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تعیین غلظت نیمه کشنده )LC50 ( و بررسی اثر بی هوش کنندگی 
اسانس اسطوخودوس )Lavandula angustifolia( در بچه ماهی                                

)Cyprinus carpio( کپور معمولی
نرگس بهشتی1 سکینه یگانه1* میلاد عادل2

1( گروه شیلات، دانشکده علوم دامی و شیلات، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری، ساری، ایران
2( گروه بهداشت و بیماری های آبزیان، موسسه تحقیقات علوم شیلاتی کشور، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی، تهران، ایران

  )  دریافت مقاله: 17 اردیبهشت ماه 1397،   پذیرش نهایی: 26 تیر ماه 1397(     

 چکیده  
زمینه مطالعه: در دهه اخیر تمایل به استفاده از گیاهان دارویی در صنعت آبزی پروری رو به افزایش نهاده است. هدف: این مطالعه، به منظور 
تعیین غلظت نیمه کشندگی )LC50( اسانس اسطوخودوس )Lavandula angustifolia( در طی مدت زمان h 96 و بررسی اثر بی هوشی آن 
در بچه ماهی کپور معمولی )Cyprinus carpio( انجام شد. روش کار: تعیین غلظت نیمه کشنده اسانس بر اساس استاندارد OECD و بصورت 
ســاکن انجام شــد. برای تعیین LC50، 150 قطعه بچه ماهی کپور معمولی با میانگین وزنی g 1/98± 26/96 در 6 گروه تیماربندی شــدند. بعد از 
سپری شــدن دوره ســازش پذیری )دو هفته(، بچه ماهی ها در معرض غلظت های مختلف 71/12، 72/11، 73/11، 74/13 و mg/l 75/16 که به 
روش لگاریتمی محاسبه شدند قرار گرفتند و تغییرات رفتاری و تلفات در زمان های 24، 48، 72 و h 96 پس از در معرض قرار گرفتن با اسانس 
اســطوخودوس ثبت شــد. برای تعیین اثر بی هوشــی، بچه ماهیان کپور معمولی در 5 گروه 10 تایی در معرض غلظت های صعودی )160، 165، 
170، 175 و mg/l 180( اســانس قرار گرفتند و یک گروه بعنوان شــاهد در نظر گرفته شــد. نتایج: غلظت نیمه کشندگی )h ) LC50 96 اسانس 
اسطوخودوس mg/l 70/99 تعیین گردید. کوتاه ترین زمان برای بی هوشی کامل )مرحله 3 بی هوشی( در غلظت mg/l 170 با زمان بی هوشی 
min 0/35±3/74 و زمان احیا کامل min 0/55±3/91 بدست آمد که بهترین غلظت بی هوشی اسانس اسطوخودس در این آزمایش تعیین شد. 

نتیجه گیری نهایی: بر اساس نتایج این تحقیق اسانس اسطوخودوس می تواند بعنوان بی هوش کننده بکار برده شود.

واژه های کلیدی: اسطوخودوس، بی هوشی، تعیین LC50، کپور معمولی

مقدمه
استفاده از مواد بی هوش کننده در آبزی پروری به منظور رقم بندی، وزن کشی، 

خون گیری، تکثیر مصنوعــی و تزریقات هورمونی، حمل و نقل از اهمیت 

قابل ملاحظه ای برخوردار اســت )32(. انتخاب یک ماده بی هوشــی مؤثر 

اساســا وابسته به میزان تأثیر آن بر سیستم فیزیولوژی ماهی می باشد )4(. 

این میزان تأثیر وابسته به شاخص های محیطی ) دما، pH، شوری، سختی( 

و شــاخص های بیولوژیک )طول، وزن و گونه ماهی( می باشد )18،21(. در 

دهه اخیر تمایل به اســتفاده از گیاهان دارویی در صنعت آبزی پروری رو به 

افزایش نهاده است. یکی از دلایل این امر وجود باقی مانده های مواد دارویی 

شــیمیایی در بافت آبزیان، امکان مقاومت دارویی و عدم تأثیر مناسب این 

مواد بر آبزیان از یک سو و وجود اثرات سمی و سرطان زا بر روی اکوسیستم 

زنده و انسان ها از سوی دیگر است )16(. از جمله معیارهای مورد نظر جهت 

انتخاب یک ماده بی هوش کننده می توان به: عدم تحرک و شلی عضلات، 

ایجاد بی هوشی کمتر از min 5 و ترجیحاً کمتر از min 3، زمان بازگشت از 

بی هوشی کوتاه )حدود min 5 یا کمتر( و بدون عوارض جانبی )مشتقات آن 

به آسانی از بدن خارج شود و بر روی ایمنی و فیزیولوژی ماهی تأثیر منفی 

نداشته باشد(، دسترسی آسان و سالم بودن برای انسان اشاره کرد )25(. 

اســطوخودوس با نام علمی Lavandula angustifolia از خانواده 

نعنایئان Labiatea است. گیاهی چندساله به ارتفاع حدود m 0/5 می رسد، 

خیلی پرشاخه، ساقه های آن 4 گوش، با برگ های متقابل سبز رنگ و پوشیده 

از کرک های سفید پنبه ای است و برگ های آن در بهار ظاهر می شود )17(. 

