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ها مجله دنیاي میکروب

1393بهار ) 18پیاپی (سال هفتم شماره اول 

18-25صفحات 

نسیم حیدري
*1

، مریم کاظمی پور
2

، موج خالقی
3

1
 کارشناس ارشد، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم تحقیقات کرمان، گروه میکروب شناسی، 

2
 دانشیار، دانشکده علوم، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد کرمان، 

گروه شیمی، 
3

  استادیار، دانشکده علوم، دانشگاه شهید باهنر کرمان، گروه میکروب شناسی

چکیده

عبور اشعه خورشید که موجب افزایش      .   امروزه رنگدانه هاي میکروبی کاربرد بسیار زیادي در صنایع مختلف دارند            :سابقه و هدف  

میزان ابتلا به سرطان پوست می گردد، ضرورت استفاده از ترکیبات موثر ضدآفتاب را به منظور جذب اشعه مضر ماوراي بنفش                          

 رنگدانه قارچ هاي    Sun Protection Factor)(این مطالعه با هدف ارزیابی فاکتور محافظتی         .  خورشید بیش از پیش نمایان می سازد      

. در جذب اشعه ماوراء بنفش با استفاده از روش برون تنی انجام شدآسپرژیلوس و پنی سیلیوم

 براي  DMSOاز حلال آب و      .  در این پژوهش جدایه قارچی به صورت تصادفی از هوا و خاك جداسازي شد                :  مواد و روش ها   

محلول هاي حاوي رنگدانه پس از فیلتر شدن توسط دستگاه لیوفیلیزه و دماي محیط                 .  استخراج رنگدانه هاي قارچی استفاده شد      

 نانومتر توسط دستگاه    700 تا   200 رقت متوالی از پودر حاصله، جذب هر نمونه در طول موج هاي                3پس از تهیه    .  خشک شدند 

. آن تعیین گردیدSPFدر نهایت فاکتور محافظت کننده . اسپکتروفتومتر اندازه گیري شد

به ترتیب با     )پنی سیلیوم   (28و  )  آسپرژیلوس  (24از میان گونه هاي قارچی مورد بررسی در این مطالعه تنها گونه شماره                :  یافته ها 

.  بهترین میزان محافظت در مقابل اشعه ماوراي بنفش را داشته اند              140 و   272 معادل   SPF نانومتر و    290 و   300بیشینه جذب   

 را   UVهمچنین در زمینه بررسی تنوع رنگ، در بین گونه هاي قارچی مورد ارزیابی رنگدانه هاي زرد و مشکی بهترین جذب اشعه                     

.   دارا بودند

 و  پنی سیلیوم نتایج به دست آمده در این مطالعه نشان می دهد که رنگدانه هاي جداسازي شده از قارچ هاي                           :  نتیجه گیري 

بنابراین می توان از این رنگدانه هاي طبیعی به          .  محافظت خوبی را در مقابل اشعه ماوراء بنفش از خود نشان داده اند              آسپرژیلوس  

. جاي ترکیبات شیمیایی در کرم هاي ضد آفتاب استفاده نمود

.SPFاشعه ماوراي بنفش، رنگدانه هاي میکروبی، کرم ضد آفتاب، : واژگان کلیدي

92اسفند ماه :  پذیرش براي چاپ 92دي ماه : دریافت مقاله

کرمان، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم تحقـیـقـات کـرمـان، گـروه                 :   آدرس براي مکاتبه  * )   

abinilufar86@yahoo.com: پست الکترونیک  09391629317: تلفن.    میکروب شناسی

مقدمه     

    پیگمان هاي طبیعی، رنگدانه هایی هستند که از موجودات                                                                            

مختلف مانند میکروارگانیسم ها، گیاهان و جانوران استخراج                                                                            

میکروارگانیسم هاي پیگمان دار توانایی سنتز پیگمان                                                              .     می شوند         

به عنوان یک متابولیت ثانویه را دارا می باشند و در مقایسه با                                                                                         

سویه هاي بدون پیگمان تفاوت هایی از نظر مقاومت نسبت به                                                                             

از گروه هاي                 .     عوامل فیزیکی و شیمیایی از خود نشان می دهند                                                          

میکروبی مولد پیگمان می توان به باکتري ها، قارچ ها،                                                                                      

میکروارگانیسم ها                    .     گلسنگ ها، مخمرها و جلبک ها اشاره نمود                                                   

،   (Carotenoids)پیگمان هاي مختلفی مانند کارتنوئیدها                                                               
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، کوئینن ها                   (Flavins)، فلاوین ها                      Melanins)( ملانین ها                

