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3 种典型能量代谢菌浸出黄铜矿及其硫形态的转化 
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摘 要：比较了  3 种典型嗜中温铁/硫代谢菌——Acidithiobacillus  ferrooxidans、Leptospirillum  ferriphilum 及 
Acidithiobacillus  thiooxidans单独及混合浸出黄铜矿过程中细菌硫氧化、铁氧化情况。同时利用 XRD、硫的 K 边 

X射线吸收近边结构光谱(XANES)等分析手段研究3种细菌单独/混合浸出黄铜矿过程中矿物组成成分和矿物表面 

硫的形态变化。结果表明：在浸出初期电位低于 400 mV  (vs  SCE)时，黄铜矿的浸出速率较快，此后电位迅速升 

高至 540  mV，黄铜矿浸出速率明显变慢。混合菌浸出时体系的硫/铁氧化活性较单一菌高，根据 XANES 拟合分 

析发现，混合菌浸出时矿物表面元素硫及黄钾铁矾积累量明显减少，浸出初期辉铜矿产量明显高于单一细菌浸出 

的。 
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Sulfur/iron oxidation activity of three typical bioleaching bacteria and 
sulfur speciation in bioleaching of chalcopyrite 
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Abstract: The sulfur/iron oxidation activities of three typical mesosphilic bioleaching bacteria, such as Acidithiobacillus 
ferrooxidans, Leptospirillum ferriphilum and Acidithiobacillus thiooxidans, were studied and their mixture in bioleaching 
of  chalcopyrite  were  compared. Meanwhile,  the  relevant  sulfur  speciation  on  the  surface  of  chalcopyrite  leached  by 
pure/mixed bacteria was investigated by X­ray diffractometry (XRD) and X ray absorption near­edge structure (XANES). 
The results show that the dissolution rate of chalcopyrite is higher when the redox potential is less than 400 mV (vs SCE), 
and  above  that  potential,  the  dissolution  rate  of  chalcopyrite  apparently  decreases,  the  mixed  culture  has  a  higher 
sulfur/ion oxidation activity  than that of  the pure cultures of bacteria. The fitted results of XANES spectra  indicate  that 
the mixed culture promotes the formation of chalcocite and obviously restrain the passivation layer (sulfur and jarosite). 
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生物浸出过程中，矿物表面和溶液中会产生大量 

的含硫化合物，它们在生物浸出过程中起着不同的作 

用。研究发现，在 A.  ferrooxidans 单独氧化浸出黄铜 

矿过程中，铜的浸出速率逐渐减小，分析发现矿物表 

面有元素硫、黄钾铁矾等物质 [1] ，其中黄钾铁矾的生 

成随温度和 pH的升高而增加 [2−3] 。 SANDSTROM等 [4] 

比较酸浸和 Sulfolobus metallicus浸出黄铜矿时，发现 

二者在低电位时会累积单质硫，而在高电位浸出时主 

要产生黄钾铁矾。SASAKI 等 [5] 研究发现黄铜矿的浸 

出过程中可能会形成缺铁的次生矿物，如铜蓝或辉铜 
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矿等，这些中间产物更加容易浸出，可以加速浸出过 

