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响应面法优化一株链霉菌对偶氮染料
ＡＲ３０的降解脱色条件

方继前　 郭亚平　 谢练武　 吴晓芙
（中南林业科技大学理学院，长沙，４１０００４）

摘　 要　 以一株对偶氮染料红３０（ＡＲ３０）具有较强降解脱色作用的菌株Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐ． ＦＸ６４９为研究对象，
在单因素实验基础上，选择染料初始浓度、培养时间、ｐＨ与培养温度为主要因素，采用ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ组合实
验和响应面分析法对降解条件进行了精确优化．经实验修正，获得了最佳降解脱色条件，即在染料浓度
１１０ ｍｇ·Ｌ －１、培养时间３６ ｈ、ｐＨ ７． ３与培养温度３１． ３ ℃时该菌对染料ＡＲ３０的降解脱色率为９５． １％ ．
关键词　 偶氮染料，生物降解，响应面法．

随着现代人对色彩多样化的需求日益增大，越来越多的化学染料被合成出来并广泛使用．据统计，
２００６年为止全球使用的染料有１０万多种，而我国染料产量也达到了６９． ９３万吨［１］．染料被广泛应用于
纺织、食品、造纸、化妆品、制药等行业，并产生了大量成分相当复杂的染料废水．其中以含有芳环或杂环母
核的偶氮染料为主染料废水，是目前公认的难处理废水之一［２］，对人体和环境造成了严重的危害［３５］．

传统的物理化学处理方法如吸附、絮凝、氧化，过滤、电化学等很难将偶氮染料完全降解，同时大都
成本较高，会带来二次污染．相对来说，生物处理法具有相对优势，既处理效率高，又无二次污染，是经
济、高效和环境友好的偶氮染料废水处理方法［６８］．目前，关于染料生物降解性能的研究报道很多，偶氮
染料的降解研究进展也很快，已经发现可利用的微生物种类主要有真菌、细菌和藻类，它们处理染料的
机制主要是吸附和降解等［９］，而且效果非常明显，但是要获得最佳处理条件往往很难．

本文以一株对分散红３０（ＡＲ３０）具有较强降解脱色作用的链霉菌为研究对象，经１６ｓ ｒＤＮＡ［１０］分析
和生理生化实验鉴定为Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐ． ＦＸ６４９，重点运用响应面法对其降解脱色条件进行了优化．

１　 材料与方法
１． １　 样品采集

本文中污泥样采自湖南省株洲市棉纺厂印染车间废水滤池，运输时使用冰袋保护包装，使用前置入
－ ２０ ℃冰箱中保存．
１． ２　 试剂与仪器

偶氮染料ＡＲ３０（Ｃ１９Ｈ１７Ｏ４Ｎ５Ｃｌ２），分析纯，浙江闰土染料有限公司赠送．结构式如下：

ＡＲ３０配制成５０ ｇ·Ｌ －１的母液，经０． ２２ μｍ微孔滤膜过滤除菌备用．
筛选培养基：葡萄糖５ ｇ，琼脂２０ ｇ，加入染料母液１ ｍＬ，无菌水定容至１ Ｌ．
富集培养液：葡萄糖５ ｇ，蛋白胨２ ｇ，牛肉膏３ ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４ ３． ５ ｇ，ＫＨ２ＰＯ４ １． ５ ｇ，ＭｇＳＯ４ ０． ２ ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

０ ０１ ｇ，无菌水１ Ｌ，调ｐＨ值为７． ０．
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发酵培养液：葡萄糖５ ｇ，ＮＨ４ Ｃｌ ５ ｇ，Ｎａ２ ＨＰＯ４ ３． ５ ｇ，ＫＨ２ ＰＯ４ １． ５ ｇ，ＭｇＳＯ４ ０． ２ ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２ Ｏ
０． ０１ ｇ，染料０． ０１—０． ０５ ｇ，无菌水１ Ｌ，调ｐＨ值为７． ０．

ＹＸＱＬＳ７５Ｓ自动立式高压灭菌锅（苏州江东精密仪器有限公司），ＹＪ１０００型超净工作台（吴江天
润净化设备有限公司），Ｄ２Ｆ６０５０型真空干燥箱（上海精宏实验设备有限公司），ＤＨＰ９２７２恒温培养箱
（上海安竞生物科技有限公司）． ＵＶ２１００型紫外可见分光光度计（北京北分瑞利分析仪器公司）．
１． ３　 实验方法
１． ３． １　 菌株的筛选、鉴定及培养

