
2004年第 62卷

第 18期, 1829~ 1834

化 学 学 报
ACTA CHIMICA SINICA

Vol. 62, 2004

No. 18, 1829~ 1834

巨大芽孢杆菌 D01吸附金( Au3+ )的谱学表征
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摘要 对休眠的巨大芽孢杆菌( Bacillus megatherium) D01 菌体吸附 Au3+ 的作用过程进行了谱学表征. 运用 AAS考察了 pH、时

间和温度对 D01 菌体吸附 Au3+ 过程的化学动力学和热力学相关参数的影响. D01 菌粉中硫元素含量的 EDX 分析说明该菌体

中对 Au3+ 具有还原作用的 L-半胱氨酸和蛋氨酸的含量极少; D01菌体水解后葡萄糖含量的UV-vis测定说明该菌体水解产物

中含有一定量的还原糖.空白的和吸附 Au3+ 的 D01 菌体的FTIR检测表明该菌体细胞壁肽聚糖层糖类化合物的羟基和肽链

侧链氨基酸残基离子化羧基为吸附 Au3+ 的活性基团;肽聚糖层部分多糖的水解产物低聚糖、二糖及单糖等还原糖的半缩醛

羟基游离态醛基为电子供体,将 Au3+ 原位还原成 Au0. 葡萄糖和 Au3+ 相互作用的 XRD和 FTIR 表征证明 Au3+ 是在还原糖的

醛基上直接被还原成 Au0 .
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Abstract Biosorptive interaction of gold with resting cell of Bacillus megatherium D01 biomass has been characterized

by spectroscopic techniques. The effects of pH, time and temperature on the correlation parameters of chemical kinetics

and thermodynamics of the binding react ion has been invest igated through the determination of the gold ion binding to the

biomass using atomic absorption spectrophotometry ( AAS) . The analysis for sulfur content in dry powder of the D01

biomass by energy dispersive X-ray ( EDX) shows that cysteine andmethionine being capable of reducing Au
3+

to Au
0
is

very small, whereas the glucose content in hydrolysates of the biomass analyzed by ultraviole-t visible spectrophotometry

(UV-vis) indicates that the amount of the reducing sugars in the biomass is much larger than 3. 33%. The Fourier

transform infrared ( FTIR) spectroscopy on blank and gold- loaded biomass demonstrates that the active groups such as the

hydroxyl group of saccharides and the ionized carboxyl group of amino acid residues on the cell wall seem to be the sites

for Au3+ binding, and the free aldehyde group of the hemiacetalic hydroxyl group from reducing sugars, i . e . the

hydrolysates of the polysaccharides, serving as the electron donor, in situ reduces the Au
3+

to Au
0
. X-ray powder

diffractometry ( XRD) and FTIR spectroscopic characterizations of the interaction of Au3+ with glucose confirm that the

reduction of Au3+ to Au0 can directly occur in the aldehyde group of the reducing sugars.
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细菌与金属离子之间的相互作用,是生物技术在环境治

理[ 1~ 3]和生物矿化[ 4~ 7]等方面的应用基础. 近年来,有关微

生物在其中所扮演的角色一直为人们所关注[ 8] .我们曾在细

菌湿法冶金法回收贵重金属的研究工作中,对地衣芽孢杆菌

( Bacillus lichenif ormis) R08菌体吸附和还原钯( Pd2+ )的作用

机理进行较深入的探索研究[ 9, 10] ;有关金( Au3+ )的微生物吸

附和还原的特性及应用也作了系列报道[ 11~ 15] ,但其生物吸

附的作用机制及理论依据还有待进一步阐明.本文将在原有

的基础上,进一步就 D01菌体对 Au3+ 生物吸附的化学动力

学和热力学行为及其微观作用过程进行报道,为生物除污、

生物矿化以及改进还原法制备高分散度负载型金催化剂[ 13]

提供科学依据.

