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Abstract  
Screening experiments were carried out to isolate 
bacterial strains capable of solubilizing coal tailings 
for use in biofuel production from these byproduct 
wastes. Using enrichment in medium containing coal 
as sole carbon source, seven bacterial strains able to 
grow on coal hydrocarbons were isolated. The 
bacterial consortium was then cultured in mineral 
salt liquid media containing 1% (w/v) hard coal or 
coal tailings and incubated for 15 days at 25 degree 
centigrade on an orbital shaker (150 rpm). 
Spectrophotometric analysis of supernatants resulted 
from centrifugation of cultures showed 1.475 
increases in absorbance at 450 nm for coal tailing 
and 0.832 for hard coal, compared to blank lacking 
bacteria. Gravimetric measurements also performed 
wich confirmed the solubilization of coal by bacteria. 
 
Keywords: coal solubilization, coal tailing, biofuel. 

 
  

  چکیده
 شاتی ذغال سنگ آزماي قادر به رشد بر رويها ي باکتريبه منظور جداساز

با استفاده از ذغال سنگ به عنوان تنها منبع  که  صورت گرفتيغربال ساز
نتایج حاصل از . دی گردي جداسازییای باکترهی سو7 در مجموع ،کربن

هاي  بررسی پروتئین کل تولیدي، به عنوان شاخصی از مصرف هیدروکربن
ان تنها منبع کربن ذغال سنگی، در محیط پایه معدنی و ذغال سنگ به عنو
ها داراي کارایی  نشان داد که مخلوط باکتریایی نسبت به تک تک ایزوله

سازي  جهت بررسی میزان محلول. باشند بالاتري براي تجزیه ذغال سنگ می
 ی معدنهی پاطیدر محوسیله کنسرسیوم باکتریایی بدست آمده  ذغال سنگ به
 درصد 1 (نها منبع کربن به عنوان تشویی   یا ضایعات ذغالو ذغال سنگ
 دور در 150 کری شي بر رو روز15کشت داده شد و به مدت ) وزن به حجم

 عی ماي اسپکتروفتومتر. قرار داده شدگراد ی درجه سانت25 ي و دماقهیدق
 جذب نور زانیاختلاف م روزه، 15این کشت   فوژی حاصل از سانترییرو

 براي 475/1 را يتر شاهد بدون باکبه نسبت ) نانومتر450طول موج (
. نشان داد براي ذغال سنگ سخت، 832/0ضایعات ذغال شویی و 

ی نیز محلول سازي ذغال سنگ بوسیله این کنسرسیوم  وزن سنجشاتیآزما
 .باکتریایی را تأیید نمود

  
 ذغال سنگ، محلول سازي، پسماند ذغال شویی، سوخت :ها کلیدواژه

  .بیولوژیک
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 مقدمه
و ) low rank coal(ذغـــال ســـنگ بـــا کیفیـــت پـــایین 

شویی از منـابع کربنـی ارزان قیمـت بـه         ماندهاي ذغال   پس
. باشـد  آیند که درحجـم بـالایی در دسـترس مـی         شمار می 

ماندها در صنایع کک سازي و غیره از          استفاده از این پس   
عـلاوه بـر ایـن،    . باشد رون به صرفه نمی لحاظ اقتصادي مق  

-شـویی مـشکلات زیـست       ماندهاي ذغـال    حجم انبوه پس  
گـردد کـه دفـع مناسـب آن بـه             محیطی را نیـز باعـث مـی         

خطـر باشـد      اي که براي طبیعت و محیط زیـست بـی           گونه
بنـابراین یـافتن    . هـاي سـنگین اسـت       مستلزم صرف هزینـه   

ــر جلــوگ  راهکارهــاي مناســب مــی یري از توانــد عــلاوه ب
آلودگی خاك و آب، صرفه اقتصادي بالایی را نیز در بر           

هـاي   هـا تولیـد سـوخت    از جمله ایـن راهکـار    . داشته باشد 
ماندها است که در چنـد دهـه اخیـر       بیولوژیک از این پس   

  .تحقیقات بسیاري را متوجه خود ساخته است
هـاي باکتریـایی و قـارچی از راسـته            تعدادي از گونـه   

