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  29/06/1396تاریخ پذیرش: 

  چکیده
است. هدف از این مطالعـه ارزیـابی فعالیـت    اثرات ضدمیکروبی اکسیدانی، پتانسیل بالاي درمانی و آناتو یک رنگ مجاز طبیعی داراي خواص آنتی

است. در این پژوهش  رایزوپوس استولونیفرو  نوروسپورا سیتوفیلا، نایجر آسپرژیلوسمهم  زا و عامل فساد غذاییکپک بیماري 3ضدکپکی رنگ آناتو بر 
صورت پـودر در آورده شـد. ارزیـابی اولیـه فعالیـت ضـدکپکی بـا        رنگ آناتو توسط روش خیساندن استخراج و پس از فیلتراسیون با آون تحت خلاء به

 ـ )MIC(د نده رش ـدرصد عصاره استنی آناتو انجام شد و میزان حداقل غلظت بازدار 10تا  1هاي سریالیدر غلظت هاي انتشار چاهک و دیسکروش ا ب
هاي عصاره براي کپک ساعت پس از کشت تعیین گردید. قطر هاله عدم رشد در روش چاهک، در تمامی غلظت 72و  48هاي روش رقت آگار در زمان

و  نوروسپورا سیتوفیلا آسپرژیلوس نایجر،هاي ترتیب در کپکبالاترین میزان محاسبه شد و بیشترین حساسیت نسبت به عصاره آناتو به آسپرژیلوس نایجر
حداقل غلظت رنگ آناتو بازدارنـده از  مشاهده گردید. روش دیسک براي بازدارندگی رنگ آناتو از رشد کپکی ناکارآمد ارزیابی شد. رایزوپوس استولونیفر 

 هـاي ایـن مطالعـه   یافتـه  ین شد. طبـق درصد تعی 7 رایزوپوس استولونیفردرصد و در مورد  6 نوروسپورا سیتوفیلا آسپرژیلوس نایجر ورشد در دو سویه 
کننـده  عنوان یک ترکیب عملگر و ممانعتتواند بهسویه کپکی ذکر شده موثر واقع شده، لذا می 3توان نتیجه گرفت رنگ آناتو براي بازدارندگی رشدمی

  هاي نانوایی) استفاده گردد. هاي غذایی مستعد فساد کپکی (همانند فراوردهرشد کپک در فراورده
  

 رایزوپوس استولونیفر، نوروسپورا سیتوفیلا ،آسپرژیلوس نایجر: آناتو، حداقل غلظت بازدارندگی، کلیدي هايواژه
  

    1 مقدمه
دلیل آگاهی از اثـرات نـامطلوب ایجـاد    کنندگان بهامروزه مصرف
سـنتزي تمایـل    ايه ـزایـی افزودنـی  زایی و سرطانحساسیت، جهش

  آناتو ).Santos et al. 2014(د هاي طبیعی دارنزیادي به مصرف رنگ
طبیعی در سراسر دنیـا اسـت و   کننده رنگ یکی از منابع اصلی تامین

دلیل قیمت ارزان و کاربري آسان در محصـولات مختلـف غـذایی    به
هـا،  هاي غلات، نوشیدنیهاي لبنی، مارگارین، فراوردههمانند فراورده

 Boschetto, et( غیره کاربردهاي فـراوان دارد  هاي ماهی وفراورده
al. 2014; Lim, 2010; Satyanarayana, et al. 2003 .(  

 ـدلبـه (حاصـل از پریکـارپ دانـه)     قرمز آنـاتو  -رنگ نارنجی  لی
                                                        

گروه علوم و صـنایع غـذایی،    و استاد، دانشجوي کارشناسی ارشدترتیب به -2و  1
   دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهد

مشـهد، خراسـان    هاي مـواد غـذایی، جهـاد دانشـگاهی    گروه افزودنی ،استادیار -3
   رضوي.

مواد غذایی، جهـاد دانشـگاهی مشـهد، خراسـان      گروه ایمنی و کیفیت ،استادیار -4
  رضوي.

  )Email: habibi@um.ac.ir         :مکاتبات مسئول(*
DOI: 10.22067/ifstrj.v1396i0.63949 

باندهاي دوگانه کاروتنوئیدي بیکسین و نوربیکسین اسـت. بیکسـین   
ــدود   ــد اصــلی (ح ــان % 80کاروتنوئی ــل پیگم ــا)ک ــب  ه ــک ترکی ی

باند دوگانـه کونژوگـه و دو گـروه     9کربنه با  25آپوکاروتنوئیدي دي
ــی  ــیلیک م ــین و کربوکس ــد. بیکس ــواص   باش ــین داراي خ نوربیکس

زایـی و ضدسـرطان   جهشل بالاي ضد اکسیدانی و داراي پتانسیآنتی
کاروتنوئیدها و ترکیبات فنلی موجود در دانـه آنـاتو ترکیبـات     هستند.

