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و همکاران  احسان حسنوند

از مناطق آلوده اطراف   ها کیکروپلاستیکننده م هیتجز های یباکتر ییو شناسا یجداساز
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   چکیده
تولید انبوه، استفاده مداوم و دفع نادرست محصولات پلاستیکی منجر به آلودگی زیست محیطی قابل    زمينه و هدف:

میکروپلاستیک تجزیه  تری به نام  تر به تدریج به ذرات کوچک توجهی شده است. این پلیمرهای پلاستیکی بزرگ
باکتری  شوند.می به منظور جداسازی و شناسایی  بومیاین پژوهش  تجزیه  های  در میکروپلاستیک  کننده  مفید  ها 

 . صورت گرفت آباداستان لرستان در شهرستان خرم صنایع پتروشیمی
ی، لجن و آب آلوده این منطقه  میاطراف پتروشف  اهانیگ زوسففریر در این تحقیق نمونه برداری از مواد و روش ها:

کشففت    و  نوترینت آگار، نوترینت براث  های  انجام شففد و پا از انتقاب به آزمایشففگاه روی محیط کشففت
یابی بخشفی توالی  و  بیوشفیمیایی-فنوتیپی  خصفوصفیات  های باکتریایی براسفا گردیدند. بعد از خالص سفازی، جدایه

، ، های، گونهژن    از ناحیه
های باکتریایی از نظر  چنین جدایههم  گردیدند  شفناسفایی و   

فاکتورهای تشفکیل ساختارهای بیوفیلم باکتریایی، تولید سیدرفور، تولید پروتااز، حرکت سوارمین،، توانایی انحلاب 
 فسفات و تولید ایندوب استیک اسید و غیره مورد بررسی قرار گرفتند.

داد    یافته ها: نشان  به دست آمده  بیوفیلم،    باکتری  نتایج  بیشترین میزان تشکیل 
چنین بیشترین توانایی حرکت سوارمین،، تولید سیدروفور، پروتااز و تحمل نسبت به نفت را از خود نشان داد. هم 

 بود. در انحلاب فسفات و تولید ایندوب استیک اسید متعلق به گونه 
روشفی کارآمد، اقتصفادی و پایدار    پالاییسفازی، زیسفت های مختلف پاکاز بین روشبر اسفا  نتایج   نتيجه گيري:

. در های آلوده ایفا کندخاک  اصفلا ترین عوارض جانبی بیشفترین راندمان را در تواند با کماین روش میو    باشفدمی
بففاکتری بففار  نخسفففتین  برای  تحفقفیق  کننففده      این  تجزیففه  عنوان  بففه 

 میکروپلاستیک معرفی گردید.
و  های میکروارگانیسم، میکروپلاستیک، زیست پالایی، بر همکنش واژه هاي کليدي:

25/11/1404: رشیپذ  خیتار  25/09/1404:  افتیدر   خیتار

 مسئول:   سندهینو*پست الکترونیکی 

 نحوه استناد به این مقاله: 
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و همکاران  نوشین بیرجندي

496    ♦    1404، زمستان  4، شماره    13مجله مهندسی بهداشت محیط، دوره  

 مقدمه 
با پیشرفت سریع تکنولوژی در قرن گذشته، انسان دریافت  
و   استفاده  صورت  در  آن،  فراوان  مزایای  به  توجه  با  که 
مدیریت نادرست، منابع طبیعی و محیط زیست در معرض  

خاک یکی از منابع مهم و ارزشمند گیرند.  آلودگی قرار می
شود اما  طبیعی محسوب می  پالایندهموجود در طبیعت و  

هاست که مواد نفتی و مشتقات آن در اثر استخراج،  مدت
موجب   نادرست  استفاده  یا  سازی  ذخیره  نقل،  و  حمل 

شده خاک  خاکی برنامه.  اند  آلودگی  داشتن  برای    ریزی 
آلودگی محیط زیست در  .  1  بقای انسان است   لازمهسالم،  

چالش از  یکی  به  امروزی  جوامع  از  و  بسیاری  مهم  های 
آلودگی بین  این  در  تبدیل شده است و  کننده  های  نگران 

ساب گذشته   60  ازهای محیطی  یندهلانفتی یکی از آصنایع  
مشتقات نفتی متنوع    استخراج بلند مدت و تولید.  2  باشندمی

-های اطراف مکانها در خاک باعث گسترش این آلودگی
بزرگترین نگرانی  .  ش نفت شده است لایهای استخراج و پا
آ این  مورد    زایی، جهش   ها، خصوصیات سمیتندهلایدر 
-  محیط اصلانیاز به  .  3  باشدها میزایی آن  زایی و سرطان

های گوناگونی برای رفع  وریا ای آلوده، سبب توسعه فنه
از خاک شده یآلودگ    فیزیکی،   دمتعد  های. روشاست   ها 

-خاک   اصلا   برای  2گیاه پالایی  و  1شیمیایی، زیست پالایی
  عوارض  و  بالا هزینه به توجه  با  اما دارد، وجود آلوده های
  های روش  از   استفاده  شیمیایی،  -فیزیکی  هایروش  جانبی
  یک  زیستی  . تجزیه4گرفته است    قرار   اولویت  در  زیستی

  زیست،   محیط  با  سازگار  و  صرفه  به  مقرون  نسبتا  تکنولوژی
-می  آلوده  هایخاک   در  نفت   هایهیدروکربن  حذف  برای
 به  بسته  نفتی  هایهیدروکربن  مختلف  اجزای.5باشد  
از   حالت   و  شیمیایی  ساختار مختلفی  درجات  فیزیکی 

می نشان  را  تخریب    دهه   چند  طوب  در.  4دهند  زیست 
  موضوع   عنوان یکبه    آلوده  هایخاک   زیستیتجزیه  گذشته،
  بسیاری   و  مطر  بوده  محیطی  زیست   هایپژوهش   در  مهم
این   آلودگی  کاهش  برای  زیستی،تجزیه    راهکارهای  از

  فعالیت  روش در برگیرنده  این.  است  یافته  بهبود  هاخاک 
ترکیبات با درجه    به  های سمیآلاینده  تبدیل  برای  میکروبی،

 مانند  ریز جانداران  فرآیند،  . در این6باشد  تر میسمیت کم
راآلاینده   آنزیمی،  هایسیستم  طریق  از  هاباکتری  به  ها 

تعداد .  7کنند  می  تبدیل  ترمحصولاتی با درجات سمیت کم
ها دارای توانایی تجزیه زیستی  ها و قارچزیادی از باکتری

