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活性染料脱色霉菌的筛选及其脱色特性

周明辉，王学亚，杨 壮，杨代虎
（合肥师范学院生命科学学院，安徽合肥 230061）

[摘要 ] 利用马丁氏培养基从印染厂废水中筛选出具有脱色能力的霉菌，研究所筛选霉菌对 26种不同类型活

性染料的脱色效果，选取优势脱色菌株，研究其脱色特性；利用紫外-可见、气相质谱对优势脱色菌株脱色前后的培

养液进行检测，分析其脱色前后波谱的变化，确定其基本的脱色机理；对优势脱色菌株进行基因测序，结合形态学特

征，以确定其种属。结果显示，从印染厂废水中分离出 3株霉菌，命名为 YR01、YR02、YR03，分别对 26种活性染料

进行脱色试验，3株霉菌均对虎红、藏青M-GD、曙红 B、胭脂红、绿 KE-4BD、翠兰 KN-G、艳兰 X-BR具有明显的脱色

效果，其中霉菌 YR03对以上 7种染料的脱色效果最优，菌株 YR03对虎红脱色前后染液的光谱吸收峰变化明显，说

明染料分子结构发生了破坏，存在着先吸附后降解的脱色机制，其他均为吸附脱色。对菌株 YR03进行形态观察与

基因测序，确定为 1株黑曲霉菌。
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Screening of molds for decolorization of reactive
dyes and its decolorization characteristics
ZHOU Minghui，WANG Xueya，YANG Zhuang，YANG Daihu

（College of Life Sciences，Hefei Normal University，Hefei 230061，China）
Abstract：The molds with decolorizing ability were screened from the wastewater of printing and dyeing plants using Martin􀆳s me⁃
dium. The decolorizing effects of the screened molds on 26 different types of reactive dyes were further studied，and the dominant
decolorizing strains were selected to study their decolorizing characteristics. UV-visible and gas⁃phase mass spectrometry were em⁃
ployed to detect the culture medium and the changes of spectrum before and after the decolorization by the dominant strains so as to
determine the basic decolorization mechanism. Combined with their morphological characteristics，the dominant decolorizing strains
were genetically sequenced to determine their species and genera. Three molds isolated from the wastewater of printing and dyeing
plants were named YR01，YR02 and YR03 and their decolorization effects on 26 types of reactive dyes were tested respectively.
The results showed that the three molds had obvious decolorization effects on tiger red，navy cyan M-GD，eosin B，carmine，green
KE-4BD，Cuilan KN-G and Yanlan X-BR. The strain YR03 had the best decolorization effects on the above seven dyes. The
spectral absorption peak of the dye solution before and after the decolorization of tiger red by YR03 strain changed dramatically，
suggesting that a destruction of the molecular structure of the dye and a decolorization mechanism of degradation⁃after⁃adsorption
occurred. The decolorization mechanism of the other six dyes was only adsorption. The YR03 strain was identified as Aspergillus Ni⁃
ger through morphological observation and genetic sequencing.
Key words：mold；reactive dye；decolorization

活性染料分子结构复杂且极为稳定，具有抗光、

抗酸、抗碱等特性，通常溶于水，在诸多行业中应用广

泛，大部分为难降解有毒有机物，具有致畸、致癌、致

突变等作用〔1-3〕。因此，对活性染料生产与使用中产

生的废水进行处理就显得尤为重要，目前，活性染料

废水的脱色和处理主要有物理、化学和生物方法，其
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中物理和化学的方法脱色效果较差，处理成本较高，

而且应用范围狭窄，而生物法具有易操作、高效、低成

本、无二次污染等特点，得到广泛应用〔4〕。获取高效

的染料降解菌是生物处理法的重要基础，近年来，对

染料降解菌的研究主要集中在白腐真菌、酵母菌、细

菌上，而对霉菌的研究还不够深入［5-6〕，霉菌菌丝发

达，生长迅速，形成菌丝球极易沉降，有较宽的 pH耐

受范围，有一定的机械强度，吸附能力强，无需载体，

可直接应用于固定床或流化床等反应器通过吸附处

理染料废水〔7-8〕，具有很多先天优势，但目前开发应用

不足。因此本课题从印染废水中筛选脱色霉菌，并对

多种活性染料进行脱色试验，以筛选出脱色范围较广

与脱色能力较优的霉菌，并对优势脱色霉菌的脱色特

性进行研究，为实际应用奠定一定的研究基础。

1 材料与方法

1.1 菌株及试剂

脱色霉菌：分离筛选于合肥某印染厂废水。

活性染料，工业级，甲醇，色谱级；虎红标准样品：

质量分数≥98.0%；均采购于上海生物工程有限公司。

马丁氏培养基：葡萄糖 12.0 g，蛋白胨 4.5 g，
KH2PO4 1.2 g，MgSO4·7H2O 0.6 g，琼脂 18~25 g，1/300
孟加拉红 1 mL，蒸馏水 1 000 mL，pH自然，0.1 MPa
灭菌 30 min。
1.2 仪器与设备

