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毛霉ＢＦＬ－５菌株的分离鉴定及染料脱色特性
罗　晓，王　婷，刘瑞龙，赵　兵，李盼盼

（河北科技大学环境科学与工程学院，河北石家庄　０５００１８）

摘　要：筛选对染料具有良好脱色能力的真菌。采集当地腐朽树木样品，以染料脱色为目标，筛选、
分离真菌菌株；采用真菌２６ＳｒＤＮＡ　Ｄ１／Ｄ２区域鉴定法对菌种的２６ＳｒＤＮＡ进行测序。以花生壳
等为固定化培养载体，培养得到固定化真菌，用于对含酸性红Ｂ，酸性金黄Ｇ，直接湖蓝５Ｂ，直接耐
晒黑Ｇ等染料的模拟染料废水脱色实验。初步鉴定其为毛霉属的一种，暂定名为ＢＦＬ－５；经过固
定化真菌１２ｈ反应，以上４种染料的浓度均下降了９０％以上。本研究可为染料废水脱色工艺提供
新的菌种。
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　　工厂在生产或使用化学染料的过程中所排放的染料、染色废水有机污染物成分复杂、浓度高、色度大，属
于处理难度较大的工业废水。废水中所含多种化学染料会对人体健康和生态环境造成危害，一些偶氮染料、
蒽醌染料及其降解产物具有致癌性，有的染料对人类和一部分哺乳动物的皮肤和眼睛、呼吸道和肠道产生刺
激。染料的色度会影响水体的透明度并毒害水中微生物、鱼类等，破坏水体生态环境［１－２］。染料、染色废水的
处理方法主要包括物理处理和化学处理，常用的工艺技术有混凝沉淀、吸附、蒸馏、气提、萃取、化学氧化、电
解、光催化氧化、超滤膜、好氧生物处理、厌氧生物处理等。在实际工程应用中多采用几种不同的处理技术组
成系统的工艺流程以强化处理效果［３－４］。生物法处理染料、染色废水应用广泛，但是有许多染料属于难生物



降解的有机物［５］，为提高生物处理的效率，从２０世纪８０年代开始，国内外不断研究从自然界筛选、分离对降
解化学染料更为高效、广谱、适应性更强的微生物，主要类型有真菌、细菌、藻类等［６－１５］。笔者自主分离出一
株对多种染料具有显著脱色效果的毛霉菌，以花生壳等为固定化培养载体，经接种培养得到固定化毛霉，比
较了固定化毛霉对几种染料脱色的效果。

１　材料与方法

１．１　培养基及培养条件

１．１．１　固体培养基
固体培养基的制备方法：将新鲜的土豆洗净削去皮后切成小块，称取１００ｇ放入烧杯中定容，得到５００

ｍＬ土豆浸液；在此土豆浸液中加入１０ｇ葡萄糖，１．５ｇ　ＫＨ２ＰＯ４，０．７５ｇ　Ｍｇ２ＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，１０ｇ琼脂，ｐＨ
值调节为４．５左右，灭菌后分装备用。固体培养基用于菌种的分离、纯化及菌种保存。

１．１．２　液体培养基
液体培养基的制备方法：取５００ｍＬ土豆浸液、５００ｍＬ蒸馏水，加入１０ｇ葡萄糖，０．２ｇ氯化铵，０．２ｇ

ＫＨ２ＰＯ４，０．０５ｇ　ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０．０１ｇ　ＣａＣｌ２，搅拌使其溶解，分装于锥形瓶中灭菌后备用。液体培养基
在加入染料后用于菌种的脱色实验。