هستند  هایآلاینده طور    هامیکروارگانیسم  این    .نفتی  به 
اکوسیستم  گسترده  در  پراکنده می ای  آبی و خاکی  -های 
اند که    ولی با این وجود، دانشمندان گزارش کرده  .باشند

به   هایمیکروارگانیسم   آلوده  مناطق  بومی  و  سازگار 
زیستی   تجزیه  در  نفتی،  محیط    هایآلایندهترکیبات  نفتی 
باشند.  می  هامیکروارگانیسم  زیست بسیار موثرتر از سایر  

مانند  عواملی  به  آلوده  مناطق  در  زیستی  تجزیه  سرعت 
نوع   و  میزان  آلوده،  منطقه  در  موجود  میکروبی  جمعیت 

زمین و  شیمیایی  شرایط  منطقه  آلودگی،  آلوده    شناسی 
تواند های نفتی در خاک میوجود هیدروکربن.  بستگی دارد

انسان برای  بروز سمیت  زنده  سبب  و سایر موجودات  ها 
لودگی منابع آب را به دنباب دارند، بنابراین باید به  شوند و آ

میزان آسیب محیط  . 8 نحوی از محیط زیست حذف شوند
هیدروکربن نشت  از  ناشی  به  طبیعی  بستگی  نفتی،  های 

سطح آلودگی ایجاد شده توسط مواد نفتی، ترکیب شیمیایی  
های حاصل از ترکیبات  دارد. آلودگی  آلایندهو عمق نشت  

تدریج در طبیعت ه  توانند بنفتی در صورتی که کم باشند می
شدن و اکسیداسیون نوری    تحت تاثیر عواملی مانند تبخیر

میکروارگانیسم  به ترکیبات دیگری تبدیل شده و یا توسط  
موجود در محیط مصرف شده و حذف گردند اما در    های
آلودگی،هایی  محیط زیاد  وسعت  به   با  شده  وارد  آسیب 
زیست  .  9  شودطرف نمی  خودی بره  ب  طور خوده  محیط ب
فن  پالایی از یک  آن  در  که  است  آلودگی  حذف  آوری 
مواد  سیستم شکل  تغییر  یا  تخریب  برای  زیستی  های 

 شود. شیمیایی زیان بار استفاده می 
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لرستان( یمی: پتروشی)مطالعه مورد یمیها از مناطق آلوده اطراف پتروش  ک ی کروپلاستیکننده م  هیتجز  های¬یباکتر  ییو شناسا یجداساز

   1404  زمستان،  4، شماره    13مجله مهندسی بهداشت محیط، دوره     ♦    497

های حذف آلودگی نفتی  این تکنیک نسبت به سایر روش
توان به مواردی از جمله تبدیل  برتری دارد، که میچندین  

محصو  به  سمی  پایین، لامواد  هزینه  خطر،  بی  نهایی  ت 
انسان و محیط زیست،    سلامتکاهش اثرات جانبی روی  

و    طولانیتأثیر   به   بالاخرهمدت  آلودگی  حذف  توانایی 
ایجاد   بدون  و  درجا  اشاره    اختلابصورت  اکوسیستم  در 

جمعیت .  10  نمود شمار  و  آشیان  میکروبی  تنوع  ای  هدر 
ها از این میان بیشتر  بوده و سهم باکتری  راکولوژیک متغی
توانند با گیاه اثرات متقابل خنثی، مفید یا مضر  است و می
ها در ریزوسفر که شمار باکتریبه صورتی .  11  داشته باشند
ی فرسریزو   برابر بیشتر از خاک غیر  1000تا    100گیاهان،  

تا    5حدود  )آزاد شدن مواد فتوسنتزی گیاه  است.    اهانیگ 
محی  (30% در  مختلف  قندهای  شکل  ریشه    فراطا  طبه 

بالا میکروبی  جمعیت  برای حضور  این    عاملی  ناحیه  در 
محرک رشد های  باکتریدرصد ریزو    5تا    2  حدودباشد.  می
ها،  این میکروارگانیسم  12شوند  شناحته می   1گیاه  
دانههای  باکتری و  برگ  ریشه،  در  که  هستند  ی  اندوفیت 

ها  کنند. اندوفیتیک بودن میکروارگانیسمگیاهان زندگی می
می محسوب  اکولوژیکی  مزیت  یک  گیاهان،  که  در  شود 

باعث افزایش رشد و باروری گیاه و بالا بردن تحمل گیاه  
-شود. این باکتریها میهای محیطی و پاتوژن در برابر تنش

ها، روی رشد و  های مفید علاوه بر اثر مستقیم بر آلاینده 
به عنوان ریزوباکتری اثر مثبت دارند و  های  عملکرد گیاه 

ها  . این باکتری13شوند  افزایش دهنده رشد گیاه شناخته می
هایی مانند افزایش فسفر قابل دستر ،  از طریق مکانیسم
رلین و  و جیب  ، سیتوکینینهای گیاهیِ اکسینتولید هورمون

افزایش آهن قابل دستر  گیاه باعث افزایش رشد و تحمل 
-های شوری، خشکی، عناصر سنگین، آلایندهگیاه به تنش

چنین یکی دیگر از  شوند. همها میکشهای نفتی و آفت 
-زیستی باکتری  های موثر در افزایش عملکرد تجزیهفاکتور

های باکتری در  ها، تولید ساختارهای بیوفیلم است. سلوب
به دلیل افزایش توان بقا در شرایط تنش    ساختارهای بیوفیلم

زیست   برای  میکروبی  بیوما   بالای  مقدار  بودن  دارا  و 

شده شناخته  مناسب  و  .  14اند  پالایی  جداسازی  زمینه  در 
گر ترکیبات نفتی و استفاده از    های تجزیهشناسایی باکتری

حجم  آن با  آلودگی  بالاها  رفع  متنوعی  م  برای  طالعات 
های  باکتریدر مطالعه خود    صورت گرفته است.  