称取污泥样５． ０ ｇ，放入盛有５０ ｍＬ无菌水并带有玻璃珠的三角烧瓶中，２５０ ｒ·ｍｉｎ －１振荡约２０ ｍｉｎ
后进行梯度稀释，得到稀释１０１、１０２、１０３、１０４、１０５、１０６、１０７倍的稀释液．分别取稀释液２００ μＬ涂布于筛
选培养基中，３２ ℃培养３—５ ｄ，挑选脱色圈较大的菌落进一步分离纯化，并对照伯杰氏细菌鉴定手册
（第八版）进行初步鉴定［１１］．

用接种环挑取纯化菌株于装有１００ ｍＬ富集培养液的２５０ ｍＬ三角瓶中，于３２ ℃厌氧培养２ ｄ．
１． ３． ２　 脱色率的测定

细菌脱色能力用脱色率衡量，采用比色法测定：将发酵液与对照培养液（不加菌）经离心机
８０００ ｒ·ｍｉｎ －１离心２０ ｍｉｎ，分别取上清液在ＵＶｖｉｓ于λｍａｘ ４４５ ｎｍ处测定吸光度，分别计算发酵液与对
照培养液中ＡＲ３０的浓度Ｃ１与Ｃ０，根据以下公式［１２］计算脱色率．

ω ＝
Ｃ０ － Ｃ１
Ｃ０

× １００％

式中，Ｃ０为不加菌的培养液中ＡＲ３０浓度（ｍｇ·Ｌ －１），Ｃ１为加菌的培养液中ＡＲ３０浓度（ｍｇ·Ｌ －１），ω为
脱色率（％）．
１． ３． ３　 染料浓度对脱色率的影响

２５、５０、７５、１００、１２５、１５０、１７５和２００ ｍｇ·Ｌ －１ ＡＲ３０的发酵培养液５０ ｍＬ，置入２５０ ｍＬ三角瓶，移入
富集后的菌液５ ｍＬ，于３２ ℃厌氧培养（下同）３ ｄ，平行实验３次，以空白发酵液为对照，计算脱色率．
１． ３． ４　 培养时间对脱色率的影响

配制１００ ｍｇ·Ｌ －１ ＡＲ３０的发酵培养液５０ ｍＬ于２５０ ｍＬ三角瓶，移入富集后的菌液５ ｍＬ，于３２ ℃
培养３ ｄ，每６ ｈ取样分析脱色率，平行测定３次，以空白发酵液为对照．
１． ３． ５　 培养液ｐＨ对脱色率的影响

配制１００ ｍｇ·Ｌ －１ ＡＲ３０的发酵培养液５０ ｍＬ，分别调节ｐＨ值为５． ０、５． ５、６． ０、６． ５、７． ０、７． ５、８． ０、
８ ５和９． ０，移入富集后的菌液５ ｍＬ，于３２ ℃培养３ ｄ，平行实验３次，以空白发酵液为对照，计算脱
色率．
１． ３． ６　 培养温度对脱色率的影响

配制１００ ｍｇ·Ｌ －１ ＡＲ３０的发酵培养液５０ ｍＬ于２５０ ｍＬ三角瓶，移入富集后的菌液５ ｍＬ，在２６、
２８、３０、３２、３４、３６、３８ ℃培养３ ｄ，平行试验３次，以空白发酵液为对照，计算脱色率．
１． ３． ７　 ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ组合实验设计

通过预实验发现，生物量即加入体系的菌液体积，在２—２０ ｍＬ变化时对脱色效果影响不太显著，所
以将其固定为５ ｍＬ，相反，染料浓度、培养温度、培养液初始ｐＨ和培养时间对脱色率的影响显著．根据
单因素实验结果，选取ＡＲ３０初始浓度、培养时间、培养液初始ｐＨ、培养温度４个主要因素，每个因素选
择３个水平，见表１，采用ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ组合设计法进行优化．

