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 و Aspergillu sniger (PTCC 5223)قارچ  يسلول يوارهگاما از د يتوزانك استخراج
 آن يكروبيخواص ضد م يابيارز

  *پازوكي جميله و خاكشور محمدصادق

  زيستي علوم دانشكده بهشتي، شهيد دانشگاه ،تهران 

  5/9/94 :تاريخ پذيرش    4/5/94 :تاريخ دريافت

  چكيده

 يدتول جهت يسلول ي يوارهدر د يتوزانتوجه ك قابل يربالا و مقاد يومسبا توليد امكانتوجه به  با Aspergillus niger قارچ
 يحدكستروز براث تلق يتوكشت پوت يطمح در آگار، دكستروز پوتيتو محيط رويشده  كشت قارچ. يدگرد كشتو  انتخاب يتوزانك

 يرشد در ط يپارامترها يگرد و كيتوزان يزانم بايومس، تغييرات. شد يگذار گرمخانه rpm 180 يكرو دور ش يطمح يو در دما
%) 37/7(يتوزان، ك)g/L 5/22( قارچي يومسكه حداكثر با داد نشان آمده بدست نتايج. شد يريگ روزه اندازه 21 يزمان ي بازه يك
مقدار  يندر كمتر يزن يطمح pHرشد،  مرحلة يندر ا. آمد بدست قارچ يتميرشد لگار مرحلةدر اواخر  رشد پارامترهاي ديگر و

 يتوزانك. يافتند كاهش محسوسي بطورمذكور  فاكتورهايسكون  مرحلةكشت به  يطمح وروداز  پس. گرفت قرار) 5/2(خود 
-باكتري يشده رو استخراج كيتوزان ضدميكروبي خواص. مورد مطالعه قرار گرفت زابيماري ميكروارگانيسم 9 يبدست آمده رو

 Candida albicansقارچ  يرو يتوزانك يبازدارندگ يشترينب اما). p≤ 0,5(بود  يمنف گرم هايكتريبااز  يشترب مثبت گرم هاي
 دسترس درتوجه به  با).   ≤0,5p( نشد مشاهده كيتوزان باكتري ضد و قارچيضد يتخاص ينب داري يمعن تفاوت حال يندرع. بود

 بمناس ي سويه يكعنوان  از آن به توان يم يتوزان،ك يمقدار قابل قبول يدو تول قارچي ي سويه اين آسان نگهداري و كشت بودن،
قبول  اثر قابل بيانگر يزشده ن  مشاهده يكروبيخواص ضدم. يادكرد) پوستان سخت( يميمنابع قد يگزينجا و كيتوزان يدتول يبرا
  .است يشترمطالعات ب يازمندكه ن باشد يم يكروبيم ها يهسو از يبرخ يرو يتوزانك

  زيستي خواص جداسازي، كيتوزان، ميكروارگانيسم،: كليدي هايژهوا

  pazooki2001@yahoo.com :، پست الكترونيكي 02129902720 :نويسنده مسئول، تلفن *

  مقدمه
-N-acetyl-D يشده از واحدها يمرساختهپل يك كيتين

glucosamine يمرپل يناست كه پس از سلولز فراوانتر 
 پليمر يك يزن كيتوزان). 4( باشد يم يرپذ يدتجد يعيطب

-N-acetylو  D-glucosamineواحد زير دو ي دربردارنده

D-glucosamine تتح يتينشدن ك يلهكه با داست باشد يم 
). 36، 22، 11( آيد يبدست م يدشد ياييقل يطشرا
 ياربس يباعث كاربردها يتوزانمنحصر بفرد ك هاي يژگيو
 يشي،آرا يعمختلف ازجمله صنا يعدر صنا يمرپل اين يادز

آب،  ي يهتصف يايي،در يغذاها يي،غذا هاي يافزودن

، 20، 18(شده است  يوتكتولوژيو ب يپزشك ي،كشاورز
حاصل از  يزهاياز دورر يبصورت تجار يتوزانك). 44

بدست آمده از  يهاما مواد اول. آيد يپوستان بدست م سخت
محدود به  و فصلي يتوزانك يدتول برايصنعت  ينا

 يچيدگيعلاوه بر پ يزكار ن روش. باشد يخاص م يها مكان
 بسياري محيطي يستز يمنف يراتتأث يبالا دارا ي ينهو هز
 -سيديا شديد يطاستفاده از شرا  واسطه به همچنين. است
 يدارا آمده بدست كيتوزان استخراج، فرايند در بازي

، 32، 25( باشد ينم يكدست يزيكوشيمياييف هاي يژگيو
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 داشتن يلها به دل خاطر قارچ ينهم به). 49، 47، 36
عنوان  به تر يكدست يفيو ك يكم ياتبا خصوص يتوزانيك

 يبررس مطرح و مورد يگرد يشنهاديمنبع پ يك
 ينهزم ينا درها  استفاده از قارچ يراًاخ). 41( گيرند يقرارم
 ينهزم در يمتعدد مطالعاتو  بودهتوجه  مورد بيشتر
در  يتوزانتوجه ك قابل يربا مقاد يقارچ هاي يهسو ييشناسا

