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چکيده

کائولن يک کاني رسي است که به علت داشتن يک سري خصوصيات ويژه، داراي استفاده​هاي گسترده صنعتي است. يکي از ويژگي‌هاي مهم اين ماده، رنگ سفيد آن است. ذخاير گسترده‌اي از کائولن در کشور وجود دارد که متاسفانه به دليل دارا بودن اکسيد‌هاي آهن از شفافيت مناسبي برخوردار نيستند. در اين تحقيق از روش انحلال زيستي اکسيد‌هاي آهن توسط 548Aspergillus niger NCIM براي حذف ناخالصي موجود در کائولن استفاده شد و  در پايان مدلي براي پيش​بيني درصد حذف آهن توسط اين سويه ارائه شد. فروشويي  با استفاده از اين سويه در بهترين حالت منجر به حذف 2/2 درصد از کل آهن موجود شد. نتايج به دست آمده براي ادامه مطالعات اميدواركننده بوده و در صورت بررسي عملكرد سويه هايي ديگر از اين قارچ و ايجاد شرايط بهينه، در تحقيقات آتي امكان افزايش حذف آهن وجود دارد.    
واژه‌هاي کليدي: کائولن، اکسيد آهن، فروشويي‌زيستي، Aspergillus niger
1- مقدمه

 امروزه استفاده از فروشويي ميکروبي به منظور استخراج فلزات و حذف نا​خالصي‌هاي فلزي، به دليل سادگي عمليات، پايين بودن هزينه سرمايه‌گذاري و انرژي و عاري بودن از آلودگي​هاي زيست​محيطي گسترش يافته است. همچنين استفاده از روش​هاي زيستي و به کار گرفتن ميکروارگانيسم​ها به عنوان يک روش جديد و جايگزيني مناسب براي روش​هاي شيميايي در حذف نا​خالصي آهن از کائولن به حساب مي​آيد [1]. 

کائولن يک کاني رسي مهم از نظر صنعتي و اقتصادي است که به عنوان ماده خام در ساخت سراميک​هاي بهداشتي، الکتريکي، کف و ديوار و همچنين در توليد کاغذ و ظروف چيني کاربرد دارد [1و2]. متاسفانه حضور اکسي​هيدروکسيدهاي آهن در اين کاني باعث کاهش سفيدي و شفافيت آن شده و آن را در صنايع اشاره شده غير قابل استفاده مي​سازد. مطالعات آزمايشگاهي و مشاهدات ميداني نشان داده‌اند که ميکروب‌ها مي​توانند با توليد اسيد​هاي آلي و معدني، ايجاد ليگاندهاي کمپلکس دهنده با فلزات [2]، احياي مستقيم Fe(III) و توليد ناقلين الکترون، آهن موجود در کاني​هاي رسي را استخراج و حذف کنند.

 در اين تحقيق، حذف آهن از کائولن توسط قارچ NCIM 548​Aspergillus niger  با استفاده از روش طراحي آزمايش مورد مطالعه قرار گرفته است. قارچ​ها مي‌توانند با ترشح اسيدهاي آلي (اسيد اگزاليک، سيتريک و گلوکونيک)، آمينو اسيدها و ديگر متابوليت​ها به داخل محيط کشت خود، آهن موجود در رس را به صورت کمپلکس محلول از آن خارج کنند.
2- مواد و روش​کار
2- 1- ميکروارگانيسم

سويه مورد استفاده در اين آزمايش​ها، 548NCIM Aspergillus niger   بود که از طرف انستيتو تکنولوژي هند – مدرس هديه شد.
2- 2- نمونه کائولن

نمونه کائولن توسط شرکت مهر​خاک و از ذخيره​اي واقع در منطقه دامغان استان سمنان تامين گرديد. اين ذخيره به علت دارا بودن مقادير زياد نا​خالصي اکسيد​آهن (  Fe2O311%) از نظر صنعتي غير قابل استفاده است.
2- 3- محيط کشت

