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با استفاده از تانن به عنوان   (.Trichoderma spp)  های تریکودرماتولید آنزیم تاناز توسط شبه گونه 

 تنها منبع کربن و انرژی 
 

 3، سمیرا شهبازی2، فرحناز معتمدی سده2، پروین شورنگ1*مهدی بهگر

 

 چکیده 

تاناز   آنزیم  تولید  بررسی  بمنظور  قارچآزمایشی  ،  Trichoderma viride  ،Trichoderma harzianumهای  توسط 

Trichoderma  ressei      وTrichoderma longibrachiatum     ها ابتدا صاف  اسید تانیک انجام شد. كلنی كشت حاوی    در محیط

به   مربوط  اسپور  بزرگترین  شدند.  رنگ  سبز  مرور  به  و  ظاهر  آنها  در  رنگ  سفید  پشمی  دستجات  سپس  و   .Tبود 

longibrachiatum    و كوچکترین مربوط بهT.  ressei    بود. بیشترین و كمترین تعداد اسپور در محیط كشتMYG    به ترتیب

و كمترین   T. longibrachiatumدر    بیشترین رشد ریسه ( بود.  610 ×12 /2)   ideT.  vir( و  610 ×48 /5)   T. harzianumمربوط به  

) مشاهده شد.    T.  resseiدر   بود  از سه گونه دیگر  تریکودرما رسئی كمتر  توسط  تولیدی  ویژه P<05/0پروتئین  فعالیت   .)

گرم پروتئین( بود واحد به ازای میلی 0/ 68و  1/ 33)به ترتیب   T.  virideبیشتر از  T. longibrachiatumآنزیمی در شبه گونه 
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 مقدمه 
( تاناز  نامیده میE.C 3.1.1.20آنزیم  آسیل هیدرولاز هم  تانن  باعث  ( كه  دارد كه  تعلق  به خانواده هیدرولازها  شود 

های قابل هیدرولیز و استرهای اسید گالیک را هیدرولیز شود. تاناز باندهای موجود در مولکول تاننهیدرولیز آنزیمی تانن می

اسید گالیک در صنایع غذایی برای سنتز شیمیایی    (.Van-de Lagemaat & Pyle, 2001كند )كند و اسید گالیک آزاد تولید میمی

ها )پروپیل گالات به عنوان یک آنتی اكسیدانت قوی( در نگهداری مواد غذایی  ها و پیروگالولیا آنزیمی تركیباتی همانند گالات

 (.Aguilar et al., 2007سنتز داروهای ضد باكتریایی كاربرد دارند ) و در صنعت دارویی برای 

های الکلی است. همچنین در تهیه  از دیگر كاربردهای آنزیم تاناز در صنایع غذایی تهیه چای فوری و تهیه نوشیدنی

استفاده قرار میمیوهآب  مزه مورد  برای بهبود طعم و  )های طبیعی  میوه(.  Iqbal & Kapoor, 2012گیرد  از آب  های  بسیاری 

ها مورد توجه قرار طبیعی )همانند انار، قره قاط، تمشک و غیره( كه بواسطه مقادیر آنتی اكسیدانت بالا و جلوگیری از بیماری

شود كه با افزایش زمان نگهداری افزایش  ها مقادیر بالای تانن باعث كدورت، رسوب و مزه گس میاند. در این آب میوه گرفته

 (. Aguilar et al., 2007بد. بنابراین در این محصولات از استفاده از فرآیند آنزیمی بسیار ضروری است )یا می

( در آب انار باعث تجزیه 1به    1در مطالعه ای استفاده از تاناز به تنهایی و با استفاده از تاناناز در تركیب با ژلاتین ) نسبت  

(. در مطالعه مشابهی نیز محققان نشان دادند كه استفاده از Rout & Banerjee, 2006درصد شد )  49و    25تانن به ترتیب به مقدار  

 (. Kapoor & Iqbal, 2013درصدی تانن و ایجاد شفافیت در آب انار شد )   40موفق به كاهش    T. harzianumتاناز تولیدی توسط 

غذایی و دارویی، كاربردهای دیگر آن همانند استفاده  های اخیر استفاده از این آنزیم علاوه بر استفاده در صنایع  در سال

های گوشتی در  ای افزودن تاناز به خوراک جوجه در پرورش طیور و محیط زیست نیز مورد توجه قرار گرفته است. در مطالعه

