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摘 要: 通过静电吸附法成功制备了氧化石墨烯-氨基酰化酶(GO-acylase)颗粒。将GO和GO-acylase颗粒分别

添加到聚偏氟乙烯(PVDF)铸膜液中,通过相转化法制备了GO/PVDF和GO-acylase/PVDF复合膜。结果显示,

GO-acylase/PVDF复合膜的粗糙度最低(Ra=8.21nm),表面最平滑。GO/PVDF和GO-acylase/PVDF复合膜的

接触角较小(73.72°和71.31°),说明复合膜的亲水性优于纯PVDF膜。由于GO的添加会增强溶质和非溶质之间

的转化过程,从而导致GO/PVDF复合膜的纯水通量最大(69.0L/(m2h))。经过测定,GO-acylase/PVDF复合

膜的生物活性在4℃下可以持续4周左右。研究结果表明,GO-acylase/PVDF复合膜的成功制备为抗生物污染膜

的研发提供了新思路。

关键词: 聚偏氟乙烯;氧化石墨烯;氨基酰化酶;纳米颗粒;复合膜

中图分类号: TB332   文献标志码: A   文章编号: 1000-3851(2019)11-2495-07

Preparationandcharacteristicofgrapheneoxide-acylase/

poly(vinylidenefluoride)compositemembrane

ZHUZhenya1,2,BAIChengling1,WANGLei*1,WANGXudong1,GUOLiyan3,LIYongjin3

(1.ResearchInstituteofMembraneSeparationTechnologyofShaanxiProvince,SchoolofEnvironmentaland
MunicipalEngineering,Xi’anUniversityofArchitectureandTechnology,Xi’an710055,China;

2.ProvinceKeyLaboratoryofSustainedUtilizationandDevelopmentofWaterResources,

SchoolofWaterResourcesandEnvironment,HebeiGEOUniversity,Shijiazhuang050031,China;

3.GocomEngineeringDesignLimitedCompany,Yantai264670,China)

Abstract: Anewtypeofgrapheneoxide-acylase(GO-acylase)nanoparticleswasproducedviaanelectrostatic
force.TheGOandGO-acylasewereaddedtothepoly(vinylidenefluoride)(PVDF)membranecastingsolutionre-
spectively,andtheGO/PVDFandGO-acylase/PVDFcompositemembraneswerepreparedthroughphaseinversion
bytheimmersionprecipitationtechnique.TheresultsshowthatthesurfaceroughnessofGO-acylase/PVDFmem-
braneisverysmooth(Ra=8.21nm),andthecontactanglesofGO/PVDFandGO-acylase/PVDFmembranesare
relativelylower(73.72°and71.31°),whichindicatesthatthehydrophilicityofcompositemembranesarebetter
thanthatofpristinePVDFmembrane.TheadditionofGOenhancesthetransformationprocessbetweensoluteand
insoluble,whichresultsinthehighestpurewaterflux(69.0L/(m2h))ofGO/PVDFmembrane.Thebiologicalac-
tivityofGO-acylase/PVDFmembranecanbemaintainedforabout4weeks,whichindicatesthatthenewGO-acy-
lase/PVDFmembraneispreparedsuccessfully,andprovidesanewwaytomitigatethebio-foulingofmembrane.
Keywords: poly(vinylidenefluoride);grapheneoxide;acylase;nanoparticle;compositemembrane



 

 

