
 

 

های  فراسنجهو  د متان یعصاره الکلی برگ سبز گردو و برگ چای سبز بر کاهش تول رتأثی

 تنی در شرایط برون  ی شیردهها میش ایتخمیر شکمبه

 

 چکیده
، تولید متان و ایهای تخمیر شکمبه بر ویژگی  های شیردهمیش  ر رویبرگ گردو و برگ چای سبز ب  اتانولی  منظور ارزیابی اثر عصارهین پژوهش به ا

کاملاً تصادفی با  صورت طرح  انجام شد. آزمایش به های میکروبی  و جمعیت میکروبی شکمبه بر پایه استفاده از روش   تنیدر شرایط برون  تولید گاز
گرم عصاره به ازای هر کیلوگرم وزن زنده از برگ گردو، برگ چای  میلی   100کننده  سه تیمار دریافت و    )بدون عصاره(شاهد  گروه    چهار تیمار شامل

، مایع شکمبه از هر تیمار  دوره   پایانخورانده شد. در  هامیشها به مدت دو ماه روزانه در دو وعده به عصاره  .ها طراحی شدسبز و مخلوط مساوی آن 
تکرار برای هر تیمار    چهارو    های تولید گاز کل، تولید متان و شمارش جمعیت پروتوزوا با روش گاز تست در سه ران مستقل و آزمون   جمع آوری
شد.   بالقوهانجام  گاز  تولید  بیشترین  شاهد  تیمار  داد  نشان  با   (A) نتایج  عصارهمیلی   60/373برابر  ترکیب  تیمار  و  با  لیتر  برابر  مقدار  کمترین  ها 

داشتمیلی   60/265 را  به   .لیتر  پروپیونات  مولی  نسبت  و  کاهش  استات  مولی  معنی نسبت  به طور  یافت،  افزایش  مقادیر  گونهداری  بیشترین  که  ای 
تیمار  .  ( مشاهده شد66/294( و برگ چای سبز )80/29( و کمترین مقادیر در شاهد )21/32( و برگ گردو )39/34)  ترکیبیپروپیونات در تیمارهای  

این تحقیق  نتایج   . (P< 0.02) تافزایش یاف  هاها شد، در حالی که جمعیت قارچ متانوژن  و ها منجر به کاهش در جمعیت پروتوزوآ  عصاره   ترکیب
  و جمعیت میکروبی   تولید گاز،  ا از نظر الگوی اسیدهای چرب فرارای رتواند تخمیر شکمبهمی میش ها  ها در جیره  نشان داد استفاده از این عصاره 
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Effect of Walnut and Green Tea Ethanolic Extract to Mitigate Methane 
Emission and VFA Concentration in Ewes 

 

ABSTRACT   
This study was conducted to evaluate the effects of ethanol extracts of walnut leaves and green tea leaves on ruminal 

fermentation characteristics, methane and total gas production under in vitro conditions, and microbial population in 

lactating ewes using microbial-based methods. The experiment was arranged in a completely randomized design with 

four treatments: a control group (no extract) and three experimental groups receiving 100 mg extract per kg of live weight 

from walnut leaves, green tea leaves, or an 1:1 ratio. Extracts were administered orally twice daily for two months. At the 

end of the period, rumen fluid was collected from each treatment and subjected to in vitro gas production tests, including 

total gas production, methane production, and protozoal counts, conducted in three independent runs with four replicates 

per treatment. The results indicated that the control group had the highest potential gas production (A) at 373.60 mL, 

while the mixture of extracts showed the lowest (265.60 mL). The molar proportion of acetate decreased, and that of 

propionate increased significantly, with the highest propionate values observed in the mixture (34.39%) and walnut leaf 

(32.21%) treatments, and the lowest in the control (29.80%) and green tea leaf (29.66%) treatments. The combination of 

extracts led to a reduction in protozoa and methanogen populations, while fungal populations increased significantly (P < 

0.02). Overall, the findings suggest that dietary inclusion of these extracts in lactating ewes may beneficially modify 

rumen fermentation patterns in terms of volatile fatty acid profiles, gas production, and microbial populations . 
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 مقدمه 
خواران، اثرات اند که هنگام مصرف توسط گیاهای از ترکیبات ثانویه را تولید کردهگیاهان طی فرآیند تکامل، طیف گسترده    

قابل بهزیستی  این  جا میتوجهی  میان  در  پلیگذارند.  بهفنولترکیبات،  و  بهها  برجستهدلیل ویژگیویژه فلاونوئیدها  ای  های 
آنتی بههمچون خاصیت  ایمنی،  و عنوان گزینه اکسیدانی، ضدالتهابی و تقویت سیستم  ارتقای سلامت  برای  نویدبخش  هایی 

در حوزه تغذیه نشخوارکنندگان،   .(Messinese et al., 2024; Jomova et al., 2024) اندها مطرح شدهوری دامافزایش بهره 
از عصاره پلیاستفاده  از  گیاهی سرشار  به های  زیستفنول  سازگاری  تولید،  پایین  هزینه  آن دلیل  توانمندی  و  در  محیطی،  ها 

با استقبال قابل  تنشکاهش اختلالات متابولیکی ناشی از    ,.Chandni Ahmad et al)  توجهی مواجه شده استاکسیداتیو، 



 

 

2024; Rossi and Dell’Anno, 2024)  به تنظیمبه  ویژهطور  فلاونوئیدها  بر  تأثیرشان  در کنندهدلیل  متابولیک  اصلی  های 
نشخوارکنندهمعدهحیوانات تک و  گرفته ای  قرار  توجه  مورد   پرورش   هایسیستم  در  مهم  ایتغذیه  هایچالش  از  یکیاند.  ها 

 تغییر شکمبه، pH کاهش با وضعیت این. است پرکنسانتره هایجیره مصرف نتیجه در ایشکمبه بروزاسیدوز نشخوارکنندگان،
 فرآیند  در  اختلال  به  نهایت  در  که  است  همراه  لاکتیک  اسید  تجمع  و  فرار  چرب  اسیدهای  تولید  افزایش  میکروبی،  ترکیب
 برخی  که  دهندمی   نشان  هاپژوهش(.  Antonius et al., 2024)  شودمی   منجر  هابیماری  بروز  افزایش  و  عملکرد  کاهش  تخمیر،

 در   و  تخمی هستند  الگوی  بهبود   و  مخرب  اسیدهای  تولید  مهار  شکمبه،  pH  تنظیم  برای  بالقوه  توانایی  دارای  گیاهی  ترکیبات
 های درخت گردوبرگ  (.Antonius et al., 2024)  کنند  آفرینینقش  اسیدوز  شدت  کاهش  یا  پیشگیری  در  توانندمی  نتیجه

(Juglans regia)   همراه فعال از جمله کوئرستین، کامفرول و اسید الاجیک هستند که به منبعی غنی از فلاونوئیدهای زیست
این اثرات عمدتاً  .(Cordova et al., 2025) دهندهای آزاد از خود نشان میدر مهار رادیکال  زیادیاسیدهای فنولیک، توانایی  

( احیا–دهی حساس به وضعیت ردوکس )اکسیدها در تنظیم مسیرهای سیگنالفنول و توانایی آنپلی  زیادبه دلیل محتوای  
پلی .(Daddam et al., 2025)شودمی   داده   نسبت و  فلاونوئیدها  از  غنی  منبعی  نیز  سبز  چای  مانند  فنولعصاره  هایی 

ایفا  و حذف رادیکال DNA است که نقش مهمی در ترمیم (EGCG) گالوکاتچین گالاتاپی  ,.Cai et al)کندمیهای آزاد 

 Reis) اثرات محرک و متابولیکی آن شناخته شده است  به دلیلاین عصاره همچنین حاوی کافئین است، ترکیبی که . (2018

et al., 2022). ها  فنولها و پلیها، ساپونین مندی به استفاده از ترکیبات ثانویه گیاهی همچون تاننهای اخیر، علاقهدر سال
در شکمبه افزایش یافته است؛ زیرا این ترکیبات منشاء طبیعی   (CH₄) منظور کاهش تولید گاز متانای بهدر راهبردهای تغذیه

اثربخشی این ترکیبات   .(Manh et al., 2012) های شیمیایی دارندمحیطی کمتری در مقایسه با افزودنیداشته و اثرات زیست
 Bodas)ها تأیید شده استهایی نظیر یونوفرها و پروبیوتیکمقایسه با افزودنیدر کاهش تولید متان، در مطالعات متعددی در  

et al., 2012; Oskoueian et al., 2013)  .تواند های گیاهی به محیط شکمبه میفرض بر این است که افزودن برخی عصاره
به را  تخمیر  فرآیند  و  میکروبی  افزایش گونه ترکیب  و  استات،  نسبت  کاهش  متان،  تولید  به کاهش  منجر  تغییر دهد که  ای 