程的进行。ZHU 等 [6] 用混合高温嗜酸菌浸出黄铜矿 

时，发现混合菌体系的硫氧化活性及浸出率较单一菌 

浸出时高，用 XANES 等方法发现，浸出过程中出现 

铜蓝等次生硫化矿物。 

在复杂的实际中温浸矿体系中，浸矿细菌主要为 

嗜中温的硫或 /和铁代谢细菌， L.  ferriphilum、 
A. thiooxidans及 A. ferrooxidans 分别是其中的典型代 

表。SCHIPPERS和 SAND [7] 以及 SASAKI等 [8] 研究发 

现，A.  thiooxidans的存在能促进 A.  ferrooxidans氧化 

浸出黄铜矿。RAWLINGS等 [9] 研究表明， 在较低的 pH 
值及高电位条件下，L.  ferriphilum 为浸矿微生物群落 

中的优势菌株，与 A. ferrooxidans相比，L. ferriphilum 
的亚铁氧化能力更高。 

硫的Ｋ边 XANES 光谱是一种基于同步辐射技术 

的相当灵敏的指纹光谱方法，包含丰富的中心原子和 

近邻结构的信息，并且能够实现待测样品微小区域的 

非破坏性、原位直接表征。目前，大多数关于细菌浸 

出过程中含硫中间产物的形成和形态变化的研究都是 

利用 XRD、XPS、Raman 光谱等分析方法 [10−11] ，而极 

少人用 XANES 这种原位分析法研究混合菌浸出黄铜 

矿硫化学形态变化及其与硫/铁氧化之间的内在联 

系 [12−13] 。本实验拟在比较研究  A.  ferrooxidans、 
A.  thiooxidans、L.  ferriphilum单独及混合浸出黄铜矿 

过程中细菌硫氧化、铁氧化情况的基础上，采用  X 
射线吸收近边结构光谱法 (XANES)及  XRD  法对 
A. ferrooxidans、A. thiooxidans、L. ferriphilum单独及 

混合浸出黄铜矿过程中黄铜矿表面硫形态进行监测， 

对不同细菌作用下黄铜矿浸出过程表面硫形态转化进 

行研究，通过这些研究揭示 3 株典型能量代谢功能菌 

对黄铜矿单独/混合浸出间的区别及其与硫形态转化 

的关系，为基于不同能量代谢功能菌浸出黄铜矿工艺 

的优化和应用等奠定基础。 

1  实验 

1.1  材料 
1) 菌种及培养基 

菌种 A.  ferrooxidans ATCC23270、A.  thiooxidans 
A01、L. ferriphilum YSK均来源于生物冶金教育部重 

点实验室。基本培养基组成如下：(NH4)2SO4，1.5 g； 
KH2PO4，0.25 g；MgSO4∙7H2O，0.25 g；CaCl2∙2H2O， 
0.01  g；A.  ferrooxidans  培养过程中使用  44.7  g/L 
FeSO4∙7H2O  作为能源，L.  ferriphilum  使用  80  g/L 

FeSO4∙7H2O作为能源，A.  thiooxidans使用 10  g/L  S 0 

作为能源。培养基初始 pH值用稀硫酸调至 1.8。以上 

细菌培养后经过滤、5 000 r/min离心，pH 2.0硫酸洗 

涤 3次后用作浸矿菌种。 
2) 黄铜矿及标样准备 

实验中所用黄铜矿、辉铜矿、铜蓝由中南大学资 

源加工与生物工程学院矿物工程系提供，矿样经过破 

碎、研磨、筛分，矿粉粒径为 0.074~0.147 mm，混匀 

后黄铜矿经 ICP­AES分析其成分如表 1所列。 黄钾铁 

矾的制备按照杨益 [14] 的方法进行。 

表 1  黄铜矿的主要成分组成 

Table 1  Main components of chalcopyrite (mass fraction, %) 

