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磷矿石的微生物风化作用
——以一株黑曲霉（Aspergillus niger）为例

谌  书1, 2，郑厚义1, 2
1. 中国科学院地球化学研究所//环境地球化学国家重点实验室，贵州 贵阳 550002；2. 中国科学院研究生院，北京 100039

摘要：以直接和间接作用的方式研究培养基中黑曲霉Aspergillus niger对磷矿粉的风化作用。在装有100目磷矿石粉的液体培养基中接入该菌研究其对磷矿石粉的直接风化作用；同时将装有100目磷矿石粉的透析袋放入液体培养基中再接入该菌研究其对磷矿石粉的间接风化作用。按不同时间取培养液上清液, 用电感耦合等离子体－发射光谱仪测定Ca2+、Mg2+、Al3+、Fe3+、K+和Mn2+浓度，用离子色谱法测定H2PO4-、SO42-和Cl- 浓度。此外，黑曲霉风化作用后的矿物残渣用电子探针作表面微观形态分析和XRD矿物物相分析。结果表明：黑曲霉对磷矿石粉风化作用的直接作用强度大于间接作用；黑曲霉可风化磷矿石粉，但对矿粉中不同矿物的风化强度不同，风化过程中形成次生矿物水草酸钙。提出黑曲霉对磷矿石的风化作用源自黑曲霉生长导致的机械破坏作用、胞外分泌物的生化降解作用以及多种因素之间的协同作用。  
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磷矿石是地球上最重要的含磷矿产资源，其主要矿物组成是磷灰石，研究磷矿石的微生物风化作用对认识磷的生物循环具有理论和实际意义。自然条件下微生物对矿物的风化作用是矿物元素溶出或被选择性吸收以及重结晶[1]，是微生物受到外部环境改变而产生的一系列复杂的生物化学反应和生物物理变化。该过程在生物地球化学循环，土壤及植物营养学研究中有重要意义。矿物的微生物风化作用机理十分复杂，概括起来主要有以下几个方面：⑴ 微生物代谢产物造成矿物的风化溶解。主要是分泌到细胞外的无机和有机代谢物与矿物发生相互作用导致对矿物表面的溶蚀[2-8]。⑵ 络合作用。由微生物生长代谢所分泌的有机络合物能螯合矿物中某些金属元素，促进可溶性元素的释放[4,8-11]。⑶ 微生物生长导致的物理风化作用。Jayasinghearachchi等[12]和Vandevivere等[13]在研究细菌对矿物溶解作用时，发现细菌的生长繁殖可在矿物表面形成生物膜，从而在矿物颗粒表面形成一个特有的相对封闭的微环境，加速矿物的溶解；Jongmans 等[14]发现真菌生长时菌丝伸进矿物颗粒中，加速了矿物颗粒的物理破坏作用；以上有关矿物的微生物风化作用机理的解释都是研究者从不同角度在不同条件下所提出的设想或研究结论，而微生物对矿物的风化作用机理研究与试验对象（矿物材料和菌种）和所给的环境条件密切相关。贵州磷矿是中国著名的磷矿基地和国家级大型磷复肥基地；磷矿资源属非再生性自然资源，大规模的磷矿开发利用造成资源逐年减少，同时也造成严重的生态环境问题。微生物风化作用具有能耗低、污染小和流程短的特点，尝试利用微生物作用的方式来解决磷矿资源开发利用与环境保护相矛盾的问题具有实际意义，但前提必须弄清楚微生物与磷矿石相互作用的过程和机制。以往的研究主要集中在微生物对磷灰石（单一矿物）解磷机理上，而磷矿石（磷块岩）是多种矿物的集合体，是复杂体系。目前没有有关微生物对磷矿石的风化作用研究的报道。本文研究一株黑曲霉Aspergillus niger对产自贵州开阳的磷矿石的风化作用，试图通过研究液体培养基中黑曲霉生长对磷矿石进行直接或间接作用，探讨丝状真菌对磷矿石风化作用机理，为贵州磷矿石综合利用提供新思路。
1  材料与方法

1.1  磷矿石来源及其矿物学特征

磷矿石采自贵州省开阳县磷矿。经矿物薄片显示磷灰石矿物以椭球状集合体形式存在，颗粒大小在0.05~0.1 mm左右，颗粒支撑和基质支撑，胶结物为胶磷矿。其中还含有少量的方解石、粘土矿物等副矿物。隐晶质磷灰石呈隐晶—微晶集合体，6100倍电镜下为0.01~6 μm的粒状、针状、柱状和片状等超微磷灰石晶体。其化学式为Ca10P5.9C0.4O23.2(OH)0.7F2.1。磷矿石样品的全岩分析和矿物组成分析结果见表1和表2：

