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电聚合固定化介体催化强化2,6-二硝基甲苯生物还原
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摘要:难生物降解的水溶性氧化还原介体会随出水而流失,造成二次污染.采用活性炭毡

(ACF)电极上电聚合吡咯单体掺杂蒽醌二磺酸盐技术制备的固定化氧化还原介体,AQDS/

PPy/ACF,考察了其作为一种新型固态介体催化2,6-二硝基甲苯(2,6-DNT)生物还原的可

行性.结果表明,基体材料对聚吡咯复合材料的表面形貌特性影响很大,在铂片上形成的聚吡

咯呈“菜花状”,而在ACF上则呈现“微球”状;AQDS/PPy/ACF对2,6-DNT具有较强的生物

催化活性和催化稳定性;它的加入可使2,6-DNT的生物还原速率提高近4倍,一级降解动力

学常数达到0.0345h-1;在该反应体系中,2,6-DNT首先被还原为中间产物2-氨基-6-硝基甲

苯(2-A-6-NT),后者再被还原为终产物2,6-二氨基甲苯(2,6-DAT).
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0 引 言

2,6-二硝基甲苯(2,6-DNT)不仅是制备燃

料、颜料、药物、植物保护剂及化妆品的中间体,而

且,以它为原料还可以制备聚氨酯材料,广泛用于

泡沫塑料、弹性体、胶粘剂、涂料和纤维等行业[1].

2,6-DNT是环境中广泛存在的硝基芳烃有机污

染物,具有致突变性与可疑致癌性,被美国环境保

护局列为“优控污染物”[2].硝基极强的吸电子作

用,使之通过氧化途径得到降解非常困难.相比之

下,在厌氧条件下,2,6-DNT却易被转化成一种

在好氧条件下能被完全矿化的芳香胺.基于此,厌

氧-好氧组合工艺被认为是处理2,6-DNT废水的

最佳方案之一[2].
在厌氧还原阶段,由电子供体(共底物)到最

终电子受体(2,6-DNT)的电子传递过程通常是

2,6-DNT完全生物降解的限速步骤[2].近年来的

研究表明,醌类化合物可作为氧化还原介体加速

电子在电子供体与受体之间的传递,从而使偶氮

化合物、硝基芳烃及氯代芳烃等的厌氧还原效率

得到 大 幅 提 高[3、4].其 中,蒽 醌2,6-二 磺 酸 钠

(AQDS)因其具有较高的催化活性及可被多种

微生物所利用,而被广泛应用于难降解污染物的

生物还原研究中.但其弊端是AQDS会随出水而

流失,造成二次污染.因此,理想的对策是固定化

AQDS,并保持高催化活性.但迄今罕见文献报道.
vanderZee等研究发现活性炭可被生物还

原并可作为氧化还原介体,其活性基团被认为是

醌/羰基.但活性炭接受电子的能力比小分子化合

物AQDS低得多,后者是前者的6.1倍[5].而且

活性炭本身具有的以及氧化改性生成的醌/羰基

大多位于微孔处(<2nm)[6],而微生物(>0.2

μm)通常难以接触到微孔,因此,其中的醌/羰基

起到的催化作用有限.Guo等曾用海藻酸钙包埋

法固定非水溶性蒽醌,发现它可使几种偶氮染料

脱色速率提高1.5~2倍[7].但该固定化蒽醌的催

化活性和稳定性有待进一步提高.
本实验室利用电聚合-掺杂技术,以AQDS为

掺杂剂,以聚吡咯(PPy)为母体,通过选择适宜的

基体材料,活性炭毡(ACF),制备一种具有良好



生物相容性的固定化氧化还原介体,AQDS/PPy/

ACF[8].本研究目的是考察 AQDS/PPy/ACF用

于催化强化2,6-DNT生物还原的可行性和催化

稳定性,并分析2,6-DNT的生物还原产物.

