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摘要 研究了1株从锰污染的土壤中分离的细菌 M14,初步鉴定其为赖氨酸芽孢杆菌(Lysinibacillus
sp.)。该菌在生长过程中可以将 Mn(Ⅱ)氧化成不溶于水的以 Mn(Ⅳ)为主的生物锰氧化物。再利用这种生物

锰氧化物去吸附和解析溶液中的金离子,从而达到了贵重金属回收再利用的目的。该菌保藏于中国典型培养物

保藏中心,其保藏号为CCTCCNO:M2012084。本研究结果在净化和回收采矿等废水方面具有良好的应用前景。
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  对重金属的开采、冶炼、加工及商业制造活动产

生不少含重金属(如金、银、铂、钌等)的废液,以前因

重金属含量较少且回收技术的限制,大量含重金属

的废液被排放,不仅造成了重金属资源的浪费,还污

染了环境。目前黄金价格越来越昂贵,而金矿资源

的稀少使我们不得不开始考虑对金的回收。
目前已知,从浸金液中回收金离子Au(Ⅲ)的主

要方法有:(1)活性炭吸附法。活性炭吸附技术是指

在浸出槽或吸附槽中加入活性炭,利用活性炭的吸

附作用从矿浆中吸附回收金。此法可直接用于从矿

浆中回收金,但这种方法的推广与应用较难[1]。
(2)树脂吸附法[2]。金在强碱、强碱与弱碱混合型树

脂上能有效地被吸附和解吸,此法有载金量高、用量

少等优势,但因其有强腐蚀性及毒性,极易造成二次

污染。(3)溶剂萃取法[3]。指利用醇类、醚类、酮类、
胺类等有机试剂作为金的萃取剂,但其对操作人员

的身体不利。因此,寻求新的回收金离子的材料和

方法是当务之急。
一些锰氧化微生物(包括细菌和真菌)能够将

Mn(Ⅱ)氧化为不溶的锰氧化物。该类生物锰氧化

物对重金属(如 As、Ni、Cu、Co、Cd、Cr)等具有吸

附、置换或沉淀作用[4-8]。但目前还没有报道生物锰

氧化物对金离子的吸附作用。本研究利用1株锰氧

化细菌产生的生物锰氧化物来吸附和回收金离子

Au(Ⅲ)。该类生物锰氧化物在贵重金属回收及污

水治理中具有很高的应用价值。

1 材料与方法

1.1 样品采集与菌株分离

土样采集于天津市西青区玛钢厂锰原料仓库的

表层土。取100g土样置于250mL玻璃瓶中,向土

样中添加无菌MnCl2溶液使其终质量浓度为989.55
mg/kg,28 ℃ 培 养 1 周。稀 释 并 涂 布 含 0.3
mmol/LMnCl2的K选择平板(1L,酵母膏0.5g,
蛋白胨2g,琼脂15g,人工海水(NaCl13.14g,KCl
0.56g,MgSO4·7H2O9.24g,CaCl20.83g,用含

20mmol/LHEPES(羟乙基呱嗪乙硫磺酸)调pH
至7.0)[9],在28℃下培养1周。挑选表面为棕褐

色的菌落,分离得到菌株 M14。利用赵萍等[10]的方

法中16SrRNA 基因序列,以邻位相连法(neigh-
bor-joining)构建进化树。
1.2 菌株 M14 锰氧化效率的分析

细菌锰氧化效率的分析按笔者所在课题组前期

的方 法[5-6,8]进 行。向 100 mL 含 0.3 mmol/L
MnCl2的K培养基中接种1%(D600nm≈0.7)M14
菌,28℃、160r/min摇床中振荡培养1周。用火焰

原子吸收分光光度计测定样品中所含有的 Mn(Ⅱ)
的浓度。每24h取样10mL,设置3次重复。
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1)离心。以8000r/min离心6min,上清用

