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固定化酶催化氧化去除水溶液中酚的研究

胡 十丝
号 产气 、

上海大学 化学化工系
,

上海 。。。

摘要 用海藻酸钙凝胶包埋辣根过氧化物酶制成固定化酶
,

以过氧化氢为氧化剂
,

进行固定化酶催化氧化去除水

溶液中酚的实验研究 对于 酚含量为 的单一苯酚或邻氯基酚水溶液
,

控制条件为 海藻酸钠

液
,

凝胶粒径
,

固定化时间
,

酶包埋量
,

反应时间
,

及过氧化氢加入量
,

单一

苯酚和单一邻氨基酚水溶液的酚去除率可分别超过 和 对混 合酚水溶液的处理
,

存在明显的协同效应

制备的固定化酶具有一定的重复使用性能

关扭词 固定化酶
,

酶催化氧化
,

辣根尹氧化物酶
,

酚

造纸
、

石油化工
、

木材加工和煤气与炼焦

等工业常排放出含酚废水 含酚废水是一种危

害严重 的废水 迄今
,

对含酚废水 的处理 已有

多种方法
一 ‘〕,

但这些方法各有其局限性 本文

在用水溶性酶催化氧化含酚废水的研 究工作基

础上 
,

探讨用 固定化酶催化氧化去除水溶液

中酚的可行性

实验部分

试剂

辣 根过氧 化 物酶
 ! ,

,

中科院上海生化研究

所产品 过氧化氢溶液
、

苯酚
、

邻氨基酚
、

海藻

酸钠
、

无水氯化钙
,

均为化学纯 常用缓冲试

剂
,

酚分析试剂

仪器
一

型恒温磁力搅拌器
, 一 一

型数

字式酸度计
,

型分光光度计
,

全 玻璃 蒸馏

器
,

注射器等

实验方法

固定化酶制备用海藻酸钙外胶凝法 每次

催化反应实验取 已知酚浓度的溶液于烧

杯中
,

并置于磁力搅拌器上
,

加入过氧化 氢及

固定化酶
,

控制一定的汉应余件
,

当反应结束

后
,

将固定化酶
、

沉淀物及溶液相分离
,

取水样

分析酚浓度
,

计算出酚的去除率 酚含量用

氨基安替比林比色法分析
,

过氧化氢浓度用碘

量法分析 所有实验在 一 的室温下进行

处理方法的特点和基本原理

海藻酸钠易与蛋 白质等共溶
,

因此它能与

酶溶合成均匀的悬浮液
,

使固定化海藻酸钙凝

胶具有酶分布的均匀性 海藻酸钠完全 无毒
,

它不能被绝大多数微生物分解或作为基质
,

所

以是一种理想的生物载体 将辣根过氧化物酶

包埋在海藻酸钙凝胶的微细格子中
,

使酶分子

不从凝胶的网格中漏出
,

而小分子的底 物和产

物则可以 自由通过凝胶网格
,

到达或离开酶分

子 这种固定化酶
,

酶分子仅仅是包埋起来而

未起化学反应
,

酶活力较高
,

机械强度较高
,

并

具有一定的反复利用率 固定化酶催化反应是

非均相反应
,

反应发生在 固液界面上
,

固定化

酶周 围存在着扩散层
,

一定程度上影响底物或

产物 的扩散 本处理法 的基本原理是 通过 固

定化酶催化氧化反应
,

生成水溶性差的聚合物
,

使酚从水相中去除 其基本反应为

 

一
·

十

式中
,

是还原性底物酚
, ·

是自由基 产

生的高活性苯氧自由基等扩散到溶液各处
,

与
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次、哥报告自拱

酚分子或苯氧自由基本身发生反应
,

生成一系

列高分子量和水溶性差的聚合物
,

从溶液中沉

淀析出

结果与讨论

固定化条件

海藻酸钙凝胶珠粒径的影响 取 海

藻酸钠液
,

加入含 的酶溶液
,

充分混

匀后
,

用注射器滴入 氯化钙溶液中
,

搅拌
,

将凝胶取出待用 控制注射方式
,

制得粒径

为
、

和 的凝胶珠 考察了不同粒径凝

胶珠催化氧化除酚率 图 及使用性能 反应条

件 酚含 量
,

过氧 化氢 加 入 量

 
,

溶液 为避免 爱
一

对海藻酸钙凝胶

的破坏
,

用柠檬酸
一

柠檬酸钠缓冲液
,

反应时间

—

图 固定化时间对酚去除率的影响

丈丁
,

 !

