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 چکیده

 پذیری گوارش ی مختلف اسیدهای چرب برالگوهاهدف از انجام این آزمایش بررسی تأثیر افزودن 

شکمبه بر پایۀ استفاده از  جمعیت میکروبیای و های شکمبهی مواد مغذی، برخی فراسنجها شکمبه

نابع م عنوان بههای مختلف تنی بود. به این منظور، روغنشرایط بروندر  های مولکولیروش

برای تأمین اسید  .شد استفادهو ایکوزاپنتانوئیک  اولئیک، لینولئیک، لینولنیک، دکوزاهگزانوئیک

 صورت به اسید پالمتیک( حاوی درصد بالایی از 311-پالمتیک از یک مکمل تجاری )برگافت تی

 و کاهش یریپذ گوارشهای  ضریبکاهش  ۀدهند نشان بررسینتایج این  گلیسریدی استفاده شد.

افزودن منابع  یجۀدرنتو پروتوزوآ  هوازی یب یها قارچ، یتیکسلولولا های یباکتر یا شکمبهجمعیت 

 یتیکسلولولا های یباکتربا کاهش  زمان هم. روغن ماهی (P˂12/1) اسیدهای چرب غیراشباع بود

 (پالمنخل ). روغن (P˂12/1) پروتئولتیک و آمیلولتیک شد های یباکترسبب افزایش جمعیت 

 ۀدیوار یریپذ گوارشهای ضریبتأثیری بر  یتیکسلولولا های یباکتروجود کاهش برخی از با

همۀ منابع روغنی . (<12/1P) نداشتای، مقدار و الگوی اسیدهای چرب فرار تولیدی  یاخته

ها نسبت به گروه شاهد شدند، دار متانوژنی روغن نخل سبب کاهش معنیاستثنا به مورداستفاده

اسیدهای چرب (. منابع P˂12/1) ها شدزودن روغن نخل، سبب افزایش متانوژنکه اف یدرحال

مسئول در مراحل مختلف  های یباکترروغن ماهی سبب کاهش جمعیت  ازجملهغیراشباع 

افزودن منابع مختلف اسیدهای . (P˂12/1) شدند (بیوهیدروژناسیونهیدروژنه کردن زیستی )

ای چرب فرار و اسید استیک شد. بیشترین میزان چرب غیراشباع سبب کاهش غلظت کل اسیده

کاهش در غلظت اسیدهای چرب غیراشباع نسبت به گروه شاهد مربوط به روغن ماهی بود 

 مول در لیتر به ترتیب برای گروه شاهد و روغن ماهی(. میلی 1/44در برابر 3/113)

 

 روغن ماهی، ،اراسیدهای چرب غیراشباع، اسیدهای چرب فر ،RT-qPCR های کلیدی: واژه

 .نخلروغن 

 

 مقدمه

منابع مهم تأمین پروتئین  عنوان بهنشخوارکنندگان 

در تأمین نیازهای  بنیادینحیوانی نقشی بسیار 

 دارند. توانایی نشخوارکنندگان درانسانی  هایهجامع
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جمعیت میکروبی فعال در  باوجوداستفاده از مواد خشبی، 

نشخوارکنندگان ین برتری تر مهمتوان شکمبه، را می

 Vanدانست ) یا معدهتک اینسبت به حیوانات مزرعه

Soest, 1994).  افزایش تقاضا برای مصرف محصولات

 منظور بهدام  یور بهرهدامی و تلاش در جهت افزایش 

افزایش تولید به ازای هر رأس دام، سبب ایجاد 

غذایی  نیازهایتأمین  ینۀدرزمفراوانی  های یچیدگیپ

وارکننده شده است. در این میان اهمیت حیوانات نشخ

تأمین انرژی کافی و افزایش کارایی تولیدی و 

انسانی به افزایش  هایجامعه گرایشتولیدمثلی دام و 

و کاهش مصرف  مصرف اسیدهای چرب غیراشباع

مصرف  اسیدهای چرب اشباع از منشأ محصولات دامی

ه است کردتبدیل  پرهیزناپذیراین مواد را به امری 

(Reynolds et al., 2003; Santos et al., 2008) در .

 زمان همحفظ محیط فعال و کارآمد شکمبه  ،این میان

 اثرگذاریبه  با توجهچربی  یها مکملبا استفاده از 

سمی برخی از اسیدهای چرب بر محیط شکمبه 

 Chilliard et al., 2007; Jenkins et) ضروری است

al., 200.) های( شکمبه وارگانیسمریزجانداران )میکر

توانایی متفاوتی در استفاده از منابع مختلف انرژی و 

 برابرمتفاوتی در  پذیری یبآس پروتئینی داشته و درجۀ

 ,Maia et al., 2007) نددارانواع اسیدهای چرب 

-ویژه باکتریحفظ جمعیت فعال باکتریایی به .(2010

چالشی  عنوان بهة الیاف در شکمبه کنند هضمهای 

بزرگ در استفاده از منابع مختلف چربی در جیرة دام 

 است. قرارگرفتهمتخصصین تغذیه  موردتوجه

انواع منابع  تأثیر ینۀدرزم، گزارش جامعی حال ینباا

مختلف شکمبه وجود  ریزجاندارانبر جمعیت  چربی

افزایش درک متخصصان تغذیه از تغییرات ندارد. 

استفاده از یجۀ درنتمحتمل میکروبی دستگاه گوارش 

تواند امکان منابع مختلف اسیدهای چرب می

بینی عملکرد دام در موارد مختلف را فراهم کرده  پیش

و اهمیت انواع ریزجانداران شکمبه در فرآیندهای 

 یها روش ۀتوسعازپیش نمایان کند.  یشبهضم را 

جمعیتی  های بررسی ینۀدرزم ها آنمولکولی و کاربرد 

بر ایجاد  افزوناخیر  یها سالشکمبه در  ریزجانداران

 یها گونه بررسی، امکان تر یقدق های بررسیامکان 

ه و لذا کردفراهم  ها آنبیشتری را بدون نیاز به کشت 

کشت  یها سامانهسبب تسهیل شرایط و رفع نیاز به 

های غیرقابل کشت  و امکان بررسی گونهشده  هوازی یب

 را نیز فراهم کرده است.

 منابع مختلف چربی تأثیرزیابی ار بررسیهدف این 

 ۀبر مجموع (متفاوت اسیدهای چرب های الگوبا )

 های یباکترشکمبه شامل  ریزجاندارانمتنوعی از 

 هامتانوژنتیک، یپروتئولا و تیکی، آمیلولایتیکسلولولا

، پروتوزوآ و جمعیت کل هوازی یب یها قارچو جمعیت 

تفاوت روغن منابع م تأثیر افزون بر اینبود.  ها یباکتر

مواد مغذی و  یتن برون یریپذ گوارشهای  ضریببر 

 .شد یبررساسیدهای چرب فرار  الگویمیزان تولید و 

 

 ها روشمواد و 

گروه  ۀمشترک در بخش تغذی صورت بهاین پژوهش 

پردیس کشاورزی و منابع دانشگاه ارومیه، علوم دامی 

طبیعی دانشگاه تهران و پژوهشگاه شیمی و مهندسی 

حیوانات  همۀاست.  شده  انجامی ایران شیم

در این آزمایش بر اساس راهنمای  مورداستفاده

در تحقیقات  یا مزرعهنگهداری و استفاده از حیوانات 

 .اند شده( نگهداری 2010) FASSعلوم دامی 

در این تحقیق از روغن ماهی، روغن بذرک 

)کتان(، روغن آفتابگردان، روغن کلزا و یک منبع 

( به ترتیب 911-غن نخل )پالم( )برگافت تیتجاری رو

برای تأمین ایکوزاپنتانوئیک اسید و دکوزاهگزانوئیک 

اسید، اسید لینولنیک، اسید لینولئیک، اسید اولئیک و 

اسید پالمتیک استفاده شد. اسیدهای چرب در همۀ 

 منظور بهاز نوع گلیسریدی بوده و  مورداستفادهمنابع 

سیدان( موردنیاز و ایجاد اک یآنتتأمین پاداکسندة )

واحد در میلیون  111یکنواختی در میزان آن، 

پاداکسنده به ازای هر کیلوگرم روغن خام از منبع 

شد. روغن ماهی  استفادههیدروکسی تولئن بوتیله 

ی خزر، روغن آرد ماهاز شرکت  مورداستفاده

آفتابگردان و کلزا از شرکت صنعتی بهشهر و روغن 

شده با وغن دانۀ بذرک آسیاببذرک از استخراج ر

 استفاده از هگزان تهیه شد.