ترکیبات شیمیایی عمده اســانس اسطوخودوس شامل لینالول )٪27/89(، 

کامفور )10/82٪(، 1 و 8 سینئول )9/05٪(، آلفا ترپینئول )5/04٪(، بورنئول 

)7/29٪( و استات لینالول )8/86٪( می باشد )Santos .)29 و Rao در سال 

2000 نشــان دادند که 1و 8 ســینئول در تست رایذینگ )Writhing( اثر 

ضد درد در موش سوری دارد. بنابراین با توجه به حضور درصد بالایی از این 

ماده در اسانس این گیاه ممکن است اثر بیهوشی کنندگی داشته باشد )11(.  

همچنین یکی از موارد مهم در انتخاب ماده بی هوشی فاصله غلظت مؤثر در 

بی هوشی و غلظت سمیت می باشد )6(. در حال حاضر بهترین و متداول ترین 

داروی بی هوشی در صنعت تکثیر و پرورش ماهی، تریکایین متان سولفانات 

با نام تجاری MS222  است. ولی این دارو نسبتاً گران قیمت است و امکان 

دسترسی آســان به آن در تمام کشورها وجود ندارد )19(. پودر گل میخک 

در آب قابل حل بوده، و به دلیل دسترســی آسان در آبزی پروری به صورت 
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متداول اســتفاده می شــود )18(. با این وجود، گل میخک معایبی نیز دارد. 

از جمله اینکه شــاخص درمانی یا نســبت غلظت درمانی به غلظت سمی 

آن نســبتاً پایین است به طوری که در مطالعه Velisek و همکاران در سال 

2005 این نســبت برای ماهی قزل آلای رنگین کمان 2/7: 1 تعیین شــد. 

علاوه بر این اســانس میخک روی حس بویایــی ماهیان به خصوص آزاد 

ماهیان اثر منفی دارد )31(. مطالعاتی در ارتباط با بی هوشی ماهیان با استفاده 

از گیاهان دارویی انجام شــده اســت که اگرچه بیشــتر مطالعات مربوط به 

میخک می باشد، اما تعدادی مطالعه در مورد استفاده از سایر گیاهان دارویی 

برای بی هوشــی ماهی وجــود دارد، از جمله مطالعات انجام شــده می توان 

بــه مطالعــه Shariphpoor و همکاران در ســال 2002 در بررســی اثر 

درجه حرارت و pH بر بی هوش کنندگی اسانس گل میخک در بچه ماهیان 

کپور معمولی )Abtahi ،)25  و همکاران در سال2002 در بررسی مقایسه 

غلظت کشــنده )LC50( اســانس میخک و تری کایین متان ســولفانات در 

بچه ماهــی تاس ماهــی ایرانــی )Acipenser persicus(، قــزل آلای 

 Cyprinus( و کپور معمولی )Oncorhynchus mykiss( رنگین کمان

Mohammadi Arani ،)1( )carpio  در سال2006 در بررسی غلظت 

بهینه بی هوشــی تاس ماهی ایرانی )Acipenser persicus( با اســانس 

و   Shariph Rohani ،)14( )Eugenia caryophyllata( میخــک 

 Zataria( همکاران در ســال 2011 در استفاده از اسانس آویشن شیرازی

multiflora( در بی هوشــی ماهی آزاد دریای خزر )Salmo caspius( و 

 Akhlaghi ،)26( )Oncorhynchus mykiss( قزل آلای رنگین کمان

و Mirab Brojerdi در ســال 1999 در بررســی اثــر بی هوش کنندگی و 

تعیین غلظت کشــنده پودر گل میخک در ماهی قــزل آلای رنگین کمان 

)Sadigh Eteghad ،)2 و همــکاران در ســال 2008 اثــرات بیهوشــی 

عصاره  گیاهــان ســنبل الطیب )Valeriana officinalis(، بادرنجبویه 

و   )Papaver samniferum( خشــخاش   ،)Melissa officinalis(

 Carassius( بر ماهی قرمز حوض )Papaver bracteatum( شــقایق

Yeganeh ،)22( )auratus و Maleki در ســال 2012 در بررســی اثر 

 ،)Valeriana officinalis( بیهــوش کنندگــی عصــاره ســنبل الطیب

 )Salvia officinalis( و مریم گلی )Melissa officinalis( بادرنجبویه

 Mousavi ،)34( )Cyprinus carpio( بر روی بچه ماهی کپور معمولی

و همــکاران در ســال 2012 در بررســی تعیین محدوده ســمیت و غلظت 

 Velisek ،)15( )Barbus sharpeyi( نیمه کشندگی اوژنول در ماهی بنی

و همکاران در سال 2005 در بررسی سمیت حاد اسانس گل میخک در ماهی 

کپور معمولی )Cyprinus carpio( )31( و Cunha و همکاران در سال 

2010 در بررسی اســانس Lippia alba در بی هوشی گربه ماهی نقره ای 

)Rhamdia quelen( )5( اشــاره داشــت. با توجه به مطالب عنوان شده 

و امکان استفاده از اســانس اسطوخودوس به عنوان بی هوش کننده، هدف 

از این تحقیق، بررســی اثرات بی هوشی کنندگی اسانس اسطوخودوس در 

بچه ماهی کپور معمولی )Cyprinus carpio( و تعیین ترکیب شیمیایی و 

غلظت نیمه کشنده )h )LC50 96 اسانس این گیاه می باشد.

