزارش  ). گونل 7ا
ند اوژنول (  18و همکاران (  یان کرده ا کیبی فنولی ) ترEugenol) نیز ب

ــکیل می دهد و        ــت که بخش عمده ترکیبات موثر میخک را تشـ اسـ
). 18اثرات ضد میکروبی وسیعی بر باکتریهاي گرم مثبت و منفی دارد (

ــانس مرزه، طلاتپه و همکاران (    ــوص اثرات اسـ ) اثر این 38در خصـ
اي در بزها و کاهش نیتروژن آمونیاکی را اســـانس بر تخمیر شـــکمبه

  اهگی این اسانس  را مرزه . حدود یک یا دو درصد گیاه گزارش نموده اند
شکیل  شکیل  ترکیبات مهمترین از دهد،می ت سانس  دهنده ت  توانیم ا

  درصــد) و ترکیبات 30تا  20( درصــد)، تیمول 40تا  30ازکارواکرول (
  ). 27( برد نام دیگر فنلی

ــوص        ــانس میخک و به خصـ ندکی در مورد اثرات اسـ مطالعات ا
سانس مرزه   شور        ا ضمی اقلام خوراکی در داخل ک صیات ه صو بر خ

هاي مرزه انجام شده است. همچنین در خصوص اثرات متقابل اسانس    
ــات برون تنی، مطالعه اي توســط نگارندگان یافت و میخک در آزمایش

شد. بنابراین هدف    افزودن سطوح مختلف  ریثأ تش یآزما نیاز انجام ان
تخمیري و اثرات ضــد  هايفراســنجهر میخک و مرزه بدو اســانس 

ــترپتوکوکوس انئروبیوس    باکتري پپتواسـ آزمایش  ر دمیکروبی آنها بر 
  .تولید گاز بود

  
  هامواد و روش
سانس   از :4کلوونجر روش به گیاهی هاينمونه گیريا

 زراعی علوم آزمایشــگاه در شــناســایی از پس ومرزه گیاه میخک دو
کلوونجر  دستگاه  بوسیله  گلبهار مشهد مجتمع بین المللی  آزاد دانشگاه 

  یري،گاسانس  به منظور. شد  گیري انجاماسانس  (شرکت فودس آلمان) 
 پودر. دش آسیاب تماس، سطح افزایش براي سپس و خشک نمونه ابتدا

  بالن حجم سوم  دو تا آن از پس و شد  ریخته ژوژه دربالن شده  آسیاب 
ــد پر مقطر آب با ــپس. ش ــتگاه به مواد حاوي هايژوژه بالن س  دس

  شدند. متصل کلوونجر گیرياسانس

3- Peptostreptococcusanaerobius 
4- Clevenger 



  337...هاي ¬هاي میخـک و مـرزه بـر فراسنجهسطـوح مختلـف اسانسایمانی مقدم و همکاران، 

  آزمایشع شرو  زمان و شده  روشن  حرارت منبع کار به منظورآغاز
سانس  شد.  ثبت  از مترک چگالی داراي معمولاً خود ترکیبات دلیل به ا
ــت، آب در پایان عملیات . گیردمی قرار آب روي خاطر همین به اس

سانس  سانس  و شد  باز کلوونجر دستگاه  گیري،شیرخروجی ا  رفظ در ا
  ریخته شد. خود مخصوص

براي انجام  ها و تیمارهاي آزمایشــی:آماده ســازي نمونه
بت         ــ نه جو (نسـ جه و دا ید گاز از مخلوط علف یون ) و 1:1آزمایش تول

و  250، 0هاي تهیه شده میخک و مرزه هر کدام با سه سطح (   اسانس 
ــادفی در ق    میلی 500 ــورت طرح کاملاً تصـ آزمایش  ب ال گرم) به صـ

ــد. علف یونجه و دانه  9و در مجموع  3×3فاکتوریل  ــتفاده ش تیمار اس
  جو از واحد گاوداري شیري تهیه شده بودند.

شکمبه  مایع شـکمبه از دو رأس گوسـفند   	:تهیه نمونه مایع 
شکمبه   5/2±5/49( ستولاي  دند اي بوکیلوگرم وزن زنده) که داراي فی

ــد ي خوراكقبل از وعده ــبح گرفته ش حیوانات روزانه با یک . دهی ص
(شامل دانه جو، کنجاله سویا،   کیلوگرم کنسانتره   3/0کیلوگرم یونجه و 

ــبوس، آهک، نمک و ممکل معدنی و ویتامینه)    ــاس مادهسـ ي بر اسـ
شک تغذیه می  شده از گوسفندان به      شدند. خ شکمبه جمع آوري  مایع 

ساوي با یکدیگر مخلوط     سبت م سیله پارچه متقال ه و فوراً بن هار چ و
و در فلاسک مخصوص به آزمایشگاه منتقل شد. سپس  شدلایه صاف 

شکمبه در آب گرم   سانتی  39ظرف محتوي مایع  گراد قرار داده درجه 
  شد.

ــاس روش منک و  :آزمایش تولیدگاز   آزمایش تولید گاز بر اسـ
ــد. مقدار 27همکاران ( گرم از مخلوط یونجه و جو میلی 200) انجام ش

تیمار آزمایشی (مقادیر مختلف اسانس میخک  9همراه ) به 1:1(نسبت 
سرنگ  شه   و یا مرزه) در  شی شد و به   100اي هاي  میلی لیتري ریخته 

شکمبه به میزان    ضافه شد   میلی 30آن محیط کشت حاوي مایع  لیتر ا
ــدند. مقدار   39و در حمام آب گرم  ــیون ش ــانتی گراد آنکوباس درجه س

 120 و 96 ،72 ،48 ،24 ،16 ، 8 ،6 ،4 ،2تولید گاز در طی ســاعات 
گیري شد. براي تهیه محیط کشت از مایع شکمبه صاف شده، از      اندازه

ــد. ترکیب نهایی محیط کشــت (   500پارچه متقال چهارلا اســتفاده ش
هاي لیتر، محلول نمکمیلی 237میلی لیتر) به شرح زیر بود: آب مقطر 

یتر، محلول بــافر             5/118پرنیــاز    لی ل لی    5/118می یتر، محلول        می ل
یاز   نمک  ، محلول تریلی لیم 61/0لیتر، رزوزارین میلی 06/0هاي کم ن

لیتر میلی 1لیتر آب مقطر، میلی 8/23لیتر (شــامل میلی 25احیاء کننده 
گرم ســولفید ســدیم). همچنین ماده آلی میلی 5/142نرمال و  1ســود 

