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离子液体中固定化光合细菌催化不对称还原反应的研究

王梦亮１），崔丙健

（山西大学　应用化学研究所，山西 太原０３０００６）

摘　要：采用苯乙酮为模式底物，选用了３种典型的离子液体作为反应介质系统研究了离子液体与缓冲液构成的
均相及两相体系中固定化光合细菌催化不对称还原反应的特性．通过对构建的离子液体反应体系进行条件优化，
发现与水相及有机相相比，离子液体作为生物催化反应介质更有利于还原反应的进行，并且离子液体及固定化细

胞易回收重复利用．研究结果表明，在含１５％体积分数的亲水性离子液体［ＥＭＩＭ］［ＥｔＳＯ４］／缓冲液反应体系中，
当底物苯乙酮浓度为３５ｍｍｏｌ／Ｌ时，在最佳的反应条件下，催化生成的产物主要是Ｓ苯乙醇，产率和对映值分别
达到８２．７％和９９．９％．离子液体不仅提高了催化反应速率，而且增加了固定化光合细菌的稳定性，为反应介质
和生物催化剂的循环使用提供了保证．
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　　离子液体是由有机阳离子和无机或有机阴离子
构成的、在室温或接近室温下（熔点＜１００℃）呈液
态的盐类．作为一种极具应用前景的环境友好型溶
剂被广泛应用于生物催化反应中．其具有蒸汽压趋
于零，不可燃，液态范围宽，具有较宽的电化学窗

口，对大量的有机和无机物有较好的溶解能力等特

性，并且可以通过改变阴阳离子的种类来改变其性

质，因此也被称为“可设计型溶剂”［１－３］．作为备受
大家关注的一类绿色溶剂，离子液体具有很高的热

稳定性和化学稳定性，因此近年来其成为水和传统

有机溶剂的替代介质被广泛应用于生物催化反

应中．
全细胞生物催化制备对映纯化合物，就是利用

微生物、藻类和动植物细胞内的酶系及代谢途径将

潜手性化合物转化为手性化合物的过程．目前大多
数的反应过程选择在传统的有机溶剂和水相中进

行，但大部分有机溶剂和底物对生物催化剂的毒性

以及底物和产物的溶解性是催化反应产率不高的主

要障碍．而使用生物相容性好的离子液体来替代有
机溶剂成为一种新的选择［４］，将离子液体／缓冲液
体系应用于生物催化，可以克服底物或产物在水相

中溶解度低、不稳定、反应物对催化反应产生抑制

等缺点，比传统的有机溶剂／水两相体系更具有优

势［５］．ＪｏｓｈｕａＨｏｗａｒｔｈ等利用固定化酵母细胞在离子
液体［ＢＭＩＭ］［ＰＦ６］／水（Ｖ／Ｖ＝１０∶１）两相体系中
催化各种酮类的还原反应，添加共底物甲醇，所得

的产率和对映值分别为７５％和９５％．在离子液体／
水两相体系中使用体内辅酶再生的重组大肠杆菌进

行的全细胞不对称生物转化反应．通过几种不同离
子液体的比较发现［ＢＭＩＭ］［ＰＦ６］和［ＢＭＩＭ］［ＮＴＦ］
有相似的作用方式，分别应用于４氯苯乙醇、Ｓ４
氯３羟基丁酸乙酯以及Ｓ氯苯乙醇的合成．与水相
体系相比产率提高了１３倍，ｅｅ值达到９９．７％．

