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摘  要：【背景】固氮氧化亚铁钩端螺旋菌(Leptospirillum ferrodiazotrophum)培养过程中会产生大

量次生矿物。【目的】通过条件优化探究固氮氧化亚铁钩端螺旋菌产次生矿物的最优条件，为后

续生物次生矿物的应用提供材料。【方法】通过单因素试验探究 pH、温度、转速、装液量对固氮

氧化亚铁钩端螺旋菌次生矿物合成产量的影响，并根据试验结果设计响应面试验对产矿条件进行

优化。对制备的次生矿物进行表征测试。【结果】单因素试验结果表明，在 pH 3.00、温度 35.0 ℃、

转速 150 r/min 条件下次生矿物的产量分别达到最高，装液量对次生矿物产量影响不显著。选取 pH、

温度、转速进行响应面试验得到产次生矿物最优条件为：pH 2.82、温度 31.7 ℃，转速 135 r/min。
优化后生产率由单因素试验中最高值 57.714 mg/(L·h)提高到 65.436 mg/(L·h)。X 射线衍射(X-ray 
diffraction, XRD)结果表明矿物结晶度较差，是一种无定形羟基高铁矿物，扫描电子显微镜(scanning 
electron microscope, SEM)结果表明矿物呈现表面片层短针状结构、具有较大的比表面积。【结论】

通过单因素试验和响应面试验优化了次生矿物的生物合成条件，为下一步次生矿物的应用打下了

良好的基础。 
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Abstract: [Background] Leptospirillum ferrodiazotrophum can produce a large amount of 
secondary minerals during the culture. [Objective] This study optimized the culture 
conditions of L. ferrodiazotrophum for secondary mineral production, aiming to provide 
materials for the subsequent application of biogenic secondary minerals. [Methods] Single 
factor tests were carried out to investigate the effects of pH, temperature, rotation speed and 
liquid loading on the production of secondary minerals by L. ferrodiazotrophum, on the 
basis of which the response surface method was employed to optimize the culture 
conditions. Subsequently, the produced secondary minerals were characterized and tested. 
[Results] The single factor tests showed that the secondary mineral yield reached the 
highest under the conditions of pH 3.00, 35.0 °C, and rotation speed of 150 r/min, and the 
effect of liquid loading on the secondary mineral production was insignificant. The optimal 
conditions for producing secondary minerals were pH 2.82, 31.7 °C, and rotation speed of 
135 r/min. After the optimization, the yield increased from the highest value of 57.714 mg/(L·h) 
in the single factor tests to 65.436 mg/(L·h). X-ray diffraction results showed that the 
produced mineral had poor crystallinity and was an amorphous hydroxyl high-iron mineral. 
The mineral had a short needle-like structure and a large specific surface area. 
[Conclusion] This study optimized the biosynthesis conditions of secondary minerals 
through single factor tests and response surface design, laying a foundation for applying 
secondary minerals in the future.  
Keywords: Leptospirillum ferrodiazotrophum; secondary mineral; response surface method; 
biooxidation 

在酸性矿山废水及周围环境中次生矿物

类型主要包括羟基硫酸高铁矿物，如施威特曼

石[schwertmannite，分子式 Fe8O8(OH)6SO4]和
黄 铁 矾 [jarosite ， 分 子 式 (K+, Na+, NH4

+, 
H3O+)Fe3(OH)6(SO4)2][1]等，以及一些含水氧化铁

矿物如水铁矿(ferrihydrite，分子式 5Fe2O3·9H2O)
和针铁矿(geothite，分子式 α-FeOOH)等[2]，这些

次生矿物具有巨大的比表面积、丰富的表面官能

团、较强的吸附能力和良好的沉淀作用，如施威

特曼石对重金属的吸附和黄钾铁矾对有毒物质
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的去除[3]可在不同 pH 条件下吸附、络合、共沉

