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摘要:通过单因素试验优化了耐盐人苍白杆菌(Ｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍ ａｎｔｈｒｏｐｉ)Ｎ２－２ 的脱氮发酵培养条件ꎮ 利用 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ

试验得出影响菌株 Ｎ２－２ 氨氮降解效率最显著的 ３ 个因素为 ｐＨ、丁二酸钠质量浓度和温度ꎮ 通过 Ｃｅｎｔｒａｌ Ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ Ｄｅｓｉｇｎ 试验
设计对菌株 Ｎ２－２ 的培养条件进行响应面优化并分析得出最佳脱氮发酵培养条件ꎮ 结果表明ꎬ在丁二酸钠质量浓度为 ９􀆰 １ ｇ /
Ｌ、初始氨氮质量浓度为 ３００ ｍｇ / Ｌ、ｐＨ 为 ８􀆰 ６、转速为 １２０ ｒ / ｍｉｎ、温度为 ３０℃、接种量为 ４％的条件下ꎬ氨氮降解率为 ８４􀆰 ９７％ꎬ比
优化前提高了 １１􀆰 ７８％ꎮ
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方向为发酵工程、生物化工ꎬ通讯联系人ꎬｈｙｈ＠ ｎｊｔｅｃｈ.ｅｄｕ.ｃｎꎮ

　 　 石化企业的废水排放量每年达 ４０ 亿 ｔ[１]ꎮ 石化

废水的水质受原材料和石化加工工艺等因素的影响

而有所差异[２－３]ꎬ高浓度氨氮是其中常见的污染物

之一ꎮ 氮素主要有氨氮和有机氮 ２ 种[４－５]ꎬ有机氮

在石油加工过程中加氢脱氮变为氨氮进入水体ꎬ其
质量浓度可以达到上千毫克每升ꎮ

高质量浓度氨氮进入水体不仅会造成水体富营

养化ꎬ而且会导致鱼虾体内血红蛋白变性、抵抗力下

降甚至缺氧死亡ꎬ人类误食体内含有浓度高的亚硝

酸盐的鱼虾会引起中毒[６－９]ꎮ 除此之外ꎬ石化废水

含盐度高ꎬ过量的无机盐离子会抑制微生物生长代

谢ꎬ导致菌株脱氢酶活性降低等ꎬ这样处理得到的石

化废水达不到废水排放标准[１０－１２]ꎮ

生物法用于废水处理更加绿色环保、高效经

济[１３]ꎮ 微生物能够将 ＮＨ＋
４ 氧化为 ＮＯ－

２ 和 ＮＯ－
３ 最

终转化为 Ｎ２
[１４]ꎮ 近年来ꎬ研究证明异养硝化细菌

能够降解氨氮ꎬ如不动杆菌属(Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ)、节杆

菌属(Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ)等[１５]ꎮ
人苍白杆菌呈短杆状ꎬ是革兰氏阴性菌ꎮ 目前

对于人苍白杆菌的研究主要集中在其致病耐药

性[１６]、重金属降解[１７] 以及石油烃污染降解[１８] 等方

面ꎮ 而人苍白杆菌作为一株高效的异养硝化细菌ꎬ
关于其降解氨氮方面的研究报道比较少ꎮ 笔者选用

大连某石油化工院的高盐生化污泥中分离纯化出的

一株能耐盐度 ３％、高效降解氨氮的人苍白杆菌

Ｎ２－２ 作为实验菌株ꎮ 对影响菌株去除氨氮的因素
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如碳源、初始氨氮质量浓度、温度、接种量、ｐＨ、转速

进行单因素试验ꎮ 再通过 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ(ＰＢ)试
验找出显著影响因子ꎬ采用最陡爬坡试验、响应面设

