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酸碱度和铁离子对毒砂生物氧化作用的影响研究
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摘　要：毒砂的氧化作用会产生富含Ａｓ的酸性矿山废水 （ＡＭＤ）引起了广泛关注，但 ｐＨ和 Ｆｅ２＋离子对毒砂
生物氧化作用的影响还不清楚。利用从大宝山 ＡＭＤ培养得到的氧化亚铁硫杆菌 （Ａｆ．）和毒砂进行初始
ｐＨ２００、ｐＨ３００和ｐＨ３５０为期３０ｄ的不含Ｆｅ培养基有菌氧化、含Ｆｅ培养基无菌氧化和含Ｆｅ培养基有菌氧化
实验，通过测定实验过程溶液的总Ａｓ离子、Ｆｅ２＋含量和 ｐＨ值，获得如下结论：①不含 Ｆｅ培养基有菌氧化过
程，初始ｐＨ越低，实验结果溶液Ａｓ离子质量浓度越高，初始ｐＨ２００比初始ｐＨ３５０的溶液中Ａｓ离子质量浓度
要高大约１５倍，即低ｐＨ可促进毒砂的微生物氧化作用。②含 Ｆｅ培养基会使毒砂生物氧化过程 ｐＨ保持在４０
以下进行，促进毒砂氧化，提高释放的Ａｓ离子质量浓度。在ＡＭＤ中加入一定的碱性物质来提到ｐＨ值，可降低

Ｆｅ２＋质量浓度，抑制毒砂的生物氧化作用，降低Ａｓ离子的含量。
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　　硫化物矿物的微生物氧化作用研究被广泛地应
用于湿法冶金领域，认为在氧化亚铁硫杆菌

（Ａｆ．）的作用下，硫化物矿物的氧化速度会加
快。近年来，国内外学者开始重视酸性矿山环境中

Ａｆ．对黄铁矿、磁黄铁矿、黄铜矿、毒砂等硫化
物矿物的生物氧化作用的研究［１－９］，发现在ｐＨ＜４
的酸性环境中，硫化物矿物以生物化学氧化过程为

主，而且铁离子会加速硫化物矿物的氧化［１－４］。

毒砂 （ＦｅＡｓＳ）是金属硫化物矿床及尾矿中常
见的含砷硫化物矿物，毒砂氧化后释放的砷进入水

环境会导致严重的生态污染，引起国内学者的关

注。郁云妹等研究了毒砂的化学氧化作用与水溶液

ｐＨ的关系，获得毒砂氧化释放的溶解Ａｓ质量浓度
随溶液ｐＨ升高呈Ｖ字形变化，ｐＨ值在７～８之间
最低［８］；张珊珊等通过生物氧化和化学氧化的对

比试验，探讨氧化亚铁硫杆菌与毒砂相互作用的阶

段性和氧化机制［９］；朱婷婷等实验研究了毒砂微

生物氧化作用形成的次生矿物类型，指出毒砂在

Ａｆ．作用下的次生矿物主要为铁的硫酸盐、砷酸
盐和亚砷酸盐；分析了微生物作用前后毒砂表面

Ｆｅ、Ａｓ和Ｓ三种元素的价态变化，探讨了毒砂表
面次生矿物成因和Ａｓ的化学态变化［１０］。但不同环

境 （如ｐＨ、Ｆｅ２＋含量等）对毒砂生物氧化作用的
影响还不清楚。

本文利用从大宝山多金属矿酸性矿山废水中培

养得到的Ａｆ．菌，研究不同初始ｐＨ和Ｆｅ离子含
量对毒砂微生物氧化作用的影响，这不仅有助于深

入了解毒砂的微生物氧化机理，而且对富砷酸性矿

山废水的环境治理等方面有参考价值。

１　材料与方法
１１　９Ｋ培养基的配置

准确称取 （ＮＨ４）２ＳＯ４３００ｇ，ＫＣｌ０１０ｇ，
Ｋ２ＨＰＯ４０１０ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０５０ｇ，Ｃａ（ＮＯ３）２
００１ｇ，双蒸水６０００ｍＬ，用１∶１Ｈ２ＳＯ４调 ｐＨ为
２００，在１２１℃灭菌１５ｍｉｎ，配制不含Ｆｅ的９Ｋ培
养基。

另称取ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ４４３０ｇ溶于４０００ｍＬ双
蒸水，用同样的方法将 ｐＨ调为 ２００，用孔径为