淀酸性矿山废水系统中的金属元素，实现水体

自净[4-7]。 
当 pH 值为 2.80‒4.50 时，酸性矿山废水环

境中的 Fe3+和 SO4
2−共沉淀形成典型的施氏矿

物，当体系中存在一价阳离子且 pH 值为

1.50‒3.00 时，易形成以黄铁矾为主的矿物，当

pH>5.00 时，Fe3+水解产生的矿物主要为水铁  
矿[8]。地球化学条件是多变的，有时某些相变是

可逆的，如施威特曼石可能转化为针铁矿或黄

钾铁矾，黄钾铁矾可能被施威特曼石或针铁矿

取代[9]。由于类质同象作用，这些含铁羟基硫酸

盐次生矿物容易吸持重(类)金属离子，对污染元

素的行为起着重要的作用[8,10]。研究发现，酸性

矿山废水在某些条件下实际重金属含量比理论

计算值低很多，有的酸性矿山废水在外排过程

中存在明显的重金属或类金属砷(As)自然钝化

现象[11-12]，甚至有的在流入周边环境之前其含

量可大幅度降低至 WTO 规定的饮用水标准之

下[13]。以上研究表明，酸性废水中重金属钝化

在 pH 2.50‒3.00 附近最明显。在安徽铜陵鸡冠山

铁帽型铁金矿酸性矿山废水的调查中也发现 pH
值为 3.00 左右的酸性矿山废水中微生物活性最

好，而恰好有毒金属浓度最低[14]。这些生物成

因铁矿物通过吸附、共沉淀、结构元素的结合

和取代等机制，能够有效去除污染水环境中的

重金属等有毒有害元素[7,15-16]。还有研究表明，

黄钾铁矾可以原位钝化土壤中的 Pb 和 As，使

其生物利用性降低，从而减小对生物的毒害[17]。

以上研究从不同的角度证实了次生矿物具有环

境污染治理潜力。 
根据 16S rRNA 基因的系统发育分类，钩

端螺旋菌(Leptospirillum)被分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ
这 4 类[18-21]，嗜酸性，可以仅以 Fe2+为能源进

行化学自养生长，固氮氧化亚铁钩端螺旋菌

(Leptospirillum ferrodiazotrophum)属于Ⅲ类且

仅在Ⅲ类中有固氮基因的发现[18]，区别于其他

类的是固氮氧化亚铁钩端螺旋菌在无氮源培 
养基中也可以生长[19-20]。在富含 Fe3+的体系中，

水环境条件如 pH、氧化还原电位和溶液化学组

成(H+、SO4
2−、金属离子)能够决定铁沉积矿物

的形成种类或矿物性质[22-24]。有学者会在次生

矿物合成过程中进行修饰处理，以此控制矿物

合成[25-26]，改性后的次生矿物可用来处理其他

污染物[27]。有研究对不同条件下使用嗜酸性氧

化亚铁硫杆菌(Acidithiobacillus ferrooxidans)合

成生物次生矿物进行探究，并探究了合成的次

生矿物对 As3+的吸附能力[23-24]。在以往的报道

中，有使用多种细菌生物合成次生矿物对污染

物进行处理，如使用氧化亚铁硫杆菌催化合成

的施氏矿物，具有吸持或钝化 Cr6+ [26,28]、As3+

或 As5+的能力[29-30]。有学者还用嗜酸性氧化亚

铁硫杆菌合成黄铁矾类矿物[31]。也有研究使用

希瓦氏菌 (Shewanella)在硫代硫酸盐存在下驱

动水铁矿转化为次生铁硫矿物，制备次生矿物-

微生物杂化体，探究次生矿物微生物杂化体对

六价铬的去除效果、影响因素和去除机理[32]。 

固氮氧化亚铁钩端螺旋菌在形成次生矿物

过程中有两大优势：(1) 该菌在液体培养基中不

额外添加氮源也可以生长，与其名称相对应，该

菌正是在无氮源培养基中被分离而来，那么同

样在无氮源环境中生长时，该菌较其他菌更有

优势[19-20]；(2) 本实验室对该菌进行培养过程中

发现，该菌活性好，氧化亚铁能力强，液体培养

基纯培养时可以更快地达到对数生长期，不易受

杂菌的侵扰，更适合作为发酵用菌。本研究通过

对菌株 HBDY 3-31 使用次生矿物合成培养基进

行单因素试验、响应面法优化培养和现代表征

分析技术进行表征，以进一步提高次生矿物合
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成生产率并探究其组成，为下一步次生矿物的

