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磁性氧化石墨烯对HRP的固定
及对苯酚的催化研究
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摘　要　以氧化石墨烯为原料,戊二醛为交联剂,用组装技术制备出磁性氧 化 石 墨 烯,并 对 辣 根 过 氧 化 物 酶

(HRP)进行固载并考察其固载条件,选择最佳固载条件,探究磁性氧化石墨烯载体固载 HRP对苯酚的催化研究.以

苯酚为降解底物,比较了磁性氧化石墨烯固载酶与游离酶在不同 pH、温度条件下的催化降解效率,在反应温度为

４０℃,pH＝８条件下,制得的磁性氧化石墨烯固载 HRP对苯酚的去除率最高达到９６􀆰７％.
关键词　固载酶,磁性,氧化石墨烯,苯酚,降解
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Abstract　 Magneticgrapheneoxide was prepared by using assemblytechnology and glutaraldehydeas
crosslinkingagent．Thehorseradish peroxidase (HRP)wasimmobilizedanditsimmobilizationconditions were
investigated．Theoptimalloadingconditionswereselectedandthemagneticgrapheneoxidecarrierwasimmobilized．
Phenolwasusedasdegradationsubstrate,andthecatalyticdegradationefficiencyofmagneticgrapheneoxideＧsupported
enzymeandfreeenzymeatdifferentpHandtemperaturewerecompared．Inthecatalyticdegradationofphenoltest,the

phenoldegradationratewas９６􀆰７％ underthetemperatureof４０℃andpH ＝８．
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　　酚类化合物是工业上常见的有机污染物,随着

工业的发展,含酚废水的种类与数量都日益增加.
对含酚废水的处理方法有多种.MacDonald等[１]采

用活性炭对含酚废水进行了吸附动力学与热力学研

究,最终得出吸附模型.吴慧英等[２]以活性炭为吸

附剂和吸波载体对含酚废水进行处理.对含酚废水

处理方法还有膜分离法、化学方法和生化方法等.
总体来说,这些方法效果良好,有些方法在实际操作

中也切实可行,但是这些方法存在一些缺陷,因而寻

找高效、快速、廉价和无产生毒副产物对含酚废水进

行处理十分必要.
固定化酶的载体材料已经由最初的活性炭、黏

土[３]、金属氧化物[４]、玻璃球发展到合成聚苯乙烯材

料[５]和磁性高分子微球[６]等高分子复合材料.为了

获得高活性且适用于实际的固载酶,科研人员已对

相关酶的固定载体材料进行了大量筛选和探索,对
固载方法也进行了大量的研究.酶的固定化技术的

进一步研究,对我国的含酚废水处理有积极的促进

意义.本研究在游离酶处理苯酚的基础上,将酶固

定于载体上,提高固定化酶的活力范围以及处理含

酚废水的效率.

１　实验部分

１􀆰１　试剂

氧化石墨烯(工业级),青岛岩海碳材料公司;壳
聚糖(生化试剂),上海中秦有限公司;冰乙酸(分析
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纯),上海广诺有限公司;戊二醛(分析纯),上海中秦

公司;４Ｇ氨基安替比林(分析纯),天津市凯通公司;
苯酚(分析纯),湖北巨胜有限公司;３０％过氧化氢

(分析纯),天津市东方化工公司;磷酸二氢钠、磷酸

氢二钠,均为分析纯,天津市大茂有限公司;辣根过

氧化 物 酶 (HRP,生 化 试 剂 ),九 水 合 硝 酸 铁

[Fe(NO３)３􀅰９H２O]、七 水 合 硫 酸 亚 铁 (FeSO４􀅰

７H２O)、一水合氨、四氧化三铁(Fe３O４),阿拉丁试

剂有限公司.

１􀆰２　仪器

电子 分 析 天 平 (BS１２４S 型)、酸 度 计 (PBＧ１０
型),德国赛多利斯公司;磁力搅拌器(JBＧ３型),江
苏澳华有限公司;超声波清洗机(YFTＧ１０４８S型),
苏州英菲腾超声科技有限公司;真空干燥箱(DZFＧ
６２１０型),上海一恒科技有限公司;高 速 离 心 机

(CR２２G型),日本日立公司;恒温振荡器(THZＧ８２B
型),常州申光仪器有限公司;紫外Ｇ可见分光光度计

(UVＧVis,１２４０型),日本岛津公司;傅里叶变换红

外光谱仪(FTＧIR,TENSOR２７型)、X 射线能谱分

析仪(XPS,QUANTAX２００型),德国布鲁克公司.

