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摘 要：生物降解复杂染料废水过程中细菌活性是有效降解的关键。本研究分离驯化出染料废水降解菌，并对其进行形

态学特征和系统发育的分析鉴定，将生物炭及 Fe2O3/生物炭（Fe-BC）分别与菌构建复合体系，研究降解过程中生
物炭和 Fe-BC对菌的影响。结果表明，该降解菌为 Aeromonas hydrophila（嗜水气单胞菌菌属），生物炭-菌和 Fe-
BC-菌体系中降解脱色率分别提高 18%和 75%，降解脱色过程符合准一级动力学模型。在 Fe-BC-菌体系中，Fe-
BC可以促进菌细胞的代谢和细胞间的物质传递，使得参与代谢的 N、P、S、Ca、Na及 Fe等元素含量增加，并促使
细胞产生胞外分泌物。Fe2+参与菌降解复杂有机物的过程，降解产物主要有 N-2-（3,4-二羟苯基）-乙基甲胺、2，3-
二氢-1，3-二氧-1H-异吲哚-5-羧酸（含 C襒O）及甲氧基乙酸甲酯（含 C—O）。生物炭与 Fe-BC可以提高嗜水气
单胞菌的生物活性，完成对复杂染料废水的降解脱色.
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Effect of Biochar on the Degradation of Complex Dye Wastewater by
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Abstract：The activity of bacteria is the key to effective degradation for complex dye wastewater. In this study, dye
wastewater degrading bacteria were isolated and domesticated, Their morphological characteristics and phylogenetic
evolution were analysed and identified. A composite system was constructed by biochar and Fe2O3/biochar (Fe-BC) with the
bacteria to study the effects of biochar and Fe-BC on the bacteria during the degradation process. The results showed that the
degrading bacteria was Aeromonas hydrophila, and the degradation and decolourisation rates increased by 18% and 75% in
the biochar-bacteria and Fe-BC-bacteria systems, respectively. The degradation and decolourisation process followed the
first-order degradation kinetic model. In the Fe-BC-bacteria system, the metabolism of bacterial cells and material transfer
between cells were promoted, the content of elements involved in metabolism such as N, P, S, Ca, Na and Fe were increased.
Fe2+ was involved in the process of complex organic matter and the degradation products mainly included N-2-(3,4-
dihydroxyphenyl) -ethylmethylamine, 2,3 -dihydro -1,3 -diox -1H -isoindole -5 -carboxylic acid (C =O) and methyl
methoxyacetate (C-O). Biochar and Fe-BC could enhance the biological activity of Aeromonas hydrophila and completed the
degradation and decolourisation of complex dye wastewater.
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为了使染料废水达标排放，染料废水出厂前通常

经物理或生物工艺处理，再并入市政污水系统进行处

理[1-2].但是污水厂很难有效同时生物降解染料废水中

种类复杂的染料[3-4]，染料的难降解性和成分的复杂性

也成为制约印染工业园区市政污水达标排放的重要

因素[5-6].染料废水通常采用生物法、化学法和物理化
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学法进行处理，这些方法各有特点并均发挥着重要作

用[7-8].近年，强化生物处理作为提高市政污水处理效
率的新途径被重视，尤其是氧化还原介体催化生物降

解染料的研究逐渐成为研究的热点之一[9]. 而生物炭
作为氧化还原介体可通过强化电子传递的方式加速

污染物的厌氧还原降解，进而提高污染物厌氧生物降

解的能力[10-11].最近的研究表明，尽管生物炭可作为氧
化还原介体，但是其表面催化活性基团含量有限，导

致其作为氧化还原介体的效果不理想[12-14].研究降解
复杂染料废水过程中生物炭影响菌株活性的途径，对

于强化生物处理具有重要意义.
本文以复杂染料废水为目标物，分别构建生物炭-

Aeromonas hydrophila 菌和 Fe2O3/生物炭 -Aeromonas
hydrophila菌复合体系，研究该体系降解复杂染料废
水的过程，探讨生物炭和 Fe2O3/生物炭提高菌株活性
的途径，以期为有效去除工业园区复杂有机物提供试

验数据参考.

1 材料与方法

1.1 Fe2O3/生物炭（Fe-BC）的制备
自天津市某污水处理厂取污水污泥，经干燥，研

磨，过 100目筛，再高温热解得到生物炭，清洗，烘干
后备用.

