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Abstract: This study is to inspect the biodecolorization capabilities of indigenous strains to azo dyes (RR198, RR141, RBk5, 

RBu160, RBu171, DY86, RY84 and RG19). Shewanella sp. WLP72 isolated under selection pressure of decolorization of 

RBu160 upon gut microbial consortia of Babylonia areolate showed the optimal color removal capability. Due to this, WLP 72 

had the highest capability to decolorize RBu160. Apparently, conditions of isolation of model dye(s) would affect 

dye-decolorizing capabilities of strains to be expressed. Moreover, the chemical structure effect of azo dyes would have a 

significant impact on decolorization efficiency as indicated through specific decolorization rate (SDR) of azo dyes by WLP72. 

The presence of electron-withdrawing groups (i.e., -SO3
-
) as the substituents at ortho- or para to azo bond would enhance 

decolorization efficiency. However, since the ortho substituent caused steric hindrance near azo linkage(s), azo dyes with para 

substituent could be more favorable than those with ortho substituent for decolorization. This study suggested that both the 

electronic characteristics of substituents in azo dyes and the positions of substituents related to azo bond on the aromatic ring 

all significantly affected the efficiency of biodecolorization of azo dyes. 

Keywords: Azo Dyes, Species Isolation, Biodecolorizaiton, Chemical Structure Effect 
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中文摘要中文摘要中文摘要中文摘要：：：：本研究針對以本土脫色菌對偶氮染料脫色之能力進行評估分析。其中以RBu160染料篩選取自鳳螺之腔腸中

之Shewanella sp. WLP72對多種偶氮染料(RR198、RR141、RBk5、RBu160、RBu171、DY86、RY84、RG19)均有不錯脫色

能力，尤其對RBu160之脫色效率更為優異，故推測篩選條件會對之後進行染料脫色有顯著影響。另外，將WLP72做偶氮

染料之比脫色速率(SDR)進行評比，探討偶氮染料化學結構效應對生物脫色的影響。由結果發現染料結構對生物脫色有

著重大影響，若在偶氮雙鍵之鄰位或對位處具有較高陰電性的官能基(即拉電子基)(例如:磺酸基-SO3

-

之類)，則均因為
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會降低偶氮鍵的電子雲密度，以致於有利於偶氮染料之生物還原脫色反應。再者,若此類高陰電性的官能基(即拉電子

基)在偶氮雙鍵的對位處，因為立體阻礙效應低於在鄰位處，更有利於脫色反應。 

关键词关键词关键词关键词：：：：偶氮染料，菌種篩選，生物脫色，化學結構 

 

1111．．．．引言引言引言引言    

染整工業廢水由於色度高，生物分解性低，易造成環

境上的污染，形成環保單位必然之稽查重點汙染物。其中

偶氮染料更占具一般應用染料60%以上，而且偶氮染料具

有(-N=N-)之結構特徵，在環境中更穩定。更由於染料易

合成，且成本低，穩定且顏色多樣化，常應用於紡織加工、

化妝品、食品、皮革和塑料等行業[1]。而約10-15％在染

色過程中所用染料會不結合在纖維上[2]，因此，染料自

處理系統中被釋放導致環境污染。是以所排放出來的染料

廢水，不僅汙染了河川環境，部份相關染料物質亦具毒性，

故對生態造成莫大之衝擊。儘管有物理、化學方法可有效

處理，但由於考量物理、化學處理經濟可行性及二次汙染，

因此以環境較友善的微生物處理為宜[3]。Khalid et 

al.,(2008)[4]提出，偶氮染料雖然由厭氧條件下進行降

解，但所降解之中間物若要再進一步降解(如:去甲基化，

去磺酸化、還裂解)，則需要在好氧條件下進行。Fernando 

et al.,(2014)[5]亦提出兩階段式降解法，先將染料在厭

氧之微生物燃料電池中進行染料降解，後再進行第二階段

好氧降解，將有毒中間物再進一步生物轉化成無毒或毒性

較低之小分子。 

2222．．．．材料與方法材料與方法材料與方法材料與方法    

2.12.12.12.1．．．．化學品化學品化學品化學品    

為了解生物脫色之難易比較，在依待測染料區分如下:

其中使用8種染料可分為二大類別(採購於台灣永光化學

公司):包括(A)酚型單偶氮染料:反應紅198(RR198, 

λmax=522 nm)；萘酚型雙偶氮染料:反應黑5(RBk5, 

λmax=600 nm)、反應紅141 (RR141,λmax=544 nm)、反應藍

160 (RBu160, λmax=616 nm)、反應藍171 (RBu171,λmax=609 

nm)、反應綠19 (RG19,λmax=631 nm)(圖1)(B)非萘酚型偶

氮染料:反應黃84 (RY84, λmax=411 nm)、直接黃86 (DY86, 

λmax=393 nm)(圖2)，WLP72所用之培養基為Marine Broth 

2216 (MB)其餘為Luria-Bertani(LB)。 

    

圖圖圖圖1111 酚型染料[7]。    
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圖圖圖圖2 2 2 2 非酚型染料[7]。 

2.22.22.22.2．．．．染料脫色染料脫色染料脫色染料脫色    

首先取凍管菌株1%(v/v)接種於新鮮LB基質中50 ml

中以30℃、125 rpm 下進行前培養12小時進行活化，再取

前培養液1%(v/v)於含有200 mg L

-1 

染料之相同新鮮LB培

養基中50 ml進行搖瓶培養，後搖瓶6小時(30℃、125 rpm)，

開始靜置，並以個時間取出測量其菌種濃度與染料濃度

(以分光光度計測得)，菌體濃度測OD600 nm；染料濃度測其

最大吸收峰λmax。 

2.32.32.32.3．．．．分析方法分析方法分析方法分析方法    

經由分光度計，染料(染料之最大吸收峰λmax)和菌體

(λmax=600 nm)。濃度之測量可以下列方式決定[6]: 

(a) 假設未經離心之原含菌液樣品之測量值為: 

600 600 600 
+ = +X DYE DYE X

nm nm nmOD OD OD       (1) 

(b) 經離心(12000 rpm≈14940Xg)取上層液(假設含染

料)所測得值為 

sup
600 600 = DYE

nmnmOD OD                 (2) 

(c) 經離心(12000 rpm≈14940Xg)取上層液(假設含染

料)所測得值為 

sup
 max  max = DYEOD ODλλ                 (3) 

將此三個方程式聯立即可算出DYE濃度

 
  max
DYEODλ 和

X

nmOD  600
，再取適當的稀釋倍數於線性範圍內(OD < 0.6)，

最後才由檢量線計算實際濃度。 

再以每單位菌體濃度計算比生長速率(specific 

growth rate, SGR) 和 比 脫 色 速 率 (specific 

decolorization rate, SDR)，其計算和定義如下： 

Logistic equation: 

0

ln
1
 

= − 
 

d X X

dt X
µ

               (1) 

Specific growth rate (h

-1

): 

( )ln 1 Xd X
SGR

dt X t

∆
= ≅

∆
            (2) 

Specific decolorization rate (mg L

-1

 h

-1

 ODU

-1

) 

[ ]1 d DYE
SDR

X dt
= −              (3) 

X 為菌體濃度、X0為起始菌體濃度、μ 為生長速率、[DYE]

濃度(mg L

-1

)、t為時間(h) 

3333．．．．結果與討論結果與討論結果與討論結果與討論    

3.1.3.1.3.1.3.1.染料結構染料結構染料結構染料結構效應效應效應效應影響脫色影響脫色影響脫色影響脫色效效效效率率率率    

依染料結構影響脫色速率之主要因素，可分為下列三

種[7]:(一)偶氮腙互變異構(圖3)[19]；(二)電子效應(圖

4)；和(三)立體阻礙效應(圖1)。 

先前研究[7]指出鄰位萘酚類偶氮染料較非萘酚類偶

氮染料更易進行微生物脫色，主要原因是羥基位於萘酚環

的第二個碳上，會發生偶氮-腙互變異構(如：-N=N- ↔ 

=N-NH )(圖3)，因此為推電子基之羥基(-OH)經由結構異
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構化後將轉為成拉電子基之羰基(C=O)，由於羰基是具高

