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本实验系统地研究了藻对偶氮染料的降解作用
。

实验结果表明
,

藻对多种偶氮染料具有

一定的降解作用
,

其降解程度与染料的结构和藻的种类等因素有关
。

通过降解机理的研究表

明
�
�

藻能够利用偶氮还原酶
,

作用于偶氮染料的偶氮双键
,
使其断裂

,
形成芳香胺类中间产物

。

藻还可以进一步利用芳香胺类物质
。

本研究结果启示
,

应重新评价藻在氧化塘降解有机物质过程中所起的作用
,
即在氧化

塘中
,

藻不仅起供氧作用
,

还能够直接参与有机物质的降解
。

关键词 藻
,

偶氮染料
,

降解
,

偶氮还原酶
,

芳香胺

近年来
,

随着染料的数量和品种不断增多
,

印染废水造成的环境污染 日趋严重
。

目

前
,

全世界投放市场的染料品种多达 � � � �� 种
,

每年以废弃物排放到环境中的染料约有

� � ��
吕
� �

。

染料种类繁多
,

在各类染料中
,

偶氮染料 占 �� 多 以上
,

它们在 印染工业及其它

一些行业中
,

应用广泛
。

由于其可生物降解性较低
,

在环境中不断积累
,

严重污染环境
,

特

别是水环境
,

进而对各类生物乃至人类的健康造成危害
〔� , 刃 �

因此
,

染料废水的净化 日益得

到广泛重视
,

并相继发展了各种处理方法
〔�」,

其中生物法具有操作简单
,

成本低的特点
,

所

以应用比较普遍
。

有关偶氮染料的生物降解
,

研究较多的是细菌的降解作用
。

到目前为止
,

国内外 已经

分离出许多具高效降解活性的菌株
,

它们在印染废水的净化中起着重要作用
〔‘, �, 。

关于偶氮染料的细菌降解机理
,

国外已有人做过系统的探讨
汇,

月
刀。

提出了偶氮化合

物。芳香胺 类物质、简单化合物的细菌降解途径
,

其中在偶氮化合物转变成芳香胺的过

程中
,

,

需要偶氮还原酶的参与
。

本工作研究藻对偶氮染料的降解作用
,

旨在为利用藻净化染料废永提供科学依据
。

材 料 与 方 法

�一 � 藻种

选用蛋白核小球藻 ��� �
� � ���� �夕� � � � �� � � � �

,

小球藻 ���  
� � � ��� 。。 �� � , �, � 以及小

� � � � 年 � 月 � � 日收到
。
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颤藻 �� 、 �� ��
� 。 � �� � � �耐 �

� 作为实验藻种
。

藻种系由中国科学院水生生物研究所藻种

库提供
。

�二 � 藻的培养与驯化

选用朱氏 �� 号培养基
,

进行纯种无菌培养
。

培养液中加人一定浓度的染料
,

接人纯

种藻液
,

在 � � �
�

, ,

温度 � �℃
,

光强 � �   �� 条件下进行驯化培养
,

光暗周期为 �软 � ��
。

�三 � 染料

选择偶氮染料三十余种�表 � �
,

进行脱色试验
。

选取其中两种脱色效果较好的染料�铬

黑 � 和铬蓝 �� �进行深人研究
。

染料系由北京化学试剂商店及北京市毛纺研究所提供
。

�四 � 藻对偶氮染料脱色能 力的测定

将藻种接人含染料的培养液中
,

接种密度为 ��
,

个 � � �
,

染料浓度为 � � ���
,

无菌培

养 � � �
。

将培养液在 � � � ��
�

�
�

� 下离心 � , � ��
,

用分光光度法测其上清液的光密度
,

将未

加藻的染料液做空白
,

计算脱色率
。

�五 � 藻对染料脱色作用的条件实验

选取三种与藻生理活动关系密切的环境因子 �� �
、

温度及光照强度 �进行测试
。

其中
� � 系列为 �

�

� ,

�
�

� , �
�

乡
, �

�

� 和 ��
�

。� 温度系列为 � � ,

��
, � � ,

�� 和 �� ℃ � 光照强度系 列为

� � � �
,

、� � �
,

� � � � , � � � � 和 � � , � � � ��
。

利用正交试验方法
,

选用 � � , ��
‘

� 表
,

进行各种 组合

试验
。

染料浓度为 �� �� 。
。

培养 � ��
,

观测脱色结果
,

确定脱色率
。

�六� 藻对染料的利用试验

在培养液中不加碳
、

氮源或将碳
、

氮源含量减至正常含量的 � � � 或 � � ,
,

加人铬蓝 ��

或铬黑 � �� �� � � �
,

接入藻种
,

培养后观测脱色效果
,

计算藻对染料的脱色活性
。

�七� 染料脱色产物的测定

将经藻作用后的含染料培养液
,

离心
,

对一部分上清液用 � � 一 � �� 分光光度计测

定紫外吸收光谱
。

对另一部分上清液通过 �
�

�
�

� 一 ��� 柱处理
,

然后利用傅立叶红外

光谱分析仪 �� �� � � ��
, �� 一

�� � 侧定红外吸收光谱
,

进而确定降解产物的结构
。

�八 � 藻偶氮还原酶的制备和活性测定

偶氮还原酶粗制剂的制备按 �� �� �� 功� � � 等的方法
「�� 

,

稍加改进
。

酶反应系统包括 � 液液 �� �
,

铬蓝 �� �� � � � � � �� �
,
� � � � 或 � � �  � ��

�

� �� � 。��

�
�

, ��
, � �℃ 下保温 �� � ��

。

在�� �� � 处测定光密度变化
,

计算脱色率及脱色活性
。

�九 � 藻对芳香胺的利用

在含 ��� � 苯胺 的培养液中
,

接入藻种
,

培养 � ��
,

将培养液离心
,

取上清液用高压液
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‘

的研究 � � �

相色谱 ��
� � �� � � � � � � 进行测定

。

柱型为 � �� � � � � � �� � 一 �� ,

柱形为 �
�

� � � 又 �多� � �
,

填料为 �那。
,

流动相为 � � 多 水和 �� 多 甲醇、 �多 水和 � �� � 甲醇
,

梯度为 � 多

测器为 � � 一� � � �

�

分
一‘,

检

结 果

�一 � 藻对染料的脱色作用

利用小球藻 �� ��
� � ��� � � �� �� � ��� 对 �� 种偶氮化合物进行脱色试验

。
’

结果见表 � 。

可以看出
,

藻对其中大部分染料具有一定的脱色能力
。

难脱色的 �脱色率� � 外� 有 ��

�� �� �知材一切口。�

》

乏士二屯
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图 � 藻对铬蓝 石� 的脱色作用

� � � � � � � �� � � � � � � � � � � � �  � � � � � � � � �� � �� �� � �� � �

�

—
� � 了� ���� � � � � � � � � “ �了�

△

—
△ � �  � �  ��� 农“ �� �

�
�了 �

�

—
口 �人�� �  ��� �夕� 己� � ��

� � �

�
�

�

�
一

� �

�
�

�
之众狡溉沈

�
�

�

�
�

�
一� � 一 � � � 口

�考功口
山心书侣��侧邻报

0

0 王 2

时间(天)

3
T im e(d 妙)

4

图 2 藻对铬黑 T 的脱色作用

T h e decolori么a t i o n o
f E R I O C H R O M E b l

a e
k T b y

a
l g

a e -

o

—
0 chlor日 l l a P 夕r口n o i d o s a ;

△

—
盛 C hlo r心 l l a 夕“

l g
a r

i
了;

D

—
口 O 了c

i l l
a 不o r

i
a t e n “

1
5



水 生 生 物 学 报 16 卷

表 1 藻对偶氮化合物的降解作用
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续表 1

序序号号 偶氮化合物物 结 构 特 征征 测定波长长 脱 色 率率
NNN O
...
A zo eom P oun d sss C h a raeteristies o王王 o b se r v e ddd P e rc e n ttt

5555555 tr U C tU reee 、V a V eee
d
e g r a d

a :
i
o nnn

lllllllll
e n g t h

(
n
m

))) ( % )))

222 222 觅菜红红 4一 S 0 3
N

a ,
3
‘, 9

’一

(
5 0

,
N

a

)
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5 2 222 Z 000

222 333 节橙橙 斗
一
S O

3
KKK 4 4 111 777

222 444 茜素黄 G GGG 5一 N O
:::

3 5 444 1 777

222 555 酸性黄 G GGG /// 4 0222 1999

222666 酸性红 GGG /// 53111 2555

222777 酸性蓝 G B AAA /// 百2 333 3 000

222 888 媒介黄 G GGG /// 35888 2444

222999 媒介宝蓝 B F TTT /// 42888 1777

333000 媒介红 BBB /// 5 1000 3多多

333 111 普拉黄 G GGG /// 438
‘‘

4
000

333
ZZZ 普拉红 BBB /// 52666 6444

333333 普拉蓝 B A N LLL /// 58000 2000

仁注〕 l
·

(
/ )

: 结构不详 (s
:ruc :u re 15 n ot k no w n

2 ·

表中结构按 原 则命名 N om enel:tu re of the

3 2 2产 3

’

5 t r u e t u r e s
i
n t

h i
s 仁a

b l
e
1
5

b
a s e

d
o n

4

<巨>
三
一上

<亘>
斗,

5 6 6

,

5

’