应用奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株 

固氮氧化亚铁钩端螺旋菌(Leptospirillum 
ferrodiazotrophum) HBDY 3-31 (GenBank 登录号 
为 KT834983)，分离自湖北省黄石市大冶铜山口

铜矿矿山酸性水沟水样品[33]。 
1.1.2  培养基 

改良的 9 K液体培养基(g/L)[34-36]：(NH4)2SO4 
2.40，KCl 0.10，K2HPO4·2H2O 0.50，MgSO4·7H2O 
0.50，Ca(NO3)2 0.01。使用 1.00 mol/L H2SO4 调

pH 值至 2.00，FeSO4·7H2O 添加量为 40.00 g/L。 
次生矿物合成培养基(g/L)：(NH4)2SO4 3.17，

FeSO4·7H2O 40.00。使用 1.00 mol/L H2SO4 调 pH
值至 2.00[1]。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

二苯胺磺酸钠、(NH4)2SO4 和 KCl，天津市

东 丽 区 天 大 化 学 试 剂 厂 ； MgSO4·7H2O 、

Ca(NO3)2、K2HPO4·2H2O 和 FeSO4·7H2O，天津

市大茂化学试剂厂；H2SO4 和 NH4OH，天津市

百世化工有限公司。 
立式压力蒸汽灭菌器，冰山松洋生物科技

有限公司；电热鼓风干燥箱，上海力辰邦西仪

器科技有限公司；pH 计，北京堀场汇博隆精密

仪器有限公司；超净工作台，上海苏净实业有

限公司；恒温振荡培养箱，上海旻泉仪器有限

公司；X 射线多晶衍射仪，电子株式会社；扫

描 电 子 显 微 镜 (scanning electron microscope, 
SEM)和溅射镀膜仪，株式会社日立制作所。 

1.2  种子液的制备 
使用 9 K 液体培养基连续传代培养保持稳

定活性的菌株 HBDY 3-31，经次生矿物合成培

养基连续传代 2 次，接种量为 10%，培养条件

为 30.0 ℃[1]、120 r/min 培养 48 h 左右，当培

养基中 Fe2+氧化率达到 98%，即第 2 次传代的

菌体生长达到对数生长末期 (菌液浓度达到

2×108 cells/mL 量级)时可用作次生矿物合成的

种子液。 

1.3  次生矿物合成步骤与流程 
采用次生矿物合成培养基进行次生矿物合

成，在 250 mL 锥形瓶中加入(NH4)2SO4 溶液，

121 ℃灭菌 15 min 后冷却至室温，再加入经 

0.22 µm 滤膜过滤除菌的 FeSO4 溶液，随后以

5%的接种量接种菌株 HBDY 3-31 种子液，进行

后续发酵合成试验，当 Fe2+氧化率达到 98%时

收集次生矿物。 

1.4  次生矿物合成条件优化 
首先选取 pH、温度、转速、装液量 4 个因

素进行单因素试验。 

单因素 pH 值试验各水平设置为 1.50、2.00、

2.50、3.00 和 3.50，温度与摇床转速分别设置为

30.0 ℃、120 r/min。单因素培养温度试验各水平

设置为 25.0、30.0、35.0、40.0 ℃，pH 3.00，摇

床转速为 120 r/min。单因素摇床转速分别设置

为 60、80、100、120、150、200 r/min，温度 30.0 ℃，

pH 3.00。设置 20%、40%、60%、80%装液量

于 250 mL 锥形瓶中，温度 30.0 ℃，pH 3.00，

摇床转速 120 r/min。 

1.5  次生矿物合成的响应面优化试验设计 
根据单因素试验结果做单因素方差分析，选

出对次生矿物合成有显著性影响的因素，以 pH、

温度、转速为自变量，根据 Box-Behnken 模型设

计试验，以生产率为响应值，进行三因素三水平

响应面试验，优化次生矿物合成条件，使用响应

面设计软件 Design expert 10 对整组试验进行设

计(表 1)。 
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表 1  响应面因素与水平设计 
Table 1  Response surface factors and horizontal design 
水平 
Level 

因素 Factor 

A: pH B: Temperature (℃) C: Rotation speed (r/min) 

‒1 2.75 25.0 120 

0 3.00 30.0 150 

1 3.25 35.0 180 

 
 