 

 با مایع شکمبه یتن برون نگهداری

 چندباررأس گاو هلشتاین  سهمایع شکمبه از 



 9 ... هایتأثیر افزودن منابع مختلف اسیدهای چرب بر فراسنجه و همکاران: وندی بهروزیارخلیل 

 

 یا شکمبهمجهز به فیستولای  ةغیر شیرد ةکردزایش

 پس از طی دورة کیلوگرم 621 ± 01 وزنی میانگین با

. شد صبح تهیه یده خوراکاز  پیشو  یریپذ عادت

 به علوفه نسبت با آزمایش مورد حیوانات خوراک

 به (،CNCPS V5) درصد 71به  61 با برابر کنسانتره

 ةوعد دو در نگهداری سطح از بالاتر درصد 11 میزان

شد  داده حیوانات به عصر 16 و صبح 2 ساعات در برابر

 پس از انتقال به آزمایشگاه . مایع شکمبه(1)جدول 

متصل به الیاف و  های یاکترب جدا شدن منظور به

شکمبه در محیط  ریزجانداران همۀاطمینان از حضور 

 دو به مدت کن مخلوطبا استفاده از  در آغازکشت، 

با  آنگاهو  (Bueno et al., 2005) دقیقه مخلوط

صاف و در حمام آبی با  ۀلای 7توری  ۀاستفاده از پارچ

 CO2 ۀ، تحت جریان پیوستدرجۀ سلسیوس 93دمای 

 ,McDougall) دو برابر حجم از بافر مک دوگال با

 ( مخلوط شد.1948

 
 ترکیب جیرة غذایی حیوانات فیستولادار مورداستفاده برای تهیۀ مایع شکمبه )گرم بر کیلوگرم مادة خشک(. 1جدول 

Table 1. Diet composition for feeding fistulated animals used as rumen fluid donors (g/kg DM) 
Feed Ingredient Quantity  Feed Ingredient Quantity 

Alfalfa Hay 217.8  Wheat bran 45.3 
Corn Silage 249.9  Rice bran 29.5 

Wheat straw 132.3  Na- Bicarbonate 3.2 

Beet pulp 28.4  CaCO3 4.9 
Barley grain 99.8  Calcium, Phosphate-Di 0.8 

Corn grain 28.4  Min-Vit Mix* 3.9 

Wheat grain 48.8  White Salt 1.6 
Canola meal 69.2   

Soybean meal 36.3   

، E یتامینوگرم میلی D3، 111 المللی ویتامینواحد بین A، 111111 المللی ویتامینواحد بین 111111هر کیلوگرم مکمل شامل:  *

، Cuگرم میلیFe ،911گرم میلی9111گرم، میلی13111؛ 1Naگرم میلی P ،11111 گرممیلی Ca، 31111گرم میلی131111

 (B.H.T) پاداکسندهگرم میلی 9111 و Se گرم میلیI، 1گرم میلی Co، 111 گرممیلیZn، 111گرم میلیMn، 9111 گرممیلی0111
* Each kg contained: Vit A, 500000IU; Vit D3, 100000 IU; Vit E, 100mg; Ca, 190000mg; P, 90000mg; Na, 50000mg; Mg, 

19000mg; Fe, 3000mg; Cu, 300mg; Mn, 2000mg; Zn, 3000mg; Co, 100mg; I 100mg; Se, 1mg; Antioxidant (B.H.T) 3000mg. 

 

های با روغنمایع شکمبه )انکوباسیون(  نگهداری

 & VanNevelروش یۀبر پایش مورد آزمامختلف 

Demeyer (1996) در روزهای با اندکی تغییرات  و

انجام آزمون، نوع بافر، نسبت بافر به مایع شکمبه و 

صورت گرفت. نگهداری به شرح زیر  زمان مدت

( ران در روزهای مجزادو) 1در دو دوره نگهداری

 111 ظرفیت فلاسک )با شش و در هر دوره شده انجام

اختصاص یافت.  ها مکملاز  هرکدام( برای لیتر یلیم

، شش فلاسک نگهداری ةدر هر دور افزون بر این

خوراکی  یها مکملحاوی مخلوط مایع شکمبه و بافر، 

 در نظرگروه کنترل  نوانع بهمکمل چربی  بدونو 

منظور تصحیح مواد خوراکی از منشأ بهگرفته شد. 

پذیری، های گوارش شده بر ضریبمایع شکمبۀ انکوبه

حاوی مایع شکمبه  تنهادر هر دوره شش فلاسک که 

شدند. در هر  استفادهبلانک  عنوان بهو بافر بودند، 

 111، منابعروغن از هرکدام از  گرممیلی 91فلاسک 

                                                                               
1. Run 

شده  یهتغذ خوراک با همسانخوراک کامل ) گرم یلیم

 متری یلیم1شده با الک ( آسیاببه گاوهای فیستولادار

(Wiley Mill )(AbuGhazaleh & Jenkins, 2004) .

با  از مخلوط مایع شکمبه و بافر لیتر یلیم 11درنهایت 

 کربن اکسید یدتحت جریان مداوم  0:1نسبت حجمی 

ریخته شده و در  ها کفلاساز  هرکدامدر داخل 

ساعت در  72به مدت  نگهداریپلمپ شد.  ها فلاسک

 درجۀ سلسیوس 93 یدماحمام آبی شیکردار در 

فلاسک به ازای هر مکمل در هر دوره  سهانجام شد. 

و  یمواد مغذ یریپذ گوارشهای  ضریبتعیین  منظور به

 یا شکمبه یها فراسنجهفلاسک برای تعیین  سه

 یری،پذ گوارشهای  ضریبعیین اختصاص یافت. در ت

واتمن  یکاغذ صافبا استفاده از  ها فلاسکمواد داخل 

در  ساعت 72 به مدتو  جداشدهبدون خاکستر  71

 خشک قرار گرفت ةبرای تعیین میزان ماد C°61آون 

(AOAC, 2000) .تعیین مادة آلی از سوزاندن  منظور به

 درجۀ سلسیوس 711بقایای هضم در کورة الکتریکی )

و ( استفاده شد AOAC , 2000به مدت شش ساعت، 
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ای )الیاف نامحلول در شویندة  یاخته ةاجزای دیوار

خنثی و اسیدی( با استفاده از سدیم سولفیت و بدون 

استفاده از آنزیم آمیلاز مقاوم به حرارت در ترکیب 

 VanSoest et al., 1991; ANKOM)شویندة خنثی 

technologies) مقادیر موجود در  ۀیبر پا، تعیین و

 دیگربلانک تصحیح شد. محتویات  یها فلاسک

و  شده  صاف ۀلای ی چهارتوربا استفاده از  هافلاسک

 ،شمارش منظور به هر فلاسکاز لیتر میلی 1 ۀنمون سه

)نه تکرار به ازای هر تیمار( و  شده  برداشتهپروتوزوآ 

درصد به نسبت  11برای تثبیت پروتوزوآ با فرمالین 

. شمارش شدمخلوط و در دمای اتاق نگهداری  1:1

پروتوزوآها با استفاده از میکروسکوپ نوری و لام 

متیلن بلو انجام گرفت  یزیآم رنگمخصوص با 

(Dehority, 2003 مایع شکمبه .)تعیین  منظور به

میزان نیتروژن آمونیاکی و اسیدهای چرب فرار پس از 

 11 فوریکیدسولاسلایه با  چهارصاف کردن با توری 

 یعما بهیدسولفوریک اس 11 به 1 نسبت) درصد

دقیقه با سرعت  پانزده به مدتبا مخلوط و ( شکمبه

درجۀ  -01یدما دور در دقیقه سانتریفیوژ و در 9111

 یدهایاس یریگ اندازه یبرا. شد ینگهدار سلسیوس

 ستون با یگاز ی(کروماتوگرافنگاری )فام از چرب فرار

 Ottenstein روش به( متر یلیم6/7×متر61/1) ای یشهش

& Batler (1971) غلظت نیتروژن . شد استفاده

 Broderick & Kang ییریافتۀتغآمونیاکی با روش 

 ( تعیین شد. 1980)

 

 اسیدهای چرب الگویتعیین 

های مکمل متیل استر اسیدهای چربمنظور تهیۀ به

 & Ichihara) از روش  در آزمایش مورداستفادهچربی 

Fukubayashi, 2010 یدکلریدریکاس( و با استفاده از 

از نونادکانوئیک  و استفاده( HCl/MeOHمتانولی )

 شد. استفاده استاندارد داخلی عنوان به (C19:0) اسید

 نگاریفاماسیدهای چرب با استفاده از  الگویتعیین 

و ستون  FIDبا شناساگر  Varian CP-3800گازی 

(CP-Sil88 100 m×250m×0.2انج ) ام و با استفاده

 ,GLC 463 reference mixtureاز مخلوط استاندارد )

http://www.nu-chekprep.com .شناسایی شد )

 ( انتخاب2005) Lee et al پایۀستون بر  ییدما ۀبرنام

 شد. و برای هر مکمل چربی از سه تکرار استفاده

دهندة الگوی اسیدهای چرب در نشان 9جدول 

 است. مورداستفادههای مکمل

 

 DNAاستخراج 

استخراج  منظور به، شده صافبخشی از مایع شکمبۀ 

DNA درجۀ سلسیوس  -01زن با دمای  ژنومی به یخ

 .Tajima et al بر پایۀ روش DNAانتقال یافت. استخراج 

و با اندکی تغییرات انجام  Yang et al. (2009)و  (2001)

ر محلول لیت یلیم 1لیتر از مایع شکمبه با  یلیم 1/1شد. 

گرم گلولۀ سرامیکی با قطر  1به همراه  CATBدرصد  1

دو دقیقه با  به مدتمخلوط شده و  µm111-11میانگین 

دور در دقیقه در هموژنایزر قرار گرفت.  9111سرعت 

 باهمیت کل مقادیر محلول مربوط به هر نمونه درنها

دور  10111 ده دقیقه و با سرعت به مدتمخلوط شده و 

انتریفیوژ شد. مایع رویی به ظرف جدید در دقیقه س

انتقال یافته و با استفاده از فنول و کلروفورم استخراج شد. 