سمی (معادله  1قابل هضم (معادله   س 2) و انرژي متابولی اس روش ) بر ا
ــتینگاس (  ــنهادي منک و اس ــیدهاي چرب کوتاه 26پیش ) و مقدار اس

ــده گتاچو و  3زنجیر (معادله  ــاس معادله ارائه ش ــرنگ بر اس ) در هر س
  ) به صورت زیر تخمین زده شد:16همکاران (

                                                        
1- Bile AesculinAzideAgar 

صد)   91/24+  72222/0+ تولید گاز  0815/0پروتئین خام  = (در
  )1ماده آلی قابل هضم (معادله

ید گاز    0057/0+ پروتئین خام   0002859/0خام)  (پروتئین 2 + تول
1357/0  +2/2 ) =MJ/kg DM 2) انرژي متابولیسمی (معادله(  

یدي      - 00425/0 به ازاي  0222/0گاز تول  200= (میلی مول 
 )3میلی گرم ماده خشک) اسیدهاي چرب فرار (معادله 

  
  تهیه باکتریهاي خالص شکمبه اي

ي شکمبه، بعد از گرفتن مایع شکمبه   هابراي فراهم کردن باکتري
ــاف کردن آن، در  ــده  10دور براي  1000و ص ــانتریفیوژ ش ، دقیقه س

ومیل (بن هاو سپس با استفاده از قارچ کش   سوپرناتانت آن را جدا کرده 
تاتین میلی گرم در لیتر و  10،  ــ حد  200، نیسـ ، )هر میلی لیتردر  وا

سته   هاقارچ ش ست     ند.دش  ي بی هوازي  صول بد آمده به عنوان مح
 .)40و  22( شدي خالص شکمبه استفاده هامحیط حاوي باکتري

  
سترپتوکوکوس انئروبیوس     سازي باکتري پپتوا مراحل جدا

 از محتویات شکمبه
ــترپتوکوکوس انئرو  به منظور   ــازي باکتري پپتواسـ  از یوسبجداسـ

سکولین آزاید      باکتري شت بایل آ شکمبه اي، در محیط ک هاي خالص 
) ابتدا کشت اولیه در محیط کشت محلول و مغذي که   BAAA( 1آگار

سیتول و لاکتات       شامل تریپتیکاز، پکتین، دول سب  داراي ترکیبات منا
شدن زمان انکوباتور گذاري در     می صورت گرفت که پس از طی  شد  با

اي به قطر هایی به رنگ قهوهکلنی (BAAA)محیط کشت مورد نظر  
ها و رنگ آمیزي گرم و ی کلنیمیلی متر ایجاد شــد. با بررســ 2الی  1

ــکوپی می  ــاهدات میکروسـ توان تاییدي بر باکتري مورد نظر که     مشـ
 ).30 و14 (داشت  ،است انئروبیوسهمان پپتواسترپتوکوکوس 

  
 2انجام کشت چند خطی

هاي تک و خالص شده  هدف از انجام این کشت رسیدن به کلنی  
سه مرحله به    باکتري مورد نظر می شد که در طی  صورت موازي و  با
شت می  سوزن آنس را براي     زیگزاگی ک صورت که ابتدا  شوند، به این 

ضد عفونی شود روي شعله چراغ گرفته و کلنی مورد       ستریل یا  اینکه ا
ــت انجام می  ــکلی کش ــته و در نهایت به ش ــود که در نظر را برداش ش

ــت با کلنی   ــوم کش ــمتهاي دوم و حداکثر س هاي خالص رو به رو قس
ــتن محیط کشـــت مورد نظري که در آن    گردیم. براي در اختیار داشـ

ــترپتوکوکوس  ــد کرده ب انئروبیوسباکتري پپتواس ــد و به خوبی رش اش
ــانس، مجدداً در محیط ــت جامد و انجام آزمایش مقابله با اس هاي کش

مناسب، محیط کشت مایع و نیمه مغذي و مناسب استفاده شد و سپس 

2- Streak Method 
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ساعت در انکوباتور قرار داده   24وحداکثر  18ها به مدت حداقل محیط
ــرایط براي این ایجاد شــد که باکتري   ها در فاز فعال و شــد و این ش

). پس از انکوباتور گذاري محیط کشت را  1مناسب باقی بمانند (شکل   
 ).29توان نگهداري کرد (به مدت یک هفته در یخچال می

  

  
  
  
  
  

  
 BAAA  محیط کشت در انئربیوس پپتواسترپتوکوکوس خطی باکتري نمایی از انجام کشت چند  -1شکل

Figure 1. A view of the streak method used to treat the bacteria Peptostreptococcusanaerobius in the BAAA culture 
 

  و میخک استفاده شده در آزمایش دیسک دیفیوژن هاي مرزهتوضیح تیمارهاي آزمایشی شامل سطوح مختلف اسانس -1جدول 
Table1- Statement of experimental treatments include different levels of clove and savory essences used in experiment of disk 

diffusion 
 )میکرولیتر( اسانس سطوح

Levels of essential oils (µl) آزمایشی تیمارهاي 
Experimental Treatments 

 )میکرولیتر( اسانس سطوح
Levels of essential oils (µl) آزمایشی تیمارهاي 

Experimental Treatments میخک 
Savory 

 مرزه
Clove 

 میخک
Savory 

 مرزه
Clove 

40 20 T9 - 20 T1 
20 35 T10 - 35 T2 
35 35 T11 - 40 T3 
40 35 T12 20 - T4 
20 40 T13 35 - T5 
35 40 T14 40 - T6 
40 40 T15 20 20 T7 

Positive control (streptomycin) T16 35 20 T8 
  

ها و تعیین حداقل غلظت هاي سـریالی از اسـانس   تهیه رقت
  1بازدارندگی

ــر از روش دیســـک دیفیوژن  جهت غربالگري  2در آزمایش حاضـ
سانس     ضد میکروبی ا ستفاده فعالیت  ن شد، بدی  هاي مرزه و میخک ا

سه رقت      سانس میخک و مرزه هر کدام با  ، 20صورت که ابتدا از دو ا
میکرولیتر بر دیســـک به روش فاکتوریل اســـتفاده گردید و  40و  35

با چهار تکرار مطابق جدول            کدام  ــی هر  مایشـ هاي آز مار مورد  1تی
ــورت بود که دیســـک    آزمایش قر  هاي  ار گرفت. روش عمل بدین صـ

تزریق شده توسط اسانس با فاصله معینی روي محیط کشت مورد نظر  
(BAAA)  ــترپتوکوکوس از باکتري ه شــد. قرار داد انئروبیوسپپتواس

                                                        
1- Minimum inhibitory concentration (MIC) 