０２２μｍ过滤器过滤除菌，然后将其与上述不含
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ的９Ｋ培养基混合，配制含 Ｆｅ的９Ｋ
培养基。

１２　氧化亚铁硫杆菌菌悬液
从大宝山尾矿库酸性矿山废水培养得到的

Ａｆ菌株培养液［１１］，进行加富培养，用血球计数

板计数，实验用Ａｆ的菌悬液的密度达到１×１０７

个／ｍＬ。
１３　矿物粉末的制备

将毒砂矿样敲碎后，在立体显微镜下除去多余

杂物后，粉碎到直径小于０１８ｍｍ（过８０目筛），
用无水乙醇浸泡 ３０ｍｉｎ后，再用去离子水清洗 ３
遍，放置于真空干燥箱，设定温度为５０℃，２ｈ后
取出并封存。

１４　实验过程
所有浸泡实验均在洁净工作台 （洁净等级１００

级）完成。浸泡实验在２５０ｍＬ的锥形瓶中进行，
矿浆质量浓度为３ｇ／ｍＬ（１００ｍＬ溶液中含３ｇ毒
砂粉末）。将毒砂粉末加入到含有Ｆｅ２＋和不含Ｆｅ２＋

的９Ｋ培养基中，接种１０％ （加入的菌悬液／溶液
总体积）的Ａｆ液悬液，用１∶１的Ｈ２ＳＯ４调节ｐＨ，
分别为２００、３００和３５０，将锥形瓶放置于振荡
器 （ＨＺＱＣ空气浴振荡器），培养温度为 ３０℃，
转速为１５０ｒ／ｍｉｎ，每日振荡２０ｈ。同时进行无菌
浸泡的对比实验。定期测定溶液中 Ａｓ离子、Ｆｅ２＋

质量浓度和ｐＨ值。
文中样品代号的含义：Ｙ－２、Ｙ－３、Ｙ－３５

分别表示初始 ｐＨ２００、ｐＨ３００和 ｐＨ３５０，均为
不含Ｆｅ２＋的９Ｋ培养基，接种 Ａｆ浸泡；ＦｅＷＹ－
２、ＦｅＷＹ－３、ＦｅＷＹ－３５分别表示初始 ｐＨ２００、
ｐＨ３００和ｐＨ３５０，均为含 Ｆｅ２＋的９Ｋ培养基，无
菌浸泡；ＦｅＹ－２、ＦｅＹ－３、ＦｅＹ－３５分别表示初
始ｐＨ２００、ｐＨ３００和ｐＨ３５０，均为含Ｆｅ２＋的９Ｋ
培养基，接种Ａｆ浸泡。
１５　分析测试方法

实验溶液中的阳离子利用 ＩＲＩＳ（ＨＲ）等离子
体原子发射光谱仪 （ＩＣＰＡＥＳ）分析，ｐＨ值利用
ＰＨＳ－２５型精密ｐＨ计测定。

４７
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２　实验结果
２１　浸泡实验过程溶液变化

在含铁 ９Ｋ培养基有菌氧化实验中，初始
ｐＨ２００的溶液，前２３ｄ颜色变化不大，后７ｄ颜
色变化较为明显，至第３０天反应结束，溶液变为
深绿色；初始ｐＨ３００的溶液，前２３天变化微弱，
较初始 ｐＨ２００溶液颜色稍深，至第 ３０天结束，
溶液变为黄绿色；初始 ｐＨ３５０的溶液变化较为明
显，第２天即已变为土黄色，第６天时为黄褐色且
有褐色沉淀生成，至反应结束溶液已变为黄色，大

量沉淀附着于瓶壁和瓶底。

在含铁 ９Ｋ培养基无菌氧化实验中，初始
ｐＨ２００的溶液，与加入菌体同等 ｐＨ条件下颜色
变化类似，前２３ｄ溶液颜色除稍变浑浊外，无其
他明显变化，至第３０天反应结束，溶液变为深绿
色；初始ｐＨ３００的溶液，前２３ｄ变化非常微弱，
可见其逐渐变浑浊的过程，后７ｄ变化明显，实验
结束，变为黄绿色，比加入菌体溶液颜色稍浅，偏

浑浊；初始ｐＨ３５０的溶液变化比较特殊，瓶壁未
见沉淀。

在无铁９Ｋ培养基有菌氧化的实验溶液，颜色
变化不如含铁９Ｋ培养基溶液明显。初始 ｐＨ２００
的溶液颜色变化比初始 ｐＨ３００的溶液变化明显，
前２３ｄ变化较为微弱，稍浑浊，至第３０天，前者
颜色为深绿色，色泽鲜艳，后者颜色明显稍浅，混

