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 چکیده

های نعناع فلفلی، آویشن و دوزهای مختلف سه مخلوط اسانس این بررسی برای ارزیابی اثر   هدف: مطالعاتی و    زمینه

انجام شد.های تولید گاز در شرایط برونرزماری بر فراسنجه   450،  300،  150ها در سه سطح  اسانس  روش کار:  تنی 

و سپس اثر دوزهای    ( مخلوط شدند1    :2    :3)  C=( و  3    :1    :2= ) A( =2    :3    :1  ،)Bمیکرولیتر با سه نسبت مختلف شامل  

س  أمایع شکمبه از سه ر  .های تخمیر مورد مطالعه قرار گرفتاز این سه ترکیب بر فراسنجهمیکرولیتر(   18، 12، 6)مختلف 

ها بر تولید گاز و کینتیک تولید گاز  آمد. اثر مخلوط اسانس به دستصبح از طریق فیستولای شکمبه    گوسفند قبل از تغذیه

در بررسی شد. همچنین،  96و    72،  48،  36،  24،  12،  8،  6،  4،  2ت  ادر ساعگرم از هر نمونه  میلی   125با انکوباسیون  

ها  افزودن مخلوط اسانس   نتایج:.  شدو تولید متان برآورد    تولید گاز،  ساعت  24ها طی  آزمایش دیگری با انکوباسیون نمونه

مشاهده    C( و بیشترین کاهش در مخلوط  P<05/0دوزهای مختلف سبب کاهش تولید گاز نسبت به گروه شاهد شد )در  

پتانسیل تولید (.  P<05/0میکرولیتر بر تولید گاز داشتند )  18ها بیشترین اثر کاهشی را در دوز  از طرفی مخلوط اسانس  شد.

( و بیشترین کاهش مربوط به  P<05/0گروه شاهد کاهش یافت )ها نسبت به  ( با افزودن مخلوط اسانسBگاز )فراسنجه  

 24تولید گاز بعد از   (.P<05/0خیر افزایش یافت )أنرخ تخمیر و فاز ت  کهحالیر( د82/11در مقابل    53/19بود )  Cمخلوط  

میکرولیتر   18دوز  نتایج نشان داد که    :گیری نهایینتیجه  .(P>05/0)کاهش یافت    Bساعت و تولید متان با دوز بالای مخلوط  

  میکرولیتر با کاهش تولید متان پتانسیل تغییر تخمیر شکمبه را دارند. 18 با دوز Bبا کاهش کل تولید گاز و مخلوط 
 

 های ثانویه، متان، منتول متابولیت تولید گاز،   پتانسیل تولید گاز، نرخ :های کلیدیواژه

  

   مقدمه

همزیستی  علی رابطه  با رغم  نشخوارکنندگان 

شکمبهمیکروارگانیسم ناکارآمدی   ، های  ارتباط،  این 

( دارد  همراه  به  را  پروتئین  و  دیمیر  انرژی  و  ناول  ون 

  توسطمواد خوراکی دریافتی در نشخوارکنندگان  (.  1998

هضممیکروارگانیسم و  تخمیر  شکمبه  و های    شده 

چرب فرار، توده میکروبی و محصولات دیگری    اسیدهای

دی  نظیر میکسید امتان،  تولید  آمونیاک  و    شود کربن 

-تولید متان، دی(.  2007پن    و  2009)هارت و همکاران  

کربن و آمونیاک طی تخمیر در شکمبه باعث اتلاف  کسیدا

گاز  افزایش  پروتئین،  و  گلخانهانرژی  آلودگی  های  و  ای 

از طرفی  (. 2007چار و همکاران )بن شودمی زیستمحیط
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دست   از  سبب  نشخوارکنندگان  شکمبه  در  متان  تولید 

می  2-15رفتن   خوراک  خام  انرژی  از   شوددرصد 

همکاران  )امینی  و  تغذیه  (.  2017پور  متخصصین  هدف 

طریق  افزایش   از  پروتئین  و  انرژی  از  استفاده  بازده 

است آمونیاکی  نیتروژن  و  متان  دفع  )جهانی    کاهش 

استفاده از مواد افزودنی  (.  2014عزیزآبادی و همکاران  

آنتی مانند  کاهش  بیوتیکخوراکی  در  مفید  ابزار  یک  ها، 

اما  است.  )آمونیاک(  نیتروژن  و  )متان(  انرژی  اتلاف 

آنتی از  ژانویه  بیوتیکاستفاده  از  پس  دام  تغذیه  در  ها 

ها در  نمانده آدر اتحادیه اروپا به دلیل خطر باقی  2006

شیر و گوشت و اثرات بعدی آن بر سلامت انسان ممنوع 

از اسانس گیاهان (.  2017پور و همکاران  )امینی  شده است

میک ضد  اثر  دلیل  به  باکتریدارویی  علیه  ها،  روبی 

کاری تخمیر شکمبه و  ها، توانایی دستو قارچ  پروتوزوآ

غذایی   جیره  در  متان  تولید  کاهش  پتانسیل 

می   نشخوارکنندگان و   شوداستفاده  همکاران    )گونال 

فلفلی  (.  2017 چن  گیاهینعناع  به  ساله  دعلفی،  متعلق  و 

است نعناعیان  ثانویه  متابولیت  ؛خانواده  اصلی  های 

(،  %67/10(، سینئول )%53/31اسانس نعناع شامل منتول )

( )%2/8منتون  استات  منتیل  بتا54/3%(،  کاریوفیلدن  -(، 

)محمدی و همکاران    باشند( می %77/0پیپریتون )( و  8/2%)

دهد اسانس نعناع سبب ها نشان مینتایج پژوهش  . (2017

کاهش متان، غلظت نیتروژن آمونیاکی، تعداد پروتوزوآ و  

  شود ولار اسیدهای چرب کوتاه زنجیر میتغییر نسبت م

ساله از  گیاهی چندنیز  آویشن  (.  2014)احمد و همکاران  

است نعناعیان  آن  (  1991ونورک  )آ  خانواده  اسانس  و 

تیمول    هاترین آنترکیب است که مهم  60ز  حاوی بیش ا

(1/68%( کارواکرول  و  خواص    باشدمی(  5/3%(  که 

شده شناخته  هااکسیدانی و فعالیت ضد میکروبی آنآنتی

همکاران    است و  نشان    هاآزمایشبرخی    (.2010)نیتو 

ی  ا)ر  کاهش تولید گاز  که اسانس آویشن سبب  دهندمی

، بدون  (2018)باراز و همکاران    متان  ، (2015و همکاران  

ثیر بر غلظت نیتروژن آمونیاکی، کاهش نسبت استات  أت

پروپیونات افزایش  و  پروپیونات  همکاران    به  و  )وکیلی 

گی شود. می(  2013 نیز  بوتهرزماری  علفی،  ای،  اهی 

های متشکله اصلی برگ و سرشاخهماده ، ساله استچند

می تشکیل  اسانس  را  رزماری  و  )فضل  دهد گیاه  آرا 

ثانویه  متابولیتعمده    (. 2017همکاران   آن  های 

اجزای اصلی شامل    ؛درصد( هستند  06/93ها )مونوترپن

( )  42/50سینئول  کامفور  و    73/17درصد(،  درصد( 

(.  2013)دئوری و همکاران    درصد( است  99/5بورنئول )

اکسیدانی قوی آن به حفاظت در برابر آسیب  فعالیت آنتی

رادیکال از  میناشی  کمک  آزاد  این،  های  بر  علاوه  کند. 