１．１．３　培养条件
使用固体培养基培养菌种时放置于生化培养箱中培养，使用液体培养基做菌种的脱色实验时采用恒温

摇床，培养温度均控制在（３５±１）℃。

１．２　实验菌种
本实验所用的ＢＦＬ－５菌株是从自行采集的腐朽树木样品中筛选、分离出的一株具有良好脱色效果的毛

霉菌。

１．３　实验中所用的染料
实验选用了４种生物难降解的偶氮染料：酸性红Ｂ，直接耐晒黑Ｇ，酸性金黄Ｇ，直接湖蓝５Ｂ，考察毛霉

ＢＦＬ－５菌株对含偶氮染料的废水降解、脱色的效果。

１．４　废水色度分析方法
实验使用ＶＩＳ－７２２０型分光光度计测定染料废水的色度。首先用分光光度计分别对不同的染料进行吸

收光谱扫描，以确定各种染料的最大吸收波长，所得结果：酸性红Ｂ最大吸收波长为５１６ｎｍ，直接耐晒黑Ｇ
最大吸收波长为６３９ｎｍ，酸性金黄Ｇ最大吸收波长为４２５ｎｍ，直接湖蓝５Ｂ最大吸收波长为５９８ｎｍ；然后
分别制作每种染料的浓度－吸光度曲线；测定实验水样的吸光度，通过浓度－吸光度曲线确定废水中染料的浓
度，计算脱色效率。
脱色效率计算公式如下：

η＝（Ｃ０－Ｃｘ）／Ｃ０×１００％ 。

　　式中：Ｃ０ 为废水处理前染料的质量浓度（ｍｇ／Ｌ）；Ｃｘ 为废水处理后染料的质量浓度（ｍｇ／Ｌ）；η为脱色效
率（％）。

２　结果与讨论

２．１　菌种的筛选及初步鉴定
菌种分离和筛选的主要步骤：从石家庄市附近采集许多个带有白色丝状物的腐朽树木样品，然后分别取

１ｇ朽木样品加入１００ｍＬ含约５０ｍｇ／Ｌ酸性红Ｂ染料的液体培养基中，置于恒温摇床，控制温度为（３５±
１）℃振荡培养，观察其脱色效果；优选脱色效果好的菌种转接至固体培养基上培养，收集其孢子后再进一步
分离及纯化；反复进行多次“脱色筛选—转接—分离及纯化”，即得到脱色效果显著的纯种菌株，该菌株在土
豆固体培养基上充分成长后，在培养基上长满白色的气生菌丝。通过显微拍照（照相显微镜选用奥林巴斯

ＢＨＢ－３Ａ）观察了营养菌丝及孢子的形态：由图１可见，营养菌丝多分支、无隔膜；由图２可见，该菌株的气生
菌丝顶部生长有呈球状的孢子囊，孢子囊内为黑色孢子，暂定名为ＢＦＬ－５菌株。
将ＢＦＬ－５菌株委托宝生物工程（大连）有限公司采用真菌２６ＳｒＤＮＡ　Ｄ１／Ｄ２区域鉴定法对菌种的２６Ｓ

４１５ 河 北 科 技 大 学 学 报　　　　　　　　　　　　　　　　２０１１年　



ｒＤＮＡ进行测序，并用ＢｉｏＥｄｉｔ序列分析软件分析并得到２６ＳｒＤＮＡ测序结果图；然后应用Ｂｌａｓｔ算法对生
物序列进行序列比对分析，将Ｂｌａｓｔ结果与基因库中已登录的序列进行同源性比对，表明ＢＦＬ－５菌株属于接
合菌门→毛霉科→毛霉属。
实验表明该菌株也具有降解废水中土霉素的能力［１６］。

10 滋m

图１　ＢＦＬ－５菌株的营养菌丝体
Ｆｉｇ．１　Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ　ｍｙｃｅｌｉａ　ｏｆ　ＢＦＬ－５ｆｕｎｇａｌ　ｓｔｒａｉｎ
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图２　ＢＦＬ－５菌株的气生菌丝及孢子囊
Ｆｉｇ．２　Ａｅｒｉａｌ　ｈｙｐｈａｅ　ａｎｄ　ｓｐｏｒａｎｇｉｕｍ　ｏｆ　ＢＦＬ－５ｆｕｎｇａｌ　ｓｔｒａｉｎ

２．２　毛霉的固定化载体材料的比较
本实验以含有真菌生长和产酶所需的碳源和其他营养成分的花生壳、玉米芯、秸秆粉作为毛霉的固定化

载体，使菌丝生长、固定于载体上，以达到保持生物活性又易于分离、反复使用的目的。固定化毛霉的制备方
法如下：将新鲜、干燥的花生壳（或玉米芯、秸秆粉），粉碎成１～５ｍｍ细末作为原料，称取１００ｇ原料粉加入