، ،    جنا
عنوان    و    به  را 

گونهفعاب هیدروکربنترین  تجزیه  در  باکتریایی    ی هاهای 
 . 15 موجود در خاک گزارش کرد

های باکتریامروزه  اکثر زیست شناسان اعتقاد دارند که 
،،جنا از    

، ،
و ،،

محصولاتگر   های  تجزیهبه عنوان  کارآمدترین باکتری
 . 16  باشندمیها و میکروپلاستیکسنگین نفت  

و همکاران مطالعات مقدماتی برای تعیین شرایط بهینه    جابر
  52به منظور تجزیه بیولوژیکی نفت را انجام دادند. در میان  

نفت،   به  آلوده  خاک  نمونه  از  شده  جداسازی  باکتری 
،  7-1  باکتریهای

،   ،
نفت    برای تجزیه  

بومی توانمند    هایمیکروارگانیسمدر ایران  .  5  انتخاب شدند
،  مانند

  ،  ،
از نقاط مختلف  آلوده   ،  

نفتی مانند منابع خاکی و آبی جداسازی شده و    به ترکیبات
 اند های مختلف به کار گرفته شدهبرای تجزیه هیدروکربن

17  ،18   ،19 . 

آلوده   خاک یبا هدف ارائه راه حل اصلاحپژوهش حاضر 
-سویهبا استفاده از    کیکروپلاست یمصنایع پتروشیمی و  به  
ربومی    دیمف  ییا یباکتر  یها از  ،  اهانیگ  زوسفریجدا شده 

است    آبادشهرستان خرم  ی میاطراف پتروشلجن و آب آلوده  
غرباب سویهکه  آزمونگری  طریق  از  باکتریایی  های  های 

 تشکیل ساختارهای بیوفیلم باکتریایی، تولید سیدرفور،  
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و همکاران  نوشین بیرجندي

498    ♦    1404، زمستان  4، شماره    13مجله مهندسی بهداشت محیط، دوره  

تولید پروتااز، حرکت سوارمین،، توانایی انحلاب فسفات 
هم و  اسید  استیک  ایندوب  تولید  این    لیپتانس  چنینو 

صنایع پتروشیمی و    جزیه زیستیتجهت    دیمف  یهایباکتر 
 . شد رزیابیا هاکیکروپلاستیم

 روش بررسی 
هاي خاک، لجن و  هاي باکتري از نمونهجداسازي پرگنه

 آب  
لرستان واقع در شهرستان پتروشیمی  شرکت  محصوب اصلی  

پلی اتیلن است که صنایع پایین دست آن شامل  آباد  خرم
خام   مواد  پلاستیکی،انواع  انواع  روکش  محصولات  های 

ها  ، نمونه1403ساب    در بهار.  های برق صنعتی است کابل
های آلوده،  ، خاک زوسفری به همراه خاک ر  یاهانگ   شهیر  از

آب و  مختلف    لجن  مناطق  لرستان    پتروشیمی از  استان 
های  نمونه  از  یباکتر   یمنظور جداساز  . بهندشد  آوریجمع

از سر  خاک  متوال   یروش  رو  یرقت    کشت  طیمح  یبر 
از رشد پرگنه     یرو  ییا یباکتر  های استفاده شد. پا 
و شکل    ندازها  رن،،  براسا   هاتک پرگنه  کشت،  طیمح
شدند  یظاهر همانتخاب  بودن .  پایین  علت  به  چنین 

باکتری از  بعضی  نمونهجمعیت  درون  پنج  ها  لجن،  های 
های حاوی  به درون ارلن  10-7  تا  10-3  هایسی از رقت سی
25  ( مغذی  مایع  محیط  لیتر  و  میلی  لیتر   25(  میلی 

انتقاب و به مدت سه روز روی شیکر با سرعت    
دور در دقیقه هوادهی شد. بعد از هوادهی از محیط    100

کشت مایع، مانند روش بالا سری رقت تهیه و روی محیط  
به جداسازی و   نسبت  و  گردید  آگار جامد مغذی کشت 

 های باکتریایی اقدام شد.سازی پرگنهخالص 
آزمون جایگزینی منبع کربن با غلظت دو و نيم درصد  

 1نفت در محيط 
باکتری جداسازی  منظور  تجزیهبه  یا    های  و  کننده 
محیط از  نفتی،  ترکیبات  به  حاوی    کشت  متحمل 

درصد نفت سفید به عنوان منبع کربن استفاده گردید.   2/ 5
از جدایه   24سازی شده، کشت  باکتری خالص    هایابتدا 

های باکتریایی درون آب ساعته تهیه گردید. سپا از جدایه 
سوسپانسیون   از  گردید.  تهیه  سوسپانسیون  سترون  مقطر 

میزان  جدایه جداگانه،  صورت  به  باکتریایی   50های 
فاقد منبع کربن    لیتر محیط  میلی  48/ 70میکرولیتر به  

درصد نفت سفید اضافه   2/ 5)سوکسینیک اسید( و حاوی  
  170با سرعت  ساعت بر روی شیکر    24شد و به مدت  
هدف این بررسی دستیابی به  هوادهی شد.    یقهدور در دق
تر   های تجزیه کننده نفت خام و به عبارت واضحباکتری

باشد که قادر به استفاده از نفت هایی میکتریدستیابی به با
دارای قابلیت    هایباکتری  خام به عنوان منبع کربن بودند

محیط روی  بر  برای   کشت  رشد  شده،  اصلا  
 شناسایی مورد بررسی قرار گرفتند.

-با استفاده از روش  ییای باکتر  هاي جدایه  ییشناسا
مولکول  ییايميوشيب-یپي فنوت  هاي ژن    یو  از  استفاده  با 

 
  جدایه  جدایه باکتری جداسازی شده چهار  80از بین  

  یی توانا  هایآزموندر  مقدار    نیشتری ب  یکه دارا  ییایباکتر 
حرکت    دروفور،یس  د،یاس  کیاست  ندوبیا  دیتول پروتااز، 

و فسفات    ت یحلال  لم،یوف یب  لیتشک  ،ییایباکتر  ن،یسوارم
آزمونبودند،  غیره   براسا   و    - یپیفنوت  هایانتخاب 
مولکول  ییایمیوش یب آزمون   یی شناسا  یو  گرم،   هایشدند. 
هواز  داز،یاکس نشاسته،   زیدرولیه  ،هوازییب/یکاتالاز، 
  45و    37،  28،  4  ی، رشد در دما2ایآمون  د ی، تولتولید  

سانت نیترات  ن،یآسکول  زیدرولیه  گراد،یدرجه  ،  کاهش 
روش  درولازیه  نیآرژن  ن،یژلات  زیدرولیه   های براسا  

 صیمنظور تشخ  به .  20  انجام شدند  شناسیی  استاندارد باکتر 
  ای هیناح  یابیی  توالهای باکتریایی، تکثیر و  جدایه  ترقیدق