Beckman Allegra 64R高速冷冻离心机，美国贝克

曼库尔特有限公司；UV-2100双光束紫外可见光分光

光度计，北京瑞利分析仪器有限公司；7890B-5977A
色相质谱色谱联用仪，美国安捷伦科技有限公司。

2 试验方法

2.1 脱色霉菌的分离筛选及形态观察

采集印染厂废水稀释 103倍，吸取稀释液 0.1 mL
涂布于马丁氏固体培养基表面，28 ℃培养 72 h，对生

长出的菌落进行多次纯化，观察纯化的霉菌菌落与

孢子形态，并制作斜面，保藏备用。

2.2 筛选霉菌对活性染料的脱色效果

选取不同结构类型的活性染料 26种，以每 100 mL
中加入 50 mg制成马丁氏活性染料培养液。无菌水

冲洗保藏菌株的斜面，制成 1×106 mL-1浓度的孢子悬

液，分别吸取 1 mL孢子悬液接种到不同的马丁氏活

性染料培养液中，每组做 3 个平行 1 个对照，在

28 ℃、转速 120 r/min的条件下振荡培养 72 h，进行

脱色试验，在活性染料对应的最大吸收波长下测量

吸光度，计算脱色率。依据脱色率分析筛选霉菌的

脱色效果与脱色范围，并进一步筛选优势脱色霉菌，

以进行后续试验。

2.3 优势脱色菌株对活性染料脱色机理的研究

经过初步脱色试验，选取菌株脱色率在 50%以

上的活性染料作为研究对象，接种 1 mL浓度为 1×
106 mL-1的优势菌株的孢子悬液于 100 mL 0.05%活

性染料培养液中，28 ℃、120 r/min连续振荡培养 120 h，
每隔 24 h进行观察，宏观判断脱色过程。分别收集

脱色前（未加菌）和脱色后的培养液，在 10 000 r/min
条件下离心 10 min，取上清液，利用紫外可见分光光

度计在 200~800 nm范围内进行扫描，分析脱色前后

波谱的变化状况；取脱色前后高速离心的上清液，真

空冷冻干燥制成粉末，溶解在色谱甲醇中，10 000 r/min
条件下离心 10 min，用 0.45 μm 微孔滤膜过滤后用

于 GC-MS分析。采用 Trace GC Ultra和 ISQ Ⅱ MS
对脱色产物进行分析，GC-MS柱为 TG-35 ms的石

英毛细管柱，柱温设定从 100 ℃程序升温至 300 ℃
（10 ℃/min），运行时间保持 10 min；载气（氦气）流速

为 1 mL/min；注射器和检测器温度为 300 ℃，脱色产

物的质谱分析在 EI模式、70 eV条件下进行满扫。

2.4 优势脱色菌株的分子鉴定

经脱色效果与机理的研究，选取脱色效果最优

的菌株进行基因测序，明确其种属，为后续研究奠定

基础。

（1）霉菌 DNA的提取与聚合酶链反应（PCR）扩

增采用真菌试剂盒提取菌株 DNA 基因组，真菌试

剂盒购自上海生物工程公司。根据真菌 18S rDNA
保 守 区 设 计 引 物 ，上 游 引 物 PA：（5'-GTAGTC ⁃
ATATGCTTGTCTC- 3'）和下游引物 PB：（5'-TCCG⁃
CAGGTTCACCTACGGA-3'），由上海生物工程公司