(Coeinons)                                       و پرودیجیوسین ها  )(Prodigiosins            تولید 

امروزه پیگمان هاي میکروبی در داروسازي، پزشکی،                                                           .     می کنند         

).  1-4( کاربرد دارند              ...     صنایع غذایی و               

 از برخی از                         1968و همکاران در سال                                  )     Light( لایت         

کلامیدوموناس             گونه هاي جلبک به عنوان مثال                                                                       

 )(Chlamydomonas                                                    غلظت بالایی از رنگدانه قرمز آستاگزاتین 

این رنگدانه به عنوان یک سپر در برابر                                                        .     را جداسازي کردند                    

).    5(  عمل می کند             UVتابش بیش از حد اشعه                     

 نمونه          153 از         2010و همکاران در سال                            )     Buyang( بویانگ          

خاك رشته کوه هاي تامیل نادو در هندوستان موفق به                                                                                   

،     Penicillium)  (   پنی سلیوم           استخراج رنگدانه از قارچ هاي                                             

، موناسکوس              ) Amyrsyla( ، امریسیلا                 ) Fusarium( فوزاریوم            

.    شدند       ) Aysarya( و ایساریا               )     Munascus pururus( پوروروس           

از رنگدانه این قارچ ها می توان در صنایع رنگرزي چرم                                                                                    

).  6( استفاده نمود              

تولید رنگدانه توسط میکروارگانیسم ها نسبت به منابع دیگر                                                                            

زیرا میکروارگانیسم ها با رشد سریع،                                                    .     بسیار اهمیت دارد                      

بازدهی بالاتر و استخراج راحت تر، عدم وابستگی به شرایط                                                                            

جوي و گستردگی تنوع رنگ بیشتر نسبت به سایر منابع                                                                               

).    1( زیستی داراي مزایاي بیشتري می باشند                                    

هر ساله حدود یک میلیون نفر به سرطان پوست مبتلا                                                                               

 نفر از آنها ملانوم بدخیم پوستی                                              10000می شوند که حدود                           

بیشترین سرطان پوست در نقاط مختلف بدن که در                                                                    .     دارند     

مواجهه بیشتري با آفتاب هستند مانند صورت، گردن، سر و                                                                             

اثرات مضر تابش خورشیدي                                .     پشت دست ها رخ می دهد                                  

).  8 و    7(  می باشد          (UV)عمدتاا از منطقه اشعه ماوراي بنفش      ً                           

فرآورده هاي ضد آفتاب حاوي ترکیباتی هستند که از پوست                                                                           

حفاظت       )     UVبه عنوان مثال اشعه                            ( در برابر اشعه مضر آفتاب                                   

 که       UVA.      خورشید وجود دارد                         UVسه نوع تابش                     .     می کند        

 نانومتر است که                       400 تا         320تابش اشعه فرابنفش با طول موج                                          

و   )     400 تا         UVA1   )  nm    340:      نوع تقسیم می شود                           2خود به            

UVA2   )  nm    320         تا سطح          ( که از سطح فوقانی پوست                                 )     340 تا

نفوذ کرده و موجب آسیب رساندن به لایه هاي زیرین                                                                       )     درم   

این تابش سبب پیري زودرس پوست، زبر                                                   .     پوست می گردد                

شدن، لکه دار شدن، فرو رفتگی، چین و چروك پوست شده و                                                                            

. پیشرفت سرطان پوست می شود                        

UVB                                                            320 تا         290 که تابش اشعه ماوراي بنفش با طول موج  

نانومتر است که تنها تا قسمت اپیدرم نفوذ می کند و سبب                                                                                      

پیک آن از بخش پایانی                                .     سوختگی و سرطان پوست می گردد                                       

 مانع از                UVBتابش        .     صبح تا اواسط بعد از ظهر می باشد                                                     

 و سنتز پروتئین می گردد و موجب بروز                                                       DNA ،    RNAفعالیت          