表1  磷矿石的岩石化学成分
Table 1  Element composition of the phosphorite rock                                 w/%
	化学成分

	CaO
	MgO
	K2O
	Na2O
	Fe2O3
	Al2O3
	SiO2
	P2O5
	TiO5
	MnO2
	其它

	51.37
	0.47
	0.14
	0.31
	1.04
	0.63
	2.90
	36.46
	0.07
	0.05
	6.56


表2  磷矿石的XRD分析结果
Table 2  The XRD analysis of phosphorite rock
	组成
	氟磷灰石
	石英
	高岭石
	伊利石
	蒙脱石
	非晶质

	w/％
	91.10
	1.98
	1.70
	2.46
	2.45
	量极少


1.2  实验设计

实验有4种不同的处理方式：（1）水对磷矿的风化作用：在250 mL三角瓶中，100 mL蒸馏水加入磷矿石粉（过100目筛）5 g，121 ℃灭菌30 min。（2）黑曲霉对磷矿粉的真接作用：在250 mL三角瓶中，加入100 mL马铃薯蔗糖培养基[15]及磷矿石粉（过100目筛）5 g，121 ℃灭菌30 min。冷却后，无菌操作接入事先准备好的真菌悬液1 mL（悬液中孢子浓度为107 mL-1），（3）黑曲霉对磷矿粉的间接作用：将装有5 g矿粉（过100目筛）的透析袋放入250 mL三角瓶中，加入100 mL马铃薯蔗糖培养基，121 ℃灭菌30 min。同上接入真菌悬液1 mL，（4）培养基中接黑曲霉不加矿粉。在250 mL三角瓶中，加入100 mL马铃薯蔗糖培养基，121 ℃灭菌30 min。冷却后，无菌操作接入事先准备好的真菌悬液1 mL。以上处理均设定6个重复，置25 ℃培养。
1.3  不同培养时间培养液中主要离子质量浓度 

每隔5 d取上清液（分别于5、10、15、20、25和30 d取样），样品用针头过滤器（Millipore，Whatman滤膜，孔径0.22 μm）过滤，取滤液5 mL置50 mL的容量瓶中定容（稀释10倍）。取5 mL稀释液放置小离心管中，加1滴浓硝酸，使其酸化。用电感耦合等离子体－发射光谱仪 (美国Varian公司 Vista MPX 型) 分别测定Ca、Mg、Al、Mn、Fe和K等阳离子质量浓度。 

取容量瓶中的稀释液2 mL用离子色谱（Dionex ICS-90离子色谱，美国Dionex公司。运行参数：Column：IonPac AS14A 4-mm；PSI：1750；Eluent：8.0 mmol·L-1 Na2CO3/1.0 mmol·L-1 NaHCO3；Flow Rate：1.0 mL·min-1）分别测定其中H2PO4-、SO42- 和Cl-等无机阴离子质量浓度。

1.4  残留物分析

1.4.1  XRD分析

将真菌作用后的矿物残渣先用蒸馏水洗去其中的可溶性离子，尽量除去菌体，用真空冷冻干燥机进行冷冻干燥后称质量；将少量干燥样品放在研钵中研磨到过200目筛，XRD分析（D/Max-2200型X射线衍射仪，CuKα辐射，石墨单色器滤波，管电压40 kV，管电流30 mA,扫描速度：3° min-1）。用K值法[16,17]计算出样品中各矿物的相对质量分数，然后再乘以样品干重，得到各矿物的质量。

1.4.2  电子探针及EDS分析

冷冻干燥样品粉末分散在导电胶上，在表面喷镀导电碳膜，最后用电子探针及EDS仪进行分析（日本岛津EPMA-1600型电子探针，仪器的工作参数为：加速电压25 kV，速流0.25 nA，扫描二次电子成像；EDS的工作参数为：加速电压25 kV，速流0.45 nA，束斑直径0.1 μm）。
2  结果与讨论
2.1  不同培养时间培养液上清液中的离子质量浓度的变化特征

每隔5 d取各种处理上清液过滤，测定滤液中可溶性离子质量浓度，然后按如下处理方式进行计算黑曲霉作用下从矿粉中溶出的离子质量浓度Δρ： 
（1）矿粉与蒸馏水作用后，滤液中可溶性离子质量浓度ρ1，即在水的作用下矿粉溶出的离子质量浓度（ρm）；