ژن   آغازگرها  از  از  استفاده    یبا 
و    
طوب   ه ب  

 شد  انجام  در چهار جدایه به عنوان نمایندهجفت باز    1500
21 . 
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هاي باکتریایی بر اساس ميزان انحلال  گري جدایهغربال
 فسفات 

باکتریایی، از محیط کشت  های  جدایهگری  به منظور غرباب
)-اسپربر استفاده شد.  آگار  های  جدایه( 

باکتریایی روی محیط کشت اسپربر آگار کشت و به مدت  
دمای    7 در  هاله    27روز  شد.  انکوبه  گراد  سانتی  درجه 

ها به عنوان فعالیت مثبت باکتری  شفاف اطراف کلنی باکتری
شود. قطر این هاله پا  در حل فسفات معدنی محسوب می

اندازه آزمون در  از یک هفته  این  گردید.  سه تکرار گیری 
شد انجام  باکتریایی  جدایه  هر  منظور  هم.  برای  به  چنین 

گونه کشت  با  فسفات  انحلاب  توانایی  کمی  های  تخمین 
میکرولیتر   50باکتری از محیط اسپربر مایع انجام شد. مقدار  

به محیط  910 ها با غلظت  سوسپانسیون باکتری
اسپربر مایع کشت گردید. پنج روز پا از مایه زنی و رشد  

دقیقه با   10های باکتریایی به مدت ها، سوسپانسیونباکتری
از    10000 لیتر  میلی  یک  شد.  سانتریفوژ  دقیقه  در  دور 

معرف    لیتر آب مقطر و یک میلی لیترمیلی  3محلوب رویی با  
دقیقه،   20آمونیوم مولیبدات وانادات مخلوط گردید. پا از  
کتروفتومتر در  شدت جذب نوری با استفاده از دستگاه اسپ

نانومتر قرائت شد. مقدار فسفر محلوب در    430طوب موج  
 . 22  محیط کشت در مقایسه با منحنی استاندارد محاسبه شد

باکتر  نگیحرکت سوارم آزمون
   کشت  طیاز مح ن،یانجام آزمون حرکت سوارم یبرا

از هر    810ونی سوسپانس   هی. پا از تهشداستفاده  
   بافر  با  و شو   با استفاده از شست   ،ییایباکتر  جدایه

. شدندحذف    یخارج سلول  یدهاساکاریی  در سه مرحله پل
م استر  تریکرولیم  20  زانیسپا  هر    ی رو  ییای باکتر  نیاز 

رو  متری  یلیم  6  یکاغذ  هایسکید   کشت  طیمح  یبر 
درصد قرار داده شد. آزمون در سه    0/ 6آگار    یحاو  

هفته   کیبه مدت    یتحرک باکتر  زانیتکرار انجام شد و م
مورد  توسط نرم افزار  جیو نتا یریگ اندازه
 .قرار گرفت یآمار لیو تحل هیتجز

 

  هاي جدایهتوسط  (  )  د ياس  کياست  ندولی ا  د يتول
 یی ای باکتر
تول  هاجدایهتوان    یابیارز  یبرا  یفیک   یرگیاندازه   د یدر 
روش  یة بر پا  آگار    طی با استفاده از مح  نیاکس

تول  یکم  یرگیاندازه.  23  صورت گرفت  با    نیاکس  دیتوان 
 .24 انجام شد یسالکوفسک  یزآمی استفاده از روش رن،

 
 لميوفيب ليدر تشک ییایباکتر هايجدایه یی توانا یبررس
ک   یکم  ی بررس  جهت روش    لمیوف یب   لیتشک  یفیو  از 
گرد  زایالا  ت یکروپلیم ا.  25  د یاستفاده  از   نیدر  آزمون 

 طیدر مح  ییای باکتر  هاینیاستر  810  ت یجمع
استفاده شد. سپا   زایالا  تیپل  هایدرون چاهک    کشت 
انکوباتور با سرعت  -کریش   یساعت رو  24به مدت    هات یپل
  ها ت یساعت پل  دو  قرار داده شد. بعد از  قهیدق  ردور د  60

کر محلوب  مدت    کی  ولهیو  ستابیبا  به    قه یدق  15درصد 
شست  از  پا  و  شو  انکوبه  مورد    لمی وفی ب  هایساختار  و 

 دیاس   کی قرار گرفت. سپا با استفاده از محلوب است  یبررس
در طوب موج   یجذب نور  زانیم  یرگیدرصد و اندازه  30
دست  550 با  کم  گاه نانومتر  نظر  از  مورد    یاسپکتروفتومتر 
 جیآزمون در سه تکرار انجام و نتا  نیقرار گرفت. ا  یبررس

نرم تجز  افزار  توسط  تحل  هیمورد    ل یو 
 قرار گرفت.  یآمار

 
  هاي جدایهتوسط    دروفوريس  ا ی   بر   آهن  باتيترک  د يتول

   ییای باکتر
با  ها  جدایه  توسط  بر  آهن  دیتوان تول  یکم  مهین  صیتشخ

مح از  روش  طیاستفاده  به   ،
 بر  بودند،  بر  آهن   دیکه قادر به تول  هاییجدایه.  26  انجام شد
-داده شدند. تشتک  صیزرد رن،، تشخ  یهاله  لیتشک  پایة
 جةدر  28  یمادر د  ییایباکتر   هایجدایه  یحاو  یپتر  های
 در سه تکرار انجام شد.آزمایش و  دارینگه گرادیسانت

 پروتئاز  دیتول  یی توانا
  تیاز جمع  تریکرولیم  20  حیبا تلق  یپروتااز  ت یفعال  سنجش

در    ای به صورت لکه  یباکتر   هیهر جدا  810  
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با استفاده از روش    1کشت  طیمح  یسه تکرار بر رو
درجه   28 یدر دما یپتر هایانتشار آگار انجام شد. تشتک

پروتااز    ت ی. فعالندساعت انکوبه شد  24به مدت    گراد یسانت
  ط یدر سطح مح پرگنهشفاف در اطراف  هیناح کی جادیبا ا

 .27 شودینشان داده م کشت 
ها یافته 
آزمون  ها جدایه  ییشناسا و    یی ايميوشيب  هايبراساس 
 ی مولکول 
به    یاهان گ   شهیاز ر  یباکتر  80تعداد    ،هیاول  هایبررسی  در

ر خاک  آبزوسفریهمراه  و  لجن  مختلف    ،  مناطق  از 
خرم  پتروشیمی لرستانآباد  شهرستان    ی جداساز  استان 

  یی ایباکتر  جدایه  چهارتعداد    ت ی در نها  .(1)شکل    دیگرد
محیط    برتر در  را  رشد  بیشترین    مایع حاوی   که 