S  Fe  Cu  Pb  Ca  Zn 

30.45  25.35  34.64  3.73  0.21  0.93 

P  Na  Al  Ag  Mg 

0.05  0.08  0.05  0.02  0.02 

1.2  生物浸出实验 

生物浸出黄铜矿时， 用 250 mL三角瓶内装 150 mL 
灭菌基本盐培养基， 加入 6 g 现磨好的黄铜矿粉末(即 

矿浆浓度为 4%(质量体积浓度))，将 A. ferrooxidans、 
A. thiooxidans和 L. ferriphilum分别或混合接入，接种 

后细菌初始浓度为 3.0×10 6 /mL(混合接入的则每种细 

菌浓度为 1.0×10 6 /mL)。初始 pH 均用配置好的硫酸 

调节至 1.8。 另外设置空白酸性培养基作为浸出实验空 

白对照。 将接种后的培养液置于 30 ℃， 转速 170 r/min 
的恒温空气摇床培养。浸出过程中每 3  d 取样进行浸 

出化学分析， 每 6 d取样进行硫的 K边 XANES分析。 

1.3  样品制备 

为了分析黄铜矿浸出过程中矿物表面硫的化学形 

态，在浸出过程中每隔 6 d从浸出液中取出少量矿粉， 

用去离子水清洗多次后样品用液氮快速冷冻干燥，冻 

干样品保存在充氮气容器中以备  XRD  和硫的  K 边 
XANES 分析。制备粉末样品均在充氮气的厌氧手套 

箱中完成。 

1.4  浸出化学行为及矿物组成分析 

浸出过程中每 3  d取样进行浸出化学分析，其中 
pH 采用 PHSJ−4A 型 pH 计进行测量，氧化还原电位 
(Eh)采用铂电极及甘汞电极测量， Fe 3+ 浓度通过磺基水 

杨酸法测定 [15] ，SO4 
2− 浓度采用硫酸钡沉淀法测定 [16] 。 

摇匀的浸矿液加入 Tween−20至 0.1%的终浓度后震荡
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1 min 后，静置几分钟取上清液用血细胞计数板计数， 

以此测定浸矿体系中细菌总浓度 [17] 。细菌作用前后的 

金属硫化矿经干燥处理后用  X  射线衍射仪(Japan, 
D/ruax2550PC)分析其中矿物组成。 

1.5  硫的 K边 XANES检测 

硫的 K边 XANES光谱测量在中国科学院高能物 

理研究所北京同步辐射装置中能  X 射线站(4B­7A)实 

验站完成。实验运行条件如下：同步辐射储存环能量 

为 2.5 GeV, 实验线站能量覆盖为 2 100~6 000 eV，电 

子流强度为  80~180 mA； 从储存环中引出同步辐射光 

经 Si (111)平面双晶单色器获取实验所需能量。 

实验选取铜蓝、黄铜矿、辉铜矿、黄钾铁矾和元 

素硫作为 XANES 的参照样品。得到的数据选取边后 

已无结构吸收的直线区的两点进行归一化处理。光谱 

拟合选取 2 450~2 510 eV区间的谱图进行。在所有情 

况下，光谱都是以最大吸收光谱为标准进行校准，所 

有的数据都用  Winxas(3.0)进行背景去除和归一化处 

理，光谱拟合用 LSFitXAFS完成。 

2  结果与讨论 

2.1  单一及混合细菌硫氧化活性的比较分析 

本实验通过检测浸矿过程中细菌浓度、 pH及硫酸 

根离子浓度，表征不同细菌在黄铜矿浸出过程中硫氧 

化活性的变化。 

图 1所示为单一及混合细菌作用下细菌浓度、pH 
值及SO4 

2− 浓度的变化。 从图1可以看出， A. thiooxidans 
和  L.  ferriphilum 单独浸出黄铜矿时细菌浓度均较低 
( ＜  1×10 7  /mL) 。  JONHSON  等  [18]  研 究 发 现 
Leptospirillum  spp.不能耐受高的铜离子浓度 (＜5 
mmol/L)， 但比较适合生长于低 pH及较高的氧化还原 

电位(＞690  mV) 。A.  thiooxidans 浸出黄铜矿过程中 
pH 一直呈上升趋 势，与无菌对照相似，浸矿过程主 

要以酸浸为主。A.  ferrooxidans 及混合菌浸出过程中 
pH先升高后迅速下降， 其主要原因是细菌硫氧化产生 

硫酸，同时，铁的沉降也是产酸的过程(如方程(1)所 

示)。 黄铜矿的浸出过程中的耗酸和产酸可分别用方程 
(2)和(3)表示。VIRAMONTES­GAMBOA 等 [19] 通过电 

化学手段发现随着  pH 降低，代表铜溶出速率的电流 

值也随之上升。 

3Fe 3+ +K + +2HSO4 
− +6H2O→KFe3(SO4)2(OH)6+8H + 

(1) 
CuFeS2+4H + →Fe 2+ +Cu 2+ +2H2S  (2) 