菌株 D01从生态环境中分离筛选出, 经鉴定属巨大芽

孢杆菌( Bacillus megatherium ) .休眠的 D01菌体对 Au3+ 具有

较强的吸附和还原能力.在 30 和 pH 3. 0条件下 D01菌体

( 250 mg/L)与 0. 5 mmol/L氯金酸溶液作用 2 h 后,该菌体对

Au3+ 的吸附量达 300 mg/ g.本文应用 AAS(原子吸收光谱法)

分别考察了 pH、时间和温度对 D01菌体吸附 Au3+ 的化学平

衡、化学动力学和热力学参数的影响; EDX(能量分散 X射线

分析法)和UV-vis(紫外- 可见分光光度法)分析 D01 菌体中

对Au3+ 具有还原作用的氨基酸残基 (半胱氨酸和蛋氨酸)

以及还原糖的含量; FTIR(红外光谱法) 及 XRD( X射线衍射

法)等谱学技术研究 D01菌体对 Au3+ 吸附作用的微观机制.

1 实验部分

1. 1 主要试剂和仪器

氯金酸(AuCl3 HCl 4H2O) ; HCl;葡萄糖; WFX-IE型原子

吸收分光光度计(国产) ; ISIS 300型能谱仪(英国) ; 752型紫

外- 可见分光光度计 (国产) ; Nicole-t 740SX 型 FTIR 红外光

谱仪(美国) ; Rigaku Rotaflex D/max-RC型多晶转靶 X射线粉

末衍射仪(日本) .

1. 2 实验方法

1. 2. 1 生物吸附剂的制备

菌株 D01按文献[ 13]报道的方法进行筛选和培养.处于

生长期间的培养物用离心机以 3500 r/min速度离心 15 min,

弃去上层培养基,下层菌泥用去离子水洗涤 3次,所得湿菌

体经 80 干燥 72 h,研成粉末,贮存于干燥器备用.

1. 2. 2 吸附实验

吸附实验按文献[ 16]报道的方法进行.

pH影响:取 25 mg D01菌粉,用0. 01 mol/ L HCl洗涤,离

心机离心弃除干扰 Au3+ 分析的可溶性物质, 加入 40 mL,

0 01 mol/ L HCl充分搅拌(最后菌体浓度为 0. 625 mg/mL)并

调 pH 2. 0.各取2 mL该菌悬液(含1. 25 mg菌体)于 3支干净

的试管中,离心分离出上层清液后各加入浓度为 0. 5 mmol/

L, pH 2. 0的氯金酸(AuCl3 HCl 4H 2O)溶液 5 mL,试样和对

照物在 30 下,以130 r/ min速度进行振荡吸附 2 h, 然后以

3000 r/min速度离心5 min.上层滤液用国产WFX-IE型原子

吸收分光光度计分析残留的和吸附的 Au3+ 浓度.下层糊状

物(吸附 Au3+ 的菌泥)经 80 干燥后,研成粉末,置于干燥

器贮存备用.在 pH分别为 3. 0, 4. 0, 5. 0和 6. 0条件下重复

上述试验,分析 30 及各不同 pH下作用 2 h 后残留的和吸

附的 Au3+浓度.

时间影响:在 30 , pH 3. 0 以及吸附时间分别为: 5,

15, 30, 60, 90和 120 min条件下,按照上述方法分析各不同

时间残留的和吸附的 Au3+ 浓度.

温度影响: 在 pH 3. 0 以及温度分别为: 10, 20, 30, 40

和 50 条件下,作用 2 h 之后按照上述方法分析各不同温

度下残留的和吸附的 Au3+ 浓度.

上述各组实验均重复 3次.根据经典的化学平衡、化学

动力学及热力学原理计算出 D01菌体对 Au3+ 吸附的速率常

数、平衡常数、半衰期和表面焓.

1. 2. 3 EDX和 UV-vis 实验

EDX实验:取少许 D01 干菌粉, 用英国 ISIS 300 型能谱

仪分析其中硫元素的含量.