بوتیرات شود و  پروپیونات  تانن .(Busquet et al., 2006) غلظت  مانند  ثانویه  ترکیبات  گیاهان حاوی  ها،  ها، ساپونینبرخی 
ا  هسمتوانند برای انتخاب و کنترل جمعیت خاصی از میکروارگانیمیکروبی هستند و میها دارای فعالیت ضدفلاونوئیدها و فنول

  عصاره   و  گردو   برگ   عصاره  تأثیر   درباره   موجود  اطلاعات  حال،  این   با   .  (Zyszka et al., 2017)در شکمبه به کار گرفته شون
  و   میکروبی  ضد  اثرات  مطالعات،  برخی  در.  است  محدود  آن  میکروبی  جمعیت  و  شکمبه  تخمیر  فرآیند   بر  سبز  چای  برگ
 منفی گرم  و  مثبتگرم  هایباکتری  بر  هافنولیک  و  فلاونوئیدها  مانند  گردو  برگ  عصاره  در  موجود  ترکیبات  اکسیدانیآنتی

 .(Katalinić et al., 2010باشد )  ایشکمبه  تخمیر  الگوی  تغییر  در  هاآن   پتانسیل  دهندهنشان  تواندمی  که  است  شده  گزارش 

  تغییر  و  متان  تولید  کاهش  بر  مطالعات  برخی  در (EGCG) گالات  گالوکاتچیناپی  داشتن  دلیل  به  سبز  چای  عصاره  همچنین،
افزودن  فرض بر این است که  .  (Jayanegara et al., 2012است )   بوده  اثرگذار  تنیبرون  شرایط  در  فرار  چرب  اسیدهای  نسبت

برون شرایط  در  شکمبه  محیط  به  سبز  چای  برگ  عصاره  و  گردو  برگ  اتانولی  میعصاره  تخمیر  تنی  الگوی  تغییر  با  تواند 
میکروبی، منجر به کاهش تولید متان، کاهش استات، و افزایش تولید اسیدهای چرب فرار مفید مانند پروپیونات و بوتیرات  

هدف از این    .اکسیدانی از بروز شرایط اسیدوزی جلوگیری کنندتوانند با داشتن خاصیت آنتیها میشود؛ همچنین این عصاره 
برون بررسی  الگوی تخمیر شکمبهمطالعه،  بر  اتانولی برگ گردو و برگ چای سبز  اثر عصاره  تولید گاز کل،  تنی  میزان  ای، 

بالقوه این عصارهمتان، و اسیدهای چرب فرار در میش ارزیابی توان  های گیاهی در  ها است. این پژوهش همچنین درصدد 
 .باشدی و پایدار میای طبیع ای با استفاده از رویکرد تغذیهکاهش تولید متان و کاهش خطر اسیدوز شکمبه

 

 پیشینۀ پژوهش 



 

 

ضدعصاره     خواص  دارای  غیر ها  نسبتاً  و  قوی  هرچند  میکروبی  هستند،  از شکمبه    ریزجانداراناختصاصی  متفاوتی  سطوح 
نشان می ترکیبات  این  به  اساس، عصاره (Benchaar et al., 2007). دهندحساسیت  گیاهی میبر همین  بههای  طور توانند 
های یاویژه از طریق کاهش مستقیم جمعیت آرکاای )تخمیر و متانوژنز( را تغییر دهند؛ بهبالقوه متابولیسم ریزجانداران شکمبه

باکتری مهار  یا  و  متانوژن متانوژن  برای  لازم  هیدروژنی  بستر  که  فیبرولیتیک  میهای  فراهم  را  عصاره .  کنندها  های  تأثیر 
 Seradj et)  تنیبرونو   (Balcells et al., 2012) تنیفلاونوئیدها بر الگوی تخمیر شکمبه در مطالعات درونگیاهان حاوی  

al., 2014)  گزارش شده است.. Balcells  ( 2012و همکاران  ) ،نشان دادند که عصاره مرکبات غنی از ترکیبات فلاونوئیدی
گوساله به  داشتزمانی که  بر محیط شکمبه  مطلوبی  اثرات  داده شد،  بالا  با جیره کنسانتره  درحال رشد  محققان  .  های  این 

و کاهش نسبت استات مؤثر    شکمبه، افزایش نسبت پروپیونات pH گزارش کردند که ترکیبات فلاونوئیدی در تخفیف افت
  ترکیب   و  شکمبه  تخمیر  تغییر  در  گیاهی  هایعصاره  ظرفیت  دهندهنشان  فوق  مطالعات  اگرچه (Seradj et al., 2014). دانبوده 

  که   اندشده  انجام  شرایطی  در  یا   اندداشته   تمرکز  گیاهان  از  خاصی  هایگونه   بر   یا   هاآن   بیشتر  اما   هستند،  فرار  چرب  اسیدهای
  اثر   همزمان  طوربه  معدودی  هایپژوهش  علاوه،به.  است  بوده   محدود  دامداری  واقعی  شرایط  به  هاآن   نتایج  تعمیم  قابلیت
 تاکنون.  اندکرده  بررسی  شکمبه  pH  و  تخمیر  الگوی  تغییر  بر  هم  و  متان  تولید  کاهش  بر  هم  را  فلاونوئید  از  غنی  هایعصاره
 در  ثانویه  ترکیبات  طبیعی  منابع  عنوانبه  سبز  چای  و  گردو  برگ  هایعصاره  اثربخشی  زمینه  در  آزمایشگاهی  و  جامع  بررسی
  عملکرد   شناسایی  بنابراین،.  است  نگرفته  صورت  ایشکمبه  اسیدوز  نظیر  تخمیری  اختلالات  از  پیشگیری  و  متان  تولید  کاهش

  راهکاری   و  دهد  پوشش  را  موجود  مطالعاتی  شکاف  تواندمی  آزمایشگاهی  شدهکنترل  شرایط  در  هاعصاره  این  فعال  ترکیبات
های گیاهی غنی  اند که افزودن عصارهنشان داده همچنین مطالعات پیشین  .  سازد  فراهم  شکمبه  وریبهره   بهبود  برای  طبیعی

اسانس تانن،  ساپونین،  جمله  از  ثانویه  ترکیبات  میاز  فلاونوئیدها  و  فرار  دهدهای  کاهش  را  متان  تولید   Patra and)تواند 

Saxena, 2010)  . ها و غیره( بر تولید متان، در برخی مطالعات ها، ساپونین ها، تاننالبته تأثیر ترکیبات مؤثره گیاهی )اسانس
اما   ی را مستقیماً از طریق اتوانند متانوژنز شکمبهجدید تأکید دارند که این ترکیبات می  شواهدمتناقض گزارش شده است، 

آرک هیدروژنایامهار  ریزجانداران  سایر  و  پروتوزوآ  جمعیت  کاهش  طریق  از  غیرمستقیم  یا  و  متانوژن  کنندهای  کنترل   زا 

(Benchaar et al., 2007; Cieslak et al., 2016).  دیواره   تخریب  برای  لازم   آنزیمی  سیستم  فاقد  هامتانوژن   که  آنجایی  از 
  فیبرولیتیک  هایباکتری فعالیت به وابسته(  فرمات و هیدروژن مانند) نیاز مورد سوبسترای دریافت برای هستند، گیاهان سلولی

 را   شرایطی  فیبر،  تجزیه  طریق  از  فیبرولیتیک  هایباکتری  واقع  در.  هستند   هیدروژن  تولیدکننده  هایمیکروارگانیسم  سایر  و
  هامتانوژن   توسط  متان  تولید  برای  اصلی  سازپیش   عنوانبه   هیدروژن  این  و  شده  هیدروژن  تولید  به  منجر  که  کنندمی  فراهم
  طوربه  تواندمی  هافیبرولیتیک  جمعیت  در  تغییر  هرگونه  بنابراین،.  )et al., Morgavi 2010(  گیردمی  قرار  استفاده  مورد

های برون تنی در مهمترین محدودیت استفاده از آزمون  .باشد  اثرگذار  متان  تولید  نتیجه  در  و   هامتانوژن  فعالیت  بر   غیرمستقیم
های گیاهی زمان کم در معرض قرارگیری مایع شکمبه در شرایط برون تنی و در ها و اسانستاثیر استفاده از عصارهارزیابی  

در این مطالعه برای کاهش این ای است.  نتیجه عدم توان تعمیم نتایج این مطالعات به مطالعات درون تنی و شرایط مزرعه
 (In vivo adaptation) هاتیمار دامتنی، از رویکرد پیشتنی و انکوباسیون برونچالش و بهبود تطابق بین مرحله تغذیه درون

