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基于三维石墨烯的甘油酶生物燃料电池的构建及 

其性能研究 
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摘要：本文采用修正的 Hurnmers 方法制备了氧化石墨，通过超声波剥离得到氧化石墨烯溶液，用水热法进行还原，制得三维石

墨烯。结果表明，制备的三维石墨烯材料具有多孔结构，且还原后某些含氧基团消失。所构建的酶生物燃料电池以三维石墨烯(GN)

为载体，以麦尔多拉蓝(MB)为导电介体，用 Nafion(NF)固定甘油激酶(GK)和甘油-3-磷酸氧化酶(GPO)制备阳极催化电极，并以 Pt/C

作为阴极催化剂。结果显示，基于 NF/GN/MB 酶修饰碳纸电极的甘油酶生物燃料电池具有良好的放电性能，开路电位达到 0.77 V，

并在 0.42 V 取得最大功率密度 42.05 μW/cm2。论文中对该酶生物燃料电池的组装、工作条件等进行了优化，用极化曲线法和交流阻

抗法对其性能进行了评价。该酶生物燃料电池将为生物柴油副产物甘油的处理，提供一种清洁可靠的能源再利用方式。 
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Abstract: Graphene oxide (GO) was prepared according to a modified Hummer’s method, and graphene oxide aqueous solution, obtained 

by ultrasonic exfoliation, was then reduced by hydrothermal method to produce three-dimensional graphene (GN). The results showed that the 

as-prepared three-dimensional graphene material possessed a porous structure and some oxygen-containing groups disappeared after reduction. 

A glycerol enzymatic biofuel cell (EBFC) was prepared using three-dimensional GN as the carrier, and Meldola’s blue as the mediator; Nafion 

(NF) was used to immobilize glycerol kinase (GK) and glycerol-3-phosphate oxidase (GPO) to prepare the anode catalyst, and platinum on 

carbon was used as the cathode catalyst. The results showed that the glycerol EBFC based on the NF/GN/MB enzyme-modified carbon paper 

electrode had good discharge performance. The open circuit potential was 0.77 V and the maximum power density was 42.05 μW/cm2 at 0.42 V. 

The assembly of the glycerol EBFC and the working conditions were optimized. The performance was also evaluated using polarization curve 

and alternating current (AC) impedance methods. This EBFC will provide a clean and reliable energy reuse approach for the treatment of 

glycerol, a by-product of biodiesel in the future. 
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随着化石燃料的消耗殆尽，人们一直在探索利用

可再生能源，这一日益增长的兴趣导致了生物燃料的 
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纳米材料催化相关方向 

兴起[1]。生物柴油就是一种可替代化石燃料的清洁环

保的生物燃料。在生物柴油的生产过程中会产生大量

的不可避免的副产物甘油（图 1），所以甘油已成为一

种廉价且丰富的资源，将甘油作为燃料电池的燃料是

高效利用甘油的有效方式之一[2,3]，同时，利用酶作为

催化剂的酶生物燃料电池相比利用贵金属作为催化剂

的传统燃料电池，因其能源转化率高等因素表现出了

极大的应用前景[3]。 
酶生物燃料电池以酶修饰电极作为生物电极，由

于酶活性中心外有一层不导电的蛋白质外壳，影响了
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电子从酶的活性中心到电极表面的传递，从而导致酶

