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摘要 :应用氮限制液体培养基 (CΠN = 56Π817)研究了非灭菌环境投加染料时间对白腐真菌 Phanerochaete chrysosporium 降解活性艳红 K22BP染料

的影响.试验结果表明 ,纯培养 2 d和 3 d后 ,在非灭菌环境投加活性艳红 K22BP染料的体系脱色率与在灭菌环境投加该染料的体系基本相当 ,

其 5 d脱色率在 90 %以上 ;而纯培养 1 d时在非灭菌环境投加染料体系的脱色率却只有 81 %.引起纯培养 1 d体系脱色率降低的主要原因是活

性艳红 K22BP对白腐真菌 Phanerochaete chrysosporium的生长有抑制作用和反应体系感染了酵母菌.但是 ,如果纯培养延长至 2 d以后 ,由于白腐

真菌菌丝体已在体系内占优势 ,尽管在非灭菌环境下还有酵母菌侵入 ,但它不会占优势 ,从而也就不会影响白腐真菌对染料的降解作用.因此 ,

在氮限制液体培养基中 ,只要白腐真菌 Phanerochaete chrysosporium在反应体系占优势 ,就可以适当缩短纯培养时间 ,提前在非灭菌环境投加染

料 ,使白腐真菌 Phanerochaete chrysosporium的培养和对活性染料的脱色同步进行.
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Influence of injecting time of dyes on decolorizing reactive dyes with white rot fun2
gus under non2sterile condition

GAO Dawen 3 , WEN Xianghua , ZHOU Xiaoyan , ZENG Yonggang , QIAN Yi
ESPC State Key Joint Laboratory , Department of Environment Science and Engineering , Tsinghua University , China , Beijing 100084

Abstract : Influence of different injecting time of dyes on decolorizing reactive brilliant red K22BP with white rot fungus under non2sterile condition were investigated

using nitrogen limited liquid culture medium. The results showed that the decolorization under non2sterile condition was similar with sterile condition , after it was in2

cubated for 2 or 3 days under sterile condition. And its efficiency of decolorization was above 90 % at 5 days ; however , The efficiency was only 81 % at 5 days if

white rot fungus had been incubated for 1 day under sterile condition. The reason of that decrease was because the growth of white rot fungus was suppressed by re2

active brilliant red K22BP and the reaction system was contaminated by yeast fungus. But if white rot fungus was incubated for 2 days under sterile condition , it

would become predominated strain in reaction system; meanwhile , although yeast fungus still might colonize into liquid medium , it could not influence decoloriza2

tion. So , in decolorizing reactive brilliant red K22BP system with nitrogen limited liquid medium , if only white rot fungus is predominated strain in reaction system ,

the incubating time under sterile condition could be shortened.
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　　随着社会的发展 ,人工合成的有机、有毒物质的

种类和数量急剧增加.同时 ,这些有机、有毒物质按

照常规的物理、化学和生物方法又很难去除 ,这就促

使人们研究新方法和新技术来解决日益突出的环境

问题. 1987年 Kirk等人发现白腐真菌在次生代谢阶

段产生的木质素降解酶系统具有非特异性 ,它不仅

能降解木质素 ,而且还能降解环境中的许多有机、有

毒物质[1 ] .由于白腐菌在碳、氮营养限制时 ,能够分

泌氧化木质素等一些难降解化合物的过氧化物

酶[2～4 ]
,因此 ,该菌在水污染控制和土壤修复等方面

越来越得到广泛的应用.

然而 ,无论国内还是国外 ,对白腐真菌处理染料

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是反应体系的染菌问题.一旦

反应体系有白腐真菌以外的其它菌群进入 ,这些菌
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群就会与白腐真菌争夺培养基中的营养物质.如果

这些菌群的繁殖速度比白腐真菌快 ,那么 ,这些外来

菌群就会在反应体系内占优势 ,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

整个处理系统失去降解染料的功能[5 ]
.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 ,即使在国外 ,采用灭菌手段来解决