مواد و روش کار
برای انجام این آزمایش 320 قطعه بچه ماهی کپور معمولی با میانگین 

وزنــی g 1/98± 26/96 از کارگاه پرورش نصر ماهیان شهرســتان ســاری 

خریداری و به ســالن ونیرو دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری 

منتقل گردیدند. ماهی ها به ظاهر ســالم بوده و بــه مدت 10 روز به منظور 

ســازش پذیری با شرایط در مخازن، با پلت اکسترود ماهی کپور معمولی با 

قطــر mm 0/2±2/5 )کارخانه خوراک دام و آبزیان مازندران( دو بار در روز 

به میزان 3 ٪ وزن بدن در دو نوبت صبح و عصر تغذیه شــدند. در این مدت 

فاکتور های فیزیکو شیمیایی آب شامل: اکسیژن محلول بوسیله اکسیژن متر 

-Sartorius, PB متر مدل pH بوسیله pH ،200 ساخت انگلیس CMD

11، دما بوسیله دماسنج، سختی )TDS( و هدایت الکتریکی )EC(  بوسیله 

EC ســنج مدل Senciun Hach، ساخت آمریکا اندازه گیری شد. در این 

مدت به منظور حفظ کیفیت آب، تعویض روزانه آب به میزان 30٪ از حجم 

مخازن انجام می گرفت.

تهیه و سنجش ترکیبات تشکیل دهنده اسانس  اسطوخودوس: اسانس 

اســطوخودوس از شرکت دارویی باریج اسانس کاشان تهیه شد. جداسازی 

و شناســایی ترکیبات اسانس  با استفاده از دســتگاه های گازکروماتوگرافی 

)GC( و گاز کروماتوگرافی متصل به طیف ســنج جرمی )GC/MS( انجام 

شد. کروماتوگراف گازی مدل )7890N USA( Agilent مجهز به دتکتور 

FID )یونیزاســیون شعله هیدروژن(، ســتون 5M5-HP به طولm 30، و 

قطــر داخلی mm 0/25 بــود. ضخامت لایه فاز ســاکن µ 0/25 بود؛ گاز 

حامل هلیوم و ســرعت جریان گاز حامــل ml/min 1 بود. برنامه حرارتی 

C˚ 40 تا 250 با سرعت C/min˚ 3 و دمای محفظه تزریق C˚ 260 بود. 
 ،5975C Agilent کروماتوگراف گازی متصل به طیف ســنج جرمی مدل

 mm 30، قطر داخلی m 5 به طولM5-HP با سیســتم تله یونی و ستون

0/25 و ضخامت لایه فاز ساکن µ 0/25 بود. برنامه حرارتی C̊ 40 تا 240 

C/  4 بود. گاز حامل هلیوم، سرعت جریان گاز حامل ˚C/min با ســرعت

min̊ 1 و انرژی یونیزاسیون در طیف سنج جرمی معادل EV 70 بود. درجه 

حرارت محفظه تزریق C̊ 260 و دمای ترانســفر لاین C̊ 260 تنظیم شد 

.)23(

آزمایــش تعیین محدوده ســمیت و غلظــت کشــنده )LC50(: برای 

تعییــن غلظــت نیمه کشــنده )LC50( اســانس اســطوخودوس از روش 

 Organization Economic Cooperation andاســتاندارد

Developmentا)OECD( بصــورت ســاکن اســتفاده شــد کــه در آن 

غلظت های اسانس اسطوخودوس در طول دوره آزمایش در محیط آزمایشی 

ثابت بود. ابتدا در آزمایش پایه از غلظت های mg/l 75 و 100 استفاده شد 
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301 غلظت نیمه کشنده و بی هوشی اسانس اسطوخودوس در ماهی کپور معمولی

کــه موجب تلفات 100٪ ماهیان عرض h 12 گردید. ســپس غلظت های 

mg/l 71/12، 72/11، 73/11، 74/13 و 75/16 کــه بــه روش لگاریتمی 

)رابطه 1( بین غلظتی که در آن تلفاتی مشاهده نشد )mg/l 70( و غلظتی 

که صد در صد تلفات طی mg/l( 24 h 75( مشــاهده شد، استفاده گردید. 

در طول دوره آزمایش با هر یک از غلظت های ذکر شده تعداد تلفات در 24، 

48، 72 و h 96 پس از مجاورت ماهی با اسانس اسطوخودوس ثبت شد.

رابطه 1: 