پس از سانتریفیوژ دوباره، مواد ژنتیکی  با استفاده از 

یزان دو برابر حجمی به مدت دو به ماتانول مطلق سرد 

 به مدت DNAرسوب  منظور بهو  قرارگرفتهساعت در یخ 

دور در دقیقه در دمای  10111ا سرعت پانزده دقیقه ب

. مواد رسوب (Yang et al., 2009) اتاق سانتریفیوژ شد

از خشک  شسته و پس درصد 41، با اتانول شده  داده

 Tris-EDTA، در محلول بافر خلأشدن نسبی تحت 

 (DNase-free and RNase Aو با استفاده از   حلسترون 

(T1 یساز خالصانۀ فرآوری شده و با استفاده از سام 

(DNA Clean and Concentrator™-25, ZYMO 

RESEARCH. CORP. Irvine, USA)  فرآوری و

یت درنهایه شد. پالایت با استفاده از بافر مخصوص درنها

DNA تعیین غلظت و کیفیت با  منظور به شده خالص

سنج نوری )اسپکتروفتومتر استفاده از دستگاه طیف

( ارزیابی و تا زمان استفادة Thermo Scientificنانودراپ، 

 درجۀ سلسیوس نگهداری شد. -01بعدی در دمای 

 

 پلیمراز ای یرهزنجبا استفاده از واکنش  افزایش

برای  ها آنو مشخصات  مورداستفادهآغازگر )پرایمر(های 

آورده  0ی میکروبی در جدول ها گونهو  ها گروههرکدام از 

 یناسط شرکت توس مورداستفادهشده است. آغازگرهای 
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اطمینان از توالی آغازگر، همۀ  منظور بهو  شده  ساخته ژن

بررسی اختصاصی  منظور بهیابی شدند.  یتوالآغازگرها 

 با استفاده از سامانۀ شده استخراج DNAبودن آغازگرها، 

PCR (Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler )

 شامل PCRیتر مخلوط ل یکروم 01شدند. هر  افزایش

 mM MgCl211 ،01دارای  PCR11×یتر بافر لیکروم1/0

 dNTP’sیتر لیکروم 1پیکومول از هرکدام از آغازگرها، 

نوکلئوزید تری  یداکساز  هرکداماز  مولیکروم 11شامل 

Taqواحد  1/0، ها فسفات
TM

 DNA polymerase  و آب

 simplified hotداشت. برنامۀ دمایی ) PCRدرجۀ خلوص 

start شامل )°C41 منظور بهدو دقیقه  به مدت 

یک دقیقه برای  به مدت C 31°ی آنزیم،ساز فعال

سی  به مدت C31°دور شامل  71ی اولیه و ساز واسرشت

اتصال  منظور بهسی ثانیه  به مدتی، ساز واسرشتثانیه 

( و یک 0در جدول  شده گزارش)بر پایۀ دمای اتصال 

به ت دما یدرنهابسط بود.  منظور به C40°دقیقه در دمای 

در  ازآن پسو  شده  حفظ C40°شش دقیقه در  مدت

°C7  قرار گرفت. محصولاتPCR  0با استفاده از ژل 

با استفاده از سامانۀ  MeduriGreenدرصد آگاروز و 

و با استفاده از  شده جداولت  41الکتروفورز با ولتاژ ثابت 

 QIAquick Gelاز ژل ) DNAسامانۀ کیت استخراج 

Extraction Kit, 28704)  منظور بهو  شده  استخراج 

اطمینان از اختصاصی بودن آغازگرها در افزایش، 

 PCRی مختلف محصولات ها رقتیابی شدند. یتوال

 منظور به شدهاستخراج DNAاز ژل و  شده استخراج

 شدند. استفاده RT-qPCRتعیین کارایی در سامانۀ 

 
 یزجانداران شکمبهرفزایش در ا مورداستفاده. مشخصات آغازگرهای 0جدول 

Table 2. Primer Design Charecteristics used for PCR amplification of rumen microorganisms 

 FO- Primer RE - Primer 
Annealing 

Temprature 
Reference 

Total bacteria GTG STG CAY GGY TGT CGT CA GAG GAA GGT GKG GAY AC GT 60 Maeda et al. 

(2003) 

Total protozoa CAYGTCTAAGTATAAATAACTAC CTCTAGGTGATWWGRTTTAC 61 Sylvester et al. 

(2004) 

Total fungi GAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTC CAAATTCACAAAGGGTAGGATGATT 60 Denmann &  

Mcsweeney 

Methanogens CCGGAGATGGAACCTGAGAC CGGTCTTGCCCAGCTCTTATTC 60 Zhou et al. 

(2009) 

F. succinogenes GGTATGGGATGAGCTTGC GCCTGCCCCTGAACTATC 62 Tajima et al.  

(2001) 

R. albus GTTTTAGGATTGTAAACCTCTGTCTT CCTAATATCTACGCATTTCACCGC 60 Potu et al.  

(2011) 

R. flavefaciens TCTGGAAACGGATGGTA CCTTTAAGACAGGAGTTTACAA 62 Koike & Kobayashi  

(2001) 

A. lipolytica TGGGTGTTAGAAATGGATTCC CTCTCCTGCACTCAAGAATT 59 Potu et al. 

(2011) 

B. fibrisolvens TAACATGAGTTTGATCCTGGCTC CGTTACTCACCCGTCCGC 62 Potu et al.  

(2011) 

B. proteoclasticus TCCTAGTGTAGCGGTGAAATG TTAGCGACGGCACTGAATGCCTAT 62 Potu et al.  

(2011) 

M. elsdenii GACCGAAACTGCGATGCTAGA CGCCTCAGCGTCAGTTGTC 60 Ouwerkerk et al.  

(2002) 

Prevotella spp. CACGGTAAACGTGGAT GGT CGG GTTGCA GAC C 57 Matsuki et al  

(2002) 

P. ruminicola GGTTATCTTGAGTGAGTT CTGATGGCAACTAAAGAA 55 Tajima et al.  

(2001) 

S. ruminantium TGCTAATACCGAATGTTG TCCTGCACTCAAGAAAGA 53 Potu et al. 

(2011) 

S. bovis TGTTAGATGCTTGAAAGGAGCAA CGCCTTGGTGAGCCGTTA 60 Klieve et al. 

(2003) 

 

 RT-qPCRبا استفاده از  افزایش

 System Applied) سامانۀبا استفاده از  DNA افزایش

Biosystems® 7500 Real-Time PCR)  سهو با 

 یموردبررسهای آغازگرتکرار برای هرکدام از جفت 

حاصل  یها نمونهدر هر دور از  افزون بر اینانجام شد. 

حاصل از تیمارهای مختلف در  DNAاز مخلوط 

کالیبراتورهای بین دور  عنوان بهمختلف  یها غلظت

مورد  یها نمونهبر  افزوناستفاده شد. در هر دور 

 سهاز  مورداشارههای (رکالیبراتوواسنج )و  یابیارز

 منظور بهNTC (Non-Template-Control )تکرار 
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استفاده شد.  ها واکنشاطمینان از اختصاصی بودن 

 SYBR سامانۀ ، از DNA یها نمونه افزایش منظور به

green master mix ،(Dynamo, Thermo Fischer 

Scientific)  یتر مخلوط لیکروم 01استفاده شد. هرPCR 

پیکومول بر  7یتر مخلوط آغازگر )لیکروم 0شامل 

یتر آب با درجۀ خلوص لیکروم 7یتر از هر آغازگر(، لیکروم

PCR ،11 یتر مخلوط لیکرومSYBR mix  یتر لیکروم 7و

 مورداستفادهبود. برنامۀ دمایی  DNAاز محلول حاوی 

اولیه  یساز واسرشتده دقیقه برای  به مدت C31°شامل 

 C60-19°پانزده ثانیه،  مدتبه  C31°و چهل دور شامل 

بسط  منظور به C40°برای اتصال و یک دقیقه در دمای 

با افزایش  Melting curvesهای مربوط به  یمنحنبود. 

یری گ اندازهبا  C31°به  C11°از  C/s1/1°دما به میزان 

ها  یمنحنآمد. این  به دستمقادیر فلورسانس در هر ثانیه 

صاصی بودن فرآیند افزایش ارزیابی کیفیت و اخت منظور به

های  یباکتری مختلف ها گروهشد. جمعیت  استفاده

های  یباکترنسبتی از جمعیت کل  صورت بهشکمبه 

 Total rumen bacterial 16S rDNAشکمبه تعیین شد )

at 48 h .)ی مختلف بر ها گروهین پایه جمعیت نسبی بر ا

 Ct ی منهایموردبررسباکتری  delta Ct (Ctپایۀ مقادیر 

2eها( و بر پایۀ معادلۀ  یباکترکل 
-deltaCt  شد محاسبه

(Denman & McSweeney, 2006.)  میزان تغییرات در

یجۀ درنتشکمبه  ریزجاندارانی مختلف ها گروهجمعیت 

افزودن انواع مختلف منابع روغنی بر پایۀ جمعیت گروه 

میکروبی موردنظر نسبت به گروه کنترل بررسی شد. 

عیت میکروبی در هر گروه در تیمار بدین منظور جم

و میزان تغییرات در  شده گرفته در نظرکنترل برابر با صد 

ی میکروبی نسبت به گروه کنترل ها گروههرکدام از 

ة دهند نشانبه ترتیب  0و  1های شکل سنجیده شد.