图 1  单一及混合细菌作用下细菌浓度、pH值及 SO4 
2− 浓度 

的变化 

Fig.1  Changes of cell densities (a), pH values (b) and sulfate 

ions  concentrations(c) during leaching of  chalcopyrite by pure 

and mixed bacteria 

2S 0 +2H2O+3O2         →   bacteria oxidizing Sulfur  2SO4 
2− +4H +  (3) 

图 1(b)和(c)分别表示混合菌浸出黄铜矿过程中溶 

液中 pH值低于单一菌浸出，SO4 
2− 浓度高于细菌单独 

浸出，其中在  A.  thiooxidans 单独浸出时几乎看不到 
SO4 

2− 浓度的明显变化，说明 A.  thiooxidans 在黄铜矿 

溶出中硫氧化活性较低，但在混合浸出时，
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A.  thiooxidans、L.  ferriphilum的存在能增强浸出体系 

的硫氧化活性。 

2.2  单一及混合细菌对黄铜矿浸出行为的比较分析 

本实验通过检测浸出过程中铜离子浸出率、氧化 

还原电位、Fe 3+ 浓度以比较单一及混合菌对黄铜矿的 

浸出行为， 如图 2中所示， A. thiooxidans、 L. ferriphilum 
单独浸出黄铜矿时，电位及[Fe 3+ ]均较低，细菌浸出率 

图 2  单一和混合菌浸出黄铜矿过程中铜离子浸出率、电位 

及 Fe 3+ 浓度变化 
Fig.2  Changes of copper recovery (a), redox potential (b) and 
ferric ion concentrations (c) during chalcopyrite bioleaching of 
pure and mixed bacteria 

分别为 11.3%及 23.4%。 混合菌及 A. ferrooxidans浸出 
3  d后，其浸出速率明显提高；9~12  d时，由于电位 

的快速上升导致铁离子的沉降(方程(1))，使得浸出速 

率变缓。根据方程(4)可看出，[Fe 3+ ]上升有利于黄铜矿 

的溶解， 因此， 混合菌在浸出 21 d后， 由于溶液中[Fe 3+ ] 
的增加再次出现明显升高过程，铜离子浸出率最终达 

到 67.7%，而 A.  ferrooxidans由于溶液中[Fe 3+ ]较低， 

因此没有出现此趋势，浸出率仅为  59.5%。另外，混 

合菌浸出过程中[Fe 3+ ]与电位都较 A. ferrooxidans单独 

浸出时高，说明 A. thiooxidans、L. ferriphilum的存在 

能提高浸出体系的铁氧化活性(方程(5))，从而促进矿 

物的溶出，这与 CRUNDWELL [20] 的阐述相似。另外， 

在浸矿效果显著的体系中(A. ferrooxidans及混合菌)的 

电位呈快速上升趋势。 

CuFeS2 + 4 Fe 3+ →Fe 2+ + Cu 2+ + S 0  (4) 

4Fe 2+ +O2+4H +        →   bacteria oxidizing Iron  4Fe 3+ +2H2O  (5) 

