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摘"要"对贝壳状革耳菌高产漆酶条件及其对染料脱色条件进行了研究$结果得到高产漆酶的最佳条件为&葡萄糖

!):HI!酒石酸铵 )'>:HI!ZBG')!转速 !#)3H8-.'脱色效果最佳的培养条件是&葡萄糖 !):HI!酒石酸铵 )'>:HI!ZBG')!

温度 G)c$由此可知漆酶在染料脱色中起重要作用'实验也表明&随着培养基中碳源%氮源量的增加!菌体生物量逐渐增

加!但体系中高碳氮比对菌体对染料的脱色是不利的'菌体生物量与对染料的脱色作用不呈正相关$
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6E84-&&T,4.:9X̀ ,Z2'/U2'T.

""随着纺织工业的迅速发展!染料的品种和数量

不断增加$目前!我国已是染料生产大国!每年约有

!)K _!>K的染料随着废水直接排放到水体中!这

些人工合成的染料!多是芳香族化合物!结构复杂%

难降解%具有潜在毒性'而染料废水有机含量高!生

化性差!而且色度高!成分复杂!有毒性!成为危害环

境的一个重要因素
(!)

$

白腐菌处理染料废水是近几年来新兴的有效处

理方法
(#)

$它能通过白腐菌所分泌的特殊的降解

酶系"包括木质素过氧化酶%锰过氧化酶%漆酶#或

其他机制将各种人工合成的染料彻底降解为 +@

#

和 B

#

@!具有良好的脱色效果$6&-9,</9,等
(G)

试验

了白腐菌对#G种工业染料的脱色效果!结果表明只

有漆酶活力和染料的脱色效果呈现正相关!说明漆

酶在染料脱色中起重要作用$贝壳状革耳菌是一株

迅速并具有选择性降解木素的优良白腐菌
(D)

!能产

生漆酶和锰过氧化物酶等降解酶系
(>)

$本文作者

针对贝壳状革耳菌!研究了葡萄糖%酒石酸铵%ZB值

作为影响因子对其产漆酶的影响!并通过单因子实

验对G种不同染料降解脱色条件进行了研究$

64材料和方法

6764材4料

!'!'!"菌"种

贝壳状革耳菌")7&+,>;&>97(+,!菌号 >'!>D#

购自中国科学院微生物研究所$

!'!'#"实验试剂与仪器

MW\F"#!#0E连氮EGE乙基苯并噻唑EJE磺酸#购

自 F?OMdM公司!其他为常规分析纯试剂$

IAiDE)'=自动平衡微量离心机!岛津 e$E#D)

紫外E可见分光光度计!\BiE=#型恒温震荡器$

!'!'G"培养基

]AM培 养 基&土 豆 汁 #)K "7H7#!葡 萄 糖

#):HI!d:F@

D

!'>:HI!jB

#

]@

D

G:HI!$

W!

"微量#!
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琼脂!#:HI!ZBJ')$

产漆酶优化培养基&葡萄糖 !):HI!酒石酸铵

)b>:HI!jB

#

]@

D

#:HI!d:F@

D

**B

#

@)b>:HI!

+4+&

#

)b)*>:HI!\Y//.=))'D:HI!$

W!

!f!)

D̂

:H

I!ZBG')!微量元素溶液!)8I$

微量元素溶液配制参照 W20Y/&&等人的方

法
(J)

$

!'!'D"染"料

偶氮染料&酸性大红 O'蒽醌染料&酸性蓝 S'金

属络合染料&中性灰#WI$

6784方4法

!'#'!"菌丝体制备

将#=c固体培养条件下培养 >U的菌体接种

到 ]AM液体培养基中!摇瓶装液量为 !))8IH#>)

8I!!#)3H8-.%#=c恒温培养>U备用$

!'#'#"菌体生物量的测定

抽滤过的菌体在*)c下干燥至恒重!测定其生

物量$

!'#'G"漆酶酶活的测定

在柠檬酸钠缓冲液")'#8%&HI!ZBD'>#中配制

)'>88%&HIMW\F溶液!取#8I该 MW\F溶液作底

物!#=c下加入!8I漆酶液!在 !T8的比色皿中

反应$以失活的酶液作空白对照!在
(

lD#).8处

测定反应G8-.内吸光度随时间的变化值!取其线

性部分!将每分钟吸光度值变化 )'))!个单位定义

为一个酶活力单位
(*)

