جداسازی و شناسایی باکتری​های تجزیه کننده میکروپلاستیک​ها از مناطق آلوده اطراف پتروشیمی (مطالعه موردی: پتروشیمی لرستان)
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چکیده
زمینه و هدف: تولید انبوه، استفاده مداوم و دفع نادرست محصولات پلاستیکی منجر به آلودگی زیست محیطی قابل توجهی شده است. این پلیمرهای پلاستیکی بزرگ​تر به تدریج به ذرات کوچک​تری به نام میکروپلاستیک تجزیه می​شوند. این پژوهش به منظور جداسازی و شناسایی باکتری​‌های بومی مفید تجزیه کننده میکروپلاستیک​ها در صنایع پتروشیمی استان لرستان در شهرستان خرم‏آباد صورت گرفت.
روش کار: در این تحقیق نمونه برداری از ریزوسفر گیاهان اطراف پتروشیمی، لجن و آب آلوده این منطقه انجام شد و پس از انتقال به آزمایشگاه روی محیط کشت​های نوترینت آگار، نوترینت براث و 2XYT کشت گردیدند. بعد از خالص سازی، جدایه​های باکتریایی براساس خصوصیات فنوتیپی-بیوشیمیایی و توالی​یابی بخشی از ناحیه ژن 16S rRNA، گونه​هایPseudomonas koreensis ، Curtobacterium flaccumfaciens، Arthrobacter globiformis و Bacillus cereus شناسایی گردیدند. هم​چنین جدایه​های باکتریایی از نظر فاکتورهای تشکیل ساختارهای بیوفیلم باکتریایی، تولید سیدرفور، تولید پروتئاز، حرکت سوارمینگ، توانایی انحلال فسفات و تولید ایندول استیک اسید و غیره مورد بررسی قرار گرفتند.

