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离子液体中扁桃酸乙酯的酶促不对称水解

王　篧，高　静１），周丽亚，王海鸥，贺　莹，卢　珂
（河北工业大学　化工学院，天津３００１３０）

摘　要：对脂肪酶在离子液体中不对称水解扁桃酸乙酯制备Ｒ扁桃酸进行了研究，发现脂肪酶Ｎ４３５在离子液体
［ＢＭＩＭ］Ｂｒ中的活性和立体选择性最高．研究了离子液体浓度、底物浓度、反应时间、反应温度、缓冲液ｐＨ值和
摇床转速等因素对反应的影响，适宜反应条件为：１．３９ｍｏｌ／ＬＤＬ扁桃酸乙酯、１．７１ｍｏｌ／Ｌ［ＢＭＩＭ］Ｂｒ、ＴｒｉｓＨＣｌ
缓冲液ｐＨ７．５、１０ｍｇＮ４３５酶、３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ反应６ｈ，该条件下产物对映体过量值（ｅｅ）可达５８．７８％，产率为
６５．２３％，并对离子液体进行了重复利用．
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　　扁桃酸（ＭａｎｄｅｌｉｃＡｃｉｄ，２羟基苯乙酸），又名
苦杏仁酸，具有两种光学异构体．其中Ｒ扁桃酸及
其衍生物是一类重要的手性砌块，是许多药物如半

合成青霉素、头孢菌素等制备的重要中间体，也是

合成许多血管扩张剂、杀菌剂和镇静剂等的重要物

质，被广泛应用于药物合成及立体化学的研究领

域［１，２］．离子液体是一类在室温或接近室温呈液态
的有机熔融盐，一般由有机阳离子和无机阴离子组

成．它没有明显的蒸汽压即不挥发，易于与其它物
质分离，可循环利用［３～５］．酶促反应条件温和，易
于操作，具有极高的催化效率．近年来研究发现，
某些酶在特定的离子液体中能够表现出比在有机溶

剂中更好的催化活性和稳定性，同时酶的立体选择

性也得到了提高［６～９］．
目前已有在有机溶剂中拆分的研究［１０，１１］．高

静［１１］等研究了在叔丁醇中酶促不对称水解扁桃酸

乙酯，反应２４ｈ，产率达到４１．６％，产物ｅｅ值８４．
０％．然而未见有在离子液体中拆分扁桃酸的详细
报道．娄文永［８］等在离子液体中利用脂肪酶催化立

体选择性水解外消旋体苯甘氨酸甲酯，研究发现同

几种典型的有机溶剂相比，酶 Ｎ４３５在四氟硼酸离
子液体中有较好的活性和立体选择性．本文研究了
在离子液体中酶促不对称水解扁桃酸乙酯制备 Ｒ
扁桃酸．

１实验部分
１．１水解反应及分离

取０．２ｇＤＬ扁桃酸乙酯（北京百灵威化学技术
有限公司，９３％）于５０ｍＬ锥形瓶中，加入５．０ｍＬ、
ｐＨ７．５的 ＴｒｉｓＨＣＬ缓冲液（华生生物科技有限公
司，９９％）、１．５ｇ离子液体和１０ｍｇ的酶，于水浴
振荡器（ＨＺＳＨ型，哈尔滨市东联电子技术开发有
限公司）中５０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下反应６ｈ．反应
结束后，过滤除酶，旋转蒸发（ＲＥ５２ＡＡ型旋转蒸
发器，上海亚荣生化仪器厂）除水及乙醇，加入乙

酸乙酯萃取，萃余液为离子液体，回收；萃取液旋

转蒸发除去溶剂，用正己烷溶解，未溶解的是扁桃

酸，溶解的是扁桃酸乙酯．
１．２衍生化反应

目前绝大多数手性色谱柱在一般条件下分析扁

桃酸时都存在严重的拖尾，分析效果不佳，必须经

过衍生化处理后才能获得良好的分析效果．取水解
得到的扁桃酸，加入 ２００μＬ的三甲基氯硅烷［１２］

（成都市科龙化工试剂厂，化学纯）和过量的甲醇，

于水浴振荡器中３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ反应２４ｈ，得到
扁桃酸甲酯．
１．３分析方法

