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　　　磁性微球的改性及其固定化

铁还原菌的性能

刘凡，周作明，荆国华

（华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１）

摘要：　以油酸、聚乙二醇、柠檬酸钠和３?氨丙基三乙氧基硅烷（ＡＰＴＥＳ）为改性剂，采用化学共沉淀法制备４

种改性磁性微球．通过粒度测定（ＰＳＤ）、Ｘ射线衍射分析（ＸＲＤ）、傅里叶红外光谱分析（ＦＴＩＲ）、热重分析

（ＴＧＡ）、磁强度测定（ＶＳＭ）对各种磁性微球进行表征，并对比各微球固定化铁还原菌后还原Ｆｅ（Ⅲ）ＥＤＴＡ

的性能，最终确定最佳的磁性微球改性条件．结果表明：ＡＰＴＥＳ改性的Ｆｅ３Ｏ４ 磁性微球固定化铁还原菌效果

优于其他改性微球，其最佳条件为 ＡＰＴＥＳ投加量８ｍＬ，１ｍｇ铁还原菌需１．５ｇ磁性微球进行固定化；

ＡＰＴＥＳ?Ｆｅ３Ｏ４ 固定化铁还原菌后连续使用５次，其Ｆｅ（Ⅲ）ＥＤＴＡ还原效率仍可保持在９０％以上．
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磁性微球在外加磁场的作用下具有定位、导向和分离功能，能通过共聚、表面改性等方法调节其表

面亲水性（或疏水性）及生物兼容性，可作为较好的固定化载体［１］，广泛地应用于废水废气处理［２?４］、吸附

剂材料开发［５?６］及环境检测［７?８］等领域．在此基础上，通过磁性微球表面改性，再采用化学或物理方法，可

将微生物固定在磁性微球上．微生物经固定后，其活性和稳定性有所提高，在外加磁场的作用下，便于分
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离回收，有利于其连续循环反应的运用［９?１１］．铁还原菌是生物还原耦合络合吸收法（ＢｉｏＤｅＮＯ狓）脱除烟

气中ＮＯ狓 的工艺中一种重要的还原菌，它可将Ｆｅ（Ⅲ）ＥＤＴＡ还原为Ｆｅ（Ⅱ）ＥＤＴＡ，实现吸收剂再生循

环利用．本文分别以油酸、聚乙二醇（ＰＥＧ）、柠檬酸钠和３?氨丙基三乙氧基硅烷（ＡＰＴＥＳ）为改性剂，采

用化学共沉淀法合成不同的磁性Ｆｅ３Ｏ４ 微球，从中确定最佳固定化载体，并优化其制备和固定化条件．

１　试验材料

１．１　药品与试剂

ＡＰＴＥＳ（质量分数为９８％）购自上海阿拉丁化学公司；柠檬酸钠、ＰＥＧ、油酸、氨水（质量分数为

２５％）均购自广东省西陇化工公司；六水合氯化铁、七水合硫酸亚铁均购自上海国药集团化学试剂公司

（以上试剂均为分析纯，用前未经预处理）．

１．２　实验仪器

ＫＱ?３００ＶＤＥ型三频数控超声波清洗器（江苏省昆山市超声仪器公司）；ＲＷ２０型机械搅拌器（德国

ＩＫＡ公司）；Ｈ?２０５０Ｒ型高速冷冻离心机（湖南省长沙市湘仪公司）；ＵＶ?４８０２Ｈ型紫外可见分光光度计

（上海尤尼柯公司）．

２　试验方法

２．１　改性磁性微球的制备

参考文献［１２?１６］的方法，将适量ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ溶于蒸馏水，转移至三口烧瓶，搅拌加热至７０℃，

氮气保护下，将Ｆｅ２＋和Ｆｅ３＋（摩尔比为２∶１）加入ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ．１０００ｒ·ｍｉｎ
－１机械搅拌，快速加入