计分析等方法优化显著影响因子ꎬ并确定了最佳的

菌株培养条件ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料与试剂

１􀆰 １􀆰 １　 菌种

人苍白杆菌(Ｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍ ａｎｔｈｒｏｐｉ)Ｎ２－２:由本

实验室筛选优化并保存ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 培养基

基础培养基:ＮＨ４Ｃｌ １􀆰 １４６ ｇ / Ｌ、丁二酸钠 ９ ｇ / Ｌ、
ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０５ ｇ / Ｌ、 ＦｅＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０１ ｇ / Ｌ、
ＫＨ２ＰＯ４ ０􀆰 ５ ｇ / Ｌ、Ｋ２ＨＰＯ４ １􀆰 ２５ ｇ / Ｌ、ＮａＣｌ ３０ ｇ / Ｌꎻ调
节 ｐＨ 至 ８􀆰 ０ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 试剂和仪器

主要试剂:柠檬酸三钠、乙酸钠、丁二酸钠、葡萄

糖、蔗糖、可溶性淀粉、ＮＨ４Ｃｌ、ＦｅＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ、ＮａＣｌꎬ国
药集团化学试剂有限公司生产ꎻ ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ、
ＫＨ２ＰＯ４、Ｋ２ＨＰＯ４ꎬ 上海凌峰化学试剂有限公司

生产ꎮ
主要仪器:灭菌锅(ＳＮ２１０Ｃ 型)ꎬ浚和仪器有限

公司生产ꎻ超净工作台(ＹＪ－ＶＳ－２ 型)ꎬ苏州安泰空

气技术有限公司生产ꎻ恒温培养箱(ＰＹＸ－ＤＨＳ􀆰 ４００ＢＳ
－Ⅱ型)ꎬ上海跃进医疗器械有限公司生产ꎻ恒温摇

床(ＺＭＹ－１０３Ｂ 型)ꎬ伊孚森生物技术(中国)有限公

司生产ꎻ电子天平(ＭＳ１０５ＤＵ 型)ꎬ梅特勒－托利多

上海公司生产ꎻ多参数水质测定仪(５Ｂ－３Ｂ 型)ꎬ上
海连华实业有限公司生产ꎮ
１􀆰 ２　 试验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 氨氮浓度的测定

利用上海连化实业有限公司生产的多参数水质

测定仪(５Ｂ－３Ｂ 型)测量溶液中氨氮浓度ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 菌株 Ｎ２－２ 单因素试验设计

最佳碳源优化:选择不同的碳源分别加入基础

培养基中ꎬ在温度为 ３０℃、转速为 １２０ ｒ / ｍｉｎ 的条件

下培养 ２４ ｈꎬ测量氨氮质量浓度ꎮ
培养条件优化:分别改变培养条件:初始氨氮质量

浓度为 ２００~５００ ｍｇ / Ｌ、ｐＨ ５~１０、转速 ５０~２００ ｒ / ｍｉｎ、
温度 １０~４０℃及接种量 ２％~７％ꎬ培养 ２４ ｈꎬ测量氨

氮质量浓度ꎬ考察各因素对菌株氨氮降解率的影响ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ(ＰＢ)试验设计

根据单因素的试验结果ꎬ选取一些氨氮降解率

较高的因素设计 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ(ＰＢ)试验ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 最陡爬坡试验

通过 ＰＢ 试验结果得到拟合方程ꎬ以拟合方程

中的变量系数和正负值为依据ꎬ确定爬坡间距及变

化方向ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 Ｃｅｎｔｒａｌ Ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ Ｄｅｓｉｇｎ(ＣＣＤ)响应面法

通过最陡爬坡试验确定响应面的中心点ꎬ使用

ＣＣＤ 试验方法优化 ＰＢ 试验筛出的显著因素ꎬ运用

响应面分析方法进行分析ꎬ验证分析得到的最优培

养条件ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 菌株 Ｎ２－２ 单因素试验
２􀆰 １􀆰 １　 不同碳源对菌株 Ｎ２－２ 降解率的影响

