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活性黑5厌氧生物脱色的自催化作用研究
王兴祖1　程　翔1　郑　慧1　孙德智1�2

（1哈尔滨工业大学市政环境工程学院　2北京林业大学环境科学与工程学院）

摘要：该文研究了活性黑5（RB5）经沼泽红假单胞菌W1脱色后的代谢物对 RB5厌氧生物脱色的影响�实验结果表
明：RB5的脱色代谢物能明显促进W1对 RB5的脱色�同时对菌株 W1生长有促进作用；不同浓度 RB5的脱色代谢
物均能促进菌株W1对 RB5的脱色�并使培养液氧化还原电位（ORP）降低�其中200mg/L RB5脱色产物对脱色的促
进作用最大；RB5的脱色代谢物对 RB5厌氧污泥脱色的促进作用与纯菌相似�不同的是它对厌氧污泥生长有一定
抑制作用。循环伏安分析的实验结果表明：RB5脱色代谢物具有氧化还原介体的性质�其可逆的氧化还原峰分别
位于83和－220mV�说明 RB5脱色代谢物对脱色的作用是通过氧化还原介体的机制实现的。通过对比 RB5、W1胞
外代谢物和 RB5脱色代谢物的循环伏安特性可知�氧化还原介体来自 RB5的脱色产物�即 RB5厌氧生物脱色时具
有自催化的特性。
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The effects of decolorization metabolites （DM） of Reactive Black 5 （RB5） from Rhodopseudomonas
palustris W1on the biodecolorization of RB5under anaerobic condition were investigated．The results indicated
that DM significantly enhanced the decolorization rate of RB5and the growth rate of W1∙DM of different
concentration RB5played a crucial role for stimulating decolorization�in which DM of200mg/L RB5brought
the highest effect�and accelerated the decrease of ORP as well．Stimulation of decolorization of anaerobic
sludge by DM was similar to decolorization of W1�but it differed in that DM would slightly inhibit the growth
of bacteria in anaerobic sludge．Cyclic voltammogram of DM showed that pair current peaks of reversible
oxidation and reduction appeared at potential of83and －200mV�respectively�indicating DM may present as
redox mediators to enhance the RB5decolorization．Comparison of cyclic voltammogram of RB5solution�DM�
and extracellular metabolites （EM） of the strain W1further demonstrats that the redox mediators existing in the
DM of RB5 decolorizaiton�namely RB5 play the role of autocatalysis in the process of an anaerobic
biodecolorization．
Key words　 Rhodopseudomonas palustris；Reactive Black5；decolorization metabolites；redox mediators；
biodecolorization

　　偶氮染料是染料中品种和数量最多的一类�包
括活性、酸性、直接、阳离子和分散染料等�其产量约
占有机染料产品总量的60％～70％［1］。在偶氮染料
的生产和使用中�约有10％～15％的剩余染料随废

水排出�这些排放到环境中的染料不仅影响美观和
水生植物的生长�同时许多偶氮染料和它们的代谢
产物对生物具有三致（致癌、致突变、致畸）作用［2］。
因此�偶氮染料的降解研究越来越引起人们的重视。
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厌氧条件下偶氮结构能够被一些细菌还原酶裂

解为无色的芳香胺。目前�部分细菌细胞质偶氮还
原酶已经得到纯化和鉴定［3--6］。然而�含有极性磺酸
基团的偶氮染料难以渗透通过细胞膜�同时�被认为
是初级电子供体的 NAD（P）H对于细胞膜也具有不
可渗透性。因此高极性偶氮染料的还原应该发生在
细胞外侧［1］�这个现象已通过偶氮染料胞外还原剂
的间接非生物性还原［7］�以及原生质膜外侧还原酶
的直接还原所证实。理论上�氧化还原介体能使还
原当量更容易地从细胞内转移到基质中的染料。这
个假说最早在研究普通变型杆菌（ Proteus vulgaris）
对食用偶氮染料脱色时被提出［8］。近年来的许多报
道指出�氧化还原介体（通常为醌型化合物）能有效
促进偶氮染料脱色［9--11］。氧化还原介体对细菌偶氮
染料脱色的参与已经得到公认。这些氧化还原介体
的研究通常为外源的化合物加入到脱色体系中�但
最近的研究表明�“内源”性的氧化还原介体也是存
在的。Keck等［12］观察到利用2--萘磺酸盐对鞘氨醇
单胞菌（Sphingomonas sp．）进行好氧驯化�产生的代
谢物能作为氧化还原介体促进该菌株后续的厌氧脱