适量氨水，超声处理１ｈ，得到黑色溶胶状产物，利用外加磁场将其分离．用蒸馏水洗涤３～５次，加入

１５０ｍＬ乙醇和蒸馏水（体积比为１∶１），５０℃水浴中超声处理３０ｍｉｎ后，加入适量改性剂，超声处理，４

ｈ后磁分离，蒸馏水洗涤３～５次，－８０℃冷冻干燥，得到黑色粉末样品，置于样品袋中密封保存，备用．

２．２　改性磁性微球的表征

１）粒径分析仪（ＰＳＤ，测试波长范围为０．０４～２０００．００μｍ）；２）Ｘ射线衍射分析（ＸＲＤ，衍射条件：

Ｃｕ靶Ｋα（γ＝０．１５４２），管电压为４０ｋＶ，管电流为４０ｍＡ，速度为４°·ｍｉｎ
－１，测量范围为２０°～７０°）；３）

傅里叶红外光谱分析（ＦＴＩＲ，测试波长范围为５００～４０００ｃｍ
－１）；４）热重分析（ＴＧＡ，Ｎ２ 氛围，以１０

℃·ｍｉｎ－１的升温速度加热至８００℃）；５）磁强度测定（ＶＳＭ分析）．

２．３　改性磁性微球固定化铁还原菌

称取磁性微球１．５ｇ，置于１００ｍＬ血清瓶，加入５０ｍＬ含Ｆｅ（Ⅲ）ＥＤＴＡ（１０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１）的培养

基，接种１．０ｍｇ（湿质量）铁还原菌菌液，Ｎ２ 驱氧后密封，于恒温摇床（４０℃，１４０ｒ·ｍｉｎ
－１）培养２４ｈ．

２．４　分析方法

Ｆｅ（Ⅱ）质量浓度的测定采用邻菲啉分光光度法，细胞质量浓度的测定是通过６１０ｎｍ下光密度

与细胞干质量的关系，读取菌悬液在６１０ｎｍ下的吸光度，得到细胞的干质量．采用Ｆｅ（Ⅲ）ＥＤＴＡ的还

原率评估固定化铁还原菌的还原性能，还原率犚＝［（犮０－犮狋）／犮０］×１００％．其中：犮０ 为Ｆｅ（Ⅲ）ＥＤＴＡ的

初始浓度；犮狋为Ｆｅ（Ⅲ）ＥＤＴＡ在某时刻的浓度．

３　结果与讨论

３．１　磁性微球的制备与条件优化

３．１．１　磁性微球改性剂的选择　考察不同磁性微球固定化铁还原菌后还原Ｆｅ（Ⅲ）ＥＤＴＡ的性能，反

应１２ｈ后的还原率（η），如图１所示．由图１可知：经固定化后的铁还原菌还原性能均优于游离菌，

ＡＰＴＥＳ?Ｆｅ３Ｏ４ 固定化铁还原菌对Ｆｅ（Ⅲ）ＥＤＴＡ的还原率最高；改性的磁性微球有效地抑制了因微球

团聚导致的粒径增大现象．改性后微球分散性增强，从而使铁还原菌可以较好地固定在磁性微球上，且

固定化过程采用的吸附法对微生物活力影响较小［１７］，能有效保证体系还原Ｆｅ（Ⅲ）ＥＤＴＡ的能力．

３．１．２　ＡＰＴＥＳ?Ｆｅ３Ｏ４ 微球改性条件优化　考察不同ＡＰＴＥＳ加入量对磁性微球固定化铁还原菌的还

１２７第６期　　　　　　　　　　　　刘凡，等：磁性微球的改性及其固定化铁还原菌的性能
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原效果的影响，结果如图２所示．由图２可知：ＡＰＴＥＳ投加量小于８ｍＬ时，Ｆｅ（Ⅲ）ＥＤＴＡ还原率随着

加入量增加而增加；投加量大于８ｍＬ时，还原率随着加入量的增加而减少．因此，在制备 ＡＰＴＥＳ?

Ｆｅ３Ｏ４ 过程中，改性剂ＡＰＴＥＳ的最佳投加量为８ｍＬ，固定化铁还原菌最终的还原率达到９７．７１％．

　　　图１　改性磁性微球固定化铁还原菌还原率　　　　图２　ＡＰＴＥＳ对固定化铁还原菌还原率的影响

Ｆｉｇ．１　Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｍｏｄｉｆｉｅｄｍａｇｎｅｔｉｃｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ　Ｆｉｇ．２　Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｉｒｏｎｒｅｄｕｃｉｎｇ

　　　　　ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｉｒｏｎｒｅｄｕｃｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ　　　　　　　ｂａｃｔｅｒｉａｅｆｆｅｃｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔＡＰＴＥＳｄｏｓａｇｅ