. علایمی مانند التهاب، قرمز شدن و سوختگی پوست می شود                                                 

UVC                                           که تابش فرابنفش در طول موج nm    200         نانومتر            290 تا 

است که توسط لایه ازون مهار می شود و به سطح زمین                                                                                    

 مورد توجه سازندگان                               UVاین بخش از تابش                               .     نمی رسد         

    و      UVBتنها پرتوهاي              .     فرآورده هاي ضد آفتاب نمی باشد                                             

UVA                                                                            هستند که به استراتوسفر ازون نفوذ کرده و به سطح زمین 

این پرتوها در ردیف                            %     95از آنجایی که بیش از                                   .     می رسند         

UVA                                                                               قرار دارند این پرتوها هدف اغلب ضد آفتاب ها 

 بیشترین سرطان زایی را                                UVBاما پرتوهاي                     ).  10 و    9( می باشند              

از    %     65در سلول هاي پوستی دارند به طوري که این پرتوها در                                                                        

).  8 و    7( همه سرطان هاي پوست نقش دارند                              

 (Sun Protection Factorتاکنون در زمینه اندازه گیري فاکتور                                                

SPF (                                                                   پیگمان هاي میکروبی، گزارشی مشاهده نشده است    .

بنابراین مطالعه حاضر براي اولین بار با هدف ارزیابی جذب                                                                                

نور ماوراء بنفش توسط رنگدانه هاي جداسازي شده از قارچ                                                                            

 جهت استفاده در ترکیبات ضد                                      آسپرژیلوس          و        پنی سیلیوم            هاي       

 رنگدانه هاي مورد نظر با روش برون                                                    SPFتعیین         آفتاب و نیز               

. تنی انجام گردید               

مواد و روش ها             

 سانتی متري                 5نمونه برداري از سطح و عمق                                           : نمونه گیري            )     الف   

عمل رقیق سازي تدریجی تا                                     .     خاك شهر کرمان انجام شد                                  

رقت         
4-

 میکرولیتر از                         100سپس         .      صورت گرفت                    10

رقت هاي تهیه شده به صورت سطحی بر روي محیط                                                                             
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(Yeast Extraet Glucose chlorampheicol Agar) YGC 

به منظور نمونه گیري از هوا، از روش                                                          .     کشت داده شدند                   

پلیت ها به                .      استفاده شد               YGCو محیط            )     (settelingته نشینی              

 دقیقه در زیر درختان قرار داده                                              30صورت درب باز به مدت                                 

 روز گرمخانه                    3-5 به مدت                 C   °25سپس در دماي                     .     شدند    

تمامی پلیت ها، از نظر رشد و تولید پیگمان                                                                .     گذاري شدند            

مورد ارزیابی قرار گرفتند و از کلنی هاي مورد نظر کشت                                                                                   

.   خالص به عمل آمد               

به منظور نگهداري طولانی مدت                                            : نگهداري نمونه ها                      )     ب 

نمونه ها از نسبت مساوي تریپتیک سوي براث و گلیسرین                                                                             

نمونه هاي قارچی به درون لوله هاي حاوي                                                             .     استفاده شد            

.   نگهداري شدند                  -C   °20محیط یاد شده تلقیح و در دماي                                                  

براي استخراج رنگدانه از نمونه هاي قارچی مورد نظر، از                                                                                  

استفاده شد            )     DMSO( حلال آب و دي متیل سولفوکساید                                               

).  12 و    11( 

به منظور حذف                          : آماده سازي محلول پیگمان ها                                            )     ج 

ساختارهاي باقی مانده قارچ ها، تمامی پیگمان هاي استخراج                                                                          

شده و یا از                   )      دقیقه        15 دور به مدت                       5000( شده سانتریفیوژ                    

عبور داده             )     میکرومتر        (  میکرون             0/45فیلترهاي باکتریولوژیکی                            

، محلول هاي شفاف                           UVبراي بررسی توان جذب                                 .     شدند    

و   )     لیوفیلیزاسیون             ( رنگی با دو روش خشک کردن در انجماد                                                       

 درجه سانتی گراد، خشک شده و به                                                        37تبخیر در دماي                         

.   صورت پودر در آمدند                  

ارزیابی جذب اشعه ماوراء بنفش توسط رنگدانه ها و                                                                          )     د 