 وجود ينباا). 49(آنها صورت گرفته است  يسلول ي يوارهد
 يتوزانبا ك يسهدر مقا ها يكروارگانيسمحاصل از م كيتوزان

 يايمزا از). 46( باشد يم ناچيز يميحاصل از منابع قد
 رشد، ،به كشت توان يم ياستفاده از منابع قارچ ي بالقوه

كشت ساده،  هاي يطدر مح يعسر جابجايي و برداشت
محصول و سهولت در استخراج  يفيتكنترل آسان ك

- مسيليوم). 21،32(اشاره كرد  يقارچ يها از سلول يتوزانك

 ياييجغراف ي در هر فصل و منطقه توان يرا م يقارچ هاي
 ).29(كشت ساده كشت داد  هاي يطمح يرو يراحت به

پوستان  سخت ي نسبت به پوسته يقارچ هايمسليوم بعلاوه
 باشد يم يكمتر يتر و مواد معدن همسان يباتترك يدارا

مؤثر در  يدر پارامترها يبا دستكار همچنين ).47، 44(
 يتوزانك يزانو م يزيكوشيمياييف هاي يژگيو توان يكشت م

ذكرشده  مزاياي به توجه با بنابراين). 36(را كنترل كرد 
 جهت A.nigerقارچ  مطالعه يندر ا ي،قارچ يتوزانك يبرا

. گيرد يقرار م يبررس مورد يتوزانك توليد ميزان بررسي
 يفاكتورها يگرو د يتوزانبازده ك ياثر زمان رو همچنين

 يتوزانك يكروبيخواص ضد م يتو درنها يرشد بررس
  . گردد يم يشده بررس استخراج يقارچ

 و روشها مواد

 از A.niger قارچ: يكروارگانيسمم يحكشت و تلق يطشرا
و  يباكتر كلكسيون ي،صنعت -يعلم يها سازمان پژوهش

 ينا ي يهكشت اول. گرديد يهته) IROST(زنده،  يها قارچ
دكستروز آگار  يتوكشت پوت محيط هاياسلنتدر  يسمارگان

 )Potato Dextros Agar, PDA, Merk Company  (تهيه 
در  روز 7 مدت به گراد يسانت درجة 25 يو در دما

) روز 7( رشد ي پس از اتمام دوره. شد نگهداري گرمخانه
اسپور  107( شده يهته يقارچ يوناز سوسپانس ليتر يليم يك
دكستروز  يتوكشت پوت يطمح ليتر يليم 99 به) ليتر يليدر م

)  Potato Dextros Broth, PDB, Merk Company(براث 
). 4( يداضافه گرد ليتري يليم 250 يرارلن ما يكدر 
و  يتوزانك ي،قارچ يومسبا ييراتتغ روند يمنظور بررس به
روز  3 هر. شد يهكشت ته يطمح 8رشد،  يفاكتورها يگرد

 صافي كاغذ از استفاده باكشت  هاي يطاز مح يكي
)Whatman No, 1 (شده و پس از شستشو با آب  صاف

 يسانت درجة 65 يدر دما يومسكردن با مقطر و خشك
 يبررس الذكر مورد فوق يلحاظ فاكتورها از گراد
) روز 21( كشت محيط آخرين بررسي از پس .گرفتقرار

  ).22( يدگرد يهفاكتورها ته ينا ييراتتغ پروفايل

بدست آمده با  يقارچ مسيليوم :قارچي كيتوزان استخراج
به  NAOH ليتر يليم NAOH 3% (w/v) )30استفاده از 

 به و محيط ايدر دم) يهر گرم وزن خشك قارچ يازا
در  حل يرقابلغ تركيبات. يدگرد دپروتئينه ساعت 3 مدت
)  Alkaline Insoluble MaterialsAIM ,( يباز مرحلة
جداشده ) يقهدق 10به مدت  g 4000( سانتريفيوژ يبوسيله

استفاده در  يبار شستشو با آب مقطر برا ينو پس از چند
. شد ينگهدار گرادسانتي درجة 4 يبعد در دما مرحلة
 AIMبه بخش % 10 استيك اسيد كيتوزان، استخراج براي

در )  AIMهر گرم وزن خشك  يبه ازا ليتر يليم 100(
 6 از پس. يدساعت اضافه گرد 6و به مدت  يطمح يدما

AAIM ,( يددر باز و اس حل يرقابلغ بخشساعت 

Alkaline-Acid Insoluble Materials (از استفاده با 
 سپس. شد جدا) دقيقه 10 مدت به g4000( سانتريفيوژ

Acid acetic AcSM ,( يديمحلول در فاز اس كيتوزان

Soluble Materials  ( رساندنبا pH با  10به حدود  آن
رسوب  بخش. مولار رسوب داده شد NAOH 2 استفاده از

به  دقيقه بر دور 4000( يفيوژشده را با استفاده از سانتر داده
بار  ينچند يخنث pHبه  يدنو تا رس جدا) يقهدق 10مدت 