污水处理过程中的染菌问题也是没有先例的.因此 ,

如何解决白腐真菌降解含染料废水过程中的染菌问

题是该工艺能否应用到实际工程中的瓶颈.前期研

究发现 ,氮限制液体培养基 (CΠN = 56Π212)经纯培养

5 d后在非灭菌环境下容易抑制细菌生长 ,使该培养

基下的白腐真菌在非灭菌环境对活性艳红仍具有很

高的脱色率 ;而碳限制液体培养基 (CΠN = 28Π44)很

容易感染细菌 ,从而影响脱色效果[6 ] .最近几年 ,白

腐真菌的染菌问题也引起国外科学家的重视 ,并开

始了一些研究工作[7 ,8 ]
. 1999年 Leidig等[7 ]用聚乙烯

醇包埋法保护了白腐真菌 Trametes versicolor和细胞

外产生的过氧化物酶免受细菌攻击 ,达到对染料

Poly R2478的连续生物氧化.但是 ,随着白腐真菌的

生长 ,它会逐渐挣破包埋它的聚乙烯醇小球.因此 ,

在长期运行时可能带来许多问题. 2003年Libra等[8 ]

应用白腐真菌 Trametes versicolor研究了非灭菌环境

降解活性染料的控制策略.试验结果显示 ,在悬浮培

养试验中 ,培养液 pH值降低到 3 以下都没有抑制

细菌生长 ,相反白腐真菌在此 pH值时已停止生长

和产酶 ;单独使用粗酶液可以将白腐真菌生长和处

理废水 2个过程分开 ,从而间接减小细菌对白腐真

菌的影响 ,但是 ,试验发现 ,在非灭菌环境使用酶液

时酶活急剧降低 ,最终影响处理废水的效果.

本文在前期研究工作的基础上 ,为优化灭菌培

养非灭菌降解染料方法 ,缩短纯培养操作时间 ,进行

了非灭菌环境投加染料时间对白腐真菌降解活性艳

红 K22BP的影响研究.目标在于找到不影响脱色效

果的最短纯培养时间 ,减少实际工程运行成本 ,为在

自然 (非灭菌)环境下实施白腐真菌处理染料废水奠

定理论基础.

1　材料与方法

111　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 ( Phanerochaete chrysosporium BKM2F2

1767) .

1. 2　培养基

固体培养基采用 PDA培养基 ,即马铃薯浸出液

200 g·L - 1
,葡萄糖 20 g·L - 1

,琼脂 20 g·L - 1
.液体培养

基 (白腐真菌生长培养基)参照 Tien和 Kirk的 Phan2
erochaete chrysosporium 基本培养基配制[9 ] ,成分如下 :

葡萄糖 10 g·L - 1
,酒石酸氨 018 g·L - 1

, KH2 PO4 210

g·L - 1 , MgSO4 015 g ·L - 1 , CaCl2 011 g ·L - 1 , 20

mmol·L - 1 醋酸2醋酸钠缓冲液 (pH = 414) , MgSO4

0121 g·L - 1
, MnSO4 01035 g·L - 1

, NaCl 01070 g·L - 1
,

FeSO4·7H2O 01007 g·L - 1
, CoCl2 01007 g·L - 1

, ZnSO4

·7H2O 01007 g·L - 1
, CuSO4 01007 g·L - 1

, AlK(SO4 ) 2·

12H2O 010007 g·L - 1
, H3BO3 010007 g·L - 1

, Na2MoO4

·2H2O 010007 g·L - 1 , Nitrilotriacetate 01105 g·L - 1 ,115

mmol·L - 1藜芦醇.接种前无菌过滤加入 VB1 溶液 ,

使其浓度为 01001 g·L - 1 .

113　染料

本实验采用的染料为活性艳红 K22BP (reactive

brilliant red K22BP) ,其结构式见图 1.