  膜分离技术在使用过程中,最主要的问题是膜

的污染。膜污染是个复杂现象,并不能很完全清

晰、准确的定义和解释。许多研究者尝试各种方式

来降低膜污染,主要包括物理化学方法[1]、改进工

艺过程[2]和膜的改性[3-4]等。由于膜面的生物层是

一个复杂的生物单元,物理化学方法并不能从根本

上解决膜的污染问题。
近几年来,有学者发现细菌的群体感应干扰和

抑制(QQ)可以抑制生物膜的生长,从而降低生物

污染[5],造成基因表达和生物行为受限[6]。自然界

存在许多不同种类的信号分子 AHL抑制酶或细

菌,包 括 AHL-内 酯 酶[7]、AHL-酰 化 酶[8] 等。

Yeon等[9]将氨基酰化酶(acylase)固定在磁性载体

上制备了磁性的酶载体(MEC),通过连续使用14
天和29次再循环,对比没有酶的反应器,膜的使用

寿命得到很大程度地提高。Lee等[10]将抑制酶固

定在磁性多孔硅球上,并将其放入膜生物反应器中

用于水处理,结果显示,负载酶的硅球可以有效地

减缓膜面的铜绿假单胞菌生物膜形成。
游离酶很容易失活,纳米材料是一种很好的生

物载体。尤其是低维碳纳米材料,由于具有较大的

比表面积和很好的生物相容性被应用在很多领域。
在许多纳米材料中,氧化石墨烯(GO)具有典型的

片状二维结构、较大的比表面积、大量的亲水性官

能团及很好的抑菌能力[11]。且 GO对有机膜的改

性使有机膜具有很好的抗污染能力[12]。因此,GO
是一种合适的生物载体,既可以增强游离酶的活

性,同时又可以改善酶易团聚的特性。
本研究中选择acylase作为群体感应抑制剂。

通过静电吸附作用,将GO和acylase合成制备出

新型的GO-acylase颗粒。将GO和GO-acylase颗

粒分别加入到聚偏氟乙烯(PVDF)铸膜液中,采用

低温浸没沉淀相转化法分别制备了 GO/PVDF和

GO-acylase/PVDF复合膜。对 GO/PVDF和 GO-
acylase/PVDF复 合 膜 的 特 性 进 行 了 详 细 测 定。

GO-acylase/PVDF复合膜可以抑制铜绿假单胞菌

等革兰氏阴性菌的生物膜形成,是一种新型的抗污

染膜,可以被用在水处理等技术领域。

1 实验材料及方法

1.1 原材料

天然鳞片石墨,南京先丰纳米有限公司;猪肾

酰基转移酶 ACI(EC-Number3.5.1.14),中国希

恩斯有限公司;N-乙酰-L-蛋氨酸(东京化学工业公

司,日本)溶于20mmol磷酸(PB,pH=7.2)缓冲

溶液中储存于4℃备用;聚偏氟乙烯(PVDF,6020
Solef􀆿,Solvay)、N,N-二甲基乙酰胺(DMAc)、

LiCl,分析纯,天津科密欧化学试剂有限公司。

1.2 纳米颗粒的制备

采用 改 进 Hummers方 法 制 备 氧 化 石 墨 烯

(GO)[13]。将20mg的GO分散在100mL的磷酸

缓冲溶液(0.25mol,pH=6.8)中并超声以获得均

相分散溶液。将200mg的酶添加进缓冲溶液中,

4℃下混合搅拌,将混合溶液真空冷冻干燥得GO-氨
基酰化酶(acylase)颗粒。

1.3 复合膜的制备

实验所用的所有膜均采用浸没沉淀相转换法制

备。首先,将0.1wt%的GO和GO-acylase分别加

入到83.9wt%的DMAc中,低温超声30min。加

入1wt% 的LiCl粉末,搅拌之后,加入15wt%的

PVDF粉末,搅拌12h,至PVDF完全溶解,静置

脱泡12h。在玻璃板上倒下适量的铸膜液,用刮刀

刮平,迅速浸没在10℃去离子水中分相成膜。将制

好的膜放在去离子水稳定,冲洗后放入去离子水中

4℃保存。用同样的方法制备纯PVDF膜进行对

比,膜厚度约为40μm。复合膜的含量见表1。

表1 氧化石墨烯-氨基酰化酶/聚偏氯乙烯

(GO-acylase/PVDF)复合膜的配方含量

Table1 Castsolutioncompositionofgrapheneoxide-acylase/

poly(vinylidenefluoride)(GO-acylase/PVDF)

compositemembrane

Membranes
Massfraction/wt%
Nano-particle LiCl PVDF DMAc

PVDF 0 1 15 84.0
GO/PVDF 0.1 1 15 83.9
GO-acylase/PVDF 0.1 1 15 83.9
Note:DMAc—N,N-dimethylacetamide.

