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摘要：在非灭菌条件下维持白腐真菌反应器连续运行是在水处理领域实际应用白腐真菌的前提 %采用臭氧控制白腐真菌反应

器中的污染细菌，以连续运行方式考察了自由悬浮培养的白腐真菌体系中控菌、产酶、&’ 变化及对酸性蓝 $( 的降解特性 %结
果表明，在白腐真菌反应器系统的控菌单元，以 ")"!$$ *+,*-.臭氧投加速率，可成功将白腐真菌反应器内污染细菌控制在 ! /
!"0 123,以下，其去除率接近 445；成功实现了白腐真菌反应器连续合成锰过氧化物酶（最大剩余酶活 (" 3,6）和对酸性蓝 $(
的持续降解（$"5 7 #"5）；发现 &’ 值在 0 左右时，白腐真菌培养体系仍然具有合成锰过氧化物酶和对酸性蓝 $( 的持续降解

的能力；提出在控制污染细菌的前提下，如何维持白腐真菌的持续生长及高产酶是进一步实现白腐真菌反应器连续运行的主

要问题 %
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随着社会的发展，人工合成有机、有毒物质的种

类和数量急剧增加 %常规理化和生物方法往往难以

去除这些物质，促使人们研究新方法和新技术以解

决这些污染物带来的日益突出的环境问题 %
白腐真菌（!"#$%&’("#%)% ("&*+’+,’&-./）在次生代

谢阶段能向胞外分泌木质素降解酶系统，主要包括

过木质素过氧化物酶（6-Y）和锰过氧化物酶（_.Y），

对木质素进行降解 %此酶系的催化反应是以自由基

为基础的链反应过程，具有非特异性和强氧化性，使

其除了可以降解木质素，还能降解环境中的许多异

生物质和有毒有机污染物［!］%因此，白腐真菌在水污

染控制、土壤修复、造纸工业的生物制桨以及纸浆的

生物漂白等方面具有重要的潜在应用价值 %

然而，无论国内还是国外，对白腐真菌处理含难

降解污染物废水的研究都还停留在实验室研究阶

段，应用到实际工程中的案例基本没有 %制约白腐真

菌在实际工程中应用的主要原因之一是反应体系的

染菌问题［:］%一旦其它菌群进入白腐真菌反应体系

中，这些菌群就会与白腐真菌争夺营养物质和生存

空间 %由于这些菌群（主要是单细胞微生物）的繁殖

速度比白腐真菌快，很快即可在白腐真菌反应体系
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内占优势［!］，而白腐真菌因缺乏营养将停止生长，进