碳源是菌株生长的能量来源ꎬ会影响氨氮降解
效率[１９]ꎮ 不同碳源对菌株 Ｎ２－２ 降解率的影响如
图 １ 所示ꎮ 由图 １ 可知ꎬ当菌株 Ｎ２－２ 以丁二酸钠

作为唯一碳源时ꎬ降解率达到最大值 ７３􀆰 ９１％ꎻ当碳

源为葡萄糖、可溶性淀粉、蔗糖时ꎬ菌株 Ｎ２－２ 的氨

氮降解率较低ꎮ 丁二酸钠质量浓度对菌株 Ｎ２－２ 降

解率的影响如图 ２ 所示ꎮ 由图 ２ 可知ꎬ当丁二酸钠

质量浓度为 ９ ｇ / Ｌ 时ꎬ菌株 Ｎ２－２ 的氨氮降解率达到

最大ꎬ为 ７５􀆰 １１％ꎮ

１—氨氮质量浓度ꎻ２—降解率

图 １　 不同碳源对菌株 Ｎ２－２ 降解率的影响

１—氨氮质量浓度ꎻ２—降解率

图 ２　 最适碳源质量浓度对菌株 Ｎ２－２
降解率的影响

２􀆰 １􀆰 ２　 初始氨氮质量浓度对菌株 Ｎ２－２ 降解率的影响

初始氨氮质量浓度过高或过低都会影响菌株的
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生长代谢ꎬ其氨氮降解效率也会受到影响[２０]ꎮ 初始

