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چکید ه 

کلپوره گیاهی از خانوادۀ نعناعیان بوده که دارای مصارف دارویی فراوانی در طب سنتی بوده ولی اثرات آن بر ویژگی های تخمیر شکمبه ای 
تابحال ناشناخته مانده است. از اینرو این آزمایش با هدف بررسی تأثیر عصارۀ هگزانی استخراج شده از گیاه کامل کلپوره با دستگاه سوکسله 
بر برخی فراسنجه های تخمیری میکروارگانیسم های شکمبه ای )شامل باکتری ها، پروتوزوآ و قارچ ها( و با کمک یک جیرۀ بالانس شده، در 
شرایط آزمایشگاهی انجام شد. عصارۀ هگزانی کلپوره با نسبت های صفر، 150، 300 و 450 قسمت در میلیون به یک محیط کشت تهیه شده از 
مایع شکمبۀ گوسفند و بزاق مصنوعی )با نسبت یک به دو( اضافه و سرانجام برخی فراسنجه های تخمیری اندازه گیری شدند. با افزایش سطح 
عصاره از صفر به 450 قسمت در میلیون، میزان نیتروژن آمونیاکی و اسیدهای چرب فرار کل )TVFA(، افزایش معنی داری )خطی( نسبت به 
تیمار شاهد نشان دادند ولی سایر موارد شامل pH، فراسنجه های تولید گاز )گاز 24 و 48 ساعت، پتانسیل و ثابت نرخ تولید گاز(، گوارش پذیری 
ماده  خشک و ماده  آلی تغییر ننمودند. ضریب تفکیک پذیری )PF(، تودۀ میکروبی تولیدی و بازده تولید تودۀ میکروبی در سطح 450 قسمت 
در میلیون، از کمترین مقدار برخوردار بودند. نتایج کلی نشان داد که عصارۀ هگزانی کلپوره قادر است برخی فراسنجه های تخمیری را در 
محیط کشت )مانند افزایش نیتروژن آمونیاکی و TVFA(، دستخوش تغییراتی نموده و تا حدودی بهبود بخشد به طوری که بیشترین این تغییرات 
در سطح 450 قسمت در میلیون عصاره مشاهده گردید. همچنین به نظر می رسد که سطوح کمتر از 450 قسمت در میلیون، قادر به تغییر 

معنی دار پارامترهای تخمیری مورد مطالعه در مقایسه با تیمار شاهد نیستند. 
 

  كلمات كلیدی: جیره، شکمبه، محیط کشت، ویژگی های تخمیر
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مقدمه
در  پژوهش  از جمله مهمترین موارد مورد  الگوی تخمیر شکمبه،  تغییر 
تغذیۀ نشخوارکنندگان در چند دهۀ اخیر در جهت افزایش تولیدات دامی 
و یا بهبود فرآیند تخمیر در شکمبه بوده است، از طرفی اگرچه که استفاده 
از آنتی بیوتیک ها به عنوان افزایش دهنده های رشد، منجر به کاهش اتلاف 
انرژی و نیتروژن خوراک شده ولی در مقابل بدلیل حضور باقیمانده های 
ناشی از مصرف آن ها در فرآورده های دامی و ایجاد مقاومت در برخی از 
سویه های باکتری ها و میکروارگانیسم ها، مصرف آنها رو به کاهش بوده و 
در عوض بسیاری از گیاهان دارویی که دارای فعالیت های ضد میکروبی 
از باکتری ها، مخمرها و کپک ها می باشند، جایگزین  برای طیف وسیعی 

مطمئن و مناسبی برای آنها در صنعت دامپروری شده اند )9(.
)عمدتاً  ثانویه  متابولیتی  فرآورده های  دارای  دارویی  گیاهان  اغلب   
نیز  و  تخمیر  فرآیند  بهبود  جهت  در  که  بوده  فنول ها(  و  ترپنوئیدها 
افزایش بازده استفاده از مواد مغذی در نشخوارکنندگان مورد استفاده 
قرار می گیرند. بنابراین بهبود فرآیند تخمیر در محیط شکمبه که مملو 
از میکروارگانیسم هایی همچون باکتری ها، قارچ ها و پروتوزوآ می باشند، 

مؤثر  و  مفید  آنها  تولیدات  و  دام  بهره وری  افزایش  جهت  در  می تواند 
باشد. استفاده از گیاهان دارویی در جیره، ممکن است که از طریق کاهش 
میزان تولید متان یا نیتروژن آمونیاکی، باعث بهبود بازده مصرف انرژی در 
دام گردند )7(. از طرفی تجزیۀ مواد خوراکی توسط میکروارگانیسم های 
اسید  همچون  فراری  چرب  اسیدهای  تولید  سبب  شکمبه،  در  موجود 
 CO2 استیک، اسید پروپیونیک و اسید بوتیریک و نیز گازهایی همچون
و CH4 و یا تودۀ میکروبی می گردد )6(، به طوری که گاز متان تولید شده 
تأثیر بر  از آزادسازی علاوه بر آلودگی محیط زیست و  در شکمبه پس 
لایۀ اوزون، منجر به هدررفت انرژی خام جیره در سطح بین 12-2 درصد 
خواهد شد )18(. نتایج برخی از مطالعات نشان داده که برخی از گیاهان 
دارویی می توانند منجر به کاهش تولید گاز متان در حیوان زنده شده و 

