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反硝化菌的偶氮染料脱色研究*

刘志培　杨惠芳　刘双江

(中国科学院微生物研究所,北京　100080)

摘要　从活性污泥中分离到几株具有反硝化能力的偶氮染料脱色菌.它们在合成培养基中能使大多数所试偶氮染料脱色;而在

反硝化条件下很难使偶氮染料脱色,只有菌株17在培养20d后才有较好的脱色效果.酵母粉等有机物作为生长因子时,对菌株

17反硝化条件下的偶氮染料脱色有非常明显的促进作用;该情况下的偶氮染料脱色是在完成反硝化作用之后进行的.此外,在

反硝化条件下不能分离得到偶氮染料脱色菌.
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Study on Decolorization of Azo Dyes by Denitrobacteria

Liu Zhipei　Yang Huifang　Liu Shuangjiang
( Ins t itu te of M icr ob iology, Chinese Acad emy of Scien ces , Beijing 100080)

Abstract　Several azo dyes-deco lorizing bacterial str ains w hich were capable of denit rify ing

w er e iso lated f rom activited sludges. They could decolo rize m ost of the azo dyes tested in this

exper im ent in composed medium; but it w as much dif ficult that the bacteril st rains decolo rize

azo dyes under denitr if icat ion condit ion, ex cept for st rain 17 w hich could deco lorize Acid Red B

effect iv ely af ter cult ivat ion for more than 20 days. The addit ion of g row th factor such as yeast

ext ract could g reat ly im prove the decolorizat ion o f Acid Red B under denit rif icat ion condit ion

by st rain 17. T he result also indicated that the decolorizat ion o f azo dyes w as taken place af ter

the com plet ion of denit rif ication. Addit ionally, it w as impo ssible to isolate azo dye-decolor izing

bacteria under denit rif ication condit ion.
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　　染料工业废水一般采用厌氧-好氧-生物活

性炭方法处理. 有关偶氮染料微生物脱色的条

件、机理, 偶氮还原酶的提取纯化和特性、偶氮

染料脱色降解代谢产物的检测等都进行了比较

深入的研究 [ 1- 5] . 由于工业废水中还含有

SO 2-
4 、NO -

3 等可以为微生物提供无氧呼吸的氧

化性物质,在以往的工作中有关这些物质对偶

氮染料脱色的影响并未进行较深入的研究.本

文拟在硝酸盐还原条件下探讨偶氮染料的微生

物脱色情况,试图阐述硝酸盐和亚硝酸盐对偶

氮染料脱色的影响, 以及阐明印染废水生物处

理过程中NO
-
3 的负荷量.

1　材料和方法

( 1)泥样　活性污泥样品采自高碑店污水

处理厂浓缩池污泥( A)和北京第二印染厂厌氧

池污泥( B) .

( 2)染料　活性艳橙 KN-4R, 活性艳红 Z-

3B, 酸性红 B, 媒介黄 GG, 酸性黑10B,碱性橙

粉,酸性橙Ⅱ,酸性媒介棕 RH
[ 5]

.

( 3)培养基　普通牛肉汁培养基、合成培养

基 [ 2]和反硝化培养基[ 6] .



　　( 4)富集培养　所采样品接种上述培养基,

按不同要求培养不同时间, 进行驯化富集培养3

- 4代.

2　结果

2. 1　脱色菌的分离及其反硝化能力的测定

把泥样接种于含有50mg / L 偶氮染料的牛

肉汁培养基中进行驯化富集培养3- 4代,选脱

色效果好的样品在牛肉汁平板上划线分离,共

挑取约50个单菌落, 然后以合成培养基逐个进

行对不同染料的脱色能力测定(表1) .结果表明

有6株菌的脱色效果较好,其中以菌株17、29、30

三株的脱色能力最高.而就染料来说,酸性红 B

比其他染料更易于脱色,所以在以下的实验中

选择酸性红 B 为对象. 此外, 还进行了在反硝

化条件下的脱色菌的分离筛选,在样品接种于

含有50mg / L 偶氮染料的反硝化培养基中富集

驯化培养,经过一个多月的培养,没有发现偶氮

染料的脱色,表明在反硝化条件下不能分离得

到脱色菌.

为了考查反硝化条件下菌株的脱色作用情

况,应选用具有反硝化能力的菌株进行实验,所

以对上述6株细菌按标准方法进行了反硝化能

力的检测,表2的结果表明, 这6株菌都具有反硝

化作用,而以菌株17、29和30的反硝化作用能力

最强.