合成，采用真菌常规的 PCR反应程序进行。

（2）系统发育分析，将扩增产物送至上海生物工

程公司进行序列测定，将所测序列与 NCBI GenBank
数据库进行同源性分析；选择相应参比菌株序列，采

用 MEGA 7.0 软件构建系统发育树。

2.5 脱色率的计算

脱色率计算公式：
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D=m 0 -mn

m 0
×100%

式中：D——脱色率，%；

m0——初始 OD；
mn——脱色后的 OD；
n——处理批次（n=0 1 2…n）。

3 试验结果

3.1 脱色霉菌的筛选

从印染厂的废水中分离筛选出 3株霉菌，经过

纯化传代培养，选取生长状态稳定的菌株作为研究

对象，依次命名为 YR01、YR02、YR03，霉菌菌落及

孢子形态见图 1（菌落与孢子形态上下对应）。

由图 1可知，3株菌菌落具有明显霉菌的特征，

对菌丝进行染色显微观察，孢子形态符合青霉属、根

霉属、曲霉属的特征。

3.2 筛选霉菌对活性染料的脱色效果

利用菌株 YR01、YR02、YR03对 26种活性染料

进行单一降解试验，结果见表 1。

由表 1可知，除了在孔雀绿培养液中，3株霉菌

均能在所选染料中生长，但形成菌球的能力有所差

异 ，在 染 液 中 成 球 度 强 弱 顺 序 为 ：YR03>YR02>
YR01；3株霉菌对大部分所选活性染料脱色效果并

不显著，尤其是对偶氮染料的处理，而对具有杂环氧

蒽结构的染料降解效果较好。3株霉菌对虎红、藏

青 M-GD、曙红 B、胭脂红、绿 KE-4BD、翠兰 KN-G、
艳兰 X-BR的脱色效果更为显著，菌株 YR03对活性

染料的脱色效率最高，因此对该菌株作进一步脱色

研究。

图 1 3种霉菌菌落与孢子形态

Fig. 1 Colony and spore morphology of three kinds of mould

表 1 筛选霉菌对活性染料的脱色效果

Table 1 The decolorization effect of reactive dye by screening mould
染料名称

黄M-3RE
深兰M-2GE
藏青M-GD

绿 KE-4BD
红 KE-3G
紫 X-2R
红 X-3B
橙 X-GN

嫩黄 X-6G
艳兰X-BR

紫 KN-4R
艳兰K-NR
虎红

结构类型

一氯均三嗪乙烯砜
同侧单偶氮 3钠盐

一氯均三嗪乙烯砜
同侧双偶氮 5钠盐

一氯均三嗪乙烯砜
异侧双偶氮 3钠盐

双一氯均三嗪型
异侧双偶氮 6钠盐

双一氯均三嗪型
同侧双偶氮 3钠盐

二氯均三嗪型
单偶氮 2钠盐

二氯均三嗪型
单偶氮 2钠盐

二氯均三嗪型
单偶氮 3钠盐

双二氯均三嗪异侧
单偶氮 2钠盐

二氯均三嗪型醌2钠盐

乙烯砜型单
偶氮 2钠盐

乙烯砜型蒽醌类2钠盐

三苯烷氧蒽类2钠盐

脱色率 a/%
0.6±0.047
0.6±0.047
0.8±0.058
55.8±1.575
1.2±0.294
1.5±0.216
0.5±0.116
1.2±0.283
0.8±0.327
12.3±1.268
15.2±2.123
0.5±0.245
35.6±4.206

脱色率 b/%
1.6±0.085
0.8±0.075
15.2±1.575
53.2±1.987
1.1±0.245
1.5±0.374
0.8±0.316
1.5±0

1.8±0.327
22.6±1.657
12.3±2.051
0.6±0.17
85.2±1.837

脱色率 c/%
1.6±0.094
0.8±0.082
52.8±2.16
75.2±0.589
1.2±0.34
1.8±0.163
0.5±0.134
1.5±0.236
10.5±2.101
52.6±7.217
15.2±0.712
0.8±0.082
90.6±4.085

染料名称

黑 KN-B
胭脂红

甲酚红

甲基绿

丽春红 2R
日落黄

孔雀绿

亚甲蓝

结晶紫

甲基橙

碱性
品红

曙红 B
翠兰 KN-G

结构类型

双乙烯砜型异侧
双偶氮染料 4钠盐

磺萘基单
偶氮 3钠盐

苯偶氮奈酚2钠盐

氯化锌盐溴化物
三苯甲烷类

苯基萘酚单
偶氮 2钠盐

苯基萘酚单
偶氮 2钠盐

甲氨基三苯
甲烷类

吩噻嗪-芳香
杂环类

二甲氨基
三苯烷类

对二甲氨基单
偶氮苯磺酸钠

苯氨基三苯烷类

二溴异苯并呋喃
氧蒽 2钠盐

一氯均三嗪乙烯
砜铜酞菁 2钠盐

脱色率 a/%
5.5±2.005
1.1±0.216
0.3±0.216
0.8±0.283
0.5±0.082
0.3±0.216
0.05±0.022
1.2±0.432
0.6±0.163
0.5±0.216
1.5±0.294
25±1.247
32±7.784

脱色率 b/%
10.1±3.112
42.6±6.069
0.5±0

1.8±0.424
35.8±3.625
14.3±1.283
0.02±0
1.5±0.163
1.6±0.283
0.8±0.245
1.2±0.094
70.2±3.559
62±3.3

脱色率 c/%
12.6±1.96
51.4±7.847
0.5±0.163
1.8±0.403
45.5±4.124
15.3±0.92
0.05±0.008
1.5±0.082
1.6±0.283
0.8±0.032
1.2±0.287
75±5.099
65±4.19

注：a、b、c分别为 YR01、YR02、YR03对染料的脱色率。
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3.3 菌株 YR03脱色特性