متعاقباً باعث بهبود بهره وری در دام گردند )22(.
كلپوره با نام علمی Teucrium polium گیاهی از خانوادۀ نعناعیان، علفی 
برخوردار  پنبه ای  سفید  ظاهر  از  و  بوده  سانتی متر   30 ارتفاع  به  پایا  و 
مختلف  نواحی  ماسه زارهای  و  سنگلاخی  نواحی  در  معمولاً  كه  بوده 
بقراط  از زمان  گیاه  این  قابل رویش می باشد )52(.  ایران  از جمله  دنیا 
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Teucrium polium L. is a plant from the Lamiaceae family which is very important in Folk Medicine, however, its effects 
on fermentation characteristics are still unknown. In this experiment, the effect of hexane oil extracted of Teucrium poli-
um L. by soxhlet device was investigated on some fermentation activities of ruminal microorganism (bacteria, protozoa, 
and fungi) with a balanced ration, in vitro. The hexane extract of Teucrium polium L. was added to a culture medium 
prepared from sheep's rumen fluid and artificial saliva (ratio of 1 to 2) with proportions of 0, 150, 300, and 450 ppm, and 
some fermentation parameters were finally measured. With an increase in the extract level from 0 to 450 ppm, NH3-N 
and total volatile fatty acids (TVFA) showed a significant increase (linear) compared to the control, but other parameters 
such as pH, gas production parameters (24 and 48 h gas, potential and constant rate of gas production), degradability 
of dry matter and organic matter were not differ. The partitioning factor (PF), microbial mass yield, and efficiency of 
microbial mass yield were lowest at 450 ppm. The overall results showed that the hexane extract of Teucrium polium L. 
was able to modify and improve some of the fermentation parameters in the culture medium (e.g. increase in ammonia 
nitrogen and TVFA. Also, the highest changes were observed at 450 ppm. It also seems that levels of less than 450 ppm 
are not able to significantly change the studied fermentation parameters compared to control. 
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آن،  دارویی  دارویی می شده و عمده ترین بخش های  تجویز  و جالینوس 
و  داشته  تشنج  و ضد  مقوی  اثر  که  گل دار می باشد  شامل سرشاخه های 
یا  تأخیر  و  تناسلی-ادراری  دستگاه  بیماری های  درمان  برای  آن  مصرف 
تحقیقات  از  بسیاری  همچنین   .)52( است  شده  توصیه  قاعدگی  عدم 
علمی نشان داده که این گیاه از اثرات ضد دیابتی )51(، ضدالتهابی، آنتی 
اكسیدانتی، ضدتب و ضدمیكروب، ضددرد و آنتی اسپاسمودیك برخوردار 
می باشد )23، 37(. در مطالعاتی نشان داده شده است که کلپوره حاوی 
تانن، ترپنوئید، ساپونین، استرول، فلاونویید  کافئیک اسید، اکدیستروئید، 
باكتریال  آنتی  اثرات  دارای  و همچنین   )43  ،5( بوده  لوكوآنتوسیانین  و 
آنجایی که  از   .)36( ندارد  بارزی  اثر ضدقارچی  حال  عین  در  ولی  بوده 
فرآیند  بر  کلپوره  گیاه  عصارۀ  اثرات  خصوص  در  مطالعه ای  هیچگونه 
تخمیر شکمبه ای تابحال انجام نشده است، بنابراین این تحقیق با هدف 
بررسی اثرات افزودن عصارۀ هگزانی استخراج شده از گیاه کامل کلپوره 
بر برخی فراسنجه های تخمیر شکمبه ای انجام شد تا اینکه مشخص گردد 
که آیا این عصاره می تواند این فراسنجه ها را دستخوش تغییرات مثبت 

بنماید یا خیر. 

مواد و روش ها
تهیۀ گیاه و عصاره گیری

کوهپایه ای  مناطق  از   1397 تابستان  در  گلدهی  مرحلۀ  در  کلپوره  گیاه 
بخش کوهسرخ شهرستان کاشمر واقع در استان خراسان رضوی جمع آوری 
گردید و پس از انتقال بداخل کیسه های نایلونی، درب آن ها بسته و سریعاً 
شد.  داده  انتقال  تربت جام  عالی  آموزش  مجتمع  مرکزی  آزمایشگاه  به 

بخشی از نمونه ها در داخل آون با درمای 60 درجۀ سانتی گراد به مدت 
48 ساعت خشک شده و در ادامه با آسیاب با قطر 1 میلیمتر، غربال شدند. 
با دستگاه سوکسله )ساخت  گیاه  این  عصارۀ هگزانی بخش های هوایی 
شرکت بخشی، ایران( تعیین شد )2(. نمونۀ عصارۀ چربی استخراج شده 
از کلپوره با دستگاه سوکسله، به مدت یکساعت در آون با دمای 70 درجۀ 
سانتی گراد قرار داده شد تا هگزان باقیمانده در نمونۀ چربی، تبخیر گردد. 
تیوپ های درب دار دو میلی لیتری  سپس عصارۀ چربی حاصله در داخل 
ریخته و تا انجام آزمایشات تکمیلی بیشتر در داخل یخچال با دمای چهار 

درجۀ سانتی گراد و در محیط بدون نور نگهداری شد.

تهیۀ محیط کشت تخمیری
در تهیۀ محیط کشت برای تخمین فراسنجه های تولید گاز، از روش منک 
و استینگاس )35( استفاده شد. برای تهیۀ مایع شکمبه از دو رأس گوسفند 
نر بلوچی )3/5±30 کیلوگرم( دارای فیستولای شکمبه ای و قبل از تغذیۀ 
صبحگاهی استفاده شد. نمونۀ مایع شکمبۀ گرفته شده بلافاصله با پارچه 

متقال چهار لایه صاف و سریعاً به  آزمایشگاه انتقال داده شد.
 ،)40( NRC مقدار 200 میلی گرم از یک جیرۀ از قبل تهیه شده بر اساس
به داخل شیشه های با حجم 120 میلی لیتر ریخته شد  و در ادامه عصارۀ 
به  میلیون  در  و 450 قسمت  به مقدار صفر، 150، 300  کلپوره  هگزانی 
شیشه ها اضافه گردید. پس از افزودن مایع شکمبه و بزاق مصنوعی )با 
با  با حجم کلی 30 میلی لیتر(، بلافاصله درب آن ها  به دو و  نسبت یک 
درپوش های لاستیکی بسته شد و توسط کریمپر، درب های آن ها پلمپ 
برای زمان های  با دمای 39 درجۀ سانتی گراد  شده و در حمام آب گرم 