 میزان          : محاسبه فاکتور محافظت در مقابل اشعه ماوراء بنفش                                                                  

  10 گرم از پودر حاصل از خشک کردن رنگدانه ها به                                                                     0/001

 رقت متوالی تهیه                          3 اضافه شد و                         DMSOمیلی لیتر آب و                            

 لامبدا            25به کمک دستگاه اسپکتروفتومتر مدل                                                       .     گردید     

 )Lambda             و کمپانی PerkinElmer          بیشینه جذب هر                   )      آمریکا

  300 تا           290نمونه در هر یک از غلظت ها در طول موج                                                                    

.   اندازه گیري شد              )   UVBطیف اشعه          ( نانومتر         

فاکتور محافظت در برابر اشعه                                               (   SPFبه منظور محاسبه                             

.    استفاده شد           2 و    1از فرمول هاي شماره                    )   خورشید      

: 1فرمول شماره             

            : 2فرمول شماره             

 در هر طول                  EE نشان دهنده فاکتور تصحیح،                                     CFدر این معادله                     

موج نشان دهنده التهاب زدایی اشعه در آن طول موج است،                                                                             

I                                            ،نشان دهنده شدت طیف خورشیدي Abc                         نشان دهنده میزان 

همچنین مقادیر                   .     جذب نور توسط ماده مورد نظر است                                                      

 اعداد ثابتی هستند که در                                                      XI     در       EEحاصلضرب             

 ).  13(  آورده شده است                1جدول      

 شناسایی بر اساس                        : شناسایی جدایه هاي قارچی مولد پیگمان                                             )     ه 

خصوصیات ماکروسکوپی شامل رنگ روي کلنی، رنگ پشت                                                                 

به منظور ارزیابی                          .     انجام شد            ...       کلنی، سرعت رشد و                                    

خصوصیات میکروسکوپی قارچ ها و شناسایی آنها در حد                                                                           

جنس از تکنیک هاي گسترش مرطوب، چسب نواري شفاف و                                                                  

. استفاده گردید             )   اسلاید کالچر           ( کشت روي لام            

در این              : تعیین هویت مولکولی سویه هاي قارچی مورد نظر                                                          )     و 

 شرکت         DNP با استفاده از کیت                                      DNAپژوهش استخراج                     

 نمونه ها               DNAبه منظور اطمینان از استخراج                                       .     سیناژن انجام شد                   

طول موج  

)نانومتر(

التهاب زدایی اشعه در شدت طیف خورشیدي

(EE * XI)

290 0/0150

295 0/0817

300 0/2874

305 0/3278

310 0/1864

315 0/0839

320 0/0180

مجموع 1

SPFعملکرد محصول نرمال مورد استفاده در محاسبه : 1جدول 

SPF                اسپکتروفتومتریک  

  )  با محافظت(حداقل مقدار ایجاد قرمزي در پوست انسان 

)بدون محافظت(حداقل مقدار ایجاد قرمزي در پوست انسان 

 =SPF
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به منظور            .      درصد الکتروفورز گردیدند                              1/5بر روي ژل آگاروز                          

 PCRشناسایی مولکولی قارچ هاي جداسازي شده از روش                                                               

و همکاران در سال                            )     Walsh( مطابق با دستورالعمل والش                                      

 به کشور              PCRدر ادامه محصولات                       ).      14(  استفاده گردید                      1995

. کره جنوبی براي تعیین هویت نهایی ارسال شد                                        

یافته ها        

نتایج خالص سازي قارچ هاي جداسازي شده در مرحله                                                                           

غربالگري نشان داد که تمامی کشت هاي قارچی انجام شده از                                                                           

تمامی نمونه ها داراي کلنی تک                                            .     لحاظ رشد مثبت بوده اند                                

.   بوده و هیچ گونه ناخالصی در بین آنها مشاهده نشد                                              

ارزیابی خصوصیات میکروسکوپی و ماکروسکوپی نشان داد                                                                  

که سویه هاي قارچی با بهترین جذب اشعۀ ماوراء بنفش و                                                                              

تعلق       پنی سیلیوم                   و آسپرژیلوس              بالا به جنس هاي                           SPFفاکتور          

