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摘要:探讨了连续流动反应器中动力学拆分 １ꎬ１ꎬ１－三氟异丙胺(ＴＦＰＡ)的可行性ꎬ比较了 ３ 种脂肪酶的催化效果及其对连
续流动与间歇搅拌反应的影响ꎮ 结果表明ꎬ连续流动反应方式下ꎬ以 Ｎｏｖｏｚｙｍ ４３５ 为催化剂ꎬ６５℃下在装载固定化脂肪酶的色
谱柱内停留 ３ ｍｉｎꎬ１ꎬ１ꎬ１－三氟异丙胺的转化率可达到 ５０％ꎬ产物 Ｎ－[(１Ｒ)－２ꎬ２ꎬ２－三氟－１－甲基乙基] －乙酰胺的对映体过量
值(ｅｅ)高达 ９９􀆰 ５％ꎬ且连续反应 ５０ ｈ 后酶的活性保持原有水平ꎬ表观米氏常数为 ４􀆰 ８ ｍｍｏｌ / Ｌꎻ而采用间歇搅拌方式、反应时间
为 ８ ｈ 时ꎬ转化率仅为 ４１􀆰 ６％ꎮ
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　 　 目前ꎬ大部分酶催化反应采用的是间歇搅拌方

式ꎬ由于受化学平衡的限制ꎬ转化率低[１]ꎮ 连续流

动反应技术已成为合成化学中的一项关键技术ꎬ相
对于釜式反应ꎬ其主要优点包括合成效率高、安全性

高及选择性好ꎮ 连续性生物催化在工业上引起越来

越多的关注ꎬ成为一个新兴领域[２－３]ꎮ
目前ꎬ连续流动模式在脂肪酶催化转化的应用

中存在明显的上升趋势[４－５]ꎮ 连续流动反应方式

下ꎬ生物催化转化的有机反应具备重现性高、反应参

数易控制、反应条件易于优化等优点[６－７]ꎬ符合当前

“绿色化学”的研究方向ꎬ提高了工艺安全性ꎬ减少

了溶剂使用和废物产出[８－９]ꎮ 酶催化动力学拆分是

一种光学纯活性化合物的制备方法[１０－１２]ꎬ而光学纯

的三氟异丙胺是非常重要的医药、农药中间体[１３]ꎮ

笔者以 １ꎬ１ꎬ１－三氟异丙胺(ＴＦＰＡ)为模型底物ꎬ对
连续流动反应与间歇搅拌反应 ２ 种不同的方式进行

对比ꎬ研究不同条件对 Ｎ－[(１Ｒ) －２ꎬ２ꎬ２－三氟－１－
甲基乙基] －乙酰胺( ＴＭＡ) 对映体过量值( ｅｅ) 的

影响ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 试剂与仪器

１ꎬ１ꎬ１－三氟异丙胺ꎬ分析纯ꎬ阿拉丁试剂(上
海)有限公司生产ꎻ乙酸乙烯酯、甲苯ꎬ均为分析纯ꎬ
国药集团化学试剂有限公司生产ꎻＬｉｐｏｚｙｍｅ ＴＬ ＩＭꎬ
Ｌｉｐａｓｅ(Ｔｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓ ｌａｎｕｇｉｎｏｓｕｓ)ꎬＣＡＳ:９００１－６２－１、
Ｎｏｖｏｚｙｍｅ ４３５ꎬＬｉｐａｓｅ ａｃｒｙｎｉｃ ｒｅｓｉｎ(Ｃａｎｄｉｄａ Ａｎｔａｒｃｔｉ￣
ｃａ)、 ＣＡＳ: ９００１ － ６２ － １ꎻ Ｌｉｐｏｚｙｍｅ ＲＭ ＩＭꎬ Ｌｉｐａｓｅ
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(Ｒｈｉｚｏｍｕｃｏｒ ｍｉｅｈｅｉ)ꎬＣＡＳ:９００１－６２－１ꎬ诺维信(中
国)生物技术有限公司生产ꎮ 岛津 ＧＣ２０１４ 气相色

谱仪ꎬ日本岛津公司生产ꎮ
１􀆰 ２　 间歇搅拌反应

动力学拆分反应在 ２５ ｍＬ 的反应瓶中进行ꎮ 典型

的反应条件为:环己烷 １５ ｍＬꎻＴＦＰＡ(０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / ｍＬ)
３ ｍｍｏｌꎻ乙酸乙烯酯 (０􀆰 ８ ｍｍｏｌ / ｍＬ) １２ ｍｍｏｌꎻ酶
(１０ ｍｇ / ｍＬ) １５０ ｍｇꎻ反应温度为 ６０℃ꎻ转速为

