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坡缕石粘土固定辣根过氧化酶处理硝基酚废水

舒 林，彭书传，刘海波，鲍 腾，刘文静
（合肥工业大学 资源与环境工程学院，安徽 合肥 $!"""8）

摘 要：以坡缕石粘土、淀粉、水玻璃为原料，研究了固定化酶载体的制备工艺，探究了固定化酶载体在辣根过氧化

酶（9+)）降解硝基酚废水中的作用，并探讨了反应时间、酶浓度、9$,$及硝基酚浓度对降解效果的影响。结果表明，

固定化酶载体的最佳制备工艺为：水玻璃%$:，淀粉$":，煅烧温度;;"<，煅烧时间$=；固定化酶对硝基酚的去除

效果明显高于原酶；固定化酶去除水中硝基酚的最佳反应条件为：反应时间%>;=，加酶量%;"?，9$,$浓度">%$:，

硝基酚浓度%""@A／-；固定化酶重复使用B次后对硝基酚的去除率仍高于#":。
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硝基酚作为原料和中间物被广泛应用于火药、

药物、杀虫剂、色素、染料、木材、防腐剂、橡胶等化学

工业中，是废水中常见的有机污染物，其中硝基为吸

电子基，可使苯环上的电子云密度大大下降，使氧化

的亲电子攻击大大受阻，造成在自然界中较难降解，

且具有“三致”作用（黄卫红等，$"%"）。因此，硝基酚

废水的处理越来越受到国内外学者的关注。

目前含酚废水的治理技术有物化法（(=V33[LGP
QF44FL@，%8B;）、化学法（-LG3IOXXO，%8BB）和生物法

（c4OFGLGP-OO，%8B6），但是这些方法依然存在成本

较高、效率低、净化不彻底、造成二次污染等缺点，而

生物酶技术则克服了这些缺点。自c4FMLG37（c4FMLG37
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!"#$!，"#$%，"#$"）等首次将辣根过氧化酶（&’(）用