 كيتوزان .شدشستشو داده  استن و اتانول ،با آب مقطر
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 درجة 65 يبدست آمده پس از خشك شدن در دما
 4 دماي در يكروبيضد م مطالعهجهت انجام  گراد يسانت

 بخش همچنين ).1( شد نگهداري گراد يسانت درجة
ناخالص  يتينكه درواقع ك) AAIM( باز و اسيد در نامحلول

 آب با شستشو بار چندين از پس) گلوكان+يتينك( باشد يم

و وزن خشك آن  جداسازي استن و اتانول مقطر،
 3 با آزمايشات تمامي ).1شكل ) (16( يدگرد يريگ اندازه
 انحراف همراه به ميانگين بصورت نتايج و شد انجام تكرار
  .گرديد گزارش معيار

  
  Aspergillus nigerقارچ  يسلول ي يوارهاز د يتوزانو ك يتينك يباتروش استخراج ترك -1 شكل

 ميكروبي ضد خواص: شده  استفاده يكروبيم هاي يهسو
 5 يرو A. nigerشده از قارچ  گاما استخراج كيتوزان
 Pseudomonas aeruginosa )PTCCيگرم منف يباكتر

1310( ،Escherichia coli )PTCC 1763( ،Proteus 

mirabilis )PTCC 1076( ،Salmonella typhi )PTCC 

1609( ،Serratia marcescens )PTCC 1621(، 2 باكتري 
 ،)Bacillus subtilis )PTCC 1156مثبت گرم

Staphylococcus aureus )PTCC 1189 ( سويه 2و 

 Candida albicans )PTCC 5027( ،Aspergillus يقارچ

niger )PTCC 5223 (قرارگرفت مطالعه مورد .
 يها الذكر از سازمان پژوهش فوق هاي يكروارگانيسمم

زنده،  يها و قارچ يباكتر يونكلكس ي،صنعت - يعلم
)IROST (گرديدند تهيه.  

 يتحساس مطالعه: ميكروبي ضد خواص بررسي
روش  به يقارچ كيتوزاننسبت به  ها يكروارگانيسمم
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 National Committee forو با دستورالعمل  گذاريديسك

Clinical Laboratory Standards (NCCLS) شد انجام 
از  جوانيتازه و  هاي يكلن يدشروع با براي). 47 ،45(

و  يمنظور باكتر ينبد. شود يهها ته و قارچ يباكتر
ساعت قبل از انجام  48و  24 يبموردنظر به ترت يها قارچ
 Muller( آگار ينتونمولر ه يها كشت يطمح يرو يشآزما

Hinton Agar, MHA, Merk Company (يتودر پوت و 
 Potato Dextrose Broth, PDB, Merk( براث دكستروز

Company (24به مدت  ها يباكتر. كشت داده شدند 
 48ها به مدت  و قارچ گراد يدرجه سانت 37 يساعت در دما
نگهداري گرمخانه  گراد يدرجه سانت 25 يساعت در دما

 يونسوسپانس ي يهته براي باكترياييتازه  هاي يكلن از. شدند
 Muller Hinton(براث  ينتونكشت مولر ه يطدر مح

Broth, MHB, Merk Company (غلظت. استفاده شد 
108حدود( مك فارلند/. 5 يرو ياييباكتر يونسوسپانس

× 
 ي كشت تازه يطمح يو رو يمتنظ ) ليتر يليدر م يباكتر 2/1

 هاي يهاز سو ليتر يليم/. 1. داده شد يحآگار تلق ينتونمولر ه
 پوتيتو كشت محيط در ساعت 72 مدت به كه نيز قارچي

 Potato Dextrose Broth, PDB, Merk( براث دكستروز

Company (يتوكشت پوت يطمح يشده بود رو  كشت داده 
 Potato Dextrose Agar, PDA, Merk(دكستروز آگار 

Company (1 يداس يكاستفاده از است با. گرديد تلقيح %
 يلاستر بلانك ديسك هر بهو  يهته يتوزانيك يونسوسپانس

از ) يكروگرمم 500( يترليكروم 100 متري يليم 6
. يدندخشك گرد يطمح يو در دما يقرا تزر سوسپانسيون

عنوان شاهد  به% 1 اسيداستيكآغشته به  هاي يسكاز د
 Amoxicillin )25 بيوتيكي يآنت هاي يسكد ي،منف
و  ها يباكتر يشاهد مثبت برا بعنوان) يسكبر د يكروگرمم
 براي) يسكبر د يكروگرمم Nystatin )30 بيوتيك يآنت

 يحاو هاي يسكسپس د. گرفتندها مورداستفاده قرار قارچ
 يسكو مثبت و د يشاهد منف هاي يسكبه همراه د كيتوزان

قرار داده و  يطمح يبلانك با فواصل مشخص بر رو
و  گرادسانتيدرجه  37 يدما با در انكوباتور ها يباكتر

 نگهداري گرمخانه گرادسانتيدرجه  25 يها در دما قارچ
 24پس از  ها يباكتر يعدم رشد برا يها قطر هاله. شدند