X= )Log Cn - Log C 1(/ n-1

C1 = غلظت تیمار اول

Cn = غلظت در تیمار آخر

X = قدر نسبت لگاریتمی

))C2=Anti log )log C1 +اXغلظت در تیمار دوم ))ا = C2

))C3=Anti log )log C2 +اXغلظت در تیمار سوم))ا =C3

آزمایش تعیین غلظت بی هوشــی: بی هوش کــردن ماهیان به روش 

غوطه وری صورت گرفت. ابتدا یک آزمایش پایه به منظور تعیین غلظت های 

 160 mg/l مناســب اســانس صورت گرفت، که در غلظت های کمتــر از

بی حسی را در ماهیان ایجاد نکرد. غلظت های تعیین شده، ابتدا به نسبت 1 

به 10 در اتانول  95 ٪ حل شد. سپس ماهیان )10 قطعه بچه ماهی( هر تیمار 

بطور مجزا به تانک محتوای غلظت مشخص اسانس منتقل شدند. هوادهی 

در تانک ها توســط سنگ هوا انجام می شد. بچه ماهیان h 24 قبل از انجام 

شــروع آزمایش غذادهی نشدند. آزمایش در 6 تیمار با غلظت های مختلف 

mg/l 0، 160، 165، 170، 175 و 180 اسانس اسطوخودوس با سه تکرار 

انجام شد. زمان شروع بی هوشی )توقف حرکت سرپوش آبششی و رفتن به 

کناره های ظرف(، زمان بی هوشــی کامل )مرحله 3 بی هوشی: شناور شدن 

و توقف ماهی در کف تانک( و زمان بازگشــت از بی هوشی )تحرک مجدد 

سرپوش آبششی و شنای فعال( ثبت شد )31(. سپس ماهیان بی هوش شده 

به تانک های دیگری که محتوی آب تازه بدون اسانس همراه با هواده بود 

منتقل شدند و زمان بازگشت از حالت بی هوشی و برگشت به حالت طبیعی 

توسط کرنومتر دیجیتال ثبت شد.

تجزیــه و تحلیــل آمــاری: داده های مربوط به غلظت نیمه کشــندگی 

)LC50( اسطوخودوس در طی مدت زمان h 96 با استفاده از نرم افزار آماری 

 Probit Analysis نسخه 21 پردازش و با استفاده از روش آماری SPSS

مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. آزمایش تعیین غلظت بی هوشی در قالب 

طرح کاملًا تصادفی انجام شد و آنالیز داده ها پس از اطمینان از نرمال بودن 

داده ها با آزمون Kolmogorov-Smirnov با استفاده از نرم افزار آماری 

 One-Way( نســخه 21 و بــا روش آنالیــز واریانــس یک طرفــه SPSS

ANOVA( انجام گرفت و مقایسه میانگین ها با کمک آزمون چند دامنه ای 

دانکن )Duncan( و در سطح اطمینان 95٪ انجام شد. 

 نتایج
تعیین ترکیب شــیمیایی اسانس اســطوخودوس: در آنالیز شیمیایی 

اسانس اسطوخودوس بکار رفته در این تحقیق که به روش کروماتوگرافی 

گاز مایع متصل به طیف ســنج جرمی )GC/MS( انجام شد، بیشترین مواد 

تشــکیل دهنده آن را 1و 8 ســینئول )Cineole-1,8( به میزان ٪25/14، 

لینالول )Linalool( به میــزان 18/26٪، کامفور )Camphor( به میزان  

7/26٪، بورنئول )Borneol( به میزان 10/52 ٪ تشکیل می دادند. ترکیبات 

تشکیل دهنده اسانس به صورت کامل در جدول 1 آمده است.

تعییــن غلظت نیمه کشــنده اســانس اســطوخودوس: پــس از انجام 

آزمایش هــای ابتدایــی بــه منظــور یافتــن محدوده کشــندگی اســانس 

اســطوخودوس بر روی ماهی کپور معمولــی غلظت های mg/l 75-70 بر 

اساس روش لگاریتمی به عنوان محدوده کشندگی اسانس اسطوخودوس 

.GC/MS جدول 1. آنالیز مواد تشکیل دهنده و میزان )%( آن ها در اسانس اسطوخودوس با استفاده از

)%(ترکیبات)%(ترکیبات

methyl-2 ,Pentene-10/083-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl2/48

Tricyclene0/07Alpha,Terpineol2/41

Alpha,pinene2/381,l6-Octadien-3-ol, 3,l7-dimethyl1/93

Camphene0/88Trans- Anethole0/5

Bicyclo2/7Lavandulyl Acetate0/91

beta.-Myrcene1/26trans-Caryophyllene0/75

Delta.3-Carene1/4trans-.beta.-Farnesene1/46

1,l8-Cineole25/14Butanoic acid,3,l7-dimethyl0/14

cis-Ocimene3/64gamma.-Terpinene0/66

Alpha,Terpinolene0/74Caryophyllene oxide0/27

Linalol18/26Alpha-Cadinol0/28

Camphor7/26Alpha-Bisabolol0/61

Borneol10/52

www.SID.ir

www.sid.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

مجله تحقیقات دامپزشکی، دوره 73، شماره 3، 1397 302

در زمان های h 24، 48، 72 و 96 تعیین گردید. غلظت mg/l 70 اســانس 

اســطوخودوس تا h 96، هیچگونه تلفاتی را به همراه نداشــت. در غلظت 

mg/l 75 تمام ماهیان در h 24 اول تلف شدند. علایم رفتاری مشاهده شده 

در بچه ماهیان در معرض اسانس شامل تیره شدن پوست، افزایش موکوس 

سطح بدن و تیغه های آبششی، افزایش تعداد دفعات باز و بسته شدن سرپوش 

آبششــی بود. غلظت mg/l 71/12 تا h 72 هیچ تلفاتی نداشــت. غلظت 

mg/l 75/16 در h 24 اول و mg/l 74/13 در h 48 اول همــه ماهی هــا 

تلف شدند. غلظت نیمه کشنده )h )LC50 96 اسانس اسطوخودوس برای 

بچه ماهی کپور معمولی mg/l 70/99 تعیین شد )جدول 2(.