ربی و ضریب مقایسه با گروه شاهد باعث بهبود انرژی متابولیسمی ظاهری، ابقای نیتروژن، ابقای ماده خشک، قابلیت هضم چ

(. مطالعاتی نیز در خصوص تجزیه تانن در پساب حاصل از فعالیت دباغی و كاهش  Abdulla et al., 2016تبدیل غذایی شد )

 . (Gammoun et al., 2007مشکلات زیست محیطی آنها انجام شده است )

.  شودا و مخمر ها تولید میها، قارچ هكشت جامد توسط طیف وسیعی از باكترییا  وری و  آنزیم تاناز به روش غوطه

 ,.Aguilar et al., 2007  ،Gammoun et alهای تولیدكننده تاناز انجام شده است ) همچنین مطالعات جامعی بر میکروارگانیسم

های قارچی انجام شده و نتایج نشان دادند كه بالاترین تولید آنزیم  (. مطالعاتی به منظور شناسایی توانایی تولید برخی گونه2007

(. Bradoo et al., 1996دارای توان تولیدی متوسطی بود ) T.  virideمشاهده شد در حالی كه گونه  Trichoderma spp.تاناز در 

انجام    Trichoderma spp. قارچی    های ههای قارچی، مطالعات محدودی بر تولید آنزیم تاناز توسط گون در مقایسه با سایر گونه

 Shajitha, & Nishaهای خاكزاد، دارای تنوع متابولیتی و آنزیمی بسیار زیادی هستند ) شده است در حالیکه این جنس قارچ
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2018; Iqbal & Kapoor, 2012 .)های مطالعات نشان داده است برخی از قارچ.Trichoderma spp  مانندT.  viride  (Shajitha, 

& Nisha 2018  و )T. harzianum  (Iqbal & Kapoor, 2012به عنوان جدایه )   های كارآمد تولید تاناز با استفاده از پسماندهای

به شمار می غذایی  و میصنایع  مواد  روند  از  و كنسانتره  آبمیوه  تولید  آنزیم در كارخانجات  تولید  برای طراحی خطوط  توانند 

 .  (Kapoorand & Iqbal, 2013) قابل توصیه باشند پسماندهای خط تولید، 

در    Trichoderma spp. های  و توانایی تولید آنزیم تاناز توسط قارچ  مورفولوژیکیبررسی خصوصیات    مطالعههدف از این  

 های كشت حاوی تانن به عنوان تنها منبع كربنی بود. محیط

 هامواد و روش 

( از T. longibrachiatum  و     T.  viride  ،T. harzianum  ،T.  ressei)شامل    Trichoderma spp.   های قارچشبه گونه 

جداسازی 1388-1389تحقیقاتی دانشکده كشاورزی دانشگاه فردوسی مشهد در سال    های جمع آوری شده از مزرعهنمونه خاک

سازی سوسپانسـیون خـاک و كشت روی  رقیقاز طریق    Trichoderma spp. های  (. جدایه1397شدند )شهبازی و عسکری،  

سیبمحیط و  رزبنگال  پپتون  جداسـازی  (Papavizas & Lumsden, 1982)   شـده  سازیبهینه زمینی/دكستروز/آگار   های  و ، 

اساس ویژگیها  جدایه. شناسـایی  سازی شدندخالص بر    و وفرها  كنیدی،  هاشناسی كنیدیومها، خصوصیات ریخت های كلنینیز 

ها از طریق  (. تایید شناسایی شبه گونهGams et al., 1998)   شناسایی گامس و بیست انجام شد  فیالیدها بـا اسـتفاده از كلیـد

، و رسم درخت فیلوژنتیک با استفاده از نرم افزار  ITS4و    ITS1آغازگرهای  تعیین ترادف اسیدهای نوكلئیک حاصل از تکثیر با  

MEGA6    بر اساس توالی ناحیهITS1  های  در قارچ .Trichoderma spp  های دیگری كه از دیگر منابع اطلاعاتی یا  در كنار گونه

  .T  قارچ (. جدایهGhasemi et al., 2019انجام شد ) Neighbor-Joiningهای ژنی دریافت شده بودند و با استفاده از روش بانک

ressei (5142 PTCC )شد یهته یرانا یو صنعت یعلم هایپژوهش   مركز باكتری  و قارچ كلکسیون از . 