色。Van der Zee等［13］研究发现�酸性红7（AO7）厌氧
还原过程中存在自催化效应�并认为 AO7的还原产
物之一－－－1--氨基--2--萘酚能促进染料自身的脱
色。此外�自然界土壤腐殖质中的某些物质也能够
充当氧化还原介体�促进偶氮染料的还原脱色［14--15］。

本实验通过沼泽红假单胞菌W1研究了活性黑
5（RB5）脱色代谢物对 RB5厌氧脱色的影响�发现
RB5脱色代谢物能显著促进 RB5脱色�即 RB5具有
厌氧脱色自催化作用。通过循环伏安的分析证实
RB5脱色产物具有氧化还原介体性质�在此基础上
初步探讨了 RB5自催化脱色的机理。
1　材料与方法
1∙1　染　料

双偶氮染料 RB5�购自中国浙江邦化集团有限
公司�最大吸收波长位于600nm处。
1∙2　微生物和培养基

从处理染料废水的厌氧填充床反应器中分离得

到1株紫色非硫细菌�经鉴定命名为沼泽红假单胞
菌W1（Rhodopseudomonas palustris W1）。采用修改的
Van Neil 培养基（碳源修改为4g/L 的乳酸钠）作为
菌株W1基础培养基（BM）�脱色培养基为 BM中添
加浓度为200mg/L的 RB5。

厌氧污泥取自哈尔滨某污水处理厂厌氧污泥�
经染料 RB5反复驯化直至获得稳定高效的脱色率
后使用。厌氧污泥脱色所用的培养基（g/L）：蔗糖5�
乙酸钠1�NH4Cl1�K2HPO40∙2�MgSO40∙2�NaHCO3
0∙5�RB50∙2�少量微量元素。微量元素组成（g/L）：

MnSO4·7H2O0∙01�ZnSO4·7H2O0∙05�H3BO30∙01�CaCl2
0∙01�Na2MoO40∙01�CoCl2·6H2O0∙2�AlK（SO4）20∙01。
1∙3　染料代谢物及菌体的获得

用菌株W1对 RB5进行厌氧脱色�待脱色完全
后将培养液在8000r/min下离心5min�得到菌体和
上清液。菌体作为后续实验的种子接种；上清液经
0∙22μm 滤膜过滤进一步去除菌体�滤出液称脱色
代谢物（DM）。同理�BM培养的菌液进行上述操作�
则获得W1胞外代谢物（EM）。DM和 EM对脱色影
响的实验中�DM 和 EM 的接入量均为10％（体积
比）。
1∙4　不同浓度 RB5的 DM的获得

分别以含有不同浓度 RB5（100、200、400、600和
800mg/L）的脱色培养基培养菌株W1�然后按照1∙3
操作获得一系列不同浓度 RB5的 DM�为别记为
DM100～DM800。在随后的脱色实验中�分别将其按
照10％（体积比）的接入量加到脱色培养基中。
1∙5　不同浓度 RB5的 DM对 RB5生物脱色的影响

分别将 DM100～DM800及 EM 接入（接入体积
比为10％）纯菌及厌氧污泥的脱色培养基�来研究
不同浓度 DM对生物脱色的影响。纯菌W1的初始
生物量为50mg/L�厌氧污泥初始生物量为2g/L。
1∙6　脱色条件

脱色实验在250mL 广口瓶中进行�装液量200
mL。在厌氧、静置、30℃条件下脱色�纯菌株 W1的
脱色增加光照（2000lx）。每5h 取样分析�每组实
验设3个平行样�取其平均值。
1∙7　分析方法
1∙7∙1　细胞干重的测定

生物量由菌液660nm 处的光密度值（ OD）确
定。细胞干重（mg/L）和 OD 值的对应关系为（R2＝
0∙9989）：细胞干重＝413∙1OD--2∙4。
1∙7∙2　氧化还原电位（ORP）的测定

ORP的检测采用 PHS--25型酸度计的 ORP 复合
电极。
1∙7∙3　脱色率的测定

取4mL 培养液�加入到离心管中�8000r/min
离心5min�取上清液在分光光度计上测定600nm
处的吸光度值�并以不接菌的脱色培养基为对照�计
算脱色率。脱色率＝（At－A0）/A0×100％（A0为脱
色前培养基的吸光度值�At 为脱色后培养基的吸光
度值）。
1∙7∙4　循环伏安分析