３．１．３　ＡＰＴＥＳ?Ｆｅ３Ｏ４ 固定化铁还原菌优化　在确定８ｍＬ为最佳投加量的基础上，考察不同质量的

ＡＰＴＥＳ改性磁性微球固定化铁还原菌的还原效果，如图３所示．图３中：犮（Ｆｅ（Ⅲ）ＥＤＴＡ）为Ｆｅ（Ⅲ）

ＥＤＴＡ浓度．由图３可知：当时间为６ｈ时，１．５ｇ的ＡＰＴＥＳ?Ｆｅ３Ｏ４ 固定化铁还原菌的Ｆｅ（Ⅲ）ＥＤＴＡ还

原率最高．因此，最佳的固定化比例为：１ｍｇ铁还原菌需１．５ｇ磁性微球进行固定化．

表１　ＡＰＴＥＳ?Ｆｅ３Ｏ４ 固定化铁还原

菌前后的粒径对比

Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｏｆ

ＡＰＴＥＳ?Ｆｅ３Ｏ４ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓｂｅｆｏｒｅ

ａｎｄａｆｔｅｒｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ

犇／μｍ 犇ａｖｅ 犇１０ 犇５０ 犇９０

固定前 ２３．６５ ２．８４ １８．８８ ５２．５８

固定后 ２６．００ ３．７７ ２２．１４ ５５．０４

３．２　改性磁性微球的表征

３．２．１　粒径分析　通过粒径分析仪分析 ＡＰＴＥＳ?

Ｆｅ３Ｏ４ 磁性微球固定铁还原菌前后的粒径（犇），结果如

表１，图４所示．图４中：φ为对应粒径的微球体积所占

的百分数．由表１和图４可知：固定化铁还原菌后的磁

性微球粒径较固定前大．这是因为铁还原菌固定在磁

性微球上形成包覆层，增大其粒径．

３．２．２　ＸＲＤ分析　通过ＸＲＤ分析几种磁性微球的

晶体结构，如图５所示．实验制备的磁性微球在ＸＲＤ图谱中３０．３°，３５．６°，４３．３°，５３．６°，５７．２°，６２．９°等６

处出现特征衍射峰，且峰的宽度与强度与Ｆｅ３Ｏ４ 标准图谱（ＪＣＰＤＳ?７５?１６０９）一致．由此可以确定，磁性

微球含有Ｆｅ３Ｏ４，纯度高且为反式尖晶石结构
［１８］．几种改性微球中，ＡＰＴＥＳ改性后的Ｆｅ３Ｏ４ 吸收强度

最强，说明其成分中Ｆｅ３Ｏ４ 的质量分数较高
［１９］；而柠檬酸钠?Ｆｅ３Ｏ４ 和油酸?Ｆｅ３Ｏ４ 吸收强度明显较弱．

图３　不同质量的ＡＰＴＥＳ?Ｆｅ３Ｏ４ 固定化铁还原菌还原率 图４　ＡＰＴＥＳ?Ｆｅ３Ｏ４ 固定化前后粒径分析　

Ｆｉｇ．３　Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｉｒｏｎｒｅｄｕｃｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ Ｆｉｇ．４　ＰＳＤｏｆＡＰＴＥＳ?Ｆｅ３Ｏ４ｂｅｆｏｒｅ　　　

　ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔＡＰＴＥＳ?Ｆｅ３Ｏ４ｑｕａｌｉｔｉｅｓ ａｎｄａｆｔｅｒｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ　

３．２．３　ＦＴＩＲ分析　通过ＦＴＩＲ分析磁性微球的表面官能团，结果如图６所示．由图６可知：所有的磁

性微球都在５８４ｃｍ－１处出现Ｆｅ－Ｏ键产生的吸收峰，在３４３３ｃｍ－１出现Ｏ－Ｈ伸缩振动峰．柠檬酸钠、

油酸改性的磁性微球都在１６３０ｃｍ－１附近出现典型的－ＣＯＯ－吸收峰，说明柠檬酸及油酸成功包覆在

Ｆｅ３Ｏ４ 表面
［１４］．而ＡＰＴＥＳ改性的磁性微球在１１３２，１０４４ｃｍ－１处出现Ｓｉ－Ｏ－Ｓｉ与Ｆｅ－Ｏ－Ｓｉ振动
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峰，ＡＰＴＥＳ成功连接到磁性微球表面
［１２］，便于表面进一步改性，或偶联其他生物大分子．