而影响胞外降解酶系的分泌［"］，使整个处理系统不

能正常运行［#］$
目前有关白腐真菌反应器的研究几乎都是在灭

菌条件下进行的［%，&］$但是如果对实际工程中的反应

器、培养液、载体以及废水都进行灭菌处理并保证处

理过程不染菌，显然将大大增加处理工艺的运行

成本 $
最近几年，白腐真菌的染菌问题引起了国外科

学家的重视，并开始了一些初步的研究工作，但都未

能取得满意的效果 $ ’()*+, 等［-］采用温度（#./下停

留 0. 1*2）对污染的细菌进行控制，达到约 -.3的控

制率 $ 4*56, 等［7］采用限氮培养基、低 89 条件都未能

抑制住细菌的污染 $
基于木质素降解酶和臭氧的反应机制，笔者提

出采用低浓度臭氧控制白腐真菌反应器中的污染细

菌 $前期的研究结果表明：在不影响白腐真菌和 :2;
活性的条件下，低浓度臭氧能有效控制污染细菌的

数量（可达到 77<&3的控制率）［0.］$ 采用 =,>(?@* 法

对臭氧控制白腐真菌反应器中的细菌污染的条件进

行优化，得到其最佳条件组合为：反应器水力停留时

间 ! A、杀菌单元循环速率 # 14B1*2、的臭氧作用时

间 %. 1*2、臭氧投加速率 .<.0"" 1>B1*2$
本研究在前期工作的基础上，在采用臭氧对白

腐真菌反应器中污染细菌进行控制的非灭菌条件

下，考察 ! $ "#$%&’&(’$)*+ 对酸性蓝 "# 的降解特性，

进一步探索白腐真菌反应器运行中所存在的问题，

以期为在自然（非灭菌）环境下实施白腐真菌处理

废水奠定基础 $

! 材料与方法

!"! 菌种

采用的白腐真菌菌种是由本实验室保存的黄孢

原毛平革菌（! $ "#$%&’&(’$)*+ CD:E’E0&%&）$
!"# 接种白腐真菌的培养

培养基主要成分为：葡萄糖 0. >B4；酒石酸铵

.<- >B4；磷酸二氢钾 E >B4；硫酸镁 .<# >B4；氯化钙

.<0 >B4；硫酸锰 .<0&# >B4；维生素 C0 .<... 0 >B4；微

量元素［00］&. 14；乙酸与乙酸钠为缓冲溶液将 89 值

调节为 "<# $
取 E#. 14 的三角瓶，加入 0.. 14 培养基，接种

0 F 0.# 个B14 孢子 $ 将三角瓶在!&/，摇床转速为

0E. 6B1*2条件下培养 ! A$
!"$ 酸性蓝 "#

酸性蓝 "# 由辽宁省东港市前进染料厂提供，其

结构如图 0 所示 $其最大吸收波长约在 #7! 21 处 $

图 ! 酸性蓝 %& 的化学结构

’*>$0 G@H1*?,I J+6(?+(6H KL +@H ,?*A 5I(H "#

!"% 臭氧发生器及臭氧

臭氧发生器为 M9NOPPOQ!G（哈尔滨久久电化学

有限公司）$ 采用空气（0.. 14B1*2）为气源 $ 将空气

产生的臭氧进行稀释至浓度为 .<0E 1>B4$试验中的

臭氧流速通过流量计进行控制 $过量臭氧采用 DR 溶

液进行吸收 $
!"& 反应器的运行

在试验中采用的反应器装置见图 E 所示 $
反应器进水为自配水，除采用 % >B4的葡萄糖和

.<.0" >B4的酒石酸铵外，其余成分与白腐真菌培养

基（E<E）相同 $ 反应器运行 0 A 后，开始在进水中投

加 #. 1>B4的酸性蓝 "# $
同时运行两组反应器（0 号和 E 号反应器），其

运行的试验步骤如下：!先将配制好的反应器进水

E<0% 4 加入白腐真菌反应器，然后以 E<& 4B1*2的空

气使反应器的进水充分混合，并采用恒流泵控制连

续进水（.<# 14B1*2）；"在 0 号反应器中接种约 0<&
>B4（菌丝干重）的菌丝球以考察白腐真菌对酸性蓝

"# 的降解，在 E 号反应器中不投加白腐真菌用以考

察臭氧与污染细菌对酸性蓝 "# 的降解；#开启臭氧

发生 器，将 臭 氧 导 入 臭 氧 作 用 单 元（ .<.0" "
1>B1*2），同时将白腐真菌反应器的上清液通过恒流

泵导入臭氧作用单元（# 14B1*2）进行臭氧杀菌，经

过预定时间（%. 1*2）的臭氧作用后再流回白腐真菌

反应器 $
反应器采用连续运行的方式，其中白腐真菌反

应器的运行温度为!#/，臭氧作用单元的温度为

E#/ $
!"’ 参数测定方法

细菌的测定采用稀释平板计数确定 $
锰过氧化物酶（:2;）采用文献［0E］方法，定义

每 0 1*2 氧化 0$1KI :2
E S 为 :2! S 所需的酶量为 0

个酶活力单位 $
葡萄糖测定：采用葡萄糖氧化酶法进行测定（葡

%!E 环 境 科 学 !. 卷



图 ! 白腐真菌反应器示意

!"#$% &’()*) +, -() .("-)/0+- ,12#34 0)3’-+0

萄糖试剂盒，中生北控生物科技股份有限公司）$
氨氮测定：采用纳氏试剂分光光度法［56］$
白腐真菌对酸性蓝 78 的脱色率的计算：分别在

吸收波长 896 2* 处测定 5 号和 % 号反应器出水的

吸光值 !5、!%，白腐真菌对染料脱色率 :［（ !5 ;
!%）<!5］= 5>>?