于处理含酚废水，并证实其可以高效、专一地催化降

解酚类化合物开始，该技术得到了深入的研究和发

展。其后为了克服原酶稳定性差、易失活、无法重复

使用（)*+,-+,./01233，4%%%；叶鹏，4%%5）等问题，

6+789:0等（"##;）和<=,-等（4%%>）等采用酶固定化

技术分别以磁铁矿粉和邻苯二甲酸酐为载体材料吸

附固定&’(催化降解氯酚类化合物；叶鹏等（4%%?）

和李勤等（"###）等分别研究了聚丙烯酰胺和@2>A5
固定&’(的吸附特性和稳定性，并将其用于含酚类

废水的处理；王杉霖等（4%%;）和宗悦茹等（4%%B）等

将@2>A5吸附包埋法所制备的固定化&’(用于水

中五氯酚的催化去除，重复操作;次后去除率分别

约为5%C和5;C。

固定化酶的性能主要取决于固定化方法和所使

用的载体材料。其中，载体材料的性能直接影响固

定化酶的催化活性。理想的载体材料应具备良好的

机械强度、热稳定性、化学稳定性和较好的生物相容

性等（姜建春等，4%"%）。本研究以坡缕石粘土为主

要原料，水玻璃为粘结剂，淀粉为造孔剂，制备载体

颗粒，并利用硅烷偶联剂对其进行改性，从而得到改

性的坡缕石基多孔材料。再通过载体材料吸附固定

辣根过氧化酶技术进行硝基酚废水处理研究，以实

现酶的重复利用。

" 实验部分

!!! 材料制备

实验所用坡缕石粘土（安徽省明光市官山坡缕

石粘土矿）经挤压、剪切、粉碎处理，得到粒度为4%%
目的粉体备用。将坡缕石粘土、水玻璃（5C!"4C）

和淀粉（4%C!5%C）按一定比例均匀混合，加水搅

拌，制成直径约"!>::的球形颗粒，放入恒温干燥

箱中于"%?D下干燥45*。将颗粒放入马弗炉中，在

一定温度（5?%!??%D）下煅烧4!5*，自然冷却至室

温。所制备的颗粒用4:=3／E盐酸在#%D水浴中活

化4*，用去离子水冲洗B!$次后，在"%?D烘箱中干

燥?*，冷却至室温，放入硅胶干燥器内保存待用。

向体积比为"F"的乙醇 水混合溶液中滴加醋

酸缓冲液，调节G&值至>H?!5。取一定质量的上

述溶液，加入硅烷偶联剂I&J?B%，配制成质量分数

为%H4C的I&J?B%改性液。将活化后的载体颗粒

约4%%:-放至>%:E改性液中，封口，置于>%D摇

床中，以"%%K／:0,振荡?*后，依次用无水乙醇和

蒸馏水清洗>!5次，放入"%?D 烘箱中干燥$*，冷

却至室温，放入干燥器中保存备用。

!!" 实验方法

"!4!" 固定化酶的制备

取一定质量改性后的载体颗粒（单位活度载体

量为4H%:-／L），将其放入G&值为?的&’(（4?%
L／:-，上海源聚生物科技有限公司）磷酸缓冲溶液，

于摇床中以"%%K／:0,振荡"H?*，过滤分离，用蒸馏

水冲洗载体?!;次，置于5D冰箱中储存备用。过

滤液和冲洗液混合成剩余酶液，测定剩余酶液的浓

度，计算出固定在载体材料上的&’(的酶活。

"!4!4 酶活性的评价

取4?:E硝基酚溶液，加入4:E磷酸盐缓冲

液，再分别加入%H"4C&4A4和适量的固定化辣根过

氧化酶。混合后室温下振荡反应"H?*，将反应液在

5%%%K／:0,的速度下离心?:0,，取清液?:E测定

其中硝基酚残留量。每次测定硝基酚残留量之后，

固定化酶用G&值为?H%的磷酸盐缓冲溶液反复冲

洗4!>次。固定酶密封保存，反复使用。

利用紫外分光光度法（刘国杰等，4%%;）检测水

中对硝基酚浓度。

4 结果与讨论

"!! 载体制备工艺条件的优化

影响坡缕石粘土基复合材料制备工艺的条件很

多，但最主要的因素是水玻璃和淀粉的加入量以及

煅烧温度和时间，采用E#（>5）正交实验，考察5个

因素的影响，对载体颗粒的合成工艺进行探讨，用散

失率对其评价。散失率是指单位时间内载体颗粒在

水中的溃散部分质量与原载体颗粒质量的百分比，

它是对载体材料的机械强度、耐水性能等特性的重

要评价指标之一，具体测试方法及步骤参考孙秀云

等（4%%>）的研究。正交实验结果见表"，从中可以看

出，通过散失率确定的最佳复合材料制备工艺条件

为M>N"O>P"，即 水 玻 璃 加 入 量"4C，淀 粉 加 入 量

4%C，煅烧温度??%D，煅烧时间4*，这样合成的复

合材料颗粒的散失率最低。从实验数据还可以看

出，煅烧温度对载体颗粒散失率影响最为显著。

"!" 固定化酶对硝基酚的去除作用

4!4!" 反应时间对硝基酚去除率的影响

反应条件为废水量4?:E，硝基酚浓度"%%:-／
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表! 正交实验及极差分析结果

"#$%&! ’&()%*(+,+-*.+/+0#%&12&-34&0*#05’6#0#%7(3(

实验号

因素

水玻璃加

入量／!
淀粉加

入量／!
煅烧温

度／"
煅烧时

间／!

散失率

／!

# $ %& $’& % $()&
% $ *& ’&& * *(+&
* $ $& ’’& $ %($&
$ , %& ’&& $ *(#&
’ , *& ’’& % #(’&
) , $& $’& * ’(+&
- #% %& ’’& * #(#&
, #% *& $’& $ $(,&
+ #% $& ’&& % %(-&
.# #&(+& ,(,& #’(*& ,(,&
.% #&(’& #&(%& +(-& #&(+&
.* ,()& ##(&& ’(&& #&(*
/# *()* %(+* ’(#& %(+*
/% *(’& *($& *(%* *()*
/* %(,- *()- #()- *($*