２００ ｒ / ｍｉｎꎻ反应一定时间ꎮ
１􀆰 ３　 连续流动反应

连续流动反应器为高效液相色谱不锈钢柱

(７４􀆰 ０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ)ꎬ去除固定相ꎬ装载固定化脂肪

酶ꎬ当负载脂肪酶 Ｎｏｖｏｚｙｍ ４３５® １５０ ｍｇ 时ꎬ内部体

积分别为 ０􀆰 ４０ ｍＬꎬ两端用玻璃棉填充ꎬ以防止酶在

反应器顶部结块与流失ꎮ 通过色谱柱恒温箱控制温

度ꎬ液相色谱泵控制流速从 ０􀆰 １ ｍＬ / ｍｉｎ 到 １ ｍＬ / ｍｉｎꎮ
在每个流速下收集 １ ｍＬ 溶液用于分析ꎮ 停留时间

τ 为反应器的体积除以流速ꎮ
１􀆰 ４　 分析条件

气相色谱条件:Ａｓｔｅｃ® ＣＨＩＲＡＬＤＥＸ® Ｂ－ＤＭ 手

性柱(３０ ｍ × ０􀆰 ２５ ｍｍ× ０􀆰 １２ μｍ)ꎬ进样口温度为

２５０℃ꎻ检 测 器 温 度 为 ２６０℃ꎻ 柱 温 ５０ ~ １２０℃
(５ ｍｉｎ)ꎬ升温速率为 ５℃ / ｍｉｎꎬ载气为氮气ꎮ
１􀆰 ５　 反应的转化率及 ｅｅ 值

反应的转化率及 ｅｅ 值计算式分别为:
转化率 ＝ 反应物反应量 / 投入反应物的总量 (１)

ｅｅｓ 值 ＝ [Ｓ(ＴＦＰＡ) － Ｒ(ＴＦＰＡ)] /
[Ｓ(ＴＦＰＡ) ＋ Ｒ(ＴＦＰＡ)] (２)

ｅｅｐ 值 ＝ [Ｒ(ＴＭＡ) － Ｓ(ＴＭＡ)] /
[Ｓ(ＴＭＡ) ＋ Ｒ(ＴＭＡ)] (３)

式中:Ｓ(ＴＦＰＡ)为 Ｓ 构型 ＴＦＰＡ 物质的量ꎻＲ(ＴＦＰＡ)
为 Ｒ 构型 ＴＦＰＡ 物质的量ꎻＳ(ＴＭＡ)为 Ｓ 构型 ＴＭＡ
物质的量ꎻＲ(ＴＭＡ)为 Ｒ 构型 ＴＭＡ 物质的量ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 不同的酶对反应的影响

１ꎬ１ꎬ１－三氟异丙胺与乙酸乙烯酯在各种催化

条件下的乙酰化反应如图 １ 所示ꎮ

图 １　 连续流动拆分 ＴＦＰＡ

筛选了常用的 ３ 种固载酶 Ｌｉｐｏｚｙｍｅ ＴＬ ＩＭ、
Ｌｉｐｏｚｙｍｅ ＲＭ ＩＭ 和 Ｎｏｖｏｚｙｍｅ ４３５ꎮ 这 ３ 种固载化酶

不仅酶的来源不同ꎬ而且固定化方式有所不同ꎮ
Ｌｉｐｏｚｙｍｅ ＴＬ ＩＭ 是硅胶吸附疏棉状嗜热丝孢菌

(ＴＬＬ)的固定化酶制剂ꎬｌｉｐｏｚｙｍｅ ＲＭ ＩＭ 为一种大

孔阴离子交换树脂吸附的米黑根毛霉菌(Ｒｈｉｚｏｍｕｃｏｒ
ｍｉｅｈｅｉ)ꎬＮｏｖｏｚｙｍ ４３５ 是来自于 Ｃａｎｄｉｄａ Ａｎｔａｒｃｔｉｃａ Ｂ
的固定化脂肪酶ꎬ其由一种经过基因改性的米曲霉