 متر يليم ياسساعت در مق 48ها پس از  ساعت و قارچ
 آزمايشات تمامي. قرار گرفت يبررس و مورد يريگ اندازه

 همراه به ميانگين بصورت نتايج و شد انجام تكرار 3 با
  .گرديد گزارش معيار انحراف

 يزآنال يبرا 19 ي نسخه SPSS برنامه از: يآمار يها آزمون
رسم نمودارها استفاده  يبرا Excel 2007 ها و برنامه داده
ها  كلوموگروف نشان داد كه داده-يرنوتست اسم يجنتا. شد

خاطر از  ينبه هم يستند،برخوردار ن يعيطب يعاز توز
 .استفاده شد يآمار يكارها يها برا داده يتملگار

  نتايج
در  يتوزانيك يباتمنظور استخراج ترك به A. niger قارچ
دور  يط،مح يدر دما ،دكستروز براث يتوكشت پوت يطمح
كشت  روز 21 مدت به و) يقهدور بر دق(rpm  180 يكرش

 در AAIMو  AIM يتوزان،ك ي،قارچ يومسبا يزانم. گرديد
روند . شد يريگ روز اندازه 3هر  مدت و به فاصله ينا يط

 آمده 1نمودار  ومذكور در جدول  فاكتورهاي تغييرات
) گرم 2,25( قارچي يليوموزن خشك مس حداكثر. است

 محسوس بطورازآن  روز بدست آمد و پس 15پس از 
با  يزاستخراج ن قابل كيتوزان). 1نمودار ( يافت كاهش

ازآن  پس ،)گرم 0,164( پانزدهم كشت تا روز يشافزا
 AAIMو  AIM يها بخش. ماند يسطح باق يكدر  يباًتقر
 يو كاهش يشروند افزا ياز رشد قارچ ييعنوان پارامترها به

طور كه  همان ).1 نمودارو  جدول(داشتند  يتوزانمشابه با ك
شده است تا روز پانزدهم كشت،  نشان داده 1در نمودار 

 يتوزانمقدار ك يشترينداشته و ب يتميقارچ رشد لگار
) 15روز ( يتميرشد لگار ي استخراج در اواخر دوره قابل

 يطازآن مح و پس) وزن خشك% 7,28( است آمده بدست
رشد  يو در پارامترها شود يسكون م مرحلةكشت وارد 

  .شود يمشاهده م يجيكاهش تدر يقارچ
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  )برحسب گرم(A. nigerرشد قارچ  يپارامترها يگرو د يتوزانيك يباتترك ي،قارچ يومسبا يزانم -1 جدول
  روز  3  6  9  12  15  18  21

  قارچ خيس وزن  ±35/2/ .11  ±5/4/ .21 ±72/7/ .15 ±45/9/ .17 ±36/12/ .35  ±56/12/ .29  ±5/12/ .23
  قارچ خشك وزن  / .±28/ .06  / .±64./ 08 ±21/1/ .1 ±69/1/ .13 ±25/2/ .15  ±22/2/ .12  ±21/2/ .15
01. /±552. /  01. /±575. /  02. /±59. / 01. /±45. / 01. /±337. / 009. /±151. /  008. /±084. /  AIM  

0,044±380. /  051. /±0365./  026. /±36. / 009. /±3. / 011. /±22. / 031. /±11. /  04. /±055. /  AAIM)ناخالص يتينك(  
  كيتوزان  0,004±0,021  / .±052/ .006 / .±094/ .01 / .±122/ .01 / .±0164/ .02  / .±0155/ .02  / .±152/ .02

خشك  يومسبا/كيتوزان  5/7%  12/8% 76/7% 21/7% 28/7%  85/6%  87/6%
  يقارچ

97/24%  44/25%  22/26% 62/26% 85/27% 59/23%  30%  AIM /خشك  يومسبا
  يقارچ

19/17%  65/16%  16% 75/17% 18/18% 18/17%  64/19%  AAIM  /خشك  يومسبا
  قارچي

  

  
استخراج از قارچ  قابل يتوزانو ك)  AAIM(يديو اس ي، بخش نامحلول در فاز باز) AIM(بازي فاز در نامحلول بخش قارچي، خشك وزن -1 نمودار

A. niger برحسب گرم( روزه  21 ي دوره يط در(  
 يزكشت ن يطمح pHزمان،  يتوجه به رشد قارچ در ط با

 pH ييراتتغ 2با توجه به نمودار  يكهبطور يافته كاهش
 يتوزانك يزانم يشتريناست كه ب ينا ي دهنده نشان
 يطيمح pH كمترين بااستخراج در روز پانزدهم كشت  قابل

شده  استخراج يتوزانك يكروبيضد م فعاليت .مطابقت دارد
مورد مطالعه در  هاي يكروارگانيسمم روي A. nigerاز قارچ 
  .شده است نشان داده 3نمودار 

 اثر يقارچ يتوزانبدست آمده نشان داد كه ك نتايج
گرم مثبت نسبت به  هاي يباكتر يرو يشتريب بازدارندگي