$

!'#'D"产漆酶的碳!氮源确立

以酒石酸铵为氮源!分别以 !):HI的葡萄糖%

蔗糖%麦芽糖%乳糖%可溶性淀粉%木质素作碳源!其

他培养基成分同产漆酶优化培养基!!#)3H8-.%

#=c恒温培养!)U!测定漆酶的活性$

以葡萄糖为碳源!分别以 )'>:HI的氯化铵%硝

酸铵%酒石酸铵%尿素%玉米粉%酵母膏作为氮源!同

上培养!)U后!测定漆酶的活性$

!'#'>"产漆酶最佳条件确立

按 I

!J

D

>

设计正交实验!将葡萄糖%酒石酸铵%

ZB%转速作为重要的影响因子通过正交试验对产漆

酶培养基进行了优化"如表!所示#$

!'#'J"贝壳状革耳菌对染料的降解脱色

将制备的菌丝体悬浮液接种到N)8I含酸性大

红 O%酸性蓝 S%中性灰 #WIG种染料"浓度均为 #)

8:HI#的液体培养基中!按照 !)K"7H7#向 #>)8I

的三角瓶中接种!!#)3H8-.%#=c恒温培养!)U$

表 64影响因子及水平

9(2:+64Q(3"&-/()$:+?+:/

水 平
影响因子

葡萄糖":HI# 酒石酸铵":HI# ZB 转速"3H8-.#

! # )'# #'> =)

# > )'> G') !))

G !) !') D') !#)

D !> #') >') !J)

!'#'*"影响贝壳状革耳菌对染料脱色的因素

在产漆酶优化培养基中!其他条件不变的情况

下!分别改变氮源浓度"):HI%)'#:HI%)'>:HI%!

:HI#%碳源浓度"):HI%>:HI%!):HI%!>:HI%#):H

I#和 ZB值"#')%#'>%G')%G'>%D')%D'>%>')%J')#!

处理#)8:HI的酸性大红 O%酸性蓝 S%中性灰#WI

G种染料!!#)3H8-.%#=c恒温摇床培养!)U$

!'#'="染料废水脱色率测定

将处理过的染料废水抽滤!再经离心分离

"J)))3H8-.!#)8-.#!用蒸馏水作对照!测定染料

废水的吸光度值$在低浓度时!染料的浓度与其最

大吸收波长的吸光度值成正比!可用染料该处的吸

光度变化来反映染料浓度的变化$染料脱色率"

#

#

的计算公式&

#

"4#!"2

)

#2

(

#'2

)

f!))K

式中&2

)

%2

(

分别表示初始时刻和 (时刻染料在特征

波长处的吸光度值$

84结果与分析

8764贝壳状革耳菌产漆酶的碳源$氮源研究

由表#可以知!产漆酶的最佳碳源是葡萄糖!其

次是麦芽糖'产漆酶最优氮源是酒石酸铵!其次是氯

化铵!其中尿素作为氮源漆酶活力最低$

表 84碳源$氮源对漆酶活性的影响

9(2:+84X''+3"/&'/&#-3+/&'3(-2&)

()$)*"-&,+)&):(33(/+(3"*?*"%

碳 源 漆酶活力"eH8I# 氮 源 漆酶活力"eH8I#

葡萄糖 *=>'G 氯化铵 =JD'>

蔗糖 DJ!'* 硝酸钠 >J'=

麦芽糖 >*D'J 酒石酸铵 !)G>'!

乳糖 GN#'! 尿素 !#G'J

可溶性淀粉 D=*'# 玉米粉 DG*'#

木质素 #!G'> 酵母膏 *=>'G

8784贝壳状革耳菌产漆酶最佳条件研究

按 I

!J

D

>

设计正交实验结果及方差分析如表 G%

表D所示$计算分析表明 A

)'NN

"G!J#l#*'N!A

)'N>

"G!

