嗜铁钩端螺旋菌氧化难处理金矿的研究
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摘要：采用改良双层板方法从酸性矿坑水（AMD）中筛选、鉴定并命名为氧化效果最佳的分离株—嗜铁钩端螺旋菌(Leptospirillum ferriphilum) LJ-02。当温度在36~46 ℃范围内，矿石氧化率呈现出先升后降的趋势；降低pH对提高细菌氧化能力有着显著影响；在接种量不超过10%(v/v)的条件下，接种量的提高有利于矿石的生物氧化。该菌株对难处理金矿的吸附属于Langmuir等温吸附，其吸附平衡常数为8.72(10-10 mL/cells，单位质量矿物颗粒的最大吸收能力为1.99(109 cells/g。
关键词：嗜铁钩端螺旋菌；双层平板培养法；难处理金矿；吸附特性
中图分类号：TF831

文献标志码：A

文章编号：1007-7545（2015）10-0000-00
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Abstract：Iron-oxidation strains were isolated from AMD by improved double-layer plating cultural technique, among which one strain with highest oxidation ability was identified and named as Leptospirillum ferriphilum LJ-02. Ore oxidation ratio rises and then drops within 36~41 ℃. Drops of pH value have obvious influence on oxidizability of LJ-02. Ore oxidation ratio rises with inoculums amount of 10%(v/v) below. Adsorption of LJ-02 on refractory gold ore is Langmuir isotherm adsorption with adsorption equilibrium constant of 8.72(10-10 mL/cells and maximum absorption capacity of unit mass mineral grain of 1.99(109 cells/g.
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生物氧化技术能够有效处理含金黄铁矿，近年来人们发现钩端螺旋菌在生产过程中也起主导作用[1]。工业过程中钩端螺旋菌作为优势菌株往往与其它菌株混合使用，冶金微生物的分离也存在诸多困难，例如冶金微生物大多属于化能无机自养型微生物，在液体培养基中生长速度缓慢，细胞得率低，世代时间长[2]；另外，由于冶金微生物一般需要在强酸性条件下生长，过低的pH会导致固体培养基琼脂水解而产生大量糖类物质，严重抑制无机自养微生物的生长和分离效率[3-4]。
嗜铁钩端螺旋菌属嗜温嗜酸菌，其矿石氧化效率受到很多因素的影响[5-7]。适宜的生长温度在30~50 ℃[8]，最佳生物氧化的操作条件和最佳生长条件往往存在一定的差异[9]。同时，吸附是微生物浸矿的第一步，不同生长条件下的微生物表面性质具有明显差异，从而影响其在矿物表面的吸附能力，最终导致浸矿活性的不同[10-11]。Porro[12]发现氧化亚铁硫杆菌氧化蓝铜矿时，铜的浸出率和细菌在蓝铜矿表面的吸附息息相关。
本文拟采用改良的双层平板分离法从酸性矿山废水中筛选和分离嗜铁钩端螺旋菌，并对其进行鉴定和命名。开展嗜铁钩端螺旋菌对难处理金矿的基本生物氧化条件以及吸附动力学特征的研究，为该菌株的进一步产业化开发提供技术支持。
1 材料与方法

1.1 试验材料

试验用酸性矿山废水采自于新疆某金矿，矿样由新疆某金矿提供。培养过程采用9K培养基和9K固体培养基[13]。
1.2 试验方法

1.2.1 筛选方法
双层板参见Jonhson[4]平板，对其进行改良，用酵母菌KM71代替异养菌SJH，用无糖YPD培养基代替琼脂板。以铁氧化能力为指标进行浸矿试验，对菌株进行形态观察，并进行分子生物学鉴定。
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1.2.2 难处理金矿氧化影响因素试验
在250 mL的锥形瓶中研究温度、初始pH及接种量对氧化过程的影响。每24 h取样3 mL，补充3 mL去离子水。Fe3+浓度采用EDTA-2Na溶液络合滴定法进行测定，Fe2+浓度通过重铬酸钾滴定的方式进行测定。pH、Eh的测定采用pH计和氧化还原电位计直接检测。
1.2.3 吸附试验
将悬浮液细菌浓度调至1.5(108~1.5(109 cells/mL加入到矿石培养基中，41 ℃、200 r/min 培养，6 h时计数上清液中的细菌浓度。在菌—固—液体系中，可以采用Langmuir等温吸附方程来描述细菌在矿石表面的吸附特征：
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             （1）
式中，XA为矿物对菌体的吸附量；KA为菌体吸附平衡常数（mL/cells）；XAM为单位质量矿物颗粒的最大吸收能力（cells/g）；XL为液相中的细菌浓度（cells/mL）。
2 结果与讨论