).  2 و    1شکل     ( دارند       

 نتایج حاصل از شناسایی مولکولی حاکی از آن هستند که                                                                              

نمونه هاي مورد بررسی مربوط به گونه هایی از قارچ هاي                                                                                   

. آسپرژیلوس و پنی سیلیوم می باشند                               

محلول پیگمان هاي مورد نظر پس از استخراج، کاملالا شفــاف                                                        ً                  

و فاقد هرگونه ذرات فیزیکی و یا بقایاي پیکره سلول هاي                                                                                    

).    3شکل     ( میکروبی بودند               

بررسی نتایج خشک کردن نمونه ها نشان داد که در مجموع از                                                                               

 نمونه، یک نمونه با روش خشک کردن در انجماد و یک                                                                         2بین       

 درجه عمل خشک کردن                            C °    37نمونه توسط تبخیر در حرارت                                     

 پیگمان ها                SPFارزیابی فاکتور                    ).      4شکل       ( آنها انجام شده است                            

، نمونه           SPF284     نشان داد که در مقایسه با نمونه استاندارد با                                                               

 بهترین           SPF    140 با         28 و نمونه شماره                        SPF 272  با     24شماره         

. نتیجه موثر را داشته اند                       

بحث   

در پژوهش حاضر براي اولین بار کاربرد رنگدانه هاي قارچی                                                                             

جهت استفاده در کرم هاي ضد آفتاب مورد بررسی قرار گرفته                                                                             

AB

نتیجه میکروسکوپی قارچ ) B). کلنی هاي کرم مایل به زرد(ارزیابی ماکروسکوپی ) A.  مورد بررسیآسپرژیلوسنمونه اي از قارچ : 1شکل 

)400بزرگنمایی (آسپرژیلوس 

AB

نتیجه میکروسکوپی قارچ ) B). کلنی هاي طوسی مایل به آبی(ارزیابی ماکروسکوپی  ) A.  مورد بررسیپنی سیلیومنمونه اي از قارچ : 2شکل 

)400بزرگنمایی  (پنی سیلیوم
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همچنین تاکنون گزارشی در مورد اندازه گیري فاکتور                                                                   .     است   

SPF                                               نتایج به دست                  .      رنگدانه هاي میکروبی منتشر نشده است

آمده در این مطالعه نشان می دهد که از میان گونه هاي قارچی                                                                                  

  ) آسپرژیلوس           (   24مورد بررسی در این مطالعه تنها گونه شماره                                                          

  140 و          272 معادل              SPFبه ترتیب با                     )     پنی سیلیوم              (   28و     

بهترین میزان محافظت در مقابل اشعه ماوراء بنفش را داشته                                                                                

همچنین در زمینه بررسی تنوع رنگ، در بین گونه هاي                                                                         .     اند   

قارچی مورد ارزیابی رنگدانه هاي زرد و مشکی بهترین جذب                                                                        

با توجه به کاربردهاي وسیع رنگدانه                                               .      را دارا بودند                     UVاشعه    

هاي هاي میکروبی در زمینه هاي مختلف پزشکی، صنعتی،                                                                        

داروسازي، غذایی، صنایع آرایشی و بهداشتی، نساجی و غیره                                                                         

پیشنهاد می گردد که غربالگري میکروارگانیسم هاي مولد                                                                            

رنگدانه در نقاط مختلف ایران انجام شود و براي آن ها                                                                                      

.   کاربردهاي اختصاصی در نظر گرفته شود                                  

اگرچه امروزه عوارض چندانی با مصرف کرم هاي ضد آفتاب                                                                      

ایجاد نمی شود اما آلرژي، حساسیت موضعی و حساس شدن                                                                      

.   پوست به نور آفتاب از عوارض این ضد آفتاب ها هستند                                                                            

سینامات، بنزوفنون، پاراآمینوبنزوئیک اسید، متوکسی دي                                                                           

بنزومتان و مواد نگهدارنده و معطر از مواد شایع آلرژي زا در                                                                                     

رنگدانه هاي طبیعی از دو                                   ).      15( کرم هاي ضد آفتاب هستند                                    