1.6  次生矿物的收集及生产率计算 
使用重铬酸钾滴定法测定菌液中 Fe2+浓度，

二苯胺磺酸钠为显色剂，取 200 μL 样品，加入

1 mL 硫酸:磷酸:水体积比为 3:3:14 的硫磷混酸

溶液，加入 2 滴 0.2%的二苯胺磺酸钠溶液，用

0.005 mol/L 的重铬酸钾标准溶液滴定，由无色

变为紫色为滴定终点，计算 Fe2+的氧化率： 

Fe2+氧化率(%)=(体系初始样品滴定消耗重

铬酸钾体积−实时取样滴定消耗重铬酸钾体积)/

体系初始样品滴定消耗重铬酸钾体积×100  (1) 

次生矿物收集方法：培养基中 Fe2+氧化率达

到 98%后收集次生矿物，合成的次生矿物使用

过滤方法进行收集[1]，锥形瓶内液体通过预烘干

称重的滤纸进行过滤，待锥形瓶内仅余少量液体

并倒不出时使用去离子水冲洗锥形瓶壁，冲洗的

液体同样通过滤纸进行过滤，最后将滤纸及沉淀

放回原瓶，60 ℃烘干后使用千分天平秤称量锥

形瓶和瓶内沉淀、滤纸的总重量。 

生产量由锥形瓶、沉淀、滤纸烘干总重减去

空瓶和滤纸干重得出。 

生产率由合成时间、合成体系体积、生产量

计算得出： 

生产率(%)=生产量/(合成体系体积×合成时

间)×100                          (2) 

1.7  次生矿物的表征 
采用 X 射线衍射(X-ray diffraction, XRD)和

SEM 分析鉴别晶型矿物种类并观察矿物表面形

貌特征。采用 X 射线多晶衍射仪对生物源次生

矿物进行了 XRD 分析，样品在电压 40 kV、5‒90°
采集 XRD 数据，步长为 0.02，扫描速度为

10°/min。SEM 测试：取微量次生矿物粉末样

品直接粘到导电胶上，并使用溅射镀膜仪喷金

60 s，喷金电流为 10 mA；使用 SEM 拍摄样品

形貌，形貌拍摄加速电压为 5 kV，探测器为 SE2
二次电子探测器。 

1.8  数据处理 
方差分析使用 IBM SPSS Statistics 25.0，每

组试验重复 3 次，P<0.05 为差异显著。用 Origin 

2018 绘图软件绘制实验结果图[37]；采用 Design 

Expert 10软件进行响应面试验设计及结果分析。 

2  结果与分析 
2.1  各因素对次生矿物合成的影响结果 

图 1A 为次生矿物单因素 pH 对生产率影响

的结果，其他合成条件一致时，合成培养基初始

pH 值为 1.50 时生产率极低，pH 2.00 较 pH 1.50

生产率骤升，然后缓慢升高，pH 值为 3.00 时次

生矿物合成生产率最高，pH 3.50 时有所下降。

图 1B 为次生矿物单因素装液量对生产率影响的

结果，其他合成条件一致时，40%和 60%水平间

装液量对生产率的影响不显著，60%装液量时生

产率达到最高值。图 1C 为次生矿物单因素温度

对生产率影响的，其他合成条件一致时，30.0 ℃

和 35.0 ℃时次生矿物合成生产率最高，该范围

内温度对次生矿物合成生产率影响较小。图 1D

为次生矿物单因素摇床转速对生产率影响的结

果，其他合成条件一致时，80、100、120 r/min

这 3 个水平之间无显著差异，说明在该范围内合

成转速对次生矿物生产率影响较小，但并未达到

最大值，摇床转速 150 r/min 时次生矿物合成生

产率最高。 
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图 1  各因素对次生矿物合成生产率的影响   A：pH. B：装液量. C：温度. D：转速. 不同小写字母表

示在 P<0.05 水平上差异显著 
Figure 1  Effects of various factors on productivity of secondary mineral synthesis. A: pH. B: Liquid charge. 
C: Temperature. D: Rotation speed. Different lowercase letters indicate significant differences at the P<0.05 
level. 
 