0.22μm滤膜过滤。测得的 Mn(Ⅱ)的浓度称之为

“剩余的 Mn(Ⅱ)”。

2)离心得到的沉淀处理。用去离子水重复3次

洗涤 离 心 后,加 入4 mL 浓 度 为0.1 mol/L 的

CuSO4溶液,用移液器将菌体打散,以160r/min的

速度振荡12h。然后取出,管中的菌悬液用去离子

水定容至10mL,8000r/min离心6min,保留上清

液,过滤,将该部分溶液中存在的 Mn(Ⅱ)称之为

“吸附的 Mn(Ⅱ)”。

3)剩余的沉淀处理。再次用去离子水重复3次

洗涤后,加入4mL0.1mol/L盐酸羟氨母液,用移

液器将菌体打散,以160r/min的速度振荡12h。
菌悬液用去离子水定容至10mL,8000r/min离心

5min后,保留上清液,过滤,将该部分溶液中存在

的 Mn(Ⅱ)称之为“氧化的 Mn(Ⅱ)”。
1.3 M14 产生的生物锰氧化物吸附 Au(Ⅲ)的研究

将 M14菌体接种于含5mmol/LMn(Ⅱ)的K
培养基,置于28℃、150r/min的摇床中培养10d,
培养基总量为3000mL,待培养基中有棕黑色沉淀

生成后,以8000r/min高速离心培养物,去掉上

清,将沉淀在-56℃下冷冻干燥、研磨、过孔径

0.150μm筛。将1.87g的生物锰氧化物加入到装

有100mL双蒸水的三角瓶中,包上黑色塑料,待摇

匀后 加 入200μL100 mmol/L 的 氯 金 酸,置 于

28℃、150r/min的摇床中,定时取样。每次取出

3mL悬浮液,过滤,滤液置于5mL离心管中,用火

焰原子吸收分光光度计测定Au(Ⅲ)浓度。
1.4 M14 产生的生物锰氧化物吸附 Au(Ⅲ)的动力

学研究

  在溶液中,固体吸附剂吸附金属离子的动力学

曲线常常用伪一级反应动力学方程和伪二级反应动

力学方程描述[11],我们将生物锰氧化物和商业二氧

化锰对金的吸附过程用动力学方程进行拟合。用统

计分析软件R软件拟合伪一级和伪二级反应动力

学非线性方程。
伪一级反应动力学曲线满足方程:

qt=qe(1-e-k1t)

其中,qe为反应达到平衡时的最大吸附量,mg/g;qt

为t时刻的吸附量,mg/g;k1为伪一级反应动力学

常数。
伪二级反应动力学曲线满足方程:

qt=k2qe2t/(1+k2qet)

其中,qe为反应达到平衡时的最大吸附量,mg/g;qt

为t时刻的吸附量,mg/g;k2为伪二级反应动力学

常数。
1.5 M14 生物锰氧化物吸附金后的解吸

利用 M14的生物锰氧化物对初始金离子浓度

为50μmol/L的溶液进行较完全的吸附。由于过

酸过碱的环境均不利于硫脲的稳定存在,且硫酸离

子对SO42-/SO2电位(0.2V)低于硫脲SCN2H2/
(SCN2H3)2 的电位(0.42V),因此,SO42- 不具有

氧化性,更有利于硫脲的稳定[12]。先用硫酸调节

pH值至6.0,再加入400μL硫脲(0.5mol/L)至
100mL吸附液中,于28℃、150r/min摇床内进行

反应,2h后取出,取样1mL。用火焰原子吸收分

光光度计在金的空心阴极灯照射的条件下检测上清

的吸光值,利用标准加入法[13]分析数据,求得解吸

后上清的金离子浓度。

2 结果与分析

2.1 锰氧化细菌 M14 的鉴定

M14菌体短杆状,为革兰氏阳性菌,适宜生长

温度28~30℃,适宜pH7.0~7.5,在不含 MnCl2
的K固体培养基上,菌落成圆形、乳白色、凸起、表
面湿润、边缘不整齐。在含0.3mmol/L的 MnCl2
K培养基上,菌落表面为棕褐色。将得到的1395
bp的16SrDNA基因序列与GenBank文库中已有