 هاي التهـابی، قلبـی عروقـی،   بیواکتیوي هستند که در درمان بیماري
جه زیادي کلسترول بالا مورد تو و 2کلیوي، ریوي، دیابت نوع  کبدي،

 ,Boschetto, et al. 2014; Lim, 2010; Giridhar( اندقرار گرفته
et al. 2014; Ezuruike, et al. 2014 .(  

(بـرگ،   هاي مختلف گیاه آنـاتو اثرات ضدمیکروبی عصاره بخش
هاي پـاتوژن و عوامـل فسـاد    کپسول و...) بر طیف وسیعی از باکتري

و نیز تعداد معدودي قارچ دیسانتري.،شیگلا اشریشیا کلیغذایی همانند 
بررسی شده است ولی تاکنون تحقیقـات چنـدانی در مـورد پتانسـیل     
ضدقارچی رنگ دانه آناتو صـورت نگرفتـه اسـت. یلمـه و همکـاران      

) در دو کار جداگانه اثـر بازدارنـدگی عصـاره دانـه آنـاتو را بـا       1393(
روي  5و  mg/ml 5/0 ،5/1 ،5/2 ،5/3ف هــــاي مختلــــغلظــــت

 انتروکوکـوس ، اشریشـیاکلی ، پـایوژنز  اسـترپتوکوکوس هـاي  ياکترب
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ــالیس ــیلوس، فکـ ــوبتیلیس باسـ ــتافیلوکوکوس، سـ ــوس اسـ ، اورئـ
بررسی کردند. مشخص شد  انتریتیدیس سالمونلا، زلیستریامونوسایتوژن

و قطر هاله عـدم   MIC ، mg/ml16( با  سوبتلیس باسیلوسباکتري 
ــد  ــیت   )mm 52/0±7/13رش ــترین حساس هــاي و بــاکتريبیش

کمترین حساسیت را بـه عصـاره    انتریتیدیس سالمونلاو  اشریشیاکلی
هـاي  ) بـا تحقیـق روي عصـاره   2009و همکاران ( Silva. آناتو دارند

دسـت آوردنـد: بازدارنـدگی     برگ، ریشه و ساقه آناتو نتایج زیر را ب
، اسـتافیلوکوکوس اورئـوس  ، سـودوموناز آئروژینـوزا  عصاره بـرگ بـر   

؛ mg/ml 66/0– 88/1– 95/3ترتیـب  به MICبا  س سرئوسباسیلو
، استافیلوکوکوس اورئوس، باسیلوس سرئوسبراي  MICعصاره ساقه 

؛ عصاره mg/ml 20/1- 53/1- 53/1ب ترتیبه سالمونلا تیفی موریوم
، اسـتافیلوکوکوس اورئـوس  ، سـودوموناز آئروژینـوزا  براي  MICریشه 

دست آمد. به mg/ml25/0– 31/0-00/3 ترتیب به باسیلوس سرئوس
هاي گیاهی با دهند که تمامی عصارهمطالعات انجام گرفته نشان می

یکروبی از جمله آناتو، فعالیت بازدارندگی قویتري در برابر مخاصیت ضد
          دسـت آمـده   هـا دارنـد. طبـق نتـایج بـه     ها نسـبت بـه قـارچ   باکتري

رانس مسئول خصوصیات ت نوربیکسین و نوربیکسین تمام -سیس -′9
تانسیلهاي ضـدقارچی را بیشـتر   ضدمیکروبی آناتو شناخته شده اندو پ

 Lim, 2010; Sumathi, etهاي اکسیژنه نسبت داد (توان به ترپنمی
al. 2011; Skaltsaa, et al. 2003.(  

یک آسکومیست فیلامنتی سریع الرشد و  آسپرژیلوس نایجرکپک 
هـاي گیـاهی در   مهمترین قارچ عامل فساد پس از برداشت و بیماري

ها، غلات، چوب و داروهـاي گیـاهی   میوه ها، سبزیجات، مغزها، دانه
آسـپرژیلوس  باشـد.  است، لذا مسبب ضایعات اقتصادي عظیمـی مـی  

 و )1OTA)Aهـاي اکراتوکسـین  تواند تولیـد مایکوتوکسـین  می نایجر
یک توکسین بـالقوه مـوثر بـر     OTA. کند B6و  2B2،B4فومنیسین

است و ایجـاد ناهنجـاري جنینـی، سـرکوب سیسـتم ایمنـی و        3کلیه
ها مشکوك به ایجاد مسمومیت در انسان و کند. فومنیسینسرطان می

صـورت  بـه  آسپرژیلوس نایجرزایی هستند. از طرفی حیوان و سرطان
تواند در انسان بیماري خطرناك ریوي آسپرژیلوسیس فرصت طلب می

 .Gautam, et al. 2011; Nielsen, et alایجـاد کنـد (  را تهاجمی 
2009; Soares, et al. 2013; Denning, 1998 .(  

یـک زیگومیسـت فیلامنتـی سـاپروفیت و      استولونیفر رایزوپوس
در  )پس از برداشت (فساد عامل اصلی فساد پوسیدگی نرم رایزوپوسی

از جملـه   ها و سبزیجاتمیوهمحصولات زراعی، غلات،  لفانواع مخت
که باعث  ستا فرنگی و...زمینی شیرین، خیار،گوجهزمینی، سیبسیب
سازي و نقـل و انتقـال مـواد    هاي اقتصادي عظیمی حین ذخیرهزیان

                                                        
1 Ochratoxin A 
2 Fumonisin 
3 Nephrotoxin 

-Lennartsson, et al. 2014; Hernández(د گــردغــذایی مــی
Lauzardo, et al. 2005; Tournas, 2005 .(  