یافته​ها: نتایج به دست آمده نشان داد باکتری Pseudomonas koreensis  بیشترین میزان تشکیل بیوفیلم، حرکت سوارمینگ، تولید سیدروفور، پروتئاز و تحمل نسبت به نفت را از خود نشان داد. هم​چنین بیشترین توانایی در انحلال فسفات و تولید ایندول استیک اسید متعلق به گونه Curtobacterium flaccumfaciens بود. 
نتیجه گیری: بر اساس نتایج از بين روش​های مختلف پاک​سازی، زیست پالایی روشی کارآمد، اقتصادی و پایدار می​باشد و این روش می​تواند با کم​ترین عوارض جانبی بيشترین راندمان را در اصلاح خاک​های آلوده ایفا کند. در این تحقیق برای نخستین بار باکتری Curtobacterium flaccumfaciens به عنوان تجزیه کننده میکروپلاستیک معرفی گردید.
واژه​های کلیدی: بر همکنش​‏های میکروارگانیسم، میکروپلاستیک، زیست پالایی، Curtobacterium  و 16S rRNA
مقدمه
با پیشرفت سریع تکنولوژی در قرن گذشته، انسان دریافت که با توجه به مزایای فراوان آن، در صورت استفاده و مدیریت نادرست، منابع طبیعی و محیط زیست در معرض آلودگی قرار می​گیرند. خاک یکی از منابع مهم و ارزشمند موجود در طبيعت و پالاینده طبيعی محسوب می​شود اما مدت​هاست که مواد نفتی و مشتقات آن در اثر استخراج، حمل و نقل، ذخيره سازی یا استفاده نادرست موجب آلودگی خاک شده اند. برنامه‏ریزی برای داشتن خاکی سالم، لازمه بقای انسان است 1. آلودگی محيط زیست در بسياری از جوامع امروزی به یکی از چالش​های مهم و نگران کننده تبدیل شده است و در این بين آلودگی​های صنایع نفتی یکی از آلاینده​های محيطی از 60 سال گذشته می​باشند 2. استخراج بلند مدت و توليد مشتقات نفتی متنوع باعث گسترش این آلودگی​ها در خاک​های اطراف مکان​های استخراج و پالایش نفت شده است. بزرگترین نگرانی در مورد این آلاینده​ها، خصوصيات سميت زایی، جهش زایی و سرطان زایی آن​ها می​باشد 3. نياز به اصلاح محيط​های آلوده، سبب توسعه فناوری​های گوناگونی برای رفع آلودگی​ها از خاک شده است. روش​‌هاي متعدد فيزيكي، شيميايي، زیست پالایی
 و گیاه پالایی
 براي اصلاح خاك​‌هاي آلوده وجود دارد، اما با توجه به هزينه بالا و عوارض جانبي روش​‌هاي فيزيكی- شيميايي، استفاده از روش​‌هاي زیستی در اولويت قرار گرفته است 4. تجزيه زیستی يك تكنولوژي نسبتا مقرون به صرفه و سازگار با محيط زيست، براي حذف هيدروكربن​‌های نفت در خاك​‌های آلوده مي​‌باشد 5. اجزاي مختلف هيدروكربن​‌هاي نفتي بسته به ساختار شيميايي و حالت فيزيكي درجات مختلفی از زیست تخریب را نشان می​‌دهند 4. در طول چند دهه گذشته، تجزيه‌زیستی خاك​‌هاي آلوده به عنوان یک موضوع مهم در پژوهش​‌هاي زيست محيطي مطرح بوده و بسياري از راهکارهای تجزيه ‌زیستی، براي کاهش آلودگی این خاك​‌ها بهبود يافته است. اين روش در برگیرنده فعاليت‌ ميكروبي، برای تبديل آلاينده​‌های سمی به ترکیبات با درجه سمیت کم​تر می​‌باشد 6. در این فرآیند، ریز جانداران‌ مانند باكتري​‌ها از طريق سيستم‌​های آنزيمي، آلاينده​‌ها را به محصولاتی با درجات سمیت کم​تر تبديل مي​‌كنند 7. تعداد زیادی از باکتری​ها و قارچ​ها دارای توانایی تجزیه زیستی آلاینده​های نفتی هستند. این میکروارگانیسم ​ها به طور گسترده ای در اکوسيستم​های آبی و خاکی پراکنده می​باشند. ولی با این وجود، دانشمندان گزارش کرده اند که میکروارگانیسم ​های سازگار و بومی مناطق آلوده به ترکيبات نفتی، در تجزیه زیستی آلاینده​های نفتی محيط زیست بسيار موثرتر از سایر میکروارگانیسم ​ها می​باشند. سرعت تجزیه زیستی در مناطق آلوده به عواملی مانند جمعيت ميکروبی موجود در منطقه آلوده، ميزان و نوع آلودگی، شرایط شيميایی و زمين شناسی منطقه آلوده بستگی دارد. وجود هيدروکربن​های نفتی در خاک می​تواند سبب بروز سميت برای انسان​ها و سایر موجودات زنده شوند و آلودگی منابع آب را به دنبال دارند، بنابراین باید به نحوی از محيط زیست حذف شوند 8. ميزان آسيب محيط طبيعی ناشی از نشت هيدروکربن​های نفتی، بستگی به سطح آلودگی ایجاد شده توسط مواد نفتی، ترکيب شيميایی و عمق نشت آلاینده دارد. آلودگی​های حاصل از ترکيبات نفتی در صورتی که کم باشند می​توانند به تدریج در طبيعت تحت تاثير عواملی مانند تبخير شدن و اکسيداسيون نوری به ترکيبات دیگری تبدیل شده و یا توسط میکروارگانیسم ​های موجود در محيط مصرف شده و حذف گردند اما در محيط​هایی با وسعت زیاد آلودگی، آسيب وارد شده به محيط به طور خود به خودی بر طرف نمی​شود 9. زیست پالایی یک فن​آوری حذف آلودگی است که در آن از سيستم​های زیستی برای تخریب یا تغيير شکل مواد شيميایی زیان بار استفاده می​شود. این تکنيک نسبت به سایر روش​های حذف آلودگی نفتی چندین برتری دارد، که می​توان به مواردی از جمله تبدیل مواد سمی به محصولات نهایی بی خطر، هزینه پایين، کاهش اثرات جانبی روی سلامت انسان و محيط زیست، تأثير طولانی مدت و بالاخره توانایی حذف آلودگی به صورت درجا و بدون ایجاد اختلال در اکوسيستم اشاره نمود 10. تنوع و شمار جمعیت میکروبی در آشیان​های اکولوژیک متغیر بوده و سهم باکتری​ها از این میان بیشتر است و می​توانند با گیاه اثرات متقابل خنثی، مفید یا مضر داشته باشند 11. به صورتی​که شمار باکتری​ها در ریزوسفر گیاهان، 100 تا 1000 برابر بیشتر از خاک غیر ریزوسفری گیاهان است. آزاد شدن مواد فتوسنتزی گیاه (حدود 5 تا 30%) به شکل قندهای مختلف در محیط اطراف ریشه عاملی برای حضور جمعیت میکروبی بالا در این ناحیه می​باشد. حدود 2 تا 5 درصد ریزو باکتری​های محرک رشد گیاه PGPR
 شناحته می​شوند 12 این میکروارگانیسم​ها، باکتری​های اندوفیت هستند که در ریشه، برگ و دانه​ی گیاهان زندگی می​کنند. اندوفیتیک بودن میکروارگانیسم​ها در گیاهان، یک مزیت اکولوژیکی محسوب می​شود که باعث افزایش رشد و باروری گیاه و بالا بردن تحمل گیاه در برابر تنش​های محیطی و پاتوژن​ها می​شود. این باکتری​‌های مفید علاوه بر اثر مستقیم بر آلاینده‌​ها، روی رشد و عملکرد گیاه اثر مثبت دارند و به عنوان ریزوباکتری‌​های افزایش دهنده رشد گیاه شناخته می​‌شوند 13. این باکتری​‌ها از طریق مکانیسم‌​هایی مانند افزایش فسفر قابل دسترس، تولید هورمون​‌های گیاهیِ اکسین‌، سیتوکینین‌ و جیبرلین و افزایش آهن قابل دسترس گیاه باعث افزایش رشد و تحمل گیاه به تنش​‌های شوری، خشکی، عناصر سنگین، آلاینده​‌های نفتی و آفت‌​کش​‌ها می‌​شوند. هم​چنین یکی دیگر از فاکتور‌های موثر در افزایش عملکرد تجزیه‌ زیستی باکتری​ها، تولید ساختارهای بیوفیلم است. سلول​‌های باکتری در ساختارهای بیوفیلم‌ به دلیل افزایش توان بقا در شرایط تنش و دارا بودن مقدار بالای بیوماس میکروبی برای زیست پالایی مناسب شناخته شده‌اند 14. در زمينه جداسازی و شناسایی باکتری​های تجزیه گر ترکيبات نفتی و استفاده از آن​ها با حجم بالا برای رفع آلودگی مطالعات متنوعی صورت گرفته است. Varjani در مطالعه خود باکتری​های جنس Pseudomonas، Enterobacter، Micrococcus و Mycobacterium  را به عنوان فعال​ترین گونه​های باکتریایی در تجزیه هيدروکربن​های موجود در خاک گزارش کرد 15. امروزه اکثر زیست شناسان اعتقاد دارند که باکتری​های از جنس Acinetobacter ،Arthrobacte r، Bacillus،Staphylococcus ،Pseudomonas ،Mycobacterium ،Rhodococus  و Beijerinckia به عنوان کارآمدترین باکتری​های تجزیه گر محصولات سنگين نفت و میکروپلاستیک​‏ها می​باشند 16. جابر و همکاران مطالعات مقدماتی برای تعيين شرایط بهينه به منظور تجزیه بيولوژیکی نفت را انجام دادند. در ميان 52 باکتری جداسازی شده از نمونه خاک آلوده به نفت، باکتریهای 1-7IOS sp Bacillus ، Pseudomonas BPS1-8  Pseudomonas. HPS2-5 ،Corynebacterium sp BPS2-6  برای تجزیه نفت انتخاب شدند 5. در ایران میکروارگانیسم​های بومی توانمند مانند Pseudomonas aeruginosa ، Pseudomonas stutzeri، Bacillus cereus ، Micrococcus، Enterobacter از نقاط مختلف آلوده به ترکيبات نفتی مانند منابع خاکی و آبی جداسازی شده و برای تجزیه هيدروکربن​های مختلف به کار گرفته شده اند 17، 18 و 19. پژوهش حاضر با هدف ارائه راه حل اصلاحی خاک آلوده به صنایع پتروشیمی و میکروپلاستیک با استفاده از سویه​های باکتریایی مفید بومی جدا شده از ریزوسفر گیاهان، لجن و آب آلوده اطراف پتروشیمی شهرستان خرم‏آباد است که غربال​گری سویه​های باکتریایی از طریق آزمون​های تشکیل ساختارهای بیوفیلم باکتریایی، تولید سیدرفور، تولید پروتئاز، حرکت سوارمینگ، توانایی انحلال فسفات و تولید ایندول استیک اسید و هم​چنین پتانسیل این باکتری​‏های مفید جهت تجزیه زیستی صنایع پتروشیمی و میکروپلاستیک​ها ارزیابی شد.
روش بررسی
جداسازی پرگنه​‌های باکتری از نمونه​‌های خاک، لجن و آب 
محصول اصلی شرکت پتروشیمی لرستان واقع در شهرستان خرم‏آباد پلی اتیلن است که صنایع پایین دست آن شامل انواع مواد خام محصولات پلاستیکی، روکش‌​های انواع کابل​‌های برق صنعتی است. در بهار سال 1403، نمونه​ها از ریشه گیاهان به همراه خاک ریزوسفر، خاک​های آلوده، لجن و آب از مناطق مختلف پتروشیمی استان لرستان جمع‏آوری شدند. به‏ منظور جداسازی باکتری از نمونه​های خاک از روش سری رقت متوالی بر روی محیط کشت NA استفاده شد. پس از رشد پرگنه​‏های باکتریایی روی محیط کشت، تک پرگنه​‏ها براساس رنگ، اندازه و شکل ظاهری انتخاب شدند. هم​چنین به علت پایین بودن جمعیت بعضی از باکتری​‌ها درون نمونه‌​های لجن، پنج سی‌سی از رقت​‌های 3-10 تا 7-10 به درون ارلن​‌های حاوی 25 میلی لیتر محیط مایع مغذی (NB) و 25 میلی لیتر 2XYT انتقال و به مدت سه روز روی شیکر با سرعت 100 دور در دقیقه هوادهی شد. بعد از هوادهی از محیط ‌کشت مایع، مانند روش بالا سری رقت تهیه و روی محیط آگار جامد مغذی کشت گردید و نسبت به جداسازی و خالص ‌سازی پرگنه​‌های باکتریایی اقدام شد.
آزمون جایگزینی منبع کربن با غلظت دو و نیم درصد نفت در محیط MSM