شکل 1-گیاه کلپورۀ جمع آوری شده در مرحلۀ گلدهی از مناطق کوهپایه ای بخش کوهسرخ شهرستان کاشمر

اثر عصارۀ هگزانی استخراج شده از  ...
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3، 6، 9، 12، 24، 48، 72 و 96 ساعت انکوبه شدند. اصول اندازه گیری و 
ثبت تولید گاز بر اساس روش تئودورو و همکاران )48( انجام شد. در این 
به کمک فشارسنج  بالا  روش، مقدار فشار گاز در زمان های توصیه شدۀ 
دیجیتالی ثبت و همزمان میزان حجم گاز تولید شده نیز توسط سرنگ 
شد.  گرفته  نظر  در  تکرار  پنج  تیمار  هر  برای  شد.  ثبت  و  اندازه گیری 
 (blank) بلنک  به عنوان  فاقد نمونه و عصارۀ هگزانی  همچنین 5 شیشه 

شكمبه،  مایع  در  باقیمانده  قبلی  ذرات  از  شده  تولید  گاز  تصحیح  برای 
بلافاصله  انکوباسیون،  ساعت   24 زمان  اتمام  از  پس  شد.  گرفته  نظر  در 
درب شیشه ها باز و محتوای شیشه ها با کمک قیف بوخنر دارای صافی 
ادامه  در  گردید.  صاف  میکرون،   45 قطر  با  استر  پلی  پارچۀ  جنس  از 
بلافاصله pH مایع فیلتر شده با کمک pH متر اندازه گیری شد. مواد هضم 
نشدۀ باقیمانده بر روی پارچۀ صافی، جمع آوری و به داخل کروزه های از 

جدول 1- اجزاء و ترکیب شیمیایی جیرۀ آزمایشی بکار رفته در محیط کشت آزمایشگاهی

مقدار ) درصد ماده خشک(اجزاء

30/38یونجۀ خشک

21/18دانۀ جو آسیاب شده

21/18دانۀ ذرت آسیاب شده

6/00دانۀ گندم آسیاب شده

7/99کنجالۀ سویا

10/55سبوس گندم

0/72مکمل ویتامینی-مواد معدنی1

0/56نمک

0/88جوش شیرین

0/56کربنات کلسیم

ترکیب شیمیایی

16/2پروتئین خام )%(

7/6خاکستر )%(

4/2چربی خام )%(

)% ،NDF( 24/9الیاف نامحلول در شوینده خنثی

2)% ،NFC( 29/6کربوهیدرات های غیر فیبری

2/74انرژی قابل سوخت و ساز )مگاکالری در هر کیلوگرم ماده خشک(

0/8کلسیم )%(

0/4فسفر )%(

1-حاوی 3 % کلسیم، 1/2 % فسفر، 4 % سدیم،  11000 میلی گرم منیزیم، 2000 میلی گرم در کیلوگرم منگنز، 2000 میلی گرم در کیلوگرم روی، 3000 

میلی گرم در کیلوگرم آهن، 1000 میلی گرم در کیلوگرم مس، 60 میلی گرم در کیلوگرم ید، 60 میلی گرم در کیلوگرم کبالت،400000 واحد بین المللی در 

 ،B2 20 میلی گرم ویتامین ،B1 10 میلی گرم ویتامین ،E 100 میلی گرم  ویتامین ،D 100000 واحد بین المللی در کیلوگرم ویتامین ،A کیلوگرم ویتامین

  2-NFC)%(= 100 - )2-)درصد پروتئین خام+درصد خاکستر+درصد چربی خام+درصد الیاف نامحلول در شوینده خنثی
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قبل شماره گذاری شده، انتقال گردید و سپس در آون با دمای 60 درجه 
به مدت 48 ساعت تا خشک شدن نهایی نگهداری شدند. در ادامه میزان 
گوارش پذیری ماده خشک تعیین شد. از طریق خاکستر کردن نمونه های 
به  اضافه شده  نمونۀ خوراکی  آلی  ماده  گوارش پذیری  درصد  باقیمانده، 

محیط کشت نیز تعیین شد. 
از نمونۀ محیط  از صاف کردن محتوای شیشه ها، مقدار 5 میلی لیتر  پس 
انجام  تا  و  مخلوط  نرمال   0/2 کلریدریک  اسید  میلی لیتر   5 با  کشت 
آزمایشات بعدی در فریزر با دمای 18- درجه سانتی گراد نگهداری شد. 
کجلدال  به روش  آمونیاکی  نیتروژن  مقدار  یخ گشایی،  از  پس  نهایت  در 
تعیین شد )31(. نمونه گیری از محیط کشت و آماده سازی نمونه ها برای 
بر اساس روش گتاچیو و   (TVFA) اندازه گیری کل اسیدهای چرب فرار 
همکاران )24( انجام شد و نیز تعیین غلظت TVFA بر اساس روش برنت  
و رید )4( و به کمک دستگاه مارخام و در دو مرحلۀ تقطیر و تیتراسیون 

انجام شد.

تعیین ضریب تفکیک پذیری )PF(، تودۀ میکروبی تولیدی و بازده تولید 
تودۀ میکروبی

برای تعیین فراسنجه های این بخش از یک محیط کشت مشابه آزمون گاز 
استفاده شد. همچنین از روش ماکار )33( برای تعیین ضریب PF استفاده 
شد به طوری که این ضریب عبارت بود از میلی گرم ماده آلی تجزیه شده 
واقعی تقسیم بر میلی لیتر گاز تولیدی )زمان 24 ساعت انکوباسیون( که 

مطابق با معادلۀ )1( تعیین شد )49(.