图 1　活性艳红结构式

Fig. 1　Chemical structure of reactive brilliant red K22BP

1. 4　培养条件

将斜面种子接种到 PDA培养基平板上 ,于 32℃

下培养 5～7 d.用接种针剥取适量孢子入无菌水中

制成孢子悬浊液 ,用移液枪吸取相同体积的孢子悬

浊液接入含 100 mL 液体培养基的一系列 250 mL 锥

形瓶中 ,每瓶中孢子的接种量相当于 10
5 个·mL

- 1
,

并用带有过滤孔的聚乙烯封口膜封口 .然后放入温

度为 37℃的恒温摇床中 ,在空气条件下培养 ,转速

设为 160 r·min
- 1

.培养过程中每天定时取样.对于所

要考察的每 1种情况同时进行 3组平行实验 ,实验

结果取其平均数值.

1. 5　试验方法

根据前期的研究结果[10 ] ,本试验选择氮限制液

体培养基 (碳氮比为 56Π817 ,即培养基中葡萄糖终浓

度为 10 g·L - 1
,酒石酸铵终浓度为 018 g·L - 1 ) ;活性

艳红 K22BP终浓度为 20 mg·L - 1
.非灭菌环境 (指自
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然暴露于有菌环境)染料投加的时间分别选择为白

腐真菌培养 1 d ,2 d ,3 d ,4 d和 5 d (以接种当天为第

0 d ,24 h为 1 d) .

白腐真菌同其它微生物一样 ,有一定的酸碱适

应范围.超过这一范围 ,将对白腐真菌的生长、产酶

以及脱色都不利.有研究发现 ,白腐真菌2黄孢原毛
平革菌在 pH值为 3～5时对染料废水具有最大的脱

色能力[11 ]
.而酵母菌对环境 pH值的要求较宽 ,随着

菌系或种的不同 ,可在从 pH为 212～810的环境内

生存.因此 ,在有菌环境投加染料和进行染料脱色

时 ,考察反应体系 pH值的变化有利于正确评价体

系的染杂菌情况.因此 ,从加入活性艳红 K22BP染料

时 ,就对脱色反应体系的 pH值进行检测 (采用奥立

龙 868型 pH计) .

图 2　不同环境降解染料体系的 pH变化

(a)灭菌环境 ; (b)非灭菌环境.

Fig. 2　Variation of pH during decolorizing dyes under different conditions

(a) Sterile conditions ; (b) Non2sterile conditions.

为了正确评价非灭菌环境投加染料后在非灭菌

条件下白腐真菌对活性艳红 K22BP的脱色效果 ,在

脱色试验中 ,每组试验都进行了灭菌环境 (指实验操

作严格控制在无菌环境中进行)投加染料后在灭菌

条件下进行活性艳红 K22BP脱色的平行试验.同时 ,

对不同灭菌培养时间下的灭菌降解和非灭菌降解染

料的效果也进行了比较.

2　结果

2. 1　不同染料投加时间下 Phanerochaete chrysospori2
um的生长情况

2. 1. 1 菌丝体生长情况 　在灭菌环境对白腐真菌

Phanerochaete chrysosporium 进行培养时 ,由于体系采

用了前期试验得出的最佳碳氮比和最适 pH值 ,使

得白腐真菌在灭菌培养阶段生长情况良好.随着活

性艳红 K22BP染料的投加 ,已形成的菌丝小球表面

和大小都发生了变化.表 1显示了不同染料投加时

间下的 Phanerochaete chrysosporium 生长情况.表观观

察发现 ,投加染料时间越晚的体系中菌丝小球生长

情况越好.从菌丝小球表面来看 ,试验进行到第 3 d

时 ,没有投加染料体系的菌丝小球表面已经开始出

现毛刺 ,而在第 1 d和第 2 d投加染料体系的菌丝小

球表面并没有明显毛刺产生 ;从菌丝小球大小和数

量来看 ,越早投加染料 ,体系菌丝小球越小并且数量

也越少.
表 1　不同染料投加时间下的 Phanerochaete chrysosporium生长

Table 1　Growth of Phanerochaete chrysosporium under

different dyes adding time

染料投加时间Πd Phanerochaete chrysosporium生长情况

1 +

2 +

3 + +

4 + +

不投加染料 + + +

　　注 :“+”—生长一般 ;“+ +”—生长较好 ;“+ + +”生长良好.