براي رشد و نگهداري ميکروارگانيسم​ها از محيط جامد حاوي kg/m330 عصاره مالت، kg/m3 3 پپتون گوشت، وkg/m3  15 آگار در6/5 = pH استفاده شد. براي کشت ميکروارگانيسم​ها از محيط کشت ترکيبي [3] حاوي (گرم در ليتر): ساكارز، 120؛ NH4NO3،  45/0؛ KH2PO4، 1/0؛ MgSO4.7H2O، 3/0؛ FeSO4.7H2O، 4-10 و ZnSO4.7H2O، 5-10x25؛ استفاده شد.
2- 4- آزمايش​هاي فروشويي زيستي
سويه​هاي قارچ از يک اسلنت آگار 7روزه به محلولي حاوي % 1/0 Tween 80  و % 9/0 NaCl منتقل شده و پس از  شمارش در زير ميکروسکوپ، بخشي از آن به محيط کشت درون فلاسک​ها اضافه شد طوري​که غلظت اسپور در آنها به spores/ml 106 رسيد. مقادير 2 و 6 گرم از کائولن در شروع و در روز سوم آزمايش به فلاسک​ها افزوده شد. آزمايش​هاي فروشويي زيستي در فلاسک​هاي 300 ميلي​ليتري که حاوي 100 ميلي ليتر محيط کشت بود، با دوبار تکرار انجام شد.

2- 5- روش‌هاي اندازه گيري

براي اندازه گيري آهن قابل جدايش توسط فرايند فروشويي، نمونه کائولن، 15 تا 20 دقيقه در N HCl6 حرارت داده و هم زده شد [1]. سپس، ميزان آهن موجود در محلول با استفاده از روش 1,10-phenanthroline [4] اندازه​گيري شد. غلظت آهن مايع درون فلاسک​ها نيز به همين روش [4] اندازه​گيري شد.

براي اندازه گيري مقدار قند موجود در محيط کشت، نمونه مورد نظر پس از رقيق​سازي هيدروليز و با استفاده از روش نلسون [5] و سوموگاي [6] آناليز شد.

براي اندازه​گيري زيست​توده، در انتهاي آزمايش‌ها فاز جامد درون فلاسک​ها جدا شده و  تفاوت وزن آن پس از خشک کردن در دماي  oC120 و پس از سوزاندن زيست​توده در دماي oC170 محاسبه شد.

2- 6  طراحي آزمايش​ها

طراحي آزمايش​ها با استفاده از يک طرح فاکتوريل کامل [7] و با دو متغير در دو سطح انجام شد. متغيرها عبارت بودند از: چگالي پالپ و روز افزودن خاک به محيط کشت.

3- ارائه و تحليل نتايج

از آنجا که آهن قابل حذف به صورت اکسيد​ها و هيدروکسيد​هاي چسبيده به سطح ذرات بوده و توسط فروشويي با اسيد هيدروکلريدريک قابل انحلال است، ميزان آهن قابل انحلال از طريق فروشويي به همين روش محاسبه شد و برابر با کل آهن موجود در نمونه بود که قبلا توسط آناليز XRF اعلام شده بود.

در اين مطالعه توانايي قارچ A. niger NCIM548 در انحلال آهن از کائولن بررسي شد. نتايج آزمايش​هاي انجام شده به مدت يک ماه در جدول 1 آورده شده است. همان طور که مشاهده مي​شود، آزمايش​هايي که خاک در شروع آزمايش به کشت اضافه شده است نتيجه بهتري را به دست داده​اند، به طوري که در آزمايش اول که چگالي پالپ g/l20  بود، غلظت آهن محلول بهppm  63/34 و ميزان حذف آهن به %2/2 رسيد. غلظت بالاتر آهن، ppm 73/82، در آزمايش 2 به علت بيشتر بودن مقدار خاک اضافه شده به کشت است (g 6). علت اين است که در فلاسک‌هايي که خاک در شروع آزمايش به آنها اضافه گرديده است، ميکروارگانيسم به تدريج با محيط کشت حاوي کائولن سازگار شده است، اما در فلاسک‌هاي ديگر، ميکروارگانيسم به علت رشد در محيط عاري از رس، با تغيير ناگهاني شرايط محيط کشت در روز سوم (اضافه کردن کائولن) تا مدتي ناسازگار است.

همچنين، با مراجعه به جدول 1 مشاهده مي​شود، آزمايش‌هايي که خاک کمتري به آنها اضافه شده (چگالي پالپ g/l 20) درصد حذف آهن بالاتر است. علت اين پديده، خاصيت چسبندگي ذرات رس و تجمع آنها و در نتيجه کاهش سطح تماس ذرات با اسيدهاي ترشح شده به محيط کشت است.
افزايش تدريجي غلظت آهن براي تمام آزمايش​ها در شکل 1 مشاهده مي​شود. شيب بالاي نمودار افزايش غلظت آهن مربوط به آزمايش دوم، نشان​دهنده سرعت بالاتر انحلال آهن، g/l-day 3/4، در اين حالت است، که علت آن افزايش چگالي پالپ در اثر افزايش مقدار خاک است. افزايش چگالي پالپ، با ثابت فرض کردن دانه بندي و ابعاد ذرات باعث افزايش سطح تماس بين فاز جامد و ميکروارگانيسم شده و سرعت انحلال را افزايش مي​دهد [8]. 