های استاندارد و نقطۀ ذوب  یمنحنمنحنی افزایش و 

های  یباکتری مختلف کل ها رقتمربوط به افزایش 

 نمونه است. عنوان بهشکمبه 

 
 گرم اسید چرب( 111شده در آزمایش )گرم در  . الگوی اسیدهای چرب منابع مختلف چربی استفاده9جدول 

Table 3. Fatty acid profile of different fat supplements used in this study (g/100g of FA) 

 

Fish Oil Sunflower Oil Linseed Oil Canola Oil Palm Oil S.E.M 

12:0 0.131 d 0.354 b 0.563 a 0.261 c 0.005 e 0.045 

14:0 1.126 a 0.126 b 0.264 b 0.423 ab 0.163 b 0.342 

15:0 2.122 a 1.114 ab 0.577 b 1.842 ab 1.483 ab 0.643 

16:0 3.119 bc 2.143 bc 1.352 c 4.163 b 77.591 a 0.942 

16:1 cis-9 4.115 a 1.253 c 3.252 b 3.352 b 0.003 d 0.124 

16:2 5.112 a 0.352 c 0.463 c 1.753 b 0.001 d 0.155 

16:4n-3 6.108 a 0.375 c 0.251 d 1.621 b 0.178 0.185 

17:0 7.105 a 2.311 b 2.116 b 2.114 b 1.273 c 0.215 

18:0 8.101 b 7.463 b 5.251 c 11.352 a 8.152 d 0.365 

18:1 cis-9 26.157 b 15.357 c 11.357 d 57.452 a 7.612 e 0.655 

18:1 trans 1.415 b 0.275 c 0.024 d 2.358 a ND 0.063 

18:2n-4 0.369 c 0.251 d 1.241 b 2.542 a 0.127 0.016 

18:2n-6 2.085 e 59.364 a 12.352 b 6.153 c 2.245 d 0.093 

18:3n-3 2.531 d 8.114 b 55.164 a 3.176 c 0.125 e 0.097 

18:4n-3 3.139 b 1.053 c 4.261 a 1.173 c 1.031 0.135 

20:00 0.169 b ND 0.352 a ND ND 0.017 

20:1cis 1.246 a ND 0.005 b ND ND 0.053 

20:4n-3 0.887 c ND 0.945 b 1.321 a ND 0.038 

20:4n-6 0.782 ND ND ND ND 0.033 

20:5n-3 0.897 ND ND ND ND 0.378 

22:1 cis 0.339 ND ND ND ND 0.011 

22:5n-3 1.735 ND ND ND ND 0.072 

22:6n-3 10.201 ND ND ND ND 0.346 

Other 2.110 a 0.113 b 0.212 b 0.012 c 0.021 c 0.334 

SFA 21.872 b 13.511 c 10.457 d 20.155 b 88.667 a 0.694 

MUFA 33.172 b 16.867 c 14.638 c 63.252 a 7.615 d 0.739 

PUFA 41.849 c 69.157 b 74.677 a 17.739 d 3.707 e 0.854 

 .است 11/1دار آماری در سطح  دهندة تفاوت معنی های با بالانویس متفاوت در هر ردیف نشان میانگین

SFA:  اسیدهای چرب اشباع؛MUFA:  اسیدهای چرب با یک پیوند دوگانه؛PUFA: اسیدهای چرب با بیش از یک پیوند دوگانه.

Different letter in each row determines statistical difference (p<0.05). 

SFA: Saturated Fatty acids; MUFA: MonoUnsaturated Fatty acids; PUFA: PolyUnsaturated Fatty acids. 
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Amplification plots  

 
 RT-qPCRی مختلف جمعیت کل باکتری با استفاده از ها رقت. منحنی مربوط به افزایش 1شکل 

Figure 1. Amplification plot for amplification of bacterial DNA dilution series in RT-qPCR 

 

 
Standard Curve 

 
_______ 

Log fit values 
SYBR Standards, RSq: 0.995 
SYBR, Y = -3.407 

*
 LOG(X) + 36.59, Eff. = 96.6% 

 
 

Dissociation Curve 

 
 RT-qPCRلف جمعیت کل باکتری با استفاده از ی مختها رقت. منحنی استاندارد و نقطۀ ذوب مربوط به افزایش 0شکل 

Figure 2. Standard curve for amplification of bacterial DNA dilution series in RT-qPCR 

 

 آماری تحلیل و تجزیه

ی مربوط به الگوی ها دادهآماری  تحلیل و تجزیه

اسیدهای چرب و ترکیب جمعیتی ریزجانداران شکمبه 

 تصادفی کاملطرح  صورت بهلی بر پایۀ روش مولکو

پذیری و های گوارش در ارتباط با ضریب انجام شد

روزهای مختلف ای، تأثیر های تخمیر شکمبهفراسنجه

در مدل آماری قرار گرفت. ولی  )ران( نگهداریانجام 

داری از مدل آماری حذف شده و یل عدم معنیبه دل
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شد.  وتحلیل طرح کامل تصادفی تجزیه صورت بهها داده

خطی  ۀبا استفاده از رویوتحلیل آماری  تجزیه

 SAS 9.1آماری  افزار نرم( PROC GLM) یافتۀ یمتعم

با  میانگین حداقل مربعات ۀمقایس ( انجام شد.2003)

 ها آنانجام شده و تصحیح  PDIFFگزینۀ  استفاده از

 11/1 داری یمعنو با سطح  توکیآزمون  با استفاده از

 .انجام شد

 

 بحث نتایج و

 یریپذ گوارشهای  ضریببر  ها روغنافزودن انواع  تأثیر

بیشترین  داده شده است. نشان 7ی در جدول مواد مغذ

در ارتباط با  یریپذ گوارشهای  ضریبتأثیر منفی بر 

الیاف نامحلول در شویندة خنثی و الیاف نامحلول در 

بود.  یجۀ استفاده از روغن ماهیدرنت و شویندة اسیدی

سبب کاهش  روغن نخل تیمار یرازغ بهارها تیم همۀ

شدند. بیشترین میزان  یریپذ گوارشهای  ضریب

مربوط به گروه کنترل بود  یریپذ گوارشهای  ضریب

وجود نداشت. در  روغن نخلبا  داری یمعنولی اختلاف 

کربنه غیراشباع،  12بین انواع منابع اسیدهای چرب 

و کمترین  بیشترین تأثیر منفی مربوط به روغن کتان

مختلفی  یها گزارشمیزان مربوط به روغن کلزا بود. 

منفی منابع اسیدهای چرب غیراشباع  تأثیر ٔ ینهدرزم

 ةخشک و دیوار ةماد یریپذ گوارشهای  ضریببر 

دلایل  بیانبا  ،تنیو درون یتن بروندر محیط  ای یاخته

ها،  یچربپوشانندگی  هایاثرگذاریمختلفی همانند 

یتیک و سلولولاهای  یباکترفعالیت  کاهش تعداد و

به الیاف وجود دارد  ریزجاندارانتوانی در اتصال نا

(Tamminga & Doreau, 1991; Doreau & 

Chilliard, 1997; Chalupa et al., 1984 بررسی .)

 نخلی کلسیمی یا منابع پریل )فلیک( روغن ها نمک

تأثیر منفی منابع روغنی حاوی  نبود ةدهند نشان

 های ضریبهای بالای اسیدپالمتیک بر غلظت

مواد مغذی بود که با نتایج حاصل از این  یریپذ گوارش

 ;Grummer, 1988آزمایش همخوانی دارد )

Ganjkhanloo et al., 2010). اشتندرسد، می به نظر 

امکان ایجاد  نبوددمای ذوب بالاتر از دمای شکمبه و 

دلایل  ینتر مهمیکی از  عنوان بهپوشش روی الیاف، 

 یریپذ گوارشهای  ضریببودن این منابع بر  تأثیر یب

باشد. در این تحقیق تأثیر انواع الیاف در شکمبه 

 9های ها بر جمعیت میکروبی شکمبه در شکلمکمل

های نشان داده شده است. کاهش باکتری 6الی 

تواند توجیهی بر کنندة الیاف در این بررسی میهضم

 به نظرای الیاف باشد. بهپذیری شکمکاهش گوارش

متفاوت انواع اسیدهای چرب  هایرسد، اثرگذاریمی

تحت  بتوانرا  یریپذ گوارشهای  ضریبغیراشباع بر 

 هایاثرگذاریو  ها آنتأثیر میزان غیراشباع بودن 

بر جمعیت میکروبی دستگاه  ها آنمتعاقب هرکدام از 

بر افزون . (Maia et al., 2007; 2010) گوارش دانست

هیدروژنه کردن سرعت و وسعت متفاوت  این شاید

انواع اسیدهای چرب در  (بیوهیدروژناسیونزیستی )