（2）黑曲霉培养基中的可溶性离子质量浓度（ρ2）可表示为：ρ2=ρc－ρf1（ρc培养基中主要离子质量浓度；ρf1在矿粉存在情况下黑曲霉从培养基中吸附及其生长吸收的主要离子质量浓度）；

（3）黑曲霉与矿粉作用后可溶性离子质量浓度（ρ3）表示为：ρ3= ρc－ρf2＋ρm－ρsm+ ρmf（ρf2黑曲霉吸附及其生长吸收的离子质量浓度；ρsm形成次生矿物消耗的离子质量浓度；ρmf矿粉被黑曲霉作用时溶出的离子质量浓度）；
那么不同培养时间后由黑曲霉作用所溶出的离子质量浓度（Δρ）表示为：Δρ=ρ3－ρ2－ρ1；

以上ρ可表示H2PO4-、SO42-、Cl- 、Ca2+、Mg2+、Al3+、Fe3+和K+等离子质量浓度。
当ρc－ρf2≥0 时，培养基能提供足够的营养物质满足生长所需，此时可假设ρf1= ρf2，ρ= ρmf－ρsm；

当ρc－ρf2<0 时，培养基提供的营养物质不能满足生长所需，那么ρf2 －ρf1>0，Δρ= ρmf －（ρf2 －ρf1）－ρsm；

不同时间条件下不同的Δρ值由图1所示。
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■，直接作用过程；□，间接作用过程。误差线代表正负标准偏差（n=6）
图1  直接作用和间接作用时，清液中的离子质量浓度随时间的变化特征

Fig. 1  The variable characteristic of ion concentration in supernatant with the time during direct and indirect process 
图1表明，直接作用时，Δρ>0，且Δρ(Ca2+)和Δρ(H2PO4-)都是随着培养时间增加而逐渐增加，这与磷灰石为主要矿物有关，其它Δρ值均是先增后降，并且达到最大值的时间也不同，Δρ(Al3+)、Δρ(Fe3+)、Δρ(K+)和Δρ(Cl-)在10 d达到最大值，而Δρ(Mg2+)和Δρ(SO42-)在20 d达到最大值。Δρ>0表明直接作用时，黑曲霉对磷矿石具有风化作用，而且Δρ值越高，说明黑曲霉对磷矿石的风化作用越强。
间接作用时，Δρ是先增加后降低，到作用后期，除Δρ(Al3+)>0外，其余Δρ<0，说明间接作用时，黑曲霉生长所需元素不能完全由培养基提供，将一部分自矿物中溶出的元素吸收。这也表明间接作用条件下，黑曲霉对磷矿石的风化作用减弱。整个作用过程中，Δρ(Al3+)>0，说明Al3+ 一直处于溶出状态，且溶出的Al3+不被微生物生长所吸收。

由上面主要离子质量浓度变化特征可知，黑曲霉对磷矿石的直接风化作用大于间接风化作用。直接风化作用不但有小分子酸溶作用，还有菌丝体生长所带来的物理破坏作用和胞外分泌的大分子物质作用；而间接作用只是能透过透析袋的小分子物质作用。由于磷矿石中磷灰石是主要矿物，所以，风化过程中Δρ(Ca2+)随时间的变化趋势与Δρ(H2PO4-) 变化趋势接近一致。而其余Δρ（除Δρ(Ca2+) 和Δρ(H2PO4-) 以外）变化趋势都呈现出先增高然后降低，这与黑曲霉生长和矿物结构组成等许多因素有关，当黑曲霉处于生长的旺盛期时，黑曲霉菌丝体生长还会带来物理破坏作用；随着培养时间的延长曲霉生长逐步进入衰退期，生理代谢逐渐减弱，对矿物的风化作用也相应的减弱。间接作用主要是小分子物质作用，作用程度弱，Δρ是先增大后降低，说明矿物的风化作用同样与菌体的生长有关，菌体生长旺盛，分泌的代谢产物多，但由于透析袋对菌丝体和大分子物质的阻隔，风化作用比直接作用时弱，导致溶出的离子浓度没有直接风化作用时高。

2.2  XRD分析及表面形态微观分析

2.2.1  黑曲霉对磷矿石的风化情况进行XRD分析

黑曲霉与磷矿粉直接作用后，矿物残渣中各种矿物元素分析结果见表3。

表3　黑曲霉与矿粉直接作用时，不同作用时间残渣中各矿物的质量
Table 3  During direct process, content of minerals after 
processed in remainder                   m/g
	时间/d
	磷灰石
	石英
	高岭石
	伊利石
	蒙脱石
	黄铁矿
	水草酸钙