１􀆰３　交联磁性氧化石墨烯材料的制备

１􀆰３􀆰１　壳聚糖Ｇ氧化石墨烯的制备

配制１％的醋酸,称取０􀆰０５g壳聚糖溶于１０g
１％的醋酸中,采用磁力搅拌器(JBＧ３型,江苏澳华

有限公司)磁力搅拌至溶液澄清透明,备用,称取

０􀆰８g氧化石墨烯,加入１２mL０􀆰５％的壳聚糖溶液,
采用磁力搅拌器(JBＧ３型,江苏澳华有限公司)磁力

搅拌１２h后静置,倒去上清液,并洗涤至中性,过滤,
将其采用真空干燥箱(DZFＧ６２１０型,上海一恒科技

有限公司)８０℃烘干,轻微研磨后即制得壳聚糖Ｇ氧

化石墨烯复合材料.

１􀆰３􀆰２　磁性氧化石墨烯的制备

准确称取 Fe(NO３)３􀅰９H２O３􀆰３g和 FeSO４􀅰

７H２O１􀆰１g,置于５００mL烧杯中,加蒸馏水２５０mL,
采用磁力搅拌器(JBＧ３型,江苏澳华有限公司)磁力

搅拌,同时滴加６mol/L的一水合氨溶液,当溶液的

pH 达到１１~１２之间时停止滴加,反复洗涤溶液至

中性,即得到Fe３O４ 磁流体.称取０􀆰８g壳聚糖Ｇ氧

化石墨烯,加入５mLFe３O４ 磁流体,采用磁力搅拌

器(JBＧ３型,江苏澳华有限公司)搅拌１５min后,采
用超声波清洗机(YFTＧ１０４８S型,苏州英菲腾超声

科技有限公司)超声２０min,然后采用真空干燥箱

(DZFＧ６２１０型,上海一恒科技有限公司)８０℃烘干,
轻微研磨后,即制得磁性氧化石墨烯.

１􀆰３􀆰３　交联磁性氧化石墨烯的制备

称取０􀆰８g磁性氧化石墨烯,加入５mL５０％的

戊二醛溶液,采用磁力搅拌器(JBＧ３型,江苏澳华有

限公司)搅拌４h后静置,洗涤３~５次洗去多余的戊

二醛,采用真空干燥箱(DZFＧ６２１０型,上海一恒科技

有限公司)８０℃烘干,研磨即制得交联磁性氧化石

墨烯.

１􀆰４　固载酶对苯酚的催化性能测试

１􀆰４􀆰１　固载酶对苯酚的催化机理

HRP催化过氧化氢氧化苯酚时,生成难溶于水

的化合物,可通过离心或沉淀方式加以分离,即在

HRP的作用下,过氧化氢将苯酚氧化,产生了活性

高的苯氧自由基中间产物,它们与苯酚分子或苯氧

自由基本身发生反应,生成了一系列的聚合物.

１􀆰４􀆰２　固载酶对苯酚的催化测试

固载酶对苯酚的催化步骤如下:(１)称取一组按

上述步骤固载的样品酶,加入１０μL０􀆰０８mol苯酚,

１０μL０􀆰１mol过氧化氢,９８０μL０􀆰１mol磷酸盐缓冲

液,混合均匀后室温静置反应１２h;(２)反应结束后

往样品管中加入２００μL４％硫酸铝钾,采用高速离

心机(CR２２G 型,日本日立公司)进行离心分离;
(３)取上清液 ５００μL 于 １０mL 比色管,依次加入

７􀆰５mL 缓 冲 液,１mL８３􀆰４mmol铁 氰 化 钾 溶 液,

１mL２０􀆰８mmol４Ｇ氨基安替比林溶液混合,静置

５min后采用紫外Ｇ可见分光光度计(UVＧVis,１２４０
型,日本岛津公司)测定其在５１０nm 处的吸光度值;
(４)再根据苯酚标准曲线方程计算上清液中残留的

苯酚浓度,进一步得到苯酚的去除率.

１􀆰５　样品的测试

采用傅里叶变换红外光谱仪(FTＧIR,TENSOR
２７型,德国布鲁克公司)对样品进行红外光谱测试.
采用X射线能谱分析仪(XPS,QUANTAX２００型,
德国布鲁克公司)对样品进行元素测试.

２　结果与讨论

２􀆰１　磁性氧化石墨烯的FTＧIR分析

磁性氧化石墨烯的FTＧIR谱图见图１.从图可

以看出,磁性氧化石墨烯在３１８８~３２８６cm－１处是

C—H 和 N—H 的伸缩振动吸收峰;在３７５０cm－１处

有吸收峰,该吸收峰应归因于—NH２ 和—OH 的伸

缩振动;１５７１cm－１是—NH２ 弯曲振动吸收峰,这些

峰的吸收位置大部分有轻微的位移或峰的相对强度

发生了变化,如在３７５０cm－１处的吸收峰较壳聚糖的

吸收峰宽,这表明在磁性壳聚糖纳米粒子中存在增
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强的氢键作用,也说明Fe３O４ 和壳聚糖之间存在分

子间的相互作用,因此可以认为静电吸附是成功的.