معادلۀ )1(

در معادلۀ )c، b ،)1 و a به ترتیب معادل ماده آلی ریخته شده در هر 
شیشه، مقدار خاکستر مواد هضم نشده در هر شیشه )میلی گرم( و مقدار 
ماده خشک تجزیه نشده در هر شیشه )میلی گرم( می باشد. پس از اتمام 
داخل  محتویات  انکوباسیون،  ساعت   24 در طی  تولیدی  گاز  ثبت  زمان 
انکوم،  دستگاه  کمک  با  و  انتقال  پلی استری  کیسه های  بداخل  شیشه ها 
میکروبی  پروتئین  حذف  به  اقدام   ،(NDS) خنثی  شوینده  محلول  با 
تولید شده در آن ها شد. در انتها کیسه ها بداخل آون با دمای 60 درجۀ 
سانتی گراد به مدت 48 ساعت انتقال و پس از خشک شدن و توزین )کسر 
کیسۀ همراه نمونه هضم نشده بعد از استفاده از محلول NDS و خشک 
شدن در آون از کیسه های خالی=a، میلی گرم(، بداخل کروزه های از پیش 
 4 به مدت  سانتی گراد  درجۀ   550 دمای  با  کوره  در  و  انتقال  شده  وزن 
ساعت خاکستر شدند )وزن خاکستر خالص: b، میلی گرم(. همچنین چند 
و  آنها  خاکستر  میزان  محاسبۀ  برای  تصحیح  عامل  به عنوان  خالی  کیسۀ 
 b به عنوان عامل تصحیح در نظر گرفته شد. در نهایت از تفاضل مقدار
از a، مقدار مادۀ آلی تجزیه نشده بر حسب میلی گرم محاسبه شد )42(. 
همچنین میزان تودۀ میکروبی تولید شده بر اساس معادلۀ )2( و به روش 
تودۀ  میلی گرم  معادل   MM رابطه  این  در  که  شد  محاسبه   )33( ماکار 
میکروبی تولید شده، NG معادل میلی لیتر گاز خالص تولیدی در زمان 24 

ساعت انکوباسیون و 2/2 ضریب استوکیومتری می باشد.

معادلۀ )2(

بازده تولید تودۀ میکروبی از تقسیم میلی گرم تودۀ میکروبی تولیدی بر 
میلی گرم مادۀ آلی حقیقی هضم شده و ضرب آن در عدد 100، محاسبه 

شد.

برآوردها و تجزیه و تحلیل داده ها
 Completely Randomized) تصادفی  کاملًا  طرح  یک  قالب  در  داده ها 
Design) به کمک نرم افزار SAS )46( آنالیز آماری شدند. اختلاف آماری 
بین تیمارها در سطح 5 درصد و با آزمون دانکن تعیین شد. در این طرح 
Yij = مقدار هر  Yij =μ+Ti+eij استفاده شد که در آن  از مدل آماری 
بود.  آزمایشی  خطای   =eij و  تیمار  اثر   =Ti کل،  میانگین   =µ مشاهده، 
داده های حاصل از آزمون گاز با کمک معادلۀ،  )Y=b)1-e-ct آنالیز شدند 
که در آن، Y= حجم گاز تولیدی در زمان t، b= گاز تولید شده از بخش 
دارای پتانسیل تولید گاز پس از 96 ساعت انکوباسیون )میلی لیتر به ازای 
200 میلی گرم ماده خشک(، c= ثابت نرخ تولید گاز برای b )درصد در 

ساعت( و t= زمان انکوباسیون )ساعت( می باشد )41(.

نتایج
فراسنجه های تخمیری 

فراسنجه های تخمیری حاصل از افزودن عصارۀ استخراج شده از کلپوره 
در محیط کشت در جدول 2 ارائه شده است. با افزایش غلظت عصارۀ 
آمونیاکی و  نیتروژن  به صورت خطی،  کلپوره در محیط کشت،  هگزانی 
بیشترین  به طوری که  یافته  معنی داری  افزایش  کل  فرار  چرب  اسیدهای 
میلیون عصاره  در  به سطح 450 قسمت  مربوط  فراسنجه ها  این  مقدار 

بود. در مقابل، pH محیط کشت با افزودن عصاره تغییری ننمود.

فراسنجه های تولید گاز
فراسنجه های تولید گاز حاصل از افزودن عصارۀ استخراج شده از کلپوره 
در محیط کشت در جدول 3 ارائه شده است. کلیۀ فراسنجه های تولید 
گاز )شامل گاز 24 و 48 ساعت، پتانسیل تولید گاز و ثابت نرخ تولید گاز( 
تحت تأثیر افزودن سطوح مختلف عصارۀ کلپوره به محیط کشت قرار 

نگرفتند.

گوارش پذیری ماده خشک و ماده آلی، ضریب PF و تودۀ میکروبی 
تولیدی 

آورده شده   4 در جدول  میکروبی  تودۀ  و  فراسنجه های هضمی  برخی 
است. گوارش پذیری ماده خشک و ماده آلی تحت تأثیر افزودن عصارۀ 
میکروبی  تودۀ   ،PF ضریب  ولی  نگرفتند  قرار  کشت  محیط  به  کلپوره 
تولیدی و بازده تولید تودۀ میکروبی در محیط کشت، کاهش معنی داری 
)بصورت خطی( نشان دادند. بیشترین مقدار PF، تودۀ میکروبی تولیدی 

اثر عصارۀ هگزانی استخراج شده از  ...
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و بازده تولید توده میکروبی در تیمار شاهد مشاهده شد.