序列进行比对(图1),初步确定该菌属于赖氨酸芽

孢杆菌属,命名为Lysinibacillussp.M14。
2.2 菌株 M14 锰氧化效率的分析

在 M14菌对 Mn(Ⅱ)的氧化去除试验中,选择

的 Mn(Ⅱ)初始浓度为30mmol/L。图2为 M14
菌氧化去除 Mn(Ⅱ)的曲线图,可以看到,M14菌株

对锰的去除率随着时间的推移不断加大,尤其是在

3~7d时,去除速率最快,溶液中剩余的 Mn(Ⅱ)不
断减少,但“氧化的 Mn(Ⅱ)”却不断增加,而吸附的

Mn(Ⅱ)并 没 有 大 幅 度 增 加,说 明 绝 大 部 分 的

Mn(Ⅱ)被氧化了,在10d时,M14菌氧化效率达

到最高,约为82.7%。可能是由于这期间菌株开始

氧化溶液中的 Mn(Ⅱ),产生锰氧化物,在10d时,
“剩余 的 Mn(Ⅱ)”浓 度 达 到 最 低,去 除 率 达 到

92.62%。反应开始就有 Mn(Ⅱ)被吸附在菌体或锰

氧化物表面,5d前呈不断增大趋势,但5d后则有

所降低,可能是有部分被吸附的 Mn(Ⅱ)被氧化,最
终,“吸附的 Mn(Ⅱ)”浓度约为0.04mmol/L。
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 分支旁的数字为bootstrap1000次的置信度(%);括号内为GenBank序列登录号。Numbersnearthebranchesarebootstrapproba-
bilityvalues(%)with1000replicates;NumbersinparenthesesrepresenttheaccessionnumberofeachstrainintheGenBank.

图1 锰氧化菌Lysinibacillussp.M14的16SrRNA基因系统发育树

Fig.1 Aphylogenetictreebasedon16SrRNAgenesequencesofLysinibacillussp.M14anditsrelativesintheGenBank

 ◆ Mn(Ⅱ)去除曲线 Mn(Ⅱ)-removalcurves;█ Mn(Ⅱ)吸附

曲线 Mn(Ⅱ)-adsorptioncurves;▲ Mn(Ⅱ)氧化曲线 Mn(Ⅱ)-

oxidationcurves;○ 没有加 Mn(Ⅱ)的菌体培养对照 Bacterial

controlswithoutMn(Ⅱ).

图2 M14菌对Mn(Ⅱ)的锰氧化、去除曲线

Fig.2 Oxidationandremovalcurves
ofMn(Ⅱ)bythestrainM14

2.3 M14 菌产生的生物锰氧化物吸附 Au(Ⅲ)的效果

M14菌生成的生物锰氧化物收集、预处理后对

Au(Ⅲ)的吸附见图3。在含金溶液中没有添加任何

生物锰氧化物,Au(Ⅲ)的初始浓度为200μmol/L,

6h内溶液中Au(Ⅲ)的浓度始终处于较稳定状态,

没有明显的降低。加生物锰氧化物后,0.5h内

Au(Ⅲ)吸附量快速上升,1h后生物锰氧化物对

Au(Ⅲ)的吸附达到平衡,吸附效率接近100% (图

3)。M14的细胞扫描电镜图(图4)显示,M14细胞

成短杆状,长约0.5~1.0μm,宽约0.5μm。加Mn
(Ⅱ)培养后,生成的生物锰氧化物包裹着 M14菌

体,长约0.8~1.5μm,宽约0.5~0.8μm,无明显层

状结构。吸附了As(Ⅲ)后,可以看出生物锰氧化物

的表面变得不光滑,边缘呈不规则的粗糙结构形态。
2.4 M14 菌产生物锰氧化物吸附 Au(Ⅲ)的动力学

研究

  采用origin软件,利用伪一级和伪二级反应动

力学方程来拟合 M14菌产生的生物锰氧化物吸附

Au(Ⅲ)的动力学过程,其结果如图5所示。可以看

出,伪一级反应动力学方程模型(k1=2.6 1́0-4,

R2=0.999)和伪二级模型(k2=4.3 1́0-3,R2=
0.998)上的各反应点均在曲线上,2个反应动力学

方 程的R2值均接近1.0,都能描述其动力学特征,

13
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 ■加入生物锰氧化物后溶液中Au(Ⅲ)浓度的变化曲线Au(Ⅲ)

remainedinthesolution;● 不加生物锰氧化物空白对照Controls

withouttheadditionofthebiogenicmanganeseoxides.