通过加入 1 mol/L的氢氧化钠和 1 mol/L 的盐酸
溶液，调节 pH值为 3.9，形成稳定的氢氧化铁胶体，再
将 5 g的生物炭投放到氢氧化铁胶体中，搅拌 2 h，将
负载氢氧化铁溶胶的生物炭取出，室温干燥 24 h，再
置于马弗炉中 500 益热解 1 h，得到 Fe-BC.
1.2 复杂染料废水

复杂染料废水取自某印染工厂排放的废水.
1.3 Aeromonas hydrophila菌株的分离与鉴定
1.3.1 LB培养基

胰蛋白胨 10.0 g，NaCl 10.0 g，酵母膏 5.0 g，琼脂
10耀15 g，调节 pH值为 7.0，超纯水 1 L，液体培养基不加
琼脂.
1.3.2 Aeromonas hydrophila菌株的分离

取污水处理厂污泥放置锥形瓶内，置于温度为

30 益、转速为 150 r/min的振荡箱内进行培养. 首次
加入染料质量浓度为 5 mg/L，采用梯度驯化，直到
各个浓度的色度及 COD 去除效果趋于稳定，驯化
完成. 在 LB固体培养基上用梯度稀释、涂布平板的方
法对驯化后的活性污泥中菌种反复分离纯化，得到

Aeromonas hydrophila菌株.

1.3.3 Aeromonas hydrophila菌株的鉴定
挑取单菌落放置于 LB液体培养基中，30 益、150

r/min条件下活化 48 h，观察形态，取样在显微镜下观察
菌落形态.
提取 Aeromonas hydrophila菌株的分离菌株基因

组 DNA作为模板，采用购自上海生工公司的 Ezup柱
式基因组 DNA抽提试剂盒（SK8259）操作.使用上游
引物 ITS1：5，- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3，和下游
引物 ITS4：5，-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3，进行
16SrDNA扩增、凝胶电泳和纯化回收等步骤，将获得
的 16SrDNA序列通过 BLAST程序与 GenBank中核酸
数据比对分析进行菌种鉴定.
1.4 降解试验

以 100 mg/L的染料厂复杂染料废水作为目标物，
复杂染料废水的初始 pH值为 5.5.分别构建Aeromonas
hydrophila菌（A）、生物炭-Aeromonas hydrophila菌（B）
及 Fe2O3/生物炭-Aeromonas hydrophila菌复合（C）反应
体系.目标物分别在这 3个体系中降解 120 h，其降解
动力学[15]公式为

Ct = C0e-kt （1）
式中：k（h-1或 d-1）为准一级速率常数；C0为目标物初

始吸光度；Ct为目标物处理后吸光度，t为目标物处理
时间，用紫外分光光度法（UV-Vis）测试吸光度.
1.5 脱色率的测定

取 10 mL复杂染料废水进行紫外分光度在波长
为 200~800 nm下全扫，确定最大吸收波长为 538 nm.
再将处理后水样，经 8 000 r/min离心 10 min后，取上
清液，在最大吸收波长 538 nm下测定其吸光度，并依
据下列公式计算脱色率.

T =（A - At）
A 伊 100% （2）

式中：T为脱色率（%）；A 为复杂染料废水的初始吸光
度值；A t为染料废水降解后吸光度值.
1.6 胞外聚合物（EPS）的测定
分别从体系 A、体系 B及体系 C中收集 20 mL反

应液，将上清液 4 益下 10 000 r/mim离心 10 min，提取
游离 EPS；再将收集的细胞用磷酸盐缓冲液（50 mmol，
pH=7.0）洗涤 2次，用甲醛-NaOH法提取结合型 EPS[16]；

以牛血清为标准品，采用 Lowry法测定 EPS蛋白浓度[17]；

以葡萄糖为标准品，蒽酮法测定碳水化合物含量[18].
1.7 铁离子浓度的测定

将反应一定时间后的反应液，经过滤后取上清液，

Fe3+首先在酸性条件下用抗坏血酸还原成 Fe2+，然后与

邻菲罗啉生成稳定橙红色配合物，510 nm 波长下测
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定吸光度，在标准曲线上求得试样的 Fe2+、Fe3+浓度.
1.8 分析方法

采用能谱仪表征 Aeromonas hydrophila菌胞外代
谢的情况.固相萃取法处理降解后水样，用气质联用
仪（GC-MS）分析降解的中间产物.

GC-MS分析条件：载气（He）流速 V = 1.0 mL/min，
进样量为 1 滋L，进样口温度为 250 益，釆用不分流模
式.采用程序升温法：40 益保持 10 min后以 12 益/min
升至 100 益，再以 5 益/min升至 200 益，以 20 益/min升
至 270益后保持 5min，最后以 10益/min升至 300益后
保持 5 min.