2.3  单一及混合细菌浸出黄铜矿表面硫形态变化的 

比较分析 

利用 XRD 及硫的 K 边 XANES 法对细菌浸出黄 

铜矿表面矿渣硫形态进行分析。由图 3 的 XRD 分析 

显示，经过 30 d后，混合菌浸出后体系中生成了大量 

的黄钾铁矾。进一步的  XRD 定量分析显示，浸出残 

渣中黄铜矿含量仅为 13%， 黄钾铁矾含量则高达 86%。 

而空白对照组的黄铜矿则没有发生明显变化。 

图 4所示为标准样品的硫的 K边 XANES光谱及 

样品拟合图谱。 如图 4(a)所示， 本实验选取铜蓝(CuS)、 

黄 铜 矿  (CuFeS2) 、 辉 铜 矿  (Cu2S) 、 黄 钾 铁 矾 
(KFe3(SO4)2(OH)6)和元素硫(S 0 )等标准化合物进行硫 

的 K边 XANES扫描。 基于这些标准化合物的 XANES 
谱图，利用 LSFitXAFS 软件对混合菌浸出 12  d 后黄 

铜矿表面硫的K边 XANES进行拟合分析(见图 4(b))， 

结果显示其中可能含有 50.92%黄铜矿、 25.39%黄钾铁 

矾、5.51%元素硫以及 5.78%辉铜矿。其他时间段的拟 

合结果如表 2 所列。单一或混合菌浸出过程中，不同 

时间段内黄铜矿的硫的 K−边 XANES谱如图 5所示。 

结果显示自第  6 天开始的谱图中  SO4 
2− 的特征吸收峰 

(2.480 4 KeV)逐渐增强。由图 5及表 2可看出，在混 

合菌浸出黄铜矿过程中，矿物表面在前 18 d均出现了 

不同含量的辉铜矿，元素硫在第 6 天出现，随后含量 

逐渐减少，同时在整个时间段内黄钾铁矾在不断积累 
(最终达 73.64%)。此外整个过程均没有检测到铜蓝。 
A.  ferrooxidans浸出黄铜矿 30  d后，矿物表面积累了 

大量黄钾铁矾(83.65%)，A.  thiooxidans浸出黄铜矿时
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浸出率较低(11.3%)，表面物质与空白几乎相同，而 
L.  ferriphilum浸出过程中由于矿物表面积累了较多的 

元素硫，浸出效果也并不明显(见图 2)。 

以上结果表明，矿物表面黄钾铁矾、元素硫等钝 

化层的形成是黄铜矿浸出率下降的主要原因。其中 L. 

ferriphilum 单独浸出时因其仅拥有铁代谢系统，无法 

移除黄铜矿表面累积的元素硫。混合菌浸出时，发现 
A.  thiooxidans 和  L.  ferriphilum 的存在，能促进  A. 
ferrooxidans对黄铜矿的浸出， 并使得矿物表面生成的 

黄钾铁矾及元素硫减少，这可能是由于 A. thiooxidans 

图 4  标准样品的硫的 K边 XANES光谱及样品拟合图谱 

Fig.4  Normalized sulfur K­edge XANES spectra of standard samples (a) and fitted curve (b) 

图  3  黄铜矿原矿、空白浸出残渣及混合菌 

浸出残渣的组成分析 

Fig.3  Composition  analysis  of  original 

chalcopyrite  (a),  residue  in  sterile  control 

experiment  (b)  and  residue  in  bioleaching 

experiment with mixed bacteria (c)
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图 5  A. Ferrooxidans、A. Thiooxidans和 L. ferriphilum及混合菌作用下黄铜矿不同时间段硫 K边 XANES谱 

Fig.5  XANES spectra of sulfur K­edge of chalcopyrite  leached by A.  ferrooxidans (a), A. thiooxidans  (b), L. ferriphilum (c) and 

mixed bacteria (d) 

表 2  黄铜矿样品 S K边 XANES谱拟合结果 

Table 2  Fitted results of S K­edge XANES spectra of measure sample with different reference spectra 

Mass fraction of surface residue/% 

Chalcopyrite  Pyrite  S 0  Chalcocite Time/d 

A. f  A. t  L. f  Mix  A. f  A. t  L. f  Mix  A. f  A. t  L. f  Mix  A. f  A. t  L. f  Mix 

6  61.68  75.13  −  71.48  17.77  13.3  /  11.93  11.91  3.64  −  10.96  1.28  5.52  −  6.86 

12  −  −  66.41  50.92  −  −  12.05  25.39  −  −  16.49  5.51  −  −  0.9  5.78 

18  27.05  69.07  65.17  25.84  54.61  11.05  12.18  51.69  13.11  9.6  15.85  5.12  0  5.21  2.53  9.55 