UV-vis 实验: 准确称取 12 mg 的 D01 干菌粉, 用 0. 01

mol/ L HCl 洗涤(离心分离弃去上层清液)后,加入 15 mL的

稀 HCl,充分搅拌并调 pH 3. 0.各取该菌悬液 5 mL(内含 4 mg

的菌体)加入 3支试管中,离心分离弃去上层清液.分别于各

试管中加入 pH 3. 0的去离子水 5 mL,在 30 下振荡( 130 r/

min) 24 h,离心( 3500 r/min) 5 min;取其上层清液,采用苯酚

硫酸法[ 17, 18]用国产 752型紫外- 可见分光光度计,于 488 nm

波长处进行比色测定,分析其葡萄糖的含量.

1. 2. 4 FTIR检测

空白的和吸附 Au3+ 24 h 的D01菌体干粉两个样品以及

氯金酸粉末、葡萄糖粉末和氯金酸与葡萄糖粉末按 1 1. 31

的重量比例制成饱和水溶液,经37 振荡近 60 h并在80

下干燥过的 3 个样品采用 KBr压片法制样, 用美国 Nicolet

740SX型 FTIR光谱仪, MCT-B检测器,扫描波长范围: 4000~

625 cm- 1,常规实验条件测谱.

1. 2. 5 XRD检测

取上述葡萄糖与氯金酸饱和溶液在37 振荡近60 h并

在 80 下干燥过的样品 200 mg 左右, 研磨后用 Rigaku

Rotaflex D/max-RC型多晶转靶 X射线粉末衍射仪,以 Cu K

为辐射源, = 0. 15418 nm,石墨单色滤波.在电压 40 kV,电

流 30 mA条件下,以6 ( ) / min速率,在 0 < 2 < 120 区间扫

描.

2 结果与讨论

2. 1 pH值,时间和温度对 Au
3+
生物吸附速率常数、半

衰期、平衡常数、和表面焓的影响

2. 1. 1 pH 的影响

D01菌体对Au3+ 的生物吸附可视为简单的基元反应.

虽然菌体细胞表面不止有一种官能团可能吸附 Au3+ ;从数

学的观点出发,可把所有参与吸附 Au3+ 的官能团视为同一
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种的活性基团来处理. 根据经典的化学动力学方程速率公

式:

- ( d[ Au3+ ] / dt ) = k1 [ a] [Au3+ ]

式中菌体活性基团的浓度[ a]远远大于溶液中游离的金离子

的[ Au
3+
]浓度,即[ a] > > [Au

3+
] ;反应过程中,即使[Au

3+
]

已有相当大的变化,但由于[ a]的量很大,其浓度几乎不变,

可视为常数;该方程式可简化为:

- ( d[ Au3+ ] / dt ) = k [Au3+ ]

因此成为一级反应.根据此公式可计算出各不同 pH 下, D01

菌体与 Au3+ 作用 2 h的吸附速率常数( k) 和半衰期(参见图

1) .

图 1 在30 及 pH 2, 3, 4, 5 和 6条件下, D01 菌体对Au3+

吸附 2 h 的速率常数( )和半衰期( ) ; 其误差分析的变异系

数(相对标准差) 3. 14%

Figure 1 Rate constants ( ) and hal-f life period ( ) values of

Au3+ bound by D01 biomass separately at 30 and pH 2, 3, 4,

5, and 6 for 2 h. Their coefficients of variation ( C. V. ) from

statistical analysis 3. 14%

从图中可看出 pH 对 Au3+ 的生物吸附速率有较大的影

响.在 pH 3. 0时,出现了最大的吸附速率和最小的半衰期.

由于 pH 能直接影响菌体表面 OH, COO- 和 N H 等

活性基团的电荷,这种依赖于 pH 的生物吸附很可能是通过

上述活性基团进行离子交换作用的结果
[ 19~ 21]

.