ــت به مدت  ــاعت در انکوباتور با حرارت  48پس از خاتمه کشـ  37سـ
به رشد خود ادامه دهند یا   هادرجه سانتی گراد قرار داده شد تا باکتري  

هاي مورد نظر از رشــد باز مانند. پس از گذشــت مدت توســط اســانس
سک   شیه دی شد که به آن حداقل غلظت  ها منطقهفوق در حا اي ایجاد 

سانس یا منطقه تدافعی گفته می  توان به شود. بنابراین می بازدارندگی ا
ــانس    رد. هر چه قدر   ها پی ب ها و فعالیت باکتري    قدرت بازدارندگی اسـ

این منطقه تدافعی کمتر یا در حد صـــفر باشـــد نشـــان دهنده قدرت 
سانس  شد. همچنین از  هاي مرزه ومیخک میباکتري و مقابله آن با ا با

شــاهد مثبت) نیز براي مهار کنندگی (آنتی بیوتیک اســتریپتومایســین 
گیري منطقه تدافعی بدین صورت بود  باکتري استفاده شد. روش اندازه  

2- Disk diffussion 
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 .)29 (اندازه گیري و سپس ثبت شدبا استفاده از کولیس بر حسب میلی متر قطر هاله باکتري مورد نظر  که
  
  

  (میلی لیتر) در ساعات مختلف انکوباسیون آزمایشیمقدار تولید گاز تجمعی تیمارهاي  -2جدول
Table 2- The amount of cumulative gas production of experimental treatments in different incubation hours (ml) 

انکوباسیون ساعات تیمارهاي آزمایشی1  
Incubation hours 

Experimental 
Treatments1 2 4 8 16 24 48 72 96 120 

 مرزه
Clove          

0 5.46b 14.33b 43.25  
74.58 88.25 106.08 113.67 114.83 116.25 

250 7.54ab 15.79ab 37.75 65.75 76.33 96.25 106.58 107.79 110.63 
500 10.67a 19.50a 42.29 67.38 78.63 95.63 107.29 108.54 111.88 

2SEM 1.10 1.40 3.22 4.96 5.73 4.67 4.14 4.13 3.51 
  میخک
Savory          
0 6.83 16.92 48.33a 79.75a 90.58a 107.17 115.83 116.54 118.21 
250 8.13 17.04 43.58a 70.38a 80.71a 97.38 106.71 108.38 111.75 
500 8.71 15.67 31.50b 57.58b 71.92b 93.42 105.00 106.25 108.79 

3SEM 3.51 4.13 4.14 4.67 5.73 4.96 3.22 1.40 1.10 
  میخک×مرزه

Savory ×Clove          
0×0 9.75 20.50 51.25 81.25 92.25 111.50 121.25 122.00 123.25 
250×0 2.88 12.13 52.63 83.38 94.63 113.88 120.38 122.50 123.25 
500×0 3.75 10.38 26.88 59.13 77.88 92.88 99.38 100.00 102.25 
0×250 1.75 11.13 45.38 80.63 91.38 106.38 114.13 114.75 117.75 
250×250 10.00 18.50 36.25 60.75 69.00 88.75 102.75 104.50 107.38 
500×250 11.88 17.75 31.63 55.88 68.63 93.63 102.88 104.13 106.75 
0×500 9.00 19.13 48.38 77.38 88.13 103.63 112.13 112.88 113.63 
250×250 11.50 20.50 42.50 67.00 78.50 89.50 97.00 98.13 104.63 
500×500 11.50 18.88 36.00 57.75 69.25 93.75 112.75 114.63 117.38 

3SEM 1.90 2.42 5.59 8.56 9.93 8.09 7.17 7.16 6.08 
P value            
 مرزه
Clove <0.01 0.04 0.45 0.42 0.31 0.23 0.42 0.42 0.50 

  میخک
Savory 

0.48 0.74 <0.01 <0.01 0.09 0.12 0.16 0.20 0.17 

  میخک×مرزه
Savory ×Clove 

<0.01 0.01 0.42 0.75 0.81 0.48 0.18 0.14 0.10 
a,b05/0باشند (می دارمعنی اختلاف داراي مشترك غیر حروف با ستون هر هايمیانگین <P .(  

  باشند.تیمارهاي آزمایشی بر حسب میلی گرم می١
  میانگین خطااي استاندارد 2

Means within same column with different superscripts differ (P < 0.05). a,b 
1Experimental treatments based on mg. 
Standard Error of Means2  
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 تیمارهاي آزمایشی در هاي تولید گازفراسنجه -3جدول
Table 3- Gas production parameters in experimental treatments  

  1آزمایشی تیمارهاي

Experimental Treatments1 

  تولید گاز از بخش
  گرم) 2/0 يبه ازا یترل یلیقابل تخمیر (م

b 

  تولیدگاز نرخ
  در ساعت) یترل یلی(م

c 
 مرزه
Clove   

0 116.39 0.06 
250 111.53 0.053 
500 111.43 0.056 

2SEM 3.69 <0.01 
  میخک
Savory   
0 116.99 0.063 
250 110.17 0.057  
500 112.20 0.049  

3SEM 3.69 <0.01  
  میخک×مرزه

Savory ×Clove   
0×0 121.97 0.062 
250×0 122.88 0.061 
500×0 104.33 0.058 
0×250 116.33 0.060 
250×250 107.75 0.051 
500×250 110.51 0.049 
0×500 112.67 0.066 
250×250 99.89 0.061 
500×500 121.74 0.041 

3SEM 6.38 <0.01 
P value   
 مرزه
Clove 0.56 0.57 

  میخک
Savory 0.42 0.13  

  میخک×مرزه
Savory ×Clove 0.69 0.06 

a,b05/0باشند (دار میمشترك داراي اختلاف معنی حروف غیر ستون با هاي هرمیانگین <P .(  
  باشند.تیمارهاي آزمایشی بر حسب میلی گرم می١
  میانگین خطااي استاندارد 2

Means within same column with different superscripts differ (P < 0.05). a,b 
1Experimental treatments based on mg. 
2Standard Error of Means 

 
صل از تولید گاز (میلی دادهتجزیه وتحلیل آماري:  لیتر هاي حا

ستفاده از        2/0به ازاء  ضرایب با ا سبه  شک) به منظور محا گرم ماده خ
سخه   SASدر نرم افزار  NLINرویه  ساس مدل زیر آنالیز  1/9(ن ) برا

  شدند. 
GP=b (1-e -c (t)) 

= بخشــی t ،b= حجم گاز تولیدي در زمان GPکه در این معادله 
= نرخ تولید گاز (در c(کند تجزیه)،  کندگاز تولید میکه در طول زمان 
سیون  cهاي کند تخمیر و در خوراك bساعت) از بخش   =زمان انکوبا