杂灰色；而初始ｐＨ３５０的溶液，前２３ｄ溶液颜色
时候未见变化，第２３天开始稍显浑浊，至第３０天
溶液完全变为深绿色，且瓶壁有大量沉淀附着。

２２　浸泡实验过程溶液阳离子质量浓度
浸泡实验过程溶液中 Ａｓ离子和 Ｆｅ２＋离子质量

浓度变化如表１所示。
２３　浸泡实验过程溶液ｐＨ变化

浸泡实验过程溶液ｐＨ变化如表２所示。

３讨　论
３１　不同初始ｐＨ值对毒砂生物氧化溶液 Ａｓ离子

质量浓度的影响

为了排除 Ｆｅ２＋对毒砂生物氧化作用的影响，
利用不同初始ｐＨ值含菌不含铁培养基实验溶液Ａｓ
离子质量浓度变化来讨论不同初始 ｐＨ值对毒砂生
物氧化的影响。从图１可以看出，反应前１１ｄ，各
溶液中Ａｓ离子质量浓度变化规律较好，呈上升趋
势，且初始 ｐＨ２００的溶液中 Ａｓ离子的溶出速率

较快，初始ｐＨ３００和３５０的溶液 Ａｓ离子质量浓
度变化较慢，到第 １１天，初始 ｐＨ２００、３００和
３５０的实验溶液中Ａｓ离子质量浓度分别为６１６５，
８００和４８６ｍｇ／Ｌ（表１），说明反应开始 ｐＨ越
低，毒砂生物氧化速度越快。

表１　实验溶液中Ａｓ离子和Ｆｅ２＋质量浓度１）

Ｔａｂｌｅ１　ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡｓｉｏｎａｎｄ
Ｆｅ２＋ｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ｍｇ·Ｌ－１

时间／ｄ
Ｙ－２

Ａｓ离子 Ｆｅ２＋
Ｙ－３

Ａｓ离子 Ｆｅ２＋
Ｙ－３５

Ａｓ离子 Ｆｅ２＋

１ １５９．７ ８０．１ ４７．９ ３．２８５ ３７．１ ２．９７
３ ２２３．０ １１９．３ ５４．２５ ０．８３５ ４２．０５ ０．４８
７ ３７１．３ ２１６．７５ ６２．８５ ３．６７ ４８．６ ０．８１
１１ ６１６．５ ３５７．６ ８０．０ ５．９ ５３．５ １．９
１７ ４３０．５ ９８．１ ３９．０ １．７ ４５８．０ ２６１．２
２３ ３８７．０ ９１．３５ ６３１．５ ２７２．１ ５２．５ ５．８５
３０ ８４７．５ ５０６．５ ２３９．０ ５１．２ ５７．０ ９．０

时间／ｄ
ＦｅＷＹ－２

Ａｓ离子 Ｆｅ２＋
ＦｅＷＹ－３

Ａｓ离子 Ｆｅ２＋
ＦｅＷＹ－３５
Ａｓ离子 Ｆｅ２＋

１ ３５５．８５ ３８５０ １４８．４ ３４３５ ２８８．６５ ３４３０
３ ５７５．０ ４３４５ ３２２．４ ４１１０ ４７９．３ ３９１５
７ ７６５．０４４９４．５６４８．５ ４１９９ ６３７．５ ３９４７
１１ １１４２．０８２６０ １２７４ ８７０５ ９３１．５ ７１６５
１７ １３０８．０８６９０ １３４１ ８７２５ ８９８．０ ７３８５
２３ １６９３．０９４６０ ６９０ ７４７５ ９６９．０ ７９３０
３０ １１６８．０６９８０ １８７８ ９０９０１４３６．０７８６５

时间／ｄ
ＦｅＹ－２

Ａｓ离子 Ｆｅ２＋
ＦｅＹ－３

Ａｓ离子 Ｆｅ２＋
ＦｅＹ－３５

Ａｓ离子 Ｆｅ２＋

１ ２６１．２５ ３４３５ １４４．１ ３６２０ ５７．９ ３８３０
３ ４２７．９ ３８８５ ３２１．８ ３７２５ １７５．２５ ３８２０
７ ６８４．０４３０３．５６３７．０ ４１３２ ３７４．３ ３０９３
１１ １１３８．５８１９５１１０４．５７８３５ ４７２．０４８１３．５
１７ １１６５．０８１８０１０２９．５８０６５１５０８．５４７０９．５
２３ １３４０．５８５００１２１２．５８２７５１５８１．０３９０５．５
３０ １５６４．５８６２５１４１９．０７８６５２５５０．５５５１０