催化氧化效率下降 实验中发现 固定化时间

在 以上的凝胶具有同样 的机械强度
,

而固

定化时间为 的凝胶珠的机械强度较低

因此
,

固定化时间选 为宜

不含酶的凝胶颗粒对酚的吸附

取凝胶珠粒径为
,

其他条件同上 观

察不含酶的凝胶珠在间歇式反应中对酚的吸附
,

结果如表 所示

衰 不含醉的扭胶珠对姗的吸附

次、哥拱报由告

反应次数 使用次数

苯酚去除率

图 不同粒径凝胶珠对酚去除率的影响

粒径 粒径 粒径

由图 可见
,

在间歇式反应方式下
,

酚去除

率第 次明显低于第 次
,

以后则下降很少或

几乎不变 小粒径的凝胶除酚率高于大粒径凝

胶 在实验中发现
,

对粒径为 及 的凝胶

珠
,

分别在第 次和第 次使用后出现破裂
、

解

体现象 而粒径为 的凝胶珠在第 次使

用后
,

球形
、

机械强度及催化氧化效率基本不

变 因此
,

凝胶珠粒径宜控制在 以下

固定化时间的影响 固定化时间指将

海藻酸钠及酶的混合液滴落到氯化钙溶液中的

反应时间 取凝胶粒径为
,

固定化时间分

别为
、 、 、 ,

其他条件同上
,

结果如图

由图 可见
,

固定化时间超过
,

凝胶珠

在凝胶珠重复使用前进行例行的清洗 由

表 可见
,

新凝胶珠对酚有一定的吸附能力
,

而

用过的凝胶珠吸附能力很弱 当用新凝胶珠催

化氧化酚时
,

由于催化氧化与吸附的共同作用
,

使酚去除率高于使用过的凝胶珠 在第 次以

后的使用中
,

是催化氧化去除酚
,

酚去除率较

稳定 在以后实验中
,

酚去除率取第 次处理时

的数据

处理单一含酚水溶液的正交试验

对固定化酶催化氧化酚的影响因素包括对

固定化酶制备和对催化反应 方面的影响因素

在确定后者水平时
,

参照水溶性酶试验结果

该结果表明 当 接近中性时
,

酚的去除率最

高 当用固定化酶催化反应时
,

最适 可能会

向碱侧或酸侧偏移
,

也可能不变 在本实验中
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发现 固定化酶受 影响较大
,

在 以上

时
,

漏酶现象明显且稳定性变差 因此
,

本实验

控制反应 为 为了考察其他影响因素及寻

求各因素水平的最佳组合
,

采用了正交试验设

计法
,

选用
,

正交表
,

考察的因素
,

水平及

结果如表 所示 其他条件同前

衰 单一含酚水溶液处理的试验方案及结果分析
, ,

试验号
海藻酸

钠浓度

凝胶

粒径

酶包

埋量

试、并滋报斑

苯酚去

除率

为最好 凝胶珠粒径越小
,

酚去除率越

高
,

以凝胶珠粒径 为最好 酶包埋量

以 为最好
,

酶包埋量再增加
,

酚去除率反

而有所下降

综 上所述
,

可能是最好的工艺条

件
,

对该条件进行了验证性实验
,

制备的固定

化酶重复使用 次
,

单一苯酚水溶液中酚的去

除率在  一
,

单一邻氮基酚水溶液中酚

的去除率在 一  这表明海藻酸钠浓度
,

凝胶粒径 及酶包埋量 确是最佳

的工艺条件

乙1口11C乙,J,1,自JO

乙八n乙,白令J八jo曰

K
2

K
3

1 6 8 ( 1 5 0 )

1 7 3 ( 1 5 5 )
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k
1

k
2

5 6 ( 5 0 )
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6 3 ( 5 6 )

1 9 6 ( 1 7 5 )

1 7 7 ( 1 5 8 )

1 5 7 ( 1 4 0 )

6 5 ( 5 8 )

5 9 ( 5 3 )
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试
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1) 括号内为邻氨基酚数值

由表 3 可知
,

对于苯酚和邻 氨基酚 2 种水

溶液的处理结果
,

FO

.
,

>
F

,

> F0

.
2 ,

FO

.
。,

>
F

,

>

FO

.
。5 ,

FO

.
。l

>
Fc

> FO

.
。: ,

故酶包埋量和凝胶珠粒

径 2 因素对除酚率影响显著
,

海藻酸钠浓度对

除酚率也有一定影响
.
由均方或极差大小可知

,

影响酚去除率的因素依次是
:
酶包埋量

、

凝胶

珠粒径
、

海藻酸钠浓度
.
用 A

、

B

、

c 3 列的 k
, 、

k
Z
、

k
3

作图 3
.

