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摘要：以四环素（TC）为研究对象，探讨铁-草酸盐配合物在模拟太阳光下光降解水溶液中四环素的过程以及反应最优条件。采用Design Expert 试验设计软件的中心组合设计方法进行响应曲面优化设计，考察四环素浓度（0-90 μM）、pH值（3.0-7.0）、Fe(III)浓度（0-40 μM）、草酸盐浓度（0-400 μM）对四环素降解的影响。结果表明，随着TC浓度的增加，反应速率常数k显著降低；增加Fe(III)或者Oxalate的浓度，都能不同程度的促进反应的速率；铁和草酸钠同时存在比单纯铁存在的情况下降解效率高，这说明Fe(III)-Oxa配合物的光化学活性要高于Fe(III)-OH；中性条件下（pH=7.0）反应的最优条件：[TC]0 = 10 μM，[Fe(III)]0/[cit]0 = 40/400 μM。
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Process Optimization on Photodegradation of Tetracycline by Fe(III)–oxalate complex in aqueous solution
Feng Xiaonan, Wang Zongping, Chen Yong, Tao Tao
(School of Environmental Science and Engineering, Huazhong University of Science and Technology,Wuhan 430074)
Abstract: The multivariate photodegradation kinetics of tetracycline (TC) in the Fe(III)-oxalate complex system under simulated sunlight was investigated. The Design Expert software was used for the experimental design and the central composite design was employed to explore the effects of the initial concentrations of TC (0-90 μM), pH (3.0-7.0), Fe(III) (0-40 μM), and oxalate (0-400 μM) on the photodegradation of TC in aqueous solution. The results show that the rate constants of photodegradation decreased markedly with increasing initial concentration of TC. The rate constants of degradation improved as increasing the concentrations of Fe(III) and citrate simultaneously or separately. The degradation effective of Fe(III)-oxalate species were higher than Fe(III), indicating the photoreactive of Fe(III)-oxalate complexes is higher than Fe(III)-OH. The optimal photodegradation condition at pH 7.0 was achieved when [Fe(III)]0/[oxalate]0 = 40/400 μM and the [TC]0 = 10 μM.
Key words: Tetracycline; Photodegradation; Fe(III)-oxalate complex; Central composite design;
0 引言
四环素类抗生素（主要包括四环素、土霉素、金霉素等）是医药品和个人护理品（PPCPs）中应用最多、最广泛的一类抗生素，它广泛应用于人类、畜禽疾病治疗及作为畜禽促生长剂的饲料[1]。由于四环素类抗生素极性强、水溶性好，经体内代谢后大部分以原形排出，然后随排泄物进入到城市的污水处理系统中，而污水厂采用的传统生物处理无法将四环素类抗生素完全降解，因此最终被排放到环境中，从而在环境中储存和蓄积，对环境造成威胁，已经有研究表明它在地表水中广泛存在[2~4]。由于抗生素在水环境中的广泛存在可能诱导耐药菌的出现，使环境中微生物产生抗药性[5~8]，因此研究针对抗生素物质的有效降解方法十分必要。
铁-草酸盐配合物是光化学中研究 (OH 和H2O2产生最经典的反应体系。同时，草酸盐是自然界中如天然水体（地表水、地下水）和大气水中普遍存在的[9]，它与铁之间有很强的亲和力。铁-草酸盐配合物是一类具有光活性的化合物，它可以吸收太阳光谱中波长大于450nm的光，这类波长大约占太阳发射光波的18%[10]。在太阳光照射下，它能够产生Fe2+离子以及光活性很强的物质[Fe(C2O4)3]3-、[Fe(C2O4)2]-。
国内外对铁-草酸盐的光催化降解污染物机理已有一定研究，并发现影响光降解的因素主要有：光源、pH、铁/草酸盐的配比[11~13]，但以往的研究大多在紫外光、低pH的条件下探讨，考察的铁/草酸盐的配比范围也较小。本研究选用新型污染物四环素（TC）为研究对象，探讨铁-草酸盐在模拟太阳光、涵括中性pH条件下，利用中心组合实验设计方法，寻求铁/草酸盐的最佳配比条件。
1 实验部分
1.1 实验试剂
FeCl3.6H2O（99%）、草酸钠（99%）、盐酸、氢氧化钠、草酸购于武汉强松试剂公司，盐酸四环素（TC，99%）购于武汉天源生物公司，所有药品为分析纯。甲醇、乙腈为色谱纯。配制溶液用水为去离子水，高效液相色谱流动相用水为超纯水。实验中配制的FeCl3溶液每天配制，盐酸四环素储备液放于冰箱冷藏室保存，每三天更换一次。
1.2 实验仪器及装置
高效液相色谱仪（岛津），色谱柱为XTerra MS柱（4.6×250mm），LPX150 Arc 150W氙灯（配备恒流电源），PHS-3C型pH计，抽滤装置，SHZ-D(III)循环水真空泵，KQ2200型超声清洗机，电子天平，CJJ78-1型磁力搅拌器，烘干箱，微孔滤膜0.22μm，光反应装置如图1所示。
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图1 光反应装置示意图

