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折射法与定时进样气相色谱法快速测定
丙烯酰胺和丙烯腈

孙旭东　于慧敏 3 　史　悦　沈忠耀
(清华大学化工系生物化工研究所 , 北京 100084)

摘　要　为了满足游离细胞催化、多级膜生物反应器连续转化生产丙烯酰胺的新工艺对丙烯酰胺和丙烯腈

浓度进行监控的需要 ,分别提出了采用阿贝折射仪快速分析丙烯酰胺和定时进样气相色谱外标法快速分析

丙烯腈浓度的新方法。与传统的丙烯酰胺和丙烯腈的气相色谱内标方法相比 ,新方法在保持原有气相色谱分

析精度的基础上 ,显著提高了分析的时效性 ,可以对各级成分变化做准确及时的分析和监控 ,从而保证了多级

膜反应器连续转化过程的操作稳定性。
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1　引　　言

丙烯酰胺 (Acrylam ide, AM )是一种用途广泛的有机化工原料 , 目前主要采用丙烯腈 (Acrylonitrile,

AN)微生物转化法进行水合反应而生产 [ 1, 2 ]。工业生产中所采用的工艺主要是以固定化细胞颗粒作

为生物催化剂 ,并在搅拌反应罐内进行间歇式反应 ,存在固定化细胞容易破碎 ,生产过程不连续 ,产品质

量不稳定等问题。采用游离细胞代替固定化细胞 ,采用连续化生产方式代替间歇批式生产方式 ,已经成

为微生物转化法生产丙烯酰胺的重要发展方向 [ 3 ]。

本课题组成功开发了丙烯酰胺的游离细胞催化与膜反应分离耦合的多级连续化生产新工艺 [ 4, 5 ]。

为了使各级反应过程保持稳定 ,需要对每一级的丙烯酰胺和丙烯腈浓度进行及时的分析和监控。丙烯

酰胺和丙烯腈的传统分析方法为气相色谱内标法 ,具有较高的精度 ,但仅测定一个样品就需要 12～15

m in,无法满足多级连续化操作过程中在短时间内测定大量样品的要求。虽然有文献报道应用近红外光

谱分析可以实现丙烯酰胺和丙烯腈的在线检测和控制 [ 6, 7 ]
,但设备投资较大 ,不适于普遍推广应用。

本实验建立了采用阿贝折射仪快速测定丙烯酰胺浓度和采用定时进样气相色谱外标法快速测定丙

烯腈浓度的新方法。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

GC29AM气相色谱仪 (日本岛津公司 ) ; 阿贝折射仪 (2W ,上海光学仪器厂 )的温度采用恒温循环器

HX210555 (四环科学仪器厂 )控制在 20℃。丙烯腈 (上海试剂三厂 )为化学纯 ;丙烯酰胺 (北京化学试剂

公司 )和乙酰胺 (北京亚太精细化工公司 )均为分析纯。

2. 2　传统气相色谱内标法

气相色谱柱为长 2 m的不锈钢柱 ,采用的填料为 Porapak Q,用氢离子火焰检测样品 ;柱温、进样口

的温度和检测器的温度分别为 200℃、240℃和 240℃;载气流速为 30 mL /m in。内标物为乙酰胺。

3　结果与讨论

3. 1　气相色谱内标法测定丙烯酰胺和丙烯腈的含量

在传统的固定化工艺和新建的单级非稳态和多级拟稳态丙烯酰胺生产工艺中 ,均采用 GC内标法

测定丙烯酰胺和丙烯腈的浓度 ,具有很好的分析精度。丙烯酰胺和丙烯腈的 GC内标法分析谱图和标
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准曲线如图 1所示。

在内标法条件下分析一个样品 ,从取样到加内标物以及进行气相色谱分析结束超过 10 m in,仅能满

足酶催化反应研究中单级批式反应过程的监控要求。但是 ,由于多级膜反应器具有反应级数多、过程连

续、需要实时监控各级反应罐中的多个底物和产物浓度等特点 ,原有的气相色谱内标法已经不能满足需

要。为此 ,本实验分别采用了折射法和定时进样气相色谱法进行丙烯酰胺和丙烯腈的快速检测。

　图 1　气相色谱内标法分析丙烯酰胺和丙烯腈的谱图 ( a) , 丙烯酰胺标准曲线 ( b)和 丙烯腈标

准曲线 ( c)

Fig. 1　Analysis of acrylam ide (AM ) , acrylonitrile (AN ) acetam ide (ACM , internal standard) by

internal2standard gas chromatographic ( GC) method ( a) and the corresponding AM ( b) and AN

