
 و همکاران  پارسا 

 

 1405 بهار، 1 ، شماره24، دوره نوین علوم محیطی فصلنامه

71 

ISSN: 2588-6177 Advanced Environmental Sciences (Adv. Environ. Sci.) 2026, 24(1):71-86  

Bioremediation of Petroleum Compounds Through 
Optimizing of Ligninolytic Enzyme Production  

  

  Original Article 

  

Mitra Parsa,1 Elaheh Pourfakhraei,1*  Samira Saeidi Akbarzadeh,1  
Shole Mosanefi,1 Kamal Khodaei,2 Farhad Jadidi1  

Received: 2025.01.13 
Accepted: 2025.07.01 
 

   

EXTENDED ABSTRACT   
Introduction: Oil, as the most important economic resource in the country, not only generates 
income but also inevitably causes environmental pollution during the stages of extraction, 
refining, distribution, and storage. Microorganisms utilize degrading enzymes of petroleum 
compounds to break down hydrocarbons as a carbon source in environmental stress. Enzymes 
usage, due to their lack of pollution and controllability, is the best method for cleaning up 
environmental pollutants. One of the best enzymes for degrading oil compounds is ligninolytic 
enzymes produced by fungi. The aim of this study is to optimize the production of enzymes 
that degrade petroleum compounds for oil pollution cleanup. 

Material and methods: In this study, the fungal strain 2E, which was preserved in the 
microorganism bank of Academic Center for Education, Culture and Research (ACECR) of 
Shahid Beheshti University, was utilized, and its ability to produce ligninolytic enzymes was 
investigated. The experimental design was carried out with the Minitab 22.2.1 software for 
optimizing enzyme production, and the environment that had the highest protein level was 
identified using spectrophotometry and Bradford method. Enzymatic assays were performed at 
wavelengths of 420 and 595 nanometers for laccase and peroxidases, respectively, using 
suitable substrates. The concentration of protein in each of the specified environments was 
determined, and the degradation of crude oil was measured using lignin-degrading enzymes. 

Results and discussion: Fungus was identified as a producer of ligninolytic enzymes. 
Decomposition of guaiacol and the color change of the culture medium to brown indicated the 
activity of the laccase enzyme and the reaction on substrate was confirmed by formation of red 
color in the presence of manganese peroxidase and decolorization of azure in the presence of lignin 
peroxidase. Using Minitab 22.2.1 software and cultivation results in 12 culture media from the 
experimental design with the aforementioned software, the stirring and inducing factors showed 
the greatest effect. The highest protein concentration was obtained under conditions of 5 grams 
per liter of glucose, 0.02 grams per liter of ammonium sulfate, 0.1 millimolar of copper sulfate, 
4% crude oil, pH 7, temperature at 30 degrees Celsius, 15 milliliters of inoculum, and a stirring 
speed of 150 rpm. Three media with high protein concentration were tested for enzyme activity, 
and a direct relationship between protein concentration and the activity of ligninolytic enzymes 
was observed, leading to the selection of the optimal environment. The supernatant obtained from 
the fungal culture in the optimal condition was concentrated using ammonium sulfate precipitation 
and chromatography, with enzyme activity measured at 128.32 U/ml for laccase and 59.4 U/ml 
for peroxidases. The enzymatic biodegradation ability in the presence of crude oil was 
investigated, and based on the results of gas chromatography, the degradation rate of crude oil was 
calculated to be 88.3± 2.17 percent, which indicates a high degradation capability compared to 
other scientific reports regarding petroleum compounds. Ligninolytic enzymes, due to their wide 
substrate range and high structural flexibility, can react with petroleum compounds as pseudo-
substrates and can lead to biodegradation and environmental cleanup. 

Conclusion: Based on the results of this research, ligninolytic enzymes can be considered a 
powerful option for petroleum compounds biodegradation as a pseudo-substrate. From an 
economic perspective, optimizing ligninolytic enzymes production in an appropriate environment 
for practical use is important. It is hoped that the use of hydrocarbon-degrading enzymes as an 
environmentally friendly method will pave a new path for addressing oil pollution. 

Keywords: Biodegradation, Optimization, Hydrocarbon compounds, Degrading enzymes, 
Enzyme assay.  
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 هایتولید آنزیم سازی زیستی ترکیبات نفتی با بهینه  سازیپاک 

 لیگنینولایتیک 

  

        پژوهش   مقاله  
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 مبسوط  چکیده

ناپذیری در صورت اجتناب ترین منبع اقتصادی در کشور علاوه بر ایجاد درآمد، به  عنوان مهم نفت به   و هدف:   سابقه 
های محیطی ها در تنش گردد. میکروارگانیسم زیست میمراحل استخراج، پالایش، توزیع و انبارش سبب آلودگی محیط 

استفاده از  کنند. عنوان منبع کربن استفاده می ها به کننده ترکیبات نفتی برای تجزیه هیدروکربن های تجزیه از آنزیم 
زیست است. از بهترین های محیط سازی آلودگیروش پاک   ها، به دلیل عدم ایجاد آلودگی و قابلیت کنترل، بهترین آنزیم 
شوند. هدف از انجام ها تولید می های لیگنینولایتیک هستند که توسط قارچ ها برای تجزیه ترکیبات نفتی، آنزیم آنزیم 

 سازی آلودگی نفتی است.کننده ترکیبات نفتی برای پاک های تجزیه سازی تولید آنزیم این آزمایش، بهینه 

ی شهید بهشتی جهاد دانشگاه در بانک میکروارگانیسمی  که    E2ی  قارچ   در این پژوهش از سویه   ها:مواد و روش 
افزار بررسی شد. طراحی آزمایش با نرم   در آن های لیگنینولایتیک  شد استفاده گردید و توانایی تولید آنزیم نگهداری می 

1  ،2  ،22  Minitab   سازی تولید آنزیم صورت گرفت و محیطی که بیشترین میزان پروتئین را داشت، با روش برای بهینه
نانومتر به ترتیب برای لاکاز و   595و    420موج  اسپکتروفتومتری و بردفورد شناسایی شد. سنجش آنزیمی در طول 

بود پراکسیدازها، با سوبسترای مناسب انجام شد. میزان غلظت پروتئین هر یک از محیط  با مشخص شده  هایی که 
 های لیگنینولایتیک سنجش گردید.ین شد و میزان تجزیه نفت خام با آنزیم تعی 

های لیگنینولایتیک شناخته شد، تجزیه گایاکول و تغییر رنگ محیط مولد آنزیم   مورد مطالعه قارچ    نتایج و بحث: 
ای نشان از فعالیت آنزیم لاکاز و واکنش بر سوبسترا در ایجاد رنگ قرمز در حضور منگنز پراکسیداز کشت به رنگ قهوه