由图 3 可见
,

( 1) 海藻酸钠浓度越高
,

酚去

除率越高
,

但浓度为 4% 时固定化较困难
,

以

图 3 3 因素与肠去除率关系

1
.
苯阶溶液 2

.
邻氮荃阶溶液

2
.
4 苯酚含量对催化氧化效率的影响

考察了苯酚含量变化对酚去除率的影响
。

酚 浓 度 分 别为 1 ,

1 0

,

1 0 0
,

3 0 0
,

5 0 0

,

7 0 0

m g
/ L

,

其他条件同正交试验所得最佳条件
,

结

果如图 4 所示
.

由图 4 可见
,

酚含量较低时
,

酚的去除率可

达 90 % 以上
.
随着水溶液中酚含量增加

,

酚去

除率逐渐下降
.
因此

,

如要保持高去除率
,

就要

适当增加过氧化氢和固定化醉的加入量
.

衰 3 单一含酚水溶液处理试验的方睡分析
, ,

方差来源 平方和
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D 括号内为邻氨基酚数值
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为 200 m l
,

由等体积单一含酚液混合而成
,

改

变苯酚和邻氨基酚 比例
,

其他条件同上
,

考察

了混合酚和对应的单一酚水溶液的酶催化反应

效果
,

结果如表 4 所示
.

由表 4 可见
,

混合酚水溶液的酚去除率高

于单一酚溶液的去除率
,

存在明显的协同效应
.

次、铃毯来斑

20 巨一共z户七一一一上一一一上一一一
10 100 3 00 500 700

苯阶含盆/m
g ·

L
一 ,

图 4 苯酚含量对去除率的影响

2
.
5 处理混合酚水溶液的试验

控制混合液总酚含量为 100 m g/L
,

总体积

3 结论

控制适当的条件
,

单一苯酚和单一邻氨基

酚水溶液的酚去除率分别达到 80 % 和 70 % 以

上
。

在混合酚水溶液的处理中
,

存在明显的协

同效应
,

酚去除率高达 85 % 以上
。

固定化酶具

有一定的重复使用性能
,

与水溶性酶处理相比
,

表 4 混合酚溶液的催化氛化去除率

水溶液组号
混合液酚含量/m g

·

L
一 ‘

苯酚 邻氨基酚
酚去除率/环

含单一苯酚液 含单一邻氨基酚液

酚含量/m g
·

L
一 ‘ 去除率/ % 酚含量/m g

·

L
一 ‘

去除率/ %

51

71

76

000J峡0盛b11‘.L月啥,目nUQ八八肉n000
月亡n公d
‘

1‘工弓.人

8 5

8 6

8 8

000
叮‘�匀6j

3 0

5 0

7 0

本法能减少酶消耗
,

降低处理成本
.

致谢 本工作得到张仲燕教授指导
,

姚海

宏
、

徐萍同志参加了部分实验
,

在此 一并表示

感谢
.
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T he O x id ation aetivity of py ridine an d N 仪
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trolin pyridine oxidation over m etaloxides eata-
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,

t
h

e

H C F C

一

2 2 + H

Z

O

:

i
n t

h
e

p
r e s e n e e o r a

b
s e n e e o

f

o x
y g

e n
w

a s
i
r r a

d i
a t e

d b
y

l
o
w P

r e s s u r e
m

e r e u 巧

lam p and th e Prod
uets of P hotolysis w ere deter-

m in ed by a F ou rier T ran sform Infr ured SPec
-

troseopy w ith a 20 m long path eell
.
T h e p ro-

duets are C O F :
,

C O

: ,

H F
a n

d H C I fo
r

H C

FC

一

2 2

+ H

Z

O

: s
y
s t e

m

,

C O

: ,

H

Z

O

,

H F
a n

d H C l

for

H C F C

一

2 2
+ H

Z

O

Z

+ O

: s
y
s t e

m

.

Ba

s

ed

o n t
h
e s e

re

-

s u
l
t s

,
t

h
e

m
e e

h
a n

i
s

m
s o

f P h
o t o

l y
s

i
s

we

r e s u
g g

e s t
-

e
d

.

K
e

y w
o r

d
s :

p h
o t

oo

x
i d

a t i
o n ,

H C F C

一

2 2

,

H

Z

O

2
.

S t
u

d y
o n

t h
e

C
a

ta l y t i
e

R
e

m
o v a

l o f P h e n o
l s

f
r

om

A q
u

eo us So
l

u
t i

o n
b y

Im

m
o

b i l i
z e

d E
nz

y m
e

.

H
u

L
o n

g
x

i
n

g (
De

p t

.
o

f C h
e

m

.

& C h
e

m

.

E
n

g

. ,

S h
a n

g h
a

i U
n

i
ve

r s
i t y

,

S h
a n

g h
a

i 2 0 0 0 7 2 )

:

Ch

in

.

J

·

E

n v

zron

.

S

c
i

.
,

1 7 ( 3 )

,

1 9 9 6

,
P p

.

5 7 一 60

T h e rem oval of p henols from aqueous solution b y
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