تعیین غلظت بی هوشی: بر اساس نتایج حاصله )جدول 3( هیچ مرگ 

و میر یا عوارض جانبی تا h 24 بعد از بازگشت از بی هوشی مشاهده نشد. 

میانگین زمان بی هوشی کامل و بازگشت از بی هوشی در بین غلظت های 

 .)P>0/05( مختلف اسانس اســطوخودوس، اختلاف معنی داری نشان داد

 )160 mg/l( میانگین زمان بی هوشی کامل در کمترین غلظت مورد استفاده

 min )180 mg/l( 0/50±4/37 و در بیشــترین غلظت مورد استفاده min

0/47±3/76 بود )P>0/05(. کمترین میانگین مدت زمان بی هوشی کامل 

 mg/l 0/35±3/74( که با غلظت های 175 و min( 170 mg/l در غلظت

180 تفاوت معنی داری نداشــت )P<0/05(. بیشترین میانگین مدت زمان 

بی هوشی کامل در غلظت min ،165 mg/l 0/57±4/41 به دست آمد که 

با غلظت های 160 و mg/l 175 تفاوت معنی داری نداشــت )P<0/05(. در 

کمترین غلظت استفاده شده از اسانس اسطوخودوس )mg/l 160( میانگین 

زمان بازگشــت از بی هوشی min 0/33±4/51 و در بیشترین غلظت مورد 

 mg/l در غلظت .)P>0/05( 0/82±5/54 بود min )180 mg/l( اســتفاده

165 کمترین میانگین زمان بازگشــت از بی هوشی min 0/78±2/92 و در 

غلظت mg/l 180 بیشترین میانگین زمان بازگشت از بی هوشی مشاهده 

 mg/l میانگین مدت زمان بازگشت از بی هوشی در غلظت .)P>0/05( شد

min ،170 0/55±3/91 بــود که با غلظــت mg/l 160 تفاوت معنی داری 

نشــان نداد )P<0/05(. میانگین زمان بازگشت از بی هوشی در غلظت های 

175 و mg/l 180 با هم تفاوت آماری معنی داری نداشــتند )P<0/05(، اما 

 .)P>0/05( با سایر تیمارها تفاوت معنی داری نشان دادند

بحث
استفاده از هر ماده بیهوش کننده جدید و جایگزینی آن برای استفاده در 

سیستم بیولوژیک نیاز به تعیین میزان سمیت آن ماده دارد. در تحقیق حاضر 

غلظت نیمه کشــنده )h )LC50 96 اسانس اســطوخودوس در ماهی کپور 

معمولی mg/l 70/99 بدســت آمد. برای تقســیم بندی مواد و فراورده های 

 48 h LC50 .)16( 48 استفاده می شود h LC50  دارویی از نظر ســمیت از

 mg/l( اســانس اســطوخودوس در بچه ماهی کپور معمولی در این مطالعه

73/36( نشــان داد که اسانس اسطوخودوس از ســمیت متوسط برخوردار 

است )جدول 4(. در بچه ماهیان در معرض اسانس اسطخودوس، تیره شدن 

پوســت، افزایش موکوس ســطح بدن و تیغه های آبششی، افزایش تعداد 

دفعات باز و بســته شــدن ســرپوش آبششی مشاهده شــد. افزایش ترشح 

موکوس در ســطح آبشــش مانع انتقال اکســیژن به مویرگ های آبششی 

گردیــده و با ایجاد اختلال تنفســی، موجب تلفات بچه ماهی ها می شــود 

)26(. در مطالعــه Abtahi و همکاران در ســال روی ســه گونه قزل آلای 

جدول 2. غلظت های ایجاد کننده 10، 30، 50، 70، 90 و  99 % تلفات پس از 24، 48، 72 و h 96 مجاورت با اسانس اسطوخودوس در بچه ماهی کپور معمولی.

غلظت کشنده ± خطای معیار )SE( )mg/l( )سطح اطمینان 95%(غلظت کشنده

96ساعت72ساعت48ساعت24ساعت

LC1072/35±0/13971/95±0/14470/99±0/43669/90±0/235

LC3073/23±0/13972/78±0/14471/38±0/43670/54±0/235

LC5073/85±0/13973/36±0/14471/65±0/43670/99±0/235

LC7074/47±0/13973/93±0/14471/92±0/43671/43±0/235

LC9075/36±0/13974/77±0/14472/31±0/43672/07±0/235

LC9976/56±0/13975/92±0/14472/84±0/43672/96±0/235

جدول 3. میانگین )± انحراف معیار( زمان شروع بی هوشی، بی هوشی کامل )مرحله 3 بی هوشی( و بازگشت از بی هوشی در طی مجاورت ماهی کپور معمولی با غلظت های مختلف 
.)P>0/05( اسانس اسطوخودوس. حروف متفاوت در هر ستون نشان دهنده اختلاف معنی دار می باشند

)mg/l( تیمار ها)min( متوسط زمان شروع بی هوشی)min( متوسط زمان بی هوشی کامل)min( متوسط زمان برگشت از بی هوشی

------------------صفر )شاهد(

1602/43±0/28 a4/37±0/50 a4/51±0/35 b

1652/51±0/29 a4/41±0/57 a2/92±0/78 c

1702/23±0/47 a3/74±0/35 b3/91±0/55 b

1752/21±0/31 a4/01±0/43 ab5/31±0/65 a

1802/26±0/12 a3/76±0/47 b5/54±0/82 a
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303 غلظت نیمه کشنده و بی هوشی اسانس اسطوخودوس در ماهی کپور معمولی