2. 1. 2　反应体系 pH变化　灭菌培养灭菌降解染料

体系 pH变化和灭菌培养非灭菌降解染料体系 pH

变化的结果如图 2所示.图 2 (a)显示了灭菌培养灭

菌降解活性艳红 K22BP体系 pH值变化.从图中可

以看出 ,反应体系 pH较稳定 ,一直在 414附近波动 ;

由于是在严格无菌操作下实施染料脱色的 ,所以显

微镜观察并未发现体系有白腐真菌以外的其它菌

群 ,体系 pH的上下波动是由于白腐真菌本身生长

过程和降解活性艳红染料时引起的.图 2 (b)显示了

灭菌培养非灭菌降解活性艳红 K22BP体系 pH值变

化.从图中可以看出 ,只有培养 1d后投加染料的体
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系 pH有升高的趋势 ,其它几天投加染料体系 pH变

化不大.结合显微镜观察发现 ,培养 1d后投加染料

体系感染的酵母菌的数量要多于其它几天投加染料

的体系.

2. 1. 3　生物量变化　为了准确评价投加的染料和

酵母菌感染对白腐真菌生长的影响 ,在试验进行到

第 8 d时 ,进行了不同染料投加时间下的反应体系

生物量的测定 ,结果如表 2所示.从表 2可以看出 ,

染料对体系白腐真菌的生长有一定影响 ,随着染料

投加时间的延后 ,菌丝体重量在增加.

2. 2　不同染料投加时间下 Phanerochaete chrysospori2
um对活性艳红 K22BP的脱色情况 　灭菌培养后在

　　　

表 2　不同染料投加时间下的反应体系生物量

Table 2　Biomass of reaction system under different

dyes adding time 10 - 2g·mL - 1

染料投加

时间Πd

灭菌环境

降解染料

非灭菌环境

降解染料

灭菌环

境培养

1 0. 2626 0. 2054

2 0. 3056 0. 2823

3 0. 3377 0. 3262

4 0. 4745 0. 4625

不投加染料 0. 4885

灭菌环境投加染料和降解染料试验 ,结果如图 3 (a)

所示.而灭菌培养后在非灭菌环境投加染料的试验

结果见图 3 (b) .二者的比较见图 4.

图 3　不同环境降解染料体系的脱色效果

(a)灭菌环境 ; (b)非灭菌环境

Fig. 3　The result of decolorization under different conditions

(a) Sterile conditions ; (b) Non2sterile conditions

图 4　灭菌和非灭菌环境对活性艳红 K22BP脱色效果比较

(a)灭菌培养 1d ; (b)灭菌培养 2d ; (c)灭菌培养 3d

Fig. 4　Comparison of decolorization both under sterile and non2sterile conditions

(a) incubated for 1 day under sterile condition ; (b) incubated for 2 days under sterile condition ; (c) incubated for 3 days under sterile condition

3　讨论

3. 1　染料投加时间对 Phanerochaete chrysosporium 生

长的影响

从不同染料投加时间下菌丝体的生长情况可以

得出投加的染料对白腐真菌生长有抑制作用.另外 ,

采用显微镜对灭菌和非灭菌 2种方式投加染料的体

系进行观察发现 ,非灭菌环境投加染料体系中有卵

圆形菌体 ,从大小和形态上初步判断为假丝酵母菌.

这些酵母菌基本上都是在非灭菌 (有菌)环境投加染
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料脱色第 3 d时出现的 ,除酵母菌外并没有发现降

解体系感染其它菌种 ,特别是细菌.从这点也可以说

明低 pH值 (液体培养基 pH = 414)和限氮液体培养

基 (CΠN = 56Π817)有利于抑制细菌生长 ,但对抑制酵

母菌效果不大.其主要原因是 :酵母菌与白腐真菌同

属于真菌类生物 ,它对碳源和氮源的需求上与白腐

真菌类似 ,同时它对环境 pH适应较宽.从体系感染

的酵母菌数量上 ,第 1 d投加染料体系中的酵母菌

要多于其它投加染料的时间.因此 ,可以认为白腐真

菌在灭菌环境培养 2 d以上时 ,已成为体系的优势

菌种 ,当在非灭菌环境投加染料时 ,虽然其它菌群可

以侵入 ,但不会成为优势菌.