>>
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J#l='ND!故碳源%氮源作用显著!ZB作用高度显著$

由试验结果确定产漆酶的最佳条件为&葡萄糖

!):HI!酒石酸铵 )'>:HI!ZBG')!转速 !#)3H8-.$

图!为优化培养基中漆酶酶活变化曲线$

图 !"漆酶分泌曲线

;-:'!"\,/T237/%5&4TT40/Z3%U2T-.:

表 =4实验及结果

9(2:+=49<++I@+-*0+)"()$-+/#:"/

试验号
碳源

水平
空白

氮源

水平
ZB

转速

水平

漆酶活力

"eH8I#

! ! ! ! ! ! N=!'*

# ! # # # # NNJ'*

G ! G G G G NN>'G

D ! D D D D *>D'G

> # ! # G D N#*

J # # ! D G =)D'N

* # G D ! # !!>D'*

= # D G # ! !!N)'J

N G ! G D # NJ='N

!) G # D G ! !)*N'D

!! G G ! # D !!#*'D

!# G D # ! G !!ND'=

!G D ! D # G !)>J'!

!D D # G ! D !!*J'D

!> D G # D ! JG!'*

!J D D ! G # =J)'*

%

!

G*#='D GNGG'* GN##'! D>)*'J G==G'D

%

#

D)**'# D)>*'D GJ>)'# DG*)'= GN=!

%

G

DG*)'> GN)N'! DGG!'# D)>*'= D)>!'!

%

D

G*#D'N D)))'* D)DD'= G!J)'! GN=>'D

<

!

NG#'! N=G'D NDG'* !!#J'N N*)'N

<

#

!)!N'G !)!D'D NG*'J !)N#'* NN>'G

<

G

!)N#'J N**'G !)=#'= !)!D'> !)!#'=

<

D

NG#!'# !)))'# !)!!'# *N) NNJ'D

<"极差# JD>'J !D='G J=! !GD*'> !J*'*

表 B4正交试验的方差分析

9(2:+B41)(:%/*/&'?(-*()3+

变差分析 ,

O

自由度 F

O

A

O

显著性

碳源 *#>DN'G G #)'=

!

氮源 DJ#GJ'GJ G !G'G

!

ZB #**=GN G *N'=

!!

转速 G>**'J= G

误差 JNJ)'N J

87=4贝壳状革耳菌对染料脱色的影响因素

#'G'!"氮源浓度对贝壳状革耳菌染料废水脱色的

影响

d499,/Y等
(=)

利用黄孢原毛平革菌降解刚果红

时发现!限氮条件能进一步促进对染料降解!j-3g

等
(N)

的研究也表明!低氮能够促进 )97&01;>970(0

>91-,;,8;1*+:对木质素的降解!杨晓宽等
(!))

发现黄

孢原毛平革菌在限氮培养基中具有较高的锰过氧化

物酶生产能力$

本文讨论了不同浓度的酒石酸铵作为氮源对贝

壳状革耳菌生物量%染料脱色及漆酶活力的影响!结

果如图#_图D所示$

图 #"酒石酸铵浓度对染料脱色率的影响

;-:'#"655/T9%5488%.-289349349/%.U/T%&%3-[49-%.349/

图 G"酒石酸铵浓度对生物量"干重#的影响

;-:'G"655/T9%5488%.-289349349/%.<-%8400

图 D"酒石酸铵浓度对漆酶活力的影响

;-:'D"655/T9%5488%.-289349349/%.&4TT40/4T9-7-9V

J>
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""由图#可知!不同浓度的酒石酸铵对染料脱色

有较大的影响$当培养基中不添加酒石酸铵时!贝

壳状革耳菌对G种染料酸性大红 O%酸性蓝 S和中

性灰#WI脱色率分别为#>'#K%>='!K和 D>'*K!

当酒石酸铵的浓度为)'#:HI时!G种染料脱色率有

不同程度的上升!脱色率达到 D='DK%*)'=K和

J>'#K !当酒石酸铵浓度为)'>:HI时!酸性大红 O

和酸性蓝 S的脱色率达到最大值!分别为 J>'#K和

=N'!K!当酒石酸铵浓度增加到 !:HI!中性灰 #WI

脱色率达到最大值*>'DK!其他 #种染料脱色率都

有不同程度的下降!随着酒石酸铵的浓度进一步的

增大!达到#:HI时!G种染料的脱色率都有所下降!

分别为 >!bNK %*!K和 JJ'>K$由上面的结果可

知!培养基中适量的氮能促进贝壳状革耳菌对染料

的降解脱色!过高的氮又会强烈抑制贝壳状革耳菌对

染料的降解$但从图 G可知!随着氮源浓度的增加!