  .بر حسب ساعت بود
ستفاده از نرم افزار آماري  پایان دادهدر  ست آمده با ا  SAS هاي بد
 موردبا استفاده از مدل زیر  GLMبا استفاده از رویه آماري  1/9 نسخه

سه میانگین  قرارگرفتند. آماري تحلیل و تجزیه انکن ها با آزمون دمقای
  انجام شد. 05/0و در سطح احتمال 

Yijk = μ +Ai +Bj+ABij+eijk 
  که:

ijkY    سطح شاهده مربوط به  سطح   Aام فاکتور i= م ام فاکتور  jو 
B ،μ     ،ــاهدات کل مشـ یانگین  فاکتور  iA= م فاکتور i ،jB=اثر  ، j= اثر 

ijAB متقابل فاکتور=اثرiدر فاکتورj   وijke.خطاي تصادفی = 
  

  نتایج
مقدار تولید گاز تیمارهاي آزمایشی در ساعات مختلف انکوباسیون    
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شان داده شده است. استفاده از سطح اسانس مرزه         2در جدول   500ن
گرم باعث افزایش گاز تولیدي در مقایسه با گروه شاهد در ساعات میلی

شد ( ساعت) ت  4و  2اولیه ( ستفاده از میخک در  P>05/0خمیر  ). اما ا
ساعات   500سطح   ، 8میلی گرم باعث کاهش گاز تجمعی تولیدي در 

گرم و گروه شـــاهد شـــد میلی 250در مقایســـه با ســـطح  24و  16
)05/0<P ساعت   4و  2). همچنین اثر متقابل مرزه و میخک در زمان

 ).P>05/0(دار بود و باعث افزایش مقدار گاز تولیدي شد معنی
سنجه  شان داده   3هاي تولید گاز تیمارهاي مختلف در جدول فرا ن

ست. مقدار تولید گاز (    تحت تأثیر تیمارها  )cو نرخ تولید گاز ( )bشده ا

ــانس    بل دو       یا هر یک از اسـ قا با وجود این اثرات مت ها قرار نگرفت. 
 ).P=06/0اسانس بر پتانسیل گاز تولیدي تمایل به کاهش داشت (

سیدهاي چرب      مقدا سمی و ا ضم، انرژي متابولی ر ماده آلی قابل ه
سانس مرزه          4فرار در جدول  سطوح مختلف ا ست.  شده ا شان داده  ن

سیدهاي       سمی و ا ضم، انرژي متابولی تأثیري بر مقدار ماده آلی قابل ه
چرب فرار نداشت، اما با افزایش سطح اسانس میخک، مقدار ماده آلی    

 ).P=09/0می تمایل به کاهش داشت (قابل هضم و انرژي متابولیس
  
  

 
  ماده آلی قابل هضم، انرژي متابولیسمیو اسیدهاي چرب فرار در تیمارهاي آزمایشی -4جدول

Table 4-Digestible organic matter, Metabolisable energy and Digestible organic matter in experimental treatments 

  1آزمایشی تیمارهاي
Experimental Treatments1 

هضم قابل آلیه ماد  
Digestible organic matter 

(%) 

متابولیسمی انرژي  
Metabolizable 

energy 
(MJ/kg DM) 

 فرار چرب اسیدهاي
Volatile free acids 

(mmol/200 mg DM)  
 مرزه
Clove    

0 14.29 89.67 2.58 
250 12.67 81.06 2.45 
500 12.99 82.71 2.48 

2SEM 0.78 4.14 0.08 
  میخک
Savory    
0 14.61 91.35 2.62 
250 13.27 84.22 2.48 
500 12.08 77.88 2.41 

3SEM 0.78 4.14 0.08 
  میخک×مرزه

Savory ×Clove    
0×0 92.55 14.83 2.73 
250×0 94.27 15.16 2.73 
500×0 82.17 12.83 2.27 
0×250 91.92 14.72 2.61 
250×250 75.76 11.68 2.38 
500×250 75.49 11.63 2.37 
0×500 89.57 14.28 2.52 
250×250 82.62 12.97 2.32 
500×500 75.94 11.71 2.60 

3SEM 7.17 1.35 0.13 
P value    
 مرزه
Clove 0.13 0.31  0.50 

  میخک
Savory 0.09 0.09  0.17 

  میخک×مرزه
Savory ×Clove 0.81 0.81 0.10 

a,b05/0باشند (دار میمشترك داراي اختلاف معنی حروف غیر ستون با هاي هرمیانگین <P .(  
  باشند. ¬تیمارهاي آزمایشی بر حسب میلی گرم می١
  میانگین خطااي استاندارد 2

Means within same column with different superscripts differ (P < 0.05). a,b 
1Experimental treatments based on mg. 
Standard Error of Means2 

  
سانس  نتایج  صل از تاثیر ا نشان داده شده   2در شکل   پپتواسترپتوکوکوس انئرویوس رشد باکتري  م عدقطر هاله  هاي مرزه و میخک برحا
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دیسک دیفیوژن مشاهده   است. بر اساس نتایج به دست آمده از روش    
ــد باکتري مزبور در تمامی رقت ــد میزان بازدارندگی از رش هاي ذکر ش

ــانس ــده اسـ ــد ( هاي مرزه و میخک معنی دار می  شـ   ).P>05/0باشـ
ــد قطر هاله باکتري مربوط به تیمار  ــطح  11همچنین بالاترین رش (س

سطح    35 سانس میخک +  سانس مرزه) با   35میکرو لیترا میکرو لیتر ا

ــد قطر هاله باکتري مربوط به   3/6گینمیان ســانتی متر و کمترین رش
ــطح  4تیمار   یانگین      20( سـ با م ــانس میخک)   85/0میکرولیتر اسـ
شکل  P>05/0( متر بودسانتی  شد    3).  صویر تعدادي از هاله عدم ر ، ت

اسانس  هاي مختلفرا در غلظت پپتواسترپتوکوکوس انئرویوسباکتري 
 دهد. مرزه و میخک نشان می

  

 
 پپتواسترپتوکوکوس انئرویوسهاي مرزه و میخک برقطر هاله عدم رشد باکتري تاثیر اسانس-2شکل 

 )16T-1T می باشند.) 1، تیمارهاي آزمایشی توضیح داده شده در جدول  
Figure 2- Effect of clove and savory essences on diameter of inhibition zone of Peptostreptococcusanaerobius  

(T1-T16 are experimental treatments stated in Table 1) 
  

  
  خطیدر روش کشت چند س وك انئروبیوکفعالیت ضد میکروبی اسانس هاي مرزه و میخک با باکتري پپتواسترپتو-3شکل 