2 结果与讨论

2.1 Aeromonas hydrophila菌对复杂染料废水的降解
脱色效果

2.1.1 Aeromonas hydrophila菌的形态
本研究将 Aeromonas hydrophila菌落进行多次平

板划线、分离纯化后培养，30 益培养 48 h后，观察菌落

形态如图 1所示.由图 1a可见，形成了清晰可见的菌
落，菌落较小、菌落边缘整齐、圆形、乳白色、光滑、表

面有光泽、不透明易挑起. 由图 1b 可知，菌体经染色
后呈红色，为革兰氏阴性菌，菌体性状为杆状.

将 Aeromonas hydrophila菌的 16S rDNA测试序列
结果通过 BLAST程序与 GenBank数据库进行同源性
比对，发现菌株与嗜水气单胞菌属的序列同源性较髙.
为了确定菌株的系统发育位置，选取了其序列同源性

最高的菌株进行系统进化树的构建，如图 2所示.结合
生理生化鉴定、形态观察和 16SrDNA序列分析，将该
菌株确定为嗜水气单胞菌菌属（Aeromonas hydrophila）.

图 1 Aeromonas hydrophila菌落的形态
（b）革兰氏染色的菌株（a）菌落特征

2.1.2 Aeromonas hydrophila菌对复杂染料废水的降
解脱色效果

将 100 mL的复杂染料废水分别加入到体系 A、体
系 B及体系 C中，观察废水色度随时间的变化，如图
3所示.由图 3可见，随着降解的进行，体系 B和体系
C中 Ct/C0值在 24 h时分别为 0.71和 0.70，低于体系
A中的 0.80，超过 36 h减少幅度较大，体系 C中 Ct/C0

值又逐渐低于体系 B 中的，96 h 时体系 C中 Ct/C0值

仅为 0.16，低于体系 A（0.52）和 B（0.29）的. 前期研究
表明[19]，本研究所用生物炭和 Fe-BC 在吸附 300 min
达到吸附平衡，5 h后的脱色应归于为生物降解.这表

图 2 Aeromonas hydrophila菌的系统进化树

Aeromonas hydrophila strain M 83 MG428974.1

Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila JCM 3988 LC420136.1

Aeromonas aquatica strain M 89 MG4289801

Aeromonas hydrophila strain M 96 MG428986.1

Aeromonas hydrophila strain TED1 MH0258871

Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila JCM 3968 LC420116.1

Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila JCM 3987 LC420135.1

Aeromonas hydrophila strain QSRB5 MK007301.1

Aeromonas hydrophila subsp.hydrophila JCM 3976 LC420124.1

Aeromonas hydrophila strain ZYAH72 CP016989.1

图 3 反应体系 A、B和 C中复杂染料的降解

1.0
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明生物炭和 Fe-BC可以提高 Aeromonas hydrophila菌
对复杂染料废水的降解，其降解脱色率分别可提高18%
和 75%，而且 Fe-BC的提高效果更显著.

用准一级动力学方程模拟此降解过程，如图 4所
示.由图 4可知，反应体系 A、B及 C的相关系数 R2分

别为 0.978 9、0.957 9及 0.989 0，3个体系的相关系数
皆高于 0.95，基本符合准一级动力学过程，体系 A、体
系 B及体系 C的降解速率常数 k分别为 0.15 d-1、0.18 d-1

和 0.33 d-1. 这表明生物炭和 Fe-BC 还可以显著提高
Aeromonas hydrophila菌的降解速率.

2.2 复杂染料废水的降解脱色过程中 Aeromonas
hydrophila菌的分析

2.2.1 Aeromonas hydrophila菌群的胞外元素
为了考察 Aeromonas hydrophila菌的胞外代谢元

素的变化，图 5为体系 C中 Aeromonas hydrophila菌群
降解前后的能谱图.由图 5（a）可见，Aeromonas hydrophila
菌所含元素主要是碳（占 31.3%）和氧（占 62.6%）.这
表明 Aeromonas hydrophila菌的生态结构较为完整，碳
和氧主要来自细菌的细胞结构和胞外分泌物，而体系

C 中 Aeromonas hydrophila 菌和目标物共处 48 h 后
（见图 5b），其相应的能谱图中除检测到碳（11.3%）和
氧（59.1%）之外，还可以明显检测到 N、P、S、Ca、Na及
Fe等多种元素，尤其是 Fe含量（质量分数）可达3.98%，
远高于一般细胞结构中的含量.这可能是由于 Fe-BC
促进菌细胞的代谢和细胞间的物质传递，使得参与代