生物燃料电池的电流密度和功率密度都比较低[4~6]。目

前通过引入电子介体，可以在酶的氧化还原中心和电

极表面之间建立直接的联系，从而解决了这个问题[5]。

但是电子介体与酶一样都存在固定化的问题。所以在

高性能酶生物燃料电池的发展中一个重要研究方向是

寻求一种方法，来提高酶修饰电极的稳定性，并防止

电子介体的泄漏，使电子在酶、电子介体与电极之间

得以自由传递[6~8]。 

 
图１ 生物柴油制备过程中副产物甘油的产生 

Fig.1 Generation of by-product glycerol during the production of biodiesel 

 
图2 酶电极反应过程示意图 

Fig.2 Schematic diagram of the reaction in the 

NF/GN/MB/enzyme-modified electrode 

在过去的 30 年中，研究人员为了提高酶生物燃

料电池的性能，研究出很多提高酶和电子介体的稳定

性的方法，包括用导电的纳米材料作为酶电极的修饰

材料，采用化学（如共价结合）和物理的方法（如吸

附和封装）进行固定等[6,9,10]。石墨烯是蜂窝状二维晶

体，其理论比表面积可以达到 2600 m2/g，在室温下，

既有较高的电子迁移率和力学性能，又有较强的吸附

能力[11]，已引起科研人员的极大兴趣。与二维晶体石

墨烯相比，三维石墨烯具有更高的比表面积和活性，

在催化、储能等领域能够体现其重要应用价值。麦尔

多拉蓝（MB）是一种最广泛研究的电子介体[7]。Santo
等人报道了 MB 与多壁碳纳米管的直接连接，可以很

容易地将其固定在电极表面而不发生泄漏 [8]。

Maroneze 等人通过共价键将 MB 固定在一个新的

SiO2/TiO2/石墨复合材料上促进 MB 在电极上的吸附
[9]。Hart 等人直接将酶和 MB 固定在丝网印刷碳电极

上进一步提高生物传感器的性能[10]。然而，在生物燃

料电池的性能，如电化学活性和稳定性方面，仍然不

能令人满意。在甘油催化中，甘油激酶（GK）和甘油

-3-磷酸氧化酶（GK）可以很好地对甘油进行催化氧

化，反应中，甘油首先被甘油激酶（GK）催化，然后

被甘油-3-磷酸氧化酶（GPO）氧化形成磷酸二羟丙酮

（图 2）[7]，使用这两种酶作为甘油生物催化剂制备甘

油生物燃料电池可以期望获得很好的结果。 
本论文设计了一个基于三维石墨烯的甘油酶生

物燃料电池。其中，以三维石墨烯（GN）为载体，麦

尔多拉蓝为导电介体，用 Nafion(NF)固定甘油激酶

(GK)和甘油-3-磷酸氧化酶(GPO)制备阳极催化剂。基

于 NF/GN/MB 的酶修饰电极的反应过程如图 2 所示。

同时以 Pt/C 催化剂为阴极催化剂，Nafion 115 膜作为

离子交换膜来构建酶生物燃料电池。对该酶生物燃料

电池的组装、工作条件等进行了优化，对其性能也进

行了评价。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

石墨粉来自于（99.0%，天津市科密欧化学试剂

公司）；甘油（99.0%，天津市福晨化学试剂厂）；甘

油激酶（≥21.2 U/mg，Sigma）；甘油三磷酸氧化酶（≥250 
U/mg，Sigma）；麦尔多拉蓝（99.0%，Damas-beta）；
Nafion（5wt%，上海河森电气有限公司）；碳纸

（HCP020N，厚度 0.2 mm，上海河森电气有限公司）；

VC-72（99.0%，卡博特（中国）投资有限公司）；

Nafion115 膜（分析纯，美国 Dupont）；其他常规试剂

均来自广州化学试剂厂，均为分析纯，实验用水为去

离子水。 

1.2  主要仪器设备 

用 X-射线衍射仪（Shimsdzu XD-3A，日本岛津）、

场发射扫描电子显微镜（Zeiss SUPRA40，德国）表

征石墨烯的微观结构及表面形貌，用电化学工作站

（Zennium，德国）进行电化学性能测试。其他常规

仪器包括精密电子天平（AY120，HANGPING），磁

力加热搅拌器（78-1 型，常州澳华仪器有限公司），
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电热恒温鼓风干燥箱（DHG-9076A 型，广东环凯微生

物科技有限公司），数控超声波清洗器（KQ5200DE，
昆山市超声仪器有限公司），真空干燥箱（DZF-6050，
上海秣马恒温设备厂），低速离心机（KDC-40，中佳）。 