图１　磁性氧化石墨烯的FTＧIR谱图

２􀆰２　磁性氧化石墨烯的XPS分析

磁性氧化石墨烯的 XPS谱图见图２.磁性氧

化石墨烯元素分析见表１.从图２和表１可知,磁
性氧化石墨烯中检测出 O 和Fe元素,其中 O１s元

素含量为３６􀆰６９％,Fe２p元素含量为１１􀆰８７％,符
合所制备的磁性氧化石墨烯的组成特征.

图２　磁性氧化石墨烯的 XPS谱图

表１　磁性氧化石墨烯元素分析

样品名称
表面元素相对含量①/％

O１s C１s Fe２p Cs３d

磁性氧化石墨烯 ３６􀆰６９ ４６􀆰６０ １１􀆰８７ ４􀆰８４

　　注:①％为原子百分比.

２􀆰３　磁性氧化石墨烯对HRP的固载率分析

２􀆰３􀆰１　HRP浓度对固载率的影响

HRP浓度对磁性氧化石墨烯固载率的影响见

图３.从图可以看出,随着 HRP浓度的增大,磁性

氧化石墨烯的固载率呈不断降低态势,通过计算得

出,磁 性 氧 化 石 墨 烯 对 HRP 的 最 大 固 载 量 为

图３　HRP浓度对磁性氧化石墨烯固载率的影响

３􀆰６２mg/g,因此在后续实验中加入１０mg磁性氧化

石墨烯并使体系 HRP浓度维持在５μg/mL,使得酶

和磁性氧化石墨烯均能得到最优的利用效果,避免

造成浪费.

２􀆰３􀆰２　反应体系pH 对固载率的影响

反应体系pH 对磁性氧化石墨烯固载率的影响

见图４.从图可以看出,随着pH 的增加,磁性氧化

石墨烯对 HRP的固载率呈逐渐下降态势,造成这

种现象的原因可能是由于 HRP的等电点为７􀆰２,当
体系pH＜７􀆰２时 HRP带正电,其所带的氨基与磁

性氧化石墨烯表面的羧基在交联剂的作用下通过形

成共价键的方式进行结合.当体系pH＞７􀆰２时,

HRP与磁性氧化石墨烯载体均带负电互相排斥,导
致固载率降低.

图４　反应体系pH 对磁性氧化石墨烯固载率的影响

２􀆰４　磁性氧化石墨烯固载HRP降解苯酚的分析

２􀆰４􀆰１　温度对降解苯酚的影响

温度对磁性氧化石墨烯固载 HRP降解苯酚的

影响见图５.从图可以看出,在反应温度为４０℃之

前,磁性氧化石墨烯固载 HRP对苯酚的去除率随

温度升高呈略有增长态势,在温度为４０℃条件下,
磁性氧化石墨烯固载 HRP对苯酚的去除率最高达

到９６􀆰７％,当温度超过４０℃之后,去除率开始迅速

下降,苯酚去除率下降的原因可能是由于温度升高

造成酶活性降低导致的.

图５　温度对磁性氧化石墨烯固载 HRP
降解苯酚的影响

２􀆰４􀆰２　pH 对降解苯酚的影响

由于磁性氧化石墨烯固载 HRP后对pH 稳定

性高,在pH 为４~１０条件下都有一定催化活性.
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在反应温度为４０℃条件下,pH 对磁性氧化石墨烯

固载 HRP降解苯酚的影响见图６.从图可以看出,
在酸性条件下,磁性氧化石墨烯固载 HRP对苯酚

的降解效果比游离酶略低,但随着pH 的增加,尤其

在碱性条件下,固载酶对苯酚的去除率高于游离酶,
在pH＝８条件下,磁性氧化石墨烯固载 HRP对苯

酚的降解效果最好达到９６􀆰７％.

图６　pH对磁性氧化石墨烯固载 HRP降解苯酚的影响

３　结论

以氧化石墨烯为原料,戊二醛为交联剂,通过静

电自组装技术制备出交联磁性氧化石墨烯载体,对
辣根过氧化物酶在冰浴条件下进行固载并考察其固

载条件,选择最佳固载条件,并探究其对苯酚的催化

降解 性 能,研 究 结 果 表 明:在 反 应 温 度 为 ４０℃,

pH＝８条件下,制得的磁性氧化石墨烯固载 HRP
对苯酚的去除率最高达到９６􀆰７％,对降解污水中的

苯酚具有较好的效果.
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