1 材料与方法

1.1 材 料

吡咯单体,纯度99%,购于 Aldrich公司,使
用前要经过二次蒸馏,以除去在空气中氧化形成

的杂 质;AQDS,纯 度 97%,购 于 Fluka 公 司;

2,6-DNT,分析纯,购于 Merck-Schuchardt公司;

2,6-DAT(分析纯)和2-A-6-NT(分析纯)购于

Sigma-Aldrich公司.所有溶液在使用前充15min
氮气以除去溶液中的溶解氧.粘胶基活性炭毡

(ACF)购于鞍山深鑫活性炭纤维生产厂,其表面

积为800m2·g-1,厚4mm.
无机盐培养基组成为(g·L-1)NH4Cl,1.0;

KH2PO4,0.5;K2HPO4,0.6;MgCl2·6H2O,

0.2;CaCl2·2H2O,0.05;Na2S·9H2O,0.037;

pH7.0.生长培养基:无机盐培养基中加 AQDS
0.15g·L-1、葡萄糖0.5g·L-1.在2,6-DNT
的降解实验中,0.5g·L-1葡萄糖被加入到无机

盐培养基中作为电子供体.
菌源采用的是本实验室通过选择性富集所获

得的 AQDS-还原菌群,具有较高的 AQDS还原

活性.将AQDS-还原菌群转接至生长培养基中,

置于30℃厌氧培养箱中培养.当达到对数生长期

时在8000r·min-1下离心10min,弃去上清液,用

0.1mol/LpH7.0的磷酸盐缓冲溶液洗涤,再次离

心,如此反复洗涤3次,最后将离心后的菌体用磷

酸盐缓冲溶液配制成浓缩菌液(湿重160g·L-1).

1.2 AQDS/PPy/ACF的制备

吡咯电化学聚合是在一个典型的三电极、有

隔膜式 H 形电解 槽 内 完 成 的[9].工 作 电 极 为

ACF(2cm×2cm);辅助电极为铂片(1cm×1
cm);参比电极为饱和甘汞电极,通过盐桥及鲁金

毛细管与工作电极室连接.通过恒电位/恒电流仪

控制工作电极电位或电流密度.工作电极室内填充

100mL0.024mol/LAQDS与0.1mol/L吡咯

单体的混合液或0.1mol/LNa2SO4 与0.1mol/L
吡咯单体的混合液;辅助电极室内填充100mL0.1

mol/LH2SO4,两室之间通过阳离子交换膜相连.
聚合温度保持在室温10℃.本研究采用恒电流法

制备聚吡咯复合材料,电流密度为1.79mA·cm-2,

聚合时间为3600s.使用蒸馏水冲洗两次制得

AQDS/PPy/ACF,然后保存在充高纯氮的蒸馏

水中备用.对于AQDS/PPy/Pt的制备,工作电极

为Pt(2cm×2cm),其他条件同上.
1.3 2,6-DNT的生物还原

所有生物还原实验均在135mL血清瓶中进

行(2个平行样).在厌氧培养箱中,将浓缩菌液、

葡萄糖、溶于丙酮中的2,6-DNT和AQDS/PPy/

ACF(1块)加入血清瓶中,以无机盐培养基充满.
最终的菌体浓度达到湿重0.6g·L-1(对照实验

除外),葡萄糖浓度为0.5g·L-1,2,6-DNT浓度

为100mg·L-1.使用橡胶塞密封瓶口,30℃ 厌

氧培养箱中静置培养.同 时 以 无 AQDS/PPy/

ACF或者无菌体的空白实验作为对照.在固定的

时间间隔内取样,用以鉴定还原产物和2,6-DNT
的浓度,并采用拟一级动力学拟合2,6-DNT的生

物还原速率.
1.4 AQDS/PPy/ACF生物催化活性的稳定性

为了考察AQDS/PPy/ACF生物催化活性的

稳定性,进行了6次重复利用 AQDS/PPy/ACF
的生物还原实验,通过比较6次实验中2,6-DNT
的转化率来判断其催化活性的稳定性.转化率计

算公式如下:

r= (A0-At)/A0×100% (1)

其中A0 与At 分别对应于初始时刻和t时刻2,6-
DNT的浓度.本研究中,t值为68h.
1.5 分析方法

菌体浓度:通过测定660nm处的光密度来

确定,菌体湿重(g·L-1)=2.8005OD660+0.029
(R2=0.998).