 میسلیوم،   رشد  سرعت  كلنی،  رنگ  كلنی،  شامل شکل    هاجدایه  مورفولوژیک  ها خصوصیاتشناسایی شبه گونه به منظور  

درصد عصاره مخمر،   25/0درصد عصاره مالت،   5/0حاوی مالت، مخمر و گلوكز )حاوی  MYG  كشت محیط اسپور روی تعداد  و

های میسلیوم )به عرض و  شناسی ابتدا پلاکگیری خوصوصیات ریخت شد. برای اندازه  درصد آگار( استفاده  2درصد گلوكز و   1

به مركز ظرف پتری حاوی محیط كشت    Trichoderma spp.های قارچ   متر( از كشت های تازه هر یک از جدایه میلی  5طول  

MYG    انتقال داده شد و در دمای°C 25  ساعت    24متر/روز( در فواصل  گیری سرعت رشد ریسه )سانتیگذاری شد. اندازهگرمخانه

كشت    MYGهای  های برتر از پلیتها و رنگ آنها در جدایهساعت( انجام شد. به منظور مقایسه شکل كلنی 72روز )  3به مدت  

ها شامل شکل و رنگ آنها ثبت شد. ابعاد اسپور ها استفاده شد و مشخصات كلنیگیری سرعت رشد شعاعی ریسهه برای اندازهشد

 گیری شد. اسپور از هر جدایه انجام و میانیگین 100میکروسکوپ نوری و برای   40با استفاده از لام گلبول شمار و بزرگنمایی 
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  قارچ  هایجدایه  روزه  7  هایكشت به(  NaCl  یترگرم در ل  9)محلول    استریل  فیزیولوژیک  سرماضافه كردن محلول    با 

( 610)  اسپور  سوسپانسیوناز    لیترمیلی  اسپور تهیه شد. یک  یونسوسپانس  (،PDAدكستروز آگار )-زمینیسیب   یطمح  یبر رو

،  4PO2KH  0/2،  3/0، اوره  0/1، حاوی گرم/لیتر: پپتون  Trichoderma spp  (TCM.كشت كامل    یطمح  لیتریلیم  50به    شده  تهیه

4SO2)4(NH  4/1  ،O2.7H4MgSO  3/0  ،O2.H2CaCl  3/0  ،O2.7H4FeSO  005/0  ،4MnSO  002/0  ،  4ZnSO002/0 ،

O2.7H4CoSO  002/0  )180  دوربا    یکرش  یبر رو  گرادیدرجه سانت  28  یساعت در دما  24كشت به مدت    هایمحیط.  شد  اضافه 

دور در دقیقه    5000كشت با استفاده از سانتریفیوژ در دور    های یطمح  یسیلیوم،م  توده   رشد  از   پس.  گرفتقرار    یقهدر دق  دور

فیزیولوژیک   سرممحلول    لیترمیلی  یکاضافه كردن    حذف و فاز بالایی حذف گردید و فاز پایینی )ریسه قارچ( دوبار متوالی با

دور در دقیقه فاز بالایی   5000ای اطمینان از عدم حضور نمک ضافی مجددا با استفاده از سانتریفیوژ در دور شستشو شدند و بر

كشت برای دوبار متوالی   هاییطمح  یسیلیوم،م  توده   رشد  از  حذف گردید و میسلیوم به عناون فاز جامد پایینی جداسازی شد. پس 

(  1397  یو عسکر  یشهباز)   TFM  تخمیری  كشت  هایمحیط  تولید آنزیم بهها برای  شستشو و سانتریفوژ شد. سپس میسیلیوم 

و به   یم تاناز به آن افزوده شده بود، اضافه شدندآنز یدبه عنوان القاء كننده تول لیتر تانن به عنوان تنها منبع كربن در گرم 10كه 

  های محیط  سپس .  شد  گرمخانه گذاری  یقهدور در دق  180انکوباتور با سرعت    یکردر ش  گرادیدرجه سانت  28  دمای   در   روز  5مدت  

  یمی كار به منظور سنجش آنز در ادامه بود ( تاناز  یم)آنز پروتئینی  تركیبات حاوی  كه فوقانی  مایع  و شد سانتریفیوژ مذكور كشت