متاسفانه ميزان حذف آهن توسط اين سويه در مقايسه با روشهاي مرسوم آهن​زدايي مانند CBD [9] يا استفاده از اسيدهاي آلي [10] يا سويه​هايي ديگر از همين قارچ [3] که حذف آهن در آنها بين 70 تا 100 درصد است، بسيار پايين بوده و محصول عمليات فروشويي زيستي از نظر استفاده در صنعت از کيفيت مناسبي برخوردار نيست. در ستون آخر جدول 1، همچنين درصد مصرف قند توسط قارچ در مدت يک ماه فروشويي آورده شده است. 
همان طور که در شکل 2 ملاحظه مي​شود، pH محيط کشت در طول مدت آزمايش به تدريج کاهش يافته است. علت اين مساله توليد اسيدهاي آلي در اثر متابوليسم قارچ است. اين اسيد​ها عبارتند از استات، سيترات، اگزالات [2] و گلوکونات [3]. براي آهن، اگزاليک اسيد پنج برابر موثرتر از اسيد سيتريک است [11]. اين اسيد مي​تواند با کمپلکس کردن و احياي آهن، آن را از رس خارج کند. اين فرايند از طريق حمله مستقيم يون​هاي H+ و تشکيل کمپلکس محلول [Fe(C2O4)3]3- با نسبت اگزالات به آهن يک به سه است [3]. بنابراين، سرعت کمتر انحلال آهن در روزهاي اول آزمايش، احتمالا به علت کم بودن اسيديته محيط است. در روزهاي بعد با کاهش pH محيط، سرعت انحلال افزايش يافته است.
جدول 1-  شرايط آزمايش‌ها و نتايج فروشويي با استفاده از 548 A. nigerNCIM
	شماره آزمايش
	 چگالي پالپ (g/l)
	روز افزودن خاک
	 غلظت آهن محلول (ppm)
	درصد حذف آهن
	 مصرف قند(%)

	1
	20
	اول (0)
	63/34
	2/2
	47

	2
	60
	اول
	73/82
	8/1
	43

	3
	20
	سوم (3)
	04/20
	3/1
	38

	4
	60
	سوم
	37/50
	1/1
	38
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شکل 1- افزايش غلظت آهن در طول يک ماه
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شکل 2 - تغيير pH محيط کشت با زمان
جدول 2 -  نتايج آناليز واريانس
	متغير
	مجموع مربعات
	درجه آزادي
	متوسط مربعات
	آماره F
	Prob > F

	مدل
	60/1
	3
	53/0
	37/20
	0069/0

	A
	21/0
	1
	21/0
	05/8
	0470/0

	B
	36/1
	1
	36/1
	86/51
	0020/0

	AB
	031/0
	1
	031/0
	19/1
	3366/0

	خطاي خالص
	10/0
	4
	026/0
	-
	-

	کل
	71/1
	7
	-
	-
	-


جدول 3-  ضرايب هر متغير و محدوده اطمينان آنها
	متغير
	ضريب
	درجه آزادي
	خطاي استاندارد
	%95 CI پايين
	%95 CI بالا
	VIF

	عرض از مبدا
	61/1
	1
	057/0
	45/1
	77/1
	-

	مقدار خاک A
	16/0-
	1
	057/0
	32/0-
	003-E459/3-
	00/1

	روز افزودن خاک  B
	41/0-
	1
	057/0
	57/0-
	25/0-
	00/1

	AB
	062/0
	1
	057/0
	097/0-
	22/0
	00/1


پس از اتمام آزمايش​ها، مقدار زيست توده توليد شده اندازه​گيري شد که براي آزمايش​هاي 1 و 2 به ترتيب 16/0 و 22/0 گرم و براي آزمايش​هاي 3 و 4، 15/0 و 11/0 گرم بود.