انـد کـه    هـا یافـت شـده      بازیدیومایـست هـا و      دوترومایست
قادرند ذغال سنگ با کیفیت پایین را به یک فراورده مایع 

 fulvic و humic acid شیمیایی پیچیده شامل هاي با ترکیب

acid تبدیل نمایند )Cohen & Gabriele, 1982; Willmann 

& Fakoussa, 19997 .( ــارچ  Trichoderma atrovirideق
هاي حاوي منبع نیتروژن و کـربن         یتقادر است بر روي پل    

 Hoolker et(مناسب، ذغال سنگ را محلول سازي نمایـد  

al., 1997 .(  
ــال ســازي و جداســازي    ــژوهش غرب هــدف از ایــن پ

سـازي    هاي بومی ایران است کـه قـادر بـه محلـول             باکتري
امکــان کــاربرد صــنعتی  .  ســنگی باشــند ضــایعات ذغــال

هـا    کـه نـسبت بـه قـارچ        دلیل راندمان بالاتري   ها به   باکتري
که در شرایط فیزیکوشیمیایی     دلیل این  دارند و همچنین به   

تري  ، شوري و فاکتورهاي دیگر در دامنه گسترده    pHدما،  
تـر و     فعال بوده و نیاز به کنترل کمتري دارند، بسیار سـاده          

  .باشد تر می مقرون به صرفه
  

 ها مواد و روش
  نمونه گیري
ه ذغـال سـنگ و همچنـین        از معـادن متروک ـ   نمونه گیـري    

هاي جنگلی در حال فـساد در شهرسـتان سـوادکوه             چوب
 کـه شـامل آب و      ها نمونه. استان مازندران صورت گرفت   

هاي پوسیده جنگلی     لجن در مورد معادن متروکه و چوب      
دار اسـتریل بـرروي       پـیچ   اي در   بودند درون ظروف شیـشه    

ولـه   بـه آزمایـشگاه منتقـل شـده و تـا زمـان ایز              سریعاًیخ،  
ــاکتري . هــداري شــدندگن) ºC 4(هــا در یخچــال  کــردن ب

گیري نیز به منظـور      هایی از آب و خاك محل نمونه        نمونه
هـاي فیزیکـی و      ، مقدار نمک، و دیگر ویژگی     pHبررسی  

  . شیمیایی آن به آزمایشگاه منتقل شد
  

  هاي کشت مواد و محیط
 از پـژوهش  استفاده در ایـن   کلیه مواد آزمایشگاهی مورد   

شــرکت مــرك  جــه خلــوص آنــالیتیکی بــوده و از    در
 Tris Base  (Tris hydroxymethyl به جز ،خریداري شدند

amino methane) که مربوط به شرکت Sigma  ذغال . بود
سنگ و ضـایعات ذغـال شـویی از شـرکت ذغـال سـنگ             

 شـامل  محـیط پایـه معـدنی   ترکیب . البرز مرکزي تهیه شد 
م دي پتاســـیم  گـــر24/0 گـــرم کلریـــد آمونیـــوم، 95/1

 II( ،05/0( گـرم  سـولفات آهـن      01/0هیدروژن فسفات،   
 گـرم   10 گرم سولفات منیزیوم،     05/0گرم کلرید پتاسیم،    

لیتــر   میلــی1 گــرم کلریــد کلــسیم و 01/0کلریــد ســدیم، 
لیتـر آب مقطـر بـود         میلـی  1000محلول میکرو عناصر در     

محلول میکرو عناصـر  ). 1383پور و ابوالحسنی،   ابراهیمی(
 میلی گرم کلرید  100گرم کلرید روي،      میلی 70نیز شامل   

گرم کلرید   میلی100گرم کلرید کبالت،   میلی 200منگنز،  
گرم مولیبدات   میلیII ،50گرم کلرید مس   میلی20نیکل، 

گرم وانـادات     میلی 10گرم سلنیت سدیم،      میلی 26سدیم،  
لیتـر اسـید      میلـی  1گرم ولفرامـات سـدیم،        میلی 30سدیم،  