氨氮质量浓度对菌株 Ｎ２－２ 降解率的影响如图 ３ 所

示ꎮ 从图 ３ 中可以看出ꎬ当菌株 Ｎ２－２ 生长在初始

氨氮质量浓度为 ２００ ~ ３００ ｍｇ / Ｌ 的环境时ꎬ其降解

率均在 ７０％以上ꎻ当菌株 Ｎ２－２ 生长在初始氨氮质

量浓度大于 ３００ ｍｇ / Ｌ 的环境时ꎬ其降解率明显下

降ꎮ 因此菌株 Ｎ２－２ 的最佳初始氨氮质量浓度为

３００ ｍｇ / Ｌꎮ

１—氨氮质量浓度ꎻ２—降解率

图 ３　 初始氨氮质量浓度对菌株 Ｎ２－２
降解率的影响

２􀆰 １􀆰 ３　 ｐＨ 对菌株 Ｎ２－２ 降解率的影响

初始 ｐＨ 对菌株 Ｎ２－２ 降解率的影响如图 ４ 所

示[２１]ꎮ 由图 ４ 可知ꎬ当 ｐＨ 为 ５~８ 时ꎬ菌株 Ｎ２－２ 的

降解率持续升高ꎬ在 ｐＨ ＝ ８ 时出现最大值 ７８􀆰 ０７％ꎻ
当 ｐＨ 超过 ８ 时ꎬ氨氮降解率持续降低ꎮ 因此ꎬ菌株

Ｎ２－２ 适宜生长在弱碱性的环境中ꎬ最适 ｐＨ 范围在

７~９ 之间ꎮ

１—氨氮质量浓度ꎻ２—降解率

图 ４　 ｐＨ 对菌株 Ｎ２－２ 降解率的影响

２􀆰 １􀆰 ４　 转速对菌株 Ｎ２－２ 降解率的影响

溶解氧是影响微生物生长的关键因素之一[２２]ꎬ
通常通过转速为培养基提供不同的溶解氧ꎮ 转速对

菌株 Ｎ２－２ 降解率的影响如图 ５ 所示ꎮ 由图 ５ 可

知ꎬ当转速为 ５０ ~ １２０ ｒ / ｍｉｎ 时ꎬ菌株 Ｎ２－２ 的降解

率持续提高ꎬ转速为 １２０ ｒ / ｍｉｎ 时氨氮降解率达到

极大值 ７７􀆰 ３３％ꎻ当转速为 １２０ ~ ２００ ｒ / ｍｉｎ 时ꎬ菌株

Ｎ２－２ 的降解率持续下降ꎮ 转速过高导致溶解氧含

量偏高ꎬ菌体自溶后使得氨氮降解率降低[２０]ꎮ

１—氨氮质量浓度ꎻ２—降解率

图 ５　 转速对菌株 Ｎ２－２ 降解率的影响

２􀆰 １􀆰 ５　 温度对菌株 Ｎ２－２ 降解率的影响

微生物的生长离不开合适的温度ꎬ菌体的氨氮

降解率受温度控制[２３]ꎮ 温度对菌株 Ｎ２－２ 降解率

的影响如图 ６ 所示ꎮ 由图 ６ 可知ꎬ当温度为 １０ ~
３０℃时ꎬ菌株 Ｎ２－２ 的氨氮降解率从 ３０􀆰 ２５％提高至

７７􀆰 ７２％ꎬ３０℃ 时降解率达到最大ꎻ当温度升高至

３５℃ꎬ 菌 株 Ｎ２ － ２ 的 氨 氮 降 解 率 随 之 下 降 至

７４􀆰 ８６％ꎻ当温度继续升高至 ４０℃时ꎬ氨氮降解率降

至 ５７􀆰 ５８％ꎮ 因此ꎬ菌株 Ｎ２－２ 的最适温度范围为

２５~３５℃ꎮ

１—氨氮质量浓度ꎻ２—降解率

图 ６　 温度对菌株 Ｎ２－２ 降解率的影响

２􀆰 １􀆰 ６　 接种量对菌株 Ｎ２－２ 降解率的影响

接种量对菌株的氨氮降解效率有一定的影响ꎬ
接种量太大会使菌体抢夺营养物质ꎬ从而影响氨氮

降解率ꎬ接种量太小会影响菌体培养速度[２４]ꎮ 接种

量对菌株 Ｎ２－２ 降解率的影响如图 ７ 所示ꎮ 由图 ７
可知ꎬ当接种量在 ２％ ~４％时ꎬ菌株 Ｎ２－２ 的氨氮降

　 　 　 　 　 　 　

１—氨氮质量浓度ꎻ２—降解率

图 ７　 接种量对菌株 Ｎ２－２ 降解率的影响

􀅰２９１􀅰



２０２２ 年 １２ 月 叶竞灵等:耐盐人苍白杆菌发酵培养条件的响应面优化

解率逐步增加ꎻ当接种量大于 ４％时ꎬ菌株 Ｎ２－２ 的

降解率基本不变ꎮ 因此ꎬ菌株 Ｎ２－２ 的最适接种量

为 ４％ꎮ
２􀆰 ２　 Ｐｌａｃｋｅｔｔ －Ｂｕｒｍａｎ (ＰＢ)设计试验筛选关键

因子

根据单因素优化的结果设计 Ｐｌａｃｋｅｔｔ －Ｂｕｒｍａｎ
(ＰＢ)试验[２５－２６]ꎮ 以氨氮降解率(Ｙ)为响应值ꎬ设计

包含乙酸钠(Ａ)、柠檬酸三钠(Ｂ)、丁二酸钠(Ｃ)、初
始氨氮质量浓度(Ｄ)、ｐＨ(Ｅ)、转速(Ｆ)、温度(Ｇ)、
接种量(Ｈ)在内的 ８ 个因素及 ３ 个虚拟变量进行

ＰＢ 试验ꎮ 各因素水平结果及分析分别如表 １、表 ２、
表 ３ 所示ꎮ

表 １　 ＰＢ 试验设计影响因素及水平

编号 因素
水平

低(－１) 高(＋１)