 اثرگذاریبخشی از این  کنندة یهتوج بتواندشکمبه هم 

اسید  هیدروژنه کردن زیستیباشد. بالاتر بودن میزان 

 یروغن ماهلینولئیک و لینولنیک در مقایسه با 

(Wachira et al., 2000که )  ناشی از  تواند یمخود

اسیدهای چرب غیراشباع بر جمعیت  تأثیر گسترة

 باشد هیدروژنه کردن زیستیمیکروبی مسئول 

محیط  تر یعسربه عادی شدن  تواند یم، (1)شکل

شکمبه با از بین رفتن اسیدهای چرب غیراشباع منجر 

منفی بر  هایاثرگذاریسبب کاهش  یتدرنهاشده و 

کاهش کمتر  یجهدرنتو  یکیتسلولولا های یباکتر

 منجر شود. ای یاخته ةدیوار یریپذ گوارشهای  ضریب

دهندة تأثیر سمی بیشتری از تحقیقات پیشین نشان

اسیدهای چرب غیراشباع بر ریزجانداران شکمبه در 

مقایسه با اسیدهای چرب اشباع بوده است. افزون بر 

های مختلف میکروبی در برابر این حساسیت گونه

ی چرب غیراشباع نیز متفاوت بوده و برخی از اسیدها

های میکروبی در شکمبه مقاومت بیشتری در این گونه

 (.Maia et al., 2007; 2010)  دهندزمینه از خود نشان می

افزودن منابع  هایاثرگذاری ةدهند نشان 1جدول 

مختلف روغن بر میزان پروتوزوآ، نیتروژن آمونیاکی و 

pH های چرب غیراشباع محیط کشت است. اسید

سبب کاهش شدید جمعیت پروتوزوآی شکمبه در 

افزودن روغن  که یدرحالگروه شاهد شدند،  مقایسه با

تأثیر کمتری بر جمعیت پروتوزوآ داشت. در این  نخل

میان روغن کلزا سبب حفظ جمعیت بیشتری از 

شد. نتایج  تر یراشباعغ یها روغنپروتوزوآ در مقایسه با 
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( همخوانی 2004) .Hristov et alنتایج با  این بررسی

بر  نخلمولکولی تأثیر منفی روغن  های بررسیدارد. در 

جمعیت پروتوزوآ نیز مشاهده شد. دقت بالاتر 

های میکروسکوپی  ی مولکولی نسبت به بررسیها روش

ی میکروسکوپی و ها دادهتواند دلیل ناهمخوانی  یم

PCR  جمعیت  یک برپالمت یداسدر ارتباط با تأثیر

افزایش خطی سمیت اسیدهای چرب  پروتوزوآ باشد.

غیراشباع بودن را بر  ۀغیراشباع با افزایش درج

تر در این بررسی نشان داده و پیش پروتوزوآی شکمبه

 (.Oldick & Firkins, 2000است ) شده  گزارش نیز
 

 تنیمختلف روغن در شرایط برون ۀ افزودن منابعجیدرنتی مواد مغذی ریپذ گوارشهای  . میانگین ضریب7جدول 
Table 4. Effects of different lipid sources on nutrient digestibility coefficients in vitro 

Digestibility coefficients Control Fish Oil Sunflower Oil Linseed Oil Canola Oil Palm Oil S.E.M 

DM 73.48 a 58.89 d 65.11 b 62.11 c 66.53 b 72.11 a 1.432 
OM 75.51 a 55.28 e 64.12 c 59.13 d 59.13 b 74.23 a 1.411 
NDF 64.62 a 50.13 c 57.13 b 55.11 b 55.11 b 65.11 a 1.678 
ADF 64.28 a 39.17 c 52.11 b 51.07 b 51.07 b 64.17 a 2.098 

.است 11/1دار آماری در سطح  معنیدهندة تفاوت  های با بالانویس متفاوت در هر ردیف نشان میانگین

Different letter in each row determines statistical difference (p<0.05). 

 

 

 تنیهای تخمیر شکمبه در شرایط بروناثر منابع مختلف مکمل چربی بر فراسنجه .1جدول 

Table 5. Effects of different lipid sources on rumen fermentation parameters in vitro 

Ruminal Parameters Control Fish Oil Sunflower Oil Linseed Oil Canola Oil Palm Oil S.E.M 

pH 6.2 b 6.7 a 6.1 b 6.3 b 6.1 b 6.2 b 0.08 

N-NH3 (mMol/ Lit) 19.5 c 25.7 a 23.11 b 22.14 b 19.7 c 19.3 c 0.47 

Protozoa* (105) 10.1 a 6.05 c 8.12 b 8.23 b 8.8 b 10.3 a 0.68 

 .است 11/1 دار آماری در سطح  دهندة تفاوت معنی های با بالانویس متفاوت در هر ردیف نشان میانگین

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

Different letter in each row determines statistical difference (p<0.05).  

* Protozoa numbers were determined using microscopy 

 

 

 
 

 ی مختلف میکروبی در شکمبه نسبت به گروه شاهد.ها گونهی روغنی مختلف بردرصد تغییرات جمعیت ها مکمل. تأثیر 9شکل 

 بود. 17/11 و 19/6 ،01/3 بر باهای متانوژن برا یباکترو  ها قارچبه ترتیب برای پروتوزوآ،  SEMمیزان 

Figure 3. Effects of different oil sources on rumen microbial Population change (%) relative to control  

SEM was 9.21, 6.13 and 10.14 for Protozoa, Fungi and Methanogenic Archea, respectively. 

Fish Oil 

Flaxseed Oil 

Sunflower Oil 

Canola Oil 

Palm Oil 
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        F.succinogenes         R. albus     R. flavefaciens 

 .روبی در شکمبه نسبت به گروه شاهدی مختلف میکها گونهدرصد تغییرات جمعیت  ی روغنی مختلف برها مکمل. تأثیر 7شکل 
 بود. 90/6و 91/2، 10/1برابر با  R. flavefaciensو  F.succinogenes ،R. albusبه ترتیب برای  SEMمیزان 

Figure 4. Effects of different oil sources on rumen microbial Population change (%) relative to control. 
SEM was 5.12, 8.35 and 6.32 for F.succinogenes, R. albus and R. flavefaciens, respectively. 

 

 
         A. lipolytica    B. fibrisolvens    B. proteoclasticus 

 ی مختلف میکروبی در شکمبه نسبت به گروه شاهد.ها گونهی روغنی مختلف بردرصد تغییرات جمعیت ها مکمل. تأثیر 1شکل 
 بود. 11/9 و 14/6 ،11/7 برابر با B. proteoclasticusو  A. lipolytica ،B. fibrisolvensبه ترتیب برای  SEMمیزان 

Figure 5. Effects of different oil sources on rumen microbial Population change (%) relative to control 
SEM was 4.11, 6.17 and 3.15 for A. lipolytica, B. fibrisolvens and B.proteoclasticus, respectively. 

 

 
          Prevotella spp.      P. ruminicola      S. ruminantium 

ی مختلف میکروبی در شکمبه نسبت به گروه شاهد.ها گونهی روغنی مختلف بردرصد تغییرات جمعیت ها مکمل. تأثیر 6شکل     
 بود. 12/7 و 14/1 ،11/7 با برابر S. ruminantiumو  Prevotella spp. ،P. ruminicolaبه ترتیب برای  SEMمیزان 

 Figure 6. Effects of different oil sources on rumen microbial Population change (%) relative to control.  
SEM was 4.11, 6.17 and 3.15 for Prevotella spp., P. ruminicola and S. ruminantium, respectively. 

 

Fish Oil 

Flaxseed Oil 

Sunflower Oil 

Oil Canola 
Oil 
Palm Oil 

Fish Oil 

Flaxseed 

Oil 
Sunflower Oil 

Canola Oil 

Palm Oil 
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شکمبه مربوط به گروه  pHبالاترین میزان 

 یلبه دل تواند یمروغن ماهی بود که  کنندة یافتدر

 نتیجهتولید اسیدهای چرب فرار در  ادیزکاهش 

سمی  اثرگذاریو  یریپذ گوارشهای  ضریبکاهش 

شکمبه  ریزجانداراناسیدهای چرب روغن ماهی بر 

 دیگرگروه کنترل و  pHبین  داری یمعنباشد. تفاوت 

 یلبه دلوجود نداشت. این امر ممکن است  ها گروه

 یگردبالاتر بودن میزان تولید اسیدهای چرب فرار در 

بر بنا  حال ینباادر مقایسه با روغن ماهی باشد.  ها گروه

مولکولی، روغن  های بررسیحاصل از  ةشد ارائهنتایج 

کمتر روغن کلزا و کتان سبب  یزانبه مماهی و 

آمیلولتیک و نیز افزایش  های یباکترافزایش جمعیت 

کنترل شدند. با نسبت اسیدپروپیونیک نسبت به گروه 

 اثرگذاریدر کنار  ها عاملجموع این گرفتن م در نظر

بر کاهش جمعیت پروتوزوآ و هضم  ها روغناین 

بلع  تأثیراز بین رفتن  یجۀدرنتتر نشاسته  سریع

شکمبه  pHنشاسته توسط پروتوزوآ، کاهش 

ی مبنی همسانتوانست مورد انتظار باشد. نتایج  یم

با افزایش سطوح روغن  زمان همشکمبه  pHیش برافزا

 ,.Shingfield et alاست ) شده  گزارشجیره ماهی در 

( اسیدهای 2004) .Hristov et al بررسی(. در 2012

چرب کاپریک، لوریک و میرستیک که سبب از بین 

، اند شده  کشتهای  یطمحرفتن کامل پروتوزوآ در 

حال تفاوت در  ینباا. اند شدهشکمبه  pHسبب کاهش 

یات بافری برای تخمیر و خصوص دسترس قابلنوع مواد 

آمدن این  به دستدلایل  ازجملهتواند  یممناسب 

 نتایج باشد.