 . گرفت قرار استفاده مورد

میلی    5/0(. برای این كار  Libuchi et al., 1967گیری شد )ندازه فعالیت آنزیم تاناز به وسیله روش اسپکتروفوتومتری ا

درصد )وزنی/حجمی( در بافر سیترات   35میلی لیتر از محلول اسید تانیک    2لیتر از سوپرناتانت محیط كشت )آنزیم خام( به  

لیتر اتانول  میلی  2میکرولیتر از مخلوط واكنش برداشته شد و    20های آزمایشی اضافه شد. مقدار  ( در لوله pH  5/5مولار )  05/0

خوانده شد. یک واحد از فعالیت تاناز بر اساس مقدار   310درصد برای توقف واكنش به آن اضافه شد. جذب در طول موج    95

 لیتر در دقیقه بیان شد. دقیقه و به صورت واحد در میلی 1مول استر در  میکرو 1آنزیمی كه برای هیدرولیز 

  آزمایش  هایلوله  در  ( راBradford)   برادفورد  معرف  لیترمیلی  3  ابتدا(  Bradford, 1976)  پروتئین  مقدار  گیریاندازه  برای

و    شدبه آن اضافه    TFM  تخمیر  محیط  فوقانی   مایع   از  آمده  بدست  یمیمحلول آنز  از  میکرولیتر  250  مقدار  سپس   و  داده  انتقال

كل پروتئین   مقدار  به   (U/ml) . فعالیت ویژه آنزیمی، به صورت مقدار فعالیت آنزیم  شدنانومتر قرائت    595آن در    یجذب نور

(μg/ml) شد تعریف محیط، در موجود . 
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(a

) 

(b

) 

 ها آنزیم  مولکولی  وزن  تعیین   و  الکتروفورز

  انجام  درصد  12/ 5  كننده  تفکیک  ژل  و  درصد   4  كننده  استفاده از ژل متراكم( با  Laemmli, 1970)  الکتروفورز  آزمون

  سرد   استون  از  لیترمیلی  5با مقدار    TFM  یرتخم  یطمح  یفوقان  یعما  از  لیترمیلی  5ابتدا مقدار    ین،پروتئ  سازیآماده  جهت.  شد

  7به مدت    یقهدور در دق  4500 سرعت  در  یفیوژآن با استفاده از سانتر  ینی( مخلوط شد و رسوب پروتئگرادیدرجه سانت  -20)

مخلوط   یبه خوب  وبه آنها اضافه    یرتقط  دوبار  آب  لیترمیکرو  100ها، مقدار  شد. بعد از خروج استون از نمونه   یآور جمع  یقهدق

  20ام آب گرم قرار داده شد و به مقدار  در حم  یقهدق  5بافر نمونه به آنها اضافه شد و به مدت    از  لیترمیکرو  100. سپس  شد

انجام شد و ژل الکتروفورز   آمپر یلیم  20ثابت    یان شد. آزمون الکتروفورز در شدت جر  یقدر هر چاهک تزر  ها نمونه   از  لیترمیکرو

  هایه نسبت:آب بیکاست  یدمتانول:اس  یو با استفاده از رنگبر حاو  شد   یزیرنگ آم  R-250  بلو   یلیانت بر  یبا استفاده از كوماس 

از روش تعیین ارزش  شد.    یرنگبر  8:1:1 و برازش آن در برابر وزن   RFبرای تعیین وزن مولکولی باندهای پروتئینی مجهول 

 مولکولی استاندارها تعیین شد. 

در قالب طرح كاملاً تصادفی و    Trichoderma spp.مقایسه تولید آنزیم تاناز و غلظت پروتئین در محیط كشت توسط  

 انجام شد.   01/0ها به روش آزمون دانکن و در سطح احتمال  انجام شد. مقایسه میانگین  GLMو روش    9نسخه    SAS  افزاردر نرم

 نتیجه و بحث  

 و مورفولوژیک  خصوصیات ماکروسکپی

ابتدا صاف بود و سپس به تدریج دستجات پشمی سفید رنگ   MYGدر محیط كشت    Trichoderma spp.های  كلنی

رنگ پشت  مورد مطالعه سبز روشن، Trichoderma spp.(. رنگ كلنی 1و جدول  1در آنها ظاهر و به مرور سبز رنگ شد )شکل 