 هاي يباكتر ينب از). ≥p 0,5( داشت يگرم منف هاي يباكتر
 P. mirabilis، )متر يليم E. coli )12,60مورد مطالعه 

) متر يليم 66/11( P. aeroginosaو ) متر يليم 12,43(
. از خود نشان دادند يتوزانرا نسبت به ك يتحساس يشترينب

  يرو يتوزانرشد ك يبازدارندگ يتفعال بيشترين
C. albicans )18,43 مشاهده شد كه به مقدار ) متر يليم

 بيشتر نيز )متر يليم 12,20( از شاهد مثبت يحت يتوجه قابل
 چيضد قار يتخاص ينب داري يتفاوت معن وجود ينباا. بود
  .مشاهده نشد كيتوزان باكتري ضد و
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  روزه 21 يزمان ي بازه يط در A.nigerكشت قارچ  يطمح pH ييراتروند تغ -2نمودار

  
  زا يماريب هاي يكروارگانيسماز م يبرخ يرو يقارچ يتوزانك يكروبيضد م يتفعال -3 نمودار

  بحث
پوستان  ازجمله سخت يتوزانك يميمنابع قد يرو مطالعات
، 23، 2( شده است تنان بطور گسترده تاكنون انجام و نرم

 صنايع در يتوزانك قارچي يددر مورد تول گزارشات). 52
 يستيمنظور حفظ تنوع ز به .است بوده محدود
 ها يكروارگانيسمبهتر است تا از م ياييدر هاي يستماكوس

با . در صنعت استفاده شود يتوزانك يدجهت تول
شده   كشت، نشان داده يروش ها در يراخ هاي يشرفتپ

 يتوزانو ك يتينك يحاو هاي يكروارگانيسماست كه كشت م
 ينا يدتول يروش مناسب برا يك تواند يبزرگ م ياسدر مق

 خانواده يها قارچ يسلول ي يوارهد). 26( باشد يمرپل
Ascomycetes، Zygomycetes، Basidiomycetes  و

Deuteromycetes تركيبات يتوجه قابل يرمقاد يحاو 
حفظ شكل و استحكام ساختار  يهستند كه برا كيتيني

 ي،قارچ هاي يهسو ينب از). 32( باشد يم يضرور يسلول
،  .Aspergillus spp يها از گونه يشترب يتوزاناستخراج ك

Rhizopus spp.  ،Mucor spp.  وAbsidia spp. گزارش 
  ).32، 27، 14( شده است 

  قارچ يليوماز مس يتوزانيك يباتمطالعه حاضر ترك در
A. niger 3هر  ي روزه و به فاصله 21 ي دوره يك يدر ط 

 AIMو  يتوزانمقدار ك يشترينب. شد يريگ روز اندازه
خشك  وزن% 87/26 و %37/7 يببه ترت آمده بدست

 گذشتهمطالعات  در. گرديدند محاسبه يقارچ يليوممس
 رشد پارامترهاي ديگر و AIM و يتوزاناز ك مختلفي مقادير
مقدار . شده است گزارش يمختلف قارچ هاي يهاز سو

كمتر از  مطالعه اين در A. nigerبدست آمده از  يتوزانك
) 2011(و همكاران ناتارجان توسطمقدار بدست آمده 

و  تائو، %)11)(2002( پوچاناوانيچ و سانتورسوك، %)10(
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 )2001( و همكاران نادارجاح، %)11) (2005( همكاران
و ) g/L0,84 ) (2008(و همكاران مقصودي، %)2/11(

در بسياري . مي باشد) g/L 3/1) (2012(و همكاران لوگش
از مطالعات گذشته اشاره شده است كه سوبه هاي قارچي 
داراي يك رشد لگاريتمي بوده و بيشترين ميزان كيتوزان 
قابل استخراج در اواخر مرحله ي رشد لگاريتمي بدست 

در ). 44(مي آيد كه با نتايج اين مطالعه نيز مطابقت دارد
همكاران در يك دوره  و تائومطالعه صورت گرفته توسط 

بيشترين مقدار بايومس  A. nigerروزه كشت قارچ  21ي 
)g/L 5/6  (كيتوزان ،)11 (%وAIM)35/36(% در آخرين ،

در برخي مطالعات سويه . مرحله رشد لگاريتمي بدست آمد
هاي مختلف قارچي براي رسيدن به بهترين گزينه جهت 

در مطالعه . داستخراج كيتوزان مورد مقايسه قرار گرفته ان
، A. niger  ،Penicillium citrinumديگري قارچ هاي 

Rhizopus oryzae  وFusarium oxysporum  از لحاظ
توليد كيتوزان مورد بررسي و مقايسه قرار گرفتند و 

گرم  A. niger 3/1بيشترين ميزان كيتوزان استخراج شده از 
) اواخر مرحله ي رشد لگاريتمي( كشت 12در روز 

). 20(ه گرديد كه نسبت به ديگر سويه ها كمتر بودمحاسب
سويه  4نيز در بين ) 2002( پوچاناوانيچ و سانتورسوك