Fig.1 the scheme of photochemical reaction instruments
1.3 试样分析方法
1.3.1 光降解实验
配制含一定浓度的四环素c0、Fe(III)和草酸钠的溶液，用HCl或者NaOH调节pH值后，加入60ml加盖的圆柱形耐热玻璃（直径约40mm，每次反应溶液为50ml）中，置于电流强度为8A的氙灯处照射。在不同的时间间隔，取样测定溶液中四环素的浓度c，同一组实验进行3次平行，实验结果为3次测定均值。
1.3.2 高效液相色谱法分析
色谱条件：色谱柱为XTerra MS柱（4.6×250mm，5μm），流动相：甲醇-乙腈-0.01M草酸，体积比11:22:67，流速为1.0ml/min，进样量20μL，紫外检测器波长为355nm。TC浓度在0～100μmol/l范围内时，液相色谱分析的标准曲线方程：A（峰面积）= 11086 cTC–5658.5，r2 = 0.9996。样品经高效液相色谱仪分析后，将检测波图中四环素的波峰积分，得波峰的面积。
1.3.3 反应速率常数
经文献查阅以及实际试验所得数据，可知四环素的光降解符合一级反应[14]。假设TC的初始浓度为c0，则经时间t后TC的浓度为c，则：–dc/dt = kc，将该式在时间间隔（0，t）积分得，–lnc/c0 = kt，因此求得反应速率常数k。
1.4 实验设计
利用中心组合实验方法，选择四个因素作为考察对象，分别是：四环素（TC）初始浓度、溶液初始pH值、初始Fe（III）浓度、初始草酸盐（Oxalate）浓度。每个因素设置5个水平，中心点重复6组，中心点设置的水平值分别为：[TC]0 = 50.0 μM，[pH]0 = 5.0，[Fe(III)]0 =20 μM，[Oxalate]0 = 200 μM。利用Design-Expert（version 7.1.3 Stat-Ease）设计后，实验总数30组，其中25组不同初始条件实验。具体实验水平及因素设置见表1。每组实验求得的一级反应速率常数作为响应曲面的响应值，各组实验的反应速率常数及每组实验条件如表2所示。
表1  四因素中心组合试验因素及水平值设置
Tab. 1 Experiments design of the four factor central composite in all experiments

	因素
	名称
	因素水平值a

	
	-2b
	-1b
	0b
	1b
	2b

	因素x1:
	TC (μM)
	10
	30
	50
	70
	90

	因素x2:
	初始pH
	3
	4
	5
	6
	7

	因素x3:
	Fe(III) (μM)
	0
	10
	20
	30
	40

	因素x4:
	Oxalate (μM)
	0
	100
	200
	300
	400


注：a代表水平值，b为编码初始浓度
表2  实验设置及各组反应速率常数
Tab. 2 Experimental conditions and responding rate constants
	Run
	TC (μM)
	pH
	Fe3+ (μM)
	Oxalate (μM)
	k ×10-3 (min-1)