 12و نتایج کشت در   Minitab 22.2.1افزار بری آزور در حضور لیگنین پراکسیداز تأیید گردید. با استفاده از نرم رنگ  و 
را نشان دادند.   تأثیرو القاکننده بیشترین    هم زدنافزار مذکور فاکتور  محیط کشت حاصل از طراحی آزمایش با نرم 

 0/ 1مس    گرم در لیتر، سولفات   0/ 02گرم در لیتر، آمونیوم سولفات    5بیشترین غلظت پروتئین در شرایط گلوکز  
تلقیح و سرعت میلی   15گراد،  درجه سانتی   30، دما  =7pHنفت خام )حجمی/حجمی(،    %4مولار و  میلی  لیتر مایه 
به دست آمد. سه محیط با غلظت بالای پروتئین مورد سنجش فعالیت آنزیمی قرار گرفتند و رابطه   rpm 150 ی همزن 

های لیگنینولایتیک مشاهده گردید و محیط بهینه انتخاب شد. سوپرناتانت مستقیم بین غلظت پروتئین و فعالیت آنزیم 
دهی با سولفات آمونیوم و کروماتوگرافی تغلیظ شد و میزان های رسوب حاصل از کشت قارچ در محیط بهینه با روش 

تی محاسبه شد. توانایی تجزیه زیس   U/ml  4 /59و    U/ml  32/128  فعالیت آنزیمی به ترتیب برای لاکاز و پراکسیدازها
نتایج کروماتوگرافی گازی میزان تجزیه نفت خام   88/ 3  ±2.17  آنزیمی در حضور نفت خام بررسی شد و بر اساس 

دهد. ای بالایی را در مقابل ترکیبات نفتی نشان می های علمی دیگر توان تجزیه درصد محاسبه شد که نسبت به گزارش 
ی بالای ساختاری قابلیت واکنش با ر ی پذانعطاف های لیگنینولایتیک به دلیل گستره دامنه سوبسترایی وسیع و  آنزیم 

 زیست شوند.سازی محیط توانند سبب تجزیه زیستی و پاک عنوان شبه سوبسترا دارند و می ترکیبات نفتی را به 

نتایج این پژوهش، می   گیری: نتیجه  ای توانمند در تجزیه زیستی های لیگنینولایتیک را گزینه توان آنزیم بر اساس 
های لیگنینولایتیک در محیط سازی تولید آنزیم بر شمرد. از نظر اقتصادی، بهینه   عنوان شبه سوبستراترکیبات نفتی به  

عنوان یک روش کننده نفت به  های تجزیه مناسب برای استفاده کاربردی دارای اهمیت است. امید است استفاده از آنزیم 
 های نفتی باشد.زیست، مسیر نوینی برای رفع آلودگی دار محیط دوست 

 کننده، سنجش آنزیمی.های تجزیه سازی، ترکیبات نفتی، آنزیم تجزیه زیستی، بهینه   های کلیدی: واژه 

گروه بیوتکنولوژی صنعت و محیط،   1 
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 مقدمه