2. 1. 2 时间的影响

图 2 示出各不同吸附时间 D01 菌体对 Au3+ 的吸附率

(% )和吸附速率.从图中数据看出,在最初的 5 min内 Au3+

的生物吸附率已达到约 69% ,随作用时间的延长该吸附率

增加不是太大,而其吸附速率随作用时间的延长而迅速下

降,吸附 120 min时的吸附率和吸附速率与 90 min的差别不

大,已接近平衡.这种快速的生物吸附表明, Au3+ 在该吸附

过程中并没有经过细胞壁的渗透和扩散作用[ 22]而是直接与

细胞壁表面的官能团进行作用的结果.

图 2 在30 , pH 3. 0 及吸附时间分别为 5, 15, 30, 60, 90

和 120 min 时, D01 菌体对 Au3+ 的吸附率 ( )及吸附速率

( ) ;其误差分析的变异系数 5. 28%

Figure 2 Efficiency ( ) and rate ( ) values of Au3+ bound by

D01 biomass respectively for intervals of 5, 15, 30, 60, 90 and

120 min at 30 and pH 3. 0. Their coefficients of variation ( C.

V. ) from statistical analysis 5. 28%

2. 1. 3 温度的影响

实验表明, D01菌体对 Au3+ 的吸附是一个快速过程,吸

附 2 h时已达到平衡.根据化学平衡方程:

K= [Au3+a ] / [Au3+ ]

式中[Au3+a ]和[ Au3+ ]分别为吸附平衡时溶液中吸附的和游

离金离子的浓度; Van t Hoff s方程式:

ln(K 2/ K 1) = H ( T 2- T1) / RT2T1

式中 R= 8. 314 J/ ( K mol) , K 1和 K 2 为各不同温度下的吸

附平衡常数,我们可计算出该生物吸附的热力学平衡常数表

面焓.

表1 示出 D01菌体对 Au3+ 吸附的平衡常数和表面焓.

从表中数据看出,吸附平衡常数及各不同温度区间的热力学

平衡常数表面焓均随温度升高而略有增大,该表面焓也均为

较小的正值,说明这种生物吸附所需的活化能较低.较小的

表 1 不同温度的 D01 菌体对 Au3+ 吸附的平衡常数( K )及其变

异系数( C. V. )和表面焓( H )

Table 1 Equilibrium constants (K ) and their coefficients of variation

( C. V. ) , and apparent enthalpies ( H ) of Au
3+

binding to D01

biomass at pH 3. 0 for 2 h

T / K C. V . / % H / ( kJ mol- 1) a

10 3. 00 5. 31

20 3. 05 5. 21 1. 14 ( 10~ 20 )

30 3. 19 5. 09 3. 31 ( 20~ 30 )

40 3. 28 5. 51 2. 19 ( 30~ 40 )

50 3. 45 5. 68 4. 24 ( 40~ 50 )

aa measure of apparent H .
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正焓值是金属离子与含氧官能团配位的典型特征,而与氨基

和巯基将会产生很大的负焓值[ 23] .这一结果暗示在该吸附

条件下, Au3+ 很可能只与 D01 菌体细胞壁官能团的氧原子

发生作用.

透射电子显微镜观察到吸附 Au3+ 1 h 的 D01菌体细胞

表面有 Au0纳米粒子形成,粒子大小在几个纳米到 150纳米

的范围内
[ 24]

.这一结果说明,在该生物吸附过程中 D01菌体

本身以某种方式起着加速或催化还原 Au3+的作用.

2. 2 D01菌体中硫元素和葡萄糖含量的分析

EDX 分析得出, D01 干菌粉中硫元素的含量约占

0 38% ,其原子含量仅约占 0. 17% . 说明该菌体中含硫羟配

体的半胱氨酸和蛋氨酸的含量很少. UV-vis实验测出 D01菌

体水解后仅葡萄糖的含量就占菌体干重的 3. 33% ,而该菌

体的水解产物中还应该含有其它的单糖、二糖和低聚糖等还

原糖,因此其还原糖的总含量应该大大超过 3. 33%.