2.2  响应面优化试验结果 
2.2.1  响应面试验结果 

根据单因素试验结果做单因素方差分析，选

出有显著性差异的因素，由于单因素装液量在较

大范围内对次生矿物生产率影响不显著，响应面

试验设计排除装液量因素的影响，装液量固定为

50%，结合实际生产应用条件，以 pH、温度、

转速为自变量，根据 Box-Behnken 模型，以生产

率为响应值，设计了 3 因素 3 水平响应面试验，

试验设计与结果见表 2。 
2.2.2  响应面方差分析结果 

对响应面优化试验结果进行显著性检查、方

差分析，结果如表 3 所示。 
表 3 表示以生产率为响应值的模型方差分析

结果，试验所建立的模型拟合性显著(P<0.01)，失

拟项不显著，表示该模型具有显著性。该模型的

二次拟合回归方程为：Y=61.99‒1.22A+10.30B+ 
0.006 918C‒0.37AB+1.55AC‒1.76BC+0.12A2‒15.65B2‒ 
0.62C2，其中 A、B、C 分别代表 pH、温度、转

速。回归系数 R2 为 0.942 6，修正后为 0.868 8，
说明该模型能准确预测出次生矿物的生产率。从

表 3 可以看出，对次生矿物生产率影响程度为

B>A>C，即影响最大的因素是温度，其次是 pH
和转速。 

图 2 每个方形散点代表每组观测值与预测

值之间的内残差，颜色代表观测值的大小，从红

到蓝代表逐渐降低的值，模型的残差正态概率基

本分布在同一条直线上，模型符合正态假设，说

明次生矿物合成的实际测得值与模型预测值相

差较小，该模型具有良好的适应性[38]。 
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表 2  响应面试验结果 
Table 2  Response surface test results 
试验号 
Number 

A: pH B: Temperature (℃) C: Rotation speed (r/min) 生产率 
Productivity (mg/(L·h)) 

1 2.75 35.0 150 58.158 

2 3.25 35.0 150 55.054 

3 3.25 30.0 120 57.261 

4 2.75 30.0 120 62.884 

5 3.00 30.0 150 61.752 

6 3.25 30.0 180 63.192 

7 2.75 25.0 150 37.111 

8 3.00 35.0 120 59.333 

9 3.00 30.0 150 54.014 

10 3.00 30.0 150 67.801 

11 3.00 25.0 180 35.626 

12 3.00 30.0 150 63.820 

13 3.00 35.0 180 53.009 

14 3.25 25.0 150 35.500 

15 2.75 30.0 180 62.626 

16 3.00 25.0 120 34.919 

17 3.00 30.0 150 62.579 

 
表 3  响应面试验模型回归分析 
Table 3  Regression analysis of response surface test model 
来源 
Source 

平方和 
SS 

自由度 
DF 

均方 
MS 

F 值 
F value 

P 值 
P value 

显著性 
Significance 

Model 1 926.19  9   214.02 12.78 0.001 4 Significant 

A: pH   11.94  1    11.94  0.71 0.426 5  

B: Temperature (℃)   848.68  1   848.68 50.66 0.000 2  

C: Rotation speed (r/min)    0.000 382 9  1     0.000 382 9  0.000 022 86 0.996 3  

AB    0.56  1     0.56  0.033 0.860 4  

AC     9.57  1     9.57  0.57 0.474 3  

BC   12.36  1     12.36  0.74 0.418 9  

A2     0.056  1     0.056  0.003 358 0.955 4  

B2 1 031.68  1  1 031.68 61.58 0.000 1  

C2     1.61  1     1.61  0.096 0.765 6  

残差 Residual   117.27  7    16.75    

失拟项 Lack of fit   16.13  3     5.38  0.21 0.883 0 Not significant 

纯误差 Pure error   101.14  4    25.28    

总和 Cor total 2 043.46 16     
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图 2  残差正态概率分布图   图中的散点表示响

应值，颜色由蓝色、绿色、浅绿色、黄色、浅黄色、

橙色到红色，表示响应值从小到大 
Figure 2  Residual normal probability distribution 
diagram. The scattered dots in the figure represent 
the response values, with colors ranging from blue, 
green, light green, yellow, light yellow, and orange to 
red, indicating that the response values have 
increased from small to large. 
 