بحث
فراسنجه های تخمیری

محصول نهایی تخمیر در شکمبۀ نشحوارکنندگان تولید اسیدهای چرب 
فرار می باشند که بخش اعظم انرژی مورد نیاز این دسته از حیوانات از 
طریق آن ها تأمین می گردد. در این مطالعه بیشترین تولید اسیدهای چرب 
فرار کل )43/87 میلی مول/لیتر( مربوط به سطح 450 قسمت در میلیون 
عصارۀ کلپوره بود که نشان از تأثیرگذاری بیشتر این سطح بر روند تخمیر 
گیاهی  عصاره های  مختلف  دوزهای  از  استفاده  دارد.  کشت  محیط  در 
به ویژه در سطوح بالا )300 قسمت در میلیون(، منجر به کاهش معنی دار 
عصارۀ  اثر  بیان کنندۀ  که  مطالعه ای   .)8( شد  کشت  محیط  در   TVFA
شکمبه  میکروارگانیسم های  تخمیری  فعالیت های  بر  کلپوره  هگزانی 

باشد، تاکنون گزارش نشده است، اما نتایج مطالعه ای نشان داد که اسانس 
گیاه کلپوره دارای اثرات ضد میکروبی برعلیه طیف وسیعی از باکتری های 
گرم مثبت و منفی می باشد )19(. در حقیقت عصاره های گیاهی، ترکیبی 
برخوردار  متفاوتی  ترکیبات  از  که  بوده  گیاهی  ثانویۀ  متابولیت های  از 
هستند، بهمین دلیل تعیین نحوۀ تأثیرگذاری و پتانسیل عمل آنها بر علیه 
میکروارگانیسم ها یا سلول های هدف خاص، اغلب مشکل می باشد )15(. 
در مطالعات بسیاری مشخص شده که غلظت TVFA محیط کشت تحت 
تأثیر دوزهای پایین تر اسانس های گیاهی قرار نگرفته اما در دوزهای بالاتر 
 TVFA کاهش یافته است )14، 42(. در واقع غلظت TVFA آنها، غلظت
می تواند متأثر از فاکتورهای متعددی همچون نوع و ترکیب سوبسترای 
انکوبه شده و یا شرایط محیط کشت نیز باشد )15(. گزارش شده است 
به  مربوط  دارند،  دارویی  گیاهان  عصاره های  که  اثراتی  از  بسیاری  که 
ترکیب مواد مؤثرۀ موجود در آنها می باشد )13(، از طرفی در تحقیقی 

جدول 2- فراسنجه های تخمیری حاصل از افزودن عصارۀ استخراج شده از کلپوره در محیط کشت

جدول3- فراسنجه های تولید گاز حاصل از افزودن عصارۀ استخراج شده از کلپوره در محیط کشت

.)p>0/05( حروف غیرمشابه در هر ردیف بیانگر معنی دار بودن اختلاف بین میانگین ها می باشد

.)p>0/05( حروف غیرمشابه در هر ردیف بیانگر معنی دار بودن اختلاف بین میانگین ها می باشد

c :؛ ثابت نرخ تولید گازb:گاز 24 و 48 ساعت، شامل تولید تجمعی گاز در زمان های 24 و 48 ساعت پس از انکوباسیون می باشند. پتانسیل تولید گاز

سطح معنی داریسطح عصارۀ کلپورۀ افزوده شده به محیط کشت )قسمت در میلیون(

درجه سهدرجه دوخطی150300450SEMصفر )شاهد(فراسنجه های تخمیری

pH6/736/716/656/670/040/270/660/62

)mg/dL( 31/48نیتروژن آمونیاکی b30/45 b31/10 b39/48 a2/230/030/060/55

)mmol/L( 32/12اسیدهای چرب فرار کل b33/17 b38/00 ab43/87 a3/090/010/470/86

سطح معنی داریسطح عصارۀ کلپورۀ افزوده شده به محیط کشت )قسمت در میلیون(

درجه سهدرجه دوخطی150300450SEMصفر )شاهد(فراسنجه های تولید گاز

)ml/200mgDM( 47/3549/0548/6751/101/160/060/760/37گاز 24 ساعت

)ml/200mgDM( 55/3257/1755/8757/451/400/430/920/35گاز 48 ساعت

)ml/200mgDM( 57/1659/6858/9061/431/350/070/10/29پتانسیل تولید گاز

)%/h( 0/1010/1020/0970/1040/0040/860/480/39ثابت نرخ تولید گاز
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مشخص شد که اسانس کلپوره، حاوی ترکیب های فرار اصلی همچون آلفا 
کادینول، 3-بتا هیدروکسی-آلفا مورولن، آلفا پینن و بتاپینن می باشد )20، 
21( و همچنین در مطالعۀ دیگری، ترکیباتی همچون لینالول، کاریوفیلن 
اکسید و بتاکاریوفیلن در اسانس این گیاه شناسایی شد )47( و یا در آنالیز 
برگ های این گیاه مشخص شد که دارای ترکیباتی همچون فلاوونوئیدها، 

ایریدوئیدها و سیرسیلیول می باشد )26(. 
نتایج مطالعاتی نشان داده شده كه در اغلب موارد، باكتری های گرم مثبت 
به دلیل فقدان غشای فسفولیپیدی خارجی غیر قابل نفوذ به تركیبات چربی 
دوست، نسبت به تركیبات اکثر اسانس های گیاهان دارویی همچون کلپوره، 
حساس تر از باكتری های گرم منفی می باشند )20(. عصاره ها و اسانس ها، 
جزو متابولیت های ثانویۀ گیاهی بوده که مسئول بو، رنگ و طعم آن ها بوده 
و اثرات ضد باکتریایی، ضد قارچی و آنتی اکسیدانتی آن ها در اثر افزودن 
به جیرۀ نشخوارکنندگان، مفید می باشد و اکثر اسانس های گیاهی در زمرۀ 
ترکیبات مفید و بی خطر دسته بندی می شوند که می توانند شرایط تخمیر 
را در شکمبه دستخوش تغییرات نمایند )9، 10(. اغلب ترکیبات موجود در 
اسانس های گیاهی، دارای فعالیت ضد میکروبی بوده و اگرچه که مصرف 
شکمبه  در  فرار  چرب  اسیدهای  غلظت  کاهش  به  منجر  می تواند  آن ها 
(VFA) گردد ولی در برخی موارد می توانند باعث تغییر در شرایط تخمیر 
شکمبه ای، بدون کاهش VFA گردند. در مطالعۀ فعلی نیز افزودن عصارۀ 
نیتروژن  تولید  افزایش  به  منجر  تخمیرِ  فرآیند  بهبود  به  منجر  کلپوره 
آمونیاکی و اسیدهای چرب فرار کل شد. باکتری های گرم مثبت موجود در 
شکمبه، مسئول اصلی تخمیر و تولید اسیدهای تخمیری همچون استات، 
اثر ضد  بوتیرات، لاکتات، آمونیاک و فومارات می باشند )9، 10( اگرچه 
میکروبی عصارۀ کلپوره بر برخی سویه های گرم مثبت تأیید شده است 
)19( ولی به نظر می رسد که افزودن عصاره در این پژوهش، تأثیری بر 
است.  نداشته   TVFA متعاقباً  و  مثبت  گرم  باکتری های  کاهش جمعیت 
مطالعات نشان داده شده که اثرات ضد میکروبی اسانس های گیاهی در 