این صورت که میش به  به ها عصارهاستفاده شد؛  را  مایع شکمبه همراه جیره  روز    60مدت  های مورد نظر  برداشت  از  پیش 
یاهی پیش از برداشت مایع شکمبه روزانه مصرف کردند. این روش با هدف القای تطابق میکروبی شکمبه به ترکیبات ثانویه گ
تر شرایط  سازی دقیقتنی برای شبیهبه کار رفت و بر اساس توصیه مطالعاتی است که بر اهمیت انطباق پیش از آزمایش برون

دهد میاین رویکرد به محققان امکان   )21et al., 20 Almeida; 24et al., 20 Gutierrez-Cardoso.( تنی تأکید دارنددرون
های تخمیر و تر تیمارها را بر فراسنجهتنی منتقل کنند و اثر واقعیها را به محیط برونیافته با عصارهجمعیت میکروبی تطابق
  ). et al., 2024 Gutierrez-Cardoso( تولید متان ارزیابی کنند

 



 

 

 روش شناسی پژوهش

و بر اساس ) IR2018011#، شماره پروتکل  IACUC)  نشگاهحیوانات داپروتکل پژوهش توسط کمیته مراقبت و استفاده از     
با استفاده از    1396سال    ذرآاواخر  تا    این آزمایش از اواخر مهر  .تأیید شد  شورای ایرانی مراقبت از حیوانات  هایدستورالعمل

 انجام شد.   (در هر تیمار n=5) رأس میش ماکویی 20

 ها  عصاره تهیه

جمع آوری .  خریداری شد  انبار سازمان چای کشوراز  نیز  و برگ چای سبز  آوری  جمعهای گردو از باغ دانشگاه ارومیه  برگ   
های مختلف صورت گرفت. در هر بار نمونه  بار مراجعه به انبار سازمان چای و باغات گردو دانشگاه از بخش  5ها طی  نمونه

مقدار   مواد    3برداری  از  نمونهکیلوگرم  و  آوری  ترکیب شدند.  موردنیاز جمع  با هم  گردو  برگها  زیر سایه نیز  های سبز  در 
های برگگیری قرار گرفت.  بخش تقسیم و هر بخش به صورت مجزا مورد عصاره  5های ترکیب شده به  نمونه.  خشک شدند

درصد غوطه ور شده و در طی یک مرحله با کاغذ    96ساعت در اتانول    24بعد از آسیاب کردن به مدت    گردو و چای سبز
درصد غوطه ور شد و مجدد با کاغذ   75صافی عصاره گیری شده و باقیمانده مواد فیلتر شده در طی مرحله دوم در اتانول  

دستگاه  توسط  سپس  و  شده  ترکیب  هم  با  مرحله  دو  هر  از  شده  استخراج  عصاره  شد.  جداسازی  آن  عصاره  صافی 
  50دمای    با (   (Heidolph Laborota 4000, Heidolph Instruments GmbH & CO. KG, Schwabach, Germanyروتاری

های (. عصارهSolar et al., 2006دور در دقیقه تا یک سوم حجم اولیه تغلیظ گردید )  70گراد و سرعت چرخش  درجه سانتی
تا زمانغلیظ شده درون ویال )  های کوچک  نگهداری شدند  4( در دمای  GC-MSانجام جی سی مس   .درجه سانتی گراد 

بچهاعصاره هر  آن  ی  ترکیبات  جداسازی  دستگاه  جهت  توسط  شد.  GC-MASSها  ارسال  ترکیه  کشور  اندازه    به  میانگین 
 .  است هگزارش شد 3و جدول  2ها در جدول نتایج آنالیز عصارهگیری 

 

 تیمارها و جیره غذایی

ای استفاده تنی و شرایط واقعی مزرعه، در این مطالعه از طراحی دو مرحلهآزمایشگاهی برونبرای کاهش مغایرت بین نتایج    
پیشین مطالعات  کرده (Goel and Makkar, 2012) شد.  عصارهپیشنهاد  مستقیم  افزودن  که  محیط اند  به  گیاهی  های 

میبرون حیوان،  میکروبی  عادت  با  تطابق  عدم  دلیل  به  شرایط  پاسختواند  تنی،  به  نسبت  متناقض  حتی  یا  متفاوت  هایی 
ها به مدت مشخصی  سازی بهتر پاسخ واقعی میکروبی، عصارهتنی داشته باشد. بر این اساس، در این پژوهش برای شبیهدرون
ها ایجاد شود. سپس مایع شکمبه از هر  ای مرتبط با مصرف عصارهها خورانده شد تا تغییرات ترکیب میکروبی شکمبهبه دام

  et al., Almeida( Inoculum»«Adapted تنی انجام شد. این رویکرد مطابق روش های برونتیمار برداشت گردید و آزمون 

توصیه   (2021 افزودنیدر   FAO (2010) هایو  بهارزیابی  برونها  نزدیکتنی  صورت  شرایط  جهت  تنیتر شدن  به   برون 
( گروه دریافت کننده عصاره 2(؛  عصاره)بدون دریافت    شاهد( گروه  1تیمارهای آزمایشی شامل    .تنی انتخاب شدشرایط درون

( گروه دریافت کننده عصاره هیدروالکلی  3میلی گرم به ازای هر کیلوگرم وزن زنده دام؛  100هیدروالکلی برگ گردو در سطح 
های برگ ( گروه دریافت کننده مخلوط عصاره4میلی گرم به ازای هر کیلوگرم وزن زنده دام و    100در سطح  سبز  برگ چای  

ها به مدت دو ماه و در دو وعده میشمیلی گرم به ازای هر کیلوگرم وزن زنده دام بود.    100در سطح    سبز  گردو و برگ چای
ها را دریافت کردند. این دوره تغذیه با هدف تغییر پایدار عصاره   ( از خوراک دهی صبح و قبل از خوراک دهی عصر)قبل    روزانه

و بر  1.9.6069 ورژن     SRNSجیره غذایی با استفاده از نرم افزار    .نجام شددهی میکروبی اترکیب میکروبی شکمبه و عادت
همانند  برون تنیی مورد استفاده در شرایط هاجیره. (1)جدول  ( تنظیم شدNRC, 2007اساس احتیاجات مواد مغذی گوسفند )

 .  ها بودهای استفاده شده جهت تغذیه میشجیره
 
 
 
 

et://search_hashtag/?hashtag=IR2018011


 

 

   (ی مورد استفاده برای تهیه مایع شکمبه )% ماده خشکهاتغذیه شده به میش  جیره شیمیایی ترکیباجزا و  . 1جدول

 درصد ماده خشک  نوع ماده خوراکی 
 55/25 یونجه خشک 
 22/35 سیلوی ذرت 

 73/15 جو
 09/9 سبوس گندم
 11/10 کنجاله سویا 

 5/0 دی کلسیم فسفات
 1 ویتامینی -*مکمل معدنی

 8/2 )پرشیا فت(  پودر چربی
  مواد مغذی  و انرژی جیره 

 56/2 )مگاکالری/کیلوگرم( قابل متابولیسمانرژی 
 15 ( درصدپروتئین خام)
 3/5 ( درصدچربی خام )

 1/43 ( درصدالیاف نامحلول در شوینده خنثی)
 3/16 ( درصدفیبر خام )
 5/6 ( درصدخاکستر)

 85/0 کلسیم
 48/0 فسفر

گرم    E  ،180میلی گرم ویتامین    D  ،1/0واحد بین المللی ویتامین    A  ،100000واحد بین المللی ویتامین    500000*هر کیلوگرم مکمل معدنی و ویتامینی شامل  
گرم سلنیوم،    0/ 001گرم ید،    1/0گرم کبالت،    1/0گرم روی،    3گرم مس،    3/0گرم آهن،    3گرم منگنز،    2گرم سدیم،    60گرم منیزیم،    20گرم فسفر،    90کلسیم،  

 گرم مواد آنتی اکسیدان  3

 

 GC-MSآنالیز عصاره برگ چای سبز با روش  .2جدول

 

 GC-MS آنالیز عصاره برگ سبز گردو با روش .3جدول

Area (%) Area 
Molecular 

weight 
Molecular formula Compound name 

Retention 

time (min) 

95/3  44/185879  284 C18H20O3 Allogibberinic acid 78/4  

81/8  78/415253  327 C18H17NO5 
2-(4-ethoxy-3-met hoxy-phenyl)-3- nitro-
2h-chrom ene 