باوجود کاهش جمعیت پروتوزوآ، غلظت نیتروژن 

ی، کتان و روغن ماه ةکنند یافتدرآمونیاکی در گروه 

آفتابگردان نسبت به گروه کنترل افزایش یافت که با 

با داشت.  همخوانی Hristov et al. (2003)نتایج 

 یروکاهش  ابرود  یمیت پروتوزوآ انتظار جمع کاهش

پروتئین باکتریایی و کاهش آزادسازی خالص  گرد

آمونیاک از منشأ پروتوزوآ، غلظت نیتروژن آمونیاکی 

حال  ینباا(. Doreau & Ferlay, 1995کاهش یابد )

های  یباکتریده را با افزایش پد یناتوان  یم

کاهش  پروتئولتیک در پاسخ به کاهش پروتوزوآ و یا

های  یتفعالکاهش  یجۀدرنتساخت پروتئین میکروبی 

 Maia et al., 2007; Yang etباکتریایی توجیه کرد )

al., 2009 ی بیشترین روغن ماه ةکنند یافتدر(. گروه

میزان نیتروژن آمونیاکی، کمترین جمعیت پروتوزوآ و 

های پروتئولتیک  یباکتربیشترین افزایش در جمعیت 

حال توجه به این مطلب ضروری است  ینباا. را داشت

روغن ماهی در بالاتر بودن  هایاثرگذاریکه بخشی از 

یل کاهش به دلتواند  یمغلظت نیتروژن آمونیاکی 

 نتیجههای ساخت پروتئین میکروبی در  یتفعالبیشتر 

یجه درنتشکمبه و  ریزجانداراناز رشد  جلوگیری

ن نیتروژن آمونیاکی در مسیر شد استفادهکاهش 

تغییر در  ۀیندرزماطلاعاتی  افزون بر اینباشد.  ساخت

های پروتئولتیک مختلف در شکمبه  یمآنزفعالیت 

افزودن منابع مختلف روغن وجود ندارد.  یجۀدرنت

 DNAافزایش در میزان  طورقطع بهتوان  ینمبنابراین 

یک را به افزایش در پروتئولتهای  یباکترمربوط به 

ت داد و تعیین سهم پروتئین نسب ۀفعالیت تجزی

های  یباکترافزایش در  های عاملهرکدام از 

پروتئولتیک و یا کاهش استفاده از نیتروژن آمونیاکی 

دلایل  عنوان بهپروتئین میکروبی  ساختدر مسیر 

افزودن  یجۀدرنتیتروژن آمونیاکی نافزایش غلظت 

 روغن ماهی، مستلزم انجام تحقیقات بیشتر است.

اسیدهای  الگویغلظت و  ةدهند نشان، 6جدول 

 مقدار کلچرب فرار تولیدی در شکمبه است. کاهش 

 استفاده از یجۀدرنتاسیدهای چرب فرار تولیدی 

 توان یمحاوی اسیدهای چرب غیراشباع را  یها روغن

 یوارةد یریپذ گوارشهای  ضریبکاهش  یجۀنت

 های یباکترمنفی روغن بر  هایاثرگذاری اب ای یاخته

 ;Toral et al., 2010انست )د یتیکسلولولا

Vlaeminck et al., 2008; Wachira et al., 2000;. 

Fievez et al., 2003 یوناتپروپ(. افزایش غلظت مولی 

 یها روغن کنندة یافتدر یها گروهو کاهش استات در 

 نشانگر، نخلغیراشباع نسبت به گروه کنترل و روغن 

از  یا نشانه تواند یمکاهش هضم الیاف بوده و نیز 

باشد. مقادیر  ها روغنکاهش تولید متان توسط این 

غیراشباع  یها روغن کنندة یافتدربوتیرات در گروه 

کاهش و مقادیر ایزوبوتیرات، والرات و ایزووالرات 

(. کاهش Vlaeminck et al., 2008افزایش یافت. )

در شکمبه و همچنین  هوازی یب یها قارچجمعیت 
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را  Butyrivibrioگروه  های یباکترکاهش جمعیت 

دلایل کاهش غلظت بوتیرات دانست.  ازجمله توان یم

بیشترین کاهش در غلظت اسیدهای چرب فرار و 

روغن ماهی بود  کنندة یافتدراستات مربوط به گروه 

 بسیار یریپذ گوارشهای  ضریبکه با نتایج مربوط به 

های  ضریبقابل توجیه است. کاهش کمتر 

 یجۀدرنتلظت اسیدهای چرب فرار و غ یریپذ گوارش

حاوی اسیدهای چرب غیراشباع  یها روغنافزودن 

به  تواند یمکربنه در مقایسه با روغن ماهی  هجده

سمیت کمتر این اسیدهای چرب برای  یلدل

 هیدروژنه کردن زیستیو یا  یتیکسلولولا های یباکتر

حفظ جمعیت بیشتری  یجۀدرنت ها آنو بیشتر  تر یعسر

نسبت به روغن  Butyrivibrio گروه های یباکتراز 

این گروه و  های یباکترماهی باشد. این توجیه با تعداد 

Maia et al. (2007 )( و 2011) .Potu et alنیز نتایج 

در تعیین میزان سمیت انواع اسیدهای چرب بر 

شکمبه همخوانی دارد.  ریزجاندارانمختلف  یها گونه

مختلف را  های ررسیببین  شده مشاهدهنتایج متفاوت 

 شده استفادهبازتابی از مواد خوراکی متفاوت  توان یم

 تخمیر نیز دانست. منظور بهمختلف  های یشآزمادر 
 

مول( اسیدهای چرب  1111در لیتر( و الگوی )مول در  مول یلیممجموع ) غلظت  بر چربی مکمل مختلف منابع . تأثیر6جدول 

 فرار در مایع شکمبه

Table 6. Effects of different lipid sources on total VFA concentration (mM/L) and profile (mol/1000 mol) of rumen 

fluid in vitro 
VFA Profiles Control Fish Oil Sunflower Oil Linseed Oil Canola Oil Palm Oil S.E.M 

Acetate 656.0 a 494.1 e 562.7 c 544.9 d 597.0 b 650.9 a 9.3 

Propionate + IsoButyrate 215.1 d 418.8 a 332.1 b 235.8 b 285.0 c 212.0 d 3.8 
Butyrate 110.3 a 63.68 d 86.7 c 93.7 bc 99.1 b 118.1 a 5.63 

Valerate 13.31 b 16.6 a 14.06 ab 18.2 a 13.6 b 14.5 ab 2.21 

Iso-Valerate 5.39 ab 6.72 a 4.24 b 7.10 a 5.30 ab 4.40 ab 0.929 
Total VFA 103.9 a 74.0 d 83.2 c 82.1 c 91.4 b 104.2 a 2.93 

است. 11/1دار آماری در سطح  دهندة تفاوت معنی های با بالانویس متفاوت در هر ردیف نشان میانگین

Different letter in each row determines statistical difference (p<0.05).  

 

( Ct valueة مقادیر حد آستانۀ )ندده نشان 4جدول 

مختلف میکروبی است. افزودن  یها گروهمربوط به 

حاوی اسیدهای چرب غیراشباع سبب  یها روغن

با شد که این امر  ها یباکترتعداد کل  دار یمعنافزایش 

است. نتایج  ملاحظه قابل Ct valueبه کاهش  توجه

شمارش  ینۀدرزمYang et al. (2009 )آزمایش 

 ها یباکترکل  (کلونیهمسانۀ ) دهندة یلتشکهای واحد

، ها آنافزودن روغن کتان، سویا و مخلوط  یجۀدرنت

دارای  های یباکتر دار یمعنیرغکاهش  ةدهند نشان

استفاده از روغن نسبت به گروه  یجۀدرنتقابلیت حیات 

 یلبه دل تواند یمپژوهش این کنترل است. نتایج 

جمعیت پروتوزوآ و  بر ها آن ةکاهند هایاثرگذاری

افزایش منابع غذایی و یا  یجهدرنتشکمبه و  یها قارچ

دانست. این  شده اعمال های یتمحدوداز بین رفتن 

 تأثیر( در بررسی 2008) Goel et al.نتایج با نتایج 

بر جمعیت میکروبی شکمبه  دار ینساپونانواع مواد 

سبب  ها روغنهمانند  ها ینساپونهمخوانی دارد. 

 این . درشوند یمشکمبه  یها قارچپروتوزوآ و کاهش 

پروتئولتیک  یها گونهافزایش جمعیت برخی از  بررسی

و  یتیکسلولولا یها گونهو آمیلولتیک در کنار کاهش 

Butyrivibrio به نسبت جمعیتی  با توجه تواند یم

شکمبه،  های یباکتردر بین کل  ها گروهاز این  هرکدام

در  ها یباکترافزایش کل بخشی از علل  کنندة یهتوج

 باشد. بردهنام های عاملکنار 

ینۀ تأثیر انواع اسیدهای درزماطلاعات بسیار کمی 

هوازی شکمبه وجود دارد. در یک  یبی ها قارچچرب بر 

هوازی شکمبه  یبی ها قارچة العاد فوقبررسی حساسیت 

در برابر اسیدهای چرب غیراشباع همانند حساسیت 

 Maia etاست ) شده  گزارشیتیک سلولولاهای  یباکتر

al., 2007 در این بررسی منابع اسیدهای چرب .)

ی شکمبه در ها قارچغیراشباع سبب کاهش بسیار شدید 

تأثیر  مقایسه با گروه کنترل شدند ولی روغن نخل

داری بر جمعیت قارچی شکمبه نسبت به کل  یمعن

 هشد  نشان دادههای شکمبه نداشت. افزون بر این  یباکتر

های کاهندة تولید متان در شکمبه، همانند  است که عامل

سبب کاهش شدید جمعیت  زمان همها،  ینساپون
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ی ها قارچ(. Goel et al., 2008شوند ) یمی شکمبه ها قارچ

جمعیت محدود که حداکثر  وجود باهوازی شکمبه  یب

دهند  یمتودة شکمبه را تشکیل  یستزدرصد  2کمتر از 

(Dehority, 2003،)  ی در هضم الیاف در مؤثرنقش

توان کاهش جمعیت قارچی در مایع  یمشکمبه داشته و 

ای و  شکمبه را یکی از دلایل کاهش هضم دیوارة یاخته

کاهش تولید اسیدهای چرب فرار و کاهش غلظت مولی 

 استات و بوتیرات در این بررسی دانست.
 