Ａ ρ(乙酸钠) / (ｇ􀅰Ｌ－１) ７ １０

Ｂ ρ(柠檬酸三钠 / (ｇ􀅰Ｌ－１) ７ １０

Ｃ ρ(丁二酸钠 / (ｇ􀅰Ｌ－１) ７ １０

Ｄ ρ(初始氨氮) / (ｍｇ􀅰Ｌ－１) ２５０ ３００

Ｅ ｐＨ ７ ９

Ｆ 转速 / ( ｒ􀅰ｍｉｎ－１) １２０ １５０

Ｇ 温度 / ℃ ２５ ３５

Ｈ 接种量 / ％ ３ ５

Ｉ — — —

Ｊ — — —

Ｋ — — —

表 ２　 ＰＢ 试验设计方案及结果

序号
因素

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ Ｇ Ｈ Ｉ Ｊ Ｋ

氨氮降

解率 / ％

１ －１ 　 １ 　 １ 　 １ －１ －１ －１ 　 １ －１ 　 １ 　 １ ７１􀆰 ５９

２ －１ １ －１ １ １ －１ １ １ １ －１ －１ ７８􀆰 ２８

３ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ ６１􀆰 ３１

４ １ １ －１ １ １ １ －１ －１ －１ １ －１ ７３􀆰 ０５

５ １ １ １ －１ －１ －１ １ －１ １ １ －１ ７１􀆰 １３

６ １ －１ １ １ －１ １ １ １ －１ －１ －１ ７３􀆰 ６５

７ －１ １ １ －１ １ １ １ －１ －１ －１ １ ８０􀆰 ７３

８ １ －１ －１ －１ １ －１ １ １ －１ １ １ ７５􀆰 ８２

９ １ １ －１ －１ －１ １ －１ １ １ －１ １ ６５􀆰 ９１

１０ １ －１ １ １ １ －１ －１ －１ １ －１ １ ７０􀆰 ８１

１１ －１ －１ －１ １ －１ １ １ －１ １ １ １ ６３􀆰 ７４

１２ －１ －１ １ －１ １ １ －１ １􀆰 １ １ －１ ７７􀆰 ４４

表 ３　 ＰＢ 试验设计方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ Ｐ 重要性

模型 ３７５􀆰 ３８ ８ ４６􀆰 ９２ １４􀆰 ００ ０􀆰 ０２６４ 显著

Ａ ０􀆰 ６３ １ ０􀆰 ６３ ０􀆰 １９ ０􀆰 ６９２８ ７

Ｂ ２６􀆰 ８８ １ ２６􀆰 ８８ ８􀆰 ０２ ０􀆰 ０６６１ ５

Ｃ ６１􀆰 ６５ １ ６１􀆰 ６５ １８􀆰 ４０ ０􀆰 ０２３３ ２

Ｄ ０􀆰 １３ １ ０􀆰 １３ ０􀆰 ０３９ ０􀆰 ８５５２ ８

Ｅ １９８􀆰 ７８ １ １９８􀆰 ７８ ５９􀆰 ３３ ０􀆰 ００４５ １

Ｆ ２􀆰 ５６ １ ２􀆰 ５６ ０􀆰 ７６ ０􀆰 ４４６６ ６

Ｇ ４４􀆰 ８５ １ ４４􀆰 ８５ １３􀆰 ３９ ０􀆰 ０３５３ ３

Ｈ ３９􀆰 ８９ １ ３９􀆰 ８９ １１􀆰 ９１ ０􀆰 ０４０９ ４

残差 １０􀆰 ０５ ３ ３􀆰 ３５ — — —

总和 ３８５􀆰 ４４ １１ — — — —

由表 ３ 可知ꎬ该 ＰＢ 试验模型 Ｐ 值为 ０􀆰 ０２６ ４
(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ说明模型显著ꎮ 该试验的回归模型为:
Ｙ ＝ ７１􀆰 ９５ － ０􀆰 ２３Ａ ＋ １􀆰 ５０Ｂ ＋ ２􀆰 ２７Ｃ － ０􀆰 １０Ｄ ＋ ４􀆰 ０７Ｅ ＋