34/10  

83/6  41/322042  327 C18H17NO5 
2-(4-ethoxy-3-met hoxy-phenyl)-3- nitro-

2h-chrom ene 
04/11  

42/7  70/349471  430 C26H38O5 

10ah-2,12a-methano-1h,4h-cyclopropa[5, 

6][1,3]dioxolo[2’,3 ]c 

yclopenta[1’,2’:9,10]c yclodeca[1,2-

days][1,3]di oxin-15-ol, 

99/11  

60/5  85/263678  327 C18H17NO5 
2-(4-ethoxy-3-met hoxy-phenyl)-3- nitro-

2h-chrom ene 
43/12  

28/6  06/296156  344 C18H16O7 Quercetin 7,3 ,4’-trimethoxy 01/16  

Area 

(%) 
Area 

Molecular 

Weight 
Molecular 

Formula 
Compound name 

Retention time 

(min) 

15/0  81/211723  331 C18H21NO5 
1,4a-dimethyl-7-nitro -9-oxo-

1,2,3,4,4a,9,1 0,10a-octahydro-phena 

nthrene-1-carboxylic acid, methyl ester 
80/4  

91/0  83/1316000  460 C27H56O5 dimethoxyglyc erol docosyl ether 32/10  

15/0  69/214962  224 C13H20O3 
2-propenoic acid, 3-(1-acetyl-2,2-
dimeth ylcyclopentyl)-, methyl ester, 

(e)- 

53/20  

22/0  81/313342  225 C12H19NO3 trimethoxyamphetam ine, 2,3,5- 37/21  

16/97  29/140472105  194 C13H10N2 1h-benzimidazole, 2-phenyl- (cas) 32/23  

68/0  75/978866  354 C20H22N2O4 
curan-17-oic acid, 2,16-didehydro-20-

hydroxy-19-oxo-,methyl ester (cas) 
66/29  

34/0  10/491376  296 C19H24N2O antirliine 50/39  

 



 

 

55/7  62/355835  280 C19H24N2 Curan, 16,17-didehydro-, (20.xi.)- (cas) 17/17  

26/7  44/342213  418 C24H34O6 

Butanoic acid, 
1a,2,5,5a,6,9,10,10aoctahydro-5,5a-dihyd 

roxy-4-(hydroxymethy l)-1,1,7,9-

tetramethyl11-oxo-1h-2,8a-meth 
anocyclopenta[a]cyclo propa[e]cyclodecen-

6 -yl ester, [1ar-(1aà,2à,5á,5aá,6 

á,8aà,9à,10aà)]- 

77/17  

29/46  89/2181551  194 C8H10N4O2 Caffeine (cas) 43/23  

 

 اندازه گیری فراسنجه های شکمبه

با   اخذ وبلافاصله قبل از مصرف خوراک وعده صبح    میش(  5)  هر تیمار  ان موجود درگوسفند  تمامیاز  نمونه مایع شکمبه  
و    ایتخمیر شکمبه  هایفراسنجه  هم مخلوط شده و به عنوان محیط کشت در آزمون برون تنی مورد استفاده قرار گرفت.

میکروبیتغییرات   ارزیابی    جمعیت  تنی  برون  در شرایط  گاز  شد.  شکمبه  تولید  مبنای روش  آزمایش   & Menke(1988)بر 

Steingass    مختلفدر روزهای    ران   3در    تکرار   4  صورت  به  ( n=12 برای هر تیمار)    های  در ویال جیره  میلی گرم    200با
میزان تولید  .انجام شد (butyl rubber stoppers) لیتری با درپوش آلومینیومی و پلاگ لاستیکیمیلی 120ای استاندارد  شیشه

لیتر  گیری و سپس به میلیساعت اندازه  96و    72،  48،  24،  12،  9،  6،  4،  2های  گاز بر حسب فشار )هکتو پاسکال( در زمان
ساعت انکباسیون بر اساس هر واحد ماده    12نرخ تولید گاز متان نیز به صورت میلی لیتر گاز تولید شده طی    گاز تبدیل شد.

نیز جهت اندازه    جداگانه  و یک رانگاز متان،   گیریران نیز به منظور اندازه  یکهمزمان با انجام گاز تست،  آلی محاسبه شد.  
پروتوزوا  و  فرار چرب اسیدهایگیری   تولیدی طی    شمارش  از قرائت گاز  لیتر سود    4ساعت،    24انجام شد. پس    10میلی 

 pH  Schott Titrator, SCHOTTپس از اندازه گیری  .  ها تزریق شده و حجم متان تولیدی محاسبه شد مولار به داخل ویال

AG, Mainz, Germany)  (Titroline easy 5000,  درجه سانتی گراد تا زمان اندازه    -20ها نمونه برداری و در دمای  از ویال
فرار اسیدهای چرب  میکروبی  گیری  دستگاه    و جمعیت  توسط  فرار  اسیدهای چرب  آنالیز   GC  (6820 Gasنگهداری شد. 

Chromatograph, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)  از ستون استفاده   J&W HP-FFAP GC) هایبا 

Column, 30 m, 0.25 mm, 0.25 mm, 7-inch cage, Agilent Technology) HP-FFAP    .شمارش پروتوزوآ نیز انجام شد
شد. جمع آوری  میش در هر تیمار، پیش از تغذیه صبحگاهی    5مایع شکمبه از    انجام شد.   Dehority, 2017مطابق با روش 

با حجم مساوی نمونه این مخلوط بلافاصله  از  با هم مخلوط شدند. بخشی  پارچه دولایه گاز صاف شدند و  از  ها بلافاصله 
)  10فرمالین   بافر شده  تثبیت شد و در دمای  1:1درصد  تا زمان شمارش  درجه سانتی  4(  برای    .نگهداری شدپروتوزوا  گراد 

)محلول به   1به  3نرمال به نسبت  2/0تعیین نیتروژن آمونیاکی، مایع شکمبه پس از صاف شدن بلافاصله با اسید سولفوریک 
نمونه شود.  متوقف  آنزیمی  فعالیت  تا  شد  اسیدی  دمای  تا  ها  نمونه(  در  آنالیز  سانتی  -20زمان  شدندرجه  نگهداری  .  دگراد 

با استفاده از معرف فنول و هیپوکلریت و   Broderick and Kang (1980) سنجی ی نیتروژن آمونیاکی با روش رنگگیراندازه
 .نانومتر انجام شد 625قرائت در طول موج 

  Blümmel et al. (1997)  ذیری ظاهری و حقیقی نمونه مایع شکمبه از روش پها بر گوارش  بررسی اثرات عصارهبرای  
از   بعد  که  این صورت  به  ویال  24استفاده شد  محتویات  انکوباسیون،  فالکونساعت  در  وزنها  قبل  از  که  کشی شده  هایی 
ها به داخل آون با دمای  دقیقه( محلول بالایی دور ریخته شد و فالکون  40دور،    4000بودند، تخلیه شد و پس از سانتریفیوژ )

کشی شدند، تفاوت وزن موجود و وزن اولیه مقدار  ساعت از آون خارج و وزن  48گراد منتقل گردید. پس از  درجه سانتی  65
 ( گوارش  میلی  500خوراک  مقدار  میپگرم(،  را مشخص  ظاهری  اندازهذیری  برای  گوارش نماید.  ماده پ  گیری  حقیقی  ذیری 

فالکون در محلول شوینده خنثی  خشک، سپس محتویات  NDSها 
و  به مدت یک ساعت   1 از طریق کروسیبل  و  جوشانده 

نمونه شد.  صاف  گرم  مقطر  آب  با  مدت  شستشو  به  آون    48ها  در  وزن  65ساعت  از  پس  شدند.  داده  قرار  کشی  درجه 

 
1. Neutral Detergent Solution 



 

 

گراد کوره الکتریکی قرار درجه سانتی  550ها در دمای  های تخمیر، کروسیبلگیری سایر فراسنجهها، به منظور اندازهکروسیبل
 گرفتند.