یک آسکومیست فیلامنتی است کـه   نوروسپورا (مونیلیا) سیتوفیلا
عنوان کپک قرمز نان و آفت مهاجم جدي در صنایع نانوایی شناخته به

(ماده  طور وسیعی روي تفاله نیشکربه نوروسپورا سیتوفیلاشده است. 
زي یافـت  هـاي کشـاور  بندي)، علوفه و زمیناي در صنعت عایقپایه

شــود. ایــن کپــک در جــات مختلــف مــیشــده، ســبب فســاد میــوه
ها کننده سایر ارگانیسمعنوان عامل آلودهشناسی بههاي قارچآزمایشگاه

شود زیرا کـه کونیـدیاي آن بـه حـدي سـبک اسـت کـه        شناخته می
عنوان تواند بهگردد. همچنین میراحتی توسط جریان هوا منتشر میبه

کند و سبب آسم و تورم اعصاب مخـاط بینـی    یک آلرژن قوي عمل
 Perkins, et al. 1976; Shear, et al. 1927; Morrow, etگردد (

al. 1943.(  
کپکی رنـگ  داي در مورد خصوصیت ض ـبا توجه به اینکه مطالعه

سویه کپکـی مـذکور از    3آناتو انجام نشده است و با توجه به اهمیت 
دارا بودن پتانسیل ایجاد فساد  زایی و همچنیننظر اقتصادي و بیماري

هاي غذایی همانند نان که مستعد فساد کپکی توسط ایـن  در فراورده
باشد، هدف ها هستند و مبناي تحقیق آتی ما در همین زمینه میسویه

از این پژوهش بررسی پتانسیل ضدکپکی این رنگ بر روي سه سویه 
سـپورا اینترمـدیا   نورو ورایزوپوس استولونیفر  آسپرژیلوس نایجر،مهم 

  در نظر گرفته شد.  4در شرایط آزمایشگاهی )سیتوفیلا(
  

  هامواد و روش
  استخراج رنگ

دانه آناتو از شهر حیدر آباد هند تهیه گردید. جهت استخراج رنگ 
کار گرفته با کمی تغییرات به )2004( و همکاران Castelloآناتو روش 

اتو پس از تمیـز شـدن بـا    منظور استخراج رنگ مقداري دانه آنبه .شد
کاملا مخلوط شد و به مـدت  )فرانسه، Carlo Erba( حلال آلی استن

قرار گرفت تا پریکارپ دانه  rpm 86 با سرعت ساعت بر روي شیکر 2
 کاملا جدا و رنگ استخراج شود. عصاره حاصل توسـط کاغـذ صـافی   

هـاي رنگـی حاصـل بـه     سپس عصـاره ) فیلتر گردید. 1شماره(واتمن 
آلمـان) تغلـیظ شـد و بعـد از آن      ،Heidolphاواپراتور چرخان(وسیله 

تا دستیابی به  C°40ي آلمان)در دما ،Binderتوسط آون تحت خلاء(
بـه ایـن دلیـل انتخـاب شـد تـا از        C°40پودر، خشک گردید. دماي 

تخریب حرارتی باندهاي دو گانه کنژوگـه رنـگ جلـوگیري شـود. در     
 ـ هگزانمرحله بعد پودر حاصله در حلال آلی  زدایـی  منظـور چربـی  هب

تحـت همـزدن شـدید     ساعت روي شـیکر  6خیسانده شد و به مدت 
نشینی سوسپانسیون حاصل، لایه توسط مگنت قرار گرفت و پس از ته

                                                        
4 in vitro 
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ها جداسازي شد. باقیمانـده حاصـل   بالایی محتوي چربی و ناخالصی
مجددا در آون تحت خلاء خشک گردیده، رنگ خالص آناتو استحصال 

  شد و بازده آن توسط فرمول زیر محاسبه گردید:
درصد بازده رنگ =(وزن رنگ حاصل/وزن دانه آناتو اولیه)×100)  1(

    استخراجی  
  
  سازي عصاره استریل رنگ آناتو آماده

مقـدار مناسـب رنـگ در     منظور تهیه عصاره استنی رنگ آناتو،به
درصد تهیـه گـردد. ایـن     35حلال استن حل گردید تا استوك غلیظ 

اسـتریل   MS ® CA(1( میکرومتـر  45/0محلول با میکرو فیلتر قطر 
 هاي مختلف مورد نیاز آزمایشات بعـدي از رقیـق  غلظت گردید. سایر

  دست آمدند.کردن محلول استوك استریل در حلال آلی استون به
  

  هاي کپکی و محیط کشت مورد نیازسوش
نوروسپورا و  (ATCC 9142) 5010ر آسپرژیلوس نایجسوشهاي 

صـورت لیـوفیلیزه از   بـه  (ATCC 9276) 5291)سیتوفیلا(اینترمدیا 
هـاي صـنعتی ایـران    هـا و بـاکتري  اي کلکسـیون قـارچ  مرکز منطقه

صـورت  بـه  DSM2194ر رایزوپـوس اسـتولونیف  خریداري شد. سوش 
دار از گروه بیولوژي دانشکده علوم دانشگاه اصفهان کشت فعال شیب

 PDB2ت هـاي لیـوفیلیزه ابتـدا در محـیط کش ـ    تهیه گردید. سـوش 
)Scharlau، تلقـیح شـد و سـپس در محـیط کشـت       سپانیا)اPDA3 
)Merc، (صورت سطحی کشت داده شد و در انکوباتور به آلمانC°25 

 C°4گذاري و بعد تا زمان مصرف در دمـاي  روز گرمخانه 3به مدت 
  یخچال ذخیره شد و هر ماه یک کشت فرعی از آنها تهیه گردید.