	1
	70
	6.0
	10
	300
	0.61

	2
	30
	4.0
	10
	300
	4.27

	3
	70
	6.0
	30
	100
	0.59

	4
	50
	5.0
	20
	200
	1.40

	5
	30
	6.0
	10
	100
	1.79

	6
	30
	4.0
	30
	300
	8.50

	7
	50
	7.0
	20
	200
	0.45

	8
	50
	3.0
	20
	200
	2.72

	9
	50
	5.0
	20
	200
	1.31

	10
	70
	4.0
	30
	100
	1.16

	11
	50
	5.0
	20
	200
	2.95

	12
	50
	5.0
	40
	200
	3.11

	13
	70
	4.0
	10
	300
	1.12

	14
	50
	5.0
	0
	200
	0.47

	15
	70
	4.0
	10
	100
	0.56

	16
	70
	4.0
	30
	300
	1.95

	17
	50
	5.0
	20
	200
	1.30

	18
	70
	6.0
	30
	300
	1.19

	19
	30
	4.0
	10
	100
	3.54

	20
	50
	5.0
	20
	400
	2.27

	21
	10
	5.0
	20
	200
	14.29

	22
	50
	5.0
	20
	0
	0.79

	23
	30
	6.0
	30
	300
	5.50

	24
	30
	4.0
	30
	100
	6.20

	25
	50
	5.0
	20
	200
	1.88

	26
	30
	6.0
	30
	100
	2.63

	27
	70
	6.0
	10
	100
	0.43

	28
	30
	6.0
	10
	300
	2.66

	29
	90
	5.0
	20
	200
	0.27

	30
	50
	5.0
	20
	200
	2.45


2 结果和讨论
2.1 多元模型建立及显著性检验
利用Design-Expert（version 7.1.3 Stat-Ease）对表2中数据进行多元回归拟合，得出二次全模型，如公式（1）所示。模型中包含截距常数β0，一次线性项β1x1、β2x2、β3x3、β4x4，二次项β11x12、β22x22、β33x32、β44x42，交互项β12x1x2、β13x1x3、β14x1x4、β23x2x3、β24x2x4、β34x3x4。βi表示xi的线性效应，βii表示xi的二次效应，βij表示xi与xj之间的交互作用效应，通过方差显著性分析得到。
k = β0 + β1x1 + β2x2 + β3x3 + β4x4 + β12x1x2 + β13x1x3 + β14x1x4 + β23x2x3 
     + β24x2x4 + β34x3x4 + β11x12 + β22x22 + β33x32 + β44x42             (1)

式中：k为模型预测反应速率常数值，xi（i = 1, 2, 3, 4）分别代表自变量：TC初始浓度（μM）、溶液初始pH值、初始Fe（III）浓度（μM）、初始Oxalate浓度（μM）。利用软件对模型进行方差分析，具体分析结果见表3。

由表3模型方差分析结果显示可知，模型的P值＜0.0001，表明回归模型非常显著；失拟项也称不符合度，反映的是实验数据与模型失拟的情况，它的P值为0.0668 ＞ 0.05，表示失拟的数据相对于纯误差是不显著的，即该模型比较符合实验数据。同时R2 = 0.9113，说明该模型拟合程度良好，实验误差小，可以用此模型来分析和预测。数据分析中得出Adeq Precision为13.949，它是指信号与噪音的比率，它的值通常应大于4，因此说明模型完全可以用来对实验结果进行拟合。

利用软件将实验中所得数据进行分析，对各个因素的分析结果如表4所示。

从表4的分析结果可知，x1、x2、x3、x11对反应影响显著，表明初始TC浓度、pH值、Fe(III)、TC浓度的二次项对四环素的光降解效应显著。虽然软件分析得出的Oxalate浓度、Fe3+-Oxalate无显著性影响，但实验中关于Oxalate浓度、Fe(III)/Oxalate配比的探讨中，得出草酸浓度、铁草酸配比对反应也有较明显影响，因此将Oxalate浓度、Fe(III)/Oxalate交互因素的影响保留到显著水平中。β1、β2的系数为负值，说明随着初始TC浓度、pH值增加四环素的光降解作用受到抑制，而β3、β4的系数为正值，说明Fe(III)浓度、Oxalate浓度的增加起到加速四环素光降解的效果。
表3  回归模型方差分析结果
Tab. 3 ANOVA results for full quadratic model

	方差来源
	自由度
	平方和
	均差
	F值
	Prob＞F

	模型
	14
	0.022
	1.591×10-3
	11.01
	＜0.0001

	残差
	15
	2.167×10-3
	1.445×10-4
	
	

	失拟项
	10
	1.931×10-3
	1.931×10-4
	4.09
	0.0668

	误差
	5
	2.361×10-3
	4.723×10-5
	
	

	总和
	29
	0.024
	
	
	