خام    ییتوانا  هایآزموندر  مقدار    نیشتریب  یداراو  نفت 
حرکت    دروفور،یس  د،یاس  کیاست  ندوبیا  دیتول پروتااز، 

و   فسفات  ت یحلال  لم،یوف یب  لیتشک  ،ییایباکتر  ن،یسوارم
  های آزمون  جیقرار گرفتند. نتا   ییانتخاب و مورد شناساغیره  
به  ییای میوشیب  -شناسی   خت یر گرفته  منظور    صورت 

در  اختصاراستخراج شده از خاک به  هاییباکتر  ییشناسا
 هایجدایه  صیمنظور تشخ  به.  است   شدهارائه    (1)  جدوب
 کی  ،ییایمیوشیو ب  یپیفنوت  یهاعلاوه بر آزمون  ییایباکتر 
  یبا استفاده از آغازگرها نیز    یجفت باز  1500قطعه  

    ه یاسا  ناح  شده بر   یطراح    و   
و بلاست    یابیی  توال  ر،ی از تکث(. پا  2  شد ) شکل  ریتکث
  ن چنیو هم    ایداده  گاهیشده در پا  ریتکث  هیناح  دنکر

  ها جدایه  یی،ا یمیوشیو ب  یپ یفنوت  هایآزمون  جیبا توجه به نتا
  یی ایمیوش یب   -یپیفنوت  اتی شدند. براسا  خصوص  ییشناسا
  های جدایه،    یژن  هیاز ناح  یبخش  یابییو توال
، یی  ایباکتر 

 ،
  و    

)جدوب    ییشناسا پا1شدند  در  بلاست  از  بعد    گاهی(. 
ییایباکتر   جدایه  

با    نیشتریب را  و   های  جدایهشباهت 
جدایه    نیچنهم  داشت.   

  ن یشتریب  
با   را  ، ،جدایهشباهت 

و    و       جدایه داشت 
با    نیشتر یب   را  شباهت 

،،  هایجدایه
  و  ،  

و        جدایهداشت 
با    نیشتریب را  ،    هایجدایهشباهت 

    و  ،  
 (. 3 داشت )شکل

 

 
استان لرستان  پتروشيمی از مناطق مختلف و خالصسازي جدایه باکتریایی جداسازي  شکل1.
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 هاي شاخص در جدایهحاصل از استفاده از جفت آغازگرهاي  . محصول2شکل 
2.3. (  3000نشانگر مولکولی ).1

.4.5

 
 

بيوشيميایی باکتريهاي جداسازي شده   جدول1. ویژگیهاي فنوتيپی-
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توسط شکل3. درخت فيلوژنی جدایههاي باکتریایی جدا شده براساس تجزیه و تحليل توالی ژن

ساخته شد تکرار 1000 با به روش  نرمافزار
 

در  نامحلول  معدنی  فسفات  انحلال  توانایی  بررسی 
 ها جدایه

نتایج نشان داد که چهار جدایه در محیط کشت جامد توان  
متر را داشتند که انحلاب فسفات معدنی بیشتر از سه میلی

کنندگی فسفات به  ترین میزان تولید هاله حلبیشترین و کم
متر به ترتیب متعلق  سانتی  0/ 35±0/ 06و    1/ 61±0/ 16مقدار  
بود.      و  های  به جدایه
مایع  هم اسپربر  کشت  محیط  روی  های  جدایهچنین 

±17و  390±25با  و   6 /359  
میلی بر  حلمیکروگرم  میزان  بیشترین  فسفر  کنندگی  لیتر 

( و 4فسفات را در محیط اسپربر مایع نشان دادند )شکل  
 (. 3و  2)جدوب 

 هاي باکتريبررسی حرکت سوارمينگ جدایه 
  ها روی محیط  بررسی میزان حرکت سوارمین، جدایه

ها از نظر سرعت تحرک و یک درصد نشان داد که جدایه
از   مختلفی  اشکاب  و  داشت  تفاوت  هم  با  حرکت  نحوه 

(. بیشترین میزان تحرک در  4تحرک را نشان دادند )شکل  
و    های  ها به ترتیب مربوط به گونهبین جدایه

مقادیر     میانگین  و    3/ 36±0/ 2با 
 (. 3و  2متر بود )جدوب  سانتی 3/ 0±33/ 1
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.4 شکل

.

درصد 0/5 حرکت سوارمین، باکتریایی روی محیط کشت (

(،(

و توسط گونههای کشت : توانایی انحلاب فسفات (هاله شفاف اطراف پرگنه باکتری) بر روی محیط و
 

 آزمون توليد ایندول استيک اسيد 
تا    1/ 37ها، از  مقدار تولید ایندوب استیک اسید توسط جدایه

لیتر متغیر بود. بیشترین مقدار تولید  میکروگرم بر میلی  5/ 59
جدایه   به  مربوط  اسید  استیک  ایندوب 

لیتر  میکروگرم در میلی  59/5با تولید    
کم جدایه  و  به  مربوط  تولید    ترین  با 
تولید    لیتر بود. مقدار تولید  میکروگرم در میلی  1/ 37

 بیان شده است.  3شده توسط هر جدایه در جدوب 
 

 لميوفيب ليدر تشک ییایباکتر هايهیجدا یی توانا یبررس
جدا  لمیوفیب  لی تشک  زانیم  جینتا روش    هاهیتوسط  از 
با استفاده    یزیاستفاده شد. بعد از رن، آم  زایالا  تیکروپلیم
م ب   ینور  کروسکوپیاز  ارز  لمیوفی ساختار  قرار    ی ابیمورد 

و   لیدهنده تشک  در شکل نشان  ی(. رن، آب5گرفت )شکل  
ی  در باکتر   لمیوفی. ساختار بباشدیبه چاهک م  لمیوفیاتصاب ب

تراکم و گسترش بود.    زانی م  نیشتری ب  یدارا  

ب  زانیم  نیترکم  نیچنهم  گسترش  و  ب  لمیوفیتراکم    ن یدر 
به     گونه  با   مرتبط  هاگونه سپا    بود. 