表1　不同菌株对偶氮染料的脱色率/ %

菌　株 17 18 20 26 29 30

分离来源 A A A B A A

酸性红 B 65. 7 97. 6 89. 7 66. 9 68. 2

活性艳橙 KN-4R 89. 5 23. 1 93. 6

活性艳红 Z-3B 70. 8 69. 9 73. 2

媒介黄 GG 63 23. 2 68. 8 96. 1

碱性橙粉 92. 6 46. 8 90. 6 93. 5

酸性媒介棕 RH 77. 2 62. 8 83. 8 91. 8

酸性橙Ⅱ 40. 3 - 50. 8 33. 5

酸性黑10B 34. 7 22. 5 39. 6 32. 7

表2　分离菌株的反硝化能力

菌株 NO-
3 NO-

2 产气 反硝化能力

CK + + + - -

17 - - + + + 很强

18 + + + + + 一般

20 + + + + + 一般

26 + + + + + 一般

29 - - + + + 很强

30 - - + + + 很强

2. 2　反硝化条件下分离菌株对偶氮染料的脱

色

将上述6株具有反硝化作用的细菌分别接

种于含50m g/ L 不同偶氮染料的反硝化培养基

中,在培养10d、20d 和30d 后观察偶氮染料的

脱色情况. 结果表明,在培养10d 时所有菌株对

所试染料均无脱色作用,在培养20d时只有菌

株17、29和30对酸性红 B 有一些脱色作用, 对

其他染料没有脱色作用,在培养30d时也还只

有其中的菌株17、29和30对酸性红 B 有较好的

脱色作用,对其他染料没有脱色作用;此结果与

在合成培养基中的偶氮染料脱色情况有很大的

差别, 说明在反硝化条件下偶氮染料很难被微

生物脱色.

2. 3　添加有机物对反硝化条件下偶氮染料脱

色的影响

反硝化培养基中添加0. 05%的酵母粉或蛋

白胨或牛肉膏作为生长刺激因子,观察分离菌

株在这样的条件下对酸性红 B的脱色情况(表

3) .表3表明, 添加有机物对菌株17的酸性红 B

的脱色有明显的促进作用, 不论添加哪种有机

物,在培养6d后,酸性红 B的脱色率都可以达

到90%以上,这比不添加有机物时快了许多;而

对其他菌株的酸性红 B 脱色则没有明显的促

进作用.
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表3　有机物对反硝化条件下偶氮染料脱色的影响1)

菌株

　

酸性红 B的脱色率/ %

酵母粉 蛋白胨 牛肉膏

17 90. 6 95. 2 95. 6

19 0 0 0

20 0 0 0

26 0 0 0

29 0 0 0

30 0 0 0

1) 30℃,培养6d

2. 4　菌株17在添加有机物的反硝化条件下对

酸性红 B的脱色

从以上实验可以看出,菌株17在添加有机

物的反硝化条件下对酸性红 B具有脱色作用.

在培养过程中定期测定了其中的硝酸盐还原情

况和酸性红 B 脱色情况(表4) ,表4表明,偶氮

染料的脱色是在完成反硝化作用之后进行的.

表4　菌株17在添加酵母粉的反硝化培养基中

对酸性红 B的脱色

培养时间/ d NO-
3 NO-

2 产气 脱色率/ %

1 + + + - - 0

2 + + + ± - 0

3 + + + + + 0

4 + + + + + + 0

5 - + + + + 0

6 - - + + 0

7 - - - 30

9 - - - 98

3　讨论

偶氮染料的微生物脱色及其降解代谢,首

先要求在厌氧条件下完成偶氮染料的脱

色[ 1- 5] , 在此过程中需要微生物氧化其他有机

物产生还原性的 NADH 或 NADPH 作为辅

酶,通过偶氮还原酶的还原作用而使偶氮双键

打开[ 5] , 形成苯胺类或萘胺类产物,然后才能进

行脱色产物的开环等微生物降解代谢作用,直

至达到完全的矿化作用,形成二氧化碳、氨等无

机物; 同时厌氧条件也是微生物进行无氧呼吸

的条件[ 7] ,例如硫酸盐还原和硝酸盐还原等,在

上述2个条件下,微生物以 SO 2-
4 或 NO -

3 等为最

终电子受体氧化有机物产生 AT P 而获得能

量,在此过程中微生物首先是氧化有机物产生

还原性物质如 NADH 和 NADPH 等, 然后通

过呼吸链把电子传递给 SO 2-
4 或 NO -

3 . 由于

SO 2-
4 或 NO -

3 等氧还电势要比偶氮染料高得

多,所以在它们和偶氮染料同时存在的情况下,

微生物要首先以它们为最终电子受体进行无氧

呼吸,只有当 SO
2-
4 或 NO

-
3 等不存在或完全消

耗以后, 微生物才能以 NADH 或 NADPH 为

辅酶还原偶氮染料, 又由于偶氮染料的微生物

脱色降解代谢是以偶氮双键的还原裂解而开始

的,在偶氮双键的还原裂解之前,偶氮染料是微

生物所不能利用的;此外,由于许多偶氮染料脱

色菌也具有反硝化作用的功能,在硝酸盐存在

的情况下它们优先进行反硝化作用, 因而在反

硝化条件下偶氮染料不能被微生物脱色, 只有

当培养基中的N O
-
3 、NO

-
2等能为微生物提供无

氧呼吸的物质完全消耗以后, 偶氮染料才能被

微生物所脱色.本实验的结果说明,在印染废水

等含有偶氮染料的工业废水的生物处理过程

中,最好不含有 SO 2-
4 或 NO -

3 等能为微生物提

供无氧呼吸的物质存在,亦即硝酸盐的负荷越

低越好.
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