 RT-qPCRو افزایش با استفاده از  DNAاستخراج 

،  (Total fungi) هاهای میکروبی هدف شامل کل قارچ مربوط به گروه DNA، ریل تایم PCRو آنالیز   DNAبرای استخراج 
ساعت انکوباسیون، مقدار یکسانی از    24پس از    (Methanogensمتانوژنیک )آرکئاهای  ( و  Total protozoaکل پروتوزوآها )

 DNA گراد تا زمان استخراجدرجه سانتی  -80لیتر( به یک لوله اپندورف منتقل شده و در دمای  میلی  2محتویات سرنگ )

با    Yang et al. (2009)و    Tajima et al. (2001)شده توسط    های توصیفبر اساس روش  DNA نگهداری شد. استخراج کل
رسوب سپس  و  کلروفرم  و  فنل  از  نمکاستفاده  با  شد-گذاری  انجام  استریلاستخراج DNA .الکل  محلول  در  -Tris شده 

EDTA  حل شد، با استفاده از RNase فاقد DNase پردازش شد و با استفاده از کیت DNA Clean and ConcentratorTM-

بازدهایروین، کالیفرنیا( مطابق دستورالعمل تولیدکننده خالص) .ZYMO Research Corp شرکت 25  سازی شد. خلوص و 

DNA   و RNA نانودرآپاستخراج اسپکتروفتومتر  از  استفاده  با     (Thermo Fisher Scientific Wilmington, DE) شده 
 تعیین شدند.  گرین SYBR با رنگ rtPCR ها با استفاده از های مختلف میکروبی در نمونهارزیابی شد. گروه

تکثیرویژگی برای  استفاده  مورد  پرایمرهای  متانوژنیکپروتووزآهاکل  ،  هاقارچ کل   PCR های  آرکئاهای  جدول    ،    4در 
در زمان   PCR دستگاه Step-One میکروبی با استفاده از دستگاه   DNA سازی اهداف ژنی روینمایش داده شده است. کمیّ

 ، والتام، ماساچوست( انجام شد. BiosystemsVR 7500 ،Applied Biosystems واقعی
 
 شکمبه  ریزجانداران افزایش در مورداستفاده آغازگرهای مشخصات. 4جدول

 Forward primer Reverse primer  Reference 

Total fungi 
GAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGT

TTC 
CAAATTCACAAAGGGTAGGATG

ATT 
60 

Denman and 

McSweeney (2006) 

Total protozoa CAYGTCTAAGTATAAATAACTAC CTCTAGGTGATWWGRTTTAC 61 Sylvester et al. (2004) 

Methanogens CCGGAGATGGAACCTGAGAC CGGTCTTGCCCAGCTCTTATTC 60 Zhou et al. (2009) 

 

 آنالیز آماری 

 (Rj)  ران  3و مجموعا در  در هر تیمار    تکرار  4  و  (Ti)  تیمار  4با    این تحقیق در قالب طرح کاملا تصادفیدر    تخمیر  آزمون   
های حاصل از  میانگین داده  گیری از مایع شکمبه به صورت مجزا انجام شد.هر ران در یک روز و در هر ران نمونه   .انجام شد

در  های  تکرار ران  آزمایشگاهی  آزمایشی  هر  تکرار  هر  و  برای  آماری  درمحاسبه  استفاده  آنالیز  گرفت  مورد  اقرار  ران  .  ثر 
صورت تصادفی، لحاظ در مدل آماری در نظر گرفته شد. هدف از گنجاندن ران به  (Random effect) عنوان عامل تصادفیبه

)شیرابه روزها  بین  تغییرات طبیعی  تعمیمکردن  و  متفاوت(  بودهای  آزمایشگاهی  نتایج  داده.  پذیری  از تصحیح  استفاده  با  ها 
ها به صورت میانگین حداقل انجام شد و داده  05/0درسطح احتمال آماری    PDIFFها باگزینه  آزمون توکی و مقایسه میانگین 

   شد. ستاندارد مربوطه گزارش مربعات و خطای ا

 های پژوهشیافته

  تولید گاز و متان 
در جدول   گاز  تولید  بر  تیمارها  تفاوت ارائه شده    1و شکل    5اثر  تیمارها  بین  گاز  تولید  پتانسیل  داد  نشان  نتایج  است. 

تیمار شاهدتولید گاز  بیشترین مقدار    .(P=0.002)  داری داشتمعنی ها تیمار حاوی ترکیب عصارهو    (لیترمیلی   60/373)  در 
تولید گاز ) بودلیترمیلی  60/265دارای کمتربن مقدار  تیمار  (  بین  تیمار شاهد و عصاره چای سبز، و همچنین  بین  اختلاف   .

تحت تأثیر تیمارها قرار نگرفت،  (C) . نرخ تخمیر(P>0.05)  دار نبود برگ گردو، از نظر آماری معنیتیمار  و    دو عصاره  ترکیب
داری کاهش یافت و  طور معنیبیشترین مقدار را داشت. تولید گاز متان نیز به  دو عصاره  ترکیب در تیمار   (L) اما فاز تأخیر

 .  (P<0.001) و بیشترین در تیمار شاهد ثبت شد دو عصاره  ترکیبکمترین مقدار آن در تیمار 



 

 

 ها میش  در تولید متانو  تولید گازپارمترهای تأثیر عصار اتانولی برگ گردو و برگ چای سبز بر  . 5جدول

  1تیمارهای آزمایشی  

 متغیر ها 
P value SEM 

ترکیب  

هر دو  

 عصاره

عصاره 

برگ چای  

 سبز

عصاره برگ  

 گردو 
   شاهد

 تولید گاز       
0002 /0 39/13 265/60c 338/60ab 300/00bc 373/60a A 

36/0 01/0 93/0  97/0  96/0  95/0  C 

044/0 08/0 1/51a 1/22b 1/40ab 1/19b L 

001/0 ˂ 8/0 53/4c 58/5b 58/4b 64/6a ( میلی لیتر/ گرم ماده خشک ) گاز متان 

01/0 0015 /0 0/111cd 0/123b 0/108c 0/139a 
متان گاز  تولید  در  )  نرخ  شده  تولید  گاز  لیتر  لیتر/میلی  میلی 

 ( انکوباسیون  12ساعت 
 ها میلی گرم عصاره به ازای هر کیلوگرم از وزن بدن میش 100 1
  :A ،)میلی لیتر/میلی گرم ماده خشک( پتانسیل تولید گاز:C ،)میلی لیتر /ساعت ( نرخ تخمیرL:  )فاز تاخیر )ساعت 

 است  0/ 05 سطح  در آماری دار معنی تفاوت دهندة نشان ردیف هر در متفاوت بالانویس با هایمیانگین

 

 
 تأثیر عصاره الکلی برگ درخت گردو و برگ چای سبز بر کنیتیک تولید گاز شکمبه ای . 1شکل

 

 و جمعیت پروتوزوا  نیتروژن آمونیاکی ،اسیدهای چرب فرار

اسیدهای چرب فرار شکمبه در   الگویهای اتانولی برگ چای سبز و برگ سبز گردو بر  اطلاعات مربوط به تأثیر عصاره
 pHایزووالرات و  میزان کل اسیدهای چرب فرار و مقادیر والرات، ایزوبوتیرات،  .  ارائه شده است  6در جدول  شرایط برون تنی  

معنی تفاوت  تیمارها  بین  شکمبه  نداشتمایع  تیمار  .   (P>0.05)داری  در  استات  عصاره  ترکیبمیزان  معنیبه   دو  داری  طور 
بوتیرات شکمبه نیز تحت   . (P=0.002)، در حالی که پروپیونات در این تیمار بیشترین مقدار را داشت(P<0.05)  کاهش یافت

  دو عصاره   ترکیبگردو و    برگ  و در تیمار شاهد و عصاره چای سبز بیشترین، و در تیمار (P<0.05) تأثیر تیمارها قرار گرفت
ترین پایین  دو عصاره  ترکیب داری کاهش یافت و در تیمار  طور معنیکمترین مقدار را نشان داد. نسبت استات به پروپیونات به

و     (P<0.05) داری بر مقدار نیتروژن آمونیاکی داشتندنشان داد تیمارها اثر معنی  (6)جدول  نتایج(P=0.002).   مقدار را داشت
  کل دار نبود.  کمتر از سایر تیمارها بود، هرچند اختلاف آن با تیمار برگ گردو معنی  ترکیب دو عصارهاین شاخص در تیمار  
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معنی کاهش  تیمارها  تأثیر  تحت  نیز  دادپروتوزوآ  نشان  به (P<0.001)   داری  و  طوری،  ترکیبی  تیمار  در  تعداد  کمترین  که 
دو   یمار شاهد کمتر و از تیمار ترکیبتیمارهای برگ گردو و چای سبز از تتعداد پروتوزوا در  بیشترین در تیمار شاهد ثبت شد.  