  را از%) 6/3(قارچي مورد مطالعه كمترين مقدار كيتوزان 
A. niger  اگرچه ممكن است مقدار . بدست آوردند

نسبت به  A. nigerكيتوزان موجود در ديواره سلولي قارچ 
ها كمترباشد، اما به دليل توليد بايومس برخي از قارچ 

بيشتر كاربرد بيشتري در زمينه ي استخراج كيتوزان نسبت 
در مطالعه ي مشابه ديگري ). 44و35(به ديگر قارچ ها دارد

بيشترين مقدار كيتوزان  A. nigerروز كشت  12پس از 
و پس ازآن ) وزن خشك محيط g/kg 11(بدست آمد
  ). 21(كاهش يافت

 مرحله ياناستخراج پس از پا  قابل يتوزانمقدار ك كاهش
 يستيز يمرهايمصرف پل يلبه دل تواند يم يتميرشد لگار

 يكروارگانيسمتوسط م ييعنوان مواد غذا به يتوزانو ك يتينك
باشد كه شامل انتشار  يومسدر با يشافزا يجهو درنت

و  يدروليتيكه هاي يمآنز بوسيله يمرهاپل يدروليزه ها، يمآنز
، 11( باشد يم يدروليزه ينانتشار محصولات حاصل از ا

 سويه 15 يبررس با) 2001(و همكاران  نادارجاح). 21
 يدر ط يومسكردند كه با مشاهده ،A.nigerازجمله  يقارچ

زمان  ينازا و پس يافت يشكشت افزا ي يهساعت اول 84
كه  دهد ينشان م يجنتا. سكون شدند مرحلةوارد  ها يهسو
 مرحلة يناستخراج در آخر  قابل يتوزانمقدار ك يشترينب

مطالعه و  يندر ا بنابراين. آيد يم دستب يتميرشد لگار
 گيري يجهنت ينگونها توان يمطالعات صورت گرفته م يگرد

 يزمان برا ينبهتر لگاريتميمرحله از رشد  ينكرد كه آخر
 كاهشاست كه  ينبر ا اعتقاد. باشد يم يتوزاناستخراج ك

 يلبه دل تواند ياستخراج م  قابل يتوزانشده در ك  مشاهده
. باشد يسلول قارچ ي يوارهدر د يزيولوژيكف ييراتتغ
 يتينك يمقارچ با عملكرد آنز يسلول ي يوارهدر د يتوزانك

رشد  مرحلةدر اواخر . آيد يبدست م يتينك روي يلازداست
بودن  يستالهو كر يمآنز ينا يبالا يتفعال يلبه دل يتميلگار

نسبت به  آن يشترب يتمرحله و حساس يندر ا يتينك يشترب
آزاد نسبتاً  يتوزانك يها مرحله مولكول يندر ا آنزيم، اين

 وقتيسكون  مرحلةاز ورود به  پس). 36، 9(بالاست 
) سكون مرحلة( يرفعالرشد غ مرحلة يكها وارد  قارچ

 يپيدها،به ل يشترب) يتوزانك سازپيش( كيتين شوند، يم
متصل  يقارچ ي يوارهد هاي يدراتكربوه يگرد و ها ينپروتئ

اگرچه  ينبنابرا). 25، 8( تر است شده و استخراج آن مشكل
سطح  ينسكون در بالاتر مرحلة يدر ط يقارچ يومسكه با

 يابد ياستخراج كاهش م  قابل يتوزانك يول باشد يخود م
)39.(  

و همكاران رزا  در مطالعه گزارشات از بسياري برعكس
 و Mucor racemosusقارچ  2 يرو) 2001(

Cunninghamella elegans در  يقارچ يومسبا يشترينب
امر  اين). 36( بدست آمد يتميرشد لگار مرحلة يلاوا
 هاي يزولهرشد ا يلپروفا كهاست  ينا ي يشنهادكنندهپ

و زمان برداشت  يزانم ييناست كه قبل از تع يازن يقارچ
مختلف  هاي يهسو كه ييازآنجا. گيردقرار يبررس مورد
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رشد  مرحلةبه اواخر  يدنسرعت رشد و رس يقارچ
 يكسانبرداشت  زمان يك ييندارند، تع يمتفاوت يتميلگار
 ممكن كه زيرا نيست درست چيقار هاي يزولها يتمام يبرا

). 39، 25( يايدبرداشت بدست ن  قابل ميزانحداكثر  است
 يتوزانك يزانتوجه كرد كه م يزنكته ن ينبه ا يدبا البته

توجه به نوع  بارشد  يپارامترها يگرد وموجود در قارچ 
ها و روش  كشت و انواع مكمل يطمح يوم،سن مسل يه،سو

و  يتوزانك درصد ).21، 12( باشد ياستخراج متفاوت م
 هاي يهسو يگراز د ياريرشد در بس يپارامترها يگرد

 و همكاران وايت. قرارگرفته است عهمورد مطال يزن يقارچ
% 6- 9را  M. rouxiiبدست آمده از  يتوزانك مقدار) 1979(