و رشد صنعت سبب افزایش آلودگی    بشر   های یت فعال   یش افزا 

نفت از  .  ( Asemoloye et al., 2020) زیست شده است  محیط 

به  که  رود  زیست به شمار می کننده محیط منابع آلوده   ترین مهم 

، همواره یافتن راهکارهای  اقتصاد کشور به آن دلیل وابستگی  

آلودگی پاک  است  سازی  اولویت  در  نفتی   ,Ahlbrandt) های 

.  د کن تأمین می   را نفت مصرفی در جهان    ی انرژ   سوم . یک ( 2002

  یلی سوخت فس عنوان  به   ی نفت   ی ها نفت و فرآورده   یع و توز   ید تول 

  یار بوده و نقش بس  ی ت یا ونقل ح و چرخه حمل  یع نیاز صنا  مورد 

به دلیل گستردگی استفاده در  در تأمین سوخت دارند و    ی مهم 

ناپذیر  زیست اجتناب های نفتی به محیط کشور، تحمیل آلودگی 

مختلف است؛ چهار   یب از هزاران ترک  ی . نفت خام مخلوط است 

  ها، نفتن   ها، گروه از ترکیبات عمده در نفت خام شامل پارافین 

  ها ها هستند. درمجموع پارافین آسفالتن   و   ها رزین   ها، آروماتیک 

  های هیدروکربن   و   هستند شده  اشباع   های هیدروکربن  ها نفتن   و 

.  ( Varjani, 2017)   هستند   راشباع ی غ   هیدروژن،   نظر   از   آروماتیک 

  یبات ترک   ی دارا   ی، آل   یبات علاوه بر ترک   ی نفت   یبات ترک   ین همچن 

ت مواد معدن   ، گوگرد   ید ازته، سولف    هستند   ین سنگ   یبات رک ی و 

 (Bai et al., 2019 )  . ی زا و سم سرطان   یبات، ترک   ین از ا   ی برخ  

توانا  و  ز   یی بوده  زنج   یستی تجمع  دارند   یی غذا   های یره در    را 

 (Davoodi, 2017 ) .   ی بند طبق طبقه  RCRA1   از مواد حاصل 

ترک   یش پالا  انواع  و  زائد    ی نفت   یبات نفت  مواد  فهرست  در 

ترین منابع  . از مهم ( Hall et al., 2001) گیرند  ی خطرناک قرار م 

  ی منابع آب   یرزمینی هستند. این ز   ی ها آب در خطر آلودگی نفتی،  

اند و حدود  کرده   یدا تجمع پ   ین زم   یر آبدار و اشباع ز   های یه در لا 

دهند  ی م   یل آب جهان را تشک   یر مترمکعب از ذخا   یلیون چهار م 

حضور  شوند.  ی محسوب م   یا آب در دن   ین ترین منابع تأم از مهم   و 

ترین  از مهم   یکی   یرزمینی ز   های در محدوده آب   ی مخازن نفت 

  بردن   ن ی ب   . از شود ی محسوب م   ها خوان آب   ی آلودگ   یدات برای تهد 

  ی آلودگ   ع بر و مشکل بوده و حذف منب آبخوان، زمان   یک   ی آلودگ 

 . ( Shahbazi & Mehrjoo, 2014) شود  ی انجام م   ی سخت به 

  زایش که اف   است   آلوده نشان داده   های محیط از    یدانی مطالعات م 

به کاهش زیست   تواند ی م   ها ینده آلا   ین ا    یکروبی، توده م منجر 

  ی مواد آل   سازی ی زنده، مهار کان   یایی باکتر   یت کاهش تراکم جمع 

آلودگ   یه و کاهش تجز  در    ی نفت   ی شود.  تعادل  عدم  به  منجر 

موضوع    ین . ا شود ی در محل نشت م   یتروژن نسبت کربن به ن 

ن  کمبود  م   آغشته   محیط در    یتروژن باعث  نفت  که    شود ی به 

و استفاده از منابع کربن را به تأخیر    ها ی رشد باکتر   جه ی درنت 

ا اندازد ی م  بر  علاوه  آل   یادی ز   ی ها غلظت   ین، .  مواد    ی از 

موجود    یژن اکس   یر خاک، ذخا   یی بالا   یه پذیر در لا تخریب زیست 

  های یه به لا   یژن در خاک را کاهش داده و سرعت انتشار اکس 

 . ( Singh Tomar & Jajoo, 2013) دهند  ی م   ش را کاه   تر یق عم 

از جمله    ی نفت   های ی حذف آلودگ   ی برا   ی مختلف   ی ها از روش 

ش  ز   یزیکی ف یمیایی،  روش  م   یستی و  روش  شود ی استفاده   .

ب   یمیایی ش  ا   ین سبب  و  محیط  شیمیایی  تعادل    یجاد رفتن 

مانند    یزیکی، ف   ی ها . در روش شود ی م   یط در مح   یه ثانو   ی آلودگ 

بوم  زنده  موجودات  است  ممکن  جمله    ی سوزاندن،  از 

سم تجزیه   های یکروب م  و  شده  نابود  نفت  نفت    یت کننده 

 ,Davoodi)  هوا شود  ی موجب آلودگ  یا   یابد  یش افزا   یمانده، باق 

  ی ها فرآورده   یه تجز   ی برا   های زیستی روش استفاده از  .  ( 2017

  یگزین جا   تواند ی م   زیست، دوستدار محیط   ی عنوان روش به   ی نفت 

  یستی ز  های استفاده از روش . ها باشد روش  ی سایر برا   ی مناسب 

-یره با شکست زنج  ی مولکول   یاس هزینه بوده و در مق کم  یار بس 

م   یدروکربنی ه   های  کاهش  کمک    ی گرانرو   یزان به  نفت 

استفاده از    یه ثانو   های ی آلودگ   یستی، مواد ز   ین کنند. همچن می 

ندار   یمیایی ش   یبات ترک  سازگاربامح ن را  و  .  هستند   ست ی ز ط ی د 

م   ی بعض  تول   ها یکروارگانیسم از  با  هستند    های یم آنز   ید قادر 

  ی عنوان منبع کربن و انرژ ها به از آن   ی نفت   ترکیبات کننده  تجزیه 

 ,Rojo)   خاک و آب شوند   ی و سبب کاهش آلودگ   استفاده کنند 

م ( 2009 انواع  باکتر   ها یکروارگانیسم .  جمله  و  قارچ   ها، ی از  ها 

توانا  دارند    ی نفت   یبات ترک   یب تخر   یی مخمرها   & Wang) را 

Shao, 2013 )   تأمین    ی ها برا در ساختار آن   وجود و از کربن م

 . ( Meng et al., 2018) کنند  کربن استفاده می 

  ی آل   یبات انواع ترک   یه تجز   ی قدرتمند برا   ی ابزار   عنوان   به   ها قارچ 

ه به  در    های یدروکربن ویژه  آروماتیک  محسوب  نفت  پلی 
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دل شوند ی م  آنز   ی، توانمند   ین ا   یل .  کننده  تجزیه   های یم حضور 

است.    های لیگنینولایتیک آنزیم   ها آن ترین  ترکیبات نفتی و مهم 

صورت  به   های لیگنینولایتیک این است که های آنزیم از ویژگی 

دارند    یعی وس   یی و دامنه سوبسترا شوند تولید می  ی خارج سلول 

 (Hess et al., 2002 )  . دارای  قارچ نوع س ها    یمی آنز   یستم دو 

  یدرولاز که ه  یدرولایتیک ه  یستم س   ابتدا :  هستند  ی خارج سلول 

  سپس است و   ساکاریدها پلی  یه و مسئول تجز   کند ی م   ید را تول 

  ی و خارج سلول   یداتیو اکس   یگنینولایتیک که سیستمی ل   یستم س 

تجز است  فرد  منحصربه  باعث  شدن    یگنین ل   یه که  باز  و 

  توان ی م   یگنینولایتیک ل   های یم . از آنز شود ی م   یل فن   ی ها حلقه 

اشاره کرد    یداز و منگنز پراکس   یداز پراکس   یگنین لاکاز، ل   یم به آنز 

در   بسیاری  نقش  سوبستراها،  شبه  بر  فعالیت  دلیل  به  که 

های نفتی با توجه به ساختار منعطف و گستره  شکست مولکول 

می  سوبسترایی  باشند  دامنه  داشته   ,.Bogan et al) توانند 

  ی پل   های یدروکربن ه   یه تجز   یمی آنز   یسم مکان   ین چند  . ( 1996

 اند: قرار گرفته   ی ها مورد بررس آنزیم نوع از    ین توسط ا   یک آرومات 

لالف پراکس  یدازپراکس  یگنین(  منگنز   یماًمستق  یدازو 

الکترون  یداسیوناکس   یک آرومات  هاییدروکربنه  یتک 

  و  یزکاتال  eV  7.55  یونیزاسیون  یلای را با پتانسچندحلقه 

ممی  یدتول  ینونک که  طر  تواندیکنند  حلقه    یقاز  ادغام 

 . (Hammel et al., 1991)شود  یزهمتابول یشترب

اکسب الکترون  یداسیون( لاکاز    ی پل   هاییدروکربنه  یتک 

که    یرنپ آلفامثلاً آنتراسن و بنزو  کند، یم  یزرا کاتال  یکآرومات

  3ABTS  یا   2HBT  یرنظ  ییهاواکنش در حضور واسطه بازده

 . (Johannes et al., 1996)یابد یم یشافزا

تا شش    یکآرومات  ی پل  هاییدروکربنه  یباتترک  ی( برخج

طر از  منگنز    ونیداسیاکسی  هاواکنش  یقحلقه  به  وابسته 

قابل  یدازپراکس سلول  درون  و  خارج  هستند در  تجزیه 

(Moen & Hammel, 1994). 