Figure 3- Antimicrobial activity of clove and savory essences with Peptostreptococcusanaerobius in streak method   
  

شــود در مقایســات گروهی مشــاهده می 5 همانطور که در جدول
باکتري     عدم  میانگین میزان  ــد قطر هاله   پپتو اســـترپتو کوکوسرشـ

  در بین تیمارهاي آزمایشی گزارش شده است.  انئروبیوس
(سطوح   15تا  1میانگین قطر هاله عدم رشد باکتري در تیمارهاي  
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سانس  سانتی متر   38/4هاي مرزه و میخک) با میانگین مختلف تمام ا
سه با تیمار   سین) با میانگین     16در مقای سترپتومای سانتی متر   98/1(ا

ه گردید که تمامی تیمارهاي حاوي اســانس (ســاده و ترکیبی) مشــاهد
شد را در باکتري مزبور افزایش دادند       شاهد اثر بازدارندگی ر سبت به  ن

)05/0P< رشد باکتري در تیمارهاي  عدم). همچنین میانگین قطر هاله
سانتی   34/3(سطوح ساده مختلف اسانس مرزه ) با میانگین     3و  2، 1

با    ــه   6و  5، 4هاي  میانگین قطر هاله باکتري در تیمار     متر در مقایسـ
سانس میخک) با میانگین      ساده مختلف ا سطوح  متر نیز سانتی  35/1(

نشـان داد اسـانس مرزه نسـبت به اسـانس میخک غلظت بازدارندگی     
  ).>05/0Pبیشتري بر رشد باکتري مزبور داشته است (

شد باکتري در تیمارهاي   عدممیانگین قطر هاله  سطوح  ( 6تا  1ر
سانس   در مقایسه   34/3با میانگین  )هاي مرزه و میخکساده مختلف ا

ــین ( 16با قطر هاله باکتري در تیمار  ــترپتومایس  98/1با میانگین  )اس

سه معنی دار        شان داد این مقای شاهده گردید و بنابراین ن سانتی متر م
شد باکتري در تیماره  عدم). میانگین قطر هاله >05/0Pباشد ( می   اير

ــانس( 15تا  7 ــطوح مختلف ترکیبی اسـ با   )هاي مرزه و میخک  سـ
یانگین   مار            68/4م باکتري در تی له  ها با قطر  قایســــه   16در م

نیز نشان داد این مقایسه معنی دار    98/1با میانگین  )استرپتومایسین  (
هاي مرزه و میخک در هر دو ). بنابراین اســـانس>05/0Pباشـــد (می

د اثرات بازدارندگی معنی داري بر رشــد صــورت ســاده و ترکیبی قادرن
ــترپتوکوکوس انئرویوسباکتري  ــد. همچنین ن  پپتواس ــته باش تایج داش

ــان داد میانگین قطر هاله   ــه گروهی نش ــد باکتري در  عدممقایس رش
ــطوح ترکیبی اســـانس       حاوي سـ هاي  مار خک    تی هاي مرزه و می

 ساده  سانتی متر نسبت به سطوح    68/4) با میانگین 15تا  7تیمارهاي(
 43/2) با میانگین 6تا 1هاي مرزه و میخک (تیمارهايمختلف اسـانس 

  ).>05/0Pباشد (سانتی متر بیشتر می
  

  پپتواسترپتوکوکوس انئرویوس هاي مرزه و میخک بر قطر هاله عدم رشد باکتريمقایسات گروهی براي سطوح متفاوت اسانس- 5جدول 
Table 5- Orthogonal comparison for different levels of clove and savory essences on diameter of inhibition zone of 

Peptostreptococcusanaerobius  
P-value  هامتغیر 

Parameters  
 با شاهد (استرپتومایسین)مرزه و میخک ي هاسطوح مختلف اسانستمام   0.0001>

All different levels of clove and savory essences vs. control (streptomycin)  
 میخکبا سطوح ساده اسانس  مرزهسطوح ساده اسانس   0.0001>

Simple levels of clove essence vs. savory essence  
 با شاهد (استرپتومایسین)مرزه و میخک سطوح ساده اسانس   0.0001>

Simple levels of clove and savory essences vs. control (streptomycin  
 باشاهد مثبت (استرپتومایسین)مرزه و میخک ي هاسطوح ترکیبی اسانس  0.0001>

Complex levels of clove and savory essences vs. control (streptomycin)  
 مرزه و میخکهایاسانس یبیبا سطوح ترکمرزه و میخک  هايسطوح ساده اسانس  0.0001>

Simple levels of clove and savory essences vs. complex levels of clove and savory essences  
 

  بحث 
ساعت آغازین تخمیر (     سانس مرزه در  ضر اگرچه ا  2در مطالعه حا

ســاعت باعث  24ســاعت) و اســانس میخک در ســاعات بعدي تا  4و 
شدند، اثر متقابل مرزه و میخک در زمان هاي   و  2کاهش گاز تولیدي 

اي ). در مطالعهP>05/0ساعت باعث افزایش مقدار گاز تولیدي شد ( 4
ــانس21( هاي مختلف بر کاهش گاز تولیدي مخلوط علف     ) اثرات اسـ

) را مورد بررســی قرار دادند و 20به  80یونجه و کنســانتره (با نســبت 
سانس    رغم اثر کاعلی سط دیگر ا شی تولید گاز تو سی ه ، هاي مورد برر

ــاهده نکردند. نتایج مطالعه   ــاره میخک بر تولید گاز مش تأثیري از عص
کند. نتیجه مشــابهی هم توســط گونال و حاضــر این نتایج را تایید می

ستفاده از  18همکاران ( صاره میخک بر تولید گاز  میلی 500) با ا گرم ع
ــی-جیره حاوي علف یونجه ــبت  س ــانتره به نس  50:50لاژ ذرت و کنس

ــانس   ــده با اس ــت. در مقابل دیگر مطالعات انجام ش ــده اس گزارش ش
سانس           شی این ا ستفاده از دزهاي افزای ست که ا شان داده ا میخک ن

ــبت  ــانتره (با نسـ ) را 20به  80تولید گاز مخلوطی از کاه ارزن و کنسـ
ــتفاده از دزهاي مختلف   در مطالعه  . )10( دهد کاهش می  اي دیگر اسـ

علف یونجه و کنسانتره   50:50هاي گیاهی بر تولید گاز مخلوط عصاره 
مورد بررسی قرار گرفت و نشان داده شد که عصاره میخک در مقایسه    

سانس  سطی از این نظر دارد. در  با دیگر ا هاي مورد مطالعه توانایی متو
صاره می  خک بر کاهش گاز تولیدي با افزایش این مطالعه اثر کاهش ع