立体选择性是酶催化反应的重要特性，用对映
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体过量值（ｅｅ）定量描述反应中的立体选择性．ｅｅ＝
（ＣＲＣＳ）／（ＣＲ＋ＣＳ），其中ＣＲ、ＣＳ分别为Ｒ扁桃酸
和Ｓ扁桃酸的摩尔浓度．

用高效液相色谱法（Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高效液相色
谱，安捷伦科技有限公司）测定 ｅｅ值．采用
ＣＨＩＲＡＬＣＥＬＯＤＨ柱（ＤＡＩＣＥＬ），流动相为正己烷／
异丙醇（９０／１０Ｖ／Ｖ），流速为０．５ｍＬ／ｍｉｎ，紫外检
测器波长为２２０ｎｍ．Ｒ、Ｓ型扁桃酸乙酯和Ｒ、Ｓ型
扁桃酸甲酯（ｓｉｇｍａ公司，９７％）的保留时间分别为：
１６．４６ｍｉｎ、１１．３５ｍｉｎ、１９．１９ｍｉｎ和１３．２５ｍｉｎ．

２实验结果及讨论
２．１酶和离子液体的筛选

按照上述水解反应，对酶Ｎ４３５（固定化南极假

丝酵母脂肪酶Ｂ，ｓｉｇｍａ公司）、ＣＲＬ（玫瑰假丝酵母
脂肪酶 ＣａｎｄｉｄａＲｕｇｏｓａｌｉｐａｓｅ，ｓｉｇｍａ公司）、ＴＬＩＭ
（嗜热真菌脂肪酶，ｓｉｇｍａ公司）及 Ｐｅｐｓｉｎ（胃蛋白
酶，华生生物科技有限公司）和离子液体［ＢＭＩＭ］Ｂｒ
（１丁基３甲基咪唑溴盐，９８％，杭州科默化学有
限公司）、［ＢＭＩＭ］ＢＦ４（１丁基３甲基咪唑四氟硼
酸盐，合成级，河南利华制药有限公司）、［ＢＭＩＭ］
ＰＦ６（１丁基３甲基咪唑六氟磷酸盐，合成级，河南
利华制药有限公司）及［ＯＭＩＭ］ＰＦ６（１辛基３甲基
咪唑六氟磷酸盐，９８％，北京百灵威化学技术有限
公司）进行了筛选，结果见表１．综合来看酶 Ｎ４３５
在［ＢＭＩＭ］Ｂｒ中的效果最好．原因可能是不同的离
子液体使酶的构象发生不同的变化，从而改变酶的

立体 选 择 性．故 以 后 的 实 验 选 用 酶 Ｎ４３５和
表１几种酶在不同离子液体中的立体选择性

Ｔａｂｌｅ１Ｅｎａｎｔｉｏｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙｏｆｅｎｚｙｍｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｏｎｉｃｌｉｑｕｉｄｓ

Ｎ４３５
ｅｅ（％） Ｙ（％）

ＣＲＬ
ｅｅ（％） Ｙ（％）

ＴＬＩＭ
ｅｅ（％） Ｙ（％）

Ｐｅｐｓｉｎ
ｅｅ（％） Ｙ（％）

Ｈ２Ｏ ２．１８ ７９．５１ ０．４１ １９．５２ ５．３５ １９．２３ ４．８３ ３２．４２
［ＢＭＩＭ］Ｂｒ ３５．１５ ７７．５５ ３．１７ １６．５１ ６．６２ ３３．０６ ８．７５ ２５．３８
［ＢＭＩＭ］ＢＦ４ １１．７９ ２５．６３ １．４８ １７．２２ ５．７２ ５３．９５ ４．６２ ２６．１９
［ＢＭＩＭ］ＰＦ６ ２０．２５ ３５．８９ １．７８ ６８．３１ ０．５６ ２０．６６ １０．１１ ４２．５２
［ＯＭＩＭ］ＰＦ６ １．４３ ５０．６８ ０．９１ ４３．７２ ０．８７ ９．０８ １．０３ ４５．２７