( c) standard curves

3. 2　折射法快速测定丙烯酰胺的浓度

阿贝折射法原理是在一定的浓度范围内丙烯酰胺的浓度和其折射率呈线性关系 ,通过测定溶液的

折射率可以确定丙烯酰胺浓度。对丙烯酰胺水溶液的研究结果表明 ,当丙烯酰胺在 50～500 g/L的浓

度范围内变化时 ,其浓度和折射率均有很好的线性相关性 ,相关系数达到 0. 9998,完全能够达到工艺过

程分析监控的要求。然而 ,在多级连续化反应体系中 ,不仅存在高浓度的丙烯酰胺 ,还存在一定量的丙

　图 2　丙烯腈和游离细胞对于折射

法测定丙烯酰胺浓度的影响

Fig. 2　Effects of AN and free2ells to

analysis of AM by refraction method

烯腈 (小于 3% )和游离细胞以及细胞自溶后产生的生物杂质等。在

实际分析过程中为了提高分析效率不可能将这些物质分离后再分

析 ,因此 ,必须研究这些物质的存在对于应用阿贝折射仪测定丙烯酰

胺浓度的影响。实验结果如图 2所示。

图 2给出了丙烯酰胺水溶液的标准曲线和含有 1% (V /V )丙烯

腈的水溶液的标准曲线的比较。由图 2可见 ,两条标准曲线基本重

合 ,相关系数均达到 0. 9999左右 ,说明体系中含有低浓度的丙烯腈

基本不影响丙烯酰胺的测定。由图 2还可发现 ,当丙烯腈浓度在 0～

5%范围内变化时 ,其折射率的变化均很小。因此 ,在实际的多级连

续化反应体系中 ,由于各级丙烯腈浓度一般不超过 3% ,所以丙烯腈

的干扰可以基本排除。进一步考察游离细胞的存在对丙烯酰胺浓度

测量的影响。结果表明 ,当光密度 OD460在 0～55 (1个 OD460单位对应的菌体浓度为 0. 1134 g (干重 ) /L )

的较大范围内变化时 ,含 300g/L丙烯酰胺的水溶液的折射率均保持恒定 ,说明在多级膜反应器连续转

化的游离细胞反应体系中 ,游离细胞的存在也不会对丙烯酰胺浓度的测量产生明显干扰。

总之 ,从上述实验可以看出 ,用阿贝折射仪快速测定多级膜反应器连续转化过程中的丙烯酰胺浓度

是可行的。一般来说 ,测定一个样品仅需 1 m in。因此 ,对一个六级连续化过程进行分析监控 ,用阿贝折

射仪测定 6个样品的时间不到 10 m in,而用 GC内标法测定则需要 1 h以上。

3. 3　定时进样气相色谱外标法快速测定丙烯腈浓度

在六级连续转化膜反应体系中 ,为了保持各级酶反应的活性和稳定性 ,底物丙烯腈在各级反应釡中

的加入情况必须进行及时分析和监控 ,以防止丙烯腈浓度过高导致体系内游离细胞的严重失活。

在六级连续转化膜反应新工艺中 ,高浓度的丙烯酰胺产物可以采用阿贝折射仪来快速测定。由于

体系中丙烯腈的浓度很低 ,因此折射法不能适用于丙烯腈的快速分析。考虑到在气相色谱内标法分析
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丙烯腈浓度的过程中 ,丙烯腈的保留时间不到 1m in,且峰形很陡 ,拖尾时间很短 ,因此 ,对于丙烯腈浓度

的快速分析 ,可以采用气相色谱定时进样的外标方法 ,每隔 30 s进一个样品。由于丙烯酰胺的出峰时

　图 3　六级连续转化操作过程

中丙烯腈浓度的定时进样气相

色谱快速分析

Fig. 3　Quick analysis of AN by

timed2GC method

间在 6 m in以后 ,因此 ,从理论上讲 ,只要快速进样的数量小于 10个 ,那

么第一个样品的丙烯酰胺峰就不会对最后一个样品的丙烯腈峰产生影

响。实验证实 ,采用 30 s定时进样的气相色谱法 ,同时对 6个反应级中

的丙烯腈样品含量进行快速分析是完全可行的 (图 3) , 6个样品的分析

在 4 m in内就可以全部完成。若采用原来的气相色谱内标法 ,则需要 1

h以上。进一步做出新方法测定丙烯腈浓度的标准曲线 ,其回归方程

为 : A (峰面积 , ×10
6 ) = - 0. 0925 + 1. 1612CAN ( % , V /V ) ,相关系数为

019999。

本研究分别建立了折射法和定时进样的气相色谱外标法 ,进行丙烯

酰胺和丙烯腈浓度的快速分析。结果表明 ,采用阿贝折射仪的折射方法

可以快速、准确地分析发酵液中的丙烯酰胺含量 ;采用定时进样的气相

色谱外标法能够在 4m in内完成 6个样品的丙烯腈含量分析 ,从而满足

了游离细胞催化、膜反应器六级连续转化丙烯腈生产丙烯酰胺过程中对各级反应体系的操作参数进行

控制 ,最终实现稳定连续操作的需要。新方法简洁快速 ,保持了较高的精度 ,能够及时准确地分析各级

体系中的产物和底物浓度 ,从而具有很强的实用性。
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Qu ick Ana lysis of Acrylam ide and Acrylon itr ile by

Refraction M ethod and T im ed Ga s Chroma tography

Sun Xudong, Yu Huim in3 , Shi Yue, Shen Zhongyao

( Institu te of B iochem ica l Eng ineering, D epartm en t of Chem ica l Eng ineering, Tsinghua U niversity, B eijing 100084)

Abstract　A new technique for p roducing acrylam ide, in which continuous bioconversion of acrylonitrile was

accomp lished using multi2stage membrane bioreaction with free cells as biocatalyst has been developed. For

meeting the demand of stable operation of the continuous p rocess, a novel refraction method and timed gas

chromatography ( GC) were respectively constructed to quickly and accurately analyze the concentration of

acrylam ide and acrylonitrile in different stages. Compared with the original internal2standard GC, the refrac2
tion method and the timed GC method not only maintained the accuracy but also highly imp roved the time

efficiency, thereafter ensured the operation stability of the new continuous bioconversion of acylam ide.

Keywords　Acrylam ide, acrylonitrile, refraction method, timed gas chromatography
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