  دز خطی بود. 
) تنها در زمان اســتفاده bدر مطالعه حاضــر پتانســیل گاز تولیدي (

همزمان از دو اسانس تمایل به کاهش گاز تولیدي داشت. در گزارشی    
صاره میخک به      34روفیق و همکاران ( ستفاده از ع شان دادند که ا ) ن

ــرایب آزمون تولید   نیبخش در میلیون تاثیر مع  300مقدار   داري بر ضـ
ــبت  ــانتره نداشــت.   60:40گاز جیره مخلوط داراي نس علوفه به کنس

مزره بر ضــرایب تولید گاز توســط نگارندگان گزارشــی از تاثیر اســانس
 یافت نشد.
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ــوص اثرات متقابل دو اســانس میخک و مرزه گزارشــی    در خص
شان دا       ضر ن شد. نتایج آزمایش حا سط نگارندگان یافت ن س تو تفاده د ا

سانس به طور معنی  سیل تولید گاز را کاهش  همزمان از دو ا داري پتان
مان            گاز تجمعی در ز ید  کاهش تول به  یل  ما  120داده و همچنین ت

سـاعت و تولید اسـیدهاي چرب فرار داشـت. علت کاهش تولید گاز را    
طه        ــ به واسـ هاي محلول در واکنش ترکیبی  ند می توان، افزایش ق

ــاره ــایر محققان، 25گیاهی بیان کرد ( هايافزودن عص ). همچنین س
هاي گیاهی اثرات همکوشــی یا متضــاد ترکیبات موجود در اســانس  

را موجب تغییر در تاثیر گذاري     )تیمول و کارواکرول و اوژنول (مذکور  
  ).4اند (اسانس و نتایج حاصله بیان کرده

سمی و تول     ضم، انرژي متابولی ضر ماده آلی قابل ه د یدر مطالعه حا
اســیدهاي چرب فرار بر اســاس معادلات ارائه شــده تخمین زده شــد. 
ــم و   ــانس میخک تمایل به کاهش ماده آلی قابل هض ــتفاده از اس اس
انرژي متابولیسمی داشت اما تأثیري بر اسیدهاي چرب فرار نداشت. در 

ضاد با این نتایج، روفیق و همکاران (  ستفاده از    34ت شان دادند که ا ) ن
خک د   ــاره می ظت  عصـ تاثیري بر انرژي   300ر غل بخش در میلیون 

شت. در مطالعه      شده در آزمایش تولید گاز ندا سمی تخمین زده  متابولی
ــتر از این مقدار بود (تا   ــتفاده بیش ــانس مورد اس ــر مقدار اس  500حاض

  بخش در میلیون). 
) نیز نشــان دادند که اســتفاده از عصــاره   10گونال و همکاران (
شت با این  میخک اگرچه تأثیري ب سیدهاي چرب فرار ندا حال  ر تولید ا

ــد. با وجود این پاترا و یو   ــک ش ــم ماده خش باعث کاهش قابلیت هض
ــک را با  32( ــم ماده خش ــیدهاي چرب فرار و قابلیت هض ) کاهش اس

سیدهاي چرب         شان دادند. کاهش تولید ا سانس میخک ن ستفاده از ا ا
فاده از عصـاره  فرار و کاهش قابلیت هضـم واقعی ماده خشـک با اسـت   

). در تضــاد با 10( میخک در آزمایشــات قبلی نیز گزارش شــده اســت
ضر،  ستیلجئوس نتایج حا ستفاده از    9و همکاران ( کا شان دادند که ا ) ن

صاره مرزه تا غلظت   شت به مدت  میلی 500ع گرم در لیتر از محیط ک
ــیدهاي چرب جیره حاوي علوفه و   24 ــاعت باعث افزایش تولید اس س

  شد.  90به  10کنسانتره با نسبت 
کاهش ناپدید شدن ماده خشک با استفاده از عصاره میخک توسط 

ــده بود. با وجود این در 12جهانی عزیزآبادي و همکاران (  ) گزارش شـ
شتر از    35همکاران (اي روي و مطالعه شان دادند که دزهاي بی  300) ن

ــاره میخک در جیره  ــبت برابر  بخش در میلیون عصـ اي که داراي نسـ
ــم حقیقی ماده   ــت باعث کاهش تولید گاز، هض ــانتره و علوفه اس کنس

شک و ماده آلی در آزمایش تولید گاز می  ضاد با این نتایج   خ شود. در ت
) نشــان دادند که 9و همکاران (کاســتیلجئوســ و نتایج مطالعه حاضــر،

صاره میخک در جیره    ستفاده از ع سانتره به علوفه    ا سبت کن  90اي با ن
ــیدهاي چرب فرار به مقدار  10به  -3/52باعث افزایش غلظت کل اس
  شود.د میدرص 8/32

ماده موثره مرزه     33ریقی و همکاران (  فاده از  ــت ــی اسـ با بررسـ  (

میلی گرم در لیتر از محیط کشت، تاثیري از   5/0(کارواکرول) به مقدار 
لولز ساین ماده بر قابلیت هضم ماده خشک و دیواره سلولی حاوي همی

به مدت           یا و جیره مخلوط  ــو له سـ جا نه ذرت، کن جه، دا  24علف یون
  ر شرایط آزمایشگاهی مشاهده نکردند. ساعت د
سانس    داده ستفاده از ا صوص اثرات متقابل ا هاي هاي اندکی در خ

 هاي تخمیري منتشرگیاهی و همچنین اثرات اسانس مرزه بر فراسنجه
) اثرات همپوشانی مثبت بین اسانس   34شده است. روفیق و همکاران (  

ــات برون تنی میخک و دارچین را در کاهش متان تولیدي در آزما      یشـ
  نشان دادند. 

علت تناقض و تفاوت در نتایج بدســت آمده از آزمایشــات مختلف 
هاي تخمیري بر تخمیر و تغییر فراســنجه در خصــوص اثرات اســانس

ري و گیروش عصاره تواند به دلایل مختلفی باشد که مهمترین آن  می
 طلاتپه ونوع جیره آزمایشــی (نســبت علوفه به کنســانتره) اســت.    