电化学活性:将 AQDS/PPy/Pt使用蒸馏水

冲洗3次,然后以其作为工作电极,仍以Pt片为

辅助电极,饱和甘汞电极为参比,以0.1mol/L
NaCl溶液为支持电解质,使用循环伏安法对其电

化学活性进行原位测试.扫描电位区间-0.9~

0.7V,扫描速率为5mV·s-1,并以Pt裸电极及

AQDS溶液体系做对照.
2,6-DNT及其还原产物的定量:采用Agilent
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6890气相色谱(GC),配有火焰离子化检测器(FID)

和HP-5毛细管柱(30m×0.32mm×0.25μm).
GC条件:进样口和检测器温度均为300℃,不分流

进样,柱温采用程序升温.升温程序如下:初始温度

80℃,保持3min后,以10℃·min-1的升温速

率升至200℃并保持5min,再以30℃·min-1

的升温速率升至300℃并保持5min.载气为氮

气,总流量1.0mL·min-1.待分析样品首先经由

0.45μm 滤膜过滤,并使用 NaOH 调节pH 至

10,然后将2,6-DNT及其产物由水相萃取至乙醚

溶剂中,注入GC进行定量分析.
萃取至乙醚中的2,6-DNT还原产物的鉴定

是由 Agilent6890/5975GC/MS完成的,GC条

件与上同,MS条件为电子轰击(EI)电离模式,电离

能70eV;检测器温度230℃;溶剂延迟5.0min.

2 结果与讨论

2.1 AQDS/PPy/ACF的形貌特征

通过傅里叶变换红外光谱(FTIR)证实了

AQDS已掺杂到PPy/ACF中,且元素分析表明

吡咯与AQDS的物质的量比约为6∶1[8].在本研

究中,由不同电极基体表面形成的聚吡咯膜的扫

描电镜图(图1)可以看出,Pt电极上形成的聚吡

咯生长不均匀,具有典型的“菜花”状结构.这种表

面形貌可能是由Pt电极上吡咯膜的形成机制所

决定的[10].吡咯开始聚合时先成核,随后沿着核

的周围向二维、三维生长,从而形成了某些聚合速

度较快的生长点,而这些生长点都是突起,具有较

大的局部电流密度,又进一步造成了聚吡咯膜在

这些生长点上的快速生长,最终形成了这种极不

均匀的“菜花”状形貌.ACF上形成的聚吡咯则呈

现出“微球”状.初始时,这些聚吡咯“微球”形成错

落有致的较为均匀的分布状态,这一方面归因于

组成活性炭毡的炭纤维本身所形成的相互交错的

空间立体结构;另一方面也是因为ACF表面较为

粗糙,吸附性能良好,成核活性位点较多.随着聚

合时间的延长,形成的聚吡咯“微球”逐渐增多,然
后,这些“微球”开始相互衔接,形成致密的整体覆

盖在炭纤维表面.基体材料的表面特性对吡咯的

聚合过程以及聚合的难易程度具有较大的作用,

从而直接影响了相应聚吡咯膜的表面形貌特

性[11].比较上述两种基体材料上形成的聚吡咯膜

可以得出,吡咯在ACF上更容易发生聚合,且可

形成具有较大比表面积的聚吡咯复合材料.

(a)AQDS/PPy/Pt

(b)AQDS/PPy/ACF

图1 聚吡咯膜的扫描电镜照片

Fig.1 SEMphotosofpolypyrrolefilms

2.2 2,6-DNT生物还原速率

为了证实 AQDS/PPy/ACF对2,6-DNT的

生物催化性能,考察了在有、无AQDS/PPy/ACF
存在下,2,6-DNT的生物还原速率,如图2所示.
可以看出,在无菌体存在的情况下,仅有<3%的

2,6-DNT得到降解,这表明AQDS/PPy/ACF对

2,6-DNT 的 吸 附 作 用 可 以 忽 略.在 Na2SO4/

PPy/ACF存在下,菌群对2,6-DNT的生物还原

速率较为缓慢,与只有菌群的体系 相 当,说 明

Na2SO4/PPy/ACF对2,6-DNT 无 催 化 活 性;而

     