  
  تهیه سوسپانسیون اسپور 

روز در  3بـه مـدت    PDAدار ها روي محـیط کشـت شـیب   قارچ
C°25 اسپورزایی اتفاق افتاد. اسپور از سطح  کشت داده شدند تا مرحله

دار توسط افزودن محلول رینگر استریل همـراه بـا   محیط کشت شیب
ــط لام     ــارچی توس ــپور ق ــداد اس ــد. تع ــت ش ــدید برداش ــزدن ش هم

گیـري گردیـد. سوسپانسـیون بـه     آلمان) اندازه ،HBG( هموسایتومتر
  ). ,199et alIrobi .6(د لیتر تهیه شاسپور در میلی 310میزان 
  

 ضد کپکی 4آزمون حساسیت
هایی هسـتند  هاي انتشار چاهک آگار و انتشار دیسک روشروش

هاي ها و عصارهکه براي غربالگري اولیه فعالیت ضدمیکروبی اسانس

                                                        
1 Membrane Solutions CA Syringe Filter 
2 Potato Dextrose Broth 
3 Potato Dextrose Agar 
4 Susceptibility 

). براي ارزیابی 1391و همکاران، شهنیا( شوندکار گرفته میگیاهی به
سـوش مـورد نظـر،     3حساسیت ضـدکپکی عصـاره آنـاتو بـر علیـه      

کار گرفته با تغییرات بههاي انتشار چاهک آگار و انتشار دیسک روش
صورت هاي کشت یافته با تلقیح به). پلیتYang, et al. 2010( شد

ــی  ــت چمن ــف)  3(در  کش ــت مختل ــتریل از   جه ــوآپ اس ــط س توس
ــیون ــاي سوسپانس ــی 310ه ــپور در میل ــر از اس ــی   3لیت ــویه کپک س

 در رایزوپـوس اسـتولونیفر  و  نوروسـپورا سـیتوفیلا  ، آسپرژیلوس نایجر
  تهیه شد. PDAمحیط کشت 

با  mm8ر براي روش انتشار چاهک در هر پلیت دو چاهک به قط
فواصل معین از طرفین پلیت در سطح محیط کشت جامد حفر گردید. 

درصد از عصاره استنی آناتو تهیه، به میزان  10 ات 1هاي سریالی رقت
lμ 100 داده شد تا به مدت یک ساعت  ها ریخته، اجازهدرون چاهک

ها داخل آگـار نفـوذ کننـد. در    قبل از انکوباسیون در دماي اتاق نمونه
دلیل منطقه بازدارندگی (به پلیت تلقیح شده دیگري درون یک چاهک

 Sigma( رصـد د 10حلـول فنـل  م lμ100) زیاد و تداخل با یکـدیگر 
Aldrich ، گرفته شـد.   عنوان کنترل منفی در نظرآلمان) ریخته و به

عنوان کنترل مثبت در نظر گرفته به PDAپلیت حاوي محیط کشت 
گذاري ساعت گرمخانه 48به مدت  C°25ها در دماي شد. سپس پلیت

هــاي اســتریل شـدند. بــراي روش انتشــار دیســک کاغـذي دیســک  
هاي آزمون قبـل  هاي با غلظتدر عصاره mm 6بیوگرام به قطر آنتی

تا خشک شوند و سپس با فواصـل معـین در    خیسانده، اجازه داده شد
اسپور  310هاي تلقیح شده به روش کشت چمنی به میزان سطح پلیت

سـاعت   48بـه مـدت    C°25لیتر قـرار گرفتنـد و در دمـاي    در میلی
گذاري شدند. بعد از آن میانگین قطـر محـدوده بازدارنـدگی    گرمخانه

گیري و ثبـت  تري اندازهمکش میلیها و دیسک با خطاطراف چاهک
  گردید.
  

  MIC(5تعیین حداقل غلظت بازدارندگی (
هاي کپکی با عصاره آناتو از رشد سویه حداقل غلظت بازدارندگی

)، به 2010et alSalteh, -Alizadeh .( تعیین گردید 6روش رقت اگار
این ترتیب که مقادیر مختلف از عصاره استنی آناتو به محیط کشـت  

PDA د (حدو که هنوز گرم بودC°40  هاي )تا رسیدن به غلظت45تا
ریخته  )cm 8( درصد افزوده گردید و سپس داخل پلیت10تا  1ی نهای
عنـوان  بـه  PDAدرصد استن به اضافه  10تا 1ي هاي حاوپلیت شد.

هاي تلقیح شده به روش کشت چمنی بـه میـزان   پلیت کنترل حلال،
مثبت رشد کپکی عنوان کنترل لیتر فاقد عصاره بهاسپور در میلی 310

نوان کنترل منفی در عبه تنهایی به PDAو پلیت حاوي محیط کشت 
و  گذاري شـد گرمخانه C°25ي ا در دماهسپس پلیت نظر گرفته شد.

                                                        
5 Minimum Inhibitory Concentration 
6 Agar dilution 
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سـاعت قرائـت    72و  48بعد از مدت  MICی جهت تعیین نقطه پایان
  گردید. 
  