  1ر جدول  د  MYGدر محیط كشت    Trichoderma spp.ها صاف بود. تعداد و ابعاد اسپور  سفید و شکل ظاهری كلنیها  كلنی

بود.      T.  resseiو كوچکترین مربوط به      T. longibrachiatumنشان داده شده است. بزرگترین اسپور مشاهده شده مربوط به  

  T.  viride( و  610×48/5)     T. longibrachiatumلیتر محیط كشت به ترتیب در  بیشترین و كمترین تعداد اسپودر در هر میلی

 ( مشاهده شد. 12/2×610)
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 a )T.  viride ،b )T. harzianum ،c )T.  ressei  ،d  )T. longibrachiatumهای قارچی: ظروف پتری کشت  :1شکل 

 

 (C 25° در دمای   MYG)در محیط کشت    Trichoderma spp.خصوصیات  مورفولوژیکی اسپور در  :1جدول 

 

اده شده است.  دنشان    2متر در روز در جدول  بر حسب سانتی  Trichoderma spp. های  های گونهسرعت رشد ریسه 

(.  >05/0Pدار داشت )های مختلف تفاوت معنیكشت بین گونه  ساعت پس از تلقیح اسپور در محیط  72و    48سرعت رشد ریسه در  

متر در روز  سانتی  45/0با      T.  resseiمتر در روز و كمترین در  سانتی  25/1با      T. longibrachiatumدر    بیشترین رشد ریسه 

 ساعت نیز مشابه بود.   72مشاهده شد. این روند رشدی در  

شده است با رنگ  میکرومتر مربع گزارش  0/3×0/3تا  5/2×5/2در محدوده عرض و طول   T. harzianumاندازه اسپور 

كلنی سبز تیره، كه اسپورهای مشاهده شده در مطالعه حاضر در این محدوده قرار دارد، اما رنگ كلنی در مطالعه حاضر سبز  

بود كه   T. harzianumكوچک تر از    T.  viride(. در مطالعه حاضر اندازه اسپور و ریسه در  Kannangara et al., 2017روشن بود )

(. در این مطالعه بر خلاف  Kannangara et al., 2017ت بود، با این حال رنگ كلنی آن مشابه گزارشات بود )مخالف با گزارشا

 بود. T. harzianumبیتشر از  T.  virideمطالعه حاضر اندازه ریسه در 

   T.  resseiهای  رنگ كلنی  .(Devi et al., 2012زیتونی گزارش شده است )-سبز تیره    T. longibrachiatumرنگ كلنی  

(. در این مطالعه رشد ریسه در  Sekhar et al., 2017سبز متمایل به زرد و رنگ پشت كلنی زرد رنگ پریده گزارش شده است ) 

T.  viride   وT.  ressei    مشابه هم و بیشتر ازT. harzianum   .بود كه مغایر با نتایج مشاهده شده در مطالعه حاضر بود 

 شکل

 كلنی

 پشت

 كلنی
 رنگ كلنی 

در  تعداد اسپور 

 میلی لیتر )106×( 

 ابعاد اسپور 

 )میکرو متر( 
 جدایه 

  طول عرض 

روشن سبز  سفید  صاف   14/2  12/2  09/2  T.  viride 

48/5 سبز روشن  سفید  صاف   84/2  92/2  T. harzianum 

60/3 سبز روشن  سفید  صاف   08/1  78/1  T.  ressei 

19/2 سبز روشن  سفید  صاف   04/2  19/3  T. longibrachiatum 
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و ...(، مراحل رشدی،   pHها تحت تاثیر عوامل مختلفی همانند نوع محیط كشت )تركیبات،  مورفولوژیک قارچخصوصیات  

ها بسیاری از مطالعات گزارش شده ای در مورفولوژی قارچ شرایط دمایی و حتی جدایه مورد بررسی متفاوت است. تفاوت جدایه

زیرگونه( با توجه به   5یا    4،  3ها )وجود زیر گونه   T. harzianum  (. گزارش شده است كه درKannangara et al., 2017است )

 .(Grondona et al., 1997تواند خصوصیات مورفولیژیکی متفاوتی را نشان دهد )جدایه مورد بررسی می

 ( C 25° در دمای  MYG)در محیط کشت  Trichoderma spp.سرعت رشد میسیلیوم در  :2جدول 

 