ا  قارچ   ین در  از  های  آنزیم   دکننده ی تول های  مطالعه 

می  نگهداری  پژوهشکده  این  در  که  شوند،  لیگنینولایتیک 

کننده ترکیبات نفتی  تجزیه   های یم آنز   ید . تول استفاده شده است 

بهترین سویه با بالاترین تولید آنزیم با استفاده از پارامترهای  در  

از نرم  سازی  بهینه   Minitab 22.2.1افزار  مختلف و با استفاده 

درنها  و  فعالیت،   ت ی شده  سنجش  از  استخراج    ها یم آنز   پس 

درنها ند شد  آنزیم   ت ی .  توسط  خام  نفت  شکست  های  توانایی 

های نوین  تولیدی بررسی شد. هدف از این پژوهش یافتن روش 

  خصوص به سازی زیستی ترکیبات نفتی  و کاربردی برای پاک 

برای   اکسیژن  دسترسی  محدودیت  که  است  مناطقی  در 

های زیرزمینی وجود دارد. استفاده  های هوازی مانند آب باکتری 

سازی زیستی  عنوان روشی کارا و نوین برای پاک ها به از آنزیم 

احت   توسعه درحال  و  است  جهان  یا  در  فلور  تغییر  اثرات  مال 

 برد. زیست از بین می جهش باکتریایی را در محیط 

 ها مواد و روش

 کشت جدایه قارچی

دارای مشابهت به    که  2Eدر این پژوهش از جدایه قارچی،  

  است و  .Daedaleopsis spها و جنس  دسته بازیدیومیست

شود،  ی نگهداری میجهاد دانشگاهدر بانک میکروارگانیسم  

استفاده شد. برای کشت جدایه قارچی از محیط کشت جامد  

SDA4    30روز در دمای    14به مدت    و سپساستفاده شد  

 .گراد انکوبه شدنددرجه سانتی
 

 لیگنینولایتیک  قارچ مولد آنزیم -1شکل 
Fig. 1- Ligninolytic enzyme-producing fungus 
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ی لیگنینولایتیک در قارچ هامیآنزاثبات تولید 

 مورد مطالعه 

موردمطالعه از   در گونه لاکاز    یمترشح آنز  ییتوانا  ی اثباتبرا

بد  یاکولگا به مح  یناستفاده شد.  کشت جامد    یطمنظور 

SDA  م گا  04/0  یزانبه  )حجمی/حجمی( درصد   یاکول 

و در مرکز   یهته  یاز نمونه قارچ  متریسانت  یکاضافه شد.  

  14مدت    به  و   کشت شدند  متریسانت  15با قطر    یشد  یپتر

دما در  سانتی  30  یروز  تشکدرجه  شدند.  انکوبه   یلگراد 

اطراف قارچ نشانه تجز  رنگی احلقه قهوه و    یاکولگا  یهدر 

  ییتوانا  اثبات  . برای(Umar, 2021)  است  لاکاز  یمترشح آنز

آنز نوع    یزن  یدازپراکس  یگنینل  یمترشح  آزور  استفاده   Bاز 

گرم بر  یلیم  25  یزانبه م  SDAکشت جامد    یطشد. به مح

  رنگ یبو با شرایط مشابه کشت شدند.    آزور اضافه شد  یترل

آزور و ترشح    یهکشت در اطراف قارچ نشانه تجز  یطشدن مح

ی  برا.  (Archibald, 1992)   است  یدازپراکس  یگنینل  یمآنز

از فنل رد استفاده شد.   منگنز پراکسیداز  یمآنز  ییتوانااثبات  

 0025/0  یزان، مSDAکشت جامد    یطمنظور به مح  ین بد

ش   )حجمی/حجمی(  درصد اضافه  رد  شرایط  فنل  در  و  د 

شد.   قارچ   یلتشکمشابه کشت  اطراف  در  قرمزرنگ  حلقه 

 است  یدازپراکس  منگنز  یمفنل رد و ترشح آنز  یهزتجنشانه  

(Agrawal et al., 2017) . 

 های لیگنینولایتیک سازی ترشح آنزیمبهینه

-میلی  100های لیگنینولایتیک در  سازی ترشح آنزیمبهینه 

یتر محیط کشت نهایی با در نظر گرفتن متغیرهایی مانند  ل

منبع کربن )گلوکز(، منبع نیتروژن )آمونیوم سولفات(، منبع  

مس(،   )سولفات  معدنی  ترکیبات  سفید(،  )نفت  القاکننده 

،  pHهای مختلف، میزان  مقدار مایه تلقیح )قارچ( در غلظت

. (Reddy & Kanwal, 2022)دما و دور همزن طراحی شد  

پارامترهای  غربالگربرای   شناسایی  و  طراحی    مؤثری  از 

 Minitab  22.2.1افزار آماری  پلاکت برمن استفاده شد. نرم

ها، تحلیل نتایج و تعیین اهمیت هر  برای طراحی آزمایش

هر هشت   بررسی  این  در  گرفت.  قرار  مورداستفاده  پارامتر 

مورد غربالگری قرار گرفتند. با    دو سطحپارامتر، هرکدام در  

ها بر فرآیند تجزیه آزمایش تأثیر هر یک از پارامتر   12انجام  

گرفت.   قرار  ارزیابی  مورد  قارچ  توسط  نفتی  ترکیبات 

همچنین برای افزایش دقت، هر آزمایش، سه بار تکرار شد 

های تحت  آزمایش انجام شد. همچنین نمونه   36  تیدرنهاو  

دند.  های کنترل )فقط محیط پایه( مقایسه شتیمار با نمونه

ها در جدول  افزار برای انجام آزمایشماتریس پیشنهادی نرم

 . (Zhang et al., 2013)ارائه شده است  1

 هاافزار برای انجام آزمایشماتریس پیشنهادی نرم -1جدول 

Table 1- The software suggested a matrix to carry out the tests 

 ردیف 
درصد مایه 

 تلقیح 
 دور در دقیقه

دما )درجه 

 گراد(سانتی
pH 

  غلظت مس

(mM ) 

القاکننده 

(% ) 

آمونیوم سولفات  

(g/L ) 
 ( g/Lگلوکز )

1 5 150 40 7 033 /0 1 02 /0 40 

2 15 100 40 7 033 /0 4 96 /3 40 

3 15 150 40 5 033 /0 1 96 /3 5 

4 5 150 40 5 1 /0 4 96 /3 5 

5 15 150 30 7 1 /0 4 02 /0 5 

6 15 100 30 5 1 /0 1 96 /3 40 

7 15 150 30 5 033 /0 4 02 /0 40 

8 15 100 40 7 1 /0 1 02 /0 5 

9 5 100 30 7 033 /0 4 96 /3 5 

10 5 100 30 5 033 /0 1 02 /0 5 

11 5 100 40 5 1 /0 4 02 /0 40 

12 5 150 30 7 1 /0 1 96 /3 40 
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 ها تعیین غلظت پروتئین و سنجش فعالیت آنزیم