图2 AQDS/PPy/ACF对2,6-DNT生物

还原的影响

Fig.2 Biologicalreductionof2,6-DNT withand

withoutAQDS/PPy/ACF
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AQDS/PPy/ACF的加入使得菌群对2,6-DNT的

生物还原速率得到了明显提高.采用拟一级动力学

方程对实验数据进行拟合,得出了在有、无AQDS/

PPy/ACF存在条件下的还原速率常数分别为

0.0345h-1和0.0072h-1,前者是后者的4.8倍.
由图3可见,AQDS/PPy/Pt的循环伏安曲

线中有两对明显的氧化还原峰(两对峰的还原峰

出现一定程度的叠加).与 AQDS溶液的循环伏

安曲线相对照可知,其中一对氧化还原峰对应的

是掺杂到膜中的蒽醌-2,6-二磺酸阴离子中醌基

的氧化还原峰,而另一对氧化还原峰对应的应该

是溶液中Na+ 的嵌入和脱出[12].由此可得出,固

态AQDS/PPy/ACF与水溶性AQDS一样,具有

氧化还原活性,在2,6-DNT的生物还原体系中可

发挥高效催化作用,从而使2,6-DNT的厌氧生物

转化速率大幅提高.

图3 AQDS/PPy/Pt的电化学表征

Fig.3 ElectrochemicalcharacterizationofAQDS/PPy/Pt

2.3 2,6-DNT生物还原的产物

在厌氧生物转化体系中,二硝基甲苯通常是

先通过亚硝基硝基甲苯转化成氨硝基甲苯,然后,

氨硝基甲苯再进一步转化成二氨基甲苯[9].采用

GC/MS对 AQDS/PPy/ACF存 在 下2,6-DNT
的生物还原产物进行了鉴定.由图4可以看出,图
中共出现3个峰,对应的停留时间分别为13.078、

14.081和15.304min.相应的质谱图如图5所

示.由质谱图可以确定对应的化合物分别为2,6-
二氨基甲苯(2,6-DAT)、2,6-二硝基甲苯(2,6-
DNT)和2-氨基-6-硝基甲苯(2-A-6-NT).由此可

见,在 AQDS/PPy/ACF存在下,2,6-DNT的生

物还原过程中仅形成了一种中间产物2-A-6-NT
和一种最终产物2,6-DAT.

(a)50h

(b)80h

图4 2,6-DNT降解过程中不同时间的总离子流图

Fig.4 Totalionchromatogramofextractfromthe

biologicalreductionof2,6-DNT

(a)13.078min

(b)14.081min

(c)15.304min

图5 2,6-DNT及其降解产物的质谱图

Fig.5 Massspectraof2,6-DNTandits

biodegradationproducts
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另外,实验中对2,6-DNT的生物还原过程进

行了详细监测(图6).发现2,6-DNT的减少总是

伴随着相应氨基硝基甲苯的累积.在2,6-DNT完

全消失前,2-A-6-NT很少被还原,这可能归因于

二硝基甲苯与氨基硝基甲苯之间存在对电子共体

的竞争.上述结果表明,2,6-DNT首先被生物还

原为中间产物2-A-6-NT,后者再被还原为终产物

2,6-DAT.AQDS/PPy/ACF作为氧化还原介体,

加快了电子由葡萄糖到2,6-DNT的传递速度,从
而使得2,6-DNT的生物还原速率得以提高.