. لیتر آب مقطـر بـود    میلی1000 درصد در    25  لریدریکک
pH ها با استفاده از بافر        محیطtris   تنطیم کردید  5/7 روي  .
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 دقیقـه   15گـراد بـه مـدت         درجـه سـانتی    121ها در    محیط
سولفات منیزیوم و سولفات آهن جداگانه      . اتوکلاو شدند 

  .اتوکلاو شده و پس از سرد شدن به محیطها افزوده شدند
  
 هاي باکتریایی   سازي سویهجدا

هاي قـادر بـه رشـد بـر روي            به منظور افزایش تعداد سویه    
سـازي انجـام      ذغال سنگ، یک مرحله آداپتاسیون و غنـی       

. بود) subculture(شد، که شامل چهار مرحله کشت پیاپی  
لیتـر     میلـی  100 گـرم در     20براي این منظور از هـر نمونـه         

تـر ذغـال سـنگ پـودر      گرم در لی 5/0محیط پایه معدنی و     
ــربن کــشت داده شــد    ــع ک ــا منب ــوان تنه ــه عن در . شــده ب

لیتر از کـشت غنـی شـده قبلـی         میلی 20هاي بعدي،     کشت
 روز، در   15ها بـه مـدت        ارلن. به عنوان تلقیح استفاده شد    

 دور در 100گراد و بـر روي شـیکر     درجه سانتی 25دماي  
ــدند   ــرار داده ش ــه ق ــایی،   از . دقیق ــده نه ــی ش ــشت غن ک

 µl 100 تهیــه شــد و از هرکــدام 10-8 تــا 10-1هــاي  قــتر
هـاي حـاوي     اي سـرکج بـر روي پلیـت        بوسیله میله شیـشه   

ها بـه مـدت       پلیت.  کشت شد  تریپتیکاز سوي آگار  محیط  
از . گراد قرار گرفتند  درجه سانتی25 روز در انکوباتور 10

ــت ــی   پلی ــا بررس ــب، ب ــاي مناس ــوژیکی و   ه ــاي مورفول ه
هـاي باکتریـایی جداسـازي        ، سـویه  ها  میکروسکوپی کلنی 
هاي مجزا کشت داده شدند و پس از    شده و بر روي پلیت    

همچنـین   .حصول رشد مناسب در یخچال قرار داده شدند    
تریپتیکاز ها در محیط    ها، باکتري   به منظور نگهداري سویه   

ــراث کــشت داده شــده و پــس از حــصول رشــد  ســوي  ب
 دي لیتر  میلی1/0لیتر از محیط کشت  مناسب، به یک میلی   

هـا درون    اضافه شـد و نمونـه      )DMSO( متیل سولفوکساید 
 -20لیتـري، در داخـل فریـزر        میلـی  2اي    هـاي شیـشه    ویال

 ,.Sueszmuth et al (گـراد قـرار داده شـدند    درجـه سـانتی  

1987 .(  
  

  ها تست تجزیه ذغال سنگ بوسیله ایزوله
 در لولـه آزمــایش  ،هـاي ایزولـه شــده   تـک تـک بــاکتري  

پس . حیط تریپتیکاز سوي براث کشت داده شدندحاوي م
ــه . (g×10000)هــا ســانتریفیوژ شــدند  از رشــد مناســب لول

 درصد اسـتریل شستـشو   NaCl  1سلولی با محلول  رسوب
رســـوب .  ســـانتریفیوژ شـــدg× 10000داده و مجــدداً در  

 درصد استریل به کدورت NaCl  1حاصل بوسیله محلول 
 سوسپانـسیون باکتریـایی     از هـر  .  مک فارلند رسانده شد    3
 يلیتـر   میلی 250هاي    میکرولیتر به ارلن   700 دست آمده  به

لیتر محـیط پایـه معـدنی اسـتریل، حـاوي          میلی 100حاوي  
 گرم در لیتر ذغال سنگ پودر شده به عنوان تنها منبع            5/0

 میکرولیتـر  100در مورد کشت مخلوط  .  اضافه شد  کربن،
 15ها به مـدت      ارلن. داز هر سوسپانسیون به ارلن تلقیح ش      