选取菌株 YR03对 7种上述脱色效果较好的活

性染料作 120 h连续脱色试验，宏观判断脱色机理，

结果见图 2~图 3。

由图 2~图 3 可知，菌株 YR03经过 72 h振荡培

养，已形成形态较为完整的菌球，菌球中吸附了大量

染料，其中对虎红的脱色率最高，达到 90%以上。

进一步延长菌株 YR03对以上 7种染料的脱色时间

至 96 h，发现含有虎红染料的菌球中颜色逐渐褪去，

至 120 h，菌球中染料基本上完全降解，培养液完全

澄清，其他菌球中的染料颜色无明显变化。

由于菌株 YR03对虎红染料具有完全脱色的作

用，因此对其脱色前后的染液进行处理，在 200~800 nm
紫外可见与 GC-MS进行扫描，进一步了解脱色机

理，结果见图 4。
由图 4（a）可知，300 nm前的脱色前后的图谱基

本相似，250 nm前的苯环精细结构并没有变化，而

脱色后在可见光区 546 nm处的吸收峰完全消失，且

没有形成其他明显的吸收峰，在 350~450 nm处吸收

峰有所升高，可能有新的物质生成，由此说明，虎红

脱色后分子结构发生了变化，母体结构被破坏，引起

虎红染料由红色变成无色，表明菌株 YR03对虎红

完全脱色是由生物降解引起的。

由图 4（b）可知，虎红脱色前主要物质为虎红分

子，相对分子质量为 1 037，与虎红质谱图相仿，保留

时间为 9.116 min，而降解后主要检出相对分子质量

为 286，保留时间为 6.205 min，其特征离子片段分别

为 36、71、107、142、177、214、242，脱色前后图谱发

生明显变化，说明虎红分子被降解成相对分子更小

的其他物质。

3.4 菌株 YR03分子鉴定

由于菌株 YR03具有脱色范围广，脱色率高的优

势，且对虎红染料能进行完全脱色，具有较高的研究价

值。因此对其进行分子测序并构建系统发育树，以确

定其种属，为后续研究提供一定的基础，结果见图 5。

由图 5可知，菌株 YR03基因序列与比对序列的

相似度达到 95%以上，结合图 1菌株 YR03的菌落与

孢子形态，确定菌株 YR03为 1株黑曲霉菌。

4 讨论

霉菌因其获取容易、菌丝体生长快、可形成菌丝

图 2 菌株 YR03对 7种染料的脱色效果

Fig. 2 The decolorization effect of
seven kinds of dye by strain YR03

图 3 菌株 YR03对虎红脱色过程

Fig. 3 Decolorization process of tiger red by strain YR03

图 4 菌株 YR03虎红脱色前后可见紫外
吸收图谱（a）和 GC-MS（b）

Fig. 4 UV-vis absorption（a）and GC-MS spectrum（b）of
tiger red before and after decolorization by strain YR03

图 5 菌株 YR03系统发育树

Fig. 5 Phylogenetic tree of strain YR03
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球、吸附脱色能力强等优点，在印染废水脱色、去除重

金属污染、重金属回收等方面应用广泛〔9〕。霉菌中的

青霉、曲霉、根霉较多地应用在染料废水的处理中，其

中青霉菌球形成能力弱，根霉对低浓度染料脱色效果

好，而曲霉的成球效果好，对高浓度染料具有较好的

脱色效果〔10〕，本试验中也发现，黑曲霉对活性染料的

脱色范围与脱色效果均要优于青霉与根霉属。目前

利用细菌与白腐真菌对染料的脱色研究较深入，并且

对于偶氮染料的降解研究较多，也已经发现是通过他

们分泌的偶氮还原酶与木质素过氧化物酶对染料进

行降解的，且染料上的基团对降解起着促进与抑制的

作用〔11-12〕。本课题通过所筛选的霉菌对 26种活性染

料的脱色研究，发现对三苯烷类、偶氮类染料的脱色

效果不佳，而对含有氧蒽类结构染料脱色较好，活性

基团乙烯砜与侧链钠盐数量对脱色具有促进作用。

染料一般经微生物吸附降解后，染料母体结构发生破

坏，生成小分子物质，光谱吸收峰也发生明显改变〔13〕。

所筛选的脱色霉菌对大部分活性染料的脱色均为吸

附，仅有黑曲霉对虎红的脱色存在着吸附后的降解，

利用可见紫外扫描黑曲霉对虎红脱色前后培养液，吸

收光谱发生明显变化，546 nm下氧杂蒽结构的吸收峰

消失，说明氧杂蒽结构被破坏；GC-MS分析脱色前后

产物显示，染料的发色基团被破坏，生成更小的小分

子物质，因此虎红被完全脱色，表明存在着酶降解过

程，相关降解酶的参与以及降解过程中形成的小分子

物质还需进一步研究。
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