به منظور جداسازی باکتری​‌های تجزیه‌ کننده و یا متحمل به ترکیبات نفتی، از محیط‌کشت MSM حاوی 5/2 درصد نفت سفید به عنوان منبع کربن استفاده گردید. ابتدا از جدایه​های‌ باکتری خالص ‌سازی شده، کشت 24 ساعته تهیه گردید. سپس از جدایه​های باکتریایی درون آب ‌مقطر سترون سوسپانسیون تهیه گردید. از سوسپانسیون جدایه​های باکتریایی به صورت جداگانه، میزان 50 میکرولیتر به 70/48 میلی‌لیتر محیط MSM فاقد منبع کربن (سوکسینیک اسید) و حاوی 5/2 درصد نفت سفید اضافه شد و به مدت 24 ساعت بر روی شیکر با سرعت 170 دور در دقیقه هوادهی شد. هدف این بررسی دستيابی به باکتری​های تجزیه کننده نفت خام و به عبارت واضح تر دستيابی به باکتری​هایی می​باشد که قادر به استفاده از نفت خام به عنوان منبع کربن بودند. باکتری‌​های دارای قابلیت رشد بر روی محیط‌کشت MSM اصلاح شده، برای شناسایی مورد بررسی قرار گرفتند.
شناسایی جدایه​های باکتریایی با استفاده از روش​‏های فنوتیپی-بیوشیمیایی و مولکولی با استفاده از ژن 16s rRNA
از بین 80 جدایه باکتری جداسازی شده چهار جدایه باکتریایی که دارای بیشترین مقدار در آزمون​‏های توانایی تولید ایندول ‏استیک ‏اسید، سیدروفور، پروتئاز، حرکت سوارمینگ باکتریایی، تشکیل بیوفیلم، حلالیت فسفات و غیره بودند، انتخاب و براساس آزمون​‏های فنوتیپی- بیوشیمیایی و مولکولی شناسایی شدند. آزمون‏​های گرم، اکسیداز، کاتالاز، هوازی/بی‏هوازی، هیدرولیز نشاسته، تولید HCN، تولید آمونیا
، رشد در دمای 4، 28، 37 و 45 درجه سانتی‏گراد، هیدرولیز آسکولین، کاهش نیترات، هیدرولیز ژلاتین، آرژنین هیدرولاز براساس روش‏​های استاندارد باکتری ‏شناسی انجام شدند 20. به‏ منظور تشخیص دقیق​‏تر جدایه​های باکتریایی، تکثیر و توالی ‏یابی ناحیه‏ای از ژن 16s rRNA با استفاده از آغازگرهای 16sF (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) و 16sR (ACGGCTACCTTGTTACGACT)  به طول 1500 جفت باز در چهار جدایه به عنوان نماینده انجام شد 21.
غربال​گری جدایه​های باکتریایی بر اساس میزان انحلال فسفات
به منظور غربال​گری جدایه​های باکتریایی، از محیط کشت اسپربر-آگار (Sperber Agar) استفاده شد. جدایه​های باکتریایی روی محیط کشت اسپربر آگار کشت و به مدت 7 روز در دمای 27 درجه سانتی گراد انکوبه شد. هاله شفاف اطراف کلنی باکتری​‌ها به عنوان فعالیت مثبت باکتری در حل فسفات معدنی محسوب می​‌شود. قطر این هاله پس از یک هفته اندازه​گیری گردید. این آزمون در سه تکرار برای هر جدایه باکتریایی انجام شد. هم​چنین به منظور تخمین کمی توانایی انحلال فسفات با کشت گونه​های باکتری از محیط اسپربر مایع انجام شد. مقدار 50 میکرولیتر سوسپانسیون باکتری​ها با غلظت CFU/ml 109 به محیط اسپربر مایع کشت گردید. پنج روز پس از مایه زنی و رشد باکتری​ها، سوسپانسیون​های باکتریایی به مدت 10 دقیقه با 10000 دور در دقیقه سانتریفوژ شد. یک میلی لیتر از محلول رویی با 3 میلی​لیتر آب مقطر و یک میلی لیتر معرف آمونیوم مولیبدات وانادات مخلوط گردید. پس از 20 دقیقه، شدت جذب نوری با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج 430 نانومتر قرائت شد. مقدار فسفر محلول در محیط کشت در مقایسه با منحنی استاندارد محاسبه شد 22.
آزمون حرکت سوارمینگ باکتری
برای انجام آزمون حرکت سوارمینگ از محیط کشت NB استفاده شد. پس از تهیه سوسپانسیونCFU/ml 108 از هر جدایه باکتریایی، با استفاده از شست‏ و شو با بافر PBS در سه مرحله پلی ‏ساکاریدهای خارج سلولی حذف شدند. سپس میزان 20 میکرولیتر از هر استرین باکتریایی روی دیسک​‏های کاغذی 6 میلی‏ متری بر روی محیط کشت NA حاوی آگار 6/0 درصد قرار داده شد. آزمون در سه تکرار انجام شد و میزان تحرک باکتری به مدت یک هفته اندازه‌گیری و نتایج توسط نرم افزار SAS ver.9.4 مورد تجزیه و تحلیل آماری قرار گرفت.
تولید ایندول استیک اسید (IAA) توسط جدایه​های باکتریایی
اندازه‏گیری کیفی برای ارزیابی توان جدایه​ها در تولید اکسین با استفاده از محیط آگار DF بر پایة روشBric صورت گرفت 23. اندازه‏گیری کمی توان تولید اکسین با استفاده از روش رنگ‏ آمیزی سالکوفسکی انجام شد 24.
بررسی توانایی جدایه​های باکتریایی در تشکیل بیوفیلم
جهت بررسی کمی و کیفی تشکیل بیوفیلم از روش میکروپلیت الایزا استفاده گردید 25. در این آزمون از جمعیتCFU/ml  108 استرین​‏های باکتریایی در محیط کشت LB درون چاهک‏​های پلیت الایزا استفاده شد. سپس پلیت​‏ها به مدت 24 ساعت روی شیکر-انکوباتور با سرعت 60 دور در دقیقه قرار داده شد. بعد از دو ساعت پلیت​‏ها با محلول کریستال ویوله یک درصد به مدت 15 دقیقه انکوبه و پس از شست‏ و شو ساختار​های بیوفیلم مورد بررسی قرار گرفت. سپس با استفاده از محلول استیک اسید 30 درصد و اندازه‏​گیری میزان جذب نوری در طول موج 550 نانومتر با دستگاه اسپکتروفتومتر از نظر کمی مورد بررسی قرار گرفت. این آزمون در سه تکرار انجام و نتایج توسط نرم‏افزار SAS ver.9.4 مورد تجزیه و تحلیل آماری قرار گرفت.