 

 

 

 می باشد.  05/0اختلاف معنی دار آماری در سطح حروف متفاوت در هر ستون نشان دهنده                         

 

 فعالیت آنزیمی، فعالیت ویژه آنزیمی و مقدار پروتئین درمحیط کشت 

 ( آنزیمی  فعالیت  از  حاصل  شکل  U/mlنتایج  در  معنی  2(  تفاوت  است.  شده  داده  آنزیمی  نشان  فعالیت  بین  داری 

واحد در    T. ressei  (19/0مشاهده نشد. با وجود این كمترین مقدار فعالیت آنزیمی در    Trichoderma spp.های مختلف  گونهشبه 

 لیتر( مشاهده شد. واحد در میلی 29/0)    T. longibrachiatumلیتر( و بیشترین مقدار در میلی

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 نام جدایه 
 متر/روز(سرعت رشد شعاعی ریسه )سانتی

 ساعت  72 ساعت  48

T.  viride 70/10±0/0c 05/00±1/0d 

T. harzianum 90/00±0/0b 62/07±1/0b 

T.  ressei 45/0/05±0d 12/0/07±1c 

T. longibrachiatum 25/05±1/0a 75/00±1/0a 
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 Trichoderma spp. ( تولید شده در U/mlفعالیت آنزیمی تاناز )  :2شکل 

پروتئین )میلینتایج   از مقدار  آنزیمی در سوپرناتانت محیطگرم در میلیحاصل  های كشت در   لیتر( و فعالیت ویژه 

لیتر( در مقایسه با دیگر  گرم در میلیمیلی  33/166)  T. resseiنشان داده شده است. كمترین مقدار پروتئین تولیدی در    3جدول  

)  Trichoderma spp. های  شبه گونه  پروتئین بیشتری در      T. longibrachiatum  (. به طور عددی>05/0Pمشاهد شد  مقدار 

ها  ( بین شبه گونه >05/0Pداری )لیتر(. فعالیت ویژه آنزیمی تفاوت معنیگرم در میلیمیلی  67/237محیط كشت تولید كرد )

واحد در   86/0كمترین مقدار )   T. virideگرم پروتئین( و در  واحد در    33/1بیشترین مقدار )    T. longibrachiatumداشت و در  

 دیده شد.  T. ressei  و T. harzianumگرم پروتئین( بود. مقادیر متوسط از فعالیت آنزیمی در  

 Trichodermaهای در شبه گونه  مقدار پروتئین و فعالیت ویژه آنزیمی تاناز  :3جدول 

 Trichoderma spp. 

 T. viride T. harzianum T. ressei T. longibrachiatum 

گرم/میلی لیتر(  )میلی پروتئین  288/00±12/33a 237/67±21/67a 166/33±8/74b 233/18±15/38a 

)واحد/گرم پروتئین(   فعالیت ویژه آنزیمی  0/86±0/35b 0/97±0/17ab 1/16±0/12ab 1/33±0/20a 

 می باشد.  05/0حروف متفاوت در هر ستون نشان دهنده اختلاف معنی دار آماری در سطح           

های كشت  مورد استفاده توانایی رشد در محیط  Trichoderma spp.های  نتایج مطالعه حاضر نشان داد كه تمامی قارچ

- 87/0می مشاهده شده در آزمایش حاضر در محدوده )های آنزیحاوی اسید تانیک به عنوان تنها منبع كربن را داشتند. فعالیت

توسط   Trichoderma spp.ای در خصوص توانایی تولید آنزیم تاناز توسط  لیتر( بود. در داخل كشور مطالعهواحد در میلی  19/0

در سایر كشورها    Trichoderma spp.  های نگارندگان یافت نشد. همچنین گزارشات اندكی از مطالعه تولید آنزیم تاناز توسط گونه

( از روش Bradoo et al., 1996ای )(. در مطالعهShajitha & Nisha 2018; Iqbal & Kapoor, 2012توسط نگارندگان یافت شد )

ز  منبع كربن برای بررسی توان تولیدی تاناحاوی اسید تانیک به عنوان تنها  جامد  های كشت  غربالگری سریع با استفاده از محیط

و    .Penicillum sppدارای توانایی بالا و برخی همانند    .Aspergiluss sppهای  های قارچی استفاده كرد و نشان داد قارچدر گونه 