极差0 &(-) &(-$ *($* &(-&
主次顺序 1!2!3!4

优水平 2* 3# 1* 4#
优组合 2*3#1*4#

5，缓冲液的量%6&75，加酶量#’&8，9%:%加入浓

度&6#%!，温度%’"，反应时间分别控制为&6%’、

&6’、#6&、#6’、%6&、*6&;，进行振荡反应，固定化酶

对硝基酚催化去除率为固定化酶对硝基酚总去除率

减去载体对硝基酚吸附去除率，结果如图#所示。

由图#可知，在载体吸附去除硝基酚的实验过程中，

硝基酚的去除率较低，经过&6’;后，硝基酚的去除

率仅达到#%6,!，且当#6’;后反有下降趋势，分析

可能是由于吸附量已经趋于饱和，随着接触时间的

延长，原来吸附在载体颗粒表面的硝基酚不稳定，又

图# 反应时间对原酶和固定化酶去除硝基酚的影响

<=>(# ?@@ABCD@EAFBC=DGC=7ADGG=CEDH;AGDIEA7DJFIKL
DE=>=GFIFGM=77DK=I=NAM90O

解析出来（聂锦旭等，%&&)）。而加入酶物质后，硝基

酚的去除率大大提高，在#;内，原酶对硝基酚的去

除率达到)-6+!，固定化酶对硝基酚的总去除率和

催化去除率分别达到-,6+!和)$6-!。同时固定

化酶和原酶对硝基酚的催化去除率曲线基本一致，

表明酶的固定化并没有削弱90O对硝基酚的催化

降解作用。

%(%(% 加酶量对硝基酚去除率的影响

加酶量分别控制为&、’&、#&&、#’&、%&&、%’&8，

反应时间#6’;，其他实验条件同上。实验结果（图

%）表明，在不加入90O时，硝基酚的去除率仅为

$6+!，说明90O在反应过程中起催化作用（P;FG>
FGMQ=BAII，%&&&）。对于原酶和固定化酶，当酶浓度

小于#’&8时，硝基酚去除率上升较快；在加酶量大

于#’&8时，硝基酚的去除率增长缓慢。原因一方

面是随着硝基酚去除率的不断增加，底物和9%:%浓

度降低而产物浓度增加，不利于反应的进一步进行；

另一方面反应产物会与酶结合占据酶的活性中心，

使得酶易被包裹从溶液中沉淀出来，从而使酶丧失

活性（马秀玲等，%&&*）。同时在加酶量分别为’&、

#’&和%’&8时，固定化酶比原酶对硝基酚的去除

率分别高出%)6-!、#*6)!和#$6%!，可知在低加

酶量的情况下固定化90O的处理效果明显高于原

酶，可能是由于固定化后载体的存在削弱了产物与

酶的结合能力，反应物能与酶充分的结合，这使得在

相同的硝基酚去除率的情况下载体固定化对90O
用量更少。

图% 加酶量对原酶和固定化酶去除硝基酚的影响

<=>(% ?@@ABCD@90ORSFGC=CLDGG=CEDH;AGDIEA7DJFIKL
DE=>=GFIFGM=77DK=I=NAM90O
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!"!"# $!%!浓度对固定化酶处理硝基酚废水的影

响

$!%!加入浓度分别控制在&、&’&#、&’&(、&’)!、

&’!*和&’*+,，其他条件同上，反应时间为)’-.，

结果如图#所示。由图#可见，在$!%!加入浓度较

低（&’&(,以下）情况下，原酶和固定化酶对硝基酚

的去除率都会随着$!%!浓度的增加而迅速增大，当

$!%!浓度达到&’)!,后两者对硝基酚总的去除率

出现下降趋势，分析其原因应该与高浓度$!%!对酶

的抑制作用有关（李勤等，)///）。且两条曲线的变

化趋势大体一致，最佳的$!%!浓度均为&’)!,，由

此可知，$01的固定化不会导致最佳$!%!用量发

生变化。

图# $!%!浓度对原酶和固定化酶去除硝基酚的影响

234"# 566789:68:;87;9<=93:;:6$!%!:;;39<:>.7;:?