种
,

可部分脱色的(脱色率 20 一70 多)有 16 种
,

易脱色的(脱色率 > 70 多)有 6 种
。

从表 1 可以看出
,

藻对偶氮染料的脱色程度与染料本身的 结 构 有 关
。

带有一O H
,

一N H
Z
的偶氮化合物脱色率较高

,

如 1一 6 号染料; 而带有一C H
3,
一。一c H

3,
一N 0

2
和

一50
3
的偶氮化合物脱色效果较差

,

如 7一n 号及 23 一24 号染料
。

某些偶氮化合物由于

氨基或经基的存在
,

可以抵消磺酸基对脱色的抑制作用
,

如 12 一21号染料
。

利用脱色效果较好的两种偶氮染料 (铬蓝 SE 和铬黑 T )
,

进行不同藻对偶氮染料脱

色作用的比较试验
,

结果如图 1和图 2所示
。

可以看出
,

这三种藻对两种染料均有较强

的脱色作用
,

但脱色程度有所差异
。

对铬蓝 SE 的脱色效果均高于铬黑 T, 并且蓝藻(小

颤藻 )的脱色能力大于两种绿藻(小球藻及蛋白核小球藻 )
。
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(二) 环境条件对藻脱色作用的影响

选取影响藻生理活动的三种重要环境因子(温度
、

光强
、

p
H ) 进行研究

。

将一种蓝藻

和两种绿藻作为试验藻种
,

采用 L试5
‘

) 正交表
,

对两种染料进行脱色试验
。

将所有脱色

率数据进行统计分析
,

表明在试验条件范围内
,

p
H

、

温度及光照强度对藻脱色能力产生影

响的顺序为 pH > 温度> 光强
,

即 pH 起主导作用
。

通过统计分析
,

可以确定三种藻降解铬蓝 sE 及铬黑 T 的最佳条件
,

如表 2所示
。

表 2 藻降解偶氮染料 的最佳条件
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图 3 藻对染料的利用
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将各组数据进行方差分析
。

结果表明
,

上述三种藻在降解铬蓝 SE 及铬黑T 的过程

中
,

对 pH
、

温度及光强的适应范围较宽
,

在 pH 6
.
8一 10

,

温度 20 一35 ℃
,

光强 400 0一6000

h 范围内
,

脱色效果并无显著差异
。

(
:三) 作为碳

、

氮源
,

藻类对染料的利用

在无机碳
、

氮源含量不同的各组培养液中
,

藻对染料的脱色活性如图 3 所示
。

可见在

不加无机碳
、

氮源的培养液中
,

藻对染料的脱

色活性最大
。

说明三种藻均能以铬蓝 sE 及铬

黑 T 作为唯一碳源及氮源
,

也表明藻对染料的

脱色作用与藻本身的生理代谢过程有关
。

( 四) 染料降解的产物

将经过颤藻和小球藻作用之后的 偶氮染
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料培养液进行紫外分光光度法分析
,

结果如图 4
。

染料经过藻作用后
,

在紫外一可见光范

围内的吸收光谱产生了明显变化
,

表明染料分子结构 已发生重大改变
。

利用红外光谱进一步分析反应产物的结构 (图 , )
。

采用石蜡油作为测试介质
。 a 即

为石蜡油的本底红外图谱
, c

、

d 分别为铬蓝 sE 经颤藻及小球藻作用后的红外图谱
。 与

b 相比
,

在
c、

d 谱图上
,

3 , 0 0一31oon m 波长范围内新出现一明显宽峰
,

此峰代表芳香伯

胺的
一
N

一
H 的伸缩振动峰

,

并且在 1630一 15 7九m 波长范围内的偶氮双键的伸缩振动峰

明显减小 (图中阴影部分)
,

这表明铬蓝 sE 经藻作用后
,

原来的偶氮双键发生断裂
,

形成

芳香胺类化合物
。

( 五 ) 偶氟还原酶的作用

利用小球藻 (c hl or
ella 、

ul ga
r
is ) 和铬蓝 SE 进行偶氮还原酶活性研究

。

结果见表

3o 酶粗制荆本身具有较高的偶氮还原活性
。

在加人外源辅酶 N A D H 或 N A D P H 后
,

这种活性明显提高
。

说明藻类偶氮还原酶能以 N A D P H 或 N A D H 作为电子供体
,

裂解

偶氮键
。

并且 N A D P H 的作用要强于 N A D H 的作用
。

未经影11化的藻其偶氮还原酶活性较低(图 6)
。

表明小球藻的偶氮还原酶是一种诱导

酶
。

底物 可以作为酶的诱导物
,

经过诱导后
,

酶的活性明显提高
。

( 六) 藻对芳香胺的利用

将经过蓝藻及绿藻作用前后的苯胺进行高压液相色谱分析
,

结果见图 7
。

经藻作用

后
,

苯胺的色谱峰面积接近或等于零
,

并 且未检出其它有机物的存在
,

说明这三种藻均可

以有效地降解苯胺
,

使其形成简单的无机物
。
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表 3 藻偶氮还原酶对染料的脱色活性
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讨 论