表１　 响应面分析因素水平表
Ｔａｂｌｅ １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＲＳＭ

水平 代码 Ａ
ＡＲ３０浓度／（ｍｇ·Ｌ －１）

Ｂ
培养时间／ ｈ

Ｃ
初始ｐＨ

Ｄ
培养温度／ ℃

１ － １ ７５ ３０ ６． ５ ３０
２ ０ １００ ３６ ７． ０ ３２
３ １ １２５ ４２ ７． ５ ３４
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２　 结果与讨论
２． １　 菌株鉴定

对照伯杰氏细菌鉴定手册，根据菌株生理生化特点，以及１６ｓ ｒＤＮＡ分析，共测定８００碱基对（ｂｐ），
其中的３０—６５０ ｂｐ与Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｖａｒｉａｂｉｌｉｓ（ＡＢ１８４８８４）同源性１００％，是新种的可能性很小，暂定名为
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐ． ＦＸ６４９．
２． ２　 脱色效果单因素实验

染料浓度、培养温度、培养液初始ｐＨ和培养时间对脱色率的影响结果见图１．由图１（ａ）可知，当染
料浓度低于１００ ｍｇ·Ｌ －１时，脱色效果较好，脱色率高达９４％ ． ２５ ｍｇ·Ｌ －１时，脱色率最高，为９６． １％ ．
２００ ｍｇ·Ｌ －１时，脱色率仅为２０． １％，说明此时染料浓度可能已经超过该菌株的耐受能力，破坏了菌株正
常生长代谢．由图１（ｂ）可知，在开始的１８ ｈ，脱色率均低于２０％，而３６ ｈ时则达到９３． １％；而当６６ ｈ
时，脱色率达到最大值９５． ４％，之后继续培养脱色率基本不变，可能由于代谢产物的抑制作用所致．细
菌生长与酶活性均受ｐＨ值影响，由图１（ｃ）可知，当培养液初始ｐＨ值由５增至７时，细菌脱色率持续增
大，在ｐＨ ７． ０时脱色率达到最大值９４． ６％ ．然后随着ｐＨ值的继续增大，脱色率反而下降．这说明该菌
对碱性环境耐受力不强．由图１（ｄ）可知，当温度由２６ ℃升至３２ ℃时，脱色率快速增大，３２ ℃时为最大
值９４ ６％ ．然后随温度升高，脱色率急剧下降，这是由于温度过高破坏了脱色酶活性，从而使脱色率降
低．综上所述，通过单因素实验获得的最佳处理条件为染料浓度１００ ｍｇ·Ｌ －１，培养时间３６ ｈ，初始ｐＨ值
为７，培养温度为３２ ℃，但一般认为单因素实验结果比较粗糙，拟采用响应面法进一步优化．

图１　 ４种因素影响染料脱色率的单因素实验
Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｃｏｌｏｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＲ３０ ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

２． ３　 响应面法优化
２． ３． １　 响应面分析方案

参照文献［１３］进行ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ组合实验设计，利用Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ ８． ０软件进行数据拟合，建立
数学模型，获得了该菌株降解ＡＲ３０的最优条件．其中响应面实验设计及结果见表２．在２９组实验数据
中，脱色率均在７３． ９％以上，当ＡＲ３０浓度为１００ ｍｇ·Ｌ －１，初始ｐＨ值为７． ０，在３２ ℃培养３６ ｈ后脱色率
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为最大值９５． ０％ ．表２数据主要用于后续的多项拟合、方差分析、响应曲面与等高线分析以及最优脱色
条件求解．

