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摘  要：铜萃取有机物对浸矿微生物的危害日益受关注，探讨了 Acidithiobacillus thiooxidans(At. thiooxidans)菌在

被铜萃取有机物污染的低品位黄铜矿表面的吸附行为及其生物浸出特征。结果表明：由于萃取有机物的吸附增强

了矿石表面疏水性与电负性，使 At. thiooxidans 细胞在受污染低品位黄铜矿表面的吸附率提高 19%。然而，高细

胞吸附率并不意味着高浸出率。在受污染低品位黄铜矿的生物浸出过程中，细胞生长速度降低 9%，铜浸出率降

低 29%。CLSM 以及 SEM 观察发现，在萃取有机物胁迫下，附着细胞的胞外多聚物(Extracellular polymeric 

substances, EPS)分泌受到抑制，势必影响生物膜的构建。在矿石被污染的情况下，有机膜覆盖、细胞新陈代谢受

抑制、EPS 分泌减少，是导致浸出率降低的主要原因。 
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在生物浸出−萃取−电积提铜工艺中，萃取完成

后，萃余液将返回生物浸出体系循环利用。但萃余液

中包含了以夹带、溶解等方式流失的萃取有机物。这

些有机物对浸矿细菌的危害越来越受到关注[1−2]。研究

者们[3−4]很早就发现 LIX 类萃取剂以及萃取剂中包含

的煤油、正辛烷等成分对浸矿细菌生长具有抑制作用。

同时，不同细菌对萃取有机物适应程度不同，如

Acidithiobacillus thiooxidans 和 Acidithiobacillus 
ferrooxidans菌相对于 Sulfobacillus thermosulfidooxidans
和 Alicyclobacillus spp 更容易受到抑制[5−6]。有研究学

者指出这种抑制作用是某种化学−生物联合作用机 
制[7]。近年来有研究表明[8]，铜萃取有机物会破坏浸矿

细菌的细胞结构，造成细胞形貌缩短，胞内空泡增加，

继而降低浸出效率。 
目前，针对萃取有机物影响生物浸出过程的大部

分研究仅关注有机物对细菌新陈代谢与浸出率的影

响。然而，萃余液中流失的有机物进入浸出体系，绝

不是单方面抑制细菌的生长代谢和氧化浸出，势必也

会与被浸矿物发生作用，且可能先于细菌吸附到矿物

表面。在生物浸出过程中，浸矿细菌在矿石表面的吸

附是其与矿物深度作用的前提。吸附在矿物表面的细

菌分泌胞外聚合物并形成生物膜，介导了细菌与矿物

之间的物质和能量传递，对有价金属的浸出发挥重要

作用[9−10]。萃取有机物如吸附到矿物表面必定会对细

菌吸附及浸出产生影响，而从矿石被污染的角度考察

萃取有机物对生物浸出过程的影响至今未见研究报

道。为此，本文作者以 At. thiooxidans 菌为浸矿细菌，

探讨低品位黄铜矿被萃取有机物污染后，细菌在矿物

表面的吸附行为以及受染矿物的生物浸出特征。 
 

1  实验 
 
1.1  实验原料 

本研究中所用的低品位黄铜矿来自于江西德兴铜

业集团。高纯度黄铜矿购自于奥地利国家自然博物馆。

几种矿物化学成分如表 1。 
实验用萃取剂为 LIX984N，由德国 BASF 上海分

公司提供。稀释剂为 260 号工业磺化煤油。 
实验用嗜酸氧化硫硫杆菌 ( A t .  t h io o x id a n s 

ATCC53993)，由德国杜伊斯堡−埃森大学生物膜中心

提供。采用 Mackintosh medium(MAC)培养基[11] 
                                  
基金项目：国家自然科学基金资助项目(51474150) 
收稿日期：2017-02-14；修订日期：2017-07-20 
通信作者： 刘晓荣，教授，博士；电话：021-60873425；E-mail: xrliu@sit.edu.cn 



                                           中国有色金属学报                                              2018 年 4 月 

 

824
 
表 1  几种矿物化学元素分析结果 

Table 1  Chemical analysis of several copper sulfide ores 

Copper sulfide ore 
Mass fraction/% 

Cu FeT S SiO2

Low-grade chalcopyrite ore 0.2 3.4 5.1 25.7

Chalcopyrite ore 51.4 43.8 4.8 0.4 

 
((NH4)2SO4 0.132 g/L，CaCl2·2H2O 0.147 g/L，MgCl2· 
6H2O 0.025 g/L，KH2PO4 0.027 g/L)，在接种之时于培