ــاي  ــانتی25روز در دم ــیکر   درجــه س ــر روي ش ــراد ب  گ

rpm200) Heidolph Unimax 2010( ــدند ــرار داده ش .  ق
هاي حاصـل     از کشت . آزمایشات با سه تکرار انجام شدند     

  .گیري میزان پروتئین کل تولیدي استفاده شد جهت اندازه
  

  انداره گیري پروتئین
تئین کل سـنتز شـده، بـه عنـوان          از اندازه گیري میزان پرو    

هـاي ذغـال سـنگی     شاخص دقیقی از مصرف هیدروکربن   
لیتـر    میلی 1براي این منظور    . ها استفاده شد   بوسیله باکتري 

 g × 10000از محیط کشت در داخـل لولـه اپنـدورف در        
 NaClرسوب سلولی توسط محلول استریل . سانتریفوژ شد

 g  ×10000 درصـــد شستـــشو داده شـــد و مجـــدداً در 1 
لیتـر آب     میلـی  1به رسوب سلولی حاصـل      . سانتریفوژ شد 

 میلــی لیتــر 5/0, مقطــر اضــافه شــد و پــس از بــه هــم زدن
.  اضـافه شـد و بـه هـم زده شـد     NaOH  مولار 3/0محلول 

 60 دقیقـه در حمـام آب گـرم          90ها سپس بـه مـدت        لوله
هـا کـاملاٌ لیـز       گراد قرار داده شدند تـا سـلول        درجه سانتی 

ــه روش لاري صــورت   ر. شــوند ــروتئین ب ــزي پ نــگ آمی
  ).Sueszmuth et al., 1987(گرفت 

  
  محلول سازي ذغال سنگ

سازي ذغال سـنگ، مخلـوط        به منظور تعیین میزان محلول    
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 بر روي سوبستراي ذغال سنگ) Ct(و مخلوط ) C7 تا C1(ها بصورت تک   روزه ایزوله15هاي  پروتئین کل تولیدي در کشت -1شکل 

باکتریایی در محیط پایه معدنی با افـزودن مکمـل عـصاره       
، جداگانـه بـا دو سوبـستراي ذغـال     ) گرم در لیتر 1(مخمر  

شـویی کـشت داده    هاي ذغـال  ماند  سنگ پودر شده و پس    
غلظت ذغال سـنگ در ایـن   ). Mester et al., 1995(شدند 

هاي تلقـیح شـده     درصد و تعداد باکتريw/v (1(آزمایش  
 15ها به مـدت       کشت. لیتر بود    باکتري در میلی   106حدود  

 درجــــه 25 در دمــــاي rpm 200روز بــــر روي شــــیکر 
فوژ هـا سـانتری   سـپس کـشت  . گراد قـرار داده شـدند     سانتی

ــدند  ــه در 15(ش ــر  )g 10000× دقیق ــی فیلت ــول روی ، محل
 نـانومتر   450گردید و میزان جذب نـوري در طـول مـوج            

ــپکتروفتومتر   ــیله اســـ  )Shimadzu UV-120-02(بوســـ
با درنظرگیري یک شاهد بدون باکتري،      . گیري شد   اندازه

 450محلول سازي ذغال سنگ با افـزایش جـذب نـور در      
  ین آزمایش وزن سنجی نیـز، بـا        همچن. نانومتر سنجیده شد  

  

 12مانـده بعـد از        گیري وزن خـشک ذغـال سـنگ بـاقی           اندازه
   .گراد، صورت گرفت  درجه سانتی100ساعت قرار گرفتن در 

  
  نتایج و بحث
سازي   آداپتاسیون و غنی روشبا استفاده از در این تحقیق 

ذغال در محیط پایه معدنی که تنها منبع انرژي و کربن آن 
 سویه باکتریایی قـادر بـه مـصرف         7 در نهایت    بود، سنگ

  .هاي ذعال سنگی جداسازي گردید هیدروکربن
هـا را بـر روي         تولیـد پـروتئین توسـط ایزولـه        1شکل  