　　　Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：０．２ｇＤＬＥｔｈｙｌｍａｎｄｅｌａｔｅ，５．０ｍＬｐＨ７．５ｂｕｆｆｅｒ，１．０ｍＬｉｏｎｉｃｌｉｑｕｉｄａｎｄ１０ｍｇｅｎｚｙｍｅ；
５０℃、１５０ｒ／ｍｉｎｆｏｒ６ｈ

［ＢＭＩＭ］Ｂｒ．
２．２离子液体浓度的影响

筛选得到的离子液体为亲水性的，因此有必要

考察离子液体浓度对酶催化活性和立体选择性的影

响．由图１可以看出：随着离子液体浓度的增加，

图１离子液体浓度的影响
Ｆｉｇ．１Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｏｎｉｃｌｉｑｕｉｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ
Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：０．２８ｍｏｌ／ＬＤＬＥｔｈｙｌｍａｎｄｅｌａｔｅ，
ｐＨ７．５ｂｕｆｆｅｒａｎｄ１０ｍｇＮ４３５；５０℃、１５０ｒ／ｍｉｎｆｏｒ６ｈ

产物ｅｅ逐渐增加，离子液体浓度１．７１ｍｏｌ／Ｌ时产
物ｅｅ达到最高３５．０６％，此时产率７２．５６％．再接
着增加离子液体浓度，ｅｅ值和产率变化不大．这也
说明了［ＢＭＩＭ］Ｂｒ影响了 Ｎ４３５活性位点的构象，
使酶立体选择性更高，随着离子液体浓度的增加，

这种影响也逐渐增大．综合考虑适宜离子液体浓度
为１．７１ｍｏｌ／Ｌ．
２．３底物浓度的影响

考察了不同底物浓度（０．１４～０．４２ｍｏｌ／Ｌ）对反
应的影响．由图２可以看出，随着产物 ｅｅ值的升
高，产率却呈现下降的趋势，说明酶 Ｎ４３５的催化
活性同其立体选择性之间可能存在相互抑制．底物
浓度为０．３５ｍｏｌ／Ｌ时，产物ｅｅ最高４３．９２％，此时
产率６６．０１％．本实验以拆分为目的，故底物用量
以０．３５ｍｏｌ／Ｌ为宜．
２．４反应时间的影响

反应时间的延长会提高反应的产率，但往往随

着Ｒ型底物的减少，Ｓ型底物的水解速率就会增
加，导致选择性下降．由图３可以看出，反应时间

２４３ 　　　　　　　　　　　　　　分　　子　　催　　化　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第２２卷　



超过６ｈ后，产物ｅｅ迅速下降，故反应时间以６ｈ

图２底物浓度的影响
Ｆｉｇ．２Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ
Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：１．７１ｍｏｌ／Ｌ［ＢＭＩＭ］Ｂｒ，