ــانس مرزه بر      38همکاران (  ــان دادند که اثر متقابل جیره و اسـ ) نشـ
ــت. ماتئوس و     افزایش وزن بزغاله   هاي بومی آذربایجان معنی دار اسـ

سانس   23همکاران ( ستفاده از ا سیر را بر روي  ) تاثیر ا هاي دارچین و 
شان دادند      جیره سه نمودند و ن سانتره متوسط و زیاد مقای هاي داراي کن

بل معنی  ک  ــانس ه نوع جیره داراي اثر متقا با اسـ هاي بکار رفته بر    دار 
ــیدهاي چرب تولیدي دارد. همچنین کاردوزو و   ــبت اس تولید گاز و نس

ــان دادند که مقدار    8همکاران (  ــت حاوي مایع    pH) نشـ محیط کشـ
تواند داراي اثر متقابل بر پاسخ حاصل   شکمبه در شرایط برون تنی می  

  هی مورد استفاده داشته باشد. هاي گیااز اسانس
ضد میکروبی، مربوط به سطح      ضر، کمترین اثر   20در آزمایش حا

ــترین اثر ضــد میکروبی، مربوط به    ــانس میخک و بیش میکرولیتر اس
ــانس  35ترکیب   هاي میخک و مرزه بوده   میکرولیتر از هر کدام از اسـ

سانس      ضد میکروبی ا ست. بنابراین اثر  سط ا  حهاي مرزه و میخک با 
شات      35 صل از آزمای ست. همچنین نتایج حا میکرولیتر افزایش یافته ا

ــت میکروبی باکتري تولید کننده آمونیاك (  ــترپتکشـ وکوکوس پپتواسـ
ــاده و   انئروبیوس ــانس (س ) نیز نشــان داد تمامی تیمارهاي حاوي اس

ترکیبی) نسبت به شاهد، تیمارهاي حاوي اسانس مرزه نسبت به شاهد    
ــان  ــطوح ترکیبی اس ــاده اثر   سو س ــطوح س ــبت به س هاي مزبور نس

). لذا اثر P>05/0بازدارندگی بیشتري بر رشد این باکتري داشته است (
شان      سهاي مرزه و میخک بر روي این باکتري ن سان ممانعت کنندگی ا

هاي مرزه و میخک در این تیمارها باعث داد که اســـتفاده از اســـانس
  د.شود که تولید آمونیاك احتمالا کاهش یابمی

ها با کاهش جمعیت در تحقیقات نشان داده شده است که اسانس    
هاي تولید کننده آمونیاك شکمبه به میزان فراوان  باکتري و تک یاخته

). کاهش 39شــوند (مونیاکی مایع شــکمبه میآســبب کاهش نیتروژن 
ــیرازي که    مونیاکی در جیره آغلظت نیتروژن   ــن شـ هاي حاوي آویشـ

ــابه به مرزه    ــد     و میخک دارد می  ترکیباتی مشـ تواند با اثر فعالیت ضـ
نده هاي گرم مثبت و باکتري تولید کنمیکروبی این اســانس بر باکتري
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  ). 2مقدار بالاي نیتروژن امونیاکی ارتباط داشته باشد (
ــایر پژوهش ــت که افزودن گیاهان  در س ــده اس ها نیز گزارش ش

ــرایط مطلوب، موجب کاهش غلظت آمونیاك موجو     د در دارویی در شـ
شکمبه می    ست که      شیرابه  شرایط مطلوب از این حیث مطرح ا شود. 

عال            بات ف ــرف ترکی ــیمیایی و دوز مصـ ند ترکیب شـ مان فاکتورهایی 
شکمبه اثر گذار باشد.    می سم نیتروژن در  کیبات موثر تر تواند بر متابولی

ــم نیتروژن دارد       تابولیسـ فاوتی بر م ثار مت فاوت، آ په و  5( مت ). طلا ت
میلی گرم اسانس  200) نیز نشان دادند که افزودن سطح 38همکاران (

مرزه باعث کاهش معنی داري در غلظت نیتروژن آمونیاکی شـــکمبه        
ــطح بزغاله ــترین مقدار مربوط به س ــد، بطوري که بیش میلی  200ها ش

ــانس مرزه بود. مک اینتاش و همکاران ( ) گزارش دادند که 25گرم اس
هایی هایی از باکتريد رشد سویه  توانمخلوطی از اسانسهاي گیاهی می  

ــتری    که مقدار زیادي نیتروژن آمونیاکی تولید می      دیوم کنند (مانند کلسـ
اســـتیکلاندي و پپتواســـترپتوکوکوس انئروبیوس) را محدود کرده، در 

ته هاي این دس حالی که همزمان تاثیري بر رشد برخی دیگر از باکتري 
ستریدیوم آمینوفیلوم ایجاد نمی  سیدهاي کنننظیر کل آمینه به  د. انتقال ا

سلول باکتري از طریق نیروي محرك پروتون  صورت     -درون  سدیم 
ــده براي عمل       11گیرد (می کارهاي پیشـــنهاد شـ ــازو  ) یکی از سـ

کارواکرول و تیمول، آسیب به غشاء سلول باکتري و اختلال در کارکرد 
ــدیم-نیروي محرك پروتون عث از بین رفتن       می 1سـ با که  ــد  باشـ

) 5). باسکویت و همکاران ( 4( شود اي تولید کننده آمونیاك میباکتریه
ــان داده ــانسنش ــانس رازیانه، روغن کادتی، اند که برخی از اس ها (اس

سانس میخک،          سانس دارچین، ا سانس دارچین، ا سبز، ا سانس فلفل  ا
اسانس مرزه، اسانس پونه، اسانس شوید، اسانس سیر، اسانس زنجبیل        

چاي) و تر    خت  کات،      و روغن در ــیلی ها (انتول، سـ ــلی آن بات اصـ کی
بالا(     میلی گرم 3000کارواکرول، تیمول، اوژینول و کاروون) در مقادیر 

بر لیتر) غلظت نیتروژن آمونیاکی را شدیدا کاهش دادند ولی این نتیجه 
ــط (  3میلی گرم در لیتر) کمتر و در مقادیر کمتر ( 300در مقادیر متوس

  میلی گرم در لیتر) مشاهده نشد.
هان              یا حاوي برخی از گ هاي  مار یاك در تی ظت آمون کاهش غل
هار             یل م به دل ــت  یه ممکن اسـ پا با خوراك  ــه  قایسـ دارویی در م

سط مواد موثره موجود در گیاهان   هاي تجزیه کننده پروتئینباکتري تو
ا اثر و ی دارویی و در نتیجه کاهش تجزیه پروتئین در شــکمبه باشــد  

باکتري  منفی موادموثر موجود در گیاهان   نده   دارویی بر  ید کن  هاي تول
شکمبه     شد که موجب کاهش تولید آمونیاك در  آمونیاك با توان بالا با

ــدن باکتريمی ــود. همچنین کاهش پروتوزآ و کاهش بلعیده شـ ها شـ
 ).5تواند از دیگر دلایل کاهش آمونیاك باشد(توسط آنها نیز می