نتایج   .)10 ،9( متفاوت می باشد  آن ها،  از دوزهای مختلف  استفاده  اثر 
همچون  گیاهی  اسانس های  ترکیبات  از  برخی  که  داد  نشان  مطالعه ای 
شرایط  در  متان  تولید  برای  قوی  ممانعت کنندگی  خاصیت  یک  تیمول، 
و  استات  فرار  چرب  اسیدهای  غلظت  همچنین  و  داشته  آزمایشگاهی 
مطالعۀ  در   .)22( است  داشته  کاهش  کشت  محیط  در  نیز  پروپوینات 
دارویی  گیاهان  از  تهیه شده  تجاری  گیاهی  اسانس  افزودن یک  دیگری 
مختلف به یک محیط تهیه شده از مایع شکمبه، منجر به افزایش غلظت 
اسیدهای چرب فرار شد ولی غلظت نیتروژن آمونیاکی تغییر نکرد )10(. 
نتایج مطالعات دیگری نیز نشان داده که اسانس های گیاهی مورد استفاده 
استات به پروپیونات می گردند  به کاهش نسبت  در محیط کشت منجر 
)11(. تولید آمونیاک در شکمبه در نتیجۀ فعالیت باکتری های پروتئولیتیک 
 (Hyper-ammonia producing) بالا  آمونیاک  کننده  تولید  باکتری های  و 
می باشد )34( به طوری که باکتری های تولید کنندۀ آمونیاک بالا در شکمبه، 
با وجود کم بودن جمعیت آن ها، فعالیت دآمیناسیون بالایی دارند )44(. 
در  شده  تولید  آمونیاکی  نیتروژن  افزایش  به  توجه  با  حاضر  مطالعۀ  در 
اثر استفاده از سطح بالای عصارۀ کلپوره )450 قسمت  محیط کشت در 
در میلیون(، به نظر می رسد که کلپوره تأثیر منفی بر باکترهای پروتئولیتیک 
نگذاشته است و یا منجر به تقویت آنها در محیط کشت شده است. افزایش 
واکنش های تولید متان احتمالاً منجر به کاهش تجمع هیدروژن در محیط 
تخمیر می گردد و بنابراین کاهش گاز هیدروژن سبب افزایش اکسیداسیون 
مجدد NADH شده و پس از آن منجر به افزایش تولید اسیدهای چرب فرار 
می گردد )29(. از طرفی پیشنهاد شده است که عصاره های گیاهی می توانند 
غلظت نیتروژن آمونیاکی شکمبه ای را از طریق مهار فعالیت پروتئولیتیکی، 

پپتیدولیتیکی و یا مهار دآمیناسیون اسیدهای آمینه، کاهش دهند )42(.

فراسنجه های تولید گاز
از میکروارگانیسم ها قادر به تولید گاز  اثر تخمیر خوراک، دسته ای  در 

جدول 4- اثر افزودن عصارۀ هگزانی گیاه کلپوره بر برخی فراسنجه های برآورد شده از محیط کشت در شرایط آزمایشگاهی

.)p>0/05( حروف غیرمشابه در هر ردیف بیانگر معنی دار بودن اختلاف بین میانگین ها می باشد

PF: Partitioning Factor، ضریب تفکیک پذیری؛ بازده تولید تودۀ میکروبی از تقسیم میلی گرم تودۀ میکروبی تولیدی بر میلی گرم مادۀ آلی حقیقی هضم شده و ضرب آن در عدد 100، محاسبه شد.

سطح معنی داریسطح عصارۀ کلپورۀ افزوده شده به محیط کشت )قسمت در میلیون(

درجه سهدرجه دوخطی150300450SEMصفر )شاهد(فراسنجه های گوارش پذیری و میکروبی 

77/3978/7178/6979/700/950/130/870/58گوارش پذیری ماده خشک )%(

80/9779/8982/1381/920/840/200/620/15گوارش پذیری ماده آلی )%(

3/10a2/93ab2/99ab2/80b0/060/0090/890/12ضریب PF )میلی گرم ماده آلی تجزیه شده/میلی لیتر گاز تولیدی(

53/27a45/95ab48/02ab39/46b2/710/0070/820/12تودۀ میکروبی تولیدی )میلی گرم(

28/98a25/03ab26/10ab21/45b2/140/0060/810/13بازده تولید تودۀ میکروبی )%(
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در محیط شکمبه خواهند بود که متان یکی از اجزا این گازها می باشد 
در  گردد.  زیست  محیط  آلودگی  باعث  رهاسازی،  از  پس  می تواند  و 
بین  گاز در  تولید  فراسنجه های  برای  تغییرات معنی داری  این مطالعه، 
محیط  آنجایی که  از  نشد.  مشاهده  هگزانی  عصارۀ  مختلف  سطوح 
گزارش  می باشد،  میکروارگانیسم ها  از  وسیعی  طیف  دارای  شکمبه 
شده است که اسانس های دارای ترکیبات با ساختار فنولی، دارای طیف 
مثبت  گرم  باکتری های  روی  بر  منفی  یا  مثبت  اثرات  از  گسترده ای 
ارزیابی  برای  متفاوت  تکنیک  چندین   .)32( می باشند  منفی  گرم  و 
بین  در  که  است  شده  ارائه  افزودنی ها  یا  و  خوراکی  مواد  برخی 
آن  اجرای  بودنش،  الاجرا  سریع  عین  در  گاز  تولید  تکنیک  آن ها 
می شود.  تمام  ارزان تر   ،(in vivo) زنده  حیوان  آزمایشات  به  نسبت 
و  محلول  کربوهیدرات های  هضم  روی  از  ابتدا  در  گاز  تولید  تکنیک 
کشت،  محیط  در  شده  تولید  گاز  مقدار  و  شده  اندازه گیری  نامحلول 
منبع  یک  که  بود  خواهد  فراری  چرب  اسیدهای  تولید  دهندۀ  نشان 
تولیدی  گاز  و  می شوند  محسوب  نشخوارکنندگان  برای  انرژی  اصلی 
خوراک  میکروبی  تجزیۀ  از  گرفته  نشأت  مستقیمًا  کشت،  محیط  در 
بافری  از  نیز  مستقیم  غیر  بطور  و  بوده  میکروارگانیسم ها  توسط 