تولید ترکیبات آهن ‏بر یا سیدروفور توسط جدایه​های باکتریایی 

تشخیص نیمه کمی توان تولید آهن ‏بر توسط جدایه​ها با استفاده از محیط Cas-Agar، به روشAlexander انجام شد 26. جدایه​هایی که قادر به تولید آهن‏ بر بودند، بر پایة تشکیل هاله‏ی زرد رنگ، تشخیص داده شدند. تشتک‏​های پتری حاوی جدایه​های باکتریایی در دمای 28 درجة‏ سانتی‏گراد نگهداری و آزمایش در سه تکرار انجام شد.

توانایی تولید پروتئاز

سنجش فعالیت پروتئازی با تلقیح 20 میکرولیتر از جمعیت CFU/ml  108 هر جدایه باکتری به صورت لکه‏ای در سه تکرار بر روی محیط کشتSMA 
 با استفاده از روش انتشار آگار انجام شد. تشتک‏های پتری در دمای 28 درجه سانتی‏گراد به مدت 24 ساعت انکوبه شدند. فعالیت پروتئاز با ایجاد یک ناحیه شفاف در اطراف پرگنه در سطح محیط کشت SMA نشان داده می‏شود 27.
 یافته​ها
شناسایی جدایه​ها براساس آزمون​‏های بیوشیمیایی و مولکولی
در بررسی​‏های اولیه، تعداد 80 باکتری از ریشه گیاهان به همراه خاک ریزوسفر، لجن و آب از مناطق مختلف پتروشیمی شهرستان خرم‏آباد استان لرستان جداسازی گردید (شکل 1). در نهایت تعداد چهار جدایه باکتریایی برتر که بيشترین رشد را در محيط MSM مایع حاوی نفت خام و دارای بیشترین مقدار در آزمون​‏های توانایی تولید ایندول ‏استیک ‏اسید، سیدروفور، پروتئاز، حرکت سوارمینگ باکتریایی، تشکیل بیوفیلم، حلالیت فسفات و غیره انتخاب و مورد شناسایی قرار گرفتند. نتایج آزمون​‏های ریخت ‏شناسی- بیوشیمیایی صورت گرفته به ‏منظور شناسایی باکتری‏​های استخراج شده از خاک به اختصار در جدول (1) ارائه شده است. به ‏منظور تشخیص جدایه​های باکتریایی علاوه بر آزمون​‌های فنوتیپی و بیوشیمیایی، یک قطعه 1500 جفت بازی نیز با استفاده از آغازگرهای 16s-F و 16s-R طراحی شده بر اساس ناحیه 16s rRNA تکثیر شد ( شکل 2). پس از تکثیر، توالی ‏یابی و بلاست کردن ناحیه تکثیر شده در پایگاه داده‏ای NCBI و هم​‏چنین با توجه به نتایج آزمون‏​های فنوتیپی و بیوشیمیایی، جدایه​ها شناسایی شدند. براساس خصوصیات فنوتیپی- بیوشیمیایی و توالی‏یابی بخشی از ناحیه ژنی 16s rDNA، جدایه​های باکتریایی Pseudomonas koreensis ، Curtobacterium flaccumfaciens، Arthrobacter globiformis و Bacillus cereus شناسایی شدند (جدول 1). بعد از بلاست در پایگاه NCBI جدایه باکتریایی Pseudomonas koreensis بیشترین شباهت را با جدایه​های MT629852.1 و FJ786057.1 داشت. هم​‏چنین جدایه Curtobacterium flaccumfaciens بیشترین شباهت را با جدایهOK135820.1،MK267297.1 ، MT634395.1 و MT634394.1 داشت و جدایه Arthrobacter globiformis بیشترین شباهت را با جدایه​های HF562461.1،KY962736.1 ،DQ019168.1 ، MK414904.1 و MG758045.1 داشت و جدایه Bacillus cereus بیشترین شباهت را با جدایه​های MN250321.1، KY753249.1، MW632034.1 و KP137409.1 داشت (شکل 3).
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شکل 1. جداسازی و خالص‏سازی جدایه باکتریایی از مناطق مختلف پتروشیمی استان لرستان
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شکل 2. محصول PCR حاصل از استفاده از جفت آغازگرهای  16s-F/16s-R در جدایه​‌های شاخص. ۱: نشانگر مولکولی (۳۰۰۰ bp).2: . Pseudomonas koreensis۳: Curtobacterium flaccumfaciens۴: Arthrobacter globiformis۵: Bacillus cereus
جدول 1. ویژگی​های فنوتیپی- بیوشیمیایی باکتری​های جداسازی شده
	Isolates
	