谢的 N、P、S、Ca、Na及 Fe等元素含量增加.
2.2.2 降解过程中 Aeromonas hydrophila菌胞外聚合

物（EPS）的分析
由于 EPS是体现微生物活性的重要指标，本研究

考察了体系 A、体系 B及体系 C对复杂染料废水的降
解脱色过程中胞外聚合物（EPS）、pH值和氧化还原电
位（ORP）的变化情况，如图 6 所示. 体系 A 和体系 B
中 EPS的多糖在降解 24 h前逐渐增多，24~48 h为剧

图 5 体系 C中 Aeromonas hydrophila菌的 EDX图

增阶段，而后减少，体系 A减少较快；体系 C中多糖一
直增加到 72 h，达到 295.61 mg/L，此时降解率也由最初
的 20%增加到 65%.体系 A、体系 B及体系 C中 EPS
的蛋白质尽管先缓慢增加后减少，但是体系 C中 EPS
的蛋白质变化幅度最小.这表明生物炭和 Fe-BC可促
进细胞代谢，产生胞外分泌物，尤其是涉及多糖和蛋

白质的代谢，这些 EPS的变化与前面降解脱色率的增

加相对应.
再结合考察以上阶段体系 A、体系 B及体系 C中

pH值和 ORP的变化趋势（见图 6），发现 pH值和 ORP
的变化趋势呈现交替减少-增加的变化趋势. 降解 0~
24 h，由于体系内 Aeromonas hydrophila菌利用有机物
时会产生代谢产物，代谢产物的酸碱性和氧化还原性

会改变水中酸碱性和氧化还原气氛；同时水中含有溶
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图 4 反应体系 A、B和 C中复杂染料的降解动力学

方程 y=a+b*x
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图 7 降解过程中 Fe2+的质量浓度
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（a）降解过程中多糖质量浓度的变化

图 6 降解过程中水环境参数的变化

解氧，氧分子作为末端电子受体，又结合水中 H+，形成

水，改变水中酸碱性，这些作用导致 pH值和 ORP的
变化.但是随着降解进行 24 h，生物炭和 Fe-BC 对
Aeromonas hydrophila菌细胞代谢的促进作用，使得产
生更多 EPS，可能是由于 EPS中碱性物质和氧化还原
物质增加，使得 pH值增大和 ORP在-210 mV附近的
波动.其实，微生物菌群对复杂有机物的降解过程实质
是氧化还原反应中电子和氢质子传递过程[20]，每种代谢

都有适宜的氧化还原范围，ORP的变化说明一个阶段
的降解反应结束，进入另一个生化反应阶段，此时菌

群的代谢增加，直至降解反应阶段完成.这与康丽等[21]

的试验结论是一致的.这表明生物炭和 Fe-BC可增加
体系的 pH值，在一定程度上改变体系 ORP，从而改变
降解环境与氧化还原气氛.
2.2.3 降解过程中 Fe2+的浓度分析

为了探究有机物降解过程中胞外电子传递可能

的路径，考察了体系 A、B及 C中 Fe2+的浓度，如图 7
所示.由图 7可见，这些体系中 Fe2+的浓度整体呈逐渐

减少的变化趋势，但是期间呈现增加与减少的交替变

化，体系 A和 B中交替变化幅度超过体系 C的，比如，体
系 A 中 Fe2+的质量浓度由开始的 0.093 g/L 增加到
2.871 g/L（24 h），120 h时又减少到 0.072 g/L.这可能
是由于反应开始阶段（0~24 h）Aeromonas hydrophila菌
铁呼吸较多，产生了较多 Fe2+，随后 Fe2+参与 Aeromonas
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表 1 复杂染料废水降解脱色中间产物的 GC-MS分析

序号 化学名称 化学式 相对分子质量 GC-MS谱图

1
N-2-（3，4-二羟苯
基）-乙基甲胺

C9H13NO2 167.21

2
2，3-二氢-1，3-二
氧-1H-异吲哚-5-羧

酸

C9H5NO4 191.14

3 甲氧基乙酸甲酯 C4H8O3 104.11

hydrophila菌降解复杂有机物的过程，使得水中 Fe2+减

少，但是降解过程又会产生新的 Fe2+，Fe2+又会略有增

加，于是出现 Fe2+交替增加和减少的现象，而且随着降

解的进行 Fe2+逐渐被 Aeromonas hydrophila 菌同化，
水中 Fe2+最终得以减少，每次出现交替就意味着前一

阶段的生化反应结束，又开启下一阶段的生化反应.
由于胞外呼吸菌的内膜、周质和外膜上存在着一

类重要的电子传递蛋白— Cyt.c，其含有多个排列紧
密的含铁血红素，能介导电子的传递.血红素 c常通过
半胱氨酸（Cys）的硫醚键与蛋白部分结合，形成完整的
细胞色素 c蛋白；中心元素“铁”是电子的传递中心，其
价态的变化决定了 Cyt.c 的氧化还原电位[22]. 因而，体
系 A、体系 B及体系 C中降解复杂有机物皆存在与铁
代谢密切相关的胞外呼吸作用，而且体系 C更为显著