关于藻能否净化偶氮染料废水
,

研 究得很多
。

曾有人利用颤藻来降低染料废水的色

度
,

取得了一定的效果
〔2J 。

祝玉柯等曾尝试利用三种颤藻制成藻类转盘
〔3 , ,

进行印染废水

的处理
,

发现这种装置对于废水的 BO D
。

及 C O D 的去除均能取得令人满意的效果
。

但上

述工作均未在无菌条件下进行
,

所以不能判定是否仅是藻对染料的作用
。

而有关藻对偶

氮染料降解的深入研究工作尚未见报道
。

藻对偶氮染料的降解受三方面因素的制约
:
l) 染料可降解性

,

主要决定于其分子结

构特征 ;2)藻对染料的利用能力
,

主要取决于其代谢特点;3)环境条件的影响
。
本研究分

别从这三方面进行了较系统的研究
,

发现在诸多方面都类似于偶氮染料的细菌降解过程
。
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有关染料结构对其可生物降解性的影响
,

前人已经做过细菌学方面的工作
。

u
r
us h

-

馆aw
a 等人观测了细菌对不同结构的染料脱色效果的差异[13]

,

发现带有经基和氨基的偶

氮化合物较易被脱色
,

而带有 甲基
、

甲氧基
、

磺酸基和硝基的衍生物则不易被脱色
。

本工

作利用小球藻对 叩 余种偶氮化合物进行脱色试验
,

所得结果与上述结论一致
。

有许多研究证实
,

细菌对偶氮染料的降解速率取决于其细胞对染料的透性
。

细菌对

染料的脱色过程可能包括两个步骤
t1
#]: l) 染料从外部介质穿过细胞壁到达质膜的 移 动

,

这种移动的强度取决于胞壁对染料的吸附
一

解吸附的动态平衡;2)跨膜运输
,

这种运输与

染料分子的结构特征有关
。

磺化染料能阻碍膜运输
,

因而其脱色效果较差
t141 。

本研究发

现
,

藻对磺化染料的降解能力较低
,

这可能与磺化染料较难通过藻细胞膜有关
。

本研究发现
,

藻可以利用某些偶氮化合物作为唯一的碳源和氮源
。

藻对偶氮染料的

作用
,

首先是通过偶氮还原酶使偶氮双键断裂
,

形成芳香胺类化合物
。

藻还能进一步使芳

香胺得到降解
。

这一系列过程都与细菌对偶氮化合物的降解机制相类似呱
‘

气

有关芳香胺生物降解的最终产物
·

许多研究者进行了探索性工作
。

K
”
n
“ 以几种不

同位置的
”C 标记的偶氮染料为底物

,

利用假单胞菌 K F
4‘
和 K F

22
进行降解试验[11]

。

结

果表明
,

有些芳香胺可以被彻底降解生成 C q
,

但更多的是形成其它中间产物
。

关于藻对

芳香胺作用的最终产物
,

尚有待深人研 究
。

本工作证明
,

藻能使苯胺降解成简单无机物
。

根据本研究结果
,

可将藻降解偶氮染料的过程图解如下
,

其中某些细节尚有待证实
。

偶氮化合物

〔R一

一
<互>
-
一<必

一

l偶氮还
原酶

<必
一
v
一
:
一

<亘>一
〕

H H

/

芳香。 一
<必

一N H
’

\

N H

Z

一

骨
一

护 令 勺

H ’
C

一)
H3C
—

,

N H
Z

R
,

灯一
C乓

、

—
CH3

\ /
简单化合物或 C 0

2

应用氧化塘处理印染废水
,

已取得一定成效叨
。

长期以来
,

普遍接受的观点是
,

在氧

化塘藻菌共生系统中
,

有机物的降解是由菌类完成的
,

而藻主要通过光合作用
,

增加水体

的溶解氧
,

为好气微生物的降解活动提供条件阴
。

本研究结果发现
,

藻本身能直接参与偶氮染料的降解
,

这启示我们
,

应该重新评价藻

类在氧化塘净化有机物质过程中的作用
。

印染厂排放废水的 pH 值等因素变化很大
,

这就需要参与印染废水净化的生物 对 环
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境条件的胁迫具较强的适应能力
。

本研究的结果表明
,

藻在降解偶氮染料的过程中
,

对

pH ,

光强及温度均有较宽的适应范围
。

因此
,

在一定条件下
,

藻能保持较高的降解偶氮化

合物的活性
。

这为有效利用藻菌共生系统降解印染废水提供了科学依据
。
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