１２０ｍＬ土豆浸液，１．０ｇ　ＣａＳＯ４，０．２ｇ　Ｍｇ２ＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，ｐＨ值调节为５．０左右，分装于平皿后灭菌；将毛
霉ＢＦＬ－５菌株的孢子悬浮液接种到平皿载体上，于（３５±１）℃生化培养箱中培养９６ｈ，载体上长满白色菌丝
后即获得固定化毛霉，用于脱色实验。

时间/h

脱
色
效
率
/%

�

��

��

��

��

���

� � � � � � � 	 � 
 �� �� ��

��
��

�
�
�

�
�

���
���
����

100

80

60

40

20

０ １０ １２１1２1 ２ 3 4 5 6 7 8 9

—花生壳；

�

��

��

��

��

���

� � � � � � � 	 � 
 �� �� ��

��
��

�
�
�

�
�

���
���
����

�

��

��

��

��

���

� � � � � � � 	 � 
 �� �� ��

��
��

�
�
�

�
�

���
���
����

�

��

��

��

��

���

� � � � � � � 	 � 
 �� �� ��

��
��

�
�
�

�
�

���
���
����

—秸杆粉—玉米芯；

图３　３种载体固定化毛霉ＢＦＬ－５的
脱色效果对比图

Ｆｉｇ．３　Ｃｏｎｔｒａｓｔ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　ｔｈｒｅｅ　ｋｉｎｄｓ　ｏｆ　ｃａｒｒｉｅｒ

ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｍｕｃｏｒ　ｓｐ．ＢＦＬ－５ｄｅｃｏｌｏｒｉｚａｔｉｏｎ．

实验分别用花生壳、玉米芯、秸秆粉作为毛霉的固
定化载体制备固定化毛霉，比较其对染料酸性红Ｂ的脱
色效率。脱色实验取用３个２５０ｍＬ三角瓶进行，分别
向瓶中加入９０ｍＬ液体培养基和１０ｍＬ质量浓度为１
ｇ／Ｌ的酸性红Ｂ溶液，配制成质量浓度约为１００ｍｇ／Ｌ
的模拟染料废水；然后分别称取３．０ｇ（湿重）３种固定化
毛霉放入三角瓶内，将实验瓶置于（３５±１）℃恒温摇床
振摇进行脱色反应，定时取样分析。花生壳、玉米芯、秸
秆粉作为载体的固定化毛霉脱色效果见图３。
由图３可见用花生壳、玉米芯、秸秆粉作为毛霉的

固定化载体制备固定化毛霉对含酸性红Ｂ的染料废水
均有显著的脱色效果，经１２ｈ振摇反应对酸性红Ｂ的
脱色效率超过９０％，其中以花生壳作为毛霉ＢＦＬ－５菌
株的固定化载体效果最佳，经过９ｈ反应脱色效率即可
超过９０％。

２．３　固定化毛霉ＢＦＬ－５菌株对不同染料脱色效率的比较
用以花生壳为载体制备的固定化毛霉ＢＦＬ－５分别对含有酸性红Ｂ，酸性金黄Ｇ，直接湖蓝５Ｂ，直接耐晒

黑Ｇ等４种染料的模拟废水进行脱色实验。
实验方法：分别向２５０ｍＬ三角瓶中加入９５ｍＬ液体培养基，再分别加入５ｍＬ质量浓度为１ｇ／Ｌ的酸

性红Ｂ，酸性金黄Ｇ，直接湖蓝５Ｂ，直接耐晒黑Ｇ等４种染料溶液配制成质量浓度约为５０ｍｇ／Ｌ的模拟染料
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废水，然后各称取３．０ｇ（湿重）以花生壳为载体制备的固定化毛霉放入三角瓶内，将实验瓶置于（３５±１）℃恒
温摇床振摇进行脱色反应，定时取样分析残留的染料质量浓度，实验结果见图４。