０􀆰 ４６Ｆ ＋ １􀆰 ９３Ｇ ＋ １􀆰 ８３Ｈ － ０􀆰 ７３Ｉ ＋ ０􀆰 １８Ｊ － ０􀆰 ５２Ｋ

　 　 ８ 个因素对菌株 Ｎ２－２ 的氨氮降解率影响显著

性排序为:ｐＨ>丁二酸钠质量浓度>温度>接种量>
柠檬酸三钠质量浓度>转速>乙酸钠质量浓度>初始

氨氮质量浓度ꎬ其中 ｐＨ(Ｐ ＝ ０􀆰 ００４ ５)、丁二酸钠质

量浓度(Ｐ＝ ０􀆰 ０２３ ３)和温度(Ｐ＝ ０􀆰 ０３５ ３)均影响显

著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ故采用 ｐＨ、丁二酸钠质量浓度、温度

作为后续最陡爬坡试验的考察因子ꎮ 其余因素按单

因素试验的最佳值用于后续试验ꎮ
２􀆰 ３　 最陡爬坡试验

根据 ２􀆰 ２ 中试验模型系数可知ꎬ丁二酸钠质量

浓度、ｐＨ 和温度 ３ 个因素均具有正效应ꎬ试验结果

如表 ４ 所示ꎮ 由表 ４ 可知ꎬ当丁二酸钠质量浓度为

９ ｇ / Ｌ、ｐＨ 为 ８􀆰 ５、温度为 ３０℃时ꎬ菌株 Ｎ２－２ 的氨氮

降解率最高为 ８２􀆰 ６５％ꎮ 因此ꎬ选择第 ４ 组的数据作

为后续 ＣＣＤ 试验设计的中心值ꎮ
表 ４　 最陡爬坡试验设计及结果

序号 ρ(丁二酸钠) / (ｇ􀅰Ｌ－１) ｐＨ 温度 / ℃ 氨氮那降解率 / ％

１ ６ ７􀆰 ０ ２７ ７３􀆰 ８２

２ ７ ７􀆰 ５ ２８ ７５􀆰 ９２

３ ８ ８􀆰 ０ ２９ ７９􀆰 ４２

４ ９ ８􀆰 ５ ３０ ８２􀆰 ６５

５ １０ ９􀆰 ０ ３１ ７９􀆰 ２６

６ １１ ９􀆰 ５ ３２ ７０􀆰 ３３

２􀆰 ４　 ＣＣＤ 响应面试验设计及结果

２􀆰 ４􀆰 １　 Ｃｅｎｔｒａｌ Ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ Ｄｅｓｉｇｎ(ＣＣＤ)试验设计

在前期的实验基础上确定 ＣＣＤ 试验的 ３ 个显
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著因素ꎬ以氨氮降解率(Ｙ)为响应值ꎬ设计 ＣＣＤ 试