  بیشتر بودند، اما تفاوت آماری مشخصی با یکدیگر نداشتند عصاره
 
اسیدهای چرب فرارتأثیر عصارهای    . 6جدول پروفیل  بر  امونیاکی و جمعیت پروتوزوا ،اتانولی برگ چای سبز و برگ سبز گردو  نیتروژن  مایع شکمبه  ی  غلظت 

 ها میش

 1تیمارهای آزمایشی  

 متغیر ها 
P value SEM 

ترکیب هر 

 دو عصاره 

عصاره برگ  

 چای سبز 

عصاره برگ  

 گردو 
 شاهد

 مول( 100فرار)مول/ اسید های چرب       
760/0 82/3 20/88  00/85  40/82  60/84  (لیتر دسی یلی مول/ )مفرارکل اسیدهای چرب  

0001 /0 29/1 53/64b 57/79a 57/82a 57/66a  استات 
0001 /0 85/0 34/39a 29/66c 32/21b 29/8c  پروپیونات 
0001 /0 37/0 8/69b 9/32ab 7/02c 9/71a  بوتیرات 
87/0 022/0 55/0  55/0  51/0  48/0  والرات  
04/0 018/0 0/99a 0/99a 0/86ab 0/75b  ایزوبوتیرات 
122/0 012/0 1/73a 1/67ab 1/56b 1/59ab  ایزو والرات 
0001 /0 006/0 1/56c 1/95a 1/79b 1/93a  استات/پروپیونات 

470/0 10/0 44/6  66/6  63/6  57/6  pH 

04/0 21/0 4/60b 5/49a 4/98ab 5/33a ( میلی گرم/دسی لیتر) نیتروژن آمونیاکی 
001/0 ˂ 93/1 199/20c 210/20b 213/60b 221/00a  ( ×510میلی لیتر مایع شکمبه/ ) * کل پروتوزوآ  

 ها میلی گرم عصاره به ازای هر کیلوگرم از وزن بدن میش 100 1
 است  0/  05 سطح  در آماری دار معنی تفاوت دهندة نشان ردیف هر در متفاوت بالانویس با هایمیانگین

 .است شده ارایه میکروسکوپی بررسی از آمده دست به نتایج  پایۀ بر جدول این در پروتوزوآ تعداد *

 

 ماده خشک و ماده آلیپذیری گوارش 

گوارش      بر  سبز  چای  برگ  و  گردو  برگ  اتانولی  عصاره  تأثیر  مغذی    بروتنیپذیری  بررسی  تیمارهای  مواد  که  داد  نشان 
معنی تفاوت  شاخصمختلف  در  گوارش داری  کردندهای  ایجاد  جدول  .(P<0.05) پذیری  اساس  گردو 7بر  برگ  عصاره   ،

پذیری ظاهری و حقیقی  دار گوارش تنهایی و همچنین ترکیب هر دو عصاره )برگ گردو و چای سبز( موجب افزایش معنیبه
در   خشک  معنی  48و    24ماده  طور  به  تیمارها  این  شد.  شاهد  ساعت  گروه  به  نسبت  بالاتری  مقادیر  دادندداری  .  نشان 

یب دو  پذیری ظاهری و حقیقی ماده آلی نیز تحت تأثیر تیمارها بهبود یافت و تیمارهای حاوی عصاره برگ گردو و ترکگوارش 
داری با شاهد ها تفاوت معنیتنهایی در برخی شاخصعصاره مقادیر بالاتری نسبت به شاهد داشتند. عصاره برگ چای سبز به 

 .نداشت یا مقادیر آن به شاهد نزدیک بود
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 مواد مغذی ذیری آزمایشگاهی  پتأثیر عصار اتانولی برگ گردو و برگ چای سبز بر گوارش  . 7جدول

P value SEM 

 تیمارهای آزمایشی 1

ترکیب هر دو   ها متغیر

 عصاره

عصاره برگ چای  

 سبز

عصاره برگ  

 گردو 
 شاهد

 ( درصدذیری )پگوارش       

001/0 ˂ 47/6 36/88a 32/08b 36/20a 32/54b 
  24ذیری ظاهری ماده خشک )پگوارش 
 ساعت( 

006/0 43/4 36/90a 35/42b 36/78a 34/70b  ساعت(  24ذیری حقیقی ماده خشک )پگوارش 

001/0 ˂ 37/5 39/96a 35/72b 40/44a 34/46b 
  48ذیری ظاهری ماده خشک )پگوارش 
 ساعت( 

001/0 ˂ 36/6 41/38a 36/30b 41/52a 35/50b  ساعت(  48)ذیری حقیقی ماده خشک پگوارش 
001/0 ˂ 52/4 43/18a 34/94b 42/52a 34/06b  ساعت(  24ذیری ظاهری ماده آلی )پگوارش 

001/0 ˂ 59/4 48/56a 45/22b 48/18a 44/34b  ساعت(  48ذیری حقیقی ماده آلی )پگوارش 
 ها میلی گرم عصاره به ازای هر کیلوگرم از وزن بدن میش 100 1

 است  0/ 05  سطح  در آماری دار معنی تفاوت دهندة نشان ردیف هر در متفاوت بالانویس با هایمیانگین

 

 ریز جانداران جمعیت 

  دو   تیمار ترکیب  .نمایش داده شده است  2ها در شکل  ها و قارچتغییرات نسبی جمعیت میکروبی شامل پروتوزوآ، متانوژن 
با    ها شدجمعیت متانوژن  در جمعیت پروتوزوآ وبه ترتیب  درصدی    35/50و    22/68منجر به کاهش    عصاره که در مقایسه 

های برگ گردو و برگ چای سبز نیز کاهش نسبتا کمتری نسبت به عصاره  .  (P<0.05)گروه شاهد این کاهش معنی دار بود  
داشتند. دو عصاره  قارچهمچنین    ترکیب  دو عصاره  هاجمعیت  ترکیب  تیمار  در  یافت. عصاره  8/14  نیز  افزایش  های درصد 

  .ها نداشتندداری در افزایش جمعیت قارچگردو و چای سبز تفاوت معنیبرگ  منفرد 
 

 
 

 جمعیت میکروبی نسبت به گروه کنترل   تغییر )درصد( های اتانولی برگ چای سبز و برگ سبز گردو بره تأثیر عصار. 2شکل

 بود 0 23/6،  71/3،  07/5برابر با   متانوژن  های  باکتری  و  ها  قارچ  پروتوزوآ،  برای  ترتیب به  SEM میزان 
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افزودنیمیکروارگانیسمدستکاری عملکرد دستگاه گوارش و   با استفاده از  های خوراک به عنوان یک استراتژی  های شکمبه 

بهره و  رشد  عملکرد  بهبود  در  )مهم  است  شده  شناخته  گوسفند  در  خوراک  جمله    (. Swanson et al., 2016وری  از  متان 

اکسید کربن برآورد برابر دی  25ای با پتانسیل بالای گرمایش جهانی است که اثر آن بر گرم شدن کره زمین  گازهای گلخانه

توانند به  های تولیدکننده متان، میهای خوراکی با تغییر در فرآیند تخمیر میکروبی شکمبه و کاهش باکتریشود. افزودنیمی

ده، آمدستبا توجه به نتایج به   (.Lee et al.2017)  کاهش تولید این گاز و در نتیجه کاهش اثرات گرمایش جهانی کمک کنند

توجه در تولید گاز نسبت به صورت جداگانه منجر به کاهش قابلاستفاده از عصاره برگ گردو و عصاره چای سبز هر دو به

صورت ترکیبی مورد استفاده قرار گرفتند، میزان تولید گاز نسبت به با این حال، زمانی که این دو عصاره به  شدند.  تیمار شاهد

اثر همانفرادی کاهش بیشتری را نشان می هر یک از تیمارهای   افزایی ترکیبات دهد. این کاهش تجمعی، احتمالًا ناشی از 

های موجود در برگ گردو و اکسیدانها و آنتیها، تاننفعال زیستی موجود در هر دو عصاره است. به بیان دیگر، ترکیب فنول

های تولیدکننده گاز و متان را  افزا بر تخمیر میکروبی تأثیر گذاشته و فعالیت میکروارگانیسمطور همچای سبز ممکن است به

تنها ها نه ها، ترکیب آنبنابراین، برخلاف انتظار مبنی بر تأثیر جداگانه عصاره. (Ramdani et al., 2022)دبیشتر مهار کرده باشن

می بلکه  گاز شد  تولید  در  مضاعف  کاهش  تخمیرباعث  مدیریت  در  مؤثرتر  روشی  گازهای شکمبه  تواند  تولید  کاهش  و  ای 

بر  Bioflavex) )  تر، اثرات منفی فلاونوئیدها از طریق افزودن عصاره تجاری مرکباتپیش  .ای در نشخوارکنندگان باشد گلخانه

افزودن  اند که  . برخلاف نتایج ما، برخی پژوهشگران گزارش کرده(Seradj et al. 2014)  پتانسیل تولید گاز گزارش شده است

 .Kim et al. 2012, 2015; Santoso et al)  دداری بر تولید کل گاز ندارمعنی  های گیاهی غنی از ترکیبات فنولیک تأثیرعصاره

  پتانسیل   نداد،  نشان  داریمعنی  تفاوت  تیمارها  بین  (C)  تخمیر  نرخ  کهآن  وجود  با  شده،  بیان  نتایج  در  که  طورهمان  .(2013