1.4 纳米颗粒和复合膜的特性测定

纳米 颗 粒 的 观 察 采 用 TEM(JEM-2100,日

本)。采用傅立叶变换衰减全反射红外光谱法(FT-
IR-ATR,ThermoElectroncorp.,iS50,美国)定
性检测膜表面基团。复合膜的晶型变化采用XRD
(UltimqIV,RigakuCorp.,日本)测定。复合膜断

面和表面形貌观察分别采用SEM(JSM-6510LV,
日本)和AFM(MultiMode8.0,Bruker,德国)。

膜面接触角采用静态接触角仪来测定,测定次

数最少10次,求平均值以缩小实验误差。表面自
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由能通过Younge-Dupre公式[14]计算。膜孔隙率ε
通过以下方法进行测定:将膜浸没在去离子水中

24h,之后,将膜取出并用滤纸擦去膜表面残留的水

分。最后,将烘干之后的膜片称重。孔隙率计算如下:

ε=
(w0-w)ρ

ρw0-(ρ-ρ)w
×100%

式中:w—膜的干重;w0 —膜的湿重;ρ和ρ—水

(0.998g/cm3)和PVDF(1.78g/cm3)的密度。
膜孔 径 尺 寸 通 过 Guerout-Elford-Ferry 公 式

测定:

rm =
(2.9-1.75ε)×8ηIQ

εAΔP
式中:g—水的黏度(8.9×10-4Pa·s);Q—纯水渗

透速率(m3/s);ΔP—跨膜压差(100kPa);A—膜

有效面积(m2);I—膜的厚度(m)。
膜的渗透性能采用超滤杯(SCM 杯式超滤系

统,中国科学院上海应用物理研究所)测定。膜片

的有效过滤面积为32.6cm2,渗透实验在23℃和

0.1MPa下 测 定。通 量 测 定 前 期,每 个 膜 片 在

0.15MPa下用去离子水预压至通量保持稳定,纯

水通量(L/(m2·h))计算如下:

Jw =V
St

式中:V 为滤过液体积(L);S 为有效过滤面积

(m2);t为过滤时间(h)。

1.5 纳米颗粒和复合膜的活性测定

纳米颗粒和复合膜的生物活性可以通过测定底

物N-乙酰-L-蛋氨酸的含量来考察。首先,测定

acylase和 GO-acylase纳米颗粒的活性,将3mg
acylase颗粒和4mgGO-acylase分别放入5mLN-
乙酰-L-蛋氨酸溶液中(0.1mmol,溶于20mmol磷

酸缓冲溶液)。30℃振荡30min,分别过滤,过滤

后溶液中的N-乙酰-L-蛋氨酸含量采用高效液相色

谱仪进行测定。其次,测定 GO-acylase/PVDF复

合膜的活性,将膜片浸没在装有 N-乙酰-L-蛋氨酸

溶液的30mL离心管内,在指定周期内,从离心管

内取出一定量的溶液,用高效液相色谱仪测定剩余

N-乙酰-L-蛋氨酸的含量。

2 结果与讨论

2.1 GO和GO-acylase的微观形貌及结构

图1是acylase通过静电吸附在GO表面的示

意图,图2为GO和GO-acylase纳米颗粒的TEM
图像。可以看出,GO具有薄层的二维结构。GO-

图1 吸附方法示意图

Fig.1 Schematicdiagramofadsorptionmethod
 

图2 GO和GO-acylase纳米颗粒的TEM图像

Fig.2 TEMimagesofGOandGO-acylasenanoparticles
 

acylase中有圆形的acylase颗粒黏附在 GO表面。
由于GO和acylase的空间位阻作用,传统纳米颗

粒的团聚现象得到了一定程度地缓解。由于GO具

有较好的生物相容性,GO-acylase纳米颗粒的生物

活性并没有受到影响。

图3 GO、GO-acylase和acylase纳米颗粒的红外图谱

Fig.3 ATR-FTIRspectraofGO,GO-acylaseand

acylasenanoparticles

图3为GO和 GO-acylase纳米颗粒的红外图

谱。可知,在3200cm-1至3600cm-1之间的峰为

—OH和—NH2 官能团。GO在1720cm-1处对应

于C􀪅􀪅O羧基伸缩,1043cm-1处对应于C—O—C。

GO-acylase在1289cm-1处对应于 C—O 伸缩。

acylase在1637cm-1处对应于酰胺I(C􀪅􀪅O伸缩),

1549cm-1和1398cm-1处 对 应 于 酰 胺II和IV
(C—N伸缩或N—H 变形)。1100cm-1处对应于
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C—O或C—N—C伸缩,618cm-1处对应于 C—H
摆 动[15-16]。对 比 GO,GO-acylase 在1549cm-1、

