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摘 要 利用Minitab软件．采用PB设计，选择温度、pH、接茵量、转速、初始加油量5个影响因素，对从延安川口

受石油污染土壤中分离筛选得到的可降解石油菌株cT．6的降解条件进行筛选优化。结果为：当温度为39．6℃，

pH为7．0，转速为198 r／rain，接菌量为8％，初始加油量为2．9％时，菌株对石油降解率比优化之前提高了

28．3％，达到89．4％。
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随着石油工业的发展，我国石油污染问题日益凸

显，传统的理化方法处理石油污染存在着被动处理、

费用昂贵以及容易产生二次污染等缺陷¨o。大量研

究表明，一些微生物在合适的条件下对石油有很强的

降解能力，目前对于石油降解菌尤其是在石油降解菌

的筛选及其降解性能的测定等方面已经做了大量深

入的研究旧“1，但是对于降解条件优化的相关报道却

较少，且主要局限于采用单因子多水平和正交实验分

析的优化方法‘卜”1。本试验从降解石油菌株的降解

条件出发，利用了Minitab软件中的PB设计和响应

面分析对降解石油菌的降解条件进行了优化，筛选出

一组较优的降解条件，有效地提高了降解率。使该菌

株可高效降解石油污染物，为建立环境友好型社会提

供科学依据。

1 材料与方法

1．1 材料

1．1．1 实验材料

试验用石油降解菌株CT-6由延安大学生命科学

学院微生物实验室提供，试验所用原油采自延安川口

采油厂。

1．1．2 试剂

浓硫酸(95％一98％，西安三浦精细化工厂)、石

油醚(90一120℃，天津市科密欧化学试剂有限公

司)、Na：SO。(天津市北方天医化学试剂厂)，均为分

析纯试剂。
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1．1．3 仪器

隔水式电热恒温培养箱(PYX．DHS-40}50一BS，

上海跃进医疗器械厂)、紫外分光光度计(UVmini一

1240，日本岛津)、pH计(pHS-25C，上海康仪仪器有

限公司)、立式压力蒸汽灭菌锅(LS．B50L，江阴滨江

医疗仪器厂)。

1．1．4培养基

LB培养基、降解培养基¨¨。

1．2 方法

1．2．1 不同降解条件下CT-6的降解性能测定

将种子菌液按试验设计的量接种于降解液体培

养基中培养8 d后，利用紫外分光光度法¨2 o测定菌

株CT-6在不同条件下对石油的降解率。

1．2．2 试验设计

(1)Plackett．Burman设计⋯。14|：根据菌株降解石

油过程中的影响因素，本试验选取温度、pH、接菌量、

转速、加油量5个因素进行考察；选用实验次数N=

12的PB实验设计，对上述5个因素进行考察，每个

因素分别取高／低2个水平，高水平应为低水平的

1．05—1．25倍’1“，响应值为降解率(y)。每个试验

组重复3次，同时设对照组。

(2)最陡爬坡实验(Steep ascent design)¨“：根

据PB实验结果，确定对石油降解影响最为显著的因

子，以试验值变化的梯度方向作为爬坡方向，在PB

实验低水平的基础上各自的变化步长为：温度+1℃，

转速一10 r／min，加油量一0．1％，对于另外的2个不

显著因子，取pH 7．0，接种量2％。设置9个梯度的

爬坡实验，每组重复3次，最陡爬坡设计见表2。

(3)Box—Behnken实验设计⋯1：爬坡实验所得的

数据组合并非为最佳组合，为了更形象、直观的反映

出最佳组合所在的区域，以爬坡实验所得的数据组合
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为中心，根据Box—Behnken的中心组合设计原理，利