 محاسبه غلظت پروتئین

پروتئین   مقدار  تعیین  در    دشده ی تول برای  قارچ  توسط 

جدول   طبق  مختلف  برادفورد   1شرایط  روش  بر    از  که 

کوماسی  رنگ  به  موجود  پروتئین  اتصال  است،  اساس  بلو 

بلو  گرم از رنگ کوماسی   0/ 01استفاده شد. بدین منظور،  

G-250    10درصد حل و به آن    95لیتر اتانول  میلی   5در  

درصد اضافه شد و به حجم    85لیتر اسیدفسفریک  ی ل ی م 

های مختلفی از پروتئین  لیتر رسانده شد. غلظت ی ل ی م   100

 ( گاوی  سرم  معرف  BSA5آلبومین  به  و  شده  تهیه   )

دقیقه در   5برادفورد اضافه شد. سپس مقدار جذب بعد از 

نانومتر خوانده شد. برای افزایش دقت میانگین جذب    595

آمد. منحنی   غلظت به دست  بار تکرار در هر  از سه  بعد 

غلظت  برابر  در  جذب  مقدار  رسم  با  تهیه  استاندارد  های 

گیری  ارد و اندازه شده رسم گردید. با رسم منحنی استاند 

نمو  شد  جذب  محاسبه  پروتئین  غلظت  مجهول،  نه 

 (Bradford, 1976 ) . 

 سازی ترشح آنزیم لیگنینولایتیک بررسی بهینه

 موردنظرهای  برای اطمینان از نسبت غلظت پروتئین و آنزیم 

های  در سه محیط با بیشترین میزان غلظت پروتئین، فعالیت

را   بهترین محیط  بتوان  تا  قرار گرفت  آنزیمی موردمطالعه 

بهینه  آنزیمبرای  تولید  معرفی  سازی  لیگنینولایتیک  های 

 نمود.

 بررسی فعالیت آنزیم لاکاز

مولار    0/ 2مولار در بافر سیترات  میلی   5با غلظت    ABTSاز  

  به   cm 1-M  36000=420ε- 1با ضریب خاموشی    pH=  5با  

  420ی مرئی در طول موج  سنج ف ی ط عنوان شناساگر برای  

در   قارچ  مایع  کشت  از  حاصل  سوپرناتانت  و  نانومتر 

آنزیم  حاوی  که  استفاده  محیطی  بود  سلولی  خارج  های 

عملکرد   حذف  و  لاکاز  عملکرد  مطالعه  برای  شد. 

آب  حذف  برای  کاتالاز  آنزیم  از  اکسیژنه  پراکسیدازها 

به  به  ابتدا  در  شد.  استفاده  پراکسیدازها  کوفاکتور  عنوان 

گراد  درجه سانتی   30دقیقه انکوباسیون در دمای    3مدت  

اسپکتروفتومتر   دستگاه  توسط  سپس  و  گرفت  صورت 

مقدار جذب    WPAی  از کمپان   2000مرئی مدل    - فرابنفش 

به دست آمد. ایجاد رنگ سبز به همراه افزایش ارتفاع پیک  

میزان عملکرد آنزیم را نشان داد    موردنظر در طول موج  

 (Forootanfar et al., 2016 ) . 

 ی پراکسیدازهامیآنزبررسی فعالیت 

مولار بافر  میلی   50لیتر از مخلوط واکنش حاوی  میلی   1

 ( منگنز،  میلی   pH  ،)2= 4/ 5مالونات سدیم  مولار سولفات 

و  میلی   0/ 2 شده  تهیه  هیدروژن  پراکسید    100مولار 

  10میکرولیتر عصاره سلولی اضافه شد. مخلوط به مدت  

گراد انکوبه شد. واکنش  درجه سانتی   30دقیقه در دمای  

بلافاصله   جذب  و  شد  آغاز  هیدروژن  پراکسید  افزودن  با 

موج   طول  در  هیدروژن  پراکسید  افزودن  از    595پس 

 Kudo et) گیری شد  ی اندازه ا قه ی دق ک نانومتر در فواصل ی 

al., 2017 ) . 

های لاکاز و پراکسیداز در  بررسی توانایی آنزیم

 شکست ترکیبات نفتی

آنزیم تولید  برای  شرایط  بهترین  تعیین  از  های  پس 

مقیاس   در  قارچ  مناسب، کشت  در محیط  لیگنینولایتیک 

انجام شد و آنزیم  بیشتر  با  سوپرناتانت حاوی  تولیدی  های 

روش از  رسوب استفاده  و  های  آمونیوم  سولفات  دهی 

شد   تغلیظ  توانایی  (Illuri et al., 2021)کروماتوگرافی   .

نفتی مورد  آنزیم ترکیبات  لیگنینولایتیک در شکست  های 

بهترین  که  محیطی  از  منظور،  بدین  گرفت.  قرار  بررسی 

عنوان محیط بهینه استفاده  فعالیت آنزیمی را نشان داد، به

 شد. 

استخراج ترکیبات نفتی با استفاده از حلال  

 کلروفرم 

سازی زیستی  ها در معرض نفت خام برای بررسی پاکآنزیم

گذشت   از  پس  گرفتند.  نفتی    72قرار  ترکیبات  ساعت 

  باقیمانده با استفاده از حلال کلروفرم استخراج شدند. نمونه

-آنزیم  جزبهکنترل حاوی نفت خام و تمام محتویات واکنش  

متغیرها   سایر  اثر  از  بتوان  تا  بودند  لیگنینولایتیک  های 
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 کرد. نظرصرف

تعیین باقیمانده ترکیبات نفتی از طریق روش  

 کروماتوگرافی

کمپانی   گازی  کروماتوگرافی  دستگاه  از  پژوهش  این  در 

 باتوجهاستفاده شد.    Rtx-5MSستون  با    15Aشیمادزو مدل  

برنامهقابلیت  به از  استفاده،  مورد  ستون  دمایی  های  های 

دمای استفاده شد.  شناساگر   مختلف  و  درجه    300تزریق 

از  سانتی ستون  دمای  شد.  داده  قرار  درجه   50گراد 

درجه   280بر دقیقه به    درجه  10گراد شروع و با رمپ  سانتی

دقیقه در آن دما نگه داشته   5گراد رسید و به مدت  سانتی

 . (Pourfakhraei et al., 2018)شد 

 نتایج و بحث 

های لیگنینولایتیک در نتایج اثبات تولید آنزیم

 قارچ هدف 

های لیگنینولایتیک، تغییر رنگ یمآنز در آزمایش اثبات تولید  

محیط کشت به دلیل فعالیت آنزیم لاکاز، منگنز پراکسیداز و 

پراکسیداز مشاهده گردید که در شکل   3و    2های  لیگنین 

قابل مشاهده است. تجزیه گایاکول و تغییر رنگ محیط کشت 

(. 2ی نشان از فعالیت آنزیم لاکاز دارد )شکل  ا قهوه به رنگ  

ایجاد  در  سوبسترا  بر  واکنش  هم  پراکسیدازها  در خصوص 

و  پراکسیداز  منگنز  حضور  در  قرمز  در رنگ   رنگ  آزور  بری 

 (.3حضور لیگنین پراکسیداز قابل مشاهده است )شکل  
 

 تغییر رنگ محیط به دلیل فعالیت آنزیم لاکاز  -2شکل 

Fig. 2- colour change of culture medium due to laccase enzyme activity 

 