2. 3 Au
3+生物吸附的 FTIR表征

D01菌体的 IR 谱主要是细胞壁肽聚糖层糖、肽的特征

吸收带, 其他组分(总共约占 10% )的红外谱带被掩盖. Au3+

的生物吸附主要发生在肽聚糖层, 因此利用红外光谱法能

较好地表征 Au3+ 与该菌体细胞壁上糖、肽之间的相互作用

情况.

图 3 D01菌体( 1)和吸附 Au3+ 24 h的 D01菌体( 2)的红外光

谱

Figure 3 IR spectra of blank D01 biomass ( 1) and that exposed to

Au3+ for 24 h ( 2)

D01菌体对Au3+ 的固定作用与该菌体细胞壁成分中含

氧、氮配位原子的化学功能基有关[ 25~ 28] .图 3曲线 1和 2分

别示出空白的和吸附 Au3+ 24 h 的 D01菌体的红外光谱.曲

线1 在 1080 cm- 1处出现一小肩峰, 可归属于糖类羟基

( C O H)的O H 变形振动和 C O伸缩振动偶合产生

的吸收带 O H+ C O
[ 29] .当吸附了 Au3+ 之后, 1080 cm- 1小

肩峰消失(图 3曲线 2) .很可能由于该基团的氧原子同Au3+

发生吸附、配位作用而引起该谱带红移.图 3 曲线 1 的 1401

cm- 1谱带可指认为肽链侧链的氨基酸残基离子化羧基

( COO- )的 C( O) 2 对称伸缩振动带 C( O)
2

[ 29, 30] . 当与

Au3+ 发生作用之后, 1401 cm- 1吸收谱带几乎完全消失.这是

羧酸盐阴离子同金属阳离子配位作用的明显特征[ 31] .很可

能由于大部分羧酸盐阴离子上的氧原子同 Au3+ 发生配位作

用, 引起 C( O) 2
对称伸缩振动带向低频位移[ 31] , 导致 1401

cm- 1吸收带消失(图 3曲线 2) .

值得注意的是图 3曲线 1和 2在 1725 cm
- 1
和 981 cm

- 1

处均出现可分别归属于羧基( COOH)的 C O和 O H吸收

带,曲线2 的谱带强度明显增强.已经了解到控制在生长期

间收获的菌体的细胞壁肽聚糖层肽链在该条件下不易水解

成分子量较小的肽段和氨基酸,因此上述羧基谱带强度增强

并不是由于肽链水解而引起的. 图 3 曲线 1, 2 均在 1058

cm- 1处出现可归属于糖类羟基的吸收带 O H+ C O,曲线 2

的吸收带强度明显比 1的增强,说明曲线 2的游离羟基量增

多.这是由于 D01菌体细胞壁的多糖在该条件下已部分水

解,生成分子量较小的低聚糖、二糖或单糖(如葡萄糖等)的

缘故,这与 UV- vis的分析结果相一致.贵金属离子生物吸附

机制包含着明显的还原过程[ 21, 25, 26, 32] ,引起羧基谱带强度增

强的原因很可能由于多糖水解产物中的还原糖与Au3+ 发生

氧化还原反应的缘故.

为了证明还原糖的游离醛基能直接被 Au3+ 氧化为羧

基,我们研究了葡萄糖与Au3+ 的相互作用情况.图 4为氯金

酸、葡萄糖和葡萄糖与氯金酸相互作用的红外光谱.室温下

氯金酸和葡萄糖的 IR谱在 2000~ 1500 cm- 1区间,分别只在

1626和 1646 cm
- 1
处出现可归属于水分子的 O H振动带(图

4曲线 1, 2) .葡萄糖与氯金酸相互作用过的红外光谱除在

1638 cm- 1处出现可归属为水分子的吸收带外,还出现了可

指认为羧基 C O的1712 cm- 1新谱峰(图 4曲线 3) .说明在该

条件下,葡萄糖的醛基已被氯金酸的 Au3+ 氧化为羧基.这一

结果暗示在上述生物吸附过程中, Au3+ 在 D01 菌体表面也

发生了类似的氧化还原反应.