表２　 响应面实验设计及结果
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＳＭ

实验号 因素
Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

脱色率／ ％

１ － １ － １ ０ ０ ８０． ３

２ １ － １ ０ ０ ８３． ６

３ － １ １ ０ ０ ８３． ５

４ １ １ ０ ０ ９０． ７

５ ０ ０ － １ － １ ７３． ９

６ ０ ０ １ － １ ８０． ５

７ ０ ０ － １ １ ８７． ５

８ ０ ０ １ １ ８８． ２

９ － １ ０ ０ － １ ８０． ９

１０ １ ０ ０ － １ ７７． ７

１１ － １ ０ ０ １ ７８． ９

１２ １ ０ ０ １ ９４． ２

１３ ０ － １ － １ ０ ７９． ８

１４ ０ １ － １ ０ ８７． ５

１５ ０ － １ １ ０ ９１． ６

１６ ０ １ １ ０ ９０． ７

１７ － １ ０ － １ ０ ７５． ０

１８ １ ０ － １ ０ ８６． ４

１９ － １ ０ １ ０ ８４． ２

２０ １ ０ １ ０ ９１． １

２１ ０ － １ ０ － １ ７９． ９

２２ ０ １ ０ － １ ８２． ０

２３ ０ － １ ０ １ ８４． ２

２４ ０ １ ０ １ ９０． ７

２５ ０ ０ ０ ０ ９４． ６

２６ ０ ０ ０ ０ ９３． ４

２７ ０ ０ ０ ０ ９３． ０

２８ ０ ０ ０ ０ ９２． ５

２９ ０ ０ ０ ０ ９５． ０

２． ３． ２　 模型建立与显著性分析
对表２实验数据进行多项拟合，得到脱色率（ω）对ＡＲ３０浓度、培养时间、ｐＨ和培养温度的二次多

项回归方程为：
ω ＝ ９３． ７０ ＋ ３． ４１Ａ ＋ ２． １４Ｂ ＋ ３． ０２Ｃ ＋ ４． ０７Ｄ ＋ ０． ９７ＡＢ － １． １３ＡＣ ＋ ４． ６３ＡＤ － ２． １５ＢＣ ＋ １． １０ＢＤ －

１ ４７ＣＤ －５． ３３Ａ２ － ３． ０８Ｂ２ － ４． ０９Ｃ２ － ６． ３２Ｄ２

对该回归模型进行方差分析，结果见表３与表４．根据统计学知识对方差表进行分析，回归方程模
型的Ｐ值＜ ０． ０００１，说明回归方程描述各因子与响应值之间的关系时，其因变量与全体自变量之间的线
性关系是极其显著的，即这种实验方法是可靠的；本实验测得的信噪比为１５． ２５９，它的值通常应大于４，
这说明这个模型有足够分辨力，能合适地反映实验结果；变异系数低于１０％，说明实验有良好的稳定
性；模型的相关系数Ｒ２ ＝ ０． ９５９７，响应值的变化９５ ９％来源于所选因素，说明该模型能较好地描述实验
结果，仅有约４％的响应值变异不能由此模型进行解释．综合以上分析可以说明该模型可以用来分析和
预测该细菌降解染料ＡＲ３０的最佳实验条件．

从回归方程模型因变量的方差分析可知，模型一次项Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ差异极其显著；交互项ＡＤ、ＢＣ差异
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极显著，其它交互项差异不显著；二次项Ａ２、Ｂ２、Ｃ２、Ｄ２差异极其显著，说明所选因素与响应值之间不是
简单的线性关系．依据回归方程的系数值和方差分析表可知，在响应面的实验范围内各因素的主效应关
系为：培养温度＞染料浓度＞发酵培养液初始ｐＨ值＞培养时间．

表３　 响应面结果的方差分析
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ＲＳＭ ｒｅｓｕｌｔｓ

来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性
模型 １０４２． ８９ １４ ７４． ４９ ２３． ７８ ＜ ０． ０００１ 显著
Ａ １３９． ４０ １ １３９． ４０ ４４． ５１ ＜ ０． ０００１

Ｂ ５５． ０４ １ ５５． ０４ １７． ５７ ０． ０００９

Ｃ １０９． ２０ １ １０９． ２０ ３４． ８７ ＜ ０． ０００１

Ｄ １９８． ４５ １ １９８． ４５ ６３． ３６ ＜ ０． ０００１

ＡＢ ３． ８０ １ ３． ８０ １． ２１ ０． ２８９１

ＡＣ ５． ０６ １ ５． ０６ １． ６２ ０． ２２４３

ＡＤ ８５． ５６ １ ８５． ５６ ２７． ３２ ０． ０００１

ＢＣ １８． ４９ １ １８． ４９ ５． ９ ０． ０２９２

ＢＤ ４． ８４ １ ４． ８４ １． ５５ ０． ２３４２

ＣＤ ８． ７０ １ ８． ７０ ２． ７８ ０． １１７７

Ａ２ １８４． ２２ １ １８４． ２２ ５８． ８２ ＜ ０． ０００１

Ｂ２ ６１． ５０ １ ６１． ５０ １９． ６４ ０． ０００６

Ｃ２ １０８． ６０ １ １０８． ６０ ３４． ６７ ＜ ０． ０００１

Ｄ２ ２５８． ８１ １ ２５８． ６１ ８２． ６４ ＜ ０． ０００１

残差 ４３． ８５ １４ ３． １３

失拟项 ３９． ３３ １０ ３． ９３ ３． ４８ ０． １２０４ 不显著
纯误差 ４． ５２ ４ １． １３

总和 １０８６． ７３ ２８

表４　 二次回归方程的方差分析
Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｑｕａｄｒａｔｉｃ ｍｏｄｅｌ