میکروبی   اثرات ضد  که  است  داده شده  نشان  رزماری 

همکاران    دارد  و  اسانس   ، چندهر(.  2015)شکرالهی  که 

اسیدهای   و  گاز  تولید  کل  روی  بر  اثری  هیچ  رزماری 

)مجاهد و همکاران   نداشتچرب فرار در شکمبه گوسفند  

نعناع فلفلی،   هایثیر اسانسأدر خصوص ت  چهاگر  (.2013

به  رزماری  و  مفیدی  آویشن  بسیار  اطلاعات  در  تنهایی 

دارد،    وجود  ها بر تخمیر شکمبهثیر مثبت آنأت  خصوص

این اسانسأ ای که در آن تولی مطالعه ها را ثیر مخلوط 

در دسترس نیست. لذا در این مطالعه   ،بررسی کرده باشد

افزودن سطوح مختلف مخلوط اثر  این سه  ابتدا  از  هایی 

  ری بر روند تولید گاز بررسی اسانس به یک جیره پروا 

کاهش   ثیرشان برأهای متفاوت ازنظر تشد، سپس مخلوط

   گرفت.  ن تولیدی مورد مقایسه قراران متامیز
 

   هامواد و روش 

این آزمایش اسانس   نعناع فلفلی، آویشن و رزماری  در 

سه   نسبت   450،  300،  150سطح  در  سه  با  میکرولیتر 

  C( =1    :2( و  3    :1    :2= )A( =2    :3    :1  ،)Bمختلف شامل  

،  12،  6)و سپس اثر دوزهای مختلف    ( مخلوط شدند3:  

های تخمیر  از این سه ترکیب بر فراسنجهمیکرولیتر(    18

س گوسفند  أمایع شکمبه از سه ر   . مطالعه قرار گرفتمورد

فیستولا  14 سنجابی  نر  جمعماهه  شد.  شده  آوری 

نعناعاسانس  شرکت    های  از  رزماری  و  آویشن  فلفلی، 

کرمانشاه   زاگرس،  مورد  گلاب  خوراک  شد.  خریداری 

شامل   و    30آزمایش  یونجه  علوفه  درصد    70درصد 
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کلسیم،  گندم، کربنات سویا، سبوسکنسانتره )جو، کنجاله 

)جدول بود  نمک(  و  معدنی  مواد  ویتامین و  (.  1کمپلکس 

استاندارد  های  ترکیب شیمیایی جیره با استفاده از روش

شداندازه در  (.  AOAC  1990)  گیری  نامحلول  الیاف 

( با استفاده  ADF)  یاسید   شویندهو    (NDF)خنثی    شوینده

روش   شداندازه   شدهتوصیهاز  و  )ون  ندگیری  سوست 

اسانسنسبت(.  1991همکاران   مخلوط  مختلف  های  های 

 است. شده نشان داده 2استفاده در جدول مورد

 آزمون تولید گاز 

ساعت با استفاده از روش    96تولید گاز در طول    آزمون

استفاده  جیره موردانجام شد.    (1988)  مینک و استینگاس

میلی یک  الک  )آسیاب  از  شد  آسیاب  مدل    Fossمتری 

1093 TMCyclotec  وعده خوراک  از  قبل  شکمبه  مایع   .)

آوری و با استفاده  شده جمعصبح از گوسفندان فیستولا

و برای ایجاد شرایط    پارچه نخی، صاف شداز چهار لایه  

دهی و تا  کربن گازاکسیدطور پیوسته با دیهوازی به بی

در   تلقیح  از  شد.    سلسیوسدرجه    39قبل  نگهداری 

هر  میلی125مقدار داخل  به  آزمایش  مورد  جیره  از  گرم 

بطری ویتن )سه بطری برای هر تیمار( ریخته شد. مایع  

با بافر مخلوط شد و    2به    1شده با نسبت  شکمبه صاف

شده به هر بطری  لیتر مایع شکمبه بافریمیلی  15ر  مقدا

مختلف  اضافه شد دوزهای  از    18و    12،  6.  میکرولیتر 

ها اضافه  ( به بطریA, B, Cها ) های مختلف اسانس ترکیب

های شاهد حاوی خوراک پایه و مایع شکمبه  بطری  شد.

بطریبافری و  حاویشده  فقط  بلانک  شکمبه    های  مایع 

شد.   گرفته  نظر  در  پایه  خوراک  بدون  سپس  بافری 

دمای  بطری با  شیکردار  انکوباتور  در  درجه    39ها 

شدند.    سلسیوس داده  در  قرار  تولیدی  گاز  فشار 

ساعت پس   96و    72،  48،  36،  24،  12،  8،  4،  2های  زمان 

گرم )خانهاز  فشارسنج  دستگاه  با   ,Testoگذاری 

Germany  .های گاز حاصل با در نظر گرفتن  داده( ثبت شد

شد  حجم  به  تبدیل  کرمانشاه  شهر  جغرافیایی    موقعیت 

 . (2010)لوپز و همکاران، 

× فشار گاز تولیدی(  = حجم گاز تولیدی    591/6+ )  241/0

   [. 1]رابطه  لیتر()میلی

روش ارسکوف  از  با استفاده  های گاز  برآورد فراسنجه

                               [2رابطه]  :انجام شد(  1979و مکدونالد )

))L –t (c × -exp-Y= B (1  آن، که درY=   حجم گاز تولیدی در

   C؛ (ml/gDM) پتانسیل گاز تولیدی = B( ml) ؛واحد زمان

 خیر. فاز تأ = Lو  (h) نرخ تولید گاز =

   آزمون تولید متان

  ساعت با استفاده از روش   24آزمون تولید متان در زمان  

همکاران    فویز  محلول(  2005)و  تهیه  شد.  و  انجام  ها 

ها طبق روش آزمون تولید  ها و بطریسازی نمونهآماده

بی شرایط  در  تفاوت،  این  با  شد.  انجام    25هوازی  گاز 

نسبت بافر به مایع  شده )لیتر از مایع شکمبه بافریمیلی

سوم مایع شکمبه( به هر  بافر و یک  سومشکمبه شامل دو

با توجه به نتایج آزمون تولید گاز فقط  بطری اضافه شد. 

اسانس   18دوز   ترکیب  از  یک  هر  به  میکرولیتر  ها 

های متناظر جهت بررسی تولید متان، اضافه شد.  بطری

  2شده، قرائت و سپس مقدار  ساعت گاز تولید  24بعد از  

پس    .شد   نرمال داخل هر بطری تزریق  10لیتر سود  میلی

مقدار گاز  تکان دادن آهسته هر بطری، مجدداً  از چند بار 

)فیوز و     3داخل هر بطری قرائت شد. بر اساس رابطه  

در    (2005همکاران،   متان  گاز  برآورد    24تولید  ساعت 

 [ 3]رابطه شد:

از-15)/ بعد  سود)میلی  گاز  گاز=[لیتر((تزریق  متان   درصد   

لیتر( قبل از تزریق سود )میلی  24گاز ساعت  ]  ×  100  

   هاداده لیوتحله یتجز

با    ی حاصل از تولید و کینتیک گازهاداده  لی وتحلهیتجز

تصادفی    کاملاًروش فاکتوریل بعلاوه شاهد در قالب طرح  

مقایسه    و    4/9ویرایش     SAS(2003)  از برنامه  استفاده با  

درصد    5در سطح    LSDه از آزمون  دها با استفامیانگین 

   4صورت رابطه  مدل آماری مورداستفاده بهانجام شد.  

   [4رابطه ]   بود: 
Yijk = µ + Ai + Bj + (AB)ij + eijK  

   iAمیانگین کل،   µتیمار،هر  مشاهده   ijYکه در این معادله،  

   ij(AB)،  اسانس  دوزاثر    jBهای گیاهی،  اسانس اثرمخلوط  
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متقابل مخلوط اسانس اسانس  هااثر  اثر    kije  و  هاو دوز 

   خطای آزمایش است.