.Trichoderma spp    دارای توانایی متوسط در تولید تاناز هستند. در این مطالعه مقدار فعالیت آنزیمیT. harzianum    وT. viride   

بیشتر از تاناز تولیدی در آزمایش حاضر بود.      T. virideلیتر بود كه به خصوص در مورد   واحد در میلی  57/9و    79/1به ترتیب  



 1400 پاییز ، 69پیاپی  ،3، شماره 35دوره   -یكاربرد یشناسستیز  یفصلنامه علم                                                                              
 

35    

- 36/16( نشان دادند كه فعالیت آنزیم تاناز در این قارچ بین  Aguilar et al., 2007، محققین )T. harzianumدر تحقیقاتی بر  

در شرایط مختلف     T. viride( تولید آنزیم تاناز توسط  Lokeswari et al., 2010ای )مطالعهلیتر متغیر بود. در  واحد در میلی  61/8

گراد(  درجه سانتی  45مورد بررسی و نشان داده شد كه فعالیت آنزیمی تاناز تولیدی در بهترین شرایط دمایی كشت )  pHدمایی و  

لیتر  واحد در میلی  0/12بود. در این مطالعه حداقل فعالیت آنزیمی    لیترواحد در میلی  46/23و    64/22به ترتیب برابر با    pH  5/5و  

 گزارش شد. 

تواند عدم استفاده از قندها  از دلایل اصلی پایین بودن فعالیت تاناز در آزمایش حاضر در مقایسه با دیگر مطالعات می

در     Lactobacillus plantarumد تاناز توسط  ( نشان داده شد كه تولیKannan et al., 2010ای )در محیط كشت باشد. در مطالعه

های كشتی كه تنها از اسید تانیک برای تامین كربن استفاده شد در مقایسه با محیط های كشت حاوی گلوكز و گالاكتوز محیط

لیتر بود. به غیر از تركیب محیط كشت از دیگر عوامل تاثیرگذار بر فعالیت تاناز زمان  واحد در میلی  7/0بسیار كمتر و حدود  

ای تواند مقدار تاناز تولیدی را تحت تاثیر قرار دهد. در مطالعه و مقدار سوبستراست كه می  pHگرمخانه گذاری، درجه حرارت،  

(Iqbal & Kapoor, 2012 تولید تاناز در شرایط كشتی مختلف برای )  T. harzianum    مورد بررسی قرار گرفت و بهترین دما وpH  

 گزارش شد.  5/5گراد و  درجه سانتی 30به ترتیب 

 Trichoderma.های شبه گونه TFMهای كشت ای در سوپرناتانت محیطهای ترشح شده خارج ریسه پروفایل پروتئین

spp  های كشت، وزن تاناز تولیدی  نشان داده شده است. با توجه به وجود تانن به عنوان تنها منبع انرژی در محیط   3 در شکل

  . Trichoderma sppهای  كیلودالتونی( كه در تمامی شبه گونه  69و    62كیلودالتون تخمین زده شد )دو زیر واحد    131حدود  

تواند به دلیل لیز  می    T. longibrachiatumشاهده شده در محیط كشت  مورد مطالعه وجود داشت. دیگر باندهای پروتئینی م

ها در محیط كشت باشد. زیرا فرآیند لیز شدن و كدر شدن محیط كشت  شدن دیواره سلولی قارچ و در نتیجه ورود دیگر پروتئین

 های حاوی این شبه گونه در روز پایانی قابل مشاهده بود. در فلاسک

وزن در خصوص  تاناز  اطلاعاتی  توسط  مولکولی  تولیدی  وزن   Trichoderma spp.های  نشد.  یافت  نگارندگان  توسط 

كیلو دالتون است و گزارش شده است كه تاناز دارای دو یا تعداد بیشتری زیر   320تا    50ها  مولکولی تاناز در دیگر میکروارگانیسم

( است  زChávez-González et al., 2012واحد  با وزن  (. در مطالعه حاضر دو  واحد  در    69و    62یر  كیلودالتون مشاهده شد. 