 ،4/1 g بــا میانگیــن وزن )Oncorhynchus mykiss( رنگین کمــان

تاس ماهی ایرانــی )Acipenser persicus( با میانگیــن وزنی g 4/3 و 

کپور معمولی )Cyprinus carpio( با میانگین وزنی g 3/8، غلظت سمی 

برای اسانس گل میخک در گونه قزل آلای رنگین کمان mg/l 199، برای 

کپور معمولی mg/l 271 و برای تاس ماهی ایرانی mg/l 297 مشــخص 

 h LC50 و همکاران در سال 2005 مقادیر Velisek گردید )1(. در مطالعه

 mg/l ،15 g 96 اسانس میخک برای ماهی کپور معمولی با میانگین وزنی

18/10 تعیین گردید )31(، که اختلاف در غلظت کشــنده مشاهده شده در 

مطالعات انجام شــده ممکن است به دلیل عواملی چون گونه، اندازه و سن 

 Shariph Rohani .)13( ماهی، درجه حرارت و کیفیت آب متفاوت باشد

و همکاران در ســال 2011، در بررسی غلظت نیمه کشنده اسانس آویشن 

شیرازی )Zataria multiflora( روی بچه ماهی قزل آلای رنگین کمان 

 h ،LC50 5، مقدار g بــا میانگین وزنــی )Oncorhynchus mykiss(

 Macova .)26( 13/6 تعیین کردند mg/l 96 اســانس آویشن شیرازی را

 96 h )LC50( و همکاران در ســال 2011، در بررســی غلظت نیمه کشنده

اسانس گل میخک روی ماهی گورخری )Danio rerio(ا mg/l 18/2 و 

در ماهی گوپی )Poecilia reticulata(،ا mg/l 21/7 تعیین کردند )13(. 

در مطالعه حاضر غلظت نیمه کشنده )h )LC50 96 اسانس اسطوخودوس 

mg/l 70/99 بدست آمد.

ترکیب شــیمیایی اســانس اســطوخودوس و تأثیر آن در بی هوشی: 

در این مطالعه ترکیب تشــکیل دهنده اسانس اســطوخودوس شامل 1و 8 

سینئول )Cineole-1,8( به میزان 25/14٪، لینالول )Linalol( به میزان  

 )Borneol( به میــزان 7/26٪، بورنئول )Camphor( 18/26٪، کامفور

به میزان 10/52٪ می باشــد. طبق گزارش Taha Nejad در سال 2012، 

ترکیبات شیمیایی عمده اســانس اسطوخودوس شامل لینالول )٪27/89(، 

کامفور )10/82٪(،1 و 8 سینئول )9/05٪( آلفا ترپینئول )5/04٪(، بورنئول 

)7/29٪( و اســتات لینالول )8/86٪( می باشد. فاکتور های مختلف محیطی 

از قبیل میزان مواد غذایی موجود در خاک، شــرایط اقلیمی منطقه کاشت 

)ارتفاع، دما و بارندگی( و زمان برداشت از عوامل مهم تأثیر گذار روی میزان 

ترکیبات شــیمیایی تشکیل دهنده گیاه می باشند )33(. بی هوشی معمولًا با 

غوطه وری ماهی، درمحلول بی هوشی انجام می شود و ماده بی هوش کننده 

از طریق رشته های آبششی جذب شده و وارد شریان می شود، سپس روی 

سیستم عصبی مرکزی تأثیر گذاشته و ماهی را بی هوش می کند )18،21(. 