ارز تشک  هاهیجدا  ییتوانا  زانیم  یکم  یابیمنظور    ل ی در 
 انومترن  550درصد در طوب موج    30  کیاست  دیاز اس  لمیوف یب

مقا با  شد.  ب  ها نیانگیم  سهی استفاده  مورد    هایگونه  نیدر 
گونه و      هایاستفاده، 

ترت   م  ب یبه  جذب    ب ی ضر  نیانگیبا 
  زان یم  نیشترینانومتر ب  550در طوب موج    0/ 109و    0/ 139
هم  لمی وفیب  دیتول دادند.  نشان  ی  هایباکتر  نچنیرا 

ترت  و       ن یانگیم  یدارا  ب یبه 
)جدوب   و(  2  بودند )جدوب  0/ 061و    0/ 069جذب    ب یضر
3.) 

 هاي باکتریایی ارزیابی توليد سيدروفور توسط جدایه
آگار نشان داد  -کشت  نتایج آزمون کیفی روی محیط

، ،  که چهار گونه  
توانایی تولید سیدروفور    و    
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-پرگنه  اطراف  در  رن، )زرد(  نارنجی  یهاله   را دارند. ظهور
باشد  می  سیدروفور  تولید  یدهندهنشان  باکتریایی  های
ی در کلن(. در این آزمون نسبت قطر هاله به قطر  5)شکل  
سیدرفورجدایه تولید  توانایی  بیشترین  و  بوده  متغیر   ها 

ناحیه به  نسبت  از)بیشترین  پا  هاله(  قطر  روز   ی  هفت 

جدایه   به  نسبت    متعلق    2/ 35±0/ 3با 
ای که توانایی تولید سیدرفور را  متر بود. چهار گونهسانتی

این   در  شدند.  مقایسه  هم  با  نیز  کمی  نظر  از  بودند،  دارا 
گونه   میانگین    بررسی  بیشترین    0/ 25با 

 . نانومتر را نشان داد 630میزان جذب نوری در طوب موج  
 

 

 
میکروپلیت الایزا و ساختار تشکیل بیوفیلم باکتریایی در روش میکروپلیت بررسی تشکیل بیوفیلم به روش  ( .5 الایزاشکل

) -آگار. (  جدایه( تولید سیدروفور )ظهور هاله نارنجی رن،( توسط جدایه منتخب باکتریایی بر روی محیطکشت شاهد،
 

 
 توليد پروتئازها در توانایی جدایه 

پروتااز،   تولید  آزمون  کیفی  بررسی  از    100در  میکرولیتر 
نمونه در محیط کشت جامد اختصاصی کازئین آگار کشت  

گراد  درجه سانتی  37ساعت در دمای    24داده شد و به مدت  

انکوبه شد. بیشترین هاله شفاف ایجاد شده به ترتیب مربوط  
،    ،  به جدایه  
میانگین   و     دارای  ترتیب  به 
±/ 16،  1/ 0±73/ 22مقادیر   0  1 /1  ،05 /5   0/ 3±0و    0/ ±0
 (. 3و2( )جدوب 6متر بود )شکل سانتی
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، باکتري توسط  توليد پروتئاز  (، توسط باکتري   ( توليد پروتئاز )ظهور هاله شفاف(. 6شکل 

توسط باکتري ( توليد پروتئاز ، توسط باکتري ( توليد پروتئاز 

 
 . تجزیه واریانس ساده فاکتورهاي اندازه گيري شده 2جدول 

***
   

 
: سطو  غیرمعنیدار درصد، 1 و 5 *و** به ترتیب معنیداری در سطو 

. مقایسه ميانگين فاکتورهاي اندازه  گيري شده 3  جدول

  

     
 

     
        
     

  
 میانگینهای با حروف مشترک در یک ستون در سطح احتمال پنج درصد اختلاف معنیداری با هم ندارند.
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و همکاران  نوشین بیرجندي
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بحث  
خاک یکی از منابع مهم و ارزشمند موجود در طبیعت  

ریزی برای داشتن خاکی سالم و تولیدکننده،  برنامه.  است
است انسان  بقای  صنایع    نفتی  ترکیبات .  لازمه  و 

زیست    های آلی محیط، از مهم ترین آلایندهپتروشیمی
به ویژه خاک هستند. ورود این ترکیبات به طبیعت، به  

سرطان و  جهش  ایجاد  بودن،  سمی  برای    سبب  زایی 
  های حامیان محیط موجودات زنده، از مهم ترین نگرانی 
ازآلاینده دسته  این  است.  پایداری  زیست  آلی،  های 

ها در زیادی در خاک دارند و انباشته شدن تدریجی آن
  خاک، موجب اختلاب در کارکرد طبیعی خاک از جمله 

در  ک تغییر  و  کشاورزی  محصولات  عملکرد  اهش 
های  یاز به اصلا  محیط. ن10  گرددهای خاک میویژگی
های گوناگونی برای رفع  سبب توسعه فن آوری  آلوده،
امروزه استفاده از  .  های آلی از خاک شده استآلودگی

فرآورده  هامیکروارگانیسم آنیا  پاکهای  در  سازی  ها 
بسیار مورد توجه  های نفتی و صنایع پتروشیمی  آلاینده

گرفته است باکتری7  قرار  قارچ.  و  گونهها  تنها  های  ها 
از   استفاده  برای  متابولیکی  توانایی  دارای  بیولوژیکی 
کربن نفت در سنتز سلولی خود هستند. بزرگترین کار  

-تجزیه و تخریب ترکیبات آلی می  ،ها در خاکباکتری
باکتری سادهباشد.  قادرند  پیچیده  ها  تا  ترین    ترین 

باکتری اغلب  کنند.  تجزیه  را  ساپروفیت  ترکیبات  ها 
آلی ساده را جذب    ها مواد معدنی وهستند، ساپروفیت

گیری از پلیمرهای آلی   که برای بهره کنند، در حالیمی
های برون سلولی این پلیمرها را  واسطه تولید آنزیمه  ب

ها به عنوان منبع کربن و انرژی  کنند و از آنتجزیه می
می باکتری14  گیرندبهره  توان  آنزیم.  تولید  در  های  ها 

سلولی   آنزیم  بالابرون  تولید  توان  و  برون بوده  های 
از آن توانایی  سلولی گوناگونی را دارند که بسیاری  ها 

تجزیه و تخریب ترکیبات آلی خیلی پیچیده را نیز دارند  
کارایی   دارند  بالاییو  کربن  چرخه  برد  پیش  . 11  در 
های نفتی با توجه به  گر هیدروکربن  های تجزیهباکتری
  بالابرای    ها داری دو مکانیسمپایین هیدروکربن  حلالیت

تجزیه   تولید  می  هاآلایندهبردن  راهکار،  اولین  باشند. 
باشد که باعث افزایش  سطحی بیولوژی می  هایجاذب
-می  هاآلایندهها به  و قابلیت دسترسی باکتری  حلالیت