表4  各因素显著性检验结果
Tab. 4 Results of parameter significance testing estimates

	系数项
	因素
	回归系数(×10-3)
	标准差(×10-4)
	F-Value
	Prob > F

	β0
	intercept
	18.82
	49.07
	11.012
	< 0.0001

	β1
	TC
	-23.13
	24.54
	88.896
	< 0.0001

	β2
	pH
	-6.85
	24.54
	7.794
	0.0137

	β3
	Fe3+
	7.51
	24.54
	9.365
	0.0079

	β4
	Oxa
	4.94
	24.54
	4.057
	0.0623

	β12
	TC-pH
	4.98
	30.05
	2.741
	0.1186

	β13
	TC-Fe3+
	-5.25
	30.05
	3.052
	0.1011

	β14
	TC-Oxa
	-2.90
	30.05
	0.931
	0.3498

	β23
	pH-Fe3+
	-2.44
	30.05
	0.658
	0.4300

	β24
	pH-Oxa
	0.09
	30.05
	0.001
	0.9772

	β34
	Fe3+-Oxa
	2.64
	30.05
	0.770
	0.3939

	β11
	TC2
	12.87
	22.95
	31.429
	< 0.0001

	β22
	pH2
	-1.37
	22.95
	0.357
	0.5592

	β33
	(Fe3+)2
	-0.86
	22.95
	0.140
	0.7136

	β44
	(Oxa)2
	-1.51
	22.95
	0.432
	0.5210


2.2 中性条件寻求最优解
Design-Expert软件基于方差分析结果可以寻求最优解。反应速率常数作为光降解四环素的响应值应赋予最大值解，四个因素中初始TC浓度、Fe(III)浓度、Oxalate浓度的水平设置范围如表1所示，pH值设置在中性7.0条件下。通过软件分析，得出41组解决方案，其中最优的反应条件为：[TC]0 = 10 μM，[Fe(III)]0/[cit]0=40/400 μM，此时反应速率常数为0.1266 min-1，根据预测反应条件，进行了相应的验证实验，实验得出结果为0.1333 min-1，相对误差为约为5%。
2.3 初始TC浓度和pH值的影响
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图2 初始TC浓度、pH值对TC光降解的影响([Fe(III)]0=20μM，[Oxa]0=200μM)

Fig. 2 Effect of initial concentration and pH value on the photolysis of TC in the ferrioxalate solution ([Fe(III)]0=20μM，[Oxa]0=200μM)
如图2所示，初始TC浓度对四环素光降解的影响十分显著。当Fe(III)和草酸钠浓度固定在中心点水平时，随着TC浓度由10~70μM增加时，反应速率常数k显著降低。当TC的浓度为10μM时，溶液初始pH的增大，使得反应的速率降低，即TC浓度为10μM时，最佳pH值为3.0。当[TC]0 = 20μM，[pH]0 = 6.0，[Fe(III)]0/[Oxa]0 = 20/200 μM时，反应速率大约为0.03 min-1，半衰期为33.3 min。这与TC在纯水中直接光降解的半衰期t = 121 min[15]（[TC]0=20μM，[pH]0=6.0）相比，大大缩短了TC降解的时间。
实验所得图谱证实Fe(III)-草酸盐配合物在低pH值下，对底物的降解效率较高，这与吴峰[16]等人得出的结论一致。溶液pH值影响Fe(III)-草酸盐配合物的种类和数量，Fe(III)-草酸盐配合物的种类决定了(OH和Fe(II)量子产率，而pH值过高，则会造成铁的沉淀。已有研究[17]证实了在含Fe(III)溶液中加入草酸盐离子后，Fe(II)离子的量子产率明显增加。
2.4 溶液pH值与Fe(III)-Oxalate配合物对光降解影响
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图3 溶液pH值与Fe(III)-Oxalate配合物浓度对光降解的影响
(a) [TC]0=50μM，[Oxa]0=200μM; (b) [TC]0=50μM，[Fe(III)]0=20μM
Fig. 3 Effect of pH value and initial Fe(III)-Oxalate concentration on the photolysis of TC 
(a) [TC]0=50μM，[Oxa]0=200μM; (b) [TC]0=50μM，[Fe(III)]0=20μM
如图3所示，溶液初始pH值在3.0~7.0变化时，增加Fe(III)或者草酸钠浓度，光降解速率明显加快，有利于TC的光降解。从图中（b）可看出，草酸钠的加入比单纯铁存在的情况下降解效率提高，这说明Fe(III)-Oxa配合物的光化学活性要高于Fe(III)-OH[18]。当pH = 3.0时，单独Oxalate存在时的光降解反应速率远远比Fe(III)单独存在的条件下小2.5倍，这是由于发生Fe(OH)2+ + hv → Fe2+ + •OH反应的原因，产生了氧化性强的•OH自由基。
对比图3中(a)、(b)图谱，当在低pH值条件下，增大Fe(III)浓度比在高pH值条件下，能够剧烈加快光降解效率；而Oxalate浓度对降解效率的影响，在高pH条件下，增大草酸钠浓度比低pH条件下影响显著。这是由于当Fe(III)或者Oxalate其中某一方为定值时，pH值变化就会影响溶液中Fe(III)-Oxa配合物与Fe(OH)2+ 之间的转化，由于溶液中Fe(III)-Oxa配合物的光化学活性高于Fe(III)-OH，因此将影响光降解速率常数的变化趋势。