1289cm-1、1100cm-1和618cm-1处出现了一些新

的峰型,说明acylase成功吸附在GO纳米片层上。

2.2 GO-acylase/PVDF复合膜的特性

图 4 为 PVDF、GO/PVDF 和 GO-acylase/

PVDF复 合 膜 的 ATR-FTIR 图 谱。可 以 看 出,

1400cm-1和1174cm-1处分别对应C—H和C—F
伸缩振动,1070cm-1处对应C—C骨架伸缩振动,

875cm-1和840cm-1处对应β相的振动,975cm-1

和761cm-1处对应α相的振动[17]。可以看出,纳

米颗粒和LiCl的添加对PVDF膜结晶度的影响并

不十分明显,说明PVDF的晶型结构并未明显受到

纳米颗粒的影响。

图4 PVDF、GO/PVDF和GO-acylase/PVDF复合膜的红外图谱

Fig.4 ATR-FTIRspectraofPVDF,GO/PVDFand

GO-acylase/PVDFcompositemembrane

图 5 为 PVDF、GO/PVDF 和 GO-acylase/

PVDF 复 合 膜 断 面 的 SEM 图 像。可 以 看 到,

PVDF、GO/PVDF和GO-acylase/PVDF复合膜断

面均显示出典型的皮层和指状孔复合结构。由图

5(b)可以看出,添加GO之后GO/PVDF复合膜的

断面指状孔形逐渐变宽和变长。图5(c)中GO-acy-
lase/PVDF复合膜的断面指状孔的数量有所降低,
取而代之的是大量圆形小孔,这些圆形的小孔主要

分布在膜断面的底部,是由于 GO-acylase颗粒的

空间位阻作用造成的。
膜面形貌还可以用表面粗糙度Ra 来表示。图

6为PVDF、GO/PVDF和GO-acylase/PVDF复合

膜的AFM 图像。原子力的扫描范围为2μm×
2μm。可 知,PVDF、GO/PVDF 和 GO-acylase/

PVDF复合膜的Ra 值分别为11.70nm、10.70nm
和8.21nm。相比于PVDF和 GO/PVDF复合膜

图5 PVDF、GO/PVDF和GO-acylase/PVDF复合膜断面的

SEM图像

Fig.5 SEMimagesofcross-sectionofPVDF,GO/PVDFand

GO-acylase/PVDFcompositemembranes
 

的表面,GO-acylase/PVDF复合膜更为平滑。膜

的表面粗糙度不同主要是由于纳米颗粒添加之后,
导致有机物成核和结晶度发生变化。

之前的研究发现GO等纳米颗粒的添加会导致

较多的成核和较小的结晶度,同时会形成较平滑的

表面[18]。本研究中发现了类似现象,PVDF膜的粗

糙度最大(Ra=11.70nm),GO-acylase/PVDF复

合的粗糙度最小(Ra=8.21nm)。分析其原因可能

是由于GO-acylase/PVDF铸膜液中GO-acylase颗粒

导致更小的成核和结晶度,从而导致表面更平滑。
亲水性能是膜的重要性能之一,主要影响膜的

通量和抗污染能力。接触角通常被用来表示膜的亲

水性能。一般来说,较低的接触角代表水滴更容易

润湿膜表面,膜具有较高的表面自由能和较强的亲
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图6 PVDF、GO/PVDF和GO-acylase/PVDF复合膜的AFM图像

Fig.6 AFMimagesofPVDF,GO/PVDFandGO-acylase/PVDF

compositemembranes(Ra—Roughness)
 

水性[19]。表2为 PVDF、GO/PVDF 和 GO-acy-

表2 PVDF、GO/PVDF和GO-acylase/PVDF复合膜的运行参数

Table2 PerformanceindexofPVDF,GO/PVDFandGO-acylase/PVDFcompositemembranes

Membrane Purewaterflux/L(m2h)-1 Porosity/% Meanporesize/nm Contactangle/(°) ΔGS /(mJ·m-2)

PVDF 49.5 32.1 8.8 78.18 87.71
GO/PVDF 69.0 59.7 12.9 73.72 93.21
GO-acylase/PVDF 57.9 51.3 11.0 71.31 96.13
Note:|ΔGS|—Surfacefreeenergy.