طـور کـه     همـان . دهـد   سوبستراي ذغـال سـنگ نـشان مـی        
هـا کـشت داده       که مخلـوط ایزولـه     شود زمانی   مشاهده می 

شاخصی از تجزیه   شده بودند تولید پروتئین، که به عنوان        
باشـد،    هـا مـی     و مصرف شدن ذغال سنگ توسط بـاکتري       

مــشاهدات چــشمی و . دهــد بــالاترین میــزان را نــشان مــی
  .میکروسکوپی نیز این موضوع را تأیید نمودند
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 ذغال سنگ محلول شده را بعد از سانتریفوژ و 2شکل      
در این تـصویر، مـایع حاصـل از         . دهد  فیلتر شدن نشان می   

سازي ضایعات ذغـال شـویی در مقایـسه بـا ذغـال              لولمح
سنگ پودر شده و شاهد بـدون بـاکتري نـشان داده شـده              

هاي باکتریایی ضایعات ذغال شـویی را بیـشتر         سویه. است
بـه نظـر    .  از ذغال سنگ پودر شده محلول سازي نمودنـد        

 و همچنـین تبـادلات      pHرسد علت این افـزایش تـأثیر          می
  .ه در ضایعات ذغال سنگی باشدکاتیونی ترکیبات همرا

آزمــایش اســپکتروفتومتري و وزن ســنجی نیــز نتــایج  
طور کـه مـشاهده      همان). 1جدول  (نماید    فوق را تأیید می   

شود محلول حاصل از کشت کنسرسیوم باکتریـایی بـر       می
 اخــتلاف جــذب در 475/1روي ضــایعات ذغــال شــویی 

د در ده ـ  نانومتر را نسبت به شاهد نشان می      450طول موج   
   832/0که این نتایج در مورد پـودر ذغـال سـنگ             صورتی

  

مانـده در پایـان دوره        وزن سنجی ذغـال سـنگ بـاقی       . بود
 روزه کنسرسیوم باکتریایی بـراي ذغـال سـنگ و        15رشد  
  . درصد بود9 و 12ماند ذغال شویی به ترتیب  پس

توانـد بـه عنـوان        ذغال سنگ محلول سازي شـده مـی       
هـاي    راي  تولیـد میکروبـی سـوخت        ب اي  سوبستراي بالقوه 

بیولــوژیکی ماننــد اتــانول، متــانول و متــان و همچنــین      
. محصولات بیوتکنولوژي دیگر مورد استفاده قـرار گیـرد        

مکانیسم دقیق تجزیـه ذغـال سـنگ و محلـول سـازي آن              
گونـه تــصور   همچنـان ناشـناخته بــاقی مانـده اسـت ولــی ایـن     

هـاي     متابولیـت  شود که این فرایندها تحت تـأثیر همزمـان          می
هاي لیگنولیتیک  ، آنزیم)Laborda et al., 1999(متعدد سلولی 

)Strandberg & Lewis, 1988( بیوتنــسیدها ،)Willmann & 

Fakoussa, 1997(     عوامل چـلات کننـده و ترکیبـات قلیـایی ،
)Quigley et al., 1989 و Fakoussa, 1994 (باشند می.  

 

  
  

شاهد بدون تلقیح باکتري، : B. محلول سانتریفوژ شده و فیلتر شده حاصل از فرایند محلول سازي ذغال سنگ بوسیله کنسرسیوم باکتریایی -2شکل 
C :سنگ پودر شده، و ذغال C.T. :ماندهاي ذغال شویی پس  

  
  ماند ذغال شویی اسپکتروفتومتري و وزن سنجی کشت کنسرسیوم باکتریایی بر روي ذغال سنگ و پس -1جدول 

  درصد کاهش وزن سوبسترا   نانومتر نسبت به شاهد450اختلاف جذب   سترابسو

    نمونه  شاهد  
 %12 1,561 0,086  ذغال سنگ

  %9  0,913  0,081  ل شوییماند ذغا پس
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 تقدیر و تشکر
یت معاونت پژوهـشی دانـشگاه شـهید        این پژوهش با حما   

 .بهشتی انجام گردید  دانشگاه شهید2بهشتی و پردیس 
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