图 4 氯金酸( 1)、葡萄糖( 2)和氯金酸与葡萄糖在 37 作用

近 60 h 并在 80 下干燥过( 3)的红外光谱

Figure 4 IR spectra of auric chloride acid ( 1) , glucose ( 2) , and

glucose reacted on Au3+ at 37 for 60 h and then dried at 80

( 3)

2. 4 氯金酸与葡萄糖相互作用的 XRD表征

为了进一步证明还原糖对 Au3+ 的作用, 采用 X射线粉
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末衍射对葡萄糖与 Au3+ 相互作用过的样品进行物相分析,

发现该 X射线衍射特征信号(图 5) 的 5 个谱峰位置与标准

Au0的 XRD谱线(图中的垂直线) 完全叠合. 说明在该条件

下, Au3+ 确实被葡萄糖还原为Au0 .葡萄糖与Au3+ 之间的氧

化还原反应可表示为:

2AuCl3 HCl 4H2O+ 3HOCH2( CHOH) 4CHO

2Au0+ 3HOCH 2( CHOH) 4COOH+ 8HCl+ 5H2O

Au
3+
在 D01菌体上被还原为 Au

0
的作用过程与直接被葡萄

糖还原为Au0的微观机制相一致.该菌体在吸附过程中既作

为电子供体又起着催化还原 Au
3+
的作用.当 Au

3+
被该菌体

细胞壁上O H和 COO- 基团的氧原子吸附后,逐渐与细胞

表面的各种还原糖发生氧化还原反应,金在细胞表面的还原

可表示为:

2Au3+ + 3RCHO+ 3H2O 2Au0+ 3RCOOH+ 6H+

通常还原糖在 IR中没有羰基吸收带, 因此对羧基不产

生干扰(图 4曲线 2) .在 Au3+ 生物吸附过程中,随着氧化还

原反应的进行,吸附在 D01菌体表面的 Au
3+
不断被各种还

原糖游离的醛基还原为Au0 ,而各种还原糖的半缩醛羟基也

不停地转化为游离的醛基并不停地被 Au3+ 氧化为羧基,导

致其 IR谱中羧基吸收谱带增强(图 3曲线 2) .

据文献报道含硫羟配体的半胱氨酸[ 33] 和蛋氨酸[ 34]能

将Au3+ 还原为 Au+ 或Au0.但是D01菌体中硫元素的原子含

量仅约占 0. 17% ,说明该菌体中半胱氨酸和蛋氨酸的含量

很少,而对 Au
3+
具有还原作用的游离态的半胱氨酸和蛋氨

酸的含量就更少.因此该体系还原 Au3+ 为 Au+ 或 Au0的主

要物质是多糖的水解产物还原糖.

图 5 经37 振荡近 60 h 后, 在 80 下干燥过的氯金酸与

葡萄糖饱和溶液的 XRD谱图

Figure 5 X-ray diffraction pattern of glucose reacted on auric

chloride acid at 37 for 60 h and then dried at 80

3 结论

本文运用谱学手段表征了休眠的巨大芽孢杆菌 D01与

Au3+ 之间的吸附作用过程.该菌体对 Au3+ 具有很强的吸附

能力归因于其细胞壁上含氧的化学官能团. Au3+ 的生物吸

附机制包含着明显的氧化还原过程, D01菌体细胞壁肽聚糖

层多糖的水解产物低聚糖、二糖及单糖等还原糖的半缩醛羟

基游离态醛基为电子供体,将 Au3+ 原位还原为 Au0 . 揭示

D01菌体与 Au3+的相互作用将有助于进一步开发利用微生

物吸附法净化环境、回收贵金属离子、研制金属纳米材料以

及改进还原法制备高分散度负载型金催化剂.

致谢 感谢厦门大学生物系姚炳新和翁绳周教授对该菌种

各生长阶段特点的研究所给予的帮助.

本文为 庆贺蔡启瑞教授九十华诞暨执教五十八年 征文
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