验ꎮ 各因素水平结果如表 ５、表 ６ 所示ꎮ
表 ５　 ＣＣＤ 试验设计因素及水平

水平
因素

ρ(丁二酸钠ꎬＸ１) / (ｇ􀅰Ｌ－１) ｐＨ(Ｘ２) 温度(Ｘ３) / ℃

－１􀆰 ６８ ７􀆰 ３２ ７􀆰 ６６ ２８􀆰 ３２

－１ ８􀆰 ００ ８􀆰 ００ ２９􀆰 ００

０ ９􀆰 ００ ８􀆰 ５０ ３０􀆰 ００

＋１􀆰 ００ １０􀆰 ００ ９􀆰 ００ ３１􀆰 ００

＋１􀆰 ６８ １０􀆰 ６８ ９􀆰 ３４ ３１􀆰 ６８

表 ６　 ＣＣＤ 试验设计方案及结果

序号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ 氨氮降解率 / ％

１ －１􀆰 ０００ －１􀆰 ０００ －１􀆰 ０００ ６５􀆰 ７３

２ １􀆰 ０００ －１􀆰 ０００ －１􀆰 ０００ ６９􀆰 ４３

３ －１􀆰 ０００ １􀆰 ０００ －１􀆰 ０００ ７２􀆰 ７６

４ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ －１􀆰 ０００ ７５􀆰 １９

５ －１􀆰 ０００ －１􀆰 ０００ １􀆰 ０００ ６９􀆰 ８２

６ １􀆰 ０００ －１􀆰 ０００ １􀆰 ０００ ７３􀆰 ４１

７ －１􀆰 ０００ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ ７１􀆰 ７４

８ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ ７２􀆰 ５８

９ －１􀆰 ６８２ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ６６􀆰 ３０

１０ １􀆰 ６８２ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ６８􀆰 １１

１１ ０􀆰 ０００ －１􀆰 ６８２ ０􀆰 ０００ ６８􀆰 ９７

１２ ０􀆰 ０００ １􀆰 ６８２ ０􀆰 ０００ ７３􀆰 ７７

１３ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ －１􀆰 ６８２ ７８􀆰 １６

１４ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ １􀆰 ６８２ ７９􀆰 ４１

１５ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ８３􀆰 ４１

１６ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ８４􀆰 ２２

１７ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ８４􀆰 ７４

１８ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ８３􀆰 ９１

１９ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ８４􀆰 ３０

２０ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ８３􀆰 ９６

根据表 ６ 的结果进行响应面分析ꎬ结果如表 ７
所示ꎮ 丁二酸钠质量浓度、ｐＨ、温度 ３ 个因素对氨

氮降解率的影响用二次回归方程表示:
Ｙ ＝ ８４􀆰 １０ ＋ １􀆰 ００Ｘ１ ＋ １􀆰 ６１Ｘ２ ＋ ０􀆰 ４８Ｘ３ － ０􀆰 ５０Ｘ１Ｘ２ －

０􀆰 ２１Ｘ１Ｘ３ － １􀆰 ４６Ｘ２Ｘ３ － ６􀆰 ０６Ｘ２
１ － ４􀆰 ５８Ｘ２

２ － １􀆰 ９６Ｘ２
３

表 ７　 ＣＣＤ 试验设计方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ Ｐ(Ｐｒｏ>Ｆ)

模型 ８４５􀆰 ９０ ９ ９３􀆰 ９９ ２２０􀆰 ０９ <０􀆰 ０００１

Ｘ１ １３􀆰 ５５ １ １３􀆰 ５５ ３１􀆰 ７３ ０􀆰 ０００２

Ｘ２ ３５􀆰 ２９ １ ３５􀆰 ２９ ８２􀆰 ６３ <０􀆰 ０００１

Ｘ３ ３􀆰 １３ １ ３􀆰 １３ ７􀆰 ３４ ０􀆰 ０２２０

Ｘ１Ｘ２ ２􀆰 ０２ １ ２􀆰 ０２ ４􀆰 ７３ ０􀆰 ０５４７

Ｘ１Ｘ３ ０􀆰 ３６ １ ０􀆰 ３６ ０􀆰 ８５ ０􀆰 ３７９４

Ｘ２Ｘ３ １７􀆰 １１ １ １７􀆰 １１ ４０􀆰 ０７ <０􀆰 ０００１

Ｘ２
１ ５２８􀆰 ７７ １ ５２８􀆰 ７７ １２３８􀆰 ２１ <０􀆰 ０００１

Ｘ２
２ ３０２􀆰 ９３ １ ３０２􀆰 ９３ ７０９􀆰 ３６ <０􀆰 ０００１

Ｘ２
３ ５５􀆰 ５４ １ ５５􀆰 ５４ １３０􀆰 ０６ <０􀆰 ０００１

残差 ４􀆰 ２７ １０ ０􀆰 ４３ — —

失拟项 ３􀆰 ２８ ５ ０􀆰 ６６ ３􀆰 ２９ ０􀆰 １０８５

纯误差 １􀆰 ００ ５ ０􀆰 ２０ — —

总和 ８５０􀆰 １７ １９ — — —

由表 ７ 中可以看出ꎬ该模型的 Ｐ 值<０􀆰 ０００ １ꎬ具
备极显著性ꎻ模型失拟项的 Ｐ 值为 ０􀆰 １０８ ５ (Ｐ >
０􀆰 ０５)ꎬ不显著ꎬ表明该模型具有优异的拟合性ꎬ没
有失拟因子存在ꎮ 综上ꎬ该模型可以有效预测实际