	Bacillus cereus
	Arthrobacter globiformis
	Curtobacterium flaccumfaciens
	Pseudomonas koreensis
	Characteristic

	+
	+
	+
	-
	Gram stain

	F
	O
	O
	O
	Type of metabolism

	+
	-
	-
	+
	Oxidase

	+
	+
	+
	+
	Catalase

	+
	-
	-
	-
	Starch hydrolysis

	10%

+

+

+

-
	7%

+

+
-
-
	15%

+

+

+
+
	10%

+
+

+

-
	Growth in NaCl
5
7

10

15

	-
	-
	-
	-
	HCN production

	+
	+
	+
	+
	Casein hydrolysis

	+
	+
	+
	+
	Ammonia production

	-

+

+

+
	-

+

+

+
	-

+

+

-
	-
+

+

-
	growth at 4 ◦C

28

37

45

	+
	+
	-
	+
	Nitrate reduction

	+
	+
	+
	+
	Esculin hydrolysis

	+
	+
	+
	+
	Gelatin hydrolysis

	-
	-
	-
	+
	Arginine dihydrolase



[image: image3]
شکل 3. درخت فیلوژنی جدایه​های باکتریایی جدا شده براساس تجزیه و تحلیل توالی ژن 16s rRNA توسط نرم​افزار MEGA7 به روش Neighbor-joining با 1000 تکرار bootstrap ساخته شد
بررسی توانایی انحلال فسفات معدنی نامحلول در جدایه​ها
نتایج نشان داد که چهار جدایه در محیط کشت جامد توان انحلال فسفات معدنی بیشتر از سه میلی​متر را داشتند که بیشترین و کم​ترین میزان تولید هاله حل​کنندگی فسفات به مقدار 16/0±61/1 و 06/0±35/0 سانتی​متر به ترتیب متعلق به جدایه​های C. flaccumfaciens و A. globiformis بود. هم​چنین روی محیط کشت اسپربر مایع جدایه​های C. flaccumfaciens و P. koreensis با 25±390 و 17±6/359 میکروگرم بر میلی​لیتر فسفر بیشترین میزان حل​کنندگی فسفات را در محیط اسپربر مایع نشان دادند (شکل 4) و (جدول 2 و 3).
بررسی حرکت سوارمینگ جدایه​های باکتری
بررسی میزان حرکت سوارمینگ جدایه​ها روی محیط NA یک درصد نشان داد که جدایه​ها از نظر سرعت تحرک و نحوه حرکت با هم تفاوت داشت و اشکال مختلفی از تحرک را نشان دادند (شکل 4). بیشترین میزان تحرک در بین جدایه​ها به ترتیب مربوط به گونه​های P. koreensis و C. flaccumfaciens با میانگین مقادیر 2/0±36/3 و 1/0±33/3 سانتی​متر بود (جدول 2 و 3).
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شکل 4. A) حرکت سوارمینگ باکتریایی روی محیط کشت NA 5/0 درصد. A1) P. koreensis، A2) C. flaccumfaciens
B1 و B2: توانایی انحلال فسفات (هاله شفاف اطراف پرگنه باکتری) بر روی محیط کشتSperber Agar  توسط گونه​‏های P. koreensis و C. flaccumfaciens
آزمون تولید ایندول استیک اسید 
مقدار تولید ایندول استیک اسید توسط جدایه​ها، از 37/1 تا 59/5 میکروگرم بر میلی​لیتر متغیر بود. بیشترین مقدار تولید ایندول استیک اسید مربوط به جدایه C. flaccumfaciens با تولید 59/5 میکروگرم در میلی​لیتر و کم​ترین مربوط به جدایه A. globiformis با تولید 37/1 میکروگرم در میلی​لیتر بود. مقدار تولید IAA تولید شده توسط هر جدایه در جدول 3 بیان شده است.
بررسی توانایی جدایه​‏های باکتریایی در تشکیل بیوفیلم
نتایج میزان تشکیل بیوفیلم توسط جدایه​‏ها از روش میکروپلیت الایزا استفاده شد. بعد از رنگ آمیزی با استفاده از میکروسکوپ نوری ساختار بیوفیلم مورد ارزیابی قرار گرفت (شکل 5). رنگ آبی در شکل نشان‌ دهنده تشکیل و اتصال بیوفیلم به چاهک می​‌باشد. ساختار بیوفیلم در باکتری P. koreensis دارای بیشترین میزان تراکم و گسترش بود. هم​‏چنین کم​ترین میزان تراکم و گسترش بیوفیلم در بین گونه‏​ها مرتبط با گونه A. globiformis بود. سپس به ‏منظور ارزیابی کمی میزان توانایی جدایه​‏ها در تشکیل بیوفیلم از اسید استیک 30 درصد در طول موج 550 نانومتر استفاده شد. با مقایسه میانگین​‏ها در بین گونه​‏های مورد استفاده، گونه​‏های P. koreensis و C. flaccumfaciens به ترتیب با میانگین ضریب جذب 139/0 و 109/0 در طول موج 550 نانومتر بیشترین میزان تولید بیوفیلم را نشان دادند. هم‏​چنین باکتری​‌های B. cereus و A. globiformis به ترتیب دارای میانگین ضریب جذب 069/0 و 061/0 بودند (جدول 2) و (جدول 3).
ارزیابی تولید سیدروفور توسط جدایه​های باکتریایی
نتایج آزمون کیفی روی محیط​کشت CAS-آگار نشان داد که چهار گونه P. koreensis ، C. flaccumfaciens، A. globiformis و B. cereus توانایی تولید سیدروفور را دارند. ظهور هاله‌ی نارنجی رنگ (زرد) در اطراف پرگنه​های باکتریایی نشان‌دهنده‌ی تولید سیدروفور می‌​باشد (شکل 5). در این آزمون نسبت قطر هاله به قطر کلنی در جدایه​ها متغیر بوده و بیشترین توانایی تولید سیدرفور (بیشترین نسبت به ناحیه​ی قطر هاله) پس از هفت روز متعلق به جدایه P. koreensis با نسبت 3/0±35/2 سانتی​متر بود. چهار گونه​ای که توانایی تولید سیدرفور را دارا بودند، از نظر کمی نیز با هم مقایسه شدند. در این بررسی گونه P. koreensis با میانگین 25/0 بیشترین میزان جذب نوری در طول موج 630 نانومتر را نشان داد.
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شکل 5. A) بررسی تشکیل بیوفیلم به روش میکروپلیت الایزا و ساختار تشکیل بیوفیلم باکتریایی در روش میکروپلیت الایزا.