用Minitab软件设计3因素3水平共15个试验点的

实验，同样每组试验重复3次。所确定的重要因素的

水平及实验设计见表3、表4。

(4)优化实验结果验证¨81：保持其余条件不变，

分别在优化前后和优化后的降解条件下，利用紫外分

光光度法¨引测定菌株CT--6对石油的降解率。

2 结果与分析

2．1 影响CT-6菌株降解石油重要因素的确定

利用Minitab软件对PB实验各因素主效应分析

的结果见表1。

表1 Plackett-Burman试验因素水平及其主效应分析

由表l可知，转速、温度和加油量对石油降解影

响最为显著，可信度在95％以上，而接菌量和pH 2

个因素的可信度均低于95％，因此确定转速、温度、

初始加油量为主要影响因素。

2．2 最陡爬坡实验接近最大响应面区域

最陡爬坡实验结果见表2。

表2最陡爬坡实验设计及结果

试验组 X x7 Xg Y

1 37 230 3．2 0．705

2 38 220 3．1 0．752

3 39 210 3．0 0．806

4 40 200 2．9 0．893

5 4l 190 2．8 0．83l

6 42 180 2．7 0．785

7 43 170 2．6 0．714

8 44 160 2．5 0．687

9 45 150 2．4 0．634

从表2实验结果来看，最佳降解条件处于第4组

与第5组之间，故以第4组为后续实验的中心点进行

响应面分析。

2．3 Box-Behnken实验

2．3．1 实验设计及结果

在爬坡实验所得数据的基础上，以转速200 r／

min，温度40。C，加油量2．9％组合为中心，进行

Box—Behnken实验，实验结果见表4。76』2—009 V01．35 No—．6(Total 258)

2．3．2二次回归拟合及方差分析

以y为响应值，运用Minitab软件进行回归拟

表3 Box-Behnken实验因素水平

表4 Box．Behnken实验设计表及实验结果

合后，各实验因子对响应值的影响可用回归方程Y=

1．015 7Xl+0．023 4X7+9．947 IX8—0．021 8XI
2—

0．000 1X7 2—0．021 8X82+0．000 9XlX7+0．182

5X。Xs一0．000 5X，以表示。利用Minitab软件对回归

方程进行方差分析，结果见表5。

表5 回归方程的方差分析

经F检验方程二次项、交互项作用的影响都是

显著的。并且决定系数R2=0．961，离回归偏差S=

0．0129686，说明回归方程的拟合程度较好¨⋯。这

样，就拟合了因素(温度、转速、初始加油量)和响应

(降解率)间的全局函数关系，有助于快速建模，缩短

了优化时间。

2．3．3 响应面分析及最优降解条件的确定

  



通过回归方程来绘制分析图，考察所拟合的响应 面曲面的形状，响应面立体分析图见图1。
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图1 Y=f(x。、X，)，y=f(X。、X。)，Y=f(X，、X。)响应面立体分析图

对该结果经过RSA分析，结果如图2所示。
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图2 CT-6降解条件最优化分析图

由此可确定3个因素(温度、转速、初始加油量)