养基中加入 1 g 灭菌后的单质硫，调节其 pH 为 2.0。
MAC 培养基在 120 °C 下压力蒸汽灭菌 20 min。以低

品位黄铜矿为能源，在 MAC 培养基中对 At. 
thiooxidans 菌进行多次传代驯化，最后得到适应在

10%的矿浆浓度下生长良好的菌种。培养条件为在恒

温培养振荡器(上海智城 ZHWY−2102 型)中，30℃、

180 r/min 振荡培养。 
 
1.2  实验方法 
1.2.1  溶剂萃取 

萃取在自制的电动搅拌槽中进行，萃取有机相由

一定浓度的 LIX984N 和 260 号工业磺化煤油混合而

成。将 MAC 培养基与等体积萃取有机相搅拌混合 10 
min，搅拌速度 400 r/min，分相完全后，取 150 mL 萃

余液(即受污染的 MAC 培养基)于锥形瓶中，随后加入

矿石，在摇床中恒温震荡 2 h，使得萃取有机物吸附到

矿物表面，之后过滤并自然晾干 48 h，得到浸出实验

用的受染矿石样品。 
1.2.2  细胞吸附 

采用显微计数的方法研究 At. thiooxidans 细胞在

矿石表面的吸附。取 90 mL 的纯净 MAC 培养基于 250 
mL 锥形瓶中，接入 10 mL 的细菌培养液，恒温磁力

搅拌 10 min 后，加入 2 g 黄铜矿。通过吸附前后溶液

中悬浮细胞数的差值得到细菌在矿物表面的吸附量，

其吸附率计算公式为 
 

%100
i

i
e ×

−
=

n
nnr t                            (1) 

 
式中：ni 和 nt 别为初始细菌浓度与 t 时刻取样检测的

浓度；re为吸附率。 
1.2.3  低品位黄铜矿的生物浸出 

将经过驯化的菌种接种到含有 10%受染矿样的纯

净 MAC 培养基中，于恒温震荡培养箱中震荡浸出。

浸矿初期每隔 6 h 调节溶剂其 pH 为 2.0，如在 2.0 以

下则不用调节。用(雷磁 PHS−3E 型)精密 pH 测量仪测

量浸出液 pH 和氧化还原电位。每隔 2 d 取样分析过程

参数，以同批次菌种浸出未被有机相污染的清洁低品

位黄铜矿，每个条件做两组平行试验。 
 
1.3  性能表征 

用英国马尔文公司的 Zeta-nanosize 电位粒径测定

分析仪测定 ζ 电位，以及美国 KINO 公司的 Optical 
Contact Angle & interface tension meter 进行接触角测

量；Nicolet 380 型智能傅立叶红外光谱仪器(Thermo 
Fisher Scientific，美国)分析有机物的红外光谱；北京

谱析通用公司 TAS 990 Super 进行铜离子浓度测定；

FEI Quanta 200 FEG 型的扫描电子显微镜和蔡司 LSM 
510 激光共聚焦显微镜(CLSM)观察矿物以及细胞形

貌。 
 

2  结果与讨论 
 
2.1  萃取有机物对矿石表面的污染 

萃取剂 LIX984N 是由体积比 1:1 的 LIX860N 和

LIX84 组成，LIX860N 的有效成分为 5-壬基水杨醛肟，

LIX84 的有效成分为 2-羟基-5-壬基苯乙酮肟。而 260
号工业磺化煤油中主要含有 C11-C15 的饱和烷烃以及

少量稠环芳烃、硫醇、环氧烷烃等杂质以及其他极性

物质[12−13]。当低品位黄铜矿接触到萃余液中有机物

时，两者绝非相安无事，如图 1 所示，低品位黄铜矿

红外图谱发生了明显变化，在 1644.9 cm−1 处和 1250 
cm−1 处出现了分别属于肟基 C=N—和—C=O 的伸

缩振动峰。在波长 2980.4 cm−1和 2901.7 cm−1处出现

了 C—H—的伸缩振动峰，3450 cm−1处出现了 OH—

的伸缩振动峰。这些峰的出现证明了萃取有机物在矿

石表面的污染。 
 

 
图 1  低品位黄铜矿受萃取有机物污染前后的红外光谱 
Fig. 1  Infrared spectra of low-grade chalcopyrite ore before 
and after being contaminated 
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2.2  细胞在受污染矿石表面的吸附行为 
图 2 所示为在低品位黄铜矿表面受污染前后 At. 

thiooxidans 细胞的吸附特征。由图 2 可见，At. 
thiooxidans 菌细胞在最初 5 min 内快速吸附到矿物表

面，并很快趋于吸附平衡。在被萃取有机物污染的矿

石表面，其初期吸附速度更快，平衡吸附率提高约

19%，但吸附达到稳定的时间延迟到 7 min。SEM 观

察表明，对比黄铜矿表面被有机物污染前后 At. 
thiooxidans 细胞吸附的形貌(分别见图 3(a)和图 3(b))，
发现在受染黄铜矿表面吸附 At. thiooxidans 细胞更多