陰電性，會降低偶氮鍵的電子密度，因而有利於偶氮染料

進行還原脫色外，拉電子基之羰基也可以穩定在還原時所

產生其負電荷(圖4)。此鄰位萘酚類偶氮染料較非萘酚類

偶氮染料更易進行微生物脫色之現象在Al-Amrani[14]等

人亦曾提及。 

WLP72對多種染料進行脫色時，其中對RBu160脫色速

率為最快外,其他偶氮染料的比脫色速率(SDR)排序如

下:RR198 > RBk5 > RR141 > RG19 ≈ RBu171>DY86 ≈RY84),

此順序大致與NIU01[7](表1)對萘酚類染料有著平行之次

序(即是RR198 > RBk5 > RR141 > RG19 ≈ RBu171),所以

發現WLP72對不同偶氮染料的結構效應大致如同NIU01[7]

符合上述之討論說明。 

拉電子基在偶氮鍵的對位處和鄰位處時會因為有共

振效應和感應效應而降低偶氮雙鍵的電子密度，促使偶氮

雙鍵的pi鍵在進行還原脫色時較容易被分解打斷(圖4)。

並從不同染料脫色結果發現拉電子基在不同位置時會對

脫色效率有顯著影響。亦就是拉電子基在偶氮鍵的對位處

會 比 在 鄰 位 處 更 容 易 脫 色 。 例 如 在 對 位 處 者

如:RR198(53.7)、RBk5(48.8)即具有較高比脫色速率

(SDR)；而在鄰位處者如: RR141(36.3)、RBu171(13.7)

之SDR則較低，其因即是在鄰位處立體阻礙大於在對位

處。 

RR198比RBk5快其原因為RR198為單偶氮染料，RBk5

為雙偶氮染料，RR198只要打斷一個偶氮鍵即可達去色效

果。至於RBk5比RR141快之主因是為其立體阻礙較小(圖1)。

另外，RR141比RBu171和RG19快，主要原因是RBu171和RG19

分別在偶氮鍵的對位和間位處有推電子基(胺基-NH-)，會

使偶氮雙鍵電子雲密度上升，使其偶氮雙鍵更穩定，比較

不容易被還原分解打斷[7]。 

    

圖圖圖圖3333 偶氮腙互變異構圖[7]。 

 

圖圖圖圖4444 染料結構 -電子效應[7]。 
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表表表表1111 WLP72與NIU01對不同偶氮染料之脫色效率比較。 

染料類型染料類型染料類型染料類型    

Decolorization rateDecolorization rateDecolorization rateDecolorization rate    ((((µµµµMMMM    hhhh

----1111

    ODUODUODUODU

----1111

))))    

WLP72WLP72WLP72WLP72    NIU01NIU01NIU01NIU01[7,8][7,8][7,8][7,8]    

Reactive Blue 160 62±2 16.7 

Reactive Red 198 57±3 264.2 

Reactive Black 5 48±1 81.6

 

Reactive Red 141 36±1 37.5

 

Reactive Green 19 17±4 25.4

 

Reactive Blue 171 17±3 29.0

 

Direct Yellow 86 13±1 20.7

 

Reactive Yellow 84 12±1 16.4 

3333....2.2.2.2.希瓦氏菌希瓦氏菌希瓦氏菌希瓦氏菌WLP72WLP72WLP72WLP72對不同偶氮對不同偶氮對不同偶氮對不同偶氮染料染料染料染料之脫色能力之脫色能力之脫色能力之脫色能力    

以希瓦氏菌WLP72對各種染料進行脫色，可從圖5及表

2看出，WLP72對於各種染料在一天內皆能有效降解脫色至

71.4%以上。且從表2可看出，希瓦氏菌WLP72之脫色能力

比起其他脫色菌株還來的優異許多。Shewanella sp. 