 RT-qPCRشکمبه در  ریزجاندارانمختلف  یها گروه Ct. تأثیر افزودن روغن بر حد آستانۀ 4جدول 

Table 7. Effects of different lipid sources on RT-qPCR Ct valuesof different microbial populations 

Desired Microbial Population Control Fish Oil Sunflower Oil Linseed Oil Canola Oil Palm Oil S.E.M 

Total bacteria 14.55 a 11.98 c 12.79 bc 12.95 b 13.73 b 14.31 a 0.351 

Total protozoa 16.22 d 22.13 a 20.43 b 20.84 b 19.12 c 16.52 d 0.231 

Total fungi 22.19 c 24.37 a 23.53 b 24.38 a 23.46 b 22.04 c 0.195 

Methanogens 26.33 d 30.57 a 28.06 b 28.18 bc 27.85 c 25.56 d 0.475 

F.succinogenes 18.43 b 17.86 c 17.76 c 17.91 c 18.27 b 18.95 a 0.163 

R. albus 22.88 ab 21.68 b 22.79 ab 22.38 ab 23.08 a 22.58 ab 0.832 

R.flavefaciens 22.56 e 26.31 a 25.29 b 25.82 b 24.45 c 23.05 d 0.234 

A. lipolytica 29.99 a 27.36 b 28.13 ab 28.47 ab 29.03 a 30.27 a 0.853 

B. fibrisolvens 21.35 ab 20.33 c 21.27 ab 21.27 ab 21.61 a 21.12 b 0.143 

B.proteoclasticus 30.6 b 31.15 a 30.18 bc 20.15 bc 29.51 c 29.75 c 0.342 

M. elsdenii ND ND ND ND ND ND ND 

Prevotella spp. 17.82 a 15.58 b 16.25 b 16.18 b 16.98 ab 17.57 a 0.512 

P. ruminicola 20.93 a 17.16 d 18.62 c 18.86 c 19.56 b 20.78 a 0.211 

S. ruminantium 24.52 a 19.98 d 21.51 c 22.41 b 22.43 b 24.14 a 0.157 

S. bovis ND ND ND ND ND ND ND 

 .است 11/1 آماری در سطح دار دهندة تفاوت معنی های با بالانویس متفاوت در هر ردیف نشان میانگین
Different letter in each row determines statistical difference (p<0.05).  

ND: Not detected. 

 

دهندة نتیجۀ افزودن منابع مختلف نشان 2جدول 

 صورت بهروغنی بر جمعیت انواع ریزجانداران شکمبه 

در میان های شکمبه است. نسبتی از کل باکتری

های چرب غیراشباع روغن ماهی سبب بیشترین اسید

شد. در  F. succinogenesمیزان کاهش در جمعیت 

مهاری  تأثیراسید لینولنیک و لینولئیک  بررسیاین 

تواند یکی از دلایل بالاتر بودن  یمند که اشتکمتری د

نسبت به  ای یاخته ةدیوار یریپذ گوارش های ضریب

داری بر  یمعن جۀنتیروغن ماهی باشد. اسید پالمتیک 

در مقایسه با گروه کنترل نداشت  R. albusجمعیت 

یتیک را کاهش سلولولامهم دیگر  ۀولی میزان دو گون

 صورت به نخلداد. درصد کاهش توسط روغن 

داری کمتر از اسیدهای چرب غیراشباع بود و  یمعن

ها  یباکترسبب حفظ نسبت بالاتری از این  نخلروغن 

حال،  ینبااای شکمبه شد. ه یباکتر کل بهنسبت 

 ازجملهمواد مغذی مختلف  یریپذ گوارش های ضریب

نیافتن تحت تأثیر قرار نگرفت. کاهش  ای یاخته ةدیوار

یکی از  عنوان به B. fibrisolvensی شکمبه و ها قارچ

تواند یکی از دلایل  یمسلولوز  ةکنند یهتجزهای  یباکتر

نندگی در الیاف پوشا تأثیر نشدن باشد. ایجاد یانب قابل

یک در مقایسه با اسیدهای چرب پالمت یداستوسط 

 نیافتن تواند یکی دیگر از دلایل کاهش یمغیراشباع 

الیاف باوجود کاهش  یریپذ گوارش های ضریب

یتیک باشد. کاهش جمعیت سلولولاهای  یباکتر

 یداساستفاده از  یجۀدرنتیتیک سلولولاهای  یباکتر

 Maczulakاست ) شده گزارشن ایک توسط محققاولئ

et al., 1981 قادر  ها آن(. روغن سویا، کتان و مخلوط

یتیک سلولولادار هر سه باکتری مهم  یمعنبه کاهش 

(. Yang et al., 2009در شکمبه گزارش شدند )

ی مختلف باکتریایی ها گونهحال، تعیین جمعیت  ینباا

های  یمآنزتواند معیار صحیحی از میزان فعالیت  ینم

باشد.  ها آنو میزان فعالیت  ها آندشده توسط یتول

متیل  یکربوکسهای زایلاناز و  یمآنزافزایش فعالیت 

افزودن اسید لینولئیک، لینولنیک و  یجۀدرنتسلولاز 

 Hristov etاست ) شده  گزارشاولئیک به مایع شکمبه 

al., 2004 توان تغییرات در فعالیت  یم(. بنابراین

بخشی از کاهش در تعداد جبران  منظور بهآنزیمی 

 تحقیق متصور بود.این یتیک را در سلولولاهای  یباکتر
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 RT-qPCRها بر پایه سامانۀ  یباکترصورت نسبتی از کل جمعیت . تأثیر افزودن روغن بر ترکیب جمعیتی ریزجانداران شکمبه به2جدول 

Table 8. Effects of different lipid sources on RT-qPCR Ct proportions of different microbial populations as total 

bacterial count 
Desired Microbial Population Control Fish Oil Sunflower Oil Linseed Oil Canola Oil Palm Oil S.E.M 

Total protozoa 3.14E-01a 8.80E-04f 5.01E-03e 4.22E-03d 2.38E-02c 2.16E-01b 3.14E-03 

Total fungi 5.01E-03a 1.86E-04c 5.85E-04c 3.62E-04c 1.18E-03b 4.71E-03a 2.10E-04 
Methanogens 2.84E-04b 2.53E-06d 2.53E-05c 2.60E-05c 5.62E-05c 4.11E-04a 1.40E-04 

F.succinogenes 6.79E-02a 1.70E-02c 3.19E-02b 3.21E-02b 4.30E-02b 4.01E-02b 5.20E-03 

R. albus 3.11E-03a 1.20E-03b 9.77E-04c 1.45E-03b 1.53E-03b 3.24E-03a 2.00E-04 
R.flavefaciens 3.88E-03a 4.86E-05d 1.73E-04c 1.34E-04c 5.93E-04c 2.34E-03b 7.12E-05 

A. lipolytica 2.25E-05a 2.35E-05a 2.41E-05a 2.13E-05a 2.48E-05a 1.57E-05b 2.31E-06 

B. fibrisolvens 8.97E-03a 3.06E-03c 2.80E-03d 3.13E-03c 4.25E-03b 8.91E-03a 1.10E-04 
B.proteoclasticus 1.47E-05a 1.70E-06c 5.82E-06b 6.64E-06b 1.78E-05a 2.25E-05a 2.00E-06 

Prevotella spp. 1.04E-01a 8.27E-02b 9.10E-02b 1.07E-01a 1.05E-01a 1.04E-01a 4.37E-03 

P. ruminicola 1.20E-02c 2.76E-02a 1.76E-02b 1.66E-02b 1.76E-02b 1.13E-02c 2.14E-03 
S. ruminantium 9.97E-04e 3.91E-03a 2.37E-03b 1.42E-03c 2.46E-03b 1.10E-03d 1.20E-04 

 است. 11/1دار آماری در سطح  دهندة تفاوت معنی های با بالانویس متفاوت در هر ردیف نشان میانگین
Different letter in each row determines statistical difference (p<0.05).  

 

 دار یمعناسیدهای چرب غیراشباع سبب کاهش 

 هیدروژنه کردن زیستیمسئول  های یباکترجمعیت 

تأثیری بر  یکپالمت یداسنسبت به گروه کنترل شدند. 