利用 Design Expert 10 绘制的次生矿物合

成条件各因素交互作用对次生矿物生产率影响

的响应面和等高线图如图 3 所示[39]。模型预测

的最优条件为：pH 2.82、温度 31.7 ℃、转速

135 r/min，预测结果为 65.436 mg/(L·h)。 
2.2.3  验证试验结果 

使用响应面模型预测的最优条件进行试验

验证，预测结果为 65.436 mg/(L·h)，考虑试验的

可操作性，分别以 pH 2.82、温度 31.7 ℃、转速

135 r/min 的条件进行次生矿物合成，按照此条件

进行重复试验，测得生产率为 65.189 mg/(L·h)，
与理论值相比较绝对误差 0.38%，符合模型预测

结果，模型可以指导实际生产应用。 

2.3  次生矿物表征测试结果 
对细菌发酵合成的次生矿物进行 XRD 表征

测试及 SEM 形貌测试，以观察次生矿物结晶度

及形貌外观。 
2.3.1  结晶度测试结果 

XRD 分析是区分非晶型矿物与晶型矿物，

以及鉴别晶型矿物种类的最有效手段[40]。XRD
图谱利用 XRD 原理，测定次生矿物样品内部的

微观结构，从而进行矿物的物相分析，属于定性

分析和半定量分析，结果见图 4。 
根据 XRD 广角衍射图谱分析[35]，生物法制

备的次生矿物样品为多种矿物混合，包括

Clairite： (NH4)2Fe3(SO4)4(OH)3·3H2O；Mohrite, 
syn (synthesisis，人工合成)：(NH4)2Fe(SO4)2·6H2O；

Ammoniojarosite, syn： (NH4)Fe3(SO4)2(OH)6 ；

Sabieite, syn：NH4Fe(SO4)2；Lonecreekite, syn：
NH4Fe(SO4)2·12H2O，其中比对结果接近度由高

到低分别为：Sabieite, syn；Lonecreekite, syn；
Mohrite, syn；Ammoniojarosite, syn；Clairite。图

谱显示，次生矿物样品为无定形粉末颗粒，无固

定晶型。 
2.3.2  次生矿物形貌观察 

利用 SEM 对次生矿物进行观察，如图 5A

所示，在较小的放大倍数下显示为无定形颗粒

状，表面非常粗糙，大颗粒上附着许多较细小的

颗粒；如图 5B 所示，在较大的放大倍数下，次

生矿物表面具有不整齐短针状凸起，同时有脱落

的不规则碎片。碎片的产生一定程度上与外部机

械力磨损有关，或因为不同的矿物成分呈现不同

的外观；部分区域呈现较均匀的片层短针状外

观，多缝隙，极大地增加了次生矿物的比表面积。 

3  讨论与结论 
在自然极端环境下可能存在多种微生物同

时对环境中的矿物诱导发生矿相转化[9]，含铁矿

物的形成受微生物群落结构、功能、代谢作用及

环境化学条件共同控制[41]，并且生物矿化中的

生物质矿物形态受分子模板、矿物-微生物界面 
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图 3  各因素交互作用等高线和响应面图   A：pH 和转速的等高线图. B：pH 和转速的响应面图. C：温

度和转速的等高线图. D：温度和转速的响应面图. E：pH 和温度的等高线图. F：pH 和温度的响应面图 
Figure 3  Response surface and contour diagram of interaction of each factor. A: Contour plots of pH and 
rotation speed. B: Response surface plots for pH and rotation speed. C: Contour plots of temperature and 
rotation speed. D: Response surface plots for temperature and rotation speed. E: Contour plots of pH and 
temperature. F: Response surface plots for pH and temperature. 
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图 4  XRD 衍射分析图 
Figure 4  XRD diffraction analysis diagram. 
 