ساعت و    24های مربوط به تولید گاز  تجزیه تحلیل داده

متان طرح  تولید  قالب  از    کاملاً  در  استفاده  با  تصادفی 

  انجام شد.  GLMرویه    4/9ویرایش     SAS(2003)برنامه

بود:      5رابطه    صورتبه  مورداستفاده آماری  مدل  

 [  5]رابطه
Yijk = µ + Ti + eijK   

   iTمیانگین کل،  µمشاهده هر تیمار، ijYکه در این معادله، 

اثر خطای آزمایش   ijkeگیاهی و    هایمخلوط اسانس  اثر

 . است
 

  نتایج و بحث

اسانس مخلوط  مختلف  سطوح  فلفلی،  اثر  نعناع  های 

 .مختلفهای آویشن و رزماری بر گاز تولیدی در زمان

(  3)جدول  های مورد آزمایش  اسانسقایسه سه مخلوط  م

انکوباسیون    12تا    2  هایدر زمانکه    نشان داد ساعت 

تولید  در  روند کاهشی  C  (3:2:1  )( و  2:1:3)  Bهای  مخلوط

کمترین مقدار    Cدر مخلوط    کهینحوبهگاز نشان دادند،  

-زمان(. در P<05/0بود )با دو مخلوط دیگر  در مقایسه 

مخلوط  48تا    24  ایه انکوباسیون    Bو    Aهای  ساعت 

کمترین مقدار در    Cمخلوط    داری نداشتند واختلاف معنی

-در زمان (.P<05/0نشان داد )  دو مخلوط دیگر مقایسه  

  Cو    A  ،Bهای  ساعت انکوباسیون مخلوط  96تا    72ای  ه

معنی ندادند    ازنظر داری  اختلاف  نشان  گاز  تولید 

(05/0<P  مخلوط که  داد  نشان  آزمایش  این  نتایج   .)C  

در تولید گاز    سبب کاهش بیشتر ها  نسبت به دیگر مخلوط

می  .شد گاز  تولید  فعالیتکاهش  کاهش  به  های تواند 

کاهش در قابلیت هضم ماده    و ها  تخمیری میکروارگانیسم

از طرف دیگر،  (.  2011)تان و همکاران    باشدمرتبط  خشک  

گاز   تولید  در  است  اسانس  لهیوسبهکاهش  ممکن  ها 

انرژی   اتلاف  مهار  دلیل  به  انرژی  از  کارآمدتر  استفاده 

دهد  صورتبه نشان  را  همکاران    متان  و  پور  )امینی 

بررسی اثرات اسانس  منظوربهمطالعات متعددی  (.  2017

و نتایج متفاوتی    شدهجام انگیاهان دارویی بر تولید گاز  

  ( 2009)  آگاروال و همکاراندر مطالعه  .  است  شده گزارش

با سطوح   گاز  نعناع   1و    33/0تولید  اسانس  میکرولیتر 

با سطح   اما  یافت،  گروه    2افزایش  با  مشابه  میکرولیتر 

گزارش کردند  (  2017)  چبوگا و کیلیکنترل بود. همچنین  

گرم در لیتر اسانس نعناع منجر به میلی  150ن  که افزود

شاهد شد. با توجه  افزایش تولید گاز در مقایسه با گروه  

محتوی نسبت بیشتری از اسانس نعناع   Cمخلوط    نکهیاهب

)  بود منتول  را  نعناع  اسانس  اصلی  ترکیب  ( %53/31و 

  شده شناخته میکروبی آن    دهد که خواص ضد تشکیل می

همکاران    است و  کاهش  تواند  می  ،(2017)محمدی  با 

ها دلیلی برای کاهش بیشتر تولید  فعالیت میکروارگانیسم

این   مطالعهگاز در  باشد. در  همکاران  مخلوط    گونال و 

سطوح  (  2017) لیتر  میلی  500و    250افزودن  در  گرم 

اسانس آویشن، کل تولید گاز در مقایسه با گروه شاهد  

درصد کاهش یافت. این محققین نتیجه گرفتند    11تا    10

کاهش   بر    جادشده یاکه  آویشن  اسانس  اثرات  سبب  به 

  میکروبی است.تخمیر شکمبه و فعالیت 

 ، های اسانسدر آزمایش حاضر، سطوح مختلف مخلوط

تا    2های  در زمان  کهیطوربهتولید گاز را کاهش دادند،  

تولید گاز    ازنظر  12و    6ساعت انکوباسیون سطوح    96

معنی )اختلاف  نداشتند    که یدرصورت(؛  P>05/0داری 

تولید    ازنظر   12و   6میکرولیتر نسبت به سطوح    18سطح  

  18در سطح    (.P<05/0داری نشان داد )گاز کاهش معنی

شد مشاهده  کاهش  بیشترین    Aمخلوط    ؛میکرولیتر 

آویشن   اسانس  بیشتری  نسبت  و    بود. محتوی  تیمول 

فن اصلی  ترکیب  دو  اسانس وکارواکرول  در  فعال  لی 

از کل    60شوند که حداکثر  آویشن محسوب می درصد 

می  شده یی شناساترکیبات   تشکیل  و    دهند را  )گونال 

ضد    ؛ (2017همکاران   فعالیت  کارواکرول  و  تیمول 

اند و این فعالیت  ها نشان دادهمیکروبی قوی علیه باکتری

فن گروه  حضور  دلیل  به  ترکیبات  ومهاری  این  در  لی 

ی  ار  العهدر مط(.  2000)دیویدسون و نیدو    اسانس است

-میلی  600و    300،  30افزودن سطوح  (  2014)  و همکاران

رزماری،  گ اسانس  لیتر  در  گای  ریتأث رم  تولید  در  بر  ز 
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نداشت.   شاهد  گروه  با  سطوح  مقایسه  و    400همچنین 

اسانس  800 مخلوط  کیلوگرم  در  های میکرولیتر 

لیمو   و  آویشن  نعناع،  دارچین،  و  اکالیپتوس،  )احمد 

گرم در  میلی  500و    200،  50و سطوح  (  2014همکاران  

های آویشن، پونه کوهی، دارچین  لیتر از مخلوط اسانس

لیمو همکاران    و  و  گاز    بری  ری تأث(  2012)لین  تولید 

  B، مخلوط  حاضرولی نتایج حاصل از آزمایش  نداشت.  

، بیشترین کاهش  بودکه نسبت بیشتر آن اسانس رزماری  

را در تولید گاز نسبت به گروه شاهد نشان داد. در مطالعه  

میکرولیتر    18، کاهش بیشتر در تولید گاز با سطح  حاضر

تخمیر   بر  سینئول  کاهشی  اثر  دلیل  به  است  ممکن 

که اثر این ماده    رسد یمبه نظر    میکروبی شکمبه باشد. 