ها  مولسیون بهتر هیدروکربنا  شود و به عبارت بهتر به
می  اتصاب/  کمک  مکانیسم  توسط  دوم  راهکار  کند. 
  توانایی   ،گر  های تجزیه. اکثر باکتری 8  باشدتخریب می
ها را دارند که به  سطحی هیدروکربن  هایجاذبتولید  
با هیدروکربنآن مناسب  فیزیکی  تما   امکان  را  ها  ها 
باکتریمی دیگر،  عبارت  به  سطح  دهد.  داشتن  با  ها 

آ به  بهینه  اتصاب  برای  که  دوست  آب  ها  هلایندسلولی 
به ذرات ریز  موثر است، می توانند ترکیبات سنگین را 

.  تبدیل کرده و به عنوان منبع کربن از آن استفاده کنند
با کمبنابراین این روش می ترین عوارض جانبی  تواند 
های آلوده ایفا کند. خاک  اصلا بیشترین راندمان را در  
های دیگر که دارای تاثیر کوتاه  در ضمن برعکا روش
از  استفاده  هستند،  دایمی  باکتری  مدت  تاثیر  دارای  ها 

. 12  ترین جنبه مثبت این مکانیسم است باشد که مهممی
که  پژوهش است  دست  در  متعددی    های سویههای 

و  های نفتی  مختلف باکتریایی نه تنها نسبت به آلودگی
ها قادرند  مقاوم هستند بلکه برخی از آنمیکروپلاستیک  

از این ترکیبات به عنوان منبع کربن و ماده غذایی استفاده  
جمعیت  .  9  کنند عمق،  افزایش  با  خاک  پروفیل  در 

ها به علت کاهش مواد غذایی به شدت کاسته  میکروب
فعالیت موجودات زندة ذرهمی بینی خاک    شود. میزان 

خاک،   نوع  گیاه،  نوع  گیاه،  رشد  به  منطقه  هر  در 
چنین ماکرو و حاصلخیزی خاک، عملیات زراعی و هم
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موجودات زنده خاک   .3  میکروکلمیا محیط بستگی دارد
حضور   هم  های آلایندهبه  و  محیطی  چنین زیست 

دهند. مواد محرک رشد  مدیریت خاک واکنش نشان می 
و یا نیتروژن موجود در    نزولاتمثل نیترات حاصل از  

ها را افزایش  ها و قارچکشها رشد برخی از باکتریعلف 
عدم  می وجود  غذایی،  عناصر  کردن  اضافه  نیز  و  دهد 

تغییرات اسیدیته، فلزات سنگین و   تعادب در کوددهی، 
هیدروکربنی    هایآلایندهو سمی مثل    آلایندهدیگر مواد  

دهند  فعالیت برخی از موجودات حسا  را کاهش می
. هر تغییری در بستر یا  4  شوندها می و یا سبب مرگ آن

و سرعت    شرایط محیطی منجر به تغییر ساختار میکروبی
میواکنش متابولیکی  همهای  گونه  گردد.  هر  چنین 

تغییری تحت تأثیر عوامل فوق سبب ناپایداری سیستم  
های بیولوژیک ناشی از مواد آلوده کننده  یندآشود. فرمی

موجب تقلیل در ذخایر عناصر غذایی و کاهش ظرفیت  
بایستی    . نکته مهمی که6  شودنگهداری آب در خاک می

طور کامل  ه  به آن اشاره کرد، این است که تغذیه گیاه ب
متابولیکی موجودات زندة ذره فعالیت  به  بینی    بستگی 

خاک دارد. بنابراین تغییرات در جامعه موجودات زنده  
ت و بقاء گیاهان  لامخاک اثر مستقیم و غیرمستقیم بر س
ها و  باکتری  . به علاوهو بالطبع آن، جوامع بشری دارد

زندة موجودات  عناصر    ذره  سایر  ذخیره  با  بینی خاک 
آن در گیاه    بالایسنگین و ترکیبات سمی دیگر از تجمع  

کنند.  ها به سیستم بدن انسان جلوگیری میو ورود آن
بینی میزان    حاب با کاهش شمار این موجودات زندة ذره

تجمع عناصر سنگین و سمی در گیاه افزایش یافته که  
های  غلظت .15 تواند تهدیدی برای زندگی بشر باشدمی
در    هاآلاینده  بالای است  ممکن  نامطلوب  شرایط  و 
روی  مکان بر  منفی  اثرات  شده  آلوده  های 

بگذارد، که نتیجه آن اثر منفی بر روی   هامیکروارگانیسم

-های افزایشریزوباکتری.  11  است  زیست پالاییمیزان  
قادر به ارتقای رشد گیاهان  ()  ی رشد گیاههندهد

حتی  مستقیم    های مستقیم و غیر با استفاده از مکانیسم
محیط پتروشیمی  در  صنایع  به  آلوده    باشند. میهای 
فراهممکانیسم شامل  مستقیم  قابل    ساختن  های  فسفر 

تثبیت نیتروژن اتمسفری، جداسازی و    ،جذب برای گیاه
از   استفاده  با  آهن  مانند  نادر  عناصر  نمودن  مهیا 

،  ی گیاهی نظیر جیبرلینها سیدروفورها و تولید هورمون
های  باکتریمستقیم    باشند. اثر غیرمی و اکسین  سیتوکین

گیاه رشد  دهنده  گیاه   افزایش  تحمل  افزایش  طریق  از 
پذیرد. به علاوه، بسیاری ، صورت میهاتنشنسبت به  

به    های میکروارگانیسماز   های  شکل  بحلاان خاک قادر 
معدنی فلزدار از طریق ترشح  های  جذب کانی  قابل  غیر

هستند آلی  باکتری  .16  اسیدهای  دلیل  این  به  ها 
ی کوچک، دارای فعالیت و نسبت  برخورداری از اندازه

می زیادی  حجم  به  تما   .  باشندسطح  سطح  بنابراین 
ها به عنوان  وسیعی را مهیا نموده و امکان استفاده از آن

کارآیی    هایکننده  کلات افزایش  جهت  میکروبی 
داردزیست  آوریفن وجود  فاکتور17.  پالایی  از  های  . 