بی هوش کننده هــای مختلف اثرات متفاوتی بر گونه های ماهی با شــرایط 

متفاوتی از نظر ســن، اندازه و جنس دارند، شــرایط محیطی مانند شوری، 

دمای آب، مقدار اکســیژن محلول و pH در واکنش ماهی نســبت به ماده 

بی هوش کننده مؤثر می باشد )35(. اسانس اسطوخودوس رسپتور-هایی که 

در پیاز بویایی قرار دارند را تحریک کرده و پیام بویایی را به دستگاه لیمبیک 

منتقل می کند. سیســتم لیمبیک مرکز احســاس مغز است که می تواند در 

پاســخ به استرس انکفالین، اندورفین و ســروتونین ترشح شود و در ایجاد 

حس آرامش مؤثر باشــد )33(. با توجه به نتایج بدست آمده از این آزمایش، 

اسانس اســطوخودوس در غلظت های مختلف مورد استفاده، بی هوشی را 

درکمتــر از min 5 در بچه ماهی کپور معمولی القا کرده و زمان بازگشــت 

از بی هوشــی در غلظت هــای mg/l 160، 165 و 170 اســانس در کمتــر 

از min 5 اتفاق افتاد، بنابراین می توان گفت که اســانس اســطوخودوس 

می تواند بعنوان یک ماده بی هوشــی جدید مورد اســتفاده قــرار بگیرد. اثر 

بی هوش کنندگی اسانس اسطوخودوس ممکن است به حضور مقدار زیاد 1 

و 8 سینئول در آن مرتبط باشد )11(. در این مطالعه، غلظت مؤثر بی هوشی 

اسانس اسطوخودوس mg/l 170 بدست آمد که بی هوشی را در مدت زمان 

 min 0/35 ± 3/74 و زمان بازگشــت از بی هوشــی را در مدت زمان min

0/55 ± 3/91 در بچه ماهــی کپور معمولی القا کرد. این در حالی اســت که 

 min 165، بیشــترین میانگین زمان mg/l در غلظــت پایین تر با غلظت

0/57±4/41 برای رســیدن به بی هوشــی کامل بدست آمد. کم ترین زمان 

بی هوشی و احیا در این تحقیق، به ترتیب از غلظت های mg/l 170 و 165 

با میانگین زمان min 0/35±3/74 و 0/78±2/92 به دســت آمد. همچنین 

بیشترین زمان بی هوشی و احیا به ترتیب از غلظت های mg/l 165 و 180 

با میانگین زمان 0/57±4/41 و min 0/82±5/54 به دســت آمد. با افزایش 

مقدار اســانس، مدت زمان بازگشت از بی هوشی نیز افزایش یافت. در این 

راســتا، Shariphpoor و همکاران در سال 2002 با بررسی غلظت های 

mg/l 50، 100، 150 و 200 اســانس گل میخــک روی ماهــی کپــور 

معمولی نشان دادند که در تمام غلظت های اسانس گل میخک، بی هوشی 

در کمتر از min 3 ایجاد شــد، ولی زمان بازگشــت تعادل و بازگشــت به 

محرک خارجی در بیشــتر موارد طولانی تر و بیشتر از min 5 بود که دلیل 

آن را در تأثیر بازدارندگی اســانس گل میخک بر سیســتم تنفسی ماهی و 

کاهــش میزان تنفس و به تبــع آن کاهش توانایی دفع ماده بی هوشــی از 

سیســتم آبشش ماهی دانســتند )Soltani .)25 و همکاران در سال 2001 

نشــان دادند که اســتفاده از غلظت های mg/l 50 و 100 اسانس و عصاره 

میخک پــس از 210-166 و s 99-77 به ترتیب موجب بی هوشــی کامل 

ماهــی قزل آلای رنگین کمان در دمــای C° 15 و pH برابر 7 گردید )19(.  

Roohi و Imanpoor در ســال 2014 بــا بررســی اثر بی هوش کنندگی 

جدول 4. تقســیم بندی میزان ســمیت مواد و فرآورده های دارویی بر اساس LC50 بر 
.)15( 48 h پس از mg/l حسب

mg/l میزان سمیت)LC50( محدوده غلظت نیمه کشندگی

LC50 >10000> 1000سمیت خیلی کم

LC50 >1000> 100سمیت کم

LC50 >100> 10سمیت متوسط

LC50 >10> 1سمیت زیاد

LC50 >1> 0/1سمیت خیلی زیاد

LC50 >0/1بی نهایت سمی
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اسانس نعناع و متیل سالیسیلات )methyl salicylate( روی ماهی کپور 

معمولی غلظت مناسب بی هوشی را به ترتیب ml/l 5 و 3 بیان کردند )20(. 

در مطالعه Mousavi و همکاران در سال 2012 غلظت های مورد مطالعه 

)mg/l 10، 20 و 30( باعث اختلالاتی در تنفس گردید که می تواند بدلیل 

اثرات اوژنول بر سیستم عصبی ماهی و کاهش فعالیت تنفسی ماهی باشد. 

در ایــن مطالعه غلظت mg/l 40 اوژنول بهترین غلظت برای بی هوشــی 

ماهی بنی )Barbus sharpei( تعیین شــد )Tamaru .)16 و همکاران 

در سال 1995 بیان کردند که با افزایش غلظت دارو مدت زمان رسیدن به 

مرحله بی هوشــی عمیق کاهش می یابد که نتایج مطالعه حاضر نیز همسو 

با نتایج این محققین می باشد )28(. همچنین Hajek  و همکاران در سال 

2006 در مطالعات خود دریافتند که افزایش غلظت باعث کند شدن فرایند 

تنفســی توسط ماهی و طولانی تر شــدن مدت زمان برگشت از بی هوشی 

می شود )Keene .)10 و همکاران در سال 1998 القای بی هوشی با عصاره 

 min ،40 -60 mg/l گل میخــک را در قزل آلای رنگین کمان در غلظت

4-3 و مدت زمان برگشــت از بی هوشــی را min 14- 12 گزارش کردند 

)Griffiths .)12 در ســال2000 و Mohammadi Arani در ســال 

2006 نتایج مشــابهی را در مطالعه روی عصاره میخک به دســت آوردند و 

به این نتیجه رســیدند که هر چه غلظت و مدت زمان قرار گیری ماهی در 

آب حاوی مواد بی هوش کننده بیشتر باشد، مرحله شروع بی هوشی سریع تر 

و مرحله بازگشــت از بی هوشی آهسته تر اتفاق می افتد )Grush .)8،14 و 

همکاران در ســال 2004 دریافتند که غلظت mg/l 60-40 اوژنول باعث 

بی هوشــی ســریع در گونه Zebra fish ا)Danio rerio( می شــود )9(. 