نعناع فلفلی و آویشن در کاهش    مؤثرهدر مقایسه با مواد  

باشد. از طرفی با توجه به حضور    توجهقابلتولید گاز  

گفت    توانیم  Cآویشن و نعناع فلفلی در مخلوط   زمانهم

مواد   تجمعی  اثر  سبب  اسانس  مؤثرهکه  مذکور  های 

با دو م مقایسه  گاز در  تولید    خلوط بیشترین کاهش در 

افزودن سطح    شده دادهدیگر است. نشان   با    2است که 

نعناع تولید گاز کاهش یافتمیلی   لیتر اسانس آویشن و 

همکاران   و  پور  مخلوط    (.2017)امینی  از  استفاده 

  Aمیکرولیتر نشان داد که مخلوط    6ها در سطح  اسانس 

که محتوی بیشترین مقدار اسانس آویشن و رزماری بود  

بر تولید گاز در طول انکوباسیون نسبت به شاهد  ی  ر یتأث

بیشتر  Cمخلوط    کهیدرحالنداشت   مقادیر  محتوی  که   ،

بالا  اسانس  و  پائین  دوز  در  بود،  آویشن  و  نعناع  های 

بوگا و    در مطالعه  را بر تولید گاز داشت.  ر یتأثبیشترین  

در  میلی  150و    100،  50اثر سطوح  (  2017)  چکیلی گرم 

اسانس از  رزماری  های  لیتر  مواد  و  نعناع،  در  رازیانه 

اثر    بررسی شد.خوراکی جو، کاه گندم و کنجاله سویا  

زمان در  رزماری  و  نعناع  اسانس    48و    24های  دوز 

انکوباسیون ولی  معنی  ساعت  نبود  زمان  دار    96برای 

دار بود. افزودن  تولید گاز در کاه گندم، معنیساعت بر  

های رازیانه منجر   گرم در لیتر از اسانسمیلی  150سطح  

به تولید گاز کمتر در مقایسه با گروه شاهد در جو شد.  

گرم در لیتر اسانس نعناع میلی   150علاوه بر این، سطح  

لیتر( در مقایسه با میلی  75/ 69)  منجر به تولید گاز بالاتر

)گر شاهد  زمان  میلی  51/68وه  برای  ساعت    96لیتر( 

نتایج    کهیدرصورتانکوباسیون شد.    مطالعه حاضر در 

میکرولیتر نسبت به سطوح    18کاهش تولید گاز در سطح  

مخلوط  12و    6 تمام  میکرولیتر  در  شده  استفاده  های 

دار بود و مقدار گاز کمتری  های انکوباسیون معنیزمان

نتایج  شدتولید   بین  اختلاف  مطالعات   آمدهدستبه.  در 

اسانس  دوزهای  مانند  عواملی  به  است  ممکن  مختلف 

فرم   پایه،  غذایی  جیره  استفاده،    مورداستفاده مورد 

همکاران  ی  زآبادیعز)جهانی   نسبت(  2014و  های  و 

اسانس درمختلف  اسانسی  مخلوط  ها  ،  کاررفته بههای 

 بستگی داشته باشد. 

( گزارش کردند که افزودن  2021عبدالتواب و همکاران )  

گرم در هر کیلوگرم ماده خشک جیره    10و    5،  5/2سطوح  

غذایی از مخلوط گیاهان دارویی آویشن و کرفس منجر 

جیره شاهد شد.   با  مقایسه  در  گاز  تولید  کل  کاهش  به 

و    20،  15،  10،  5که افزودن    شده استهمچنین گزارش  

خشک  25 ماده  کیلوگرم  هر  در  برگ  گرم  های  از 

همکاران، و  )عبدالتواب  ریحان  یا  یا  ،  (2022مرزنجوش 

( مختلف  در  میلی  25و    20،  15،  10،  5سطوح  لیتر 

مرزنجوش  یا  ریحان  اسانس  خشک(  ماده  هرکیلوگرم 

به کاهش در تولید گاز    منجر(  2021)سلیم و همکاران،  

برونشد مطالعات  می.  نشان  مکملتنی  که  کردن  دهند 

با   تغییر    ی گیاهیهااسانسجیره  تخمیر  در روند  باعث 

)عبدالتواب و    باشندموثر میتولید گاز  بر  و  شده  شکمبه  

درجه  گزارش شده است  (. علاوه بر این،  2022  همکاران،

استفاده   مورد  اسانس  شیمیایی  ترکیب  به  بازدارندگی 

 (.  2021بستگی دارد )سلیم و همکاران، 

اسانس مخلوط  مختلف  سطوح  فلفلیاثر  نعناع  ،  های 

  گاز آویشن و رزماری بر کینتیک تولید

در    به سه مخلوط مورد آزمایشگاز مربوط  کینتیک تولید  

( در  Bپتانسیل تولید گاز )است.    شدهدادهنشان    4جدول  

معنی اختلاف  مخلوط  سه  )بین  نداشت  ،  (P>05/0داری 
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مخلوط    ازلحاظ  هرچند در  را    Cعددی  مقدار  کمترین 

( گاز  تولید  نرخ  داشت cداشت.  مشابهی  روند  نیز   )

معنی  رغم یعل  کهینحوبه اختلاف  سه  عدم  بین  داری 

کمترین مقدار    Cعددی مخلوط    ازلحاظ(،  P>05/0مخلوط )

نشان داد. با توجه به اینکه نسبت بیشتر  را  نرخ تولید گاز  

دهد و خواص ضد  را اسانس نعناع تشکیل می  Cمخلوط  

آن   قوی  پتانسیل   است؛  شدهشناختهمیکروبی  کاهش 

تواند  می  Cدر مخلوط    (c)گاز    و نرخ تولید  (B)تولید گاز  

به دلیل نسبت بیشتر اسانس نعناع در این مخلوط باشد. 

،  ها نشان داد( روند افزایشی در بین مخلوطL) ریتأخفاز 

را  بیشترین    Cمخلوط    کهیطور به این    ازلحاظمقدار 

های محدودی در خصوص  فراسنجه نشان داد. گزارش

است. در    شده ارائهها بر کینتیک تولید گاز  اثرات اسانس

اسانسیک   سطوح  بر  علاوه  مختلفمطالعه  نوع    ،های 

کینتیک   روی  نیز  است  سوبسترا  داشته  اثر  گاز  تولید 

در حضور دانه جو در مقایسه با کنجاله سویا    کهینحوبه

افزودن   تولید گاز در جو و  پتانسیل   ،   150یا کاه گندم 

با  میلی گندم  کاه  در  و  نعناع  اسانس  لیتر  در    100گرم 

تر اسانس رزماری نسبت به گروه شاهد  گرم در لیمیلی

، نرخ تولید گاز در سوبسترای جو با  حالنیباابالاتر بود.  

  50تر و  گرم در لیتر اسانس نعناع پایینمیلی  150افزودن  

گرم در لیتر اسانس رزماری بالاتر از گروه  میلی  150تا  

بود کیلی  شاهد  و  مطالعه  (.  2017  چ)بوگا  و  در  میرزایی 

  1000و    750،  500،  250سطوح    ( 2016)همکاران  

لیتر اسانس آویشن در دو جیره غذایی  میکروگرم در میلی

و    100%) داد   %70: علوفه    %30علوفه  نشان  کنسانتره( 

سطوح   با  گاز  جیره    1000و    750تولید  در  میکروگرم 

در جیره    کهیدرصورتکاهش یافت،    علوفه  %100محتوی

کنسانترهمحتوی   و  دوز    علوفه  میکروگرم    1000فقط 

در هر دو جیره    (c)نرخ تخمیر    ؛ تولید گاز را کاهش داد

دوز   در  اثر  بیشترین  و  یافت  میکروگرم    1000کاهش 

را    Cمخلوط    دوسوم نسبت  با توجه به اینکه    مشاهده شد.