实验值ꎮ
２􀆰 ４􀆰 ２　 ＣＣＤ 响应面结果及分析

根据 ２􀆰 ４􀆰 １ 得到的回归方程绘制响应面图谱ꎬ
结果如图 ８、图 ９ 和图 １０ 所示ꎮ

(ａ)响应曲面图

(ｂ)等高线图

图 ８　 丁二酸钠质量浓度和 ｐＨ 交互作用的

响应曲面图和等高线图

(ａ)响应曲面图
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(ｂ)等高线图

图 ９　 丁二酸钠质量浓度和温度交互作用的

响应曲面图和等高线图

(ａ)响应曲面图

(ｂ)等高线图

图 １０　 ｐＨ 和温度交互作用的响应曲面和等高线图

由图 ８ 中可以看出ꎬ当温度固定为 ３０℃ 时ꎬ氨
氮降解率随着丁二酸钠质量浓度和 ｐＨ 的增加而呈

先增加后减少的趋势ꎮ 由图 ９ 可以看出ꎬ当 ｐＨ 固

定为 ８􀆰 ５ 时ꎬ保持丁二酸钠质量浓度不变ꎬ随着温度

的增大ꎬ氨氮降解率先提高后降低ꎬ变化幅度较缓ꎻ
保持温度不变ꎬ随着丁二酸钠质量浓度的增加ꎬ氨氮

降解率也是先提高后降低ꎮ 由图 １０ 可以看出ꎬ当丁

二酸钠质量浓度固定为 ９ ｇ / Ｌ 时ꎬ氨氮降解率随着

ｐＨ 和温度的增加而先上升后下降ꎮ
２􀆰 ５　 模型预测及验证实验

当丁二酸钠质量浓度为 ９􀆰 ０７ ｇ / Ｌ、ｐＨ 为 ８􀆰 ５８、
温度为 ３０􀆰 ０６℃时ꎬ模型预测的最大氨氮降解率为

８４􀆰 ２９％ꎮ 经过重复验证实验ꎬ实际结果为 ８５􀆰 ０４％ꎬ
较理论的氨氮降解率高ꎬ但结果基本一致ꎬ表明该模

型拟合的准确性高ꎮ 为了提高实际应用时的可操作

性ꎬ对优化的培养条件进行修正ꎬ改为丁二酸钠质量

浓度为 ９􀆰 １ ｇ / Ｌ、ｐＨ 为 ８􀆰 ６ 和温度为 ３０℃ꎬ进行 ３ 次

平行试验ꎬ平均氨氮降解率为 ８４􀆰 ９７％ꎬ与预测基本

吻合ꎬ表明该修正有效ꎮ

３　 结论

优化了耐盐人苍白杆菌 Ｎ２－２ 的脱氮发酵培养

条件ꎬ以提高其脱氮性能ꎮ 在单因素试验的基础上ꎬ
通过 ＰＢ 试验确定了影响菌株 Ｎ２－２ 氨氮降解效率

的 ３ 个关键因素:ｐＨ、丁二酸钠质量浓度和温度ꎮ
利用 ＣＣＤ 试验模型对 ３ 个关键因素进行响应面优

化ꎬ通过验证表明模型拟合度良好ꎬ能准确预测实际

实验结果ꎮ 优化后的最终培养条件为:丁二酸钠质

量浓度为 ９􀆰 １ ｇ / Ｌ、初始氨氮质量浓度为 ３００ ｍｇ / Ｌ、
ｐＨ 为 ８􀆰 ６、转速为 １２０ ｒ / ｍｉｎ、温度为 ３０℃、接种量

为 ４％ꎬ此时ꎬ菌株 Ｎ２－２ 的氨氮降解率为 ８４􀆰 ９７％ꎬ
比优化前的氨氮降解率(７３􀆰 １９％)提高了 １１􀆰 ７８％ꎮ

菌株 Ｎ２－２ 筛选自石化废水的活性污泥中ꎬ在
盐度 ３％的条件下氨氮降解率能达到 ８４􀆰 ９７％ꎬ相比

其他渠道来源的脱氮菌株更能适应石化废水的环

境ꎮ 因此ꎬ菌株 Ｎ２－２ 的脱氮发酵培养条件优化研

究可以为后续的生产放大乃至工业化提供理论
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