 ندروز گزارش كرد 12و پس از  يومساز وزن خشك با
مختلف  هاي يهسو) 39)(1996( همكاران وسو ). 48(

Zygomycetes را مطالعه و مشاهده كردند كه  
C. echinulata را دارا %) 7( يتوزانك يزانم يشترينب

  هاي يهمطالعات سو يگردر د همچنين. باشد يم
Rizopus oryzae )32( %)14 يتوزانك(، 

Zygosaccharomyces rouxii )32%)(6/3 يتوزانك(، 
Candida albicans )32%)(4/4 يتوزانك(،  

Absidia  coerulea )و % 2/6 يتوزانكAIM 39)(%3(، 

Absidia coerulea )25%)(27 يتوزانك( ،Mucor sp. 
 يتوزانك( Rhizopus sp. KNO1، )25%)(25 يتوزانك(

31/21(% ،Rhizopus sp. KNO2 )03/19 يتوزانك(% ،
Gongronella butleri )و%) 2/8- 3/9 يتوزانك  

Mucor rouxii )AIM 39)(%6 (گرفتندقرار يبررس مورد .  

به  يقارچ يتوزانك يفيتو ك يتكه اشاره شد كم همانطور
نمودار ). 31( دارد يبستگ pHازجمله  يمختلف يفاكتورها

 يطمح ييابتدا pHمطلب است كه  ينا ي كننده يانب يزن 2
 يومسمقدار با يشترينب كه روز 12- 15 از پس) 5/6(كشت 

) 5/2(مقدار خود  ينبدست آمده است به كمتر يتوزانو ك
 در 5كشت از  يطمح pHمشابه،  يا مطالعه در. است يدهرس

 يزانم يشتريندر روز سوم كه ب 5/3از  كمترروز اول به 
و همكاران  رزا مطالعه در). 8( يدرس آمد،بدست  يتوزانك

 و M.recemosus يقارچ يسويه 2رشد  يط در) 2001(
C. elegans  ،pH ساعت اول كاهش  24كشت در  يطمح

 يكيمتابول يها برهمكنش يجيتدر يشافزا يلدل هكه ب يافت
از  ها يون يكشت و جذب و آزادساز يطقارچ و مح ينب

 24در  يتوزانك يزانم  بيشترين. باشد يم يسلول قارچ
به  pHقارچ بدست آمد كه  دوكشت هر  ي يهساعت اول

عامل جهت  يكبه نظر  pHكاهش  ينبود كه ا يدهرس 5/3
 ينعلاوه بر ا). 36( باشد يم يمرپل ينا يدتول يبرا يكتحر

 يطمح pHگزارش كردند كه  نيز) 1993( ران و هوور
قارچ  يتوزانشدن ك يلهو درصد داست يزانم يكشت رو

Absidia coerulea است  يلدل ينامر به ا يندارد و ا يرتأث
 يلو تبد يلازداست يتينك يمآنز يتجهت فعال يطشرا ينكه ا
مطالعه  براساس). 33( باشد يمناسب م يتوزانبه ك يتينك

 يبرا يمماپت pHيزن) 1993(و همكاران  كافزوپولوس
). 17( باشد يم Mucor rouxii 5/4از  يتوزاناستخراج ك

و  ميوشي يقمطالعه با تحق ينبدست آمده در ا يجنتا
دارد  مطابقت) 28( و همكاراننيوو ) 24)(1992(همكاران 

 يطبه شرا يداًشد ها يكروارگانيسمم بوسيله يتوزانك يدكه تول
  .دارد يبستگ pHكشت ازجمله زمان و 

در  يتوزانو ك يتينك ي بالقوه يانواع كاربردها يانم در
عنوان عوامل  به يستيز يمرپل ينمختلف، استفاده از ا يعصنا

موردتوجه بوده  اي يژهو ضد آفت بطور و يكروبضد م
 يقابل قبول يكروبيضد م فعاليت قارچي كيتوزان. است
و گرم مثبت ازجمله  يفگرم من هاي يباكتر يرو

Escherichia coli، Staphylococcus aureus، 
Salmonella typhimurium، Listeria  monocytogenes و 

 و Fusarium sp.  ،A. nigerمانند  يقارچ هاي يهسو
Alternaria 51، 30، 15، 10، 7( است داده نشان خود از .(

 يگرم منف هاي يگرم مثبت نسبت به باكتر هاي يباكتر اما
). 50 ،45، 42، 30، 15( تر هستند حساس يتوزاندر برابر ك

و  يتوزانمثبت سطح ك يبارها ينبرهمكنش ب يلبه دل
 يباكتر يسلول ي يوارهد ي،سطح باكتر يمنف يبارها
 يرونبه ب يسلول درون يو با تراوش اجزا يختهگس ازهم
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 براساس). 40( شود يم يباعث مرگ سلول باكتر يتدرنها
 يها بانفوذ به سلول يتوزانك يگومرهايال يگرد اي يهفرض

و  RNAاز  يسيباعث تداخل در امر رونو يوتيپروكار
 يكروبيخواص ضدم بررسي). 5( شوند يم ينسنتز پروتئ