ｐＨ７．５ｂｕｆｆｅｒａｎｄ１０ｍｇＮ４３５；
５０℃、１５０ｒ／ｍｉｎｆｏｒ６ｈ

图３反应时间的影响

Ｆｉｇ．３Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ

Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：０．２８ｍｏｌ／ＬＤＬＥｔｈｙｌｍａｎｄｅｌａｔｅ，

ｐＨ７．５ｂｕｆｆｅｒ，１．７１ｍｏｌ／Ｌ［ＢＭＩＭ］Ｂｒａｎｄ１０ｍｇＮ４３５；

５０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ

２．５ｐＨ值的影响
ｐＨ可以影响酶的活性和立体选择性．由图 ４

可以看出，ｐＨ为７．５时，产物 ｅｅ最高，且产物 ｅｅ
的变化曲线同产率的变化曲线具有很好的对称性，

这进一步说明了酶 Ｎ４３５的催化活性同立体选择性
相互抑制，即催化活性高时，立体选择性较差；反

之亦然．因此，缓冲液ｐＨ以７．５为宜．
２．６温度的影响

温度不仅影响酶的稳定性，还直接影响酶的催

化活性．由图５可以看出，温度对反应的影响很大，
低温时，产物ｅｅ和产率均随温度升高而增大，温度
大于３０℃，ｅｅ迅速降低，但产率继续上升，５０℃

时达到最高．温度以３０℃为宜．

图４ｐＨ的影响
Ｆｉｇ．４ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ

Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：０．２８ｍｏｌ／ＬＤＬＥｔｈｙｌｍａｎｄｅｌａｔｅ，
１．７１ｍｏｌ／Ｌ［ＢＭＩＭ］Ｂｒａｎｄ１０ｍｇＮ４３５；

５０℃、１５０ｒ／ｍｉｎｆｏｒ６ｈ

图５温度的影响
Ｆｉｇ．５Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ

Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：０．２８ｍｏｌ／ＬＤＬＥｔｈｙｌｍａｎｄｅｌａｔｅ，
ｐＨ７．５ｂｕｆｆｅｒ，１．７１ｍｏｌ／Ｌ［ＢＭＩＭ］Ｂｒａｎｄ１０ｍｇＮ４３５；

１５０ｒ／ｍｉｎｆｏｒ６ｈ

２．７摇床转速的影响
摇床转速直接影响反应的传质，选择合适的转

速不仅可以达到反应所需的传质效果，而且能够降

低能耗．由图６可以看出，转速达到１５０ｒ／ｍｉｎ之
后时，产率基本保持不变，可知此时不受传质因素

的限制；考虑到能耗，转速以１５０ｒ／ｍｉｎ为宜，此时
产物ｅｅ为３５．０６％，产率为７２．５６％．
２．８最优反应条件的确定

根据上述实验，得到最适宜的反应条件是：

０．３５ｍｏｌ／ＬＤＬ扁桃酸乙酯、１．７１ｍｏｌ／Ｌ［ＢＭＩＭ］
Ｂｒ、ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液 ｐＨ７．５、１０ｍｇＮ４３５酶、３０
℃、１５０ｒ／ｍｉｎ反应６ｈ．在该反应条件下产物ｅｅ为
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５８．７８％，产率为６５．２３％．

图６摇床转速的影响
Ｆｉｇ．６Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｈａｋｉｎｇｒａｔｅｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ

Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：０．２８ｍｏｌ／ＬＤＬＥｔｈｙｌｍａｎｄｅｌａｔｅ，
ｐＨ７．５ｂｕｆｆｅｒ，１．７１ｍｏｌ／Ｌ［ＢＭＩＭ］Ｂｒａｎｄ１０ｍｇＮ４３５；

５０℃ ｆｏｒ６ｈ

２．９［ＢＭＩＭ］Ｂｒ的重复利用
乙酸乙酯洗涤回收的离子液体，旋转蒸发除去

离子液体中残留的乙酸乙酯和水分．用回收的离子
液体进行水解反应，产物 ｅｅ为 ３１．７２％，产率为
７５．２６％．可见离子液体是可以重复使用的，但结
果有所降低，是因为［ＢＭＩＭ］Ｂｒ吸湿性较强，回收
的离子液体中残留的少量水分很难彻底除去，因而

重复使用时实际离子液体浓度偏低．

３结　　论
通过研究，找到了适合选择性水解扁桃酸乙酯

制备Ｒ扁桃酸反应的酶和离子液体，并考察了离子
液体浓度、底物浓度、反应时间、ｐＨ、温度和摇床
转速对反应的影响，确定了适宜的反应条件．结果
表明，采用以离子液体［ＢＭＩＭ］Ｂｒ为反应介质，可
以提高酶 Ｎ４３５水解扁桃酸乙酯的立体选择性；同
在叔丁醇介质中拆分相比，ｅｅ值有所降低但产率大
幅上升，并且反应时间缩短了１／４；由于离子液体
的循环使用，该方法更符合可持续发展的战略
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