نتیجۀ تخمیر، حاصل می شود )24(.  بودن اسیدهای تولید شده در 
نیز  و  گاز  تولید  پتانسیل  افزایش  برای  خطی  تمایل  مطالعه  این  در 
به نظر  و  داشت  وجود  انکوباسیون  ساعت   24 زمان  در  گاز  تولید 
می رسد که رشد میکروارگانیسم ها در محیط کشت در حضور عصارۀ 
به سمت  را  بیشتری  سوبسترای  توانسته اند  که  بوده  طوری  کلپوره 
از  برخی  اسانس  که  شده  گزارش  نمایند.  هدایت  بیشتر  گاز  تولید 
سلول های  نفوذپذیری  تغییر  در  توانایی شان  به دلیل  دارویی  گیاهان 
 )26  ،17( می باشند  میکروبی   ضد  اثرات  دارای  میکروارگانیسم ها، 
برخی  برای  سمیت  ایجاد  طریق  از  پایین،  مقادیر  در  آن ها  کاربرد  و 
تغییر  باعث  شکمبه،  در  متان  تولیدکنندۀ  باکتری های  سویه های  از 
میزان  بر  متعاقباً  شرایط  این  نهایت  در  و   )50( شده  تخمیر  الگوی 
محیط  در  که  گازهایی  از  یکی  بود.  خواهد  تأثیرگذار  نیز  گاز  تولید 
شکمبه دام های نشخوارکننده تولید می شود، متان بوده که رهاسازی 
اوزون  لایۀ  بر  جبران ناپذیری  خسارت  محیط،  به  آروغ  طریق  از  آن 
بیشتر  برابر   23 گاز  این  که  است  زده شده  تخمین  و  داشت  خواهد 
 ،)27( می گردد  زمین  کرۀ  شدن  گرم  به  منجر  دی اکسید کربن  از 
اسانس های  و  عصاره ها  اعمال  طریق  از  گاز  این  کنترل  بنابراین 
یا  با اهمیت در حذف و  گیاهی، از جمله راهکارهای ارزان قیمت و 
اگر  فعلی  مطالعۀ  در  می باشد.  گلخانه ای  گاز  این  شدن  تولید  کمتر 
چه که تولید گاز متان اندازه گیری نشد ولی با توجه به اندازه گیری 
که  گردید  مشخص  کشت،  محیط  در  شده  تولید  گاز  کل  حجم 
کل  گاز  حجم  کاهش  بر  معنی داری  تأثیر  کلپوره  هگزانی  عصارۀ 
که  چند  هر  است،  نداشته  می باشد،  آن  ترکیبات  از  یکی  متان  که 
اساس  بر  باشند.  متفاوت  می توانند  تخمیر  از  ناشی  گازهای  ترکیب 
مهار  طریق  از  می توانند  خوراکی  افزودنی  مواد  مختلف،  مطالعات 
مهار  و  هیدروژن  تولید  کاهش  پروپیونات،  تولید  تحریک  پروتوزوآ، 
متان  تولید  کاهش  به  منجر  متان،  کنندۀ  تولید  باکتری های  مستقیم 