<7@:A=?BC:<343;=?=;D3@@:B3?3E7D$01

从图#还可以看出，在$!%!浓度大于&’)!,
时，固定化酶的下降趋势要比原酶缓和，说明$!%!
对固定化酶的抑制作用要比原酶小，这可能与液体

在载体中的传质阻力有关，从而使得载体内部$!%!
浓度呈阶梯状分布，进而削弱了$!%!对酶的抑制作

用。

!"!"* 硝基酚初始浓度对固定化酶处理硝基酚废

水的影响

实验中硝基酚的初始浓度分别控制在)&、!-、

-&、)&&、!&&、#&&、*&&、-&&、(&&、F&&@4／G，其他条件

同上，反应时间)’-.，结果如图*所示。由图*可

见，原酶和固定化酶对硝基酚的去除率都随着硝基

酚浓度的增加逐渐下降；当硝基酚浓度为)&&@4／G
时，固定化酶对硝基酚的去除率接近/&,，而当浓度

达到-&&@4／G时仅为-+’/,。分析原因：在相同

反应时间内，硝基酚初始浓度越高，$!%!消耗量越

大，导致$!%!浓度急剧降低，从而不利于硝基酚降

解反应的进行；高浓度硝基酚对酶催化反应有一定

的抑制作用；不断增加的反应产物会与酶结合，产生

反馈抑制现象。因此酶催化氧化法适宜于处理硝基

酚浓度低于)&&@4／G的废水。

图* 硝基酚浓度对原酶和固定化酶去除硝基酚的影响

234"* 566789:68:;87;9<=93:;:6;39<:>.7;:?:;<7@:A=?
<7=893:;BC:<343;=?=;D3@@:B3?3E7D$01

从图中还可看出，固定化酶对硝基酚的去除作

用明显优于原酶，去除率比原酶高#’+,!!-’/,，

曲线总的下降趋势比原酶平缓。所以辣根过氧化酶

固定化后催化能力得到提高，在硝基酚浓度较高的

情况下，仍可保持-&,以上的硝基酚去除率。

!"!"- 固定化$01的重复使用

原酶在酚类催化去除反应体系中易失活（H.=;4
=;DI387??，!&&&），而固定化酶能够在较长时间保持

酶的活性，同时固定化酶便于从反应体系中分离并

重复使用。对固定化酶的重复利用性进行考察，加

入步骤同)’!’!节，加入条件同上，重复操作F次，

每次)’-.，结果如图-所示。由图-可见，随着固

定化$01重复次数的增加硝基酚去除率逐步减小，

且第一次重复时硝基酚去除率下降了/’+,，而后面

几次去除率减少仅在)’#,!-’),之间。分析原

因：硝基酚的去除率包括载体的吸附去除率和$01
的催化去除率，在固定化酶和硝基酚混合的最初阶

段载体吸附速度较快，短时间内硝基酚以吸附去除

为主，当第一次重复以后，载体吸附逐渐达到饱和，

此后去除途径以$01的催化氧化为主，吸附作用相
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对较弱。由图可看出重复使用达到!次时，硝基酚

的催化去除率仍能达到"#$%&，说明由坡缕石基载

体材料固定化后，酶的活性得以保持，催化能力得到

提高，稳定性得到增强，显著提升了’()催化降解

硝基酚的应用价值，具有良好的应用前景。

图* 固定化’()的重复使用性

+,-.* (/0/1,1,2/34/56,7758,9,:/;’()65<1=/
/9,7,>?1,5>56>,1<50=/>59

@ 结论

（A）影响载体合成最主要因素为煅烧温度，其

次为水玻璃加入量，煅烧时间影响最小。当水玻璃

和淀粉加入量分别为AB&和B#&、煅烧温度与煅烧

时间为**#C和B=时散失率最小。

（B）固定化’()对硝基酚的去除率在A$*=内

可以达到平衡，且去除效果明显优于原酶；加酶量为

A*#D时去除率最高为%"$E&，比原酶高A@$"&；两

者最佳’BFB加入浓度基本保持一致，均为#$AB&，

较高浓度的’BFB对酶催化降解硝基酚有一定的抑

制作用，对固定化酶的抑制作用要弱于原酶；硝基酚

浓度对去除率的影响较大，随着浓度的增加去除率

逐渐减小。

（@）坡缕石基载体固定化使得辣根过氧化酶

（’()）保持了较高的酶活性、稳定性、具有较好的重

复利用性，重复使用!次后，对硝基酚的去除率仍高

于"#&。
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