 يگرد يلهبوس يمختلف قارچ هاي يهگاما از سو يتوزانك
، 44، 42، 34، 26، 20، 19(صورت گرفته است  يزها ن گروه

 يتوزانك) 2001( همكارانو  نادارجاحمطالعه  در). 48
 يگرم مثبت اثر بهتر هاي يباكتر يشده رو استخراج يقارچ
 و S. aureusو  B. cereusمطالعه  يندر ا ينهمچن. داشت

E. coli مورد هاي يباكتر يگربه د نسبت يشتريب يتحساس 
حاضر  مطالعه يجخود نشان دادند كه با نتا ازاستفاده 

و همكاران  تجدينيمشابه  مطالعه در. دارد يخوان هم
كامل  بطور C. albicans هاي يهسو يرشد تمام يزن) 2010(

 يجنتا ينشد كه ا يريجلوگ% 5 يتوزانتوسط محلول ك
). 37( باشد يم )2008(و همكاران سيفارس  مطالعهمشابه 

 يگراز د يشترب C. albicans يتمطالعه حساس ينا در
شده توسط  گزارش يجكه با نتا باشد يم يقارچ هاي يهسو

 در همچنين. مطابقت دارد) 38)(2013(و همكاران  شعبان
  يرو يتفعال يشترينحاضر ب مطالعهمانند  مطالعه به ينا

C. albicans يمطالعات تفاوت يدر برخ البته. مشاهده شد 
 يگرم مثبت و منف هاي يباكتر يتحساس ينب داري يمعن

). 43، 5( گزارش نشده است يقارچ يتوزاننسبت به ك

با توجه به ماكرومولكول بودن، قادر به عبور از  كيتوزان
 ينا يراز يست،ن يگرم منف هاي يباكتر برخي يغشاء خارج

-ماكرومولكولنسبت به  يرمانع نفوذناپذ يكعنوان  غشاء به

 ياثر بازدارندگ يچه يتوزانخاطر ك ينهم به. باشد يم ها
مطالعه  ينا در). 13( است نداشته Salmonella typhi يرو
 يتوزانك يو همكاران اثر بازدارندگكريمي  مطالعهمانند  به

  ). 19(بود  يشترب S. aureus نسبت E. coli يرو يقارچ

كردن مراحل مختلف  يو ط يمختلف قارچ هاي يهسو رشد
قبل از انتخاب  ينبنابرا. باشد يمتفاوت م يكديگررشد با 

رشد آن را  يلپروفا يدبا يتوزانجهت استخراج ك سويه يك
مقدار  يشترينبدست آوردن ب يزمان برا ينو بهتر يهته
 يقارچ هاي يهرشد سو همچنين. مشخص شود يتوزانك

ازجمله  ييفاكتورها يرتحت تأث يمتفاوت يرمختلف به مقاد
 از. باشد يم... و يكركشت، دما، زمان، دور ش يطنوع مح

برداشت  ينگونها توان يمطالعه م ينبدست آمده در ا يجنتا
 بايومس حجم به توجه با مطالعه مورد سويهكرد كه 

مكمل رشد،  يچاستفاده از ه بدون يديتوجه تول قابل
 يتوزاناستحصال ك يبرا يدواركنندهمنبع ام يكعنوان  به
 يوتكنولوژيدر علم ب يراخ هاي يشرفتبا پ حتي. باشد يم

 يتبا كم يتوزانيدر جهت بدست آوردن ك توان يم يي،دارو
 هاي يهمختلف سو يعو مطابق با صنا ياقتصاد يفيتو ك
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Extraction and evaluation of antimicrobial activity of γ- chitosan 
from cell wall of Aspergillus Niger (PTCC 5223) 

Khakshoor M.S. and Pazooki J. 

Marine Biology Dept., Faculty of Biological Sciences, Shahid Beheshti University, Tehran, I.R. of Iran 
Abstract 

Due to high biomass and substantial amount of chitosan in the cell wall, cultivation and 
production of chitosan from Aspergillus Niger was studied. The fungus grown on Potato 
Dextrose Agar (PDA) slants were inoculated in Potato Dextrose Broth (PDB) and 
incubated (25°C, 180 rpm). To evaluate changes in biomass, chitosan and other growth 
parameters over a period of 21 days and the interval of 3 days these factors were 
measured. The results showed that maximum of fungal biomass (22.5 g/L), chitosan 
(7.37%) and other growth parameters in the late exponential growth phase found. The 
pH of the medium in this stage was the lowest (2.5). After entering the medium to 
stationary phase, these factors were significantly reduced.Gram positive bacteria were 
more sensitive to chitosan compared to gram negative bacteria (P≤0.5).But Candida 
albicans showed the highest sensitivity to chitosan. The antibacterial properties of 
chitosan were more than their antifungal properties. Due to availability, ease of 
cultivation and maintenance this strain and acceptable level of chitosan, can be used as 
an alternative for transitional source (shellfish). Based on the present finding, it could be 
inferred that the A. niger can be considered as an source of chitosan which have 
inhibitory activity against some microorganisms that require further study.  
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