تیمول و کارواکرول از    دهد واسانس آویشن تشکیل می

متابولیتمهم ثانویه ترین  محسوب   های  آویشن  اسانس 

در ساختار شیمیایی خود یک گروه فنولیک  که  شوند  می

تانن  ددارن از  اثرات مشابهی  ها در دوزهای  ممکن است 

بخشبالا   هضم  محلول  روی  کاهش   وسوبسترا  های 

  داشته سوبسترا  های نامحلول  ها به بخشاتصال میکروب

های پایین،  در غلظت(.  2016)میرزایی و همکاران    باشند

تاننتانن بویژه  جهت ها  به  مثبتی  اثرات  متراکم  های 

تجزیه شکمبه از  پروتئین جیره  به  محافظت کردن  و  ای 

دنبال آن افزایش قابلیت دسترسی در سطح روده برای  

-تانن  (.2007هضم و جذب دارند )الکساندر و همکاران،  

منابع مختلف بر نرخ و مقدار تولید گاز و    ای خالص ازه

-تنی موثر است. تاننپذیری حقیقی در شرایط برونهضم

کنند. تانن  ها به ذرات غذایی را کم میها اتصال میکروب

تولید و گوارش  بر  اثرات بیشتری  پذیری حقیقی  متراکم 

ارتباط بین  به  ، که این احتمالاً  داردنسبت به اسید تانیک  

-. تاننباشدساختار تانن متراکم و نوع فعالیت آن مربوط  

تخمیر شکمبه تعدیل  توانایی  پایین،  در سطوح  به  ها  ای 

سمت حداکثر سنتز پروتئین میکروبی را دارند. کاهش در  

خوراک در  هضم  تانننرخ  حاوی  به  می های  تواند 

آزادسازی مواد مغذی مختلف در شکمبه منجر   همزمانی

شود )ماکار، د که موجب افزایش بازدهی میکروبی میشو

همکاران (.  2003 و  گچی  چشمه  نیز    (2017)  میرزایی 

  1000و    750،  500،  250،  100نشان دادند که از سطوح  

میلی در  تنها میکروگرم  شیرازی  آویشن  اسانس  لیتر 

تولید    1000سطح   نرخ  و  گاز  تولید  پتانسیل  میکروگرم 

داد.   کاهش  را  نظگاز  این  ی  رگذار یتأثکه    رسدیمر  به 

و  اسانس  باشد  کشت  محیط  در  مصرفی  دوز  تابع  ها 

متفاوتی با توجه به نسبت   ریتأثها  اسانس  مخلوط کردن

ها در مخلوط داشته باشد.  از اسانس  هرکداماستفاده از  

 18در این حالت نیز با توجه به نتایج این آزمایش سطح  

اسانس مخلوط  بیشترین  میکرولیتر  روی    ریتأثها  را 

است. داشته  تخمیر  فاز    کینتیک  در    (L)  ر یتأخافزایش 

به  میکرولیتر    18و همچنین دوز    Cمخلوط   ممکن است 

ژرانیول  سبب اثرات ضد باکتریایی و ضد قارچی بالای  

های ثانویه اسانس باشد. ژرانیول یکی دیگر از متابولیت
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همکاران    است  آویشن و  فاز  (.  2016)میرزایی  افزایش 

میکروگرم آویشن در برخی مطالعات    1000با دوز    ریتأخ

)میرزایی چشمه گچی و همکاران    است  شده گزارشنیز  

هرچند گزارش شده    (.2016میرزایی و همکاران    و  2017

افزودن    است غذایی   40با  جیره  به  پودر سیر  در    گرم 

تنی درون  زمان   شرایط  در  گاز  تولید  ساعت   48کل 

به شاهد  تیمار  به  نسبت  معنیانکوباسیون  داری  طور 

یافت کاهش    bبخش  ؛  افزایش  شاهد  تیمار  به    ونسبت 

تحت تاثیر  (  cافزایش یافت. ثابت نرخ تولید گاز )  aبخش  

 (. 2021ن،  )کوان و همکارا قرارنگرفت

های نعناع فلفلی، آویشن و  مقایسه سه مخلوط اسانس

   متان دیبر تولرزماری 

تا   2های  با توجه به اینکه در آزمایش تولید گاز در زمان

میکرولیتر تولید گاز    18و   12،  6ساعت هر سه سطح    96

زمان تمام  در  انکوباسیون  را  داری  معنی  طور بههای 

رین کاهش  میکرولیتر بیشت  18در سطح  و    کاهش دادند 

بنابراین در آزمایش تولید متان    در تولید گاز مشاهده شد، 

میکرولیتر انتخابی    18ساعت فقط از سطح    24در زمان  

اول   آزمایش  از  مخلوط    منظوربهحاصل  سه  مقایسه 

  میکرولیتر   18. در سطح  (5)جدول    اسانس استفاده شد

گیاه سه  مخلوط  کاهشی  اسانس  روند  تولید ،  متان   در 

کمترین مقدار در    Bدر مخلوط    که ینحوبه،  مشاهده شد

گروه   با    گر یدیعبارتبه.  (P<05/0)  بود   شاهدمقایسه 

متانمؤثرتر   طوربه  Bمخلوط   تولید  کاهش  در  عمل    ی 

تولید    برها  است که اثر اسانس  شدهگزارشکرده است.  

متانوژن به  از سمیت  ناشی  ها، کاهش  متان ممکن است 

بوتیرات   و  استات  تولید  دلیل کاهش  به  هیدروژن  تولید 

مواد  مثالعنوانبه) یا کاهش هضم  فیبر(  تجزیه  ، کاهش 

روغنی   یهااسانس(.  2017)گونال و همکاران    آلی باشد

های  ممکن است با مهار مستقیم رشد و فعالیت میکروب

یا  متانوژ تعداد    طور بهنیک  کاهش  با  غیرمستقیم 

متانوژنی  هااختهیتک با  همکاران    هامرتبط  و  )گونال 

مستقیم برخی فرآیندهای متابولیسم  یا کاهش غیر(  2017

بر تولید    (2015)کوبلیس و همکاران    میکروبی متانوژن

مطالعه  ریتأثمتان   در  همکاران  بگذارند.  و    آگاروال 

در    2و    1،  33/0سطوح    افزودن با  (  2009) میکرولیتر 

در  میلی خطی  کاهش  نعناع،  اسانس  متان   تولیدلیتر 

درصد در شرایط آزمایشگاهی   6/75و    46،  9/19  اندازهبه

مطالعه    است.  شده گزارش در  همکارانارهمچنین  و    ی 

گرم در لیتر اسانس نعناع میلی  600و    300سطوح  (  2015)

کنترل   گروه  با  مقایسه  به  سدر  متان  تولید  کاهش  بب 

  که نیا با توجه به    درصد شد.   1/18و    6/16  اندازه بهترتیب  

،  دهدرا اسانس نعناع تشکیل می Bمخلوط   دوسوم نسبت  

تولید متان در مخلوط   کاهش نسبت به شاهد    Bدرصد 

کاهش تولید  که    است  شدهگزارش  .داری نشان دادمعنی

ی کل توسط  آپروتوزوبه دلیل کاهش  ممکن است  متان  

باشد   عنوانبهمنتول   نعناع  اسانس  فعال  اصلی   اجزای 

استفاده از دوز مطلوب اسانس (.  2015ی و همکاران  ا)ر

بدون اثر بر  تولید متان  دار در  باعث کاهش معنی   نعناع

)آگاروال    شودقابلیت هضم خوراک و عملکرد حیوان می

(  2017)  نگونال و همکارا  در مطالعه(.  2009و همکاران  

سطوح   اسانس میلی  500و    250،  125از  لیتر  در  گرم 

گرم در لیتر  میلی  500فقط سطح    آویشن استفاده شد و

همچنین در  درصدی در تولید متان شد.    78سبب کاهش  

اسانس آویشن در  (  2016)   چوداری و همکارانمطالعه  

درصد در    8/68گرم در لیتر سبب کاهش  میلی  450سطح  

متابولیت    عنوانبهمتان شد. این محققین تیمول را  تولید  

ثانویه اصلی اسانس مشتق شده از گیاه آویشن معرفی  

کرده و آن را یک مهارکننده قوی تولید متان در شرایط  

  A، مخلوط  کهنیابا توجه به  .  معرفی کردندآزمایشگاهی  

اسا بیشتری  نسبت  درصد  محتوی  است،  آویشن  نس 

-نسبت به شاهد کاهش معنی  Aتولید متان در مخلوط  

کارواکرول  د و  تیمول  داشت.  ترکیب    عنوانبهاری  دو 

که حداکثر    باشندمیلی در اسانس آویشن  واصلی فعال فن

-را تشکیل می  شدهییشناسادرصد از کل ترکیبات    60

علیه  هند. تیمول و کارواکرول فعالیت ضد میکروبی قوی  د

اند. این فعالیت مهاری به دلیل وجود  ها نشان دادهباکتری

در این ترکیبات اسانس است. اسانس آویشن    لیوگروه فن
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ممکن است آرکیاهای متانوژنیک را مهار کند یا اجزای آن  