  هاتجزیه و تحلیل آماري داده
مستقل و در روزهاي مختلـف  تکرار  3ها حداقل در تمامی آزمون

هاي قطر هاله عـدم رشـد   هاي مرتبط با میانگینداده انجام پذیرفت.
و  ANOVAتوسط آنالیز واریانس بر پایه طرح کاملا تصادفی کپکی 

مورد بررسی قرار گرفت. مقایسه میانگین توسط  SPSS 16.0افزار نرم
  انجام شد. ≥05/0Pآزمون دانکن در 

  
  نتایج و بحث

  بازده استخراج رنگ محاسبه
دست به 33/3درصد بازده استخراج با استفاده از فرمول به میزان 

  آمد.
  

  آزمون حساسیت ضد کپکی
هایی هسـتند  هاي انتشار چاهک آگار و انتشار دیسک روشروش

هاي ها و عصارهکه براي غربالگري اولیه فعالیت ضدمیکروبی اسانس
  ). 1391همکاران، و شهنیا( شوندکار گرفته میگیاهی به

نتایج آزمون انتشار چاهک و میانگین قطر محـدوده بازدارنـدگی   
آورده شده اسـت. طبـق نتـایج حاصـل      1ها در جدول اطراف چاهک

درصـد بـا    1کمترین میانگین قطر هاله عدم رشد مربوط بـه غلظـت   
ترتیـب بـراي   بـه  mm 25/8و  mm 42/9 ،mm 33/8ر میانگین قط

رایزوپــوس  وآسـپرژیلوس نــایجر، نوروسـپورا سـیتوفیلا    هـاي  کپـک 
درصد  10بوده است. بیشترین میانگین قطر هاله در غلظت  استولونیفر

 ترتیب بـراي به mm 67/15و  mm 9/20 ،mm 25/16ر نیز با مقادی
رایزوپــوس  وآسـپرژیلوس نــایجر، نوروسـپورا سـیتوفیلا     هـاي کپـک 

، mm 58/36ل وط به محلول فنباشد. میانگین قطر مربمی استولونیفر
mm 83/29  وmm 5/27 آسـپرژیلوس   هـاي کپـک ترتیـب بـراي   به

دسـت آمـد و در   به رایزوپوس استولونیفر ونایجر، نوروسپورا سیتوفیلا 
 درصد هیچ نوع اثـر بازدارنـدگی مشـاهده نگردیـد.     1هاي زیر غلظت

رشـد  هاي عدم همانطوریکه از بیشترین و کمترین میانگین قطر هاله
توان نتیجه گرفت که عصـاره آنـاتو روي   شود میکپکی مشخص می

بیشترین تاثیر بازدارندگی را داشـته اسـت و    آسپرژیلوس نایجرکپک 
که بـه   )1(شکل  بوده است رایزوپوس استولونیفرکمترین اثر در مورد 

دلیل حساسیت کمتـر در برابـر عصـاره آنـاتو و سـریع الرشـد بـودن        
آسـپرژیلوس  نسـبت بـه    رایزوپوس اسـتولونیفر و  سیتوفیلا نوروسپورا

  باشد. می نایجر

  
 ) mmمیانگین قطر هاله عدم رشد کپک اطراف چاهکها حاصل از عصاره آناتو ( - 1جدول 

جرآسپرژیلوس نای  )%غلظت عصاره آناتو ( وفیلانوروسپورا سیت  یفررایزوپوس استولون   

>1   -    
1  9/42±0/95i 8/33±0/58f e0/0±25/8  
2  h66/0±25/12  e14/0±08/10  e38/0±83/8  
3  gh 46/2±13  e14/0±33/10  de61/0±7/9  
4  fg58/2 ±58/14  de14/0±92/10  de41/0±82/9  
5  efg38/0±17/15  de47/0±02/11  de5/0±25/10  
6  def83/0 ±71/15  d88/0±08/12  cde0/0±11  
7  cde76/0±17/17  d58/0±33/12  cd8/1±25/12  
8  cd0/0±5/17  c5/0±25/14  bc76/0±42/13  
9  c52/0±67/18  c38/0±42/14  b13/1±58/15  

10  b17/0 ±9/20  b56/1±25/16  b82/3±67/15  
%10محلول فنل  (w/v) a75/1 ±58/36  a02/2±83/29  a8/1±5/27  

هاي عصاره رنگ آناتو بر عدم رشد دار بین غلظتدهنده عدم تفاوت معنی) و حروف یکسان نشان>05/0P( هادار بین غلظتحروف غیریکسان هر ستون حاکی از اختلاف معنی
  کپک است. 