图6 AQDS/PPy/ACF存在下2,6-DNT的

去除及其产物的形成

Fig.6 Disappearenceof2,6-DNTandappearanceof

itstransformationproductsinthepresenceof

AQDS/PPy/ACF

2.4 AQDS/PPy/ACF对2,6-DNT生物催化的

稳定性

AQDS/PPy/ACF 重 复 使 用 过 程 中 2,6-
DNT的生物还原情况如图7所示.可以看出,在

6次实验过程中,2,6-DNT的转化率均在91%左

右,基 本 保 持 稳 定.说 明 AQDS/PPy/ACF 对

     

图7 AQDS/PPy/ACF重复使用过程中2,6-
DNT的生物还原效率

Fig.7 Biotransformationefficienciesof2,6-DNT

withAQDS/PPy/ACFduringthesuccessive

repeatedexperiments

2,6-DNT具有良好的生物催化稳定性.而对于投

加AQDS/PPy/Pt的体系,2,6-DNT的厌氧转化

率仅为60%~70%,而且在初始的两次实验过程

中,Pt片上沉积的聚吡咯膜已经出现溶胀和剥落

现象.当第3次实验时,Pt片上的聚吡咯膜就已

经从基体材料上完全剥落下来.
聚吡咯复合材料的催化稳定性主要取决于对

阴离子的掺杂稳定性以及聚吡咯与基体材料之间

的粘附性.在对 AQDS/PPy/Pt进行电化学表征

时发现4次所得循环伏安曲线几乎完全重合,尤
其是代表AQDS的氧化还原峰几乎未发生变化

(图5),这表明AQDS具有良好的掺杂稳定性,很
难从聚吡咯膜中脱出.因此,聚吡咯膜与不同基体

材料之间粘附性的差异是导致AQDS/PPy/ACF
与AQDS/PPy/Pt稳定性不同的主要原因.另外,

由图1可见,活性炭毡是由活性炭纤维以一定的

空间间距相互交错组成,具有典型的三维结构,与

Pt片相比,活性炭毡具有更大的比表面积.沉积

在ACF表面的聚吡咯也呈现出一定的空间分布,

相邻聚合物之间具有较大的空间间距,这就有利

于细菌与其相互接触,使得更多的AQDS可被细

菌所利用,从而使AQDS/PPy/ACF具有更高的

生物催化活性.

3 结 论

(1)基体材料对电化学聚合-掺杂技术制得

聚吡咯复合材料的表面形貌特性影响很大.在铂

片上形成的聚吡咯呈“菜花状”,而在ACF上则呈

现“微球”状.
(2)AQDS/PPy/ACF可发挥氧化还原介体

的作用,有效地提高了2,6-DNT的生物还原速

率,速率常数提高近4倍.
(3)AQDS/PPy/ACF 对2,6-DNT具有良

好的生物催化稳定性.
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Enhancedbiologicalreductionof2,6-dinitrotoluene
bycatalysisofelectropolymerization-immobilizedredoxmediators

WANG Jing*, LI Li-hua, LÜ Hong, JIN Ruo-fei, ZHOU Ji-ti, YANG Feng-lin

(KeyLaboratoryofIndustrialEcologyandEnvironmentalEngineering,DalianUniversityofTechnology,Dalian116024,China)

Abstract:Thecontinuousdosinganddischargeofwater-solubleredoxmediators,suchasbiologically
recalcitrantcompounds,willresultinthesecondarycontamination.Theimmobilizedredoxmediator
preparedbyincorporationofanthraquinonedisulphonate(AQDS)duringtheelectropolymerizationof
pyrrolemonomeronactivecarbonfelt(ACF)electrode,AQDS/PPy/ACF,wasusedforcatalyzing
anaerobicbiotransformationof2,6-dinitrotoluene(2,6-DNT).Theresultsshowthatthemorphology
ofthePPyfilmlargelydependsonthesurfacetextureofsubstratematerials,thePPyfilmsdepositing
onPtarecharacterizedbyacauliflower-likestructure,andthoseonACFbysomeglobularstructure;

AQDS/PPy/ACFexhibitsgoodcatalyticactivityandstabilityfor2,6-DNT,theenhancedreduction
rateobtainedintheincubationswithAQDS/PPy/ACFisaboutfourtimesthatoftheincubations
withoutAQDS/PPy/ACF,andthecorrespondingfirst-orderreductionrateconstantreaches0.0345
h-1;2,6-DNTisreducedtobe2,6-diaminotoluenevia2-amino-6-nitrotolueneinthesystem.

Key words: solid redox mediator; polypyrrole; electropolymerization; 2,6-dinitrotoluene;

biotransformation
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