-کند، میها کمک میزیستی آلایندهدیگری که به تجزیه  
توان به تشکیل بیوفیلم اشاره کرد، که یک سد فیزیکی  

های آروماتیک چند  برای جلوگیری از ورود هیدروکربن
میحلقه باکتری  غشا  درون  به  هم18باشد  ای   چنین. 
باکتریاییبیوفیلم  ختارسا   برابر   در  مقاومت  سبب  های 
میکروپلاستیک  مواد جمله  از    از   پا  و  شودمی  مضر 

  مصرف   توانایی سازگاری،  باکتری   زمانی   مدت  گذشت
پالایی روشی    زیست .  19کند  می  پیدا  را  مواد  تجزیه  و

گیرنده بر  در  که  فعالیتاست  از  استفاده  های  ی 
به   طبیعی  تجزیهبیولوژیک  یا  و  تخریب  ی  منظور 

میآلاینده مختلف  زیستهای  تکنیکی  باشد.  پالایی 
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مقبولیت    به  مقرون از  عموماً  که  است  ساده  و  صرفه 
باشد. به دلیل سازگار بودن  عمومی بالایی برخوردار می

مکان در  آن  اجرای  امکان  زیستی،  کارکردهای  های  با 
-آلوده، بدون ایجاد تأثیر سوء بر حاصلخیزی و فعالیت

میکروب متابولیکی  دارد.های  وجود  خاک  این    های 
آلاینده انتقاب  از  مانع  مکانویژگی  از  به ها  آلوده  های 

شود و متعاقباً سبب کاهش خطرات  های دیگر میمکان
ها  جایی آلایندهتواند در طی جابهشود که میای می بالقوه

. به 18برای سلامتی انسان و محیط زیست به وجود آید 
فن زیستعلاوه،  طیف    آوری  پالایش  برای  پالایی 

باشد و  های زیست محیطی مناسب میهوسیعی از آلایند
یا تجزیهبه واسطه ها، سبب  ی این آلایندهی دگرگونی 

پالایی  که زیست  گردد. نظر به اینها میکاهش سمیت آن
فن برای  مناسبی  جایگزین  پالایشی  های  آوریروش 

در این زمینهمرسوم می به سرعت    باشد، لذا تحقیقات 
مهندسی   به  نیاز  وجود،  این  با  است.  گسترش  به  رو 

کاربرد  هامیکروب  ژنتیک و  کارکرد  بهبود  منظور  به   ،
آنگسترده اقلیمتر  شرایط  تحت  کشاورزی  ها  های 

 . 19شود چنان احسا  میمختلف، هم
 نتیجه گیری 
پژوهش   این  جدایهدر  بین  نمونه  از  باکتریایی  های 
ی خرم  میاطراف پتروش  اهانیگ  زوسفری ر  برداری شده از

منطقه این  آلوده  آب  و  لجن  بر    آباد،  و خالص سازی 
یابی  توالی  و  بیوشیمیایی-فنوتیپی  خصوصیات  اسا 

ناحیه از  گونهژن    بخشی   ،-
، ایه

 ،
  و    

های باکتریایی از نظر  چنین جدایههم  گردیدند  شناسایی
فاکتورهای تشکیل ساختارهای بیوفیلم باکتریایی، تولید  

توانایی   سوارمین،،  حرکت  پروتااز،  تولید  سیدرفور، 
مورد   اسید  استیک  ایندوب  تولید  و  فسفات  انحلاب 

گرفتند قرار  داد  بررسی  نشان  نتایج  باکتری  . 
تشکیل     میزان  بیشترین 

بیوفیلم، حرکت سوارمین،، تولید سیدروفور، پروتااز و  
هم داد.  نشان  خود  از  را  نفت  به  نسبت  چنین تحمل 

ایندوب   تولید  و  فسفات  انحلاب  در  توانایی  بیشترین 
ب متعلق  اسید  گونه  استیک  ه 
بود. در این تحقیق برای نخستین بار    

به      باکتری 
گردید.   معرفی  میکروپلاستیک  کننده  تجزیه  به عنوان 

مانند سمیت، خاصیت سرطان زایی،    دلایلیبه  طور کلی  
ت جنینی ناشی از ترکیبات  لالاجهش زایی و ایجاد اخت

و  و صنایع پتروشیمی  هیدروکربنی موجود در نفت خام  
مهمهم از  یکی  عنوان  به  مواد  این  وجود  ترین  چنین 

نگرانی  هایآلاینده خاک،  گستردهمحیطی  از    های  ای 
زنجیره به  سمی  ترکیبات  این  ورود  غذایی  بابت  های 

دلیل   همین  به  دارد.  جهت    هایتلاشوجود  وسیعی 
های سریع و مقرون به صرفه برای حذف این  یافتن راه

روش بین  از  است.  شده  انجام  طبیعت  از  های  مواد 
پاک زیست  مختلف  کارآمد،    پالاییسازی،  روشی 

تواند  باشد. بنابراین این روش میاقتصادی و پایدار می
 اصلا ترین عوارض جانبی بیشترین راندمان را در  با کم
های  . در ضمن برعکا روشهای آلوده ایفا کندخاک

  ات دیگر که دارای تاثیر کوتاه مدت هستند، دارای تاثیر
 .  باشنددایمی می

 سپاسگزاری 
های  نویسندگان مقاله بر خود لازم می دانند از حمایت

طر    این  انجام  در  لرستان  دانشگاه  معنوی  و  مادی 
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لرستان( یمی: پتروشی)مطالعه مورد یمیها از مناطق آلوده اطراف پتروش  ک ی کروپلاستیکننده م  هیتجز  های¬یباکتر  ییو شناسا یجداساز

   1404  زمستان،  4، شماره    13مجله مهندسی بهداشت محیط، دوره     ♦    509

تشکر و قدردانی    1403-08- 21- 1405تحقیقاتی با کد 
 به عمل آورد. 

 تعارض منافع 
دارند که در انجام پژوهش و  نویسندگان مقاله اذعان می

 اند. چنین نگارش مقاله تضاد منافع نداشتههم
 حمایت مالی 

حمایت از  پژوهشی  طر   این  اجرای  مالی  در  های 
 دانشگاه لرستان استفاده شده است.

 مشارکت نویسندگان 
آزمایشات:   انجام  اطلاعات،  آوري  احسان  جمع 

 حسنوند، سمیرا پاکباز، کیمیا طولابیان 
احسان حسنوند، نوشین  آماده سازي نسخه اوليه مقاله:  

 بیرجندی 
 هستی داراییارائه ایده پژوهش : 

آماده   بر  نظارت  و  پژوهش  اجراي  در  مشاوره  ارائه 
 نوشین بیرجندی، سمیرا پاکباز سازي مقاله:  
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