不同染料投加时间下 Phanerochaete chrysospori2
um生物量的变化可以进一步证明投加的染料对白

腐真菌生长具有抑制作用.另外 ,通过对灭菌和非灭

菌环境降解活性艳红 K22BP后体系生物量的比较 ,

发现降解环境对白腐真菌的生长也有一定影响.灭

菌降解体系的生物量较非灭菌降解体系大 ,并且随

着灭菌环境培养时间的延长 ,这种影响越来越不显

著.造成非灭菌环境降解染料体系菌丝量少的主要

原因是体系感染了酵母菌 ,由于酵母菌自身生长繁

殖也要消耗培养基中的营养物 ,这样使得白腐真菌

生长所需营养物减少 ,导致菌丝量降低.但随着灭菌

环境培养时间的延长 ,培养基中营养物已基本被白

腐真菌消耗殆尽 ,同时白腐真菌已完成对数生长期 ,

进入平台区 ,这样酵母菌生长繁殖受到限制 ,使得在

灭菌培养第 3d和第 4d后非灭菌投加染料的体系生

物量与灭菌投加染料的体系生物量相近.

3. 2　染料投加时间对 Phanerochaete chrysosporium 脱

色效果的影响

通过前面的研究 ,可知活性艳红 K22BP染料对

白腐真菌 Phanerochaete chrysosporium 具有一定的抑

制作用.这种抑制作用是否会影响对该染料的降解 ?

为此 ,开展了不同染料投加时间对 Phanerochaete

chrysosporium 脱色效果的影响研究.

3. 2. 1　染料投加时间对灭菌环境降解染料体系脱

色效果的影响　由灭菌环境不同染料投加时间对活

性艳红 K22BP的脱色结果可以得出 ,5 组投加染料

时间试验均获得了较好的脱色效果 ,在培养 (脱色) 5

d后均能达到 85 %以上的脱色率 ,其中培养第 1 d ,2

d ,3 d投加染料的试验组都获得了 90 %以上的脱色

率.从脱色率随时间的变化趋势上看 ,在培养第 1 d ,

2 d ,3 d和 4 d投加染料的体系进行到第 5 d时 ,脱色

率有一个突跃.结合前期对纯培养体系酶活的测定 ,

得出发生脱色率突跃的原因是此时体系的酶活最

高 ,而白腐真菌 Phanerochaete chrysosporium 对活性艳

红 K22BP脱色主要依靠的就是它在次生代谢阶段分

泌的木质素降解酶系.另外 ,从灭菌培养灭菌降解染

料体系脱色效果还可以看出 ,培养第 1d ,2d ,3d ,4d ,

5d时投加染料的体系在投加染料当天的去除率分

别为 1113 % ,2115 % ,2614 % ,2915 %和 8213 % ,染料

投加当天对其去除率主要来自菌丝小球的吸附和木

质素降解酶系的氧化降解.从脱色率的数值并结合

酶活检测可以得出 ,培养 1d投加染料体系的当天脱

色率主要由菌丝小球吸附完成 ;而在培养 2d以后 ,

脱色率不仅由菌丝小球吸附完成 ,更重要的是通过

白腐真菌分泌的木质素降解酶系的降解来完成的.

综上所述 ,灭菌培养 1～3 d投加染料体系 ,在

第 5 d时染料的脱色率均在 90 %以上.第 5 d以后脱

色率虽有增加 ,但增幅不大.因此 ,可以得出在灭菌

环境降解活性艳红染料时 ,投加的染料虽然对白腐

真菌生长有抑制作用 ,但它不影响产酶 ,从而也就不

影响对活性艳红染料的降解.

3. 2. 2　染料投加时间对非灭菌环境降解染料体系

脱色效果的影响　如果在实际工程中应用白腐真菌

降解染料废水时 ,对反应器、培养液以及废水都进行

灭菌处理并保证处理过程不染杂菌 ,显然将大大增

加处理工艺的运行成本.即使在国外 ,采用灭菌手段

来解决污水处理过程中的染杂菌问题也是没有先例

的.前期研究发现 ,当在灭菌环境培养白腐真菌 5 d

后 ,在非灭菌环境下对染料的脱色率与灭菌环境基

本相当 ,这部分内容另外撰文详述.因此 ,在不影响

对染料脱色效率的基础上 ,缩短灭菌操作时间对该

工艺的实际工程应用具有重要意义.