  : عدم تشکیل هاله بازدارنده رشد-
  باشند.انحراف معیار می ±تکرار 3اعداد جدول میانگین حداقل  

  



  537  ...رنگ طبیعی آناتو در  کیارزیابی فعالیت ضد: کپ

                                    

                         

               
آسپرژیلوس نایجر کپک ، a درصد (سمت راست)  10(سمت چپ) و محلول فنل  رایزوپوس استولونیفرقطر هاله بازدارنده از رشد کپک  -1شکل 

  . cدرصد (سمت راست)  10(سمت چپ) و محلول فنل نوروسپورا سیتوفیلا کپک  ،b درصد (سمت راست)  10(سمت چپ) و محلول فنل 
  

  
هاي بازدارندگی هر سه کپـک  طبق نتایج بین میانگین قطر هاله

غلظت مورد بررسی و قطر بازدارندگی مربوط به محلول فنـل   10در 
 داريمعنـی  کش اخـتلاف بسـیار  عنوان یک ترکیب قارچدرصد به 10

)01/0P<( سایر محققین که هاي وجود دارد. این نتایج با معدود یافته
 هاي مختلف گیاه آنـاتو هاي بخشدر زمینه فعالیت ضدقارچی عصاره

و فعالیت بازدارندگی چندان قـوي را زیـر    اندبررسی نموده (برگ و..)
(اکثر مطالعـات   اند، هماهنگ استرصد ارزیابی نکردهد 1ي هاغلظت

ره موجود روي آناتو در مورد فعالیت ضدباکتریایی آن و نیز روي عصا
طبق پـژوهش انجـام   جز دانه متمرکز است). هاي گیاه بهسایر بخش
 غلظـت ( عصاره آلی برگ آناتو )1996( و همکاران Irobiشده توسط 

mg/ml 5( هـا  اي گرم مثبت موثر ولـی بـر گـرم منفـی    هبر باکتري
ثـر  ا )mm 3د (هاله عـدم رش ـ  نایجر آسپرژیلوسو  یوتیلیس کاندیدا،

هـا بـه   حال با توجه به تفکیک میکروارگانیسمبا این  کمی نشان داد.
توان نتیجـه  هاي مقاوم و حساس توسط همین پژوهشگر میمحدوده

درصد که در مطالعه  10تا  1هاي در غلظت گرفت فعالیت رنگ آناتو
حاضر انجام شده است بر بازدارندگی رشد کپکی کاملا مـوثر اسـت و   

لظتی نسبت به رنگ سه سویه کپکی مورد بحث ما در این محدوده غ
هـاي عـدم   مقایسه میانگین قطر هالـه  شوند.آناتو حساس ارزیابی می

درصدي رنگ آناتو نشان  10تا  1هاي رشد سه کپک حاصل از غلظت
بـین میـانگین قطـر هالـه عـدم رشـد        آسپرژیلوس نـایجر داد که در 

داري از جهـت  اختلاف معنی درصدي رنگ آناتو 7و  6، 5ي هاغلظت
نیـز بـین    سـیتوفیلا  نوروسپورای کپکی وجود ندارد. در مورد بازدارندگ

درصدي رنگ آناتو تفاوت  7و  6، 5، 4ي هاقطر هاله عدم رشد غلظت
براي میانگین  استولونیفر رایزوپوسدار نیست. همچنین در کپک معنی

داري درصـد تفـاوت معنـی    7تا  3هاي غلظت قطر هاله عدم رشد در
ها نیـاز بـه مطالعـات بیشـتر در     این یافتهمشاهده نگردید که دلایل 

تـرین سـویه   هاي آتی دارد. تصویر قطر هاله عدم رشد مقاومپژوهش
  آورده شده است. 1در شکل  )استولونیفر رایزوپوس( کپکی

هاي مورد بررسـی  در آزمون انتشار دیسک در هیچ یک از غلظت
اند کارایی توهیچ هاله بازدارنده رشدي مشاهده نگردید. این یافته می

موثر روش چاهک را در مهار فعالیت کپکی نسبت بـه روش دیسـک   
ه نفوذ بهتر عصاره در محیط کشت توان بنشان دهد و دلیل آن را می

در روش چاهک و ناکارآمدي روش دیسک براي جذب کافی عصاره و 
انتشار آن درون محیط کشت نسبت داد. این نتیجه با یافته درسنکی و 

هـاي اسـید   در بررسی فعالیت ضدمیکروبی باکتري )1389( همکاران
لاکتیک و عدم حساسیت کافی روش دیسک براي مهـار رشـد چنـد    

 )1390( زا همخوانی دارد. همچنین صالحی و همکارانباکتري بیماري

a 

b 

c 
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اهک نسبت به نیز نفوذ بهتر عصاره گیاهی پوست پسته را در روش چ
 اند.روش دیسک تایید کرده

  
  )MICدارندگی (حداقل غلظت باز

MIC عنوان کمتـرین غلظتـی کـه در آن هـیچ کلنـی قابـل       به
طور کامل از رشـد  ي در محیط کشت وجود نداشته باشد و بهامشاهده

 Therese, et( شودمیکروارگانیسم ممانعت بنماید، در نظر گرفته می
al. 2006  تعیین حداقل غلظت بازدارندگی با روش رقت آگار یـک .(

آزمایشگاهی مهم اسـت چـرا کـه بـه تاییـد میـزان       روش تشخیصی 
کند و مقاومت میکروارگانیسم در برابر ترکیبات ضدمیکروبی کمک می

 ,Sen( نمایدهمچنین فعالیت ترکیبات ضدمیکروبی جدید را پایش می

et al. 2012ت ). تعیین نقطه پایانی قرائMIC  در کارهاي تحقیقاتی
نقطـه   و برخـی محققـان  مختلف موضوعی مورد بحث فراوان اسـت  

 Therese, et( ساعت 48را در مورد قارچ هاي فیلامنتی  MICپایان
al. 2006; Rodriguez-Tudela, et al. 2007; Garcıa, et al, 

 .Skaltsaa, et al( ساعت پـس از کشـت   72و برخی دیگر  )2003
2003; Oliveira Junior, et al. 2012 (   در دماي مناسب در نظـر