1.3  实验过程 

1.3.1  三维石墨烯的制备 
采用改进的 Hurnmers 方法[11]制备 GO，将 100 mg

的GO 分散在 50 mL 的去离子水中，超声分散 30 min。
取超声分散获得的黑棕色胶态分散液 33 mL，移到高

压反应釜中，先在 100 ℃下反应 40 min，后升温到

180 ℃再保温 24 h。反应完成后，将反应釜取出，自

然冷却至室温，并用 X 射线衍射（XRD）、扫描电子

显微镜（SEM）对三维石墨烯进行了表征。 
1.3.2  膜电极的制备 

（1）碳纸的预处理 
碳纸（Toray 90）用 2%聚四氟乙烯（PTFE）溶液

多次浸渍，在 340 ℃烘 0.5 h 后使 PTFE 含量为大于

30%（实际含量 31.5%），待用。 
（2）扩散层的制备 
先定量称取碳粉，加入相应量的 PTFE，然后加

入适当量的乙醇（10 mg 样品 1 mL 乙醇），超声波振

荡 1 h，并每隔 15 min 用玻璃棒搅拌一次，喷涂膜电

极（预处理的碳纸）。待均匀喷涂后，在马弗炉中 350 ℃
热处理 90 min。 

（3）催化层的制备 
1、配浆液：取 2% nafion 溶液 500 μL、3 mM MB 

500 μL、20 mg/mL GK 1000 μL、20 mg/mL GPO 500 
μL、1 mg/L 3D-GN 500 μL 混合均匀。 

2、喷涂电极，35 ℃真空干燥过夜，阴极的制备

方法与阳极相同，只是将催化剂换为 Pt/C（HiSPEC 
4000），催化剂载量为 3.0 mg/cm2。 
1.3.3  电化学测试 

单电池测试的极化曲线使用 Zennium（Zahner）
电化学工作站在两电极模式下采集，以 1 mV/s 从电池

开路电压（OCV）扫到 50 mV，电池的阻抗在开路电

压下使用电化学交流阻抗法进行测量。电解质膜为

Nafion 115 膜。 

2  结果与讨论 

2.1  三维石墨烯的制备及表征 

2.1.1  X-射线衍射分析(XRD) 
图 3 为石墨、氧化石墨和三维石墨烯的 X-射线衍

射分析图。从图中可以看出，对于氧化石墨，一个宽

的衍射峰出现在 2θ=10 °（根据布拉格方程计算层间距

d 约 0.88 nm）处，这不同于石墨的尖锐的衍射峰

（d=0.34 nm，2θ=26.5 °）。这种情况可能是加入强氧

化剂后，氧原子与碳原子之间形成共价键，在其表面

引入了 C-OH、-COOH 和-C=O 等大量含氧官能团，

使得氧化石墨的层间距比石墨大。从图中还可以看出，

经还原的 GO 获得的三维石墨烯峰值几乎消失说明经

高温高压处理后，多层的氧化石墨烯得到还原和剥离，

氧化石墨烯中的很多含氧基团消失了，石墨的空间完

整性被破坏，无序度大大增加，石墨在尺寸上发生了

变化，而且破坏了原有的结晶性能。 

 
图3 石墨、氧化石墨和三维石墨烯的XRD图 

Fig.3 XRD patterns of graphite, graphite oxide, and 

3D-graphene 

2.1.2  扫描电子显微镜分析(SEM) 

 

 
图4 SEM照片 

Fig.4 SEM images 

注：a，石墨粉；b，氧化石墨烯；c，三维石墨烯。 

图 4 为石墨粉、氧化石墨烯、三维石墨烯的扫描

电镜照片。从图中可以看出，原料石墨呈现鳞片状结

构。在通常情况下，石墨烯在 SEM 下很难成像，但

是由于石墨烯质软，在基底上沉积会形成大量的褶皱，

而氧化石墨烯及还原的石墨烯均在片层边缘存在褶
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皱，呈现薄纱状，而氧化石墨烯上的含氧官能团破坏