WLP72，具有奈米導線可增強電子之傳導，由於生物染料

脫色為還原機制，故WLP72具有良好之脫色能力。希瓦氏

菌不僅僅可降解偶氮染，再由Chen[9]和Cao[12]等人更發

現亦可以降解非偶氮染料。Cao[12]等人以Shewanella 

oneidensis MR-1對 methyl orange (MO)和  naphthol 

green B (NGB)之混合液具有很強厭氧脫色能力，然而其

對MO具有更強脫色能力，且MO會抑制NGB還原脫色。其也

提及添加核黃素(riboflavin)作為電子梭會加速脫色速

率，推測Shewanella oneidensis MR-1之脫色機制非僅只

涉還原酵素,另會產生電流加強脫色效率.依本研究結果

亦發現，希瓦士菌WLP72對各種染料皆有不錯的降解脫色

能力，即具有對各種染料較廣泛之脫色能力。 

表表表表2222    不同的本土脫色菌對偶氮染料(RBk5和RBu160)之脫色活性(SDR)比

較表。 

StrainsStrainsStrainsStrains    編號編號編號編號    RBk5RBk5RBk5RBk5    RBu160RBu160RBu160RBu160    篩選方式及條件篩選方式及條件篩選方式及條件篩選方式及條件    

Acinetobacter 

johnsonii 

NIUx72 5.97 5.74b RBu198、RY84 /LB 

Acinetobacter 

junii 

NIUY8 7.86 3.51c MFC(MM) 

glucose/acetate 

Aeromonas 

hydrophila 

NIU01 81.6a 16.7b RR141/LB 

NIUx73 1.76 9.46b RBu198、RY84 /LB 

YT11 65.89 11.76b RBu160、RBk5/LB 

Aeromonas 

punctata 

NIUP9 2.66 4.90c MFC(MM) 

glucose/acetate 

Enterobacter 

cancerogenus 

BYm30 1.62 2.51b RBu160、RBk5/LB 

Exiguobacterium 

indicum 

K4 26.4d 7.68d NaCl /LB 

Klebsiella 

pneumoniae 

ZMd31 2.02 2.71b RBu160、DO39/LB 

Klebsiella 

variicola 

P11 1.2d 1.17d Phenol 

Proteus hauseri ZMd44 3.43b 11.16b RBu160、DO39/LB 

Shewanella sp. WLP72 48.0 62.0 RBu160/MB 

Staphylococcus 

gallinarum 

K1 14.11d 2.9d NaCl /LB 

a:[7], b:[8], c:[10], d:[11]. 

    

圖圖圖圖5555 以WLP72對各種染料進行生長及脫色。 

    

圖圖圖圖6666 不同的本土脫色菌對RBk5之生長及脫色曲線。 

3.3.3.3.3.3.3.3.比較不同脫色菌株之脫色能力比較不同脫色菌株之脫色能力比較不同脫色菌株之脫色能力比較不同脫色菌株之脫色能力    

為針對各種脫色菌株之脫色活性做量化比較以選定

RBk5和RBu160為目標染料，對RBk5染料(圖6、表2)之比脫

色速率SDR(μM h

-1

 ODU
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NIU01(81.6)>YT11(65.89)> WLP72(48.0)> K4(26.4)> 

K1(14.11)>NIUY8 (7.86)> NIUx72 (5.97)> ZMd44 (3.43) > 

NIUP9(2.66)≈ ZMd31(2.02)≈ BYm30(1.62)≈ NIUx73 

(1.76)≈ P11(1.2).另外,對RBu160脫色之SDR(μM h

-1 

ODU

-1

)如下所示:WLP72(62.0)> NIU01(16.7)> YT11(11.76) 