(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｏｒｙｚａｅ)微生物进行深层发酵并吸附在

大孔丙烯酸树脂上而制成ꎮ 不同的酶对反应转化率

的影响如图 ２ 所示ꎮ 由图 ２ 中可以看出ꎬ停留时间

大于 ２ ｍｉｎ 时ꎬＮｏｖｏｚｙｍ ４３５ 催化反应的转化率接近

于 ５０％ꎬ而 Ｌｉｐｏｚｙｍｅ ＴＬ ＩＭ 与 Ｌｉｐｏｚｙｍｅ ＴＬ ＩＭ 催化

反应的转化率低于 ３０％ꎮ

１—Ｌｉｐｏｚｙｍｅ ＴＬ ＩＭꎻ２—ｌｉｐｏｚｙｍｅ ＲＭ ＩＭꎻ３—Ｎｏｖｏｚｙｍ ４３５

图 ２　 不同的酶对反应转化率的影响

酶选择性地将 Ｒ 构型的 ＴＦＰＡ 转化为酰胺ꎬ而
保留 Ｓ 构型的 ＴＦＰＡꎬ理论上最高转化率为 ５０％ꎮ
不同的酶对产物 ｅｅ 值的影响如图 ３ 所示ꎮ

１—Ｌｉｐｏｚｙｍｅ ＴＬ ＩＭꎻ２—ｌｉｐｏｚｙｍｅ ＲＭ ＩＭꎻ３—Ｎｏｖｏｚｙｍ ４３５

图 ３　 不同的酶对产物 ｅｅ 值的影响

由图 ３ 可以看出ꎬ停留时间大于 ２ ｍｉｎꎬＮｏｖｏｚｙｍ
４３５ 选择性非常高ꎬＲ 构型产物的 ｅｅ 值高达 ９９􀆰 ５％ꎬ
而 Ｌｉｐｏｚｙｍｅ ＴＬ ＩＭ 与 Ｌｉｐｏｚｙｍｅ ＲＭ ＩＭ 的选择性均

低于 ５０％ꎮ 在连续流动固定床反应器中ꎬ脂肪酶

Ｎｏｖｏｚｙｍ ４３５ 催化拆分 ＴＦＰＡ 反应ꎬ具有最高的催化

活性与选择性ꎮ
２􀆰 ２　 连续流动与间歇搅拌对比

研究连续和间歇 ２ 种方式下反应的差异ꎮ 连续
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流动与间歇搅拌方式对反应的影响可以用生产率

( ｒ)来衡量:
ｒｆｌｏｗ ＝ ([Ｐ] × ｆ) / ｍｅꎻｒｂａｔｃｈ ＝ ｎＰ / ( ｔ × ｍｅ) (４)

其中:[Ｐ]是产品的浓度ꎬｍｍｏｌ / ｍＬꎻｆ 是底物流速ꎬ
ｍＬ / ｍｉｎꎻｎＰ 是产品的摩尔数ꎬｍｍｏｌꎻ ｔ 是时间ꎬｍｉｎꎻ
ｍｅ 是指酶的用量ꎬｇꎮ

为了提高 ＴＦＰＡ 的转化率ꎬ需要足够长的停留

时间以确保底物与脂肪酶的活性部位相互作用ꎮ 因

此ꎬ调整底物流速以增加反应物的停留时间ꎬＴＦＰＡ
的转化率显著增加ꎮ 连续流动模式下停留时间对反

应的影响见图 ４ꎮ 由图 ４ 可以看出ꎬ当 ＴＦＰＡ 的浓度

为 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / ｍＬ、 停 留 时 间 为 ３ ｍｉｎ、 流 速 为

０􀆰 １３ ｍＬ / ｍｉｎ 时ꎬ转化率接近 ５０％ꎬ此时 Ｒ 构型的

ＴＦＰＡ 基本全部转化ꎬ产物的 ｅｅ 值接近 １００％ꎬｒｆｌｏｗ为
０􀆰 ０９ ｍｍｏｌ / (ｇ􀅰ｍｉｎ)ꎮ

１—转化率ꎻ２—对映体过量值

图 ４　 连续流动模式下停留时间对反应的影响

间歇搅拌模式下反应时间对反应的影响如图 ５
所示ꎮ

１—转化率ꎻ２—对映体过量值

图 ５　 间歇搅拌模式下反应时间对反应的影响

由图 ５ 中可以看出ꎬ在脂肪酶 Ｎｏｖｏｚｙｍ ４３５
(１５０ ｍｇ) 催 化 下ꎬ 反 应 时 间 为 ２８０ ｍｉｎꎬ ＴＦＰＡ
(０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / ｍＬ) 的转化率接近 ５０％ꎬ ｒｂａｔｃｈ 为 ０􀆰 ０３
ｍｍｏｌ / (ｇ􀅰ｍｉｎ)ꎮ 由此可见ꎬ连续流动模式的生产率