　　由图４可见：以花生壳为载体制备的固定化
毛霉ＢＦＬ－５对酸性红Ｂ，酸性金黄 Ｇ，直接湖蓝

５Ｂ，直接耐晒黑Ｇ等４种染料均有显著的降解效
果，经过１２ｈ反应，固定化毛霉对４种染料的脱
色效率都超过９０％。
但是固定化毛霉ＢＦＬ－５对不同染料降解速

率不同，对分子量较小的染料降解速度较快；反
之，对分子量较大的染料降解比较慢。表１比较

表１　染料分子量与降解速率的关系
Ｔａｂ．１　Ｄｙｅ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ａｎｄ　ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ　ｒａｔｅ　ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ

染料种类 相对分子量 ８ｈ染料脱色效率／％

酸性红Ｂ　 ５０２．４２　 ９２．８

酸性金黄Ｇ　 ３７５．３８　 ９１．８

直接湖蓝５Ｂ ９９２．８３　 ７７．６

直接耐晒黑Ｇ　 ８３９．７７　 ７８．４

了染料分子量与经过８ｈ反应染料脱色效率的关系。

２．４　不同初始浓度的直接湖蓝５Ｂ染料的脱色效率
用以花生壳为载体制备的固定化毛霉ＢＦＬ－５对初始质量浓度为５０ｍｇ／Ｌ，１００ｍｇ／Ｌ和２００ｍｇ／Ｌ直接

湖蓝５Ｂ的３种不同的模拟废水分别进行脱色实验，其他实验条件同上，经过定时取样分析，得出不同的初
始质量浓度下反应时间与脱色效率相关曲线见图５。
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图４　固定化毛霉ＢＦＬ－５对４种染料的模拟废水
脱色实验染料残留浓度随时间变化曲线
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图５　固定化毛霉ＢＦＬ－５对不同初始
浓度的直接湖蓝５Ｂ脱色效率

Ｆｉｇ．５　Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｍｕｃｏｒ　ｓｐ．ＢＦＬ－５’ｓ　ｄｅｇｒａｄｉｎｇ
ｄｉｒｅｃｔ　ｂｌｕｅ　５Ｂｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｉｎｉｔｉａｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ．

　　由图５可见：固定化毛霉ＢＦＬ－５对不同初始质量浓度的直接湖蓝５Ｂ的脱色效率有较大的差别，直接湖
蓝５Ｂ质量浓度低于５０ｍｇ／Ｌ时，脱色效果较好；直接湖蓝５Ｂ质量浓度为１００ｍｇ／Ｌ时，脱色效果较差；直接
湖蓝５Ｂ质量浓度达到２００ｍｇ／Ｌ时，基本没有脱色效果，显示出直接湖蓝５Ｂ对毛霉ＢＦＬ－５菌株的抑制作用。

３　结　论

１）本实验采集腐朽树木上生长的真菌样品，经过筛选、分离出脱色效果显著的ＢＦＬ－５的菌株；采用真菌

２６ＳｒＤＮＡ　Ｄ１／Ｄ２区域鉴定法进行了初步鉴定，判明该菌种属于接合菌门→毛霉科→毛霉属。

２）以花生壳、玉米芯、秸秆粉作为毛霉的固定化载体制备固定化毛霉，比较其对酸性红Ｂ染料的脱色效
率，结果表明以花生壳作为毛霉ＢＦＬ－５菌株的固定化载体效果最佳，经过９ｈ反应，对酸性红Ｂ的脱色效率
超过９０％。结果表明，毛霉ＢＦＬ－５菌株可作为染料废水脱色的新菌种。

３）以花生壳为载体制备的固定化毛霉ＢＦＬ－５对酸性红Ｂ，酸性金黄Ｇ，直接湖蓝５Ｂ，直接耐晒黑Ｇ等４
种染料均有显著的脱色效率，经过１２ｈ降解反应，４种染料的浓度均下降了９０％以上。

４）固定化毛霉ＢＦＬ－５菌株对分子量较小的染料降解速度较快，对分子量较大的染料降解得比较慢。分
子量较大的直接湖蓝５Ｂ质量浓度达到２００ｍｇ／Ｌ时，出现抑制作用，基本没有脱色效果。

６１５ 河 北 科 技 大 学 学 报　　　　　　　　　　　　　　　　２０１１年　
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