  Butyrivibrioاز  یموردبررس ۀدو گونجمعیت 

 نسبت به B. fibrisolvens سیبررنداشت. در این 

B. proteoclasticus  های یباکتردرصد بیشتری از کل 

شکمبه را تشکیل دادند. بیشترین میزان کاهش در 

مربوط به روغن ماهی  B. proteoclasticusجمعیت

 Maczulak et al.بود. در راستای نتایج این تحقیق، 

 دیاسیا  یکاستئار یداسمهاری از  تأثیر( هیچ 1981)

مشاهده نکردند.  B. fibrisolvensبر جمعیت  یکپالمت

 یمنف یرتأثافزایش  ینۀدرزم بررسینتایج این 

 های یباکتراسیدهای چرب غیراشباع بر جمعیت 

 Maiaبا نتایج  هیدروژنه کردن زیستییند آمسئول فر

et al. (2010 که اسیدهای چرب غیراشباع تک و )

 Yangانی دارد. ، همخودندکر یبررسرا  یراشباعچند غ

et al. (2009 ،گزارش کرد که استفاده از روغن کتان )

 سبب کاهش جمعیت ها آنسویا و مخلوط 
B. fibrisolvens  بررسی. در شود یمدر شکمبه 

روغن کتان تأثیر بیشتری نسبت به روغن  مورداشاره

است. در  راستا هم بررسیسویا داشت، که با نتایج این 

 ،در محیط کشت پیوسته Potu et al. (2011) بررسی

 مربوط به DNAروغن ماهی سبب کاهش غلظت 
B. fibrisolvens  شد. ولی روغن سویا و اسیدهای

چرب اشباع تأثیری بر آن نداشتند. این روند در ارتباط 

هم وجود داشت. بخشی از  B. proteoclasticusبا 

و  ای یاخته ةدیوار یریپذ گوارشهای  ضریبکاهش 

ستات و بوتیرات در مایع شکمبه کاهش نسبت ا

 افزودن اسیدهای چرب غیراشباع باشد. یجۀدرنت

به مایع  یراشباعغ یها روغنافزودن منابع مختلف 

غلظت  دار یمعنیرغشکمبه سبب افزایش عددی و 

DNA  مربوط بهA. lipolytica  شد. کمترین افزایش

روغن آفتابگردان  حال ینباامربوط به روغن ماهی بود. 

سبب کاهش جمعیت این باکتری نسبت به  لنخو 

 دار یمعنتأثیر  نخلگروه کنترل شدند که روغن 

مختلف با منابع مختلف  های یشآزما. در داشت

اشباع و غیراشباع تأثیری بر جمعیت این  یها روغن

 ,.Huws et al., 2010 Maia et alباکتری نداشت )

2007; Tajima et al., 2001; Potu et al., 2011;). 

یجۀ درنتی پروتئولتیک ها گونهافزایش جمعیت 

 Yang etمصرف منابع روغن غیراشباع پیشتر توسط 

al. (2009 )و بخشی از دلایل احتمالی آن در   گزارش

ی شده است. مقدار بررسی پیشین این مقاله ها بخش

DNA  مربوط بهM. elsdeni یک باکتری  عنوان به

کمتر از حد  وساز نیتروژندخیل در فرآیند سوخت

یص در این آزمایش بود. نتایج همسانی تشخ قابل

ینۀ جمعیت این باکتری در حالت مایع و جامد درزم

های کشت گراس و  یطمحهای شکمبه در  یباکتر

(. Huws et al., 2010است ) شده  گزارششبدر قرمز 

برای این باکتری مصرف  شدهیکی دیگر از وظایف یاد

ایین شکمبه است. بنابراین پ pH یطشرااسیدلاکتیک در 

یص ندادن این باکتری را تشخبخشی از دلایل مربوط به 

محیط و کاهش تولید  pHتوان به بالا بودن نسبی  یم

ة این باکتری مورداستفادعنوان بسترة اسیدلاکتیک به
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 .Prevotella sppمربوط به  DNAنسبت داد. غلظت 

فت که با تحت تأثیر افزودن منابع مختلف روغن قرار نگر

حال  ینباا( همخوانی دارد. 2010) .Huws et alنتایج 

افزودن روغن ماهی سبب بیشترین افزایش در جمعیت 

P. ruminicola یک باکتری مهم در فرآیند  عنوان به

شد. افزایش جمعیت این  تجزیۀ پروتئین در شکمبه

توان در راستای جبران کاهش پروتوزوآ  یمباکتری را 

های مختلف جنس  یباکترر این دانست. افزون ب

Butyrivibrio  افزون بر فعالیت در فرآیند هیدروژنه کردن

زیستی، در فرآیند تجزیۀ پروتئین، نشاسته و دیوارة 

ای نیز دخیل هستند. لذا کاهش در جمعیت این  یاخته

تواند محرک  یما افزودن روغن به محیط، بها  یباکتر

ام وظایف همسان جهت انج ها گروهافزایش جمعیت دیگر 

افزون بر فعالیت پروتئولتیکی  P. ruminicola شود.

فعالیت آمیلولتیکی هم دارد، بنابراین افزایش جمعیت این 

 S. ruminantium با افزایش در جمعیت زمان همباکتری 

یجۀ درنتتواند  یمکنندة روغن ماهی  یافتدردر گروه 

یتیک و درواقع سلولولاهای  یباکترکاهش جمعیت 

های  یتمحدودیجۀ رفع برخی درنتغیرمستقیم  صورت هب

های مختلف باشد  یباکترسازگانی )اکوسیستمی( بین بوم

(Kudo et al., 1987; Chen & Weimer, 2001 .)

گزارشی مبنی بر تأثیر افزایشی روغن ماهی بر جمعیت 

ruminantium S.  ( وجود داردPotu et al., 2011 .)

 .P غیراشباع بر نداشتن سمیت اسیدهای چرب

ruminicola  وS. ruminantium یید شده است )تأMaia 

et al., 2007 یص تشخ (. ندادنS. bovis  همسان با نتایج

Huws et al. (2010 بود. استفاده از روغن سویا و کتان )

عنوان منابع اسیدلینولئیک و اسیدلینولنیک یب بهبه ترت

داری بر  یعنم( تأثیر 2009) .Yang et alدر آزمایش 

حال  ینبااهای آمیلولتیک نداشت.  یباکترجمعیت کل 

روغن سویا و مخلوط روغن سویا و کتان سبب افزایش 

 های آمیلولتیک شدند. یباکترعددی تعداد 

 

 گیری نهایی یجهنت

های پریل باوجود برخی اثرگذاری صورت بهروغن نخل 

محدود بر جمعیت میکروبی شکمبه، تأثیری بر 

الیاف  ازجملهی مواد مغذیری پذ گوارش های ضریب

نامحلول در شویندة خنثی و اسیدی و اسیدهای چرب 

یک منبع  عنوان بهتواند  یمفرار تولیدی نداشته و 

چربی بدون تأثیر منفی بر محیط شکمبه و عملکرد 

ریزجانداران مختلف شکمبه استفاده شود. استفاده از 

اسیدهای  منبع انواع عنوان بهمنابع مختلف روغن 

چرب غیراشباع سبب تغییرات وسیع در جمعیت 

یری پذ گوارشهای  میکروبی شکمبه و کاهش ضریب

شود.  یم الیاف نامحلول در شویندة خنثی و اسیدی

افزایش درجۀ غیراشباع بودن اسیدهای چرب در 

ها )تعداد پیوندهای دوگانه( و افزایش نسبت روغن

سیدهای اسیدهای چرب غیراشباع در ترکیب کل ا

های های نامطلوب روغنچرب سبب افزایش اثرگذاری

به  با توجهشود.  یمنشده در شکمبه گیاهی محافظت

ینۀ هیدروژنه درزمی مختلف ها گزارشبرده و موارد نام

کردن زیستی وسیع اسیدهای چرب غیراشباع، نیاز به 

های محافظتی در استفاده از اسیدهای استفاده از روش

های ی از اثرگذاریمند بهره منظور به غیراشباع، چرب

وساز دام و تولید محصولات در سوخت ها آنسودمند 

حال پرهیز از تغییرات محیط  ینع درغذایی سالم و 

ی، بسیار مشهود است. باتوجه به نتایج ا شکمبه

شده در این آزمایش، تحقیقات بیشتر با مشاهده

رایط یک و شپالمت یداسی بیشتر ها غلظتاستفاده از 

یط محتأثیر بودن در  یبتأیید  منظور بهی تن درون

 شکمبه ضرورت دارد.
 

 سپاسگزاری

 پوشش حمایت مالی صندوق  زیراین پژوهش 

کشور در قالب طرح  ورانافنو  حمایت از پژوهشگران

انجام شده است. از  23111644 ةتحقیقاتی شمار

دانشگاه تهران و  دانشگاه ارومیه، معاونت پژوهشی

گاه شیمی و مهندسی شیمی ایران برای تأمین پژوهش

تشکر و قدردانی  این تحقیق های ینههزبخشی از 

 .گردد می
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ABSTRACT  
The aim of this study was to determine effects of different fatty acid profiles on rumen digestion 

coefficients, some of rumen metabolism parameters and rumen microbial populations. Different oils were 

used as source of fatty acids such as, Oleic, Linoleic, Linolenic, DHA and EPA. Palmitic acid 

supplemented from a commercial product (BergaFat T-300) containing high Palmitic acid percentage. 

Results showed that supplementation of unsaturated fatty acids led to reduction in nutrient digestibility 

and rumen population of protozoa, anaerobic fungi and cellulolytic bacteria (P˂0.05). Fish oil resulted in 

higher population of proteolytic and amilolytic bacteria in expense of cellulolytic and major 

biohydrogenating population (P˂0.05). Palmitic acid source reduced population of two of major 

cellulolytic bacteria, but there were no effects on cell wall digestibility, total and profile of rumen VFA 

(P>0.05). All of the oil supplements except for Palmitic acid supplement reduced methanogeinic archaea 

(P˂0.05). Unsaturated fatty acid sources including fish oil greatly reduced rumen biohydrogenating 

bacteria population (P˂0.05). Rumen total VFA and acetate concentration but not propionate decrease as 

PUFA sources supplemented. Fish oil resulted in greatest reduction in VFA concentration compared with 

control (103.9 vs. 74.0 mM/L, respectively). 
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