当电子受体与胞内氧化还原电势差值较小，反应

缓慢或受阻，这时微生物可利用胞外固态受体（胞外

氧化还原介体）表面形成微生降解态系统（类似生物

膜），降低氧化还原反应的活化能，以加速电子传递

过程 [23]. 因而，推测本研究复杂染料依靠 Aeromonas
hydrophila菌的正常胞内呼吸作用，难以实现对该染

料废水的有效脱色.生物炭和 Fe-BC作为胞外介体，
尤其是 Fe-BC中还含有各种价态的铁单质和离子，构
建非生物的氧化还原反应体系，可经历多次还原-氧
化循环.另外，EPS中作为电子穿梭体的物质也可以加
速铁还原菌对 Fe3+的还原 [24].这些因素使得体系 B和
C获得较高的降解脱色率.
2.3 Aeromonas hydrophila 菌降解复杂染料废水的

GC-MS分析
采用 GC-MS对 Aeromonas hydrophila降解复杂染

料废水的途径进行分析，其降解产物主要有 N-2-
（3，4-二羟苯基）-乙基甲胺、2，3-二氢-1，3-二氧-
1H-异吲哚-5-羧酸（含 C襒O）及甲氧基乙酸甲酯（含
C—O）（见表 1），这可能是由于复杂染料在菌的作用
下显色基团被破坏，产生中间体 N-2-（3，4-二羟苯
基）-乙基甲胺，同时菌株分泌的氧化酶催化复杂染料
发生氧化还原转化，产生 2，3-二氢-1，3-二氧-1H-异
吲哚-5-羧酸，再经过环裂变等反应转化为甲氧基乙
酸甲酯.由于复杂染料废水成分复杂，有些含 N襒N类
物质和醇类未被 GC-MS检测到，这与已有研究结果[25]

不同，但已检测到含 NH2的芳香类物质.这些降解的
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中间产物是经历一系列氧化和还原反应得到的，同时

携带酸性或碱性基团，可以改变降解体系的酸碱环境

或氧化还原环境，这与图 6的讨论结果相一致.

综上分析，推测本研究生物炭与Fe-BC加速Aeromonas
hydrophila菌细胞的胞外呼吸，产生更多 EPS，EPS中

的酸碱物质和氧化还原物质改变降解反应的环境，或

参与降解反应，或是以生物炭和 Fe-BC作为电子载

体，协同电子由胞内向胞外电子受体的传递，从而提

高 Aeromonas hydrophila菌的生物活性，完成对复杂染
料废水的降解脱色.

3 结 论

（1）构建生物炭-Aeromonas hydrophila菌和 Fe2O3/

生物炭-Aeromonas hydrophila菌复合体系，分别投加
200 mg/L 的生物炭和 Fe2O3/生物炭可显著提高

Aeromonas hydrophila菌的降解活性，其降解脱色率分
别可提高 18%和 75%，该降解脱色过程符合准一级动

力学模型.

（2）生物炭和 Fe-BC可促进细胞代谢，产生胞外

分泌物，尤其是涉及多糖和蛋白质的代谢，这些 EPS

中酸碱物质和氧化还原物质可增加体系的 pH值，在

一定程度上改变体系 ORP，从而改变降解酸碱环境与

氧化还原气氛.另外，本研究构建的体系中皆存在与

铁代谢密切相关的胞外呼吸作用.

（3）推测本研究生物炭与 Fe-BC 加速 Aeromonas
hydrophila菌细胞的胞外呼吸，产生更多 EPS，EPS中

的酸碱物质和氧化还原物质改变降解反应的环境，或

参与降解反应，或是以生物炭和 Fe-BC作为电子载

体，协同电子由胞内向胞外电子受体的传递，从而提

高 Aeromonas hydrophila菌的生物活性，完成对复杂染
料废水的降解脱色.

（4）Aeromonas hydrophila菌在降解复杂染料废水
过程中，降解产物主要有 N-2-（3，4-二羟苯基）-乙基

甲胺、2，3-二氢-1，3-二氧-1H-异吲哚-5-羧酸（含 C

襒O）及甲氧基乙酸甲酯（含 C—O），这可能是由菌株

分泌的氧化酶催化氧化还原复杂染料所致.
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