图５　改性磁性微球的ＸＲＤ谱图 图６　改性磁性微球的ＦＴＩＲ图

Ｆｉｇ．５　ＸＲＤｓｐｅｃｔｒａｏｆｍｏｄｉｆｉｅｄｍａｇｎｅｔｉｃｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ　Ｆｉｇ．６　ＦＴＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｍｏｄｉｆｉｅｄｍａｇｎｅｔｉｃｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

３．２．４　ＴＧＡ分析　通过ＴＧＡ分析不同ＡＰＴＥＳ投加量改性下Ｆｅ３Ｏ４ 磁性微球在０～７５０℃的失重情

况（狑），结果如图７所示．几种磁性微球的失重大概可分为２个阶段：第一阶段为０～２００℃，是磁性微

球中水分的蒸发；第二阶段为２００～６００℃，是磁性微球中有机成分及杂质的分解
［２０］；６００℃以后为磁

性微球中剩余的Ｆｅ３Ｏ４．由图７可知：不同ＡＰＴＥＳ投加量改性的磁性微球磁物质质量分数不同．８ｍＬ

ＡＰＴＥＳ改性的磁性微球中有机成分质量分数相对较高，说明其表面附着大量的氨基，有利于微生物的

固定化，这也是该投加量情况下，磁性微球固定化铁还原菌还原性能最佳的重要原因．

３．２．５　ＶＳＭ分析　通过ＶＳＭ分析磁性微球的饱和磁强度，如图８所示．图８中：犕 为磁化强度；犎 为

磁场强度．各磁性微球的矫顽力和剩磁都几乎为０，说明实验制备的磁性微球具有超顺磁性
［２１］，可通过

外加磁场实现磁性微球的分离和回收．未改性磁性微球的饱和磁强度为０．０７６Ａ·ｍ２·ｇ
－１，而实验室

制得的改性磁性微球的饱和磁强度弱于未改性的磁性微球，但均在０．０６８Ａ·ｍ２·ｇ
－１以上，相差较小，

且改性剂投加量对于磁性微球的磁响应强度无显著影响．综合考虑其他表征结果，确定８ｍＬＡＰＴＥＳ

改性的磁性微球为最佳固定化载体．

图７　改性磁性微球的ＴＧＡ 图８　改性磁性微球的ＶＳＭ

Ｆｉｇ．７　ＴＧＡｃｕｒｖｅｓｏｆｍｏｄｉｆｉｅｄｍａｇｎｅｔｉｃｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ　Ｆｉｇ．８　ＶＳＭｃｕｒｖｅｓｏｆｍｏｄｉｆｉｅｄｍａｇｎｅｔｉｃｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

图９　铁还原菌还原Ｆｅ（Ⅲ）ＥＤＴＡ重复性实验

Ｆｉｇ．９　ＲｅｐｅａｔｅｄｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆＦｅ（Ⅲ）ＥＤＴＡ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｏｆｉｒｏｎｒｅｄｕｃｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ

３．３　磁性微球固定化铁还原菌重复性实验

铁还原菌还原Ｆｅ（Ⅲ）ＥＤＴＡ重复性实验，结果如图９

所示．由图９可知：１．５ｇ，８ｍＬ的ＡＰＴＥＳ改性的磁性微球

固定化铁还原菌连续使用５次后，Ｆｅ（Ⅲ）ＥＤＴＡ的还原效

率仍可以保持在９０％以上．由此可见，ＡＰＴＥＳ改性的磁性

微球固定化铁还原菌具有良好的重复使用性．

４　结束语

采用化学共沉淀法，利用不同的改性剂制备改性磁性

微球，通过其固定化铁还原菌还原性能的对比，确定了

ＡＰＴＥＳ?Ｆｅ３Ｏ４ 为４种改性微球中最好的固定化载体．考察
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改性剂投加量和磁性微球质量对铁还原菌固定化的影响，确定ＡＰＴＥＳ最佳投加量为８ｍＬ，１ｍｇ铁还

原菌需１．５ｇ磁性微球进行固定化．在最佳制备和固定化条件下，ＡＰＴＥＳ?Ｆｅ３Ｏ４ 固定化铁还原菌连续

使用５次后，对Ｆｅ（Ⅲ）ＥＤＴＡ的还原效率仍可以保持在９０％以上．
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