رنگ آزور به  هی( تجزتغییر رنگ محیط به دلیل فعالیت پراکسیدازی الف( ایجاد رنگ قرمز در فعالیت منگنز پرکسیدازی ب -3شکل 

 دلیل فعالیت لیگنین پراکسیدازی 

Fig. 3- colour change of culture medium due toto peroxidase activity. a) Red color creation due to manganese peroxidase activity b) 

Decomposition of azure color due to lignin peroxidase activity 
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های سازی تولید آنزیمنتایج بهینه

 لیگنینولایتیک

 سازی تولید آنزیمبهینه

منبع   )گلوکز(،  کربن  منبع  جمله  از  فاکتور  چندین 

نیتروژن )آمونیوم سولفات(، منبع القاکننده )نفت سفید(  

و ترکیبات معدنی )سولفات مس( و مقدار مایه تلقیح در  

سازی تولید آنزیم استفاده  های مختلف برای بهینه غلظت 

فاکتورهای   بیشترین  پژوهش  این  در  قارچ   مؤثر شد.    در 

،  القاکننده همزن،    دور به استفاده، فاکتورهای مربوط    مورد 

بودند    pH(، منبع نیتروژن و  Mمقدار مایه تلقیح قارچ ) 

 (. 4)شکل  

بامدل    دهدیم   نشان  یآمار  تحلیل استفاده  سطح    مورد 

  هایداده  با  خوبی  بسیار  تطابق  درصد،  95  یناناطم

 . دارد آزمایشگاهی 

توان مشاهده کرد  ارائه شده، می ANOVAبر اساس جدول 

، مقدار مایه تلقیح  القاکنندههمزن،    دورکه اثرات متغیرهای  

و   نیتروژن  منبع  معنادار    pH)قارچ(،  صورت  به  پاسخ  بر 

  05/0  از  کمتر  هاآنهمگی    P- valueارزیابی شده است و  

دار  های معنابرای متغیر  F-value(. مقادیر  2باشد )جدول  می

-ها بر نتایج می دهنده تأثیر آنبزرگ است که نشان  نسبتاً

بسیار کوچک  آزمایش  این  در  مقدار خطا  همچنین  باشد. 

می  است نشان  نتایج  که  و    نانیاطمقابل  آمدهدستبهدهد 

 باشد. معتبر می

رسیده نتیجه  این  به  منبع محققان  که  نقش    تروژن ین   اند 

 هیثانو   ی ها   ت ی متابول   د ی و تول  توده ست ی در سنتز ز   ی ات ی ح 

افزا  ن  ش ی دارند.  افزا   تروژن ی سطح  و  زیست   ش ی باعث  توده 

. در ( Kumar et al., 2016) شود  ی م   م ی آنز   ت ی فعال   جه یدرنت 

که   شد  مشخص  دیگری  ب مطالعه  و    ن ی برهمکنش  دما 

ن   نیز   و   قارچی   عصاره   یداری اثرات معن   ز ی دما و هم زدن 

را   ی هم زدن نقش مهم .  ( Niladevi et al., 2009)   داشت 

 ژنیاکس و    تنها انتقال جرم دارد. نه   ی آنزیمی ندها ی در فرآ 

ب  م   ی فازها   ن ی را  بهبود  اختلاط ی مختلف  با  بلکه  بخشد، 

شرا  ف   یی ا ی م یش   ط یمداوم،  مح   ی کی ز ی و  در  را    طیهمگن 

می  که   ی حاک   ج ی نتا .  کند حفظ  است  آن  محدوده    از  در 

بودن  نه ی به   یی دما  بالا  علت  به  و    ی ازها ی ن ،  جرم  انتقال 

زدن،  ژن یاکس  هم  افزایش  با  افزا   و  و  می   ش ی رشد  یابد 

  .( Zhou et al., 2018) شود درنتیجه تولید آنزیم بیشتر می 

و اختلاط بهتر را فراهم   ی هواده  شرایط نرخ بالاتر هم زدن  

دهد.  ی م   ش ی را افزا   م ی آنز   د ی رشد و تول  جه ی کند و درنت می 

 گری د   ی ها لاکاز از گونه   د یبالاتر بر تول  ی گ د تأثیر نرخ همز 

 ,.Arias et al)  قبلاً گزارش شده است  ز ی ن  سس ی استرپتوما 

2003 ). 

کنترل   شد  مشاهده  پژوهشی  آنزیم    ی برا   pHدر  تولید 

تأثیرگذار  ط   لاکاز  در  کنترل    ی رها ی تخم   ی است.  بدون 

pH    غلظت گلوکز با  ل   9و  مشاهده شد که    تر، ی گرم در 

pH   با کاهش گلوکز  که هم   افت ی سرعت کاهش  به زمان 

پس   بود  افزا   pHازآن  و  نشان    مقالات .  افت ی   ش ی دوباره 

اس ن ده ی م  که  اگزالات،    ی آل   ی دها ی د  مالات،  مانند 

گل  و  ط   وکسالات ی فومارات    T. versicolor  ر ی تخم   ی در 

 Tavares et)   هستند   pHمسئول افت    شوند که تولید می 

al., 2006 ) .   ر ی مقاد  pH   برا   ط ی مح   ن یی پا   د ی تول   ی کشت 

توسط   ن قارچ  لاکاز  توض ست ی مطلوب  دو    ن ی ا   ی برا   ح ی . 