１）分析单位：中山大学测试中心；第１、３、７天测试时稀
释５倍，其它测试时稀释５０倍；最低检测限：Ａｓ为００５
ｍｇ／Ｌ

从第１１－２３天，各溶液中Ａｓ离子质量浓度变
化趋势比较复杂，这可能与反应一段时间后毒砂氧

化释放出的 Ｆｅ２＋以及溶液变化过程见到的次生矿
物的沉淀有关。但到反应第３０天，初始 ｐＨ２００、
３００和３５０的实验溶液中 Ａｓ离子质量浓度分别
为８４７５，２３９０和 ５７０ｍｇ／Ｌ，三者比例大约为
１５∶４∶１。即反应３０ｄ后初始ｐＨ２００比初始ｐＨ３５０
的溶液中Ａｓ离子质量浓度要高大约１５倍。

５７
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表２　浸泡实验过程溶液ｐＨ值
Ｔａｂｌｅ２　ＴｈｅｐＨｖａｌｕｅｓｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

天数／ｄ ０ １ ２ ３ ４ ５ ８ １２ １８ ２４ ３０

Ｙ－２ ２００ ３７６ ３５２ ３３２ ３２５ ３０６ ２７２ ２３３ ２０７ ２０９ １８９
ＦｅＷＹ－２ ２００ ３４０ ３３０ ３２６ ３２５ ３１９ ３１４ ２９０ ２７０ ２５４ ２４０
ＦｅＹ－２ ２００ ３４１ ３３８ ３３４ ３２８ ３２８ ３１７ ２９２ ２６４ ２４５ ２３４
Ｙ－３ ３００ ７４１ ７２７ ７２３ ７２１ ７２１ ７１２ ６８５ ６７１ ６７３ ５１３
ＦｅＷＹ－３ ３００ ３６３ ３５７ ３４９ ３４４ ３３９ ３３ ２９４ ２６６ ２５５ ２３６
ＦｅＹ－３ ３００ ３６７ ３４９ ３３５ ３２６ ３３６ ３２６ ２９６ ２６８ ２５６ ２３９
Ｙ－３５ ３５０ ７５４ ７３９ ７３１ ７３０ ７２９ ７２４ ６９７ ６８８ ６９１ ６８０
ＦｅＷＹ－３５ ３５０ ３６５ ３４８ ３４１ ３３６ ３３７ ３２２ ２９８ ２７３ ２６８ ２４８
ＦｅＹ－３５ ３５０ ３６０ ３５０ ３４５ ３３５ ３０５ ２５４ ２１５ １９７ １８５ １７８

图１　不同初始ｐＨ值含菌不含铁培养
基实验溶液Ａｓ离子质量浓度变化

Ｆｉｇ１　ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＡｓｉｏｎｉｎｔｈｅｂｉｏｏｘｉｄａｔｉｏｎ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｏｌｕｔｉｏｎｓｗｉｔｈｏｕｔａｄｄｉｔｉｏｎａｌＦｅ２＋

ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｉｇｉｎａｌｐＨｖａｌｕｅｓ

３２　Ｆｅ２＋对毒砂生物氧化作用的影响

图２分别对比了初始ｐＨ２００、３００和３５０的
不含铁和含铁培养基的含菌实验结果，可以明显看

出，相同初始ｐＨ的含铁培养基比不含铁培养基的
实验溶液 Ａｓ离子质量浓度要高得多，实验 ３０ｄ
后，初始ｐＨ２００，３００和３５０的含铁培养基溶液
中Ａｓ离子质量浓度 （分别为１５６４５，１４１９０和２
５５０５ｍｇ／Ｌ）比不含铁培养基溶液中 Ａｓ离子质量
浓度 （分别为８４７５，２３９０和５７０ｍｇ／Ｌ）分别高
出约２、６和４５倍。