B1) تولید سیدروفور (ظهور هاله نارنجی رنگ) توسط جدایه منتخب باکتریایی بر روی محیط‏کشت CAS-آگار. B1) شاهد، B2) جدایه P. koreensis
توانایی جدایه​ها در تولید پروتئاز
در بررسی کیفی آزمون تولید پروتئاز، 100 میکرولیتر از نمونه در محیط کشت جامد اختصاصی کازئین آگار کشت داده شد و به مدت 24 ساعت در دمای 37 درجه سانتی​گراد انکوبه شد. بیشترین هاله شفاف ایجاد شده به ترتیب مربوط به جدایه P. koreensis ، C. flaccumfaciens، B. cereus و A. globiformis به ترتیب دارای میانگین مقادیر 22/73±0/1، 16/±0 1/1، 05/5±0/0 و 0±3/0 سانتی​متر بود (شکل 6) (جدول 2و3).
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شکل 6. A1) تولید پروتئاز (ظهور هاله شفاف) توسط باکتری A. globiformis، A2) تولید پروتئاز توسط باکتری P. koreensis ، A3) تولید پروتئاز توسط باکتری C. flaccumfaciens، A4) تولید پروتئاز توسط باکتری B. cereus.
جدول 2. تجزیه واریانس ساده فاکتورهای اندازه گیری شده

	Qualitative dissolution of phosphate
	Quantitative dissolution

of phosphate 
	swarming
	Biofilm
	Protease
	Siderophore
	IAA
	Degrees of freedom
	Sources of changes

	0.54**
	0.50**
	5.82**
	0.008**
	1.03**
	0.02**
	15.90**
	4
	treatment

	0.01 ns
	0.00008 ns
	0.008 ns
	0.00005ns
	0.01 ns
	0.0001 ns
	0.02 ns
	2
	Rep

	27.29
	1.31
	12.62
	16.11
	15.12
	18.14
	3.53
	***
	C.V.


*و** به ترتیب معنی​داری در سطوح 5 و 1 درصد، ns: سطوح غیرمعنی​دار
جدول 3. مقایسه میانگین فاکتورهای اندازه گیری شده.
	Qualitative dissolution of phosphate
	Quantitative dissolution