  ).  16( منبع عمده گیاهی و ریز سازواره ها به دست می آیند                                                                             

استفاده از رنگدانه هاي میکروبی داراي مزایاي زیادي است که                                                                            

براي مثال می توان به رشد سریع، محیط هاي کشت ارزان،                                                                              

از این رو               .     رشد مستقل از فصول و تنوع رنگ زیاد اشاره نمود                                                              

امروزه مطالعات زیادي بر روي رنگدانه هاي میکروبی و کاربرد                                                                            

از طرف دیگر                   .     آنها در صنایع مختلف در حال انجام است                                                          

امروزه توجه قابل ملاحضه اي نیز به استفاده از منابع طبیعی در                                                                                    

زیرا      ).      5 و        1( مواد غذایی، آرایشی و سایر صنایع شده است                                                               

بسیاري از رنگدانه هاي مصنوعی که به طور گسترده در مواد                                                                                 

غذایی، لوازم آرایشی و بهداشتی و فرآیندهاي تولید دارو                                                                                  

).    17( استفاده می شوند خطرات زیادي را به دنبال دارند                                               

به منظور جداسازي پیگمان هاي میکروبی می توان از حلال                                                                            

و همکاران             )     Sedmak( سد ماك            .      استفاده نمود                  DMSOآب و      

 براي استخراج                     DMSO از حلال شیمیایی                               1990در سال              

رنگدانه کارتنوئید استفاده کردند و از آن به بعد در تمام نقاط                                                                                         

).    18(   دنیا از این روش استفاده می گردد                               

 از برخی از گونه هاي                                1968و همکاران در سال                          )     Light( لایت       

  chlamydomonas)( کلامیدوموناس                 جلبک به عنوان مثال                                      

.   غلظت بالایی از رنگدانه قرمز آستاگزاتین را جداسازي کردند                                                                          

آسپرژیلوس رنگدانه خشک حاصل از قارچ :4شکل 

)SPFتعیین فاکتور (  UVپیگمان هاي مورد نظر براي اندازه گیري توانایی جذب اشعۀ : 3شکل 
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این رنگدانه به عنوان یک سپر در برابر تابش بیش از حد اشعه                                                                                    

UV             5(  عمل می کند    .(

ي   نتیجه گیر         

نتایج به دست آمده در این مطالعه نشان می دهد که رنگدانه                                                                                    

با    آسپرژیلوس              و        پنی سیلیوم            هاي جداسازي شده از قارچ هاي                                         

SPF              محافظت خوبی را در مقابل اشعه                                                 272 و          140 معادل 

بنابراین می توان از این                                   .     ماوراء بنفش از خود نشان داده اند                                                

رنگدانه هاي طبیعی به جاي ترکیبات شیمیایی در کرم هاي ضد                                                                            

.   آفتاب استفاده نمود                  

تشکر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از جناب آقاي مهندس جاوید                                                                                    

امینی و آزمایشگاه ایرانیان غذا آزماي استان کرمان به دلیل                                                                                        

همکاري صمیمانه در اجراي این پژوهش کمال امتنان                                                                               

.    را دارند         
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Abstract

Background and Objectives: Microbial pigments are nowadays employed in many different

industries. Due to carcinogenic ability of sunrays, protection of skin from the harmful ultraviolet

rays of the sun by using an effective sunscreen is necessary. This study aimed to evaluate the sun

protection factor (SPF) of the pigments obtained from Penicillium and Aspergillus fungi in

absorption of ultraviolet radiation, in vitro.

Materials and Methods: In this study, fungal strains were randomly isolated from air and soil. The

fungal pigments were extracted using Water and DMSO solvents. Following a filtration step,

these pigment solutions were powdered using lyophilization and drying in room temperature.

After three time dilution steps, absorbance of each sample at 200-700nm wavelengths was

measured by a spectrophotometer to evaluate SPF of these samples.

Results: Among the species studied in this study, Aspergillus and Penicillium showed the highest 

absorption at 300 and 290 nm, respectively. These ability is equal to 272 and 140 sun protection

factors, respectively, which was the best protective ability of these isolates from ultraviolet rays.

Furthermore, the yellowish and black pigments showed the best UV absorption ability.

Conclusion: Based on the results of this study, the pigments isolated from the fungus Penicillium

and Aspergillus showed high protection against UV rays. Therefore, it is possible to replace

chemical compounds used in cream sunscreen with these natural pigments
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