由非灭菌环境不同染料投加时间对活性艳红

K22BP的脱色结果可以得出 ,灭菌培养非灭菌降解

染料体系也获得了较好的脱色效果.在培养第 1 d、2

d、3 d投加染料的体系进行到第 6d时 ,脱色率均在

90 %以上 ,其中第 2天投加染料的体系获得的脱色

效果最好 ,达到 95 %.因此 ,当白腐真菌菌丝体形成

以后 ,灭菌培养时间可以缩短.但灭菌培养时间也不

能太短 ,如灭菌培养 1 d后投加染料的体系的脱色

率就低于灭菌培养 2d后投加染料体系的结果.这将

大大节约因灭菌带来的运行成本.

3. 213　灭菌和非灭菌环境对活性艳红 K22BP脱色

效果比较 　经过对灭菌和非灭菌环境对活性艳红
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K22BP脱色效果进行比较 ,得出灭菌培养 1 d后在非

灭菌环境投加染料体系的脱色率低于灭菌环境投加

染料的体系 ;并且随着在非灭菌环境降解染料时间

的延长 ,该体系的脱色率与灭菌环境相比差距越来

越大.到第 5 d时 ,灭菌环境降解染料体系的脱色率

达到 90 %以上 ,而非灭菌环境只有 81 %.经过对非

灭菌环境降解染料体系进行显微镜观察 ,发现体系

有少量酵母菌 ,并且酵母菌的数量随时间不断增加.

因此 ,可以推测 ,造成灭菌培养 1 d后非灭菌投加染

料的体系脱色率降低的原因是体系感染了酵母菌.

但灭菌培养 2 d和 3 d后在非灭菌环境投加染料的

体系脱色率与灭菌环境投加染料的体系基本相当 ,

也在 90 %以上.经过对这 2种体系的混合液进行显

微镜观察 ,发现 2种体系内也存在酵母菌 ,但酵母菌

数量极少.因此 ,可以得出灭菌培养 2 d以后 ,白腐

真菌菌丝体已在体系内占优势.虽然在非灭菌环境

有酵母菌侵入 ,但它不会占优 ,从而也就不会影响白

腐真菌对染料的降解作用.

4　结论

　　1) 活性艳红 K22BP染料对白腐真菌 Phanero2
chaete chrysosporium 生长有一定抑制作用 ,主要表现

在投加染料的时间越早 ,体系的菌丝小球的数量和

大小越小.另外 ,非灭菌环境投加染料体系很容易感

染酵母菌 ,使得非灭菌环境下的白腐真菌生物量小

于灭菌环境的生物量.但是 ,只有灭菌培养 1 d后在

非灭菌环境投加染料体系受酵母菌影响较大 ,当灭

菌培养 2d 以上时 ,这种影响随灭菌培养时间的延

长 ,影响也减弱.

2) 灭菌环境培养 1 d ,2 d ,3 d后在灭菌环境下

投加染料的体系的脱色率在第 5 d 时均在 90 %以

上 ,第 5 d以后脱色率虽有增加 ,但增幅不大.而灭

菌环境培养 1 d后非灭菌环境投加染料体系的脱色

率在第 5 d时只有 81 %.结合不同染料投加时间脱

色体系的微观观察 ,得出造成这一结果的主要原因

是体系感染了酵母菌.但是 ,灭菌培养 2 d和 3 d后

在非灭菌环境投加染料的体系脱色率与灭菌环境投

加染料的体系基本相当 ,也在 90 %以上.因此 ,可以

认为 ,灭菌培养 2 d以后 ,白腐真菌菌丝体已在体系

内占优势 ,虽然在非灭菌环境有酵母菌侵入 ,但它不

会占优 ,从而也就不会影响白腐真菌对染料的降解

作用.
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