! 结果与讨论

!"# @A 的变化

从反应器运行过程中 @A 的变化来看（图 6），在

运行初期，处理液的 @A 首先下降，在第 5 B 运行结

束后达到最低值，随后开始上升 $ 在运行 7 B 后 @A
值达到 CD%C，在以后的运行中基本保持在 C 左右 $

研究表明［57］：" $ #$%&’(’)(%*+, 的生长所需的适

宜 @A 值为 8D8 左右，而木质素降解所需的最佳 @A
值为 7D8 左右，当 @A 值低于 6D8 和高于 7D8 的情况

下，会显著抑制木质素降解酶活性 $而在非灭菌体系

下，白腐真菌反应器中的 @A 值维持在 C 左右，这可

能与污染的细菌有关 $由于细菌的生长和代谢使得

@A 值升高 $但尽管 @A 值在 C 左右，白腐真菌培养体

系仍然具有合成锰过氧化物酶的能力（数据见 %D7）

和对酸性蓝 78 保持降解能力（数据见 %D7）$
!"! 葡萄糖与氨氮的利用

非灭菌条件下白腐真菌培养体系的葡萄糖、氨

氮利用情况如图 7 所示 $从中可以看出，葡萄糖的利

用速率很高，运行 6 B 后浓度接近于 > $氨氮的利用

出现同样的趋势，但氨氮的利用速率比葡萄糖更快，

运行 5 B 后，浓度接近于 > $E"0F 等［57］的研究证实：木

质素降解酶系的 " $ #$%&’(’)(%*+, 在次生代谢中表达

木质素降解酶系，此表达被氮限制所激活，且碳源浓

图 $ 白腐真菌反应器中的 %& 变化

!"#$6 G30"3-"+2 +, @A "2 -() .("-)/0+- ,12#34 0)3’-+0

度应较低 $从图 7 的结果表明在运行 5B 后，反应器

内的溶液条件即满足木质素酶系产生条件，有利于

白腐真菌合成锰过氧化物酶 $
在运行至第 H B 后，氨氮的浓度开始上升，至第

55 B 达到 H *#<4左右 $ 这可能与 " $ #$%&’(’)(%*+, 的

变化有关 $在运行至第 H B 时，观察到白腐真菌培养

体系出现从菌丝球上脱落菌丝的现象，由于菌丝的

断裂脱落可能导致菌丝内的内容物流出，这些内容

物可能含有氨氮；另外，" $ #$%&’(’)(%*+, 菌丝的脱落

可能与其菌丝的老化相关，由于菌丝的老化使得 " $
#$%&’(’)(%*+, 对氨氮的利用率降低 $
!"$ 细菌的数量变化

白腐真菌反应器运行期间污染细菌的数量变化

如图 8 所示 $
由图 8 可见，细菌污染在运行前期呈上升趋势，

在第 6 B 后基本稳定在 8DH = 5>8 I!J<*K，在运行的

末期 污 染 细 菌 的 数 量 略 有 上 升，接 近 于 5 = 5>C

I!J<*K$在前期的研究中发现，当采用相同的运行

条件但不投加白腐真菌运行反应器时，污染的细菌

L6%C 期 周成等：非灭菌条件下酸性蓝 78 在白腐真菌反应器中的降解特性



图 ! 白腐真菌反应器中葡萄糖和氨氮的利用

!"#$% &’()*+, -./ -00*."(0 ."12*#,. )*.+(031"*. ".

14, 54"1,62*1 7(.#-’ 2,-)1*2

图 " 白腐真菌反应器中污染细菌的数量变化

!"#$8 9-)1,2"-’ )*.),.12-1"*. ". 54"1,62*1 7(.#-’ 2,-)1*2

可达 8 : ;<= >!?@0A［B］，因此，在本研究中污染细菌

的抑制率接近 BBC左右，大大高于 !(D"1- 等［E］采用

温度进行控制的效果（其抑制率达到 E<C）$
#$! F.G 合成与酸性蓝 %8 的降解

锰过氧化物酶在第 ; / 后开始出现，第 H / 达到

峰值（8; ?@A），然后活性下降 $ 锰过氧化物酶的第 I

次升高在第 B /，而后锰过氧化物酶的活性开始下降

直至到 <（图 H）$迄今为止，关于在非灭菌条件下白

腐真菌合成锰过氧化物酶的特性很少有研究报道 $
本研究在非灭菌条件下，成功实现了锰过氧化物酶

的连续合成近 ;I /，相应对实现了对酸性蓝 %8 的连

续脱色 ;I /，脱色率基本保持在 %<C J E<C $酸性蓝

%8 的脱色率变化与 F.G 的活性的变化规律相似，说

明酸性蓝 %8 的脱色与 F.G 活性相关 $

图 % 在非灭菌条件下 ! & "#$%&’&(’$)*+ 合成 ’() 和

对酸性蓝 !" 的脱色

!"#$H G2*/()1"*. *7 F.G -./ /,)*’*2"K-1"*. *7 -)"/ L’(, %8

LM ! $ "#$%&’&(’$)*+ (./,2 .*.6+1,2"’, )*./"1"*.+

#$" 白腐真菌的生长情况

在运行至第 E / 时 ! $ "#$%&’&(’$)*+ 培养体系出

现菌丝从菌丝球上脱落和老化现象，脱落的菌丝未

能观察到进一步的生长的迹象（图 =）$因此，在控制

污染细菌的前提下，如何防止白腐真菌菌丝老化并

维持白腐真菌的持续生长是进一步实现白腐真菌反

应器连续运行的主要问题 $

图 * 反应器中 ! & "#$%&’&(’$)*+ 的形态变化（标尺：8<!0）

!"#$= F*234*’*#M *7 0M),’"(0 ". 14, 2,-)1*2
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! 结论

（!）在 白 腐 真 菌 反 应 器 系 统 的 控 菌 单 元，以

"#"!$$ %&’%()臭氧投加速率，可成功将白腐真菌反

应器内污染细菌控制在 ! * !"+ ,-.’%/以下，其去除

率接近 001 2
（3）在利用臭氧控制反应器内细菌污染的条件

下，成功实现了白腐真菌反应器连续产酶（最大剩余

酶活 4" .’/）与对酸性蓝 $4 的持续降解（$"1 5
6"1）2

（7）发现在 89 值在 + 左右，白腐真菌培养体系

仍然具有合成锰过氧化物酶的能力和对酸性蓝 $4
的持续降解能力 2

（$）反应器未能实现长时间运转，主要原因是

! 2 "#$%&’&(’$)*+ 培养体系出现菌丝老化现象 2因此，

在控制污染细菌的前提下如何维持白腐真菌的持续

生长及高产酶是进一步实现白腐真菌反应器连续运

行的主要问题 2
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