图3 M14产生的生物锰氧化物对Au(Ⅲ)的吸附曲线

Fig.3 Au(Ⅲ)adsorptioncurvesusing
thebiogenicmanganeseoxides

 A:M14细胞CellsofM14;B:被生物锰氧化物包裹的M14细胞

ThecellswiththecoatedbiogenicMnoxides;C:吸附了金后的生

物锰氧化物 ThebiogenicMnoxidesadsorbedAu.

图4 M14扫描电镜观察结果

Fig.4 SEMimagesofcellsofM14
但伪一级反应动力学方程拟合较伪二级动力学反应

动力学方程拟合中k更小,R2更大,说明伪一级反

应动力学方程对生物锰氧化物吸附Au(Ⅲ)的过程

拟合效果好于伪二级。
2.5 生物锰氧化物吸附的金解吸

利用硫脲解吸后的Au含量用Cx表示,Au(Ⅲ)
母液的浓度用C0表示。分别向其中加入不同体积

的Au(Ⅲ)母液得到梯度浓度 Cx、Cx+C0、Cx+
2C0、Cx+3C0、Cx+4C0、Cx+5C0。取1.5mL稀释

至10mL,用火焰原子分光光度计测定其中 Au的

含量,结果见图6。可求得解吸后溶液中含Au浓度

约为43.6μmol/L,解吸率约为87.2%。

3 讨 论

研究结果表明,菌株Lysinibacillussp.M14具

 A:伪一级反应动力学模型 Pseudo-firstorderreactionkinetics

mode;B:伪二级反应动力学模型Pseudo-secondorderreactionki-
neticsmodel.

图5 生物锰氧化物吸附Au(Ⅲ)过程的动力学模型拟合

Fig.5 AdsorptionofAu(Ⅲ)fittingby
differentkindofdynamicmodels

图6 标准加入曲线

Fig.6 Transformationofstandardadditioncurve
有很强的氧化 Mn(Ⅱ)的能力。氧化产生的生物锰

氧化物可以吸附和解析溶液中的金离子。M14菌

产生的生物锰氧化物附着于菌体表面呈不规则结

构,为高活性锰氧化物,在Au(Ⅲ)吸附试验中展现

了很高的效率,为含金废液中金的提取提供了新的

尝试。由于本研究的生物锰氧化物收集后未经过纯

化处理,直接用于吸附金离子的试验中,因此生物

体、部分杂质与生物锰氧化物的紧密附着占据了一

定的吸附位点,可能部分影响了该试验中生物锰氧

化物对Au(Ⅲ)的吸附效果。对于金的解吸,利用硫

脲与金发生络合反应从而解吸金取得了较好的结

果,但前期在pH高于6时,硫脲解吸金的过程中可

明显观察到溶液颜色由灰黑色变为乳白色。因此该

23
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解吸过程的最佳pH 值为6,避免了沉淀的生成。
虽然解吸率较高,但未能达到100%,可能是部分吸

附过程中产生的化学键能强于络合反应的键能,使
得部分Au(Ⅲ)离子不能洗脱下来。若需进一步得

到单质金,可尝试加入锌、铁等进行置换反应。本研

究结果在净化和回收采矿等含金废水方面具有良好

的应用前景。
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Adsorptionandrecoveryofgoldionusingbiogenic
MnoxidesproducedbyLysinibacillussp.M14

WANGHui1 PEIYuan-jun1 XIONGDan-dan1 LIAOShui-jiao2 WANGGe-jiao1

1.CollegeofLifeScienceandTechnology/StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China;
2.CollegeofSciences,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract StrainM14wasisolatedfrommanganesepollutedsoilandidentifiedasLysinibacillussp.
ThisstrainwasabletooxidizeMn(Ⅱ)tobiogenicMnoxidepellets(majoredintheformofMn(Ⅳ)).
TheadsorptionanddesorptionanalysisofgoldionAu(Ⅲ)wereconductedusingthebiogenicMnox-
ides.ResultsshowedthatthebiogenicMnoxidescouldsuccessfullyremoveandrecoverthepreciousgold
ion.ThisstrainhasbeenstoredinChinaCenterforTypeCultureCollection(CCTCCNO:M2012084).
Theresultsofcurrentstudywillbevaluablefortherecyclingofgoldandbioremediationofgold-polluted
wastes.

Keywords manganese-oxidizingbacterium;biogenicMnoxides;Lysinibacillus;adsorptionofAu
(Ⅲ);desorption
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