ها را یا استفاده از هیدروژن توسط این میکروارگانیسم

هیدروژن مولکولی  منجر به تجمع    جهیدرنتکاهش دهد،  

شوند. کاهش تولید متان در شکمبه  در محیط شکمبه می

همراه است، زیرا  نیز  با افزایش تولید پروپیونات    معمولاً

-وقتی هیدروژن کمتری به سمت تولید متان هدایت می

پروپیونات   تشکیل  در  سینک    عنوانبهشود،  هیدروژن 

ها  ژنمتانو(.  2017)گونال و همکاران    کندشکمبه عمل می

از دی اکسید کربن و هیدروژن به عنوان سوبسترا برای  

می استفاده  متان  گاز  نقش  تولید  هم  پروتوزوآ  کنند. 

ای در تولید هیدروژن دارد )میرزایی و همکاران،  برجسته

توانسته  2016 شاید  تخمیر  محیط  به  اسانس  افزودن   .)

آرکی یا  پروتوزوآیی  جمعیت  کاهش  راه  از  و  ااست  ها 

تیمار    ،هاباکتری با  مقایسه  در  را  تولیدی  متان  میزان 

همکاران،   و  )میرزایی  دهد  کاهش  و   (.2016شاهد    جو 

( با افزودن اسانس گیاهان دارویی علف  2022همکاران )

چای، خرزه هندی، عناب، انگور و سماق ژاپنی به محیط  

کشت در شرایط آزمایشگاهی گزارش کردند تولید متان  

ساعت انکوباسیون نسبت   12ا در زمان  در تمام تیماره

معنی تغییر  شاهد  گروه  دربه  نداشت،  در  حالیداری  که 

در   ژاپنی  و سماق  انگور  عناب،  هندی،  خرزه  تیمارهای 

طور  ساعت انکوباسیون نسبت به گروه شاهد به   24زمان  

تر بود. گزارش شده است که فلاونوئیدها  داری پایینمعنی

ضدباکتریای اثرات  گباکتری  علیهی  دارای  مثبت  های  رم 

لم و  )کوشنی  هستند  همکاران  2005،  شکمبه  و  کیم   .)

( گزارش کردند که افزودن عصاره گیاهی غنی از  2015)

را افزایش    فیبروباکتر سوکسینوژنزفلاونوئیدها، فرآوانی  

فرآوانی   اما  آلبوسداد،  و    رومینوکوکوس 

فلاوفاسینس نشان   رومینوکوکوس  این  داد.  کاهش  را 

دهد که احتمالاً عصاره گیاهان دارویی تأثیر منفی بر  می

گونه زیرا  است،  نداشته  سلولز  فیبروباکتر  هضم  های 

های رومینوکوکوس  هتر از گونسلولز کریستالی را فعال

(. همچنین گزارش  2022جو و همکاران،  کنند )هضم می

  رومینوکوکوس و    رومینوکوکوس آلبوسشده است که  

تولیدیباکتر  فلاوفاسینس هستند،  های  هیدروژن  کننده 

سوکسینوژنزکه  حالیدر تولید    فیبروباکتر  هیدروژن 

(. بنابراین، عصاره گیاهان 2022کند )جو و همکاران،  نمی

توانند تولید متان را کاهش دهند، زیرا تغییرات  دارویی می

-در جمعیت میکروبی ممکن است باعث کاهش تولید پیش

هیدر مانند  متان  آرکیاهای سازهای  باشد.  شده  وژن 

بهتولید متان  متانوژنکننده  از  عنوان  متمایزی  گروه  ها، 

میکروبی   اکوسیستم  طبیعی  جزء  که  هستند  موجودات 

همکاران،   و  )تاوندال  هستند  و  2005شکمبه  کوورا   .)

های  ( گزارش کردند که برخی از عصاره2020همکاران )

متابولیت حاوی  تانگیاهی  مانند  ثانویه  ها، نهای 

عنوان سرکوبگر  ها و فلاونوئیدها هستند که بهساپونین

کنند. این  مستقیم آرکیاهای متانوژنیک در شکمبه عمل می

دهد که فرآوانی آرکیاهای متانوژنیک در  مطالعه نشان می

ساعت    24تمام تیمارهای عصاره گیاهان دارویی پس از  

کمتر  داری  طور معنیانکوباسیون نسبت به تیمار شاهد به

توان با  ها بر تولید متان را میبود. تفاوت اثرات اسانس

ها موجود در  فنلاثرات بازدارنده اسیدهای فنولیک و پلی

ها یا هر دو ها، فعالیت آنها بر روی جمعیت متانوژنآن

این، محل  بر(. علاوه2012توضیح داد )بوداس و همکاران،  

پلی ی در گیاهان فنولکاشت گیاهان دارویی بر ترکیبات 

گذارد و درنتیجه انواع فلاونوئیدها و محتویات تأثیر می

شود، که متعاقباً تخمیر شکمبه و  اسید فنولیک ایجاد می

کنند )پوچالسکا و  طور متفاوتی اعمال میمتانوژنز را به

( نشان دادند  2009وال و همکاران )ر(. آگا2021همکاران،  

ازای    2و    1که سطح   به  میلیمیکرولیتر  محیط هر  لیتر 

کشت از اسانس نعناع فلفلی سبب کاهش تعداد نسبی کل  

باکتریباکتری تولید ها،  قارچهای  متان،  و کننده  ها 

رسد  نظر میشد. بنابراین، به  سوکسینوژنوس  فیبروباکتر

های  طور مستقیم با کاهش تعداد باکتریکه نعناع فلفلی به

 در مطالعهدهد.  ش میکننده متان، تولید متان را کاهتولید

همکارانار و  از سطوح  (  2014)  ی  و    300،  30استفاده 

دوز  میلی  600 میزان  اسانس رزماری،  لیتر  در    30گرم 

داری کاهش  معنی  طوربهگرم در لیتر تولید متان را  میلی
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داد، اما هیچ کاهش بیشتری در دوزهای بالاتر مشاهده  

محتوی نسبت بیشتری   Bمخلوط  که نیا نشد. با توجه به 

  Bاسانس رزماری است، درصد تولید متان در مخلوط  

داری نشان داد. کاهش بیشتر  نسبت به شاهد کاهش معنی

توان به اسانس رزماری را می  Bتولید متان در مخلوط  

استفاده    ( 2016)  کوبلیس و همکاران  العهنسبت داد. در مط

های پونه  ساساناز    هرکدام لیتر در لیتر از    میلی   125/1از  

، برگ دارچین، پوست دارچین،  کوهی، رزماری، دارچین

به   اوکالیپتوس  و  کاهش جداگانه    طور دانه شوید  سبب 

که مخلوط این  درصدی در تولید متان شد درحالی  5/78

میزان  اسانس  به  لیتر    تر یل یلیم  8/0ها  کاهش  در  سبب 

کاهش مهار در تولید    شد.تولید متان  درصدی در    7/37

توان به  نسبت به شاهد را می  Cو    Aهای  متان در مخلوط

پایین دوز  مانند  اسانس  عواملی  در    مورداستفادهتر 

بالقوه    مخلوط تضاد  از   بیناسانس،  اسانس  ترکیبات 

اثر  اسانس  مختلف،  بسیار  یی  افزاهمهای  دوز  دلیل  به 

استفاده می  مخلوط کمتری که در   ، بستگی  شوداسانس 

در حقیقت، برخی از ترکیبات اسانس حتی   داشته باشد. 