در نهايت، به منظور پيش​بيني درصد حذف آهن از کائولن توسط 548 A. niger NCIM، داده​هاي حاصل توسط نرم​افزار Design Expert [7] تحليل شده و يک مدل رياضي پيشنهاد گرديد. در جدول 2 نتايج آناليز واريانس داده​ها مشاهده مي‌شود. در اين جدول، چگالي پالپ با حرف A و زمان افزودن خاک به محيط کشت با حرف B نشان داده شده است. همچنين، AB بيانگر تاثير متقابل دو پارامتر A و B است. ميزان حذف آهن نيز با IR نشان داده شده است. مقدار آماره F مدل، 37/20، بيانگر معني​دار بودن مدل ارائه شده توسط نرم​افزار است. تنها %69/0 احتمال وجود دارد که مقدار F در اثر خطا بوجود آمده باشد. مقدار آماره F کمتر از 0500/0 نشان مي​دهد که پارامترهاي موجود در مدل معني​دار هستند، همچنين مقادير بزرگ‌تر از 1000/0 نشان​دهنده معني​دار نبودن پارامترهاي مدل هستند.
بنابراين در اين مدل، متغير​هاي چگالي پالپ و زمان افزودن خاک به کشت، معني​دار هستند، ليکن تاثير متقابل آن​دو از نظر آماري معني​دار نيست. همچنين ضريب قطعيت مدل، 94/0R2=  است، که نشان مي​دهد مدل ارائه شده به خوبي بر داده​هاي آزمايش منطبق است.
ضرايب و عرض از مبدا مدل در جدول 3 آورده شده است. علامت منفي ضرايب  Aو B نشاندهنده اين است که با افزايش چگالي پالپ و زمان افزودن رس به محيط کشت، درصد حذف آهن از کائولن کاهش مي يابد. نمودار نحوه تاثير اين متغير​ها بر پاسخ در اشکال 4 و 5 نيز قابل مشاهده است. شکل 3 نيز تاثير متقابل هر دو پارامتر را نشان مي​دهد. در اين شکل، خطوط به حالت موازي شبيه هستند که از کم اهميت بودن تاثير متقابل A و B حکايت مي​کند.

معادله انحلال آهن توسط 548A. niger NCIM از کائولن بر حسب متغير هاي کد شده با استفاده از جدول 3، (سطح بالا 1+، سطح پايين 1-) به صورت زير نوشته مي​شود:

(1)
IR = + 61/1 – 16/0 * A  – 41/0 * B + 062/0 * A * B 
همچنين معادله (1) بر حسب مقادير واقعي اين متغير​ها به صورت زير نوشته مي​شود:

IR = + 47500/2 – 011250/0 * (چگالي پالپ) – 35833/0 * (روز اضافه کردن خاک) + 08333/2E-003 *  (چگالي پالپ)* (روز اضافه کردن خاک)
                (2)
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شکل 3 - نمودار تاثير متقابل چگالي پالپ و روز افزودن خاک
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شکل 4 -  نمودار تاثير زمان افزودن خاک بر حذف آهن 
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شکل 5-  نمودار تاثير چگالي پالپ بر حذف آهن
4-  نتيجه​گيري

نتايج حاصل از فروشويي زيستي با استفاده از 
548 NCIM Aspergillus niger ،  بيانگر اين مطلب است كه با افزايش چگالي پالپ و زمان افزودن رس به محيط کشت، درصد حذف آهن از کائولن کاهش مي يابد. بنابراين، براي افزايش درصد حذف آهن، بهتر است مقدار خاک اضافه شده را تا حدي که باعث کاهش ظرفيت عمليات نگردد، کاهش داد. همچنين، بهتر است خاک در شروع آزمايش به محيط کشت اضافه شود. اين سويه در بهترين شرايط تنها %2/2 از كل ناخالصي آهن موجود در نمونه را حذف كرده است كه براي افزايش كيفيت اين كاني تا حد مطلوب كافي نبوده و به منظور افزايش راندمان فروشويي مي​توان از سويه​هاي ديگري از اين قارچ يا ميكروارگانيسمي كه بتواند درصد بيشتري از آهن را حذف نمايد استفاده کرد. به علاوه از آنجا که عامل انحلال آهن در اين آزمايش‌ها، ترشح اسيدهاي آلي مخصوصا اگزاليک اسيد به درون محيط کشت ميکروارگانيسم است، مي​توان با تنظيم pH محيط در حدود 7-5 توليد اين اسيد را افزايش داد [12]. 
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