عصاره  در  تولیدی  گاز  کل   حجم  نتیجه  در   و  گاز  تولید دو  هر  ترکیب    اثر   دلیل   به  تواندمی   پدیده   این .  یافت  کاهش  تیمار 

  یا   متانوژن  آرکئاهای  فعالیت  کاهش  ویژهبه  شکمبه،  میکروبی  جمعیت  ترکیب  بر  گیاهی  هایعصاره  در  موجود  ثانویه  ترکیبات

  بیان  به  .کند  پیدا  چشمگیری  تغییر  (C)  سوبسترا  تخمیر  کلی  نرخ  کهآن  بدون  باشد،  داده  رخ  زا،هیدروژن  پروتوزوآهای  حذف

 منحرف  متان  تولید  سمت  به  تخمیری  مسیرهای  از  بخشی  اما  باشد،  مانده  باقی  مشابه  است  ممکن  تخمیر  اولیه  نرخ  دیگر،

  گاز   تولید  کاهش  به   منجر  که  اند،کرده   پیدا  سوق   فرار  چرب  اسیدهای  تولید  مانند  گازی  غیر  جانبی  مسیرهای  به   یا   اندنشده

 و  است، واکنش سرعت بیانگر تنها C کهقابل ذکر است  همچنین (.Cieslak et al., 2016) است  شده تخمیر نرخ کاهش بدون

 ثابت   شرایط  در  کلی  گاز  یا   متان  کاهش  امکان  بنابراین .  دهد را نشان نمی  فرآیند  کل  از  زامتان  مسیرهای  سهم  یا   آن  راندمان

دارد.  تخمیر  کیفیت  تغییر  با   تخمیر،  نرخ  بودن تأخیر  وجود  زمان  نتایج (L) افزایش  با  شد،  مشاهده  حاضر  مطالعه  در   که 

Mirzaei   راستا و برخلاف گزارشهم  (2016)و همکاران Oskoueian   بود. این نتایج متفاوت ممکن است   (2013)و همکاران

های متفاوت فلاونوئیدها، دوزهای مختلف، نسبت گیری، فعالیتناشی از تفاوت در جمعیت میکروبی مایع شکمبه، زمان نمونه

بیشترین باعث   . ترکیب دو عصاره(Jahani-Azizabadi et al., 2014)  علوفه به کنسانتره یا شرایط متفاوت آزمایشگاهی باشد

با تغییر اختصاصی در ترکیب جمعیت   هاکه عصاره  رسددر مقایسه با گروه شاهد شد. به نظر می  دار انتشار متانکاهش معنی

ها در مقایسه با  باعث کاهش جمعیت متانوژن  هاعصاره شود. استفاده ازمیمیکروبی شکمبه، موجب بهبود بازده رشد میکروبی 

یافته با  ما  نتایج  متانوژنراستا است که کاهش معنیهم  (2013)و همکاران   Wang هایشاهد شد.  اثر دار جمعیت  را در  ها 

های غنی از فلاونوئید  نیز نشان دادند که عصاره   (2015)و همکاران    Kim  .های گیاهی غنی از فلاونوئید گزارش کردندعصاره

تواند بخشی از آن به دلیل کاهش کاهش تولید متان می.  شوندساعت انکوباسیون می  24باعث کاهش انتشار متان پس از  

همچنین، پیشنهاد  . داری نشان دادکه جمعیت پروتوزوآ نیز تحت تأثیر تیمارها کاهش معنیطوریجمعیت پروتوزوآ باشد؛ به

  طور غیرمستقیم فرآیند متانوژنز را مهار کنند به  (.sink 2H)  شده است که فلاونوئیدها با عمل به عنوان مخازن جذب هیدروژن

(Becker et al., 2014) .اندها را گزارش کردهبا این حال، مطالعاتی نیز اثر مهاری مستقیم فلاونوئیدها بر متانوژن (Seradj et 



 

 

el., 2014) .  ،ای که نسبت استات کاهش گونه را تغییر داد، به   اسیدهای چرب فرار  عصاره های مصرفی الگویدر این مطالعه

و نسبت پروپیونات افزایش یافت. مدیریت محیط شکمبه برای بهبود تولید اسیدهای چرب فرار از جمله تغییرات مطلوب در 

 است،  شده  گزارش   نیز  پیشین   مطالعات  در  که  طورهمان .(Oskoueian et al., 2013)  شوداکوسیستم شکمبه محسوب می

  با   رقابتی  مسیری  که  است  پروپیونات   بیشتر  تولید  سمت  به  ایشکمبه  تخمیر  گیریجهت  یدهندهنشان   نسبت  این  کاهش

  بودن   دسترس   در  کاهش  موجب  گیر،هیدروژن  مسیر   یک  عنوان به   پروپیونات  سهم  افزایش.  شودمی  محسوب  متان  تولید

 سازپیش  پروپیونات  ،طرفی  از  . (Ungerfeld, 2015)  شود  منجر  متانوژنز   کاهش  به  تواندمی  و  شده  هامتانوژن  برای  هیدروژن

 رشد  مانند)  تولید  کارایی  و   جیره  انرژی  تبدیل  راندمان   بهبود  تواندمی   آن   افزایش  و  است  نشخوارکنندگان  در   گلوکونئوژنز   اصلی

  از   تنهانه  پژوهش  این  در   پروپیونات  به   استات  نسبت  کاهش  بنابراین، .  (NRC, 2007)  باشد  داشته   همراه  به   را(  شیر  تولید  یا

معنی.است  اهمیت  حائز  نیز  ایتغذیه  راندمان   بهبود  نظر  از  بلکه  متان،  کاهش  منظر و افزایش  پروپیونات  مولی  نسبت  دار 

سایر   در  فلاونوئیدها  افزودن  اثر  در  استات  استکاهش  شده  گزارش  نیز  در  . (Seradj et el., 2014)  مطالعات  مقابل،  در 

کل  اسیدهای چرب فرار موم زنبورعسل باعث افزایش تولید استات وشده از برهای دیگر، ترکیبات فنولیک استخراجمطالعه

  ( 2013)و همکاران  Oskoueian های که با یافته داری نداشتبین تیمارها تفاوت معنی pH میزان(. Paula et al., 2017) شدند

داردهم از  .خوانی  به هاعصاره استفاده  بود،  تأثیرگذار  شکمبه  در  نیتروژن  مصرف  بر  که  همچنین  عصاره  طوری  دو  ترکیب 

آمونیاک    نبیشتری غلظت  داشتکاهش  تجزیه  را  با  که  باشد  پروتوزوآ  جمعیت  کاهش  از  ناشی  است  ممکن  کاهش  این   .

آمونیاک در شکمبه میهای  پروتئین افزایش سطح  باعث  از عصارهJadhav et al.,2018)  شوندباکتریایی  استفاده  باعث   ها(. 

متانوژن  جمعیت  بودشد  ها  کاهش  همراه  پروتوزوآ  جمعیت  کاهش  با  تغییر  این  در (.  2)شکل    که  پروتوزوآ  جمعیت  کاهش 

اگرچه مکانیسم   .(Li et al., 2024)  استتر گزارش شده  ارتباط با متانوژنز شکمبه از طریق اثر مستقیم فلاونوئیدها نیز پیش

دلیل ماهیت لیپوفیلیک ترکیبات ثانویه گیاهی، این ترکیبات ممکن است  طور کامل روشن نشده است، اما بهدقیق اثر هنوز به

ها ها، قارچ، رشد ویروس Patra (2012)   به گزارش . (Wang et al., 2023)  دنفوذپذیری آنها از غشای پروتوزوآ را تسهیل کنن

ها هستند، ممکن است در اثر ترکیبات گیاهی غنی از فلاونوئید مختل ای که میزبان متانوژن و برخی از پروتوزوآهای شکمبه

لی نیز  ظاهری و واقعی ماده خشک و ماده آ  ذیریگوارش پهای گیاهی ،  افزودن عصارههش در تولید گاز با  به دنبال کا  .شود

بر افزایش  افزایش یافت. تأثیر عصاره اثرات مثبت مواد موثره عصارهتواند به دمی   ذیریگوارش پها  ها بر روی باکتری  لیل 

های شکمبه و در نتیجه کاهش تولید کاز باشد. ها بر پروتوزوا و متانوژنهای شکمبه و اثر سوء آنو قارچ  سلولولیتیکهای  

به سمت   میکروبی شکمبه  در جمعیت  تغییر  د  تواندمیکارامدتر    های یکروبمبنابراین  کاهش  را  گاز  به  ادهتولید  منجر  اما   ،

ها در  آنزیمها نیز ممکن است از طریق شرکت در سنتز برخی  کیبات فلاونوئیدی موجود در عصارههضم بهتر مواد شوند. تر