دو آنزیم تاناز با دو زیر واحد با وزن مولکولی حدود      Rhodococcus spp.( گزارش شد كه باكتری  Nadaf et al., 2011ای )مطالعه

 كند. كیلو دالتون تولید می 62و   60

كیلودالتون    310تا    168دارای چند زیر واحد پپتیدی با وزن مولکولی  نیز      Aspergiluss spp.  عموماً تاناز تولیدی توسط

( گزارش كردند  et al., 1996    Hatamoto(. هاتاموتو و همکاران )Sabu et al., 2005،et al., 1996;  Hatamotoگزارش شده است )
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 ون( هستند كه با استفاده از پیوندهای كیلودالت  33و   30دارای چهار جفت از دو نوع مختلف زیر واحد ) Aspergillus oryzaeكه  

متصل شدهدی بهم  وزن  سولفیدی  كه  می  300اند  ایجاد  را  مطالعه  كنند. كیلودالتون  تاناز  ای  در  مولکولی   Aspergillusوزن 

phoenicis  93و  120كیلو دالتون با زیر واحد  218را ( كیلودالتون گزارش شدRiul et al., 2013.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 .T( و Tr) T. viride   (Tv ،)T. harzianum (Th ،)T. resseiهای  های ترشح شده در روشناور کشت پروفایل پروتئین  :3شکل 

longibrachiatum   (Tl .) 

 گیری نتیجه

را از نظر تولید آنزمی تاناز، تنها با استفاده با اسید    Trichoderma spp.مطالعه حاضر برای نخستین بار چهار شبه گونه  

نخستین بار جداسازی و    تانیک به عنوان تنها منبع تامین كننده انرژی، مورد بررسی قرار داد كه سه جدایه بومی ایران برای

های دارای تانن به بررسی نشان داد كه هر چهار شبه گونه مورد بررسی توانستند در محیط كشتشناسایی شدند. نتایج این  

  های جدید جداشده از خاک در مقایسه با جدایه قارچ  كلیه جدایه  عنوان تنها منبع كربنی رشد نموده و آنزیم تاناز تولید كنند.

T. ressei  (5142  PTCC)    دهد احتمال دستیابی به   آنزیم تاناز بالاتری داشتند كه نشان میتهیه شده توانایی تولید پروتئین و

به منظور جدایه اولین گام در غربالگری  این مطالعه  باشند وجود دارد.  تاناز  آنزیم  تولید  برای  های قارچی كه كاندید مناسبی 

های قارچی مورد بررسی نشان پروتئینی جدایههای ساپروفیت ایرانی بوده است. پروفایل  دستیابی به چنین منابع ژنتیکی در قارچ

كیلودالتون است. با توجه به این كه    69و    62كیلودالتون با دو زیر واحد به وزن تقریبی    131دادند كه وزن مولکولی تاناز تولید  
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بار در آزمایش حاضر انجام شده است و همچنین از آنجا كه برای اولین  Trichoderma spp.مطالعات اندكی بر تولید تاناز توسط 

بهینه سازی محیط تخمیر به منظور القای تولید آنزیم تاناز  بررسی شده است،     T. longibrachiatumو    T. resseiتولید تاناز در  

در ادامه مطالعات ضرورت دارد. مطالعه دقیق تر خصوصیات تاناز تولیدی و همچنین تعیین توالی نواحی كد كننده آنزیم در  

 ی نیز باید مورد توجه قرار گیرد. مطالعات آت 
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Abstract 

This study investigated tannase production by Trichoderma viride (Tv), Trichoderma harzianum (Th), 

Trichoderma longibrachiatum (Tl) and Trichoderma ressei (Tr) in the medium containing tannin as the sole carbon 

and energy source. Trichoderma colonies were flat, and then gradually showed a white unsmooth appearance and 

finally turned to green. The largest and smallest spores were belonged to Tl and Tr, respectively. The highest and 

lowest spore numbers in MYG were belonged Th (5.48 × 106) and Tv (12.26 × 106), respectively. The largest 

growth rate of mycelium was observed in Tl and the lowest in Tr (1.25 and 0.45 cm/d, respectively). The level of 

protein produced in TFM by Tr was lower (P<0.05) than the other species. The tannase production and its specific 

activity were similar across species. The enzyme-specific activity in Tl was significantly more (P<0.05) than Tv 

(1.33 and 0.68 ul/mg protein). The molecular weight of the produced tannase was 131 kDa with two subunits 

weighing approximately 62 and 69 kDa.  
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