lase/PVDF复合膜的运行参数。可见,GO/PVDF
和GO-acylase/PVDF复合膜的接触角数值较小(分

别 为 73.72°和 71.31°),PVDF 膜 的 数 值 较 高

(73.18°)。其原因可能是由于纳米颗粒表面含有亲

水性官能团(—COOH和—OH),改善了纯PVDF
膜疏水性的C—F键,造成复合膜具有较小的接触

角。另外,水的表面自由能(ΔGS )较高,说明水

滴不容易在具有较低表面自由能的表面铺散开来。
因此,膜的表面自由能 ΔGS 数值越低,膜的表面

就越疏水。由表2可知,GO/PVDF和 GO-acy-
lase/PVDF复 合 膜 的 ΔGS 相 对 较 高(分 别 为

93.21mJ/m2 和96.13mJ/m2),说 明 GO/PVDF
和GO-acylase/PVDF复合膜亲水性较强。

从表2还可以看出,GO/PVDF复合膜的孔隙

率和平均孔径最大(分别为59.7%和12.9nm),

GO/PVDF复合膜的纯水通量(69.0L/(m2·h))相
比PVDF和GO-acylase/PVDF复合膜的纯水通量

高。分析其原因可能是由于GO表面含有大量亲水

性官能团,GO的添加加速了分相过程中凝胶浴与

基质之间的传质速率,有利于指状孔的发育,更容

易形成较大的孔隙率和孔径,也更易提高膜的渗透

性能,提升膜的纯水通量[20-21]。
一般来讲,群体感应抑制剂(acylase和 GO-

acylase)的活性可以通过测定底物 N-乙酰-L-蛋氨

酸的含量确定。图7为经过acylase和GO-acylase

图7 GO-acylase和acylase降解N-乙酰-L-蛋氨酸的液相图谱

Fig.7 ChromatogramsofN-acetyl-L-methioninedegradated

byGO-acylaseandacylase
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分别降解之后的N-乙酰-L-蛋氨酸的含量。可以看

出,GO-acylase的峰值最低,原因可能是:(1)游离

酶容易失活;(2)GO颗粒具有潜在的吸附能力;
(3)GO-acylase颗粒中的酶活性并没有明显降低。

图8为不同时间经过GO-acylase/PVDF复合

膜降解过的 N-乙酰-L-蛋氨酸的剩余含量。可知,
随着反应时间的增加,N-乙酰-L-蛋氨酸的含量逐

渐降低,说明 GO-acylase/PVDF复合膜具有降解

N-乙酰-L-蛋氨酸的能力。通过测定,在4℃下GO-
acylase/PVDF复合膜的活性可以持续4周左右。

图8 不同时间经GO-acylase/PVDF复合膜降解N-乙酰-

L-蛋氨酸剩余含量的液相图谱

Fig.8 ChromatogramsofresidualN-acetyl-L-methionine

byGO-acylase/PVDFcompositemembranesatdifferenttime
 

3 结 论

(1)在低温下,通过静电吸附作用将氧化石墨

烯(GO)和氨基酰化酶(acylase)混合生成GO-acy-
lase颗粒。GO作为载体,很好地保留了酶的活性。
将纳米颗粒添加进聚偏氟乙烯(PVDF)铸膜液中,
通过浸没沉淀相转化法成功制备了 GO/PVDF和

GO-acylase/PVDF复合膜。
(2)与PVDF和GO/PVDF复合膜相比,GO-

acylase/PVDF复合膜的粗糙度最小(Ra=8.21nm),
表面更光滑。由于添加了亲水性的纳米颗粒,GO/

PVDF和GO-acylase/PVDF复合膜的接触角相对

较低 (分 别 为 73.72°和 71.31°),表 面 自 由 能

ΔGS 最大(分别为93.21mJ/m2 和96.13mJ/m2),
说明添加GO和GO-acylase纳米颗粒的复合膜亲

水性优于纯PVDF膜。GO的添加增强了溶质和非

溶质之间的相转化过程,导致GO/PVDF复合膜的

纯水通量最大(69.0L/(m2·h))。
(3)通过对底物N-乙酰-L-蛋氨酸含量的测定,

GO-acylase/PVDF复合膜的活性在4℃下可以持续

4周左右,GO-acylase/PVDF复合膜的成功制备为

抗生物污染膜的研究提供了新思路。
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