شوند. به علاوه شواهدی از خواص ضد میکروبی فلاونوئید نیز در مطالعات   ذیریپگوارش  روده باریک گوسفند سبب بهبود  

براساس   ماده خشک و ماده آلی باشد.  ذیریپگوارش  تواند دلیلی بر افزایش  که می  .(Wang et al., 2023)گزارش شده است  

 ;Santos et al., 2010)  گیاهی قرار نگرفت  هایعصارهخوراک تحت تأثیر    ذیریپگوارش  برخی تحقیقات و مغایر با نتایج ما  

Smeti et al., 2015;)  ،برخلاف   .ن فلاونوئید مصرفی مشخص نشده استها یا میزااگرچه در این مطالعات دوز دقیق عصاره

عصاره    میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن   500کردند که  در تحقیقی بر روی میش گزارش   (2019)همکاران    وAbeer   نتایج ما 

میخک   و خصوصاً  آویشن  رومی،  فنولی    ذیریپگوارش  بادیان  طبیعت  با  را  آن  دلیل  و  داد  افزایش  را  و   eugenolخوراک 

نشان    (2004)و همکاران    Newboldهای دخیل در هضم خوراک مرتبط دانستند. علاوه براین،  توانایی آن در تحریک باکتری 

برخی برابر تجزیه میکروبی محافظت می  عصاره های گیاهی  دادند که  پروتئین جیره در   Rofiq   (2018)  همچنین  کنند.از 

شود که با نتایج ما مغایرت دارند.  مادة آلی می  ذیریپ  گوارش آویشن سبب افزایش    درصد عصاره  3استفاده از    نشان داد که

کهیافته داد  نشان  مطالعه  این  شکمبهکاهش    های  گاز  متانتولید  جمله  از  ویژگی  ای  از  ناشی  میکروبی احتمالًا  ضد  های 



 

 

تانن نظیر فلاونوئیدها،  زیستی  فعال  آنتیترکیبات  و  میکروبی شکمبه، اکسیدانها  بر ساختار و عملکرد جمعیت  است که  ها 

پذیری ماده خشک و ماده آلی که در این از سوی دیگر، افزایش گوارش   ها و پروتوزوآها، اثر بازدارنده دارند.ویژه متانوژن به

مشاهده شد، می این عصارهپژوهش  مثبت  تأثیر  باکتریتواند حاصل  فعالیت  بر  قارچها  سلولولیتیک،  و  های شکمبههای  ای 

آنزیم  با وجود هم احتمالًا افزایش سنتز  پذیری، شواهد زمانی کاهش تولید گاز و افزایش گوارش های گوارشی در روده باشد. 

یزیولوژیک و میکروبی رخ دهند و الزاماً رابطه دهد که این دو پدیده ممکن است از طریق مسیرهای مجزای فموجود نشان می

 .ها وجود نداشته باشدومعلولی مستقیم میان آن علت

 گیری نتیجه 
از عصاره استفاده  که  داد  نشان  مطالعه  این  سبز  اتانولیهای  نتایج  برگ چای  و  گردو  افزودنی  به  تواندمی  برگ  یک  عنوان 

استفاده  تولید متان و بهبود الگوی تخمیر شکمبه ایفا کند.  ای از جمله  گاز شکمبهطبیعی در جیره دام نقش مؤثری در کاهش  
متانوژنموجب کاهش معنی برگ چای سبزبرگ گردو و  ی  هااز عصاره پروتوزوآهای شکمبهدار جمعیت  از ها و  ای شد که 

به  متان  تولید  اصلی  میعوامل  بهشمار  فرار  چرب  اسیدهای  نسبت  در  تغییر  همچنین،  به  روند.  استات  نسبت  کاهش  ویژه 
استفاده از این ترکیب گیاهی .  دهنده تغییر مطلوب در مسیرهای هیدروژنی و کاهش پتانسیل تولید متان بودپروپیونات، نشان

محیطی ناشی های زیستها در کاهش آلودگیبیوتیکهای شیمیایی و آنتیعنوان جایگزینی مناسب برای افزودنیتواند بهمی
گلخانه گازهای  به از  به ای،  اساس،  این  بر  شود.  مطرح  متان،  عصاره  کارگیریویژه  جیره  هااین  نسبدر  با  دامی  های  ت های 

بهره  بهبود  برای  امیدبخش  راهکاری  کنسانتره،  به  علوفه  زیستمختلف  اثرات  کاهش  و  دام  دامی وری  تولیدات  محیطی 
 .شودمحسوب می
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Extended Abstract  

Introduction 

Improving feed efficiency in ruminants is achievable by reducing energy loss. This can be 

done through enhanced digestibility and better rumen fermentation management, 

particularly by increasing propionate production and consequently reducing methane 

production. Over the course of evolution, plants have developed a wide range of secondary 

metabolites that exert significant biological effects when consumed by herbivores. Among 

these, polyphenols—especially flavonoids—are valued for their antioxidant, anti-

inflammatory, and immune-boosting properties, making them promising candidates for 

improving animal health and productivity. The use of plant extracts rich in these 

compounds in ruminant nutrition has attracted interest due to their low production cost, 

environmental compatibility, and ability to mitigate metabolic disturbances caused by 

oxidative stress. Walnut leaves and green tea are rich sources of flavonoids and antioxidant 

compounds capable of scavenging free radicals and modulating redox-sensitive biological 

pathways. Additionally, plant secondary metabolites such as tannins and saponins can help 



 

 

reduce methane production in the rumen and improve fermentation patterns by influencing 

the microbial population. However, there is limited information about the effects of 

ethanolic extracts of walnut leaves and green tea on rumen fermentation processes. This 

study aims to investigate the in vitro effects of these extracts on fermentation patterns, total 

gas production, methane emissions, and volatile fatty acid profiles, exploring their 

potential as a natural and sustainable approach to reducing methane production and the risk 

of ruminal acidosis. 

Methods  

The protocol for this study was approved by the Institutional Animal Care and Use 

Committee (IACUC). The experiment was conducted during autumn 2017 (Mehr to Azar 

1396) on 20 Makui ewes allocated to four treatments: control (no extract), hydroalcoholic 

walnut leaf extract, green tea leaf extract, and a combination of both extracts. Walnut 

leaves were collected from Urmia University orchards, while green tea leaves were 

purchased from the National Tea Organization. Samples were collected in multiple rounds, 

dried, and ground. Extraction was performed in two stages using 96% and then 75% 

ethanol. The filtered extracts were concentrated at 50 °C using a rotary evaporator and sent 

to Turkey for GC-MS analysis. Ewes received the extracts at 100 mg per kg live weight 

twice daily for two months. Diets were formulated using SRNS software based on NRC 

(2007) requirements. For in vitro testing, rumen fluid was collected from all ewes in each 

treatment before morning feeding, filtered, pooled, and used as inoculum. The gas 

production test followed Menke & Steingass (1988), with 12 replicates and measurements 

at intervals up to 96 hours. Methane production was measured after injecting 10 M NaOH. 

Volatile fatty acids (VFAs) were analyzed via gas chromatography (GC), protozoa were 

counted using Dehority’s (2017) method, and ammonia nitrogen was determined using the 

colorimetric method of Broderick and Kang (1980). Apparent and true dry matter 

digestibility was assessed using the Blümmel et al. (1997) method, with samples incubated, 

dried, and weighed. Total DNA extraction was performed following Tajima and Yang 

protocols, purified with a ZYMO kit, and evaluated for purity with a NanoDrop 

spectrophotometer. Quantitative analysis of microbial populations was conducted using 

qPCR with SYBR Green dye. 

Results 

Results showed that different treatments had a significant effect on gas and methane 

production; the highest gas and methane production were observed in the control group, 



 

 

and the lowest in the group supplemented with a mixture of walnut and green tea extracts. 

The fermentation rate did not change, but the lag phase was longest in the combined 

extract treatment. In the volatile fatty acid profile, acetate decreased and propionate 

increased significantly in the combined extract treatment. The acetate to propionate ratio 

and ammonia nitrogen concentration were lower in this treatment. Protozoa population 

decreased in all extract treatments, with the lowest count in the combined treatment. Dry 

matter and organic matter digestibility improved in the walnut leaf extract and combined 

extract treatments, while the green tea extract alone had less effect. Microbial population 

analysis showed that the combined extract treatment caused the greatest reduction in 

protozoa and methanogens and the highest increase in fungal population. Individual 

extracts had lesser effects, and their increase in fungal population was not significant. 

Conclusions 

The combination of walnut leaf and green tea extracts effectively improved rumen 

fermentation, nutrient digestibility, and reduced methane production, highlighting its 

potential as a natural additive for enhancing ruminant performance and sustainability. 
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