且更密集。 
 

 
图 2  At. thiooxidans 细胞在低品位黄铜矿被污染前后的吸

附率 

Fig. 2  Adsorption ratio of At. thiooxidans on uncontaminated/ 

contaminated low-grade chalcopyrite ores 

 
2.3  受污染黄铜矿的生物浸出特征 

被萃取有机物污染的低品位黄铜矿，与清洁低品

位黄铜矿，在接种等量同批次 At. thiooxidans 菌液后

进行对比浸出，矿浆浓度保持为 10%，接种量为 6%，

细胞初始浓度 3.5×107 mL−1。 
如图 4(a)所示，受污染矿石生物浸出时，At. 

thiooxidans 悬浮细胞浓度在初始阶段出现一个明显低

谷，应为细胞在有机物污染矿石表面吸附率增高所致，

最大悬浮细胞浓度降低 9%。最终浸出率降低 29%(见
图 4(d))。在浸出后期，受污染黄铜矿浸出体系中溶液

pH 更高、氧化还原电位更低(见图 4(b)和图 4(c))，都

说明 At. thiooxidans 菌的活性降低，浸矿能力下降。 
细菌在矿物表面的吸附是浸出的重要条件。然而

细胞的吸附又受到许多因素的影响，如细胞与矿物自

身的表面性质，温度、pH、矿浆浓度、粒度等环境因

素[14−16]。在浸矿初期，细菌在矿物表面的吸附取决于

细菌与矿物的疏水性和表面电性[17−18]。 

 

 

图 3  At. thiooxidans 细胞在黄铜矿表面的吸附形貌 

Fig. 3  SEM images of At. thiooxidans on low-grade 

chalcopyrite ores: (a) Uncontaminated; (b) Contaminated 

 
萃取有机物的成分复杂，且含有大量的极性基团。

而矿物本身在微观层面存在着细小空隙、以及分布不

均的表面活性位点[19]。当矿物与萃取有机物发生固−
液接触时，矿物表面的活性位点极易与极性基团相吸

引，发生吸附作用。使矿物的表面性质发生变化。由

图 5(a)可知，随着有机相中 LIX984N 浓度的升高，黄

铜矿表面的接触角由本身的 35°逐渐增大到 63°左右，

其表面疏水性改变十分明显。另一方面，矿石受不同

浓度 LIX984N 的有机相污染后，ζ电位整体减小，电

负性更低(见图 5(b))。这主要是由于 LIX984N 由亲水

的极性基和亲油的非极性基组成的两亲分子。这种两

亲分子会优先吸附在矿物表面[20]，使其疏水性增强，

有机相中其他物质也会吸附在矿物表面，导致接触角

变大。而其中的极性官能团为羟基(—OH)、肟基   
(CN—OH)[21]，使其表面负电荷增大。因此，萃取有

机物的吸附导致矿物界面疏水性增加，电负性增强，

促进了细菌在矿物表面的初级吸附。然而，尽管 At. 
thiooxidans 菌细胞在受染矿石表面的吸附速度和吸附 
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图 4  At. thiooxidans 菌浸出低品位黄铜矿过程中相关参数随时间的变化 

Fig. 4  Changes of some parameters with time during bioleaching of low-grade chalcopyrite by At. thiooxidans: (a) Cell number; (b) 

pH; (c) Redox potential; (d) Copper leaching rate 

 

 
图 5  萃取有机物对低品位黄铜矿表面性质的影响 

Fig. 5  Effects of extraction organics on surface properties of low-grade chalcopyrite ore: (a) Contact angle; (b) ζ-potentials values 

 
量增加(见图 2)，但生物浸铜率仍然降低(见图 4(d))。
高细胞吸附率并不意味着高浸出率。 

通常，附着在矿石表面的浸矿细菌会代谢分泌出

一些特殊的多糖、脂类、蛋白质等产物，它们聚集形

成一层胞外聚合物(EPS)。EPS 的产生是细胞吸附的重

要生化原因，它不仅可以促使细菌的粘附更加紧密，

而且成为浸矿反应的主要场所[22]，通过络合在其基团

上的 Fe3+来氧化溶解金属硫化矿，加快浸矿作用[23−24]。 
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在洁净和受污染 MAC 培养基中接种等量同批次