的最优实验点(X1，X7，X8)分别为(39．6，198，2．9)。

2．4优化实验结果验证实验

经过实验验证，在降解条件优化前后，石油降解

率为分别为61．1％和89．4％；优化后降解率提高了

28．3％，说明该降解条件更有利于菌株CT-6对石油

的降解。

3 结论

(1)本实验通过PB设计、最陡爬坡实验、Box—

Behnken实验及响应面分析，得到在温度、pH、接菌

量、转速、初始加油量5个因素中，转速、温度、初始加

油量是影响菌株CT-6降解石油的关键因素。优化后

的降解条件为：温度39．6℃、pH 7、转速198 r／min、接

种量8％、初始加油量2．9％，在该降解条件下，降解

率达到了89．4％，比优化前提高了28．3％，取得了较

好的效果。其原因可能是：①温度对微生物降解石油

烃的影响主要是对石油烃物理状态、化学组成的影响

以及对微生物本身酶活性的影响，所以石油烃降解速

率与温度有关嵋⋯。在39．6。E时，石油的理化状态可

I

t

能易于被降解，菌株CT一6的相应的酶的活性也达到

最高。②转速直接决定溶氧量，氧对石油类化合物的

降解十分重要，同时石油烃微生物降解过程中需要有

分子态的氧作为呼吸链电子传递系统末端的电子受

体¨“，但转速大于200 r／min时，石油降解率增幅不

大，原因可能是过高的溶氧浓度限制了茵体生长及代

谢。2⋯。菌株CT-6在转速为198 r／min时，对石油降

解率较高，与这一结论相吻合；③油量是石油降解菌

唯一的碳源，一般而言，应是油越多，细菌生长越好；

但是实验发现油量过大反而会抑制菌的生长。可能

的原因是油量越大，覆盖于培养基表面的油膜面积越

大，使得氧气难以进入，从而影响对石油降解菌供氧，

抑制其生长忙“。本实验中，最陡爬坡实验的结果也

证明了这一结论。

(2)目前对于石油降解菌的研究，尤其是在石油

降解菌的筛选及其降解性能的测定等方面已有大量

报道旧。1，但对于降解条件优化的相关研究却相对较

少，已有的报道大多采用单因素试验法和正交设计试

验法"。⋯，但这2种方法本身存在诸如：不考虑因素

间的交互作用；因素涉及模糊因子时，不能直接使用
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等缺陷心引。由于影响菌株降解石油的多个因素之 (3)：43—46·

问，存在交互作用，I司日寸，有些因素是模糊因子’因此 哺1袭薯尧篙篇喜喜凳罕契霎署篓溅降解2007性．
本试验利用Minitab软件对降解条件进行优化，通过 [9] 王春艳，丁永生．石油降解菌的筛选及其降解特性

PB设计和响应面分析法，把因素与实验结果的关系 [J]．大连海事大学学报，2008．34(3)：11—12．

雪鍪竺：塑警了，降矍壹??董宝季箩懋型些¨叫喜嘉嚣毛需‘篙淼鬣蛐45(滞3)：解79
对因素进行响应面分析，从而找出各个因素对响应值 一R，

⋯。 ‘一 ⋯

最佳的水平值，使结果更直观、清楚。为石油降解菌 [11]杨乐，李春，鲁建江，等．石油降解菌的筛选及其降

降解条件的优化提供了一种简便、有效的方法，为微 解能力的初步研究[J]·石河子大学学报，2007，25

生物修复石油污染和下一步的科学研究奠定了坚实 [12]蒜盏．。篆境矗；实验[M]．北京：科学出版社，2003，
的科学基础，为构建环境友好型社会提供了的科学依 66—68．

据。 [13]Plackett RL，Burman JP·The design of optimum multi。

(3)影响石油降解菌的影响因素很多，由于实验 fae，to．r。i81。1periments[J]·Bi。m。‘rik8·1946，33(4)：305

条件所限所以无法全面的加以研究，本试验只是根据 [14] Akh。。：。。，a S，Prapulla SG．Selectio。of aleoh01。

文献的报道选取其中5个因子作为研究对象，其他因through Packett-Burman design in lipase‘catalyzed synthe。

子对降解率的影响还有待进一步研究。 8i8，o，f
8“‘“‘8“ilic[J]-spring。7 Berlin,2006,78(1)：49
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The Optimizing of Degradation Conditions for One Oil-degrading Stain

Gao Xiaopeng，Xu Ying，Bian Zhibo，Wang Yue，Liu Zhongzhong

(College of Life Science。Yanhn University，Yanhn 716000，China)

ABSTRACT The experiment which used minitab software and applied Packett—Burman design selected five factors：

temperature，pH，inoculate capacity，rotational speed and the initial amount of oil to optimize the degradation condi-

tion of oil degrading strain CT-6 which was isolated and screened from the soil polluted by oil of Chuankou in Yan hn．

The result showed as follows：when the temperature was 39．6℃，pH 7．0，inoculate capacity 8％，rotational speed

198 r／min，the original amount of oil 2．9％．the strain CT-6 made the rate of oil degradating increase by 28．3％，

which reached 89．4％．

Key words minitab software，packett-burman design，response surface methodology，degradating conditions，opti—

mization．78『2—009 V01．35 No—．6(Total 258)
  