  
  کلی گیرينتیجه

شــان داد که اســتفاده از اســانس به طور کلی نتایج این آزمایش ن
هاي تخمیري شد اما اسانس میخک باعث کاهش تولید گاز و فراسنجه

ــم ماده آلی، انرژي قابل            مرزه تأثیري بر مقدار تولید گاز، قابلیت هضـ
شت. در این مطالعه وجود       سیدهاي چرب فرار ندا سم و مقدار ا متابولی

سانس       ستفاده همزمان از دو ا شی ا مرزه و میخک بر این اثرات همکو
ا در هکاهش تولید گاز مشاهده شد و در نتیجه اثرات همکوشی اسانس    

جه قرار گیرد.         ید مورد تو با عات  طال نابراین  م عدي     ب عات ب طال براي م
شنهاد می  سانس   پی ها به همراه منابع مختلف انرژي همانند شود تأثیر ا

شاسته و منابع مختلف پروتئینی در شرایط برون تنی     درون  و پکتین، ن
یدات        به تغییرات دیگر تول عه قرار گیرد. همچنین توجه  تنی مورد مطال
تان و ترکیب جمعیت میکروبی         یاکی، م ند نیتروژن آمون تخمیري همان

  اي برخوردار باشد.از اهمیت ویژه دتواندر این آزمایشات نیز می
1  
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Introduction2 Since the legislation of European Union has prohibited the use of growth-promoting antibiotics such 
as monensin, scientists have been interested in alternatives to manipulate rumen fermentation. The use of growth-
promoting antibiotics in animal feeds is banned in Europe due to potential risks such as the spread of antibiotic 
resistance genes or the contamination of milk or meat with antibiotic residues. Recently, essential oils have been 
increasingly evaluated to replace or facilitate reductions in the use of antibiotics. The most effects of plant essential 
oils, especially cloves and savory oils, are their antioxidant effects and their effects on the metabolism of ruminal 
microbes. The antiprotozoal effects of clove extract have been proven in the studies in vitro by gas production 
technique. Few studies have been done on the effects of clove oil, especially the savory oil, on the digestive properties 
in the country. Also, no study was found on the interactions of these essential oils in the experiments in vitro. Thus, 
the aim of this study was investigated to evaluate the effects of clove and savory oils on gas production and in vitro 
fermentation process and estimation of gas production parameters of feedstuffs (alfalfa hay and barley grain). 

Materials and Methods Experimental treatments were included control (basal feeds without additive), basal feeds 
supplemented with three levels of clove oil (0, 250, 500 mg) and three levels of savory oil (0, 250, 500 mg) per kg of 
DM in a rumen culture. Ruminal fluid was collected from two fistulated sheep (49.5±2.5 kg). All samples isolated 
from the rumen were withdrawn 2 h after the morning ration had been consumed. Collected rumen contents were 
strained through four layers of cheesecloth and brought immediately to the laboratory. Gas production technique was 
used to detect the fermentation parameters of the treatments. About 200 mg of basal diet (alfalfa hay and barley grain, 
1:1, with clove and savory oils) were incubated in 100ml glass syringes and 30ml of incubation liquid were added and 
were incubated in 39 C° water bath. The gas production was measured in 2, 4, 6, 8, 16, 24, 48, 72, 96, 120h. Three 
parallel syringes of each treatment were prepared in this experiment in a completely randomized design in a factorial 
arrangement. They were used to measure the gas production parameters (fermentable fraction (b) and rate (c) of gas 
production) cumulative gas production, organic digestibility and metabolizable energy of treatments until 120 h. In 
the present study, digestible organic matter, metabolizable energy, and production of volatile fatty acids were 
estimated based on the presented equations.In the second experiment, Peptostreptococcus anaerobic was isolated from 
the ruminal fluid, cultured in the medium of BAAA (Bile EsculinAzideAgar), and evaluated by different levels of 
cloves and fennel essences in a randomized complete design with sixteen treatments and three replicates using Duncan 
test at level 0.05. Experimental levels in this experiment including: 20, 35 and 40 µl of cloves essence, 20, 35 and 40 
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µl of fennel essence, 20 µl of fennel essence + 20 µl of cloves essence, 20 µl of fennel essence + 35 µl of cloves 
essence, 20 µl of fennel essence + 40 µl of cloves essence, 35 µl of fennel essence + 20 µl of cloves essence, 35 µl of 
fennel essence + 350 µl of cloves essence, 35 µl of fennel essence + 40 µl of cloves essence, 40 µl of fennel essence 
+ 20 µl of cloves essence, 40 µl of fennel essence + 35 µl of cloves essence, 40 µl of fennel essence + 40 µl of cloves 
essence, control.Statistical analysis of data was performed by SAS statistical software (9.1 version). Duncan's multiple 
test range was conducted in level 5%. 

Results and Discussion High levels of savory oil were increased gas production in the first hours (p<0.05), but 
clove oil was reduced gas production in 8-24 hours (p<0.05). Although, few data have been published on the 
interaction effects of the use of the essential oils, as well as on the effects of savory oil on fermentation parameters. 
The amount of gas production (b) tend to be decreased (P=0.06) due to the simultaneous use of savory and clove oils. 
Different levels of savory oil had no effect on estimated organic matter digestibility, metabolizable energy, and volatile 
fatty acids. But, with increasing the levels of clove oil, the amount of estimated organic matter digestibility, 
metabolizable energy tend to be decreased (P=0.09). In the microbial experiment, after incubation of 
peptostreptococcus anaerobic in medium of Bile AesculinAzideAgar and adding different levels of cloves and fennel 
essences was observed that all levels of treatments were significant (P<0.05); the highest growth of bacteria was 
related to treatment 11 (35 µl of fennel essence + 350 µl of cloves essence). This result showed ammonia-producing 
bacteria known peptostreptococcus anaerobic is inhibiting by different levels of clove and savory essences and finally 
resulting in the decrease of rumen fluid Ammonia nitrogen. 

Conclusion According to our results we can conclude thatusing savory oil improves ruminal fermentation in vitro 
and with increasing the levels of savory oil, the amount of gas production, the organic matter digestibility, the 
metabolizable energy and volatile fatty acidsconcentration were decreased. Also in this study, were shown the co-
effects of simultaneous use of savory and clove oils on the reduction of gas production. Therefore the effects of 
essential oils should be considered. For further studies, it is suggested that the effect of essential oils along with various 
sources of energy, such as pectin, starch, and various protein sources, should be studied in vitro and in vivo. Also, 
consideration of other changes in fermentation products such as ammonia nitrogen, methane and the composition of 
the microbial population in these experiments can also be of particular importance. 

Key words: clove oil, savory oil, gas production, volatile fatty acid, Peptostreptococcus anaerobic. 

 