باشد،  داشته  وجود  کم  غلظت  در  با    اگر  است  ممکن 

کنش داشته و بر فعالیت بیولوژیکی  همترکیبات اصلی بر

در  ولی  (.  2015)کوبلیس و همکاران  بگذارد    ریتأثها  آن

همکاران   مطالعه و    800و    400سطوح  (  2014)  احمد 

اسانس مخلوط  کیلوگرم  در  اکالیپتوس،  میکرولیتر  های 

لیمو   و  آویشن  نعناع،  دردارچین،  متان    تغییری  تولید 

نکرد مخلوط    طور به.  ایجاد  ما،  نتایج  در  با   Aمشابهی 

با نسبت بیشتر نعناع    Cنسبت بیشتر آویشن و مخلوط  

دوز  عواملی نظیر  .  ندداری نداشتبر تولید متان اثر معنی

کنسانتره و   به  نامناسب، ترکیب شیمیایی، نسبت علوفه 

سازگاری   عدم  زمان  در  است  ممکن  مخلوط    ریتأث نیز 

  شکمبه نقش داشته باشد ها بر خصوصیات تخمیر  اسانس 

استفاده از سطوح    کهینحوبه  (. 2014)احمد و همکاران  

اسانس  2و    5/1،  1 لیتر  در  پونه کوهیگرم  سبب    های 

اسانس   که یدرحال  شد درصد    72تا    55تان از  کاهش م

دوز در  فقط  را  متان  تولید  و    2  رزماری  لیتر  در  گرم 

داد  5/8  اندازه به کاهش  همکارا  درصد  و  ن  )کوبلیس 

مطالعه(.  2015 همکاران  در  و  های مخلوط  (2013)  لین 

ل )اسانس آویشن و پونه کوهی( نسبت  وبر پایه فناسانس  

)اسانس دارچین و  آلدئید  های اسانس بر پایه  به مخلوط

دادند.   کاهش  بیشتری  میزان  به  را  متان  تولید  لیمو( 

و نتایج  در مطالعه حاضر آمدهدستبهاختلاف بین نتایج 

می را  مطالعات  عواملی  برخی  به  در    نظیر توان  تفاوت 

در    دهنده  دامغذایی  های  جیره تفاوت  شکمبه،  مایع 

بالای بطری  فضای  تجمع یافته در    سوبسترا و گازهای

و   مورداستفادهآزمایش   آزمایشگاهی  انکوباسیون  طی 

جمع زمان  به  همچنین  نسبت  شکمبه  مایعات  آوری 

بر   است  ممکن  که  داد  نسبت  دام  غذایی  وعده  مصرف 

تولید متان   یو    داشته باشد  ر یتأثنتیجه    (. 2012)پاترا و 

( همکاران  و  سطوح  2021الزیات  افزودن  با    40و    20( 

گزارش  میلی جیره  به  گیاه چریش  اسانس  روز  در  لیتر 

متان    تولیدکردند که دوز بالای اسانس منجر به کاهش  

-اینبادرصد در مقایسه با گروه شاهد شد.    13اندازه  به

تنی بسته به عواملی  تنی و درونال، در مطالعات برونح

-نسبت  مورد استفاده،  ، دوزاسانسبات طبیعی  مانند ترکی 

ویژگی و  تجویز  زمان  مدت  حیوانات ها،  مدیریت  و  ها 

می عوامل  این  است.  متغیر  بسیار  بر  نتایج  توانند 

فعالیت آن اثرمیکروفلور شکمبه و  بخشی  ها و درنتیجه 

 (.  2022و روسی و همکاران،  فتیمار تأثیر بگذارند )اسگوی

 

   کلیگیری نتیجه

در آزمایش تولید گاز در   نتایج این بررسی نشان داد که 

سطح    96تا    2های  زمان سه  هر    18و    12،  6ساعت 

گاز  تولید  زمان  میکرولیتر  تمام  در  انکوباسیون  را  های 

میکرولیتر بیشترین    18در سطح    که یطور به  کاهش دادند 

مخلوط   سه  بین  از  شد.  مشاهده  گاز  تولید  در  کاهش 

بیشترین اثر در کاهش تولید متان    Bط  مخلو  مورداستفاده 

بنابراین  را   داد.  کل    18دوز  نشان  کاهش  با  میکرولیتر 

میکرولیتر با کاهش تولید    18با دوز    Bتولید گاز و مخلوط  

 متان پتانسیل تغییر تخمیر شکمبه را دارند. 
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Table 1- Ingredient and chemical composition of diet (%) 
Ingredients DM (%) 

Alfalfa 30 

Barley 33 

Soybean meal 7 

Wheat bran 28.5 

Calcium carbonate 0.7 

Vitamin and mineral mixture 0.5 

Salt 0.3 

Chemical Composition  

Dry Matter 94 

Organic matter 87.15 

Ash 6.85 

Crude protein 16.99 

Ether extract 2.95 

ADF1 21.47 

NDF2 40.78 
1Acid detergent fiber, 2Neutral detergent fiber  

 
Table 2- Different ratios of mixed essential oils tested (µL) 

Essential oil Mixture A Mixture B Mixture C 

Peppermint 150 300 450 

Thyme 450 150 300 

Rosemary 300 450 150 

Ratio of mixtures 1 :3 :2 2 :1 :3 3 :2 :1 

 
Table 3- Effect of different doses (6, 12,18 µL) of three mixtures of peppermint, thyme and rosemary essential oils 

on gas production (mL/g DM) during 96 h of incubation 

Time 

(h) 
Control1 

Mixture 2 Dose (ul) 
SEM3 

P-value 

A B C 6 12 18 Mixture Dose Mixture*Dose 

2 28.49a 22.56b 16.08c 6.70d 17.63b 15.65b 11.99c 0.74 0.001  0.001  0.127 

4 53.63a 43.93b 33.41c 19.67d 36.65b 32.86b 27.50c 1.14 0.001  0.001  0.032 

8 64.97a 62.01a 50.30b 38.17c 55.18b 52.59b 42.71c 1.85 0.001  0.003 0.006 

12 86.16a 78.72a 69.77b 60.98c 76.03b 73.98b 59.45c 2.28 0.001  0.001  0.004 

24 111.43a 101/28ab 92.89cb 86.92c 101.58ab 97.90b 81.61c 3.10 0.013 0.004 0.004 

36 133.84a 118.31b 107.18bc 103.67c 119.55b 113.32b 96.30c 3.85 0.036 0.001 0.007 

48 153.47a 128.51b 115.98b 113.97b 131.88b 122.02b 104.56c 4.58 0.075 0.002 0.002 

72 168.06a 132.95b 121.36b 119.21b 139.89b 126.18b 107.44c 5.15 0.154 0.001 0.002 

96 176.33a 134.88b 124.06b 121.58b 144.26b 128.05bc 108.21c 5.52 0.219 0.007 0.003 

1 Control = Without additive 
2 Mixture = Peppermint: Thyme: Rosemary, A (1:3:2) = 6, 12, 18 µl, B= (2:1:3)= 6, 12, 18 µl, C= (3:2:1) = 6, 12, 18 µl.  
3SEM: Standard error of mean 
a-d Means within the same row with different superscript differ significantly (P<0.05). 