of phosphate
	swarming
	Biofilm
	Protease
	Siderophore
	IAA
	Sources of changes

	0.41b
	0.035b
	3.36a
	0.139a 
	1.73a
	0.25a
	3.36c
	P. koreensis

	1.61a
	0.042a
	3.33a
	0.109b
	1.1b
	0.19b
	5.59a
	C. flaccumfaciens

	0.35b
	0.019c
	1.63c
	0.061c
	0.50c
	0.07c
	1.37d
	A. globiformis

	0.56b
	0.034b
	2.23b
	0.069c
	0.30d
	0.11c
	3.81b
	B. cereus

	0d
	0d
	0d
	0c
	0e
	0d
	0e
	Control


میانگین​های با حروف مشترک در یک ستون در سطح احتمال پنج درصد اختلاف معنی​داری با هم ندارند.
بحث 
خاك يكي از منابع مهم و ارزشمند موجود در طبيعت است. برنامه‏ريزي براي داشتن خاكي سالم و توليدكننده، لازمه بقاي انسان است. تركيبات نفتي و صنایع پتروشیمی، از مهم ترين آلاينده​هاي آلي محيط زيست به ويژه خاك هستند. ورود اين تركيبات به طبيعت، به سبب سمي بودن، ايجاد جهش و سرطان زايي براي موجودات زنده، از مهم ترين نگراني​هاي حاميان محيط زيست است. اين دسته ازآلاينده​هاي آلي، پايداري زيادي در خاك دارند و انباشته شدن تدريجي آن​ها در خاك، موجب اختلال در كاركرد طبيعي خاك از جمله کاهش عملكرد محصولات كشاورزي و تغيير در ويژگي​هاي خاك مي​گردد 10. نياز به اصلاح محيط​هاي آلوده، سبب توسعه فن آوري​هاي گوناگوني براي رفع آلودگي​هاي آلي از خاك شده است. امروزه استفاده از میکروارگانیسم​ها یا فرآورده​های آن​ها در پاک​سازی آلاینده​های نفتی و صنایع پتروشیمی بسيار مورد توجه قرار گرفته است 7. باکتری​ها و قارچ​ها تنها گونه​های بيولوژیکی دارای توانایی متابوليکی برای استفاده از کربن نفت در سنتز سلولی خود هستند. بزرگترین کار باکتری​ها در خاک، تجزیه و تخریب ترکيبات آلی می​باشد. باکتری​ها قادرند ساده ترین تا پيچيده ترین ترکيبات را تجزیه کنند. اغلب باکتری​ها ساپروفيت هستند، ساپروفيت​ها مواد معدنی و آلی ساده را جذب می​کنند، در حالی​که برای بهره گيری از پليمرهای آلی به واسطه توليد آنزیم​های برون سلولی این پليمرها را تجزیه می​کنند و از آن​ها به عنوان منبع کربن و انرژی بهره می​گيرند 14. توان باکتری​ها در توليد آنزیم​های برون سلولی بالا بوده و توان توليد آنزیم​های برون سلولی گوناگونی را دارند که بسياری از آن​ها توانایی تجزیه و تخریب ترکيبات آلی خيلی پيچيده را نيز دارند و کارایی بالایی در پيش برد چرخه کربن دارند 11. باکتری​های تجزیه گر هيدروکربن​های نفتی با توجه به حلالیت پایين هيدروکربن​ها داری دو مکانيسم برای بالا بردن تجزیه آلاینده​ها می​باشند. اولين راهکار، توليد جاذب​های سطحی بيولوژی می​باشد که باعث افزایش حلالیت و قابليت دسترسی باکتری​ها به آلاینده​ها می​شود و به عبارت بهتر به امولسيون بهتر هيدروکربن​ها کمک می​کند. راهکار دوم توسط مکانيسم اتصال/ تخریب می​باشد 8. اکثر باکتری​های تجزیه گر، توانایی توليد جاذب​های سطحی هيدروکربن​ها را دارند که به آن​ها امکان تماس فيزیکی مناسب با هيدروکربن​ها را می​دهد. به عبارت دیگر، باکتری​ها با داشتن سطح سلولی آب دوست که برای اتصال بهينه به آلاینده​ها موثر است، می​توانند ترکيبات سنگين را به ذرات ریز تبدیل کرده و به عنوان منبع کربن از آن استفاده کنند. بنابراین این روش می​تواند با کم​ترین عوارض جانبی بيشترین راندمان را در اصلاح خاک​های آلوده ایفا کند. در ضمن برعکس روش​های دیگر که دارای تاثير کوتاه مدت هستند، استفاده از باکتری​ها دارای تاثير دایمی می​باشد که مهم​ترین جنبه مثبت این مکانيسم است 12. پژوهش​های متعددی در دست است که سویه​های مختلف باکتریایی نه تنها نسبت به آلودگی​های نفتی و میکروپلاستیک مقاوم هستند بلکه برخی از آن​ها قادرند از این ترکيبات به عنوان منبع کربن و ماده غذایی استفاده کنند 9. در پروفيل خاک با افزایش عمق، جمعيت ميکروب​ها به علت کاهش مواد غذایی به شدت کاسته می​شود. ميزان فعاليت موجودات زندة ذره بينی خاک در هر منطقه به رشد گياه، نوع گياه، نوع خاک، حاصلخيزی خاک، عمليات زراعی و هم​چنين ماکرو و ميکروکلميا محيط بستگی دارد 3. موجودات زنده خاک به حضور آلاینده​های زیست محيطی و هم​چنين مدیریت خاک واکنش نشان می​دهند. مواد محرک رشد مثل نيترات حاصل از نزولات و یا نيتروژن موجود در علف​کشها رشد برخی از باکتری​ها و قارچ​ها را افزایش می​دهد و نيز اضافه کردن عناصر غذایی، وجود عدم تعادل در کوددهی، تغييرات اسيدیته، فلزات سنگين و دیگر مواد آلاینده و سمی مثل آلاینده​های هيدروکربنی فعاليت برخی از موجودات حساس را کاهش می​دهند و یا سبب مرگ آن​ها می​شوند 4. هر تغييری در بستر یا شرایط محيطی منجر به تغيير ساختار ميکروبی و سرعت واکنش​های متابوليکی می​گردد. هم​چنين هر گونه تغييری تحت تأثير عوامل فوق سبب ناپایداری سيستم می​شود. فرآیند​های بيولوژیک ناشی از مواد آلوده کننده موجب تقليل در ذخایر عناصر غذایی و کاهش ظرفيت نگهداری آب در خاک می​شود 6. نکته مهمی که بایستی به آن اشاره کرد، این است که تغذیه گياه به طور کامل بستگی به فعاليت متابوليکی موجودات زندة ذره بينی خاک دارد. بنابراین تغييرات در جامعه موجودات زنده خاک اثر مستقيم و غيرمستقيم بر سلامت و بقاء گياهان و بالطبع آن، جوامع بشری دارد. به علاوه باکتری​ها و سایر موجودات زندة ذره بينی خاک با ذخيره عناصر سنگين و ترکيبات سمی دیگر از تجمع بالای آن در گياه و ورود آن​ها به سيستم بدن انسان جلوگيری می​کنند. حال با کاهش شمار این موجودات زندة ذره بينی ميزان تجمع عناصر سنگين و سمی در گياه افزایش یافته که می​تواند تهدیدی برای زندگی بشر باشد 15. غلظت​های بالای آلاینده​ها و شرایط نامطلوب ممکن است در مکان​های آلوده شده اثرات منفی بر روی میکروارگانیسم​ها بگذارد، که نتيجه آن اثر منفی بر روی ميزان زیست پالایی است 11. ریزوباکتری‌​های افزایش​دهنده​ی رشد گیاه (PGPR) قادر به ارتقای رشد گیاهان با استفاده از مکانیسم​‌های مستقیم و غیر مستقیم حتی در محیط​های آلوده به صنایع پتروشیمی می‌​باشند. مکانیسم​‌های مستقیم شامل فراهم ساختن فسفر قابل جذب برای گیاه، تثبیت نیتروژن اتمسفری، جداسازی و مهیا نمودن عناصر نادر مانند آهن با استفاده از سیدروفورها و تولید هورمون‌​های گیاهی نظیر جیبرلین‌، سیتوکین‌ و اکسین‌ می‌باشند. اثر غیر مستقیم باکتری​‌های افزایش دهنده رشد گیاه از طریق افزایش تحمل گیاه نسبت به تنش​‌ها، صورت می​‌پذیرد. به علاوه، بسیاری از میکروارگانیسم​های خاک قادر به انحلال شکل​‌های غیر قابل ‌جذب کانی​‌های معدنی فلزدار از طریق ترشح اسیدهای آلی هستند 16. این باکتری​‌ها به دلیل برخورداری از اندازه‌ی کوچک، دارای فعالیت و نسبت سطح به حجم زیادی می​‌باشند. بنابراین سطح تماس وسیعی را مهیا نموده و امکان استفاده از آن‌​ها به عنوان کلات کننده​های میکروبی جهت افزایش کارآیی فن‌آوری زیست‌پالایی وجود دارد .17. از فاکتور​های دیگری که به تجزیه ‌زیستی آلاینده​‌ها کمک می​‌کند، می​‌توان به تشکیل بیوفیلم اشاره کرد، که یک سد فیزیکی برای جلوگیری از ورود هيدروكربن​‏هاي آروماتيك چند حلقه‏اي به درون غشا باکتری می​‌باشد 18. هم​چنین ساختار بیوفیلم​های باکتریایی سبب مقاومت در برابر مواد مضر از جمله میکروپلاستیک می‌​شود و پس از گذشت مدت زمانی باکتری توانایی سازگاری، مصرف و تجزیه مواد را پیدا می​‌کند 19. زیست‌ پالایی روشی است که در بر گیرنده‌ی استفاده از فعالیت​‌های بیولوژیک طبیعی به منظور تخریب و یا تجزیه‌ی آلاینده​‌های مختلف می​‌باشد. زیست‌پالایی تکنیکی مقرون‌ به‌ صرفه و ساده است که عموماً از مقبولیت عمومی بالایی برخوردار می​‌باشد. به دلیل سازگار بودن با کارکردهای زیستی، امکان اجرای آن در مکان‌​های آلوده، بدون ایجاد تأثیر سوء بر حاصلخیزی و فعالیت‌‌​های متابولیکی میکروب‌​های خاک وجود دارد. این ویژگی مانع از انتقال آلاینده​‌ها از مکان​های آلوده به مکان​های دیگر می​‌شود و متعاقباً سبب کاهش خطرات بالقوه‌ای می​شود که می​‌تواند در طی جابه‌جایی آلاینده​‌ها برای سلامتی انسان و محیط زیست به وجود آید 18. به علاوه، فن​آوری زیست‌ پالایی برای پالایش طیف وسیعی از آلاینده​‌های زیست محیطی مناسب می​‌باشد و به واسطه‌ی دگرگونی یا تجزیه‌ی این آلاینده​‌ها، سبب کاهش سمیت آن‌​ها می​‌گردد. نظر به این​که زیست ‌پالایی روش جایگزین مناسبی برای فن​آوری‌های پالایشی مرسوم می​‌باشد، لذا تحقیقات در این زمینه‌ به سرعت رو به گسترش است. با این وجود، نیاز به مهندسی ژنتیک‌ میکروب​‌ها، به منظور بهبود کارکرد و کاربرد گسترده‌تر آن‌​ها تحت شرایط اقلیم​‌های کشاورزی مختلف، هم​چنان احساس می‌شود 19.
نتیجه گیری
در این پژوهش از بین جدایه​های باکتریایی نمونه برداری شده از ریزوسفر گیاهان اطراف پتروشیمی خرم آباد، لجن و آب آلوده این منطقه و خالص سازی بر اساس خصوصیات فنوتیپی-بیوشیمیایی و توالی​یابی بخشی از ناحیه ژن 16S rRNA، گونه​هایPseudomonas koreensis ، Curtobacterium flaccumfaciens، Arthrobacter globiformis و Bacillus cereus شناسایی گردیدند. هم​چنین جدایه​های باکتریایی از نظر فاکتورهای تشکیل ساختارهای بیوفیلم باکتریایی، تولید سیدرفور، تولید پروتئاز، حرکت سوارمینگ، توانایی انحلال فسفات و تولید ایندول استیک اسید مورد بررسی قرار گرفتند. نتایج نشان داد باکتری Pseudomonas koreensis  بیشترین میزان تشکیل بیوفیلم، حرکت سوارمینگ، تولید سیدروفور، پروتئاز و تحمل نسبت به نفت را از خود نشان داد. هم​چنین بیشترین توانایی در انحلال فسفات و تولید ایندول استیک اسید متعلق به گونه Curtobacterium flaccumfaciens بود. در این تحقیق برای نخستین بار باکتری Curtobacterium flaccumfaciens به عنوان تجزیه کننده میکروپلاستیک معرفی گردید. به طور کلی به دلایلی مانند سميت، خاصيت سرطان زایی، جهش زایی و ایجاد اختلالات جنينی ناشی از ترکيبات هيدروکربنی موجود در نفت خام و صنایع پتروشیمی و هم​چنين وجود این مواد به عنوان یکی از مهم​ترین آلاینده​های محيطی خاک، نگرانی​های گسترده ای از بابت ورود این ترکيبات سمی به زنجيره​های غذایی وجود دارد. به همين دليل تلاش​های وسيعی جهت یافتن راه​های سریع و مقرون به صرفه برای حذف این مواد از طبيعت انجام شده است. از بين روش​های مختلف پاک​سازی، زیست پالایی روشی کارآمد، اقتصادی و پایدار می​باشد. بنابراین این روش می​تواند با کم​ترین عوارض جانبی بيشترین راندمان را در اصلاح خاک​های آلوده ایفا کند. در ضمن برعکس روش​های دیگر که دارای تاثير کوتاه مدت هستند، دارای تاثيرات دایمی می​باشند. 
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Isolation and identification of microplastic-degrading bacteria from polluted areas around the petrochemical complex (case study: Lorestan Petrochemical)
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ABSTRACT