性质等因素的影响[42]。微生物膜与矿物界面是 
一个化学梯度大、反应活性分子集中、氧化还原

作用活跃的微观界面，是矿物发生表面侵蚀和氧

化分解的活跃界面[43-44]。通过挖掘矿物-微生物界

面表面微观结构、组成、形态和功能的演变，可

以得到相关的微观表型性状，该性状可由矿物和

微生物胞外聚合物的表面性质定义[45-46]。由胞外

聚合物(extracellular polymers, EPS)介导的细胞

和矿物之间的接触促进了矿物的溶解，为矿物的

化学行为提供了反应空间[47-48]。微生物作用类型

及环境化学微环境决定了生物成矿的重点物质

的类型、形态和性质[49-51]。 
在极端环境微生物合成次生矿物方向已有

一些研究。例如，嗜酸性氧化亚铁硫杆菌

(Acidithiobacillus ferrooxidans)游离悬浮细胞生

长过程中利用 Fe2+合成黄钾铁矾，主要影响黄钾

铁矾形成的参数是 pH，在 pH 1.60‒1.70、温度

35 ℃条件下，Fe2+氧化速率可达最高，黄钾铁矾沉

淀量最低，黄钾铁矾沉淀量为 0.012 5‒0.020 9 g[1]，

由该研究可知在低 pH 条件下黄钾铁矾沉淀量较

低，那么若想达到较高的次生矿物沉淀量，pH
条件应控制在更高的水平，正如本研究 pH 值为

1.50‒3.50，单因素试验结果显示 pH 较低时黄钾

铁矾生产率也低，与该研究目的虽相反，结果却

相符。NO3
−驯化的 A. ferrooxidans LX5 对 Fe2+

氧化能力更强，并且低浓度 NO3
−驯化效果优于

高浓度 NO3
−驯化[52]。通过研究具有不同氧化能

力的两株氧化亚铁硫杆菌对次生矿物施威特曼

石和黄钾铁矾的合成并表征，发现氧化能力较低

的 A. ferrooxidans 23270 在优化培养基中产生的

沉淀结晶度更好，而且在优化培养基中，随着一

价阳离子浓度降低，A. ferrooxidans Gf 倾向于 
介导施威特曼石的形成[53]，正如本研究合成培 

 

 
 

图 5  次生矿物 SEM 图   A：放大倍数为 10 000×. B：放大倍数为 100 000× 
Figure 5  SEM map of secondary minerals. A: Magnification of 10 000×. B: Magnification of 100 000×. 
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养基中含大量 NH4
+，产物中恰有铵黄钾铁矾，

与本试验结果具有一致性，同时本研究制备的次

生矿物结晶度差，可能由所使用的菌株氧化 Fe2+

能力较强所致。有研究者通过控制 K+浓度来调

控次生矿物生成的种类，研究表明，由于正吉布

斯自由能，Fe3+不能自发水解生成施威特曼石，

但与微生物氧化 Fe2+反应偶联则吉布斯自由能

为负值，由微生物氧化形成的 Fe3+可以水解形成

施威特曼石，而 Fe3+虽可以自发形成黄钾铁矾，

但在微生物偶联 Fe2+氧化为 Fe3+且 K+存在的条件

下更促进了黄钾铁矾的形成[54]，本研究使用的合

成培养基实行 NH4
+添加，减少 K+对次生矿物合

成的影响，减少钾黄钾铁矾的形成。实验室培养

微生物 A. ferrooxidans CC1、A. ferrooxidans ATCC 
23270、A. ferrooxidans B5、A. ferrooxidans B20
在含砷条件下合成次生矿物，黄钾铁矾形成过程