生物量明显呈上升趋势$比较图#和图G可知!菌体

生物量与菌体对染料的脱色并不呈正相关$图 D显

示了培养基中一定浓度的氮有利于漆酶的分泌!而高

浓度的氮反而抑制了菌体胞外漆酶的分泌!结合图 #

和图D可推测漆酶在染料的降解脱色中起着重要的

作用$

#'G'#"碳源对贝壳状革耳菌染料脱色率的影响

图>_图*显示了葡萄糖作为碳源对贝壳状革

耳菌降解脱色染料%生物量及酶活的影响$

图 >"葡萄糖浓度对染料脱色率的影响

;-:'>"655/T9%5:&2T%0/%.U/T%&%3-[49-%.

图 J"葡萄糖浓度对生物量的影响

;-:'J"655/T9%5:&2T%0/%.<-%8400

图 *"葡萄糖浓度对漆酶活力的影响

;-:'*"655/T9%5:&2T%0/%.&4TT40/4T9-7-9V

图>表明!当培养基中葡萄糖的浓度由 ):HI

增加到 !):HI时!贝壳状革耳菌对酸性大红 O%酸

性蓝S和中性灰#WIG种染料都有明显的降解脱色

效果!而且随着葡萄糖量的增加!对比效果十分显

著!分别为不加葡萄糖的 #'D倍%!'=倍和 !'*倍$

当培养基中葡萄糖进一步增加!由!):HI增加到#)

:HI时!只有中性灰#WI降解脱色率略有增加!其他

两种染料的降解脱色效果都略有下降$可能是因为

培养基中高浓度的葡萄糖改变了贝壳状革耳菌产漆

酶的碳氮比!抑制了漆酶的产生!所以培养基中高碳

氮比不利于漆酶的产生$图 J表明!当培养基中葡

萄糖的含量由):HI增加到 #):HI时!菌体生物量

呈现逐步上升的趋势$图 *表明!当培养基中葡萄

糖较低浓度范围内变化时!酶活逐步上升'浓度达到

!):HI时!酶活达到最大!葡萄糖浓度进一步增大

时!酶活下降$这一现象与通过正交试验得出的结

果一致$

#'G'G"ZB值对贝壳状革耳菌染料脱色率的影响

ZB值在很大程度上影响了酶的活力!进而影响

了酶对整个反应体系的催化作用
(!!)

$本实验讨论

了 ZB值对贝壳状革耳菌降解脱色染料的作用%生

物量以及漆酶活力的影响$

由图=可知!ZB值的变化对贝壳状革耳菌的降

解脱色作用有相当显著的影响!当 ZB值在 G')_

Gb>范围内变化时!菌体的降解脱色效果较好$ZB

Gb)时!贝壳状革耳菌对酸性大红 O%酸性蓝 S%中性

灰 #WI的降 解脱色作 用 都 达 到 最 大!分 别 为

*#b#K%=Nb!K和 *!bGK!随着 ZB值的增大!贝壳

状革耳菌的降解脱色率逐渐减小!当 ZB值达到 J')

时!贝壳状革耳菌的降解脱色率达到最低!分别为

!N'NK%>D'GK和 D*'JK!这与图 !)所示 ZB值对

漆酶酶活影响一致!由此推测漆酶在染料脱色中起

着重要的作用$而由图 N可知!贝壳状革耳菌的最

*>
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适生长ZB值为G')_G'>!过高或过低的ZB值都不

利于菌体的生长$比较图=_图!)可知!控制培养

图 ="不同的 ZB对染料脱色率的影响

;-:'="655/T9%5ZB%.U/T%&%3-[49-%.

图 N"不同的 ZB对生物量的影响

;-:'N"655/T9%5ZB%.<-%8400

图 !)"ZB对酶活的影响

;-:'!)"655/T9%5ZB%.&4TT40/4T9-7-9V

基适宜的 ZB值有利于染料的降解脱色!而且有利

于菌体的生长$综上所述!在 ZB值为 G')_G'>

时!贝壳状革耳菌的降解脱色作用%漆酶酶活%生物

量都可以得到较为理想的效果$

=4讨4论

对贝壳状革耳菌降解脱色染料条件的研究结果

表明&"!#贝壳状革耳菌高产漆酶优化培养基与染

料脱色的最佳培养基一致!说明在染料的降解方面

漆酶起到了至关重要的作用'"##从染料降解脱色

的单因子实验中可知!过高或过低的碳源%氮源对贝

壳状革耳菌脱色染料都是不利的'"G#本研究也表

明!染料脱色与菌体生物量不呈正相关!因此菌体的

吸附作用在染料脱色方面不占主导地位$

虽然漆酶等对白腐菌的染料代谢都起了重要的

作用!但由于染料分子本身及酶学机制的复杂性!除

黄孢原毛平革菌")97&01;>970(0>91-,;,8;1*+:#外!其

他白腐菌对染料的详细降解机理及途径还未弄清

楚
(!#)