	0
	4.44
	0.08
	0.07
	0.10
	0.10
	0.19
	0

	10
	4.32
	0.07
	0
	0.09
	0.10
	0.19
	0.13

	20
	3.72
	0.09
	0
	 0.10
	0.13
	0.18
	0.28

	30
	2.66
	0.07
	0
	0.10
	0.05
	0.08
	0.12


表3结果表明，直接作用时，随作用时间增加，磷灰石质量逐渐减少，30 d后磷灰石的量仅为2.66 g。磷矿石含多种矿物，它们受风化的程度各不相同，高岭石首先被风化（表2），原矿中高岭石质量较少，10 d以后，高岭石完全被风化。整个过程中石英、伊利石受风化的程度较弱，前期蒙脱石与黄铁矿受黑曲霉的风化作用不明显，到作用后期，风化作用较强。水草酸钙的量是先增加后降低，其原因是黑曲霉产生草酸螯合了磷矿石中的Ca并形成水草酸钙，释放出磷酸根。水草酸钙的质量先增后降的原因可能由于黑曲霉生长后期，养分不足，黑曲霉以水草酸钙为其碳源，这与微生物利用其代谢产物进行再吸收[18]的观点一致。
黑曲霉与磷矿粉间接作用后，矿物残渣中各种矿物元素分析结果见表4。

表4　间接作用时，不同作用时间残渣中各矿物的质量
Table 4  During indirect process, content of minerals after 
processed in remainder                    m/g
	时间/d
	磷灰石
	石英
	高岭石
	伊利石
	蒙脱石
	黄铁矿
	水草酸钙

	0
	4.44
	0.08
	0.07
	0.10
	0.10
	0.19
	0

	10
	4.31
	0.08
	0.04
	0.10
	0.10
	0.20
	0.05

	20
	4.00
	0.09
	0
	0.10
	0.11
	0.19
	0.14

	30
	3.80
	0.09
	0
	0.09
	0.09
	0.14
	0.15


表4结果表明，间接作用时，随培养时间增加，磷灰石的质量逐渐减少，到30 d时磷灰石的量为3.80 g。高岭石受风化的程度比直接作用时要弱，10 d后还有部分高岭石的存在，到20 d以后才被完全风化。整个风化过程中，石英的质量有少量的增加，伊利石和蒙脱石质量的在作用前期变化不大，而在作用后期有减少。黄铁矿受风化的作用也不明显。次生矿物水草酸钙是逐渐增加的，这与直接作用有很大的差别，可能的原因是由于透析袋的阻隔作用，水草酸钙不能作为黑曲霉的碳源，其质量是增加的。

通过对作用后矿物残渣的XRD分析，磷灰石和高岭石最易被风化，石英最稳定，伊利石、黄铁矿和蒙脱石也有一定程度的风化。直接风化作用强于间接作用。次生矿物水草酸钙的生成说明了风化机制中的螯合作用和矿物重组结合即由残余矿物元素和不溶性矿物元素再次结合起来形成次生矿物。
2.2.2  电子探针对磷矿粉的黑曲霉风化作用后残留物的表面形态微观分析

每隔10 d对黑曲霉直接作用磷矿石粉后的残体进行电子探针扫描及EDS分析，结果见图2-a～d。
图2结果表明，作用初期，黑曲霉菌丝较少；
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2-a. 作用0 d的矿粉；2-b. 作用10 d后的矿粉；2-c. 作用20 d后的矿粉；2-d. 作用30 d后的矿粉；2-e. 间接作用的矿粉
图2  黑曲霉作用磷矿石粉后的残体的电子探针及相应EDS图（图中箭头所指为能谱仪分析区域）
Fig. 2  Electron probe and EDS images of the remainder after processed 
能谱分析出现生物体组成元素S和Cl (图2-b)，而此两种元素在作用0 d后的矿粉中却未出现（图2-a），这说明菌丝与矿物已形成复合物。随着培养时间的延长，菌丝逐渐增多增密，矿物被紧紧的包裹；同时菌丝分泌物增多，团聚体增大；矿物颗粒也由有规则变得无规则，某些较大矿物颗粒表面被溶蚀，形成许多溶蚀坑，易风化矿物如高岭石被溶蚀后，整个矿物复合体中形成很多细小的溶蚀洞，增加了黑曲霉菌丝及其代谢物与矿物接触的面积（图2-c）。到作用后期（图2-d）已看不到明显的菌丝存在，只是其残体与被分解的矿物“残骸”形成复合体，较大的矿物颗粒已经变得混圆，小的矿物颗粒难以分辨，完全被菌体及其分泌物所包裹。整个风化过程中，EDS图上出现的生物体组成元素S和Cl，说明矿物菌体复合物的形成。