循环伏安分析采用三电极体系�以玻碳电极（d＝3
mm）为工作电极�铂丝为辅助电极�Ag/AgCl 为参比
电极。用263A型电化学分析仪测试并做循环伏安
曲线。扫描速率为50mV/s�扫描范围在－500～500
mV。所用支持电解质 Na2SO4的浓度为0∙1mo/l L�
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实验前样品经高纯氮气除氧30min。
2　结果与分析
2∙1　DM对 RB5纯菌脱色的影响

加入 DM能显著促进菌株W1脱色（图1）�20h
脱色率达到96％�此时空白脱色率不足80％。而在
没有菌株W1存在时 DM 不能单独完成脱色（数据
未列）。说明 DM 能够刺激菌株 W1脱色而自身没
有脱色能力�同时也排除了 DM 中酶参与脱色的可
能。EM对 RB5脱色影响不大�25h 时脱色率不足
80％�与空白接近�说明 DM中促进脱色的活性组分
不是由菌株W1自身基础代谢产生的。加入等体积
培养基的空白实验组至25h 为止�其脱色率只有
77％�说明 DM 促进脱色也不是因为自身带有的少
量残留的营养物。由此表明�DM 能够显著提高菌
株W1对 RB5的脱色速率�并且促进脱色的活性组
分应为 RB5降解的中间体�即 RB5具有自催化脱色
作用。

图1　DM对 RB5脱色的影响
FIGURE1　Effects of DM on decolorization of RB5

加入DM后20h细胞浓度达到320mg/L（图2）�
是空白的1∙9倍�说明 DM亦能促进菌株W1生长。
而 EM对细胞浓度影响不大。值得注意的是�在5h
内细胞生长处于停滞状态�而加 DM 的实验组脱色
速率是空白的2倍�说明 DM 对脱色的促进不是通
过增加生物量来实现的。
2∙2　不同浓度 RB5的 DM对 RB5纯菌脱色的影响

不同浓度的 DM（DM100～DM800）均能够促进
菌株W1对 RB5的脱色（图3）。其中 DM200对脱色
的促进作用最显著�5h 脱色率接近70％。高浓度
DM（DM600～DM800）对脱色的促进能力下降�可能
是高浓度 DM中的有害产物浓度达到了毒性水平�
使 DM对脱色的促进受到一定限制。从菌株W1生
长（图4）来看�低浓度的 DM（DM100～DM400）能促
进菌株W1生长�而高浓度 DM（DM600～DM800）抑
制菌株W1生长。

偶氮染料的厌氧脱色是在厌氧条件下发生的非

图2　DM对W1生长的影响
FIGURE2　Effects of DM on the growth of W1

图3　不同浓度 DM对 RB5脱色的影响
FIGURE3　Effects of DM with different concentrations

on biodecolorization of RB5

图4　不同浓度 DM对W1生长的影响
FIGURE4　Effects of DM with different concentrations

on the growth of W1

特异性的还原过程�较低的氧化还原电位�是染料厌
氧脱色所必需的。从培养液氧化还原电位的变化
（图5）可以看出�加入不同浓度 RB5的 DM 均能加
快培养液ORP的降低�5h内ORP由100mV下降到
－400mV左右�而空白在5h时 ORP 仅为－300mV
左右。目前认为偶氮染料的厌氧还原是由细菌在低
ORP条件下催化完成的�DM 使 ORP 迅速达到较低
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的范围�这对染料的厌氧脱色是有利的。另外�加入
不同浓度的 DM均使培养液终 ORP 低于空白�加入
高浓度的 DM能获得更低的 ORP�但对比其脱色率
的情况可以发现�更低的 ORP 没有进一步提高 RB5
的脱色速率。

图5　不同浓度 DM对 ORP 的影响
FIGURE5　Effects of DM with different concentrations on ORP

2∙3　不同浓度的 DM对 RB5污泥脱色的影响
已有研究表明�氧化还原介体能促进厌氧污泥

中的多种微生物脱色。为了研究 DM对微生物脱色
作用的广谱性�考察了 DM对厌氧污泥脱色的影响。
DM对厌氧污泥脱色的影响（表1）与菌株W1类似�
不同浓度的 DM对脱色均有促进作用�且脱色速率
随着 DM浓度的提高而增大�加入 DM800时5h 内
脱色率达到52∙85％�而空白只有15∙25％。DM 对
厌氧污泥生长的作用为抑制效应（表2）�DM 浓度
在 DM400以下表现为轻微抑制�高于 DM400则污泥
生物量迅速下降。高浓度 DM能获得更低的终 ORP
（表2）�这可能与DM中的氧化还原介体有关。因为
氧化还原介体能使还原当量更容易地从胞内转移到