24  28.84  56.78  56.04  20.64  60.67  29.95  33.55  71.52  4.97  4.41  10.41  3.86  0  0  0  0 

30  8.19  −  35.24  19.4  83.65  −  54.8  73.64  4.16  −  5.98  3.46  0  −  0  0 

Blank  55.55  12.11  13.17  6.7 

A. f: A. ferrooxidans; A. t: A. thiooxidans; L. f: L. ferriphilum; Mix: mixture of A. ferrooxidans, A. thiooxidans and L. ferriphilum.
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的存在增加了体系的硫氧化活性，从而使得  pH  降 

低，有效的抑制了黄钾铁矾的生成，同时更有效的消 

解表面元素硫层 [21] ，使得黄铜矿的浸出持续进行，而 
L. ferriphilum进一步提高体系的铁氧化活性。 

根据式(4)，较高的三价铁离子浓度有利于黄铜矿 

的溶解。因此，较高的电位值应该有利于黄铜矿的浸 

出。然而，大量研究指出黄铜矿的溶出有一个最适的 

电位区间，也就是需要有一个合适的[Fe 3+ ]/[Fe 2+ ]  比 

值。本实验同样如此，如图 2(a)和(b)所示，浸出第九 

天前，电位值小于 400 mV，浸出速度较快，此后，浸 

出速度明显变慢， 电位值迅速增加至 540 mV。 对这个 

现象，HIROYOSHI 等 [22] 曾经提出过一个黄铜矿的两 

步氧化模型。根据这个模型，在较低的电位时黄铜矿 

首先被二价铁还原成更加易氧化分解的辉铜矿(方程 
(6))。 同样， ARCE和GONZÁLEZ [23] 以及VELÁSQUEZ 
等 [24] 都通过电化学方法证明了辉铜矿是黄铜矿酸性 

条件下氧化过程的可能中间产物。 

CuFeS2  +3Cu 2+ +3Fe 2+ →2Cu2S + 4Fe 3+  (6) 

VILCÁEZ 和  INOUE [25]  认为黄铜矿的溶解是由 

于反应方程(4)和方程(6)的综合作用，分别由初始的 
Fe 2+ 和  Fe 3+ 浓度控制。在高浓度的  Fe 3+ 条件下黄铜矿 

的氧化作用占主导地位，在高浓度的 Fe 2+ 条件下黄铜 

矿的还原反应占优势地位。因此，本实验中在浸出初 

期均有辉铜矿生成，而当电位从 400 mV 迅速上升到 
540 mV以后的持续浸出过程中， 由于 Fe 2+ 快速被氧化 

为 Fe 3+ ，浸出体系中几乎没有还原作用，辉铜矿等次 

生硫化铜矿在高浓度的 Fe 3+ 氧化作用下快速被分解， 

使得浸出率继续提高。当电位达到 540  mV 后，根据 

方程(1)， 在高浓度的 Fe 3+ 存在下， 黄钾铁矾极易形成， 

阻碍了黄铜矿继续溶出 [26] ，导致浸出速率降低。这为 

黄铜矿的二步溶出理论提供了新的证据。 

3  结论 

1)  混合菌浸出时，体系的硫/铁氧化活性较单一 

菌浸出有明显提高，黄钾铁矾在实验中逐渐累积，是 

钝化作用的主要成分。 
2) A.  thiooxidans、L.  ferriphilum的存在增加体系 

的硫氧化活性，从而使得  pH 降低，有效地抑制了黄 

钾铁矾的生成，同时更为有效地消解矿物表面积累的 

元素硫层，使铜离子浸出率明显提高。 
3) 在浸出初期低于 400 mV时，浸出速率较快， 

此后体系电位迅速增加到  540  mV，浸出速率明显变 

慢，符合二步溶出模型。 
4) 在浸出初期浸出体系中有辉铜矿产生， 其中混 

合菌浸出时辉铜矿产量明显高于单一细菌浸出，这些 

可能是低电位条件下或混合菌浸出时黄铜矿浸出速率 

较高的关键因素。 
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