了 C=C 双键是造成褶皱的主要原因。同时，从该图中

可清楚地看到三维石墨烯水凝胶的空间多孔网状结

构，孔洞的平均尺寸约为 1~2 μm，形成的孔洞内壁较

薄，说明制备的石墨烯的片层厚度不是很厚。可见，

三维石墨烯是由石墨烯相互搭接而构成的多孔材料。

在水热反应时，由系统能量推动，水分子做联接，使

石墨烯相互靠近并连接在一起。在三维石墨烯中存在

大量孔洞且均为通孔，孔径由几纳米到几十微米不等。

随机取向的石墨烯片之间相互重叠、缠绕、相互包裹

而构成了三维结构。片层之间靠范德瓦尔斯力相互连

接。石墨烯随机堆积而成的三维结构使其可以在宏观

上呈现稳定性。 

2.2  电化学测试 

甘油激酶（GK）和甘油-3-磷酸氧化酶(GPO)对甘

油有很好的催化活性，本文利用 GK 和 GPO 制备甘油

催化酶修饰电极。为了改善酶修饰电极的电子传导性

能和提高酶电极的稳定性，采用石墨烯纳米材料作为

酶催化剂的载体，麦尔多拉蓝（MB）作为电子介体，

构建酶修饰电极，并对其进行了优化，分别考察了酶

修饰电极的面积、MB 的干燥时间和酶修饰电极的交

流阻抗三个因素对酶修饰电极性能的影响。 
2.2.1  电极面积的影响 

 
图5 电极面积对甘油酶生物燃料电池的功率密度的影响 

Fig.5 Effect of electrode area on the power density of the 

glycerol enzymatic biofuel cell 

在组装燃料电池时，当电极面积增大时，由于各

种不确定因素的影响，电池的性能会降低。在本论文

中考察了电极面积对甘油燃料电池性能的影响，实验

中制备了 0.5 cm×0.5 cm 和 1.0 cm×1.0 cm 大小的两个

面积的甘油催化酶修饰电极。图 5 是两个不同面积的

电极组装的电池的功率密度曲线，从图中可以看出，

电极面积为 1.0 cm×1.0 cm 的电池的性能要优于面积

为 0.5 cm×0.5 cm 的电池。从图 5 中可以看出，面积为

1.0 cm×1.0 cm 的电池的开路电压为 0.15 V，极限电流

密度为 4.27 μA/cm2，其最大功率密度为 0.24 μW/cm2，

性能要比电极面积为 0.5 cm×0.5 cm 的电池好，结果说

明电极面积增大，没有影响到酶修饰电极的性能。 
2.2.2  电极干燥时间的影响 

 

图6 干燥时间对甘油酶生物燃料电池的功率密度的影响 

Fig.6 Effect of drying time on the power density of the glycerol 

enzymatic biofuel cell 

本论文是采用喷涂的方法制备酶修饰电极，如果

酶修饰电极没有足够的时间干燥，酶催化剂和麦尔多

拉蓝介体就不能很好的固定在基底电极上，从而在电

池工作过程中产生脱落的现象，影响酶修饰电极的催

化性能和酶电极的寿命。因此，电极的干燥时间对酶

电极的性能有重大影响。图 6 是制备酶修饰电极时在

不同干燥时间下制备的甘油燃料电池的功率密度，从

图中可以看出，电池的功率密度随着酶修饰电极的干

燥时间增加而增加，当干燥时间达到 40 h 时，电池的

功率密度基本稳定，说明在干燥时间低于40 h的时候，

甘油激酶和甘油-3-磷酸氧化酶不能很好地固定在电

极基体上，在电池工作过程中会脱落，从而影响电池

的性能及寿命，同时，如果没有足够的干燥的时间，

电子介体麦尔多拉蓝也会溶入电解质溶液中，从而影

响电池的性能。从图 6 中可以看出，酶修饰电极的干

燥时间可以选择 40 h。 
2.2.3  阻抗的影响 

对于燃料电池，电池的性能和电池的内阻有着密

切的联系，如果内阻很高会严重影响到电池的性能，

本文讨论了电池的电化学阻抗和电池性能之间的关

系。图 7 是电化学阻抗与电池开路电压（a）、极限电

流密度（b）、最大功率密度（c）间的的关系曲线，从

图中可以看出，随着阻抗的增加，甘油酶生物燃料电

池性能逐渐降低，开路电压、极限电流密度、最大功

率密度均明显减小。可见，内阻对酶生物燃料电池性

能有着重要的影响，这与文献[12]中报道的一致，在电

极的制备过程中，尽量减小电池的电化学阻抗，从而

可提高酶生物燃料电池的性能。 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2017, Vol.33, No.6 

177 

 
图7 阻抗对甘油酶生物燃料电池的性能的影响 

Fig.7 Effect of impedance on the performance of the glycerol 

enzymatic biofuel cell 

2.2.4  优化结果 
图 8为经过优化的甘油酶生物燃料电池的功率密

度曲线(a)和电池的电化学阻抗谱曲线(b)，从图中可以

看出电池的开路电压为 0.77 V，极限电流密度为

157.78 μA/cm2，相比优化前有了明显的提高，其最大

功率密度可达到 42.05 μW/cm2，与文献报道的酶生物

燃料电池功率密度[13]相当。从电化学阻抗谱曲线（图

8b）可以看出，在高频段时阻抗约为 0.76 Ω，电池性

能的提高与其阻抗降低到 1 Ω 以下密切相关。下一步

工作将进一步进行电极的优化工作，使以甘油为燃料

的酶生物燃料电池的性能进一步提高。 

3  结论 

本论文以三维石墨烯（3D-GN）为载体，以麦尔

多拉蓝为导电介体，用 Nafion 固定甘油激酶(GK)和甘

油-3-磷酸氧化酶(GPO)制备甘油燃料电池阳极催化

剂，用 Pt/C 催化剂为阴极，成功研制并构建了以甘油

为燃料的酶生物燃料电池，并从电极面积、电极干燥

时间、电池的阻抗大小三个方面进行优化，得到了较

好结果。制得的酶生物燃料电池的最大功率为 42.05 
μW/cm2，该酶生物燃料电池为生物柴油副产物甘油的

再利用提供了一个新方向，又提供了清洁可靠的能源。 

 
图8 甘油酶生物燃料电池测试的功率密度曲线和电化学阻抗

谱曲线 

Fig.8 Power density and impedance curves of glycerol 

enzymatic biofuel cells after optimization 
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