  ن یی پا   pH  ر ی سنتز لاکاز در مقاد   سم ی وجود دارد: متابول 

می  ساختار    ی ساختار   رات یی تغ   ا ی   شود سرکوب  در 

  ابد ی ی م   ش ی افزا   ن یی پا   pH  ر ی توسط مقاد   م ی آنز   ی بعد سه 

بر   م   فعال   جایگاه که  واکنش   گذارد ی تأثیر  اجازه    ی ها و 

نم   ی ست ی وکاتال ی ب   ,.Tavares, Coelho et al)   دهد ی را 

ا   4CuSOلاکاز در حضور    یت فعال   یش افزا  . ( 2006   ین به 

لاکاز در    ی القاکننده قو   یک عنوان  است که مس به   یل دل 

کند. لاکازها به گروه  عمل می   ید سف   یدگی های پوس قارچ 

آب   یدازهای اکس    ی اعضا   ین تر تعلق دارند و فراوان   ی مس 

پروتئ  مس   های ین خانواده   & Gomaa) هستند    ی چند 

Momtaz, 2015 ) .   نتایج این    شده انجام بر اساس مطالعات

پژوهش  با  موردمطالعه  قارچ  بر  مشابه  پژوهش  های 

همخوانی دارد و اهمیت فاکتورهای مذکور در بسیاری از  

القاکننده  است.  شده  ذکر  به مقالات  همواره  عنوان  ها 
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-ها مدنظر قرار گرفته عاملی مهم در افزایش تولید آنزیم 

زدن   اثر هم  اهمیت  قارچ موردمطالعه،  اند، در خصوص 

تواند بر توانمندی  های لیگنینولایتیک می در تولید آنزیم 

عنوان عاملی مهم  ها بیفزاید و به صنعتی تولید این آنزیم 

 مدنظر قرار گیرد. 

 محاسبه غلظت پروتئین و رسم منحنی استاندارد 

برای محاسبه غلظت پروتئین از روش برادفورد استفاده شد  

پروتئین غلظت  میانگین  های  آزمایش  بهباتوجه ها  و 

محاسبه شد که نتایج    Minitab 22.2.1افزار  پیشنهادی نرم

 ( ارائه شده است.6و   5) هایدر شکل
 

 2Eتأثیر قاکتورهای مختلف بر میزان تولید پروتئین قارچ  -4شکل 

Fig. 4- Effect of various factors on production rate of fungus protein 2E 

 ANOVAآمده از طریق دستنتایج به -2جدول  
Table 2- Results obtained through ANOVA 

source Sum of squares df Mean square F- value p-value 

292034/0 دور همزن   1 292034/0  2/811  24/1 E 07 -  

240608/0 القاکننده  1 240608/0  352/668  21/2 E 07 -  

72801/0 مایه تلقیح   1 72801/0  480 91/5 E 07 -  

39969/0 آمونیوم  1 139969/0  8/388  10/1 E 06-  

pH 136876/0  1 136876/0  208/380  18/1 E 06-  

015552/0 دما  1 015552/0  2/43  00059/0  

001728/0 ماده معدنی  1 001728/0  8/4  07099/0  

000432/0 گلوکز   1 000432/0  2/1  31533/0  

00216/0 خطا   6 00036/0  - - 
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 نمودار منحنی استاندارد  -5شکل 
Fig. 5- Standard curve diagram 

 

 Minitab 22.2.1افزار توسط نرم شدهیمیزان غلظت پروتئین در قارچ منتخب در محیط کشت پایه برنامه طراح -6شکل 

Fig. 6- Protein concentration in selected fungus in basic culture medium method designed by Minitab 22.2.1 software. 

  5شماره    طیمح  شود،یمشاهده م  6طور که در شکل  همان

و    4،  5  طیرا نشان داد و سه مح  نیغلظت پروتئ  نیبالاتر

بالاتر  12 پروتئ  نیبا  بررسنیغلظت  مورد    تیفعال  یها 

م  یمیآنز گرفتند.  پروتئ  زانیقرار  از   کیهر    نیغلظت 

نرم  ییهاطیمح با  مشخص شده  Minitab 22.2.1افزار  که 

تع بییبود  که  شد  پروتئ  نیشترین  در    2Eقارچ    نیغلظت 

 0/ 02سولفات    ومیآمون  تر،یگرم در ل  5شامل گلوکز    5  طیمح

،  سفیدنفت    %4و    مولاریل یم  1/0، سولفات مس  تریگرم در ل

y = 0/0089x + 0/0928

R² = 0/9967
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7=pH  حیتلق  مایه  تریلیلیم  15  ، گراددرجه سانتی  30، دما  

ای که  به دست آمد. در مطالعه  rpm 150  یو سرعت همزن

سا با  ا  2012  لدر  که  دادند  نشان  محققان  شد،  نجام 

و   یمرکب مرکز  یبا استفاده از طراح  ریمتغ  8  یسازنه یبه

مح در  برمن  حداقل    طیپلاکت   .Aspergillus spکشت 

HB_RZ4  د  کر  دیرا تول  یمقدار لاکاز خارج سلول  نیشتریب

(Manimozhi & Kaviyarasan, 2012.)   ها نشان دادند  آن

دما سانتی  34  ی که  ل  1/2  ،گراددرجه  در  گلوکز    تریگرم 

( تروژنیعصاره مخمر )منبع ن  تریگرم در ل  5/2)منبع کربن(،  

  pH=  6سولفات مس )القاکننده(،    تریگرم در ل  0025/0و  

د  بودند که حداکثر لاکاز را به دست آوردن   یانهیبه  ریمقاد

(Bhamare et al., 2018 .) 

 های لیگنینولایتیک بررسی فعالیت آنزیم

در    مورد مطالعه های  جهت اطمینان از تولید بیشتر آنزیم 

از  پروتئین بیشتر، میزان فعالیت هر یک  با مقدار  محیط 

لیگنینولایتیکی در نمونه آنزیم  بالای  های  هایی که میزان 

( را داشتند مورد  12و    4،  5های  غلظت پروتئین )محیط 

حاوی  سوپرناتانت  از  بررسی  برای  گرفت.  قرار  بررسی 

بیشتر آنزیم  فعالیت  شد.  استفاده  لیگنینولایتیک  های 

های لیگنینولایتیک در محیط با مقدار بالاتر غلظت  آنزیم 

از محیط   استفاده  تأیید    5پروتئین  بررسی  ادامه  برای  را 

برای تعیین میزان فعالیت آنزیم لاکاز، تغییرات جذب  کرد. 

نانومتر ثبت شد و مقدار   420  موج طول در طی زمان در  

بود،    مول   کرو ی م  شده  تبدیل  محصول  به  که  سوبسترایی 

محیط  محا  در  لاکاز  آنزیم  فعالیت  مقدار  و  که    5سبه 

داشت   12و    4بالاترین میزان فعالیت را نسبت به محیط  

به دست آمد. همچنین میزان   U/ml  32 /128  (، 7)شکل  

نسبت به   5در محیط    فعالیت آنزیم پراکسیداز نیز محاسبه 

محیط  موج  سایر  طول  در  و  بود  بالاتر  مذکور   595های 

آن،   مقدار  نشان   U/ml  4/59نانومتر  نتایج  شد.  محاسبه 

آنزیم می  تولید  با  پروتئین  تولید  میزان  های  دهد 

 لیگنینولایتیک رابطه مستقیم دارد. 