!因此需要进一步研究其他菌株基础代谢!通

过代谢调控的手段!改善白腐菌对染料的脱色效果$

郭梅等
(!G)

的研究表明通过遗传操作技术获得高效

表达漆酶酶活的基因工程菌!也将成为白腐菌应用

于印染废水处理的重要研究方向$

参 考 文 献

(!)李华钟!章燕芳'白腐菌与染料废水的处理'工业水处

理!8AA6!#!">#&!_>

(#)金敏!李君文'白腐菌处理染料废水的研究进展'环境污

染治理技术与设备!8AA=!D"G#&>D_>=

(G)6&-9,</9,S'!d-T,4/&M']'!S454/&$'A'?.U209-4&UV/U/E

T%&%3-[49-%.<V&4TT40/053%8&-:.-.%&V9-T52.:-'+233/.9d-E

T3%<-%&%:V!6CCC!G=&#*_G#

(D)R2B'F'!+4-i'R'!B2.:L'R'!/94&'W-%&%:-T4&U/:34U4E

9-%.%53-T/0934Y'?.&g-3g\'j'!+,4.:B'd'!/U'MZZ&-T4E

9-%.0%5W-%9/T,.%&:V%5]2&Z4.U]4Z/3d4.254T923/'eFM&

W299/3EY%39,EB/-./84..!6CCC'>N_J=

(>)王彩华!余惠生!付时雨'贝壳状革耳菌和黄孢平革菌固

体培养酶系比较'微生物学报!6CCC!GN"##&!#*_!G!

(J)W20Y/&&1'M'!d%&&/9W'!@U-/36'I-:.-.%&V9-T/.[V8/Z3%U2TE

9-%.<V897&01;>970(0>91-,;,8;1*+:2.U/3T%.U-9-%.0%5.-93%E

:/.0255-T-/.TV';6dFd-T3%<-%&'I/99'!6CDB!#>&#N>_#NN

(*)W%23<%..4-0S'!]4-T/d'O'@P-U49-%.%5.%.EZ,/.%&-T

02<49349/04./PZ4.U/U3%&/%55%3&4TT40/-.<-%U/:34U4E

9-%.';6WFd-T3%<-%&'I/99'!6CCA!#J*&NN_!)#

(=)d499,/Y\4943g%!/94&'W-%U/:34U49-%.%5T%.:%3/U<V897&B

>1;>970(0>91-,;,8;1*+:'Q49'S/0'!6CCD!G#N">#&!*!G_

!*!*

(N)j-3g\'j'!FT,2&94!+%..%30Q'1'!I%3/.[I';'!i/-g201'

O'?.5&2/.T/%5T2&923/Z4348/9/30%.&-:.-.8/94<%&-08<V

897&011;>970(0>91-,;8;1*+:'M3T,'d-T3%<-%&'!6CTD!!!*&

#**_#=>

(!))杨晓宽!杜连祥!路福平'白腐菌产锰过氧化物酶培养

基的优化'生物技术!8AAB!!D"G#&DN_>)

(!!)吴坤!朱显峰!张世敏!等'杂色云芝杆菌的发酵条件研

究'菌物学报!8AA6!#)"##&#)*_#!G

(!#)F8V9,Q';'!dTT&/4.F'!/94&'MZZ&-T49-%.%5/&/T93%0Z34V

84000Z/T9%8/93V-.9,/U/9/T9-%.4.UU/9/38-.49-%.%5

S/84[%&9/P9-&/UV/0'1'+,3%849%:3'!6CCC!=>D&#>N_#*D

(!G)郭梅!蒲军!杜连祥!等'杂色云芝漆酶基因"ITT!#的克

隆及在甲醇毕赤酵母中的表达'菌物学报!8AAE!#D

"##&##!_##J

=>