Background and Objective: The mass production, widespread use, and improper disposal of plastic products have led to significant environmental pollution. Over time, larger plastic polymers break down into smaller particles known as microplastics. This study aimed to isolate and identify indigenous beneficial bacteria capable of degrading microplastics in the vicinity of the Lorestan Petrochemical Complex in Khorramabad County, Iran.

Methods: Samples were collected from the rhizosphere of plants, as well as from sludge and contaminated water in the petrochemical area. Following transfer to the laboratory, the samples were cultured on nutrient agar, nutrient broth, and 2XYT media. After isolation and purification, bacterial strains were identified based on phenotypic and biochemical characteristics, as well as partial sequencing of the 16S rRNA gene. The identified species included Pseudomonas koreensis, Curtobacterium flaccumfaciens, Arthrobacter globiformis, and Bacillus cereus. The isolates were further evaluated for their ability to form biofilms, produce siderophores and proteases, exhibit swarming motility, solubilize phosphate, and synthesize indole-3-acetic acid (IAA), among other traits.

Results: Among the isolates, Pseudomonas koreensis exhibited the highest levels of biofilm formation, swarming motility, siderophore production, protease activity, and tolerance to petroleum hydrocarbons. Meanwhile, Curtobacterium flaccumfaciens demonstrated the greatest capacity for phosphate solubilization and indole-3-acetic acid production.

Conclusion: Bioremediation presents an efficient, economical, and sustainable approach among various remediation strategies, offering the potential for high efficacy with minimal environmental impact in the treatment of contaminated soils. Notably, this study introduces Curtobacterium flaccumfaciens for the first time as a microplastic-degrading bacterium.

Keywords: Microbial interactions, Microplastics, Bioremediation, Curtobacterium, 16S rRNA
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99| MT629852.1:67-855 Pseudomonas koreensis srain S5 NERI 17 165 ribosomal RNA gene partal sequence
OK135820.1:6-1433 Pseudomonas brassicacearum strain YL-77 165 ribosomal RNA gene partal sequence
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17, MK#14904.1 Exiguobacterium artemiae strain IAE202 168 ribosomal RNA gene partial sequence
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