胞外�从而加速培养基中 ORP下降。
表1　不同浓度 DM对厌氧污泥脱色的影响

TABLE1　Effects of DM with different concentrations
on decolorization by sludge

时间/h 脱色率/％
EM DM100 DM200 DM400 DM600 DM800

0 0 0 0 0 0 0
5 15∙25 34∙26 35∙74 41∙07 49∙54 52∙85
10 36∙21 56∙34 65∙27 70∙46 75∙21 73∙29
15 60∙33 78∙59 80∙48 85∙31 88∙32 85∙97
20 80∙30 98∙64 99∙20 99∙54 99∙27 99∙02
表2　不同浓度 DM对厌氧污泥生物量和 ORP 的影响
TABLE2　Effects of DM with different concentrations

on biomass of sludge and ORP level
EM DM100 DM200 DM400 DM600 DM800

生物量/（mg·L－1） 1630 1570 1580 980 642 454
终 ORP/mV －452 －440 －486 －520 －544 －547

2∙4　DM的循环伏安特性
为了确定 DM 中氧化还原介体的存在及来源�

分别对 RB5、DM和 EM进行循环伏安分析。RB5的

DM（图6）有一对可逆的氧化还原峰�其可逆氧化峰
位于83mV 左右�可逆还原峰位于－220mV 左右�
表明 DM能够发生可逆的氧化还原反应�具有氧化
还原介体的性质。因此�DM 对脱色的促进作用很
可能是通过氧化还原介体来完成的。RB5溶液（图
7）在－500mV到500mV扫描范围内没有氧化还原
峰出现�表明氧化还原介体不是来源于 DM 残余的
RB5。另外�EM（图8）没有氧化还原峰出现�说明氧
化还原介体非菌体自身产生的�而是来源于 RB5的
脱色产物。

图6　DM200的循环伏安特性
FIGURE6　Cyclic voltammogram of DM200

图7　RB5的循环伏安特性
FIGURE7　Cyclic voltammogram of RB5solution

3　结论与讨论
1）RB5经菌株W1脱色生成的 DM 能够对 RB5

的脱色产生明显的促进作用。同时�RB5生成的DM
也能促进菌株W1的生长。
2）不同浓度的 DM 均能够促进 RB5的纯菌脱

色�DM200对 RB5脱色促进作用最明显。而 DM对
菌株W1生长的影响为：低浓度的 DM促进生长�高
浓度的 DM抑制菌体生长。不同浓度的 DM均引起
培养液 ORP迅速下降�其终 ORP 也低于空白�达到
了－500mV以下。
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图8　EM的循环伏安特性
FIGURE8　Cyclic voltammogram of EM

3）以污泥为脱色主体获得了与纯菌相似的脱色
结果�说明 RB5自催化脱色不仅限于脱色主体为
W1�而很可能是 RB5生物脱色中的普遍现象。
4）分别对RB5、DM和 EM进行了循环伏安分析�

结果表明�DM具有氧化还原介体的性质�可通过氧化
还原介体的机制来加速偶氮染料的脱色。而 RB5自
身以及菌株W1基础代谢产生的EM无氧化还原介体
性质�说明氧化还原介体来自RB5的脱色产物。

对于纺织偶氮染料的自催化�目前文献报道的
有 AO7和活性红2�未见有 RB5自催化的报道。本
实验的结果表明�RB5能够通过脱色产物促进自身
的脱色�即偶氮染料 RB5具有自催化脱色的性质。
对于偶氮染料自催化的机制�到目前为止仍不十分
清楚�在对 AO7［13］和活性红2自催化的研究中�研
究者推测偶氮染料的自催化是由于氧化还原介体的

作用�但没有给出相应的证据。本实验通过对 RB5
脱色产物循环伏安的分析证明�RB5的脱色产物具
有氧化还原介体的特性�由此可知�RB5自催化是通
过氧化还原介体来实现的。在此过程中�RB5脱色
形成的还原态介体与偶氮染料相作用�使偶氮键被
还原�而自身转变为氧化态�氧化态介体再从菌体得

图9　推测的 RB5脱色的自催化过程
FIGURE9　Proposed process of autocatalysis in RB5decolorization

到电子重新生成还原态介体�继续还原偶氮染料�如
此往复来提高偶氮染料的还原速率。推测的 RB5
自催化过程如图9所示。
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