2.1 分离与鉴定结果
通过9K培养基富集培养和双层板培养获得了8株能氧化亚铁离子的纯菌株，进行浸矿试验挑选出铁氧能力最强的菌株。如图1所示，一周时菌落圆形凸起，菌落呈现褐色，不透明，形态较大；两周后菌株质地变得疏松，外观变得干燥，菌落呈灰白色。该菌株的16S rRNA与嗜铁钩端螺旋菌Leptospirillum ferriphilum（HM769766.1）同源相似性高于99%，故命名为Leptospirillum ferriphilum LJ-02（以下简称LJ-02）。
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图1 双层培养基上的细菌菌落（A:一周；B:两周）
Fig.1 Colonies on double-lay 9K medium (A: cultured by one week; B: cultured by two weeks)
2.2 LJ-02菌氧化难处理金矿的研究
2.2.1 温度对LJ-02生物氧化难处理金矿的影响
温度是影响生物氧化难处理金矿的关键因素之一，不同的菌种氧化不同的矿石都会有其最适合的温度。如图2所示，当温度为46 ℃时，浸矿液中的亚铁离子浓度在反应的前中期高于其他温度，而Fe3+终浓度低于其他温度，氧化还原电位始终偏低也标志着细菌的氧化能力的下降。鉴于生物氧化过程实质上包括化学浸出和生物浸出两部分，高温有利于矿石的化学浸出，但是过高的温度却会降低细菌的氧化能力。
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图2 温度对浸出液各参数的影响
Fig.2 Effect of temperature on parameters in lixivium
2.2.2 初始pH对LJ-02浸矿过程中生物氧化的影响

细菌氧化难处理金矿是在酸性环境下进行的，因此pH也是影响LJ-02生物氧化的一个重要操作参数。如图3所示，初始pH越低，反应前期浸出液中的Fe2+浓度越高，反应后期Fe2+浓度均降低到低水平。当初始pH为1.1和1.4时，浸出液中的Fe3+浓度变化相似，同时初始pH为1.7和2.0时，浸出液中的Fe3+浓度变化也相似。这表明较低的pH不但有利于难处理金矿的化学浸出，而且也可以有效提升LJ-02的氧化能力。
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图3 初始pH对浸出液各参数的影响
Fig.3 Effect of initial pH value on parameters in lixivium
2.2.3 接种量对LJ-02生物氧化难处理金矿的影响
接种量也是生物氧化的重要参数之一，直接关系到细菌在浸出液中的生长情况以及难处理金矿的氧化。如图4所示，过低的接种量使细菌的生长长期处于延滞状态，浸矿反应中化学浸出时间延长，由于生物浸出Fe3+的效率远高于化学浸出，使得反应体系内的Fe3+浓度始终都低于接种量为10%、15%。当接种量为10%和15%时，在生物氧化反应的中前期两者的Fe3+浓度变化极为相似，但是生物氧化反应进入后期时，由于接种量为15%接种时带入过多的代谢废物，使接种量为15%时反应进行到后期Fe3+浸出率略微降低。
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图4 接种量对浸出液各参数的影响

Fig.4 Effect of inoculum on parameters in lixivium
2.3 LJ-02生物氧化难处理金矿的吸附动力学
研究表明，在生物氧化过程中吸附菌的氧化能力远高于游离菌[14]，在浸矿过程中嗜铁钩端螺旋菌通常会吸附于矿石表面进行生物氧化过程[15-16]。图5是LJ-02在难处理金矿表面的等温吸附曲线。
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图5 LJ-02在难处理金矿表面的等温吸附曲线
Fig.5 Equilibrium adsorption isotherm for LJ-02 on refractory gold ore
图5表明，矿物对菌体的吸附量随着菌体浓度的增加基本上呈线性增加。将试验数据1/XA对1/XL作图，并对得到的数据点进行线性拟合，拟合结果为：
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+6.767(10-9                （2）
拟合的相关系数R2=0.9867。
根据式（1）和（2）可以得到：
KA=8.72(10-10 mL/cells
XAM=1.99(109 cells/g

因此，LJ-02在难处理金矿表面的吸附属于Langmuir单分子层等温吸附，这与Song Jian等[17]的结论一致。
3 结论
1）运用改良双层板的方法从新疆某矿山的废液中分离筛选出一株嗜铁钩端螺旋菌，经鉴定后命名为Leptospirillum ferriphilum LJ-02。
2）LJ-02氧化难处理金矿的最佳条件是：温度41 ℃、初始pH=1.4、接种量10%(V/V)。

3）LJ-02对难处理含金硫化矿的表面吸附属于Langmuir等温吸附，吸附平衡常数为8.72(10-10 mL/cells，单位质量矿物颗粒的最大吸收能力为1.99(109 cells/g。
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