 .)12( گردند 

گوارش پذیری ماده خشک و ماده  آلی، ضریب PF و تودۀ میکروبی 
تولیدی 

به طور  آزمایشگاه،  در  خشک  ماده  گوارش پذیری  اندازه گیری  روش  از 
نتیجۀ  در  افزودنی  یا  و  خوراکی  مواد  کیفیت  ارزیابی  برای  گسترده ای 
با قابلیت هضم بر روی حیوان زنده استفاده شده  همبستگی بالای آن 
در  آلی  ماده  و  خشک  ماده  گوارش پذیری  که  چه  اگر   )30  ،24( است 
افزودن  تأثیر  تحت  فراسنجه ها  این  ولی  شد،  اندازه گیری  پژوهش  این 
عصارۀ کلپوره به محیط کشت قرار نگرفتند.  هر چند که در پژوهشی 
تفکیک پذیری  ضریب  فلاوونوئید(،  )دارای  گلپر  گیاه  از  استفاده  اثر  در 
افزایش یافت  (PF)، تولید تودۀ میکروبی و بازده تولید تودۀ میکروبی 
)38(، اما در مطالعۀ )همسو با گزارش ما( دیگری، افزودن عصارۀ آویشن 
بودن  پایین  PF شد )45(. در حقیقت  به کاهش  به محیط کشت منجر 
در  میکروبی  پروتئین  تولید  بازده  بودن  پایین  کنندۀ  بیان   ،PF مقدار 
مادۀ خوراکی  از  بیشتری  که سهم  معناست  بدین  و  بوده  محیط کشت 
هضم شده صرف تولید گاز نسبت به تولید پروتئین میکروبی شده است 
نشان دهندۀ   ،PF ضریب  افزایش  که  است  شده  گزارش  همچنین   .)45(
 PF مقدار  کمترین  حاضر  مطالعۀ  در   .)6( می باشد  تخمیر  بازده  بهبود 
مربوط به استفاده از سطح 450 قسمت در میلیون عصارۀ کلپوره بود و 
تولید تودۀ میکروبی و بازده تولید تودۀ میکروبی در کمترین مقدار خود 
قرار داشت که نشان  از تأثیرگذار بودن عصارۀ هگزانی کلپوره بر محیط 
کشت دارد. همچنین افزایش PF ممکن است بدلیل آزادسازی همزمان 
متابولیت های  از  برخی  تأثیرگذاری  بدلیل  شکمبه  در  پروتئین  و  انرژی 
تخمیر  نهایی  محصولات   .)28( باشد  دارویی  گیاهان  در  موجود  ثانویۀ 
شکمبه ای عمدتاً شامل اسیدهای چرب کوتاه زنجیر، گازهای تخمیری و 
توسط  بیشتری  سوبسترای  صورتی که  در  می باشند.  میکروبی  سلول های 
تولید  قالب  بیشتری در  انرژی  میکروارگانیسم های شکمبه تجزیه گردد، 
اسیدهای چرب فرار کوتاه زنجیر برای دام میزبان فراهم خواهد شد که 
این انرژی می تواند در سنتز سلول های میکروبی مورد استفاده قرار بگیرد 
بین گاز تولید شده و تودۀ میکروبی  )3(. بخاطر وجود رابطۀ معکوس 
تودۀ  تولید  در  تغییرات  منعکس کنندۀ  تفکیک پذیری  ضریب  تولیدی، 
افزودن عصارۀ  اگرچه که  بود )6(. در مطالعۀ حاضر،  میکروبی خواهد 
کلپوره تأثیری بر فراسنجه های تولید گاز نداشت ولی در مقابل ضریب 
میلیون(  در  قسمت   450( عصاره  بالای  سطوح  در  بویژه  تفکیک پذیری 
نسبت به تیمار شاهد کاهش معنی داری نشان داد. در واقع انتخاب جیره 
ازای  به  بیشتر  گوارش پذیری  قابلیت  انتخاب  یعنی   PF اساس ضریب  بر 
 TVFA تولید  در  افزایش  که  می رسد  به نظر  می باشد.  کمتر  تولیدی  گاز 
در سطح 450  )بویژه  در مطالعۀ حاضر  میکروبی  تودۀ  تولید  کاهش  و 
به هدایت ماده آلی تخمیر شده در  قسمت در میلیون(، بیشتر مربوط 
که  هرچند  میکروبی،  تودۀ  تولید  نه  باشد  بیشتر   TVFA تولید  راستای 
تولید  در  افزایش  بعبارتی  می باشد.  مبهم  مطالعه  این  در  مکانیسم  این 
محیط  در  بیشتر  میکروبی  تودۀ  تولید  بسمت  مطالعه،  این  در   TVFA
کشت هدایت نشده است که شاید بخاطر اثرات مهارکنندگی این عصاره 
بر طیف خاصی از میکروارگانیسم ها و یا تغییر در برهمکنش بین آنها 
باشد. همچنین گزارش شده است که کاهش در غلظت نیتروژن آمونیاکی، 
غلظت  در  کاهش  این  و  داشته  بدنبال  را  میکروبی  تودۀ  تولید  افزایش 
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موجود  پروتئین  تجزیۀ  کاهش  از  ناشی  می تواند  نیز  آمونیاکی  نیتروژن 
در سوبسترای اضافه شده به محیط کشت نیز باشد )1(. به احتمال زیاد 
بخشی از کاهش تولید تودۀ میکروبی در مطالعۀ ما می تواند مربوط به 
)بویژه در سطح 450  آمونیاکی در محیط کشت  نیتروژن  تولید  افزایش 
قسمت در میلیون عصاره( نیز باشد. از طرفی غلظت نیتروژن آمونیاکی 
خود به تنهایی نمی تواند برای ارزیابی تجزیه پذیری پروتئین خام جیره و 
بلکه تجزیۀ پروتئین خام و تولید  استفاده شود  یا تولید تودۀ میکروبی 
پروتئین میکروبی در شکمبه، هر  دو بصورت همزمان رخ می دهد )1(. 
در قسمت های هوایی گیاه کلپوره، دو ترکیب عمده از قبیل ورباسکوزید 
و پولیموزید شناسایی شده است که دارای خاصیت آنتی اکسیدانتی و یا 

ضدمیکروبی می باشند )5(.

نتیجه گیری
به نظر می رسد که عصارۀ هگزانی بکار رفته در مطالعۀ حاضر، پتانسیل 
لازم را در اثرگذاری بر تخمیر شکمبه ای در جهت افزایش تولید مهمترین 
منبع انرژی یعنی TVFA در سطوح بالاتر آن )450 قسمت در میلیون( 
دارد. همچنین تولید نیتروژن آمونیاکی در این سطح از عصاره در بالاترین 
مقدار خود قرار داشت. بسیاری از فراسنجه های تخمیری تا سطوح 300 
با تیمار شاهد تغییر معنی داری ننمود و  قسمت در میلیون در مقایسه 
نیز به نظر می رسد که عصارۀ هگزانی کلپوره، در سطوح 450 قسمت در 
میلیون و یا بالاتر از آن، می تواند شرایط تخمیر را دستخوش تخمیر نماید. 
همچنین استفاده از این عصاره در سطوح بالا )450 قسمت در میلیون(، 
در  میکروبی  تودۀ  تولید  بازده  و  میکروبی  تودۀ  تولید  بر  منفی  تأثیر 
محیط کشت گذاشت. با توجه به اطلاعات موجود، پیشنهاد می گردد که 
بر  اثرات سطوح مختلف عصارۀ کلپوره  برای بررسی  تحقیقات بیشتری 

روی حیوان زنده نیز انجام شود.

تشكر و قدردانی
این پژوهش در قالب طرح تحقیقاتی مصوب معاونت آموزشی-پژوهشی 
مجتمع آموزش عالی تربت جام انجام گرفت و نویسندگان مقاله، مراتب 

تقدیر و تشكر خود را از این مجتمع و معاونت مربوطه اعلام می دارند.
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