 10تـا   1هـاي  لذا در مطالعـه حاضـر بررسـی روي غلظـت     اند.گرفته
هاي زیر یک درصد رنگ آنـاتو انجـام گرفـت و    درصدي و نیزغلظت

ساعت پس از کشت  72و  48در هر دو زمان  MICنقطه پایان قرائت 
 در نظر گرفته شد و نتایج با یکدیگر مقایسه گردیـد.  C°25ي در دما

  باشد.به شرح ذیل می 2نتایج در جدول 
  

  رنگ آناتو بر حسب درصد بر رشد کپکی MICمقادیر - 2جدول 

  )%حداقل غلظت بازدارنده عصاره آناتو از رشد کپکی (  کپک
  ساعت  72بعد از زمان   ساعت  48بعد از زمان 

  6  3  آسپرژیلوس نایجر
یلانوروسپورا سیتوف  3  6  
یفررایزوپوس استولون  6  7  

  
هر سه کپک در  MICدهد نشان می 2نطوریکه نتایج جدول هما

ساعت پس از کشت با هم متفاوتند. با مقایسه سه  72و  48هاي زمان
ت پس از انکوباسیون ساع 72و  MIC 48ج سوش کپکی کمترین نتای

درصد بعد از  6و  6ساعت و  48درصد بعد از  3و  3ترتیب با مقادیر به
نوروسـپورا   وآسـپرژیلوس نـایجر   هـاي  مربوط بـه کپـک  ساعت  72

 دهـد کـه کپـک   تـایج نشـان مـی   تعیین گردید. همچنین ن سیتوفیلا
 48هاي ترتیب در زماندرصد به 7و  MIC 6 با رایزوپوس استولونیفر

مقاومت بالاتري در برابر  نسبت به دو سوش کپکی دیگرساعت،  72و 
نوروسـپورا   وآسـپرژیلوس نـایجر    هـاي کپکعصاره دانه آناتو دارد و 

انـد. در  حساسیت مشـابه و بیشـتري نسـبت بـه عصـاره نشـان داده      
هاي کپکی در هاي حاوي سوش(استن) پلیت هاي کنترل حلالنمونه

یا اند، رشد منفی و در نظر گرفته شده MICعنوان هایی که بهغلظت
ناچیزي مشاهده گردیـد. بـدان معنـی کـه حـلال آلـی اسـتون اثـر         

هاي کمتـر  بازدارندگی بر رشد کپک نداشته است. همچنین در غلظت
ساعت از انکوباسیون رشد زیادي در  48درصد بعد از سپري شدن  1از 

سویه کپکی مشاهده شد و این نتیجـه در جهـت    3ها در سطح پلیت
از  چاهک و قطر هاله عدم رشـد مـی باشـد.   تایید نتایج آزمون انتشار 
هاي کنترل درصد کمتر از پلیت 3تا  1هاي طرفی رشد در سطح پلیت

دهنده بازدارندگی نسبی رشـد کپکـی توسـط    ارزیابی گردید که نشان
نتـایج ایـن تحقیـق بـا     باشـد.  رنگ آناتو در این محدوده غلظتی می

 عصاره آلی برگ آنـاتو که روي  )1996( همکاران و Irobiهاي یافته
فعالیت ضدقارچی را بر چند سـویه   بررسی نموده، )mg/ml 5(غلظت 

در آن محدوده غلظتی کم ارزیـابی  نایجر  آسپرژیلوسقارچی از جمله 
 1هـاي زیـر   کرده بودند همخوانی دارد چرا که رنگ آناتو در غلظـت 

سویه  3ساعت هیچ فعالیت ضدکپکی موثري در مورد  48درصد بعد از 
نیز  )2003( همکاران و Galindo. کپکی در مطالعه حاضر نشان نداد

 باسـیلوس طی بررسی خود دریافتند عصـاره تجـاري آنـاتو بـر رشـد      
اثــر اورئــوس اســتافیلوکوکسو  پرفــرینجنس کلســتریدیوم ،سـرئوس 

هـاي  و هیچ فعالیتی ضدمخمرها و باکتري هددبازدارندگی نشان می
نیـز در   )2003( گارسـیا و همکـاران  . از طرفـی  گرم منفی دیده نشد

(غلظت  هاي آلی برگ و ساقه آناتوعصاره فعالیت ضدمیکروبیبررسی 
ــر از ( ــپرژیلوس ) رويv/v (2%کمت ــایج آس ــیش از  MICر، ن آن را ب

mg/ml 8 دهنـد فعالیـت   ها نشان میتعیین کردند. همگی این یافته
 1از خصـوص غلظـت کمتـر    (به هاي پایینضدکپکی آناتو در غلظت

ناچیز و در  و قطر هاله عدم رشد، هر دو) MICدرصد با توجه به نتایج 
جهت تایید نتایج مطالعه ما است. با توجه به اینکه نتایج متفـاوتی در  

اند، تعیین نقطـه  دست آمدهساعت بعد از کشت به 72و  48هاي زمان
شود تا ساعت پس از کشت در نظر گرفته می MIC 72ت پایانی قرائ

نتایج منفی کاذبی که حداقل غلظت بازدارندگی تعیین شده طی مدت 
سازند، حذف گردد. با این حال بـراي  ابل اعتماد میقساعت را غیر 48