磷矿石是由许多矿物组成的，在多种矿物共存的条件下，黑曲霉对磷矿石的风化作用会因矿物晶体结构的不同而在作用强弱或快慢上表现出明显差异，从而对不同类型的矿物行使不同程度的破坏作用，真菌对矿物的破坏作用不仅表现在不同矿物之间，也表现在同种矿物的不同部位之间[19]。由于具体的某个矿物只不过是物质在一定的理化条件下，在特定的时间和空间范围内处于暂时的平衡状态中的一种形式，因此矿物周围理化条件的改变会影响到矿物的存在形式，在黑曲霉的作用下，矿物所发生的变化应该是逐步的，从量变到质变的过程。由于生物的机械蚀刻作用十分微弱，因此溶蚀作用的进行只能首先选择矿物表面非常脆弱的部分如棱角、微裂隙处发生[20]。因而黑曲霉对矿石颗粒风化时，先从矿物的“薄弱”处进攻，对矿物颗粒进行聚集，聚集的过程是靠菌丝的生长和生长过程中所分泌的胞外大分子物质将矿物包裹起来，慢慢的许多矿物颗粒被聚成一团，使得矿物在菌丝和菌体分泌物形成的生物膜中更易于发生生化降解作用。
间接作用过程中，在探针图上发现不了直接作用过程那样明显的变化,只是矿物颗粒的棱角变得不分明，细小颗粒增多；在能谱图上也没有出现生物体所所需元素S和Cl (图2-e)。
3  结论
（1）黑曲霉对磷矿石的风化作用是一个复杂的过程。以上研究定性的描述了矿物风化过程中微形态变化，同时定量分析了风化过程中元素含量的变化。
（2）黑曲霉对磷矿石的风化过程中，直接作用大于间接作用。因为直接作用不仅有小分子物质作用，还有的菌丝的机械破坏作用以及胞外大分子物质的作用，胞外大分子物质是直接或间接促进矿物的风化，一方面胞外大分子物质的许多亚基直接破坏矿物晶体晶格中的某些化学键；另一方面黑曲霉通过调节其代谢过程，产生更多的胞外分泌物有利于矿物的风化。间接作用过程中由于透析袋的阻隔使菌丝的机械破坏作用以及胞外大分子物质的作用不能发生。
（3）黑曲霉对磷矿石的风化过程中，代谢作用产酸造成对矿物溶解以及络合作用。 
（4）矿物重组结合形成次生矿物，也可以促进风化作用的进行，如胞外草酸钙沉淀的产生。
综上所述，黑曲霉与矿粉的作用过程包括一系列复杂的生物化学反应过程，虽然本项研究发现黑曲霉分泌的胞外大分子物质对磷矿石产生风化作用，但还不清楚这些物质是如何参与矿物的风化过程，对这些胞外大分子物质的结构与功能也不清楚，所有这些都需要做进一步探讨。
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The role of microorganism in the weathering of phosphorite rock:
A case study of Aspergillus niger strain

CHEN Shu1, 2, ZHENG Houyi1, 2
1. State Key Laboratory of Environmental Geochemistry, Institute of Geochemistry Chinese Academy of Sciences, Guiyang 550002, China; 
2. Graduate University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100039, China
Abstract: The authors have examined the microbiological weathering effect of phosphorite by using Aspergillus niger strain as an example. In liquid culture, incubation in static state, the weathering of apatite with the fungus was done by using the contrast method: apatite powder (100 mesh) was put in liquid culture medium in a flask, the medium was autoclaved, followed by fungus inoculation for the study of direct weathering process; a dialysis bag with apatite powder (100 mesh) was put in the liquid culture medium in the flask, the medium was autoclaved, followed by fungus inoculation so as to study the indirect weathering process. The supernatants collected at different incubation periods were determined in terms of the concentrations of Ca2+, Mg2+, Al3+, Fe3+, K+ and Mn2+ by ICP-OES, and those of H2PO4-, SO42- and Cl- by ion chromatography. The remaining minerals were micromorphologically analyzed by means of an electron microprobe, and the mineral composition was determined by XRD. The results showed that the direct weathering process was stronger than the indirect one. During the weathering of the minerals, a calcium oxalate in the secondary minerals was produced. This study confirmed organic acid chelation during the microorganism’s weathering process. Based on our experimental results, it is concluded that the mechanical breakage of the mycelium growth, the bio-degradation of extracellular macromolecules, and the integrated operation of many factors seem to be the reasons for the bio-weathering of minerals.

Key words: phosphorite rock; Aspergillus niger; weathering; mechanism
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