های لیگنینولایتیک  نتایج بررسی توانایی آنزیم

 در شکست ترکیبات نفتی

نتایج آنالیز کروماتوگرام در مورد ترکیبات نفت خام نشان  

توانایی شکست ترکیبات   5ها در محیط بافری داد که آنزیم

نفتی را داشته و موجب تجزیه ترکیبات نفتی موجود در نفت 

 (. 8شکل اند )خام شده
 

 های کشت مختلف نمودار فعالیت آنزیم لاکاز در محیط  – 7شکل 
Fig. 7- Enzyme activity diagram in different culture media 
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 الف

 

 ب

 
 های لیگنینولایتیک الف( نمونه شاهد ب( نمونه همراه با آنزیم -5کروماتوگرام باقیمانده ترکیبات نفت خام در محیط بافری  -8شکل 

Fig. 8- Chromatogram of residual crude oil compounds in buffer medium 5 - a) Control sample b) Sample with ligninolytic enzymes 

پاک آنزیممیزان  عملکرد  در  مناسبی  های  سازی 

بافری   محیط  در  نسبی  خلوص  با  برای    5لیگنینولایتیک 

تجزیه ترکیبات نفتی موجود در نفت خام مشاهده شد. بر  

اساس سطح زیر نمودار در کروماتوگرام کروماتوگرافی گازی،  

 ±2.17  زانیم،  5تجزیه آنزیمی نفت خام در محیط بافری  

 درصد محاسبه شد.  3/88

مطالعه سال  در  در  که  با    2018ای  محققان  شد،  انجام 

از   درصد   Fusarium neocosmosporiellum  58استفاده 

تجز  طیرا در مح  هادروکربنیه بر    ردند.ک  هیحداقل  علاوه 

باقتجزیه   ن،یا طیف  ماندهیوتحلیل  با  خام  سنجی نفت 

  ه یقادر به تجز هیسو نینشان داد که ا هیفور لیفروسرخ تبد

  سم یمکان  یبررس  ی. براستا  کیفاتیآل  بات یدرصد از ترک  50

و    دازیاکس  یهامیآنز  ب،یتخر گرفتند  قرار  سنجش  مورد 

لاکاز  تواند  می  F. neocosmosporiellumمشخص شد که  
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کند   مطالعه  هم .(Azin et al., 2018)تولید  در  چنین 

  ی هانفت همراه با قارچ  کنندههیتجز  ی هایباکتردیگری، از  

خاک  یبرا  د یسف  یدگیپوس نفت    یهااصلاح  به  آلوده 

دارا  شد  فادهاست تخر  یکه  درصد    57.72  ±5.55  بینرخ 

از   ا  تیمارروز    30پس  در    یهایباکتر  ستم،یس  نی بود. 

  یبرا  دیسف  یدگیپوس  یها نفت همراه با قارچ  کنندهه یتجز

خاک است  ی هااصلاح  نفت  به  قارچ  فادهآلوده    یهاشدند. 

جا  دیسف  یدگیپوس سوسپانس  یاسپر  یبه   ون یکردن 

ماده    کیابتدا    (SSF)حالت جامد    ریتخم  قیاز طر  ،یقارچ

م   لیتشک  یاصلاح که  مداوم    توانستیدادند  طور  به 

 Liu et) ترشح کند  ژهیو کیرا تحت تحر یدیکل  یهامیآنز

al., 2017) تجزیه نتایج  به  توجه  با  بالای  .  بسیار  کنندگی 

باکتری و  قارچ  ترکیب  از  استفاده  موردمطالعه  های  قارچ 

میتجزیه  کنسرسیوم  صورت  به  نفت  سبب  کننده  تواند 

 افزایش عملکرد تجزیه زیستی شود.

 گیری نتیجه

بهینه مطالعه،  این  آنزیمهدف  تولید  های  سازی 

ترکیبات   زیستی  تجزیه  در  استفاده  برای  لیگنینولایتیک 

های لاکاز،  نفتی بوده است. در این راستا اثبات تولید آنزیم 

از   و پس  انجام شد  پراکسیداز  لیگنین  پراکسیداز و  منگنز 

سازی با متغیرهای مختلف انجام شد.  طراحی آزمایش بهینه

را  پروتئین  تولید  در  اثر  بیشترین  القاکننده  و  همزن  دور 

گرم در لیتر، آمونیوم سولفات    5داشتند. محیط شامل گلوکز  

نفت   % 4مولار و میلی 1/0گرم در لیتر، سولفات مس   02/0

)حجمی/حجمی(،   دما  pH=7خام  سانتی  30،  گراد،  درجه 

سرعت  میلی  15 و  تلقیح  مایه  ، rpm  150  یهمزنلیتر 

های لیگنینولایتیک ان بهترین محیط در تولید آنزیمعنوبه

با سنجش فعالیت آنزیمی با روش اسپکتروفتومتری تعیین  

لاکاز   برای  ترتیب  به  آنزیمی  فعالیت  میزان  و    U/mlشد. 

از   U/ml  4/59  و   32/128  پراکسیدازها محاسبه شد. پس 

جهت   و  تغلیظ  سوپرناتانت  بهینه  محیط  در  قارچ  کشت 

نتایج   اساس  بر  شد.  استفاده  نفتی  ترکیبات  تجزیه 

نفت خام  تجزیه  میزان    3/88  ±2.17  کروماتوگرافی گازی 

آنزیم از  استفاده  است  امید  شد.  محاسبه  های  درصد 

بهتجزیه  نفت  محیطکننده  دوستدار  روشی  زیست عنوان 

 های نفتی باشد. مسیر نوینی برای رفع آلودگی

 سپاسگزاری 

به دلیل   از سازمان جهاد دانشگاهی  این مقاله  نویسندگان 

حمایت مالی از این پژوهش کمال سپاس را دارند و همواره  

قدردان همکاران محترم در پژوهشکده علوم پایه کاربردی  

جهاد دانشگاهی شهید بهشتی که در پیشبرد این پژوهش 

 همراهی کردند، هستند. 

 هانوشت یپ
1 Resource Conservation and Recovery Act 
2 Hydroxyphenyl benzothiazole 
3 (2, 2′-Azinobis (3-Ethylbenzthiazoline-6-Sulfonate)) is a 

chemical compound used to observa the reaction kinetics 

of specific enzymes. 
4 Sabouraud Dextrose Agar 
5 Bovin Serum Albumin 
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