项目 数值
标准差 １． ７７

均值 ８５． ９１

变异系数（Ｃ． Ｖ． ％） ２． ０６

ＰＲＥＳＳ ２３３． ５９

复相关系数 ０． ９５９７

校正相关系数 ０． ９１９３

预测相关系数 ０． ７８５１

信噪比 １５． ２５９

２． ３． ３　 响应曲面与等高线分析
多元回归方程可以得到不同因素影响脱色率的响应面及其等高线图．等高线图表示在同一椭圆型

的曲线上，脱色率是相同的．在椭圆形区域中心脱色率最高，由中心向边缘逐渐降低．本实验选定４个主
要因素，优化可以得到每两个因素交互的６个响应面的等高线图，本论文选取其中有代表性的３个，如
图２—图４所示．

图２是染料浓度和培养时间对脱色率的响应面和等高线，等高线近似于圆形，说明染料浓度与培养
时间的交互作用不是很明显．图３是染料浓度和培养温度对脱色率的响应面和等高线，等高线呈椭圆
形，且中心点的角度较大，说明染料浓度与培养温度的交互作用很强．这也与实验中这两个因素对结果
影响最大是相符的．图４是培养时间和培养温度对脱色率的响应面和等高线，等高线呈椭圆形，说明培
养时间与培养温度的交互作用较强．综上分析，４种因素的主效应关系为培养温度＞染料浓度＞
ｐＨ值＞培养时间．



　 １０期 方继前等：响应面法优化一株链霉菌对偶氮染料ＡＲ３０的降解脱色条件 １６０９　

图２　 染料浓度和培养时间对脱色率的影响
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｙｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｃｏｌｏｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＲ３０

图３　 染料浓度和培养温度对脱色率的影响
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｙｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｃｏｌｏｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＲ ３０

图４　 培养时间和培养温度对脱色率的影响
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒａｌ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｃｏｌｏｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＲ３０

２． ３． ４　 最优脱色条件求解与验证
通过Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ ８． ０软件求出细菌脱色最佳条件：染料浓度为１０９． ９２ ｍｇ·Ｌ －１，培养时间为

３６ ２４ ｈ，发酵培养液初始ｐＨ值为７． ３４，培养温度为３１． ３ ℃，细菌对染料的脱色率达到９５． ８％ ．
为了检验响应面法所得结果的可靠性，同时考虑到实际操作和实验仪器的局限性，修正后的最佳工

艺条件为：染料质量浓度１１０ ｍｇ·Ｌ －１，培养时间３６ ｈ，ｐＨ值７． ３，培养温度３１． ３ ℃，在此条件下进行了
３次重复验证实验，脱色率的平均值为９５． １％，与理论值基本吻合，说明实验设计和响应面法优化得到
的降解脱色工艺参数准确可靠，具有实用价值．
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３　 结论
从株洲棉纺厂污泥样品中分离筛选到了一株对偶氮染料ＡＲ３０具有较强降解脱色能力的菌株

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐ． ＦＸ６４９．在单因素实验结果的基础上，以染料浓度、培养时间、发酵培养液初始ｐＨ、培养
温度为主要因素，进行ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ组合实验设计，使用软件进行数据拟合并建立模型．回归分析得到
４种因素的主效应关系为培养温度＞染料质量浓度＞ ｐＨ值＞培养时间．并得到了最优脱色条件，经修
正为：染料质量浓度１１０ ｍｇ·Ｌ －１，培养时间３６ ｈ，ｐＨ值７． ３，培养温度３１． ３ ℃ ．最优条件下，脱色率达到
９５． １％ ．
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