参照实验结果中实验过程溶液变化情况，含铁

培养基比不含铁培养基实验系列中溶液颜色变化和

沉淀情况要复杂，溶液中 Ａｓ离子质量浓度变化未
必真正反映毒砂的氧化速率，但结果还是可以说明

Ｆｅ２＋对毒砂生物氧化有明显的促进作用。

３３　Ｆｅ２＋对毒砂氧化作用过程溶液ｐＨ的影响

从表 ２可以看出有铁培养基无菌 （ＦｅＷＹ２、
ＦｅＷＹ３、ＦｅＷＹ３５）和有铁培养基有菌 （ＦｅＹ２、
ＦｅＹ３、ＦｅＹ３５）相同初始ｐＨ的溶液，在氧化过程
中ｐＨ变化类似，并且始终保持ｐＨ在４００以下。

图２　不同初始ｐＨ的含铁培养基和
不含铁培养基的含菌实验溶液Ａｓ离子质量浓度变化
Ｆｉｇ２　ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡｓｉｏｎｉｎｔｈｅｂｉｏｏｘｉｄａｔｉｏｎ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｏｌｕｔｉｏｎｓｗｉｔｈａｎｄｗｉｔｈｏｕｔａｄｄｉｔｉｏｎａｌＦｅ２＋

ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｉｇｉｎａｌｐＨｖａｌｕｅｓ

图３　不同初始ｐＨ的无铁有菌和
有铁有菌实验溶液ｐＨ值变化

Ｆｉｇ３　ＴｈｅｐＨｖａｌｕｅｓｉｎｔｈｅｂｉｏｏｘｉｄａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｓｏｌｕｔｉｏｎｓｗｉｔｈａｎｄｗｉｔｈｏｕｔａｄｄｉｔｉｏｎａｌＦｅ２＋

ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｉｇｉｎａｌｐＨｖａｌｕｅｓ

对比无铁培养基有菌 （Ｙ２、Ｙ３、Ｙ３５）和有
铁培养基有菌 （ＦｅＹ２、ＦｅＹ３、ＦｅＹ３５）实验结果

６７
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（图３），初始 ｐＨ２００的溶液在整个实验过程中，
始终保持ｐＨ＜４０的酸性环境，Ｆｅ２＋对溶液ｐＨ变
化影响不大。但初始 ｐＨ３００和 ３５０的溶液，无
铁培养基实验溶液第１天后，ｐＨ迅速上升到７０
以上，之后有缓慢下降，但保持在较高的ｐＨ５０～
８０之间；而含铁培养基实验溶液中却始终保持
ｐＨ在４０以下，结果说明 Ｆｅ２＋对毒砂氧化过程保
持低ｐＨ溶液起重要作用。
３４　氧化亚铁硫杆菌对毒砂氧化溶液Ａｓ离子质量

浓度的影响

图４分别表示出了初始ｐＨ２００、３００和３５０
的含铁无菌和含铁含菌实验结果，可见反应的前

１１ｄ，含菌与不含菌实验溶液 Ａｓ离子质量浓度和
变化趋势基本一致，但第１１天后，无菌实验溶液
Ａｓ离子质量浓度变化比较复杂，含菌实验液 Ａｓ离
子质量浓度稳步上升，而且３０ｄ后总体上 （除了

初始ｐＨ３００第３０天的数据之外）含菌实验溶液
Ａｓ离子质量浓度比不含菌实验溶液 Ａｓ离子质量浓
度要高。但从实验阶段的结果来看，无菌和含菌氧

化实验溶液Ａｓ离子质量浓度差别不是很大，这可
能说明Ｆｅ２＋的加入，改变的溶液的ｐＨ值 （保持低

ｐＨ值），对毒砂氧化起更重要的作用。

图４不同初始ｐＨ的无菌和
含菌含铁培养基实验溶液Ａｓ离子质量浓度变化

Ｆｉｇ４ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡｓｉｏｎｉｎｔｈｅａｂｉｏｔｉｃｏｘｉｄａｔｉｏｎａｎｄ

ｂｉｏｏｘｉｄａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｏｌｕｔｉｏｎｓｗｉｔｈａｄｄｉｔｉｏｎａｌＦｅ２＋

ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｉｇｉｎａｌｐＨｖａｌｕｅｓ

４　结　论
在初始 ｐＨ为２００、３００和３５０的酸性条件

下，利用Ａｆ对毒砂进行为期３０ｄ的氧化模拟实
验，获得如下结论：

１）在 ｐＨ值为 ２００～３５０的极端酸性环境
下，低ｐＨ可促进毒砂的微生物氧化作用。
２）Ｆｅ２＋会使毒砂生物氧化过程ｐＨ保持在４０

以下进行，促进毒砂氧化，提高释放的 Ａｓ离子质
量浓度。
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