مطالعــات Gomes و همکاران در ســال2001 روی ماهی Tambaquiا 

)Colossoma macropomum( نشــان داد که مدت زمان بازگشت از 

بی هوشی در ماهیانی که تحت تأثیر مقدار بالایی از ماده بی هوشی بنزوکائین 

 50 mg/l 8/9(، امــا در مقادیر پایین تر از min( قرار گرفتند، بالاتر اســت

ایــن میزان min 1/02±2/6 بود )7(. در مطالعــه Velisek و همکاران در 

سال 2005 بیان شد که زمان بازگشت از بی هوشی ماهی کپور معمولی در 

غلظت های پایین mg/l 30 در مدت زمان حدود min 15 و در غلظت های 

بالا بتدریج با افزایش میزان غلظت تا mg/l 90 این میزان افزایش یافته و 

به min 30 رسید  و با افزایش غلظت به mg/l 100، بازگشت از بی هوشی 

اتفاق نیفتاد و گزارش شــد که زمان بازگشــت  از بی هوشی در ماهیانی که 

بیشــتر از min 15 در معرض ماده بی هوشــی قرار گیرند، زمان بازگشــت 

از بی هوشــی طولانی شــده و مرگ افزایش می یابد )31(، که با نتایج این 

پژوهش هم خوانی )با افزایش غلظت اسانس، زمان احیا افزایش یافت( دارد. 

در مطالعه Grush و همکاران در ســال 2004، با افزایش غلظت اســانس 

میخک )در محدوده ppm 60 تا 100(، زمان بازگشت از بی هوشی افزایش 

یافت. به نظر می رسد افزایش مدت زمان بازگشت از بی هوشی به دلیل تأثیر 

ماده بی هوشــی بر سیستم تنفسی و عروقی و در نتیجه کاهش نرخ تنفس 

و ضربان قلب می باشد که منجر به تأثیر سیستمیک آن و ماندگاری بیشتر 

اوژنول در سیستم عروقی می گردد )9(. 

 170 mg/l نتیجه گیری نهایی: نتایج این تحقیق نشان داد که غلظت

اسانس اسطوخودوس می تواند برای بی هوشی بچه ماهی کپور معمولی به کار 

رود و به عنوان ماده بی هوشــی جدید معرفی شــود. شرایط متفاوت از نظر 

گونه، جنس و شرایط محیطی بر غلظت مؤثر در بی هوشی مؤثر می باشد، 

لذا تعیین آن برای هر گونه نیاز به بررســی دارد. با توجه به نتایج به دســت 

آمده در این پژوهش بررســی اثرات این اسانس روی شاخص های خونی، 

استرس و بیوشیمیایی سرم و نیز باقیمانده  بافتی اسانس اسطوخودوس به 

لحاظ بهداشت گوشت ماهی به طریقه کروماتوگرافی گازی و بررسی اثرات 

احتمالی پاتولوژیک این اسانس بر روی بافت های آبشش و پوست می تواند 

توصیه شود.

تشکر و قدردانی
از آقای مهندس خســرو جانی خلیلی به جهت کمک های ایشــان در 

انجام این تحقیق سپاسگزاری می گردد.
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Abstract:
BACKGROUND: In recent years, medicinal plants have become an important option for 

use in aquaculture industry. OBJECTIVES: This study was conducted to determine mean 
lethal concentration (LC50) and investigated the anesthetic effect of Topped lavender essen-
tial oil (Lavandula angustifolia) on common carp (Cyprinus carpio) juveniles. METHODS: 
Mean lethal concentration of essential oil was calculated based on the OECD (Organiza-
tion Economic Cooperation and Development) standard in static system. For determining  
LC50, 150 common carp juveniles with mean body weight of 26.96 ± 1.98 g were used in 6 
groups and one control group and each group with three replications (7 juveniles were used 
for each replication). After Compatibility period (about 2 weeks), juveniles were exposed 
to different concentrations including 71.12, 72.11, 73.11, 74.13, 75.16 mg/l that were cal-
culated by logarithmic formula. Juvenile behavioral changes and mortality were recorded 
in the time period at 24, 48, 72 and 96 hours after exposed to Topped lavender essential 
oil. Determination of Topped lavender essential oil anesthetic effect was done in 6 groups 
(with 3 replicates), as 10 fish exposed to increasing concentrations including 0 (control), 
160, 165, 170, 175 and 180 mg/l. RESULTS: Mean lethal concentration (LC50) after 96 
hours was obtained 99.70 mg/l. The lowest time for completion of anesthesia (stage 3 
anesthesia) was obtained at a concentration of 170 mg/l with 3.74± 0.35 min and the full 
recovery of this concentration was obtained at 3.91±0.55 min. The results showed that the 
best anaesthetic concentration of Topped lavender essential oil was 170 mg/l. CONCLU-
SIONS: It seems that Topped lavender essential oil could be used as anesthetic agent.

Keyword: Topped lavender, Essential oil, Anaesthetic, LC50 , Cyprinus carpio
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Ingredient analysis and their amount (%) in Topped Lavender essential oil using GC/MS.

Table 2. The dosage for 10, 30, 50, 70, 90 and 99 % mortality after 24, 48, 72 and 96 h exposure to Topped Lavender essential oil 
in Common carp Juvenile.
Table 3. Mean (± STD) time to start of anesthesia, completion (step 3 of anesthesia) of anesthesia and recovery time during exposure 
to different levels of Lavender essential oil in Common Carp Juvenile. Different letters in each column show significant difference 
(P< 0.05).
Table 4. Toxicity classification of materials and medicinal products based on LC50 (mg/l) after 48h (17).
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