中不会捕获大量砷，亚砷酸盐与非晶相共沉淀，

或 与 施 威 特 曼 石 共 沉 淀 ， 部 分 结 合 成

Fe6(AsO3)4SO4(OH)4·H2O[55]，该研究还表明，合

成时间越长，次生矿物产物结晶度越高。与该研

究不同的是，本实验先行制备次生矿物，将制备

与下游吸附过程分离开来，有利于分开进行次生

矿物合成条件优化和吸附条件优化。 
细菌可以适应一定 pH 范围内的培养基，但

是低 pH 条件导致溶液离子浓度大，各种阴阳离

子大量共存，次生矿物不易发生沉淀[1]，随着 pH
升高，次生矿物沉淀量增加，但是细菌对培养基

的适应性变差，导致生物合成次生矿物的量减

少。在装液量较少的情况下，种子液接入初期很

容易混质均匀，培养液中各处菌体分散稀薄，降

低了接菌初期细菌生长的正向的群体效应[56]；

而随着装液量的增加，在相同的振荡频率下培养

液不易混质均匀，可能存在局部菌体密度大的情

况，出现细菌生长群体效应增强，加快细菌生长

代谢的速度；但装液量过多会影响培养基中的溶

氧量，溶氧量降低从而影响细菌生长代谢，所以

当装液量达到 80%时，可以看出次生矿物生产

率相对于装液量 60%呈现断崖式下跌。在较低

的温度，细菌内用于各种生命活动的酶活性降

低，细菌处于缓慢生长的状态，代谢速度相对较

慢；随着温度升高，逐渐达到适合细菌生长代谢

增殖的范围，细菌代谢速度加快，合成次生矿物

的速率增加；温度达到 40.0 ℃时，过高的温度会

直接破坏细菌内用于生命代谢活动的酶活性[57]，

生理状态较好的一部分细菌可以适应环境，其他

细菌无法适应环境直接死亡，导致细菌生长增殖

速率急速下降，次生矿物合成速度也呈现断崖式

下跌。在低转速条件下，培养基匀质程度较低，

溶氧量较小，不能够满足细菌快速生长代谢的需

求；提高转速使培养基物料混合均匀以及增加溶

氧，细菌生长代谢速度增加。而过高的转速导致

培养基内各种物料和菌体产生摩擦、对菌体产生

破坏，菌体产生损伤后影响其生命活动，菌代谢

速度变慢甚至导致菌体过早死亡，引起次生矿物

生产率降低。由单因素试验结果进行影响因素对

次生矿物合成的显著性分析，选定响应面试验各

因素水平范围，在给定的水平范围内，影响程度

为：温度>pH>转速，这个结果与单因素试验结

果一致。由于响应面进一步缩小了 pH 的水平范

围，可以解释拟合的响应面模型中 pH 因素的 P
值为不显著。而转速的单因素试验在较大的范围

内表现出对次生矿物合成的显著影响，但由于响

应面进一步缩小了水平范围，使得在选定水平范

围内转速对次生矿物合成影响较小。由图 1 和图 3
可以看出，单因素结果与响应面结果得出的结论

基本一致。 
由于 XRD 结果显示为多种物质的混合物，

结晶度差，因此不能从 XRD 谱图中分析晶粒尺

寸等晶体参数，但可以由拟合的峰位与数据库

PDF 卡片中标准物质的峰位进行比对，比对结
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果已在本文结果与分析部分做陈述。本研究合成

的次生矿物种类与之前的研究中产生的次生矿

物种类有较大的差异，造成差异的原因猜想有以

下几点：首先，最主要的差异为菌种差异，以往

的研究所用菌种大多为氧化亚铁硫杆菌，而本研

究所使用的菌种为固氮氧化亚铁钩端螺旋菌；其

次，以往的研究中，培养基成分多含 K+，而本

研究所用培养基成分不含 K+，一价阳离子由铵

根离子替代，因此不能形成稳定的、结晶度高的

黄钾铁矾，而是形成了一部分的铵黄钾铁矾[58]。

由于目前学术界对固氮氧化亚铁钩端螺旋菌的

研究较少，不能够获得更多的固氮氧化亚铁钩端

螺旋菌产次生矿物种类的证据，仅能作出以上猜

想。从该菌产生的次生矿物的 SEM 图来看，与

已有研究形成的沉淀中施威特曼石以及混合

物沉淀的形貌外观较为相似[59]，均呈现表面粗

糙、多枝丫、尖刺、针状凸起，而有此外观的

矿物比表面积也较结晶度高的黄钾铁矾沉淀

更大，更加有利于后续对重金属或其他有害物

质的吸附。 
通过选择对次生矿物合成影响显著的因素

设计响应面试验，确定次生矿物高产条件为：pH 
2.82、温度 31.7 ℃、转速 135 r/min、装液量 50%，

实际生产率达到 65.189 mg/(L·h)，通过 XRD、

SEM 表征手段对制备的次生矿物进行定性分析

以及表面形貌观察，XRD 测试表明矿物结晶度

较差，是一种无定形羟基高铁矿物。SEM 测试可

以看出该次生矿物具有表面粗糙的片层状和短

针状结构，具有相对较高的比表面积，为下一步

次生矿物对重金属吸附研究打下了良好的基础。 
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