تر محدوده غلظتی موثر عصاره بر بازدارندگی رشد کپکی ارزیابی دقیق
هـاي مـدل غـذایی (هماننـد     خصـوص در سیسـتم  مطالعات بیشتر به

سویه کپکی هستند)  3که مستعد فساد توسط این  هاي نانواییفراورده
 شود.پیشنهاد می
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  گیرينتیجه
هـاي سـنتزي و   با توجه به اثرات نـامطلوب اسـتفاده از افزودنـی   

افزایش تقاضاي جهانی جهت استفاده از انـواع طبیعـی آنهـا، امـروزه     
هـاي غـذایی   عنوان یک رنگ طبیعی در بیشتر فـراورده رنگ آناتو به

با عنایت به نتایج مطالعه حاضر که نشـان داد   اي دارد.ندهکاربرد فزای
(داراي اثـر بازدارنـدگی نسـبی در    درصـد   7تـا   MIC 6این رنگ با 

سویه مهم  3کننده رشد تواند ممانعتدرصد) می 6محدوده غلظتی زیر 
هـاي غـذایی   ا و عامل فساد بسیاري از فـراورده زهاي بیمارياز کپک

هاي فراوان درمانی و عملگـري ترکیبـات   پتانسیلباشد و با توجه به 

اسـتفاده از ایـن رنگدانـه طبیعـی در      بیواکتیو موجـود در دانـه آنـاتو،   
هاي رنگی که جهت افزایش بازار پسندي نیاز به سطوح بالاي فراورده

کننـده  تواند تـامین می هاي غلات)(همانند فراورده کاربرد رنگ دارند
بخش در هاي غذایی سلامتیرف فراوردهبخش مهمی از نیاز بازار مص

سـویه کپکـی    3جامعه باشد. اثرات بازدارندگی رنگ آناتو بر فعالیـت  
شوند و نیز مورد مطالعه که از عوامل اصلی در فساد نان محسوب می

حسـی   کارگیري ایـن رنـگ بـر خصوصـیات ارگـانولپتیکی و     تاثیر به
آن منتشر خواهد  محصول نهایی در دست بررسی است و متعاقبا نتایج
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1Introduction: Nowadays, with the increasing awareness of the side effects of synthetic additives, 

consumer’s demand for colorants from natural sources has been increased. Annatto is an allowed natural 
colorant used in food industries, textiles, cosmetics and pharmaceutical products. The colorant is extracted from 
the seeds, which are covered by a red, resinous pericarp containing the pigments. The main pigment is bixin 
(methyl hydrogen 9′-cis-6, 6′-diapocarotene-6, 6′-dioate) which is responsible for the orange red color in the 
seeds (80% of total carotenoids). Smaller amounts of norbixin are also presented. Bioactive compounds like 
bixin and phenolic compounds reduce the risks of various chronic disorders, such as cancer, inflammation, 
cardiovascular, hypercholesterolemia, diabetes, and cataracts (Boschetto, et al., 2014; Somacal et al., 2015; 
Ezuruike & Prieto, 2014). Moreover many studies have proven antimicrobial activity of annatto extracts (leaves, 
capsules, seeds…) against several food spoilage and pathogenic bacteria such as Staphylococcus aureus, 
Escherichia coli and Bacillus subtilis, as well as few fungi such as Candida utilis, and Aspergillus niger. Annatto 
is a permitted natural food coloring with antioxidant properties, high therapeutic potential and antimicrobial 
effects. The aim of this study was to evaluate antimold activity of annatto natural dye on 3 important food 
pathogenic and spoilage molds, Aspergillus niger,Neurospora sitophila and Rhizopus stolonifer. 

 
Material and Methods: Annatto dye was extracted by maceration method and after filtration it was dried by 

a vacuum oven. Anti-mold activity was evaluated by well diffusion and disk diffusion methods in 1 to 10 percent 
concentrations of acetone extract of annatto and minimum inhibitory concentration (MIC) was determined using 
agar dilution method at 48 and 72 h after incubation at 25 °C. 

 
Results and Discussion: The results indicated promising anti-mold activity. The highest mean zones of 

inhibition in all concentrations were obtained for Aspergillus niger, Neurospora sitophila and Rhizopus 
stolonifer, respectively. This difference might be due to the more resistance and rapid growth of Rhizopus 
stolonifer and Neurospora sitophila compared to Aspergillus niger. No inhibitory effect was observed in the 
concentrations below than 1%, this result is in consistent with Irobi, et al., (1996) findings that proved annatto's 
organic extract has a weak effect on Aspergillus niger at low concentration (5 mg/ml).In all concentrations, 
Aspergillus niger showed the highest inhibition zone and the most sensitivity to annatto extract found at 
Aspergillus niger, Neurospora sitophila and Rhizopus stolonifer, respectively. Disk diffusion method was 
inefficient to inhibit mold growth. Minimum inhibitory concentration of annatto dye against Aspergillus niger 
and Neurospora sitophila was determined 6 percent while Rhizopus stolonifer showed 7 percent. According to 
the results annatto dye was effective to inhibit growth of Aspergillus niger, Neurospora sitophila and Rhizopus 
stolonifer. Therefore it can be concluded that annatto dye could be used as a functional and inhibitory agent 
against mold growth in the foods that are susceptible to mold spoilage (e.g. bakery goods). 
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