 
Table 4- Effect of different levels (6, 12,18 µL) of three mixtures of essential oils of peppermint, thyme and 

rosemary on kinetic parameters of gas production 

Parameter Control1 
Mixture 2 Dose (µl) 

SEM3 
P-value 

A B C 6 12 18 Mixture Dose Mixture*Dose 
B 

(ml/gDM) 
180.05a 134.40b 123.48b 121.67b 143.26b 127.52bc 108.75c 5.40 0.22 0.01 0.01 

c (ml/h) c0.056 0.079a 0.068b 0.050d 0.060c 0.070a 0.066b 0.01 <0.01 <0.01 <0.01 

L (h) -41.46d -16.66c -6.54b 8.65a -9.34b -3.11ab -2.10a 1.79 0.01 > 0.02 0.86 
1Control = without additive 

2 Mixture = Peppermint: Thyme: Rosemary, A (1:3:2) = 6, 12, 18 µl, B= (2:1:3)= 6, 12, 18 µl, C= (3:2:1) = 6, 12, 18 µl.  
3SEM: Standard error of mean 

a-d Means within the same row with different superscript differ significantly (P<0.05). 
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Table 5- Effect of 18 microliter level of mixtures of peppermint, thyme and rosemary essential 

oils on gas and methane production in 24 hours  

Parameter Control 
Mixture  

A 

Mixture  

B 
Mixture  C SEM P-value 

Gas24 ml/g DM 219.22a 204b 198.80b 200.08b 2.38 0.001 

Methane (%) 36.24a 34.38b 32.69c 34.16bc 0.53 0.002 
1Treatment: Control = without additive, Mixture A= Peppermint: Thyme: Rosemary (1:3:2) = 18 µl, Mixture 

B= Peppermint: Thyme: Rosemary (2:1:3) =18 µl, Mixture C=Peppermint: Thyme: Rosemary (3:2:1) =18 µl. 
2GP: amount of gas produced after 24 h incubation  

3SEM: Standard error of mean 
a-d Means within the same row with different superscript differ significantly (P<0.05). 
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Introduction: The use of food additives such as antibiotics is a useful tool in reducing energy loss 

(methane) and nitrogen (ammonia). However, the use of antibiotics in animal feed has been banned 

in the EU since January 2006 due to their residual risk in milk and meat and its subsequent effects on 

human health (Aminipour et al. 2017). Essential oils of herbals are used because of their antimicrobial 

effect against bacteria, protozoa and fungi, their ability to manipulate rumen fermentation, and their 

potential to reduce methane production in ruminant diets (Gunal et al. 2017). The results of research 

show that peppermint essential oil reduces methane, ammonia nitrogen concentration, number of 

protozoa and changes the molar ratio of short-chain fatty acids (Ahmad et al. 2014). Some 

experiments show that thyme essential oil reduces the production of gas (Roy et al. 2015), methane 

(Baraz et al. 2018). Although there is useful information about the effects of peppermint, thyme and 

rosemary essential oils on their positive effect on rumen fermentation, a study examining the effect 

of a mixture of these essential oils is not available. Therefore, this study was conducted to evaluate 

the effect of different doses of three mixes of peppermint, thyme and rosemary essential oils (6, 12 

and 18 µl) on in vitro gas production parameters.  
Material and methods: The essential oils were mixed in three levels of 150, 300, 450 µl, with three 

different ratio including A=(1: 3: 2), B=(2: 1: 3) and C=(3: 2: 1); thereafter, the effect of different 

doses (6, 12, 18 μl) of these three combinations on fermentation parameters was studied. Rumen fluid 

was obtained from three sheep before morning feeding via rumen fistula. The effect of the mixture of 

essential oils on gas production and kinetics of gas production was investigated by incubating 125 

mg of each sample at 2, 4, 6, 8, 12, 24, 36, 48, 72 and 96 hours. Also, in another experiment, by 

incubating the samples for 24 hours, gas production and methane production were estimated. Also, 
different mixtures were compared in terms of their effect on reducing the amount of methane 

production.  

Results and discussion: Adding a mixture of essential oils in different doses reduced gas production 

compared to the control group (P<0.05). Comparison of the three mixtures of essential oils tested 

showed that during the incubation period of 2 to 12 hours, mixtures B and C showed a decreasing 

trend in gas production, meanwhile mixture C had the lowest value compared to the other two 
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mixtures (P<0.05). There was no significant difference between mixtures A and B during 24 to 48 

hours of incubation, but mixture C showed the lowest value compared to the other two mixtures 

(P<0.05). At 72 to 96 hours of incubation, mixtures A, B and C did not show significant differences 

in gas production (P<0.05). The results of this experiment showed that mixture C caused a further 

reduction in gas production than other mixtures. Decreased gas production can be related to a decrease 

in the fermentation activities of microorganisms and a decrease in dry matter digestibility (Tan et al. 

2011). On the other hand, reduction in gas production by essential oils may indicate more efficient 

use of energy due to inhibition of energy loss in the form of methane (Aminipour et al. 2017). In the 

present experiment, different doses of essential oil mixtures reduced gas production, so that at 2 to 

96 hours of incubation, doses of 6 and 12 did not differ significantly in terms of gas production (P 

<0.05); but the level of 18 µl compared to other doses showed a significant decrease in gas production 

(P <0.05). The mixture of essential oils at the level of 6 μl showed that mixture A, which contained 

the highest amount of thyme and rosemary essential oils, had no effect on gas production during 

incubation compared to control, while mixture C, which contained higher amounts of peppermint and 

Thyme essential oils had the greatest impact on gas production. The gas production potential (B) was 

not significantly different between the three mixtures (P>0.05), although numerically it was the 

lowest in mixture C (19.53 versus 11.82). Gas production rate (c) had a similar trend so that despite 

the lack of significant differences between the three mixtures (P>0.05), numerically C mixture 

showed the lowest value in terms of this parameter. A decreasing trend in methane production at the 

level of 18 μl of essential oil of a mixture of three herbals was observed, so that in mixture B was the 

lowest value compared to the control group (P <0.05). Essential oils may directly inhibit the growth 

and activity of methanogenic microbes, or indirectly by reducing the number of methanogen-related 

protozoa (Gonal et al. 2017) or by indirect reduction in some processes of methanogenic microbial 

metabolism (Cobellis et al. 2015) affect methane production. Due to the fact that the proportion of 

two thirds of mixture B is peppermint essential oil, the percentage of methane production in mixture 

B compared to the control showed a significant decrease. It has been reported that the decrease in 

methane production may be due to the reduction of total protozoan by menthol as the main active 

ingredient of peppermint essential oil (Roy et al. 2015). 

Conclusion: The results of this study showed that in the gas production test at 2 to 96 hours, all three 

levels of 6, 12 and 18 microliters significantly reduced gas production at all incubation times, even 

24 hours, so at the level of 18 microliters, the largest decrease in gas production was observed. Of the 

three mixtures used, mixture B showed the greatest effect in reducing methane production. Therefore, 

a dose of 18 μl with a decrease in total gas production and mixture B with a dose of 18 μl with a 

decrease in methane production has the potential to change ruminal fermentation. 
 

Keywords: Gas production potential, Gas production rate, Secondary metabolites, Methane, Menthol 