≈ ZMd44 (11.16)> NIUx73 (9.46)> K4(7.68)> NIUx72 

(5.74)> NIUP9(4.90)≈ NIUY8(3.51)≈ K1(2.9)≈ ZMd31 

(2.71)≈ BYm30(2.51)≈ P11(1.17)。除了NIUx73和ZMd44

例外，其他各脫色菌株對RBk5和RBu160脫色活性能力大致

是平行。在Peres[15]和Hsueh[16]等人即發現不同菌屬在

還原4-nitro-benzoic acid(4-NBA)時就因為具有不同之

生物還原途徑以致會產生不同代謝物。所以此些不同菌屬

脫色菌株或源自篩選條件不同,是以對偶氮染料脫色具有

不同脫色能力,其中以同為Aeromonas hydrophila 的

NIU01,YT11和Shewanella sp.WLP72此三株菌對RBk5和

RBu160均具有不錯脫色能力。 

3.4.3.4.3.4.3.4.篩選條件篩選條件篩選條件篩選條件    

篩選條件是會對脫色菌之脫色能力有影響[17]，對

RBu160之脫色效率有優於RBk5之菌株，除了NIUx73和

NIUP9者，即是有以RBu160為篩選條件之菌株者，例如

ZMd31、ZMd44、WLP72，且其中希瓦氏菌WLP72則僅是以

RBu160為篩選條件，因此對RBu160之脫色能力尤其具有特

別強化之優勢效果。然而BYm30和YT11則也有用RBk5為篩

選條件，故二者對RBu160脫色效果並未明顯優於RBk5。 

3.4.13.4.13.4.13.4.1....以非偶氮染料篩選之菌株以非偶氮染料篩選之菌株以非偶氮染料篩選之菌株以非偶氮染料篩選之菌株    

若以RBu198之非偶氮染料作為篩選條件之菌株如

NIUx72和NIUx73，對於偶氮染料之脫色活性則較差，可能

由於以非偶氮染料篩出的菌株是以未具有顯著的azo- 

reductase活性[18]，所以對偶氮染料之脫色活性都不高，

導致脫色能力不佳。 

3.4.23.4.23.4.23.4.2....貧瘠培養基貧瘠培養基貧瘠培養基貧瘠培養基    

從表2指出，若是以太貧瘠的培養基作為碳源以較貧

瘠之培養基(MM)所篩出之菌株，為MFC為篩選條件所得之

產電菌，且發現若是以此種當作培養基篩出的菌例，如

NIUY8 和NIUP9之脫色能力幾乎都是最差的。 

3.4.33.4.33.4.33.4.3....不同篩選條件之同屬脫色菌不同篩選條件之同屬脫色菌不同篩選條件之同屬脫色菌不同篩選條件之同屬脫色菌    

同為Aeromonas屬之NIU01、YT11、NIUx73和NIUP9則

具有不同脫色能力: NIU01 > YT11 > NIUx73 > NIUP9。

其中NIU01和YT11和NIUx73為同屬同種，但篩選條件不同。

由於NIU01是由毒性較高且較不易脫色的偶氮染料RR141

優勢篩選出來[13]，故其脫色能力極為優異。而YT11則是

由偶氮染料RBk5和RBu160兩種脫色活性所篩選，是以對偶

氮染料具有不錯之脫色能力。NIUx73則是由非偶氮染料

RBu198與偶氮染料RY84篩選，通常以非偶氮染料篩選之菌

株，對偶氮染料脫色能力較差。而NIUP9則是glucose 

/acetate做為碳源以較貧瘠之培養基(MM)，以MFC為篩選

條件所得之產電菌，且發現若是以此種當作培養基篩出的

菌，脫色能力幾乎都是較差的例如NIUY8。 

3.4.43.4.43.4.43.4.4....耐鹽菌株和耐酚菌株耐鹽菌株和耐酚菌株耐鹽菌株和耐酚菌株耐鹽菌株和耐酚菌株    

以耐鹽菌K4而言篩選階段並無添加染料，雖是僅以高

鹽度進行篩選。但是LB仍可促進K4對偶氮染料脫色效果

[11]和降解硝基芳香化合物[16]，可能是LB內成分可促進

K4的還原酵素活性有關。另外，耐酚菌株P11是以酚為篩

選條件[11]，所以其對偶氮染料脫色能力在所有脫色菌中

是最差。 

4444．．．．結論結論結論結論    

WLP72對萘酚型染料脫色活性次序與NIU01相似，染料

結構效應對WLP72脫色活性的影響類似NIU01。本研究發現

篩選條件對菌株有明顯影響脫色效能，以RBu160為篩選條

件之WLP72對RBu160之脫色效率甚至比易脫色的萘酚型染

料快，且高於其他脫色菌。但若以極為貧瘠之培養基或非

偶氮染料作為篩選條件，所分離純化的菌株，對偶氮染料

脫色能力都較差。 
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