是间歇搅拌的 ３ 倍ꎬ主要归因于 ３ 个因素:传质增

强ꎬ形成层流反应器系统缩短了扩散时间ꎻ快速搅拌

下固定化脂肪酶容易粉碎ꎻ没有返混ꎮ

２􀆰 ３　 反应温度对反应的影响

反应温度对反应的影响如图 ６、图 ７ 所示ꎮ

１—３１３ Ｋꎻ２—３２３ Ｋꎻ３—３３３ Ｋꎻ４—３４３ Ｋ

图 ６　 反应温度对转化率的影响

１—３１３ Ｋꎻ２—３２３ Ｋꎻ３—３３３ Ｋꎻ４—３４３ Ｋ

图 ７　 反应温度对产物 ｅｅ 值的影响

从图 ６ 和图 ７ 中可以看出ꎬ反应温度对酶促反

应的转化率和选择性具有显著影响ꎮ 在反应温度为

３４３ Ｋ、停留时间为 ３ ｍｉｎ 时ꎬ转化率达到 ５０％ꎬ而反

应温度为 ３１３ Ｋ 时只能达到 ３９％ꎮ 对产物 ｅｅ 值的

影响也有同样的趋势ꎬ在反应温度为 ３４３ Ｋ、停留时

间为 ３ ｍｉｎ 时ꎬｅｅ 值可以达到 ９９％ꎮ 在固定化脂肪

酶连续动力学拆分 １ꎬ１ꎬ１－三氟异丙胺反应中ꎬ拆分

的速率随着温度的升高而加快ꎬ并且产物的 ｅｅ 值也

高ꎮ 这是因为 Ｎｏｖｏｚｙｍ ４３５ 是一种耐热性很高的

酶ꎬ在 ７０~８０℃范围内有最高的活力ꎮ
２􀆰 ４　 连续反应时间对反应的影响

连续运行时间对反应的影响如图 ８ 所示ꎮ

１—转化率ꎻ２—对映体过量值

图 ８　 连续运行时间对反应的影响

由图 ８ 可以看出ꎬ反应时间长达 ５０ ｈꎬＮｏｖｏｚｙｍ
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４３５ 的催化活性和选择性仍保持稳定ꎮ 不同于间歇

搅拌模式ꎬ连续流动固定床不会将 Ｎｏｖｏｚｙｍ ４３５ 在

反应过程中破碎ꎬ在保证颗粒形貌方面有很大的

优势ꎮ
２􀆰 ５　 连续流动固定床反应器中的反应动力学

连续流动固定床反应成为促进生物催化产业化

的一种方式ꎮ 此外ꎬ当操作连续流动反应系统时ꎬ流
速也对酶动力学产生影响ꎮ 这种条件下ꎬ可以通过

为填充床反应器系统开发的 Ｌｉｌｌｙ－Ｈｏｒｎｂｙ 模型评估

酶动力学参数[１５]ꎮ
Ｆ[Ａ０] ＝ Ｖ / ｆ ＋ Ｋｍ(ａｐｐ) ｌｎ(１ － Ｆ) (５)

式中: Ｖ 为反 应 器 的 体 积ꎬ ｍＬꎻ ｆ 是 底 物 流 速ꎬ
ｍＬ / ｍｉｎꎻＫｍ(ａｐｐ)是表观米氏常数ꎻ[Ａ０]为 ＴＦＰＡ 的初

始浓度ꎬｍｍｏｌ / ＬꎻＦ 为已经反应的 ＴＦＰＡ 百分比ꎮ
在稳态条件下ꎬ假设活塞流和抑制作用可忽略

不计ꎬ则固定化酶固定床中的表观动力学参数可以

根据 Ｆ[Ａ０]对 ｌｎ(１－Ｆ)的曲线计算得出ꎬ斜线的斜

率即为 Ｋｍ(ａｐｐ)ꎬ详见图 ９ꎮ

图 ９　 Ｆ[Ａ０]与 ｌｎ(１－Ｆ)关系图

由图 ９ 计算得到表观米氏常数 Ｋｍ(ａｐｐ) 为 ４􀆰 ８
ｍｍｏｌ / ｍＬꎮ

３　 结论

生物催化和流动化学的结合得到了越来越广泛

地应用ꎮ 流动化学连续过程所具备的高比表面积与

体积比、强化的混合和传质、精确的温度控制以及催

化剂用量的减少等优点ꎬ将引起研究人员越来越强

烈的兴趣ꎮ 评价了不同来源的固定化酶的催化效

果ꎬ确定了脂肪酶 Ｎｏｖｏｚｙｍｅ ４３５ 作为研究的最佳选

择ꎬ证明了一种新颖有效的动力学连续过程ꎬ用于

Ｎｏｖｏｚｙｍ ４３５ 在连续流动固定床生物反应器中拆分

１ꎬ１ꎬ１－三氟异丙胺ꎮ 与间歇反应器相比ꎬ在连续流

动模式下催化剂具有更好的活性与选择性ꎬ产物 Ｎ－
[(１Ｒ)－２ꎬ２ꎬ２－三氟－１－甲基乙基] －乙酰胺的 ｅｅ 值

可达到 ９９􀆰 ５％ꎮ 连续反应 ５０ ｈꎬ酶的活性与选择性

均保持稳定ꎮ 而在传统的间歇反应器中ꎬ反应时间

为 ８ ｈ 时ꎬ酶促转化率仅为 ４１􀆰 ６％ꎮ 连续流动生物

催化技术用于合成光学纯的化合物将会在医药农药

等领域得到越来越广泛的关注和应用ꎮ
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