At.thiooxidans 菌液，在相同条件下培养至对数期，分

别采用核酸染料 Syto9 与荧光素标记的刀香豆素

ConA 对细胞及其胞外多聚物进行染色。Syto9 可以通

过被动运输扩散透过细胞壁，与 DNA 结合进而染色，

而 ConA 可以对细菌生物膜多糖进行染色表征。利用

激光共聚焦显微镜观察萃取有机物对 At. thiooxidans
菌 EPS 分泌的影响，结果如图 6 所示。 

图 6(a)显示在正常洁净培养基中生长的 At. 
thiooxidans 菌完成了良好的增值，且细菌在增殖过程

中正常分泌 EPS(红色)，一些细胞的 EPS 在生长过程

中脱落，呈现出裸露的绿色细胞。而由图 6(b)可见，

未见 At. thiooxidans 菌胞外 EPS 存在，细胞结构不够

完整，仅少量保持杆状形态。该结果表明可能萃取有

机物对 At. thiooxidans 菌的 EPS 分泌有影响，但还不

能排除萃取有机物与 ConA 发生作用而影响染色结果

的可能。萃取有机物影响下 At. thiooxidans 菌的染色

与 CLSM 形貌观察尚待深入研究。 
为进一步考察萃取有机物对 At. thiooxidans 菌

EPS 分泌的影响，通过 SEM 观察吸附在受有机物污染

的黄铜矿表面的 At. thiooxidans 菌细胞形态(见图 7，
同批次菌种，接种 48 h 取样)，同样发现在萃取有机

物存在的环境中，附着细胞外未见 EPS 存在，细胞结

构不够完整，之前的研究也证明铜萃取有机物会破坏

浸矿细菌的细胞结构[8]；而正常生长的 At. thiooxidans
菌胞外明显可见 EPS 的形成。推测在萃取有机物影响

下，At. thiooxidans 菌的胞外多聚物分泌受到了抑制。 
吸附在受有机物污染矿石表面的 At. thiooxidans

菌，一方面因萃取有机物的屏蔽会在局部减少了与矿

物的深度接触，另一方面因萃取有机物的胁迫，生长

活性降低，生长初期 EPS 的分泌受到阻碍，进而导致

了浸出效率的降低。 
 

 
图 6  At. thiooxidans 菌胞外的 CLSM 形貌 

Fig. 6  Morphologies of At. thiooxidans cells visualized by CLSM (Con A and Syto 9 staining): (a) Uncontaminated; (b) Contaminated 

 

 

图 7  黄铜矿表面 At. thiooxidans 菌胞外 EPS 的 SEM 像 

Fig. 7  SEM images of EPS of At. thiooxidans attaching on chalcopyrite ore: (a) Contaminated; (b) Uncontaminated 
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3  结论 
 

1) 萃取有机物的吸附增强了低品位黄铜矿表面

的疏水性与电负性，使 At. thiooxidans 菌的吸附率增

加 19%。 
2) At. thiooxidans 菌浸出受萃取有机物污染的低

品位黄铜矿时，细胞生长速度降低 9%，铜浸出率降

低 29%。高细胞吸附率并不意味着高浸出率。 
3) 在萃取有机物胁迫下，细菌胞外聚合物难以生

成，影响生物膜的构建。 
4) 矿石表面被有机膜覆盖、细胞新陈代谢受抑

制、EPS 分泌减少，是导致被萃取有机物污染的低品

位黄铜矿浸出率降低的主要原因。 
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Bioleaching of copper solvent extraction organics 
contaminated-chalcopyrite ores by Acidithiobacillus thiooxidans 
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Abstract: The impacts of copper solvent extraction (SX) organics on bioleaching microorganism are attracting more and 

more attentions. The attachment of the cells of Acidithiobacillus thiooxidans (At.thiooxidans) on the low grade 

chalcopyrite ore, contaminated by SX organics, and the subsequent bioleaching process were investigated. The results 

show that the attachment of the cells to the SX organics contaminated-ores increases by 19% since the surface 

hydrophobicity and electronegativity of the ores are enhanced by SX organics. However, a higher level of attachment of 

the cells does not mean the better bioleaching efficiency indeed. For bioleaching of the contaminated low-grade 

chalcopyrite ores, the metabolic rate of At.thiooxidans and the copper extraction efficiency decreases by 9% and 29%, 

respectively. Impacted by SX organics, the EPS secretion of At.thiooxidans seems to be inhibited, which retards the 

construction of the biofilm. Conclusively, being covered surface of the ores, inhibited metabolism and EPS secretion for 

the cells might be the primary reasons for the low bioleaching efficiency of the SX organics contaminated-ores. 

Key words: Acidithiobacillus thiooxidans; copper solvent extraction; bacterial adsorption; extracellular polymeric 

substances; chalcopyrite 
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