从图谱中分析可看出，pH值决定Fe(III)-Oxa配合物的形态分布，不同形态的Fe(III)配合物具有不同的光吸收特性和光化学活性[19]。如图4所示，当pH值在3.0~4.5范围内，增加pH值有利于提高Fe(C2O4)33-所占比例，但同时Fe(C2O4)2-所占比例下降。反应中Fe(C2O4)2-、Fe(C2O4)33-浓度不同，所以不同的pH值、Fe(III)/Oxa 配比会影响四环素的光降解效率。
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图4 不同pH值条件下Fe(III)的形态分布( [Fe(III)]tot=20μM，[C2O42-]tot=200μM )

Fig. 4 The fraction of Fe(III) in the aquatic solutions with various pH values ( [Fe(III)]tot=20μM，[C2O42-]tot=200μM )
2.5 初始Fe(III)浓度和Oxalate浓度的影响
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图5 初始Fe(III)及Oxalate浓度对光降解的影响 ( [TC]0=50μM，[pH]0=5.0)

Fig. 5 Effect of initial Fe(III) and Oxalate concentration on the photolysis of TC ( [TC]0=50μM，[pH]0=5.0)
如图5所示，[TC]0 = 50 μM，[pH]0 = 5.0条件下，当Fe(III)浓度在0~20μM范围内变化时，Oxalate浓度并不是越大越好，而是在0~400μM范围内有最优值；当Fe(III)浓度在20~40μM范围变化时，反应速率常数是随Oxalate浓度的增大而增大的。由于Fe(III)一定时，增加草酸盐浓度有助于Fe(III)-Oxa配离子逐渐取代Fe(III)-OH配离子，形成活性更强的光活性配合物；但增加到一定程度，高浓度的Oxalate离子与体系最初生成的草酰自由基C2O4•- 形成竞争反应，抑制溶液中溶解氧分子还原，进而抑制H2O2的产生量。在TC = 50 μM，pH值在5.0的条件下，Fe(III) / Oxalate= 40/400 μM时，反应速率常数达到最大，约为0.045 min-1。
3 结论
通过利用中心组合试验对铁-草酸盐配合物降解TC的最优条件进行探讨，得出以下结论：

（1）模型方差分析结果显示，模型非常显著，失拟项不显著，R2=0.9113，模型拟合程度良好，实验误差小，可以用此模型分析和预测铁-草酸盐降解TC的相关关系。

（2）随着TC浓度由10~70μM变化，反应速率常数k显著降低。溶液pH值影响Fe(III)-草酸盐配合物的种类和数量，不同形态的Fe(III)配合物具有不同的光吸收特性和光化学活性。Fe(III)-草酸盐配合物的种类决定了•OH产生的量，而pH值过高，则会造成铁的沉淀。在中心点水平处，随着pH值的增加，光降解效率是下降的。

（3）铁和草酸钠同时存在比单纯铁存在的情况下降解效率高，这说明Fe(III)-Oxa配合物的光化学活性要高于Fe(III)-OH。

（4）增加Fe(III)或者Oxalate的浓度，都能不同程度的促进反应的速率。当在低pH值条件下，增大Fe(III)浓度比在高pH值条件下，能够剧烈加快光降解效率；而Oxalate浓度在高pH条件下，增大草酸钠浓度影响更显著。
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