我们使用的是实验室前期筛选出的一株能进行

不产氧光合作用的光合细菌，它能够在不添加任何

共底物的情况下直接利用光能进行光电子传递实现

细胞内辅酶体系的再生，克服了其他生物催化剂的

不足之处，因此在制备重要手性中间体方面具有重

要的开发和研究价值．我们以苯乙酮作为模式底
物，系统探讨了在离子液体构建的反应介质体系中

利用光合细菌作为生物催化剂进行不对称还原反应

的机理．

１材料和方法
１．１材料
１．１．１实验材料　　类球红杆菌（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒｓｐｈａ
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ｅｒｏｉｄｅｓ）为本实验室保存菌种．
１．１．２试剂　　Ｒ苯乙醇、Ｓ苯乙醇，购自 ＡＣＲＯＳ
ＯＲＧＡＮＩＣＳ公司；［ＢＭＩＭ］［ＰＦ６］，［ＢＭＩＭ］［ＢＦ４］，
［ＥＭＩＭ］［ＥｔＳＯ４］（购自中科院兰州化学物理研究
所）；苯乙酮、正己烷、正庚烷、正辛烷、十二烷、

二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、聚乙烯醇（ＰＶＡ）、海藻酸钠
（ＳＡ）及其它均为国产分析纯化学试剂．
１．１．３仪器　　ＧＣ７９００气相色谱仪（上海天美科
学仪器公司），ＧＰＣＨＩＲＡＳＩＬＤＥＸ手性柱（２５ｍ×
０．２５ｍｍ×０．２５μｍ），Ｄ７９００工作站，ＦＩＤ氢火焰
离子检测器，２０ｍＬ医用注射器，磁力搅拌器，微量
进样器，高速冷冻离心机（湖南赫西仪器装备有限

公司），立式压力蒸汽灭菌器（上海博迅实业有限公

司医疗设备厂）．
１．１．４类球红杆菌的培养 　 　 类球红杆菌
（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ）培养基：ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ，
Ｋ２ＨＰＯ４０．６ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４１．０ｇ，ＮａＣｌ０．２ｇ，Ｍｇ
ＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２ｇ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．０５ｇ，酵母浸膏
０．１ｇ，苹果酸４ｇ，微量元素生长因子溶液２ｍＬ，
加水至１０００ｍＬ并调节ｐＨ至７．０．

微量元素生长因子：ＥＤＴＡ２Ｎａ２０００ｍｇ，Ｆｅ
ＳＯ４·２Ｈ２Ｏ２０００ｍｇ，Ｈ３ＢＯ３１００ｍｇ，ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ
１００ｍｇ，ＺｎＣｌ２ １００ｍｇ，ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ１００ｍｇ，
Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ２０ｍｇ，ＮｉＣｌ２·６Ｈ２Ｏ２０ｍｇ，ＣｕＣｌ２
·２Ｈ２Ｏ１０ｍｇ，Ｎａ２ＳｅＯ３１ｍｇ，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ，
冷却至室温后，将对数期的菌体接入装有５００ｍＬ
液体培养基的葡萄糖瓶中并充满氮气，在３０℃光
照条件下厌氧培养７～１０ｄ．
１．２方法
１．２．１菌体收集预处理　　将培养７～１０ｄ的光合
细菌在４０００×ｇ条件下离心２５ｍｉｎ收集菌体，无菌
水洗涤两次，４℃冰箱保存备用．
１．２．２类球红杆菌的固定化　　将收集到的湿菌体
称重，加入一定体积的蒸馏水制成质量分数为２０％
的菌悬液，然后与等体积的经过灭菌冷却至室温的

聚乙烯醇（ＰＶＡ）∶海藻酸钠（ＳＡ）（５∶１）溶液混合
均匀，混合液用医用注射器于１０ｃｍ处滴加到２０
ｇ／ＬＣａＣｌ２溶液中．然后在磁力搅拌器上搅拌持续
固定４ｈ后，用蒸馏水洗涤３次，得到直径约为３～
４ｍｍ的固定化生物催化剂，转入生理盐水中４℃
冰箱保存备用．
１．２．３离子液体／缓冲液体系中苯乙酮的不对称还
原反应　　选用两种中性离子液体：疏水性的

［ＢＭＩＭ］［ＰＦ６］和亲水性的［ＢＭＩＭ］［ＢＦ４］，一种弱
酸性的离子液体：亲水性的［ＥＭＩＭ］［ＥｔＳＯ４］分别
与缓冲液构建不同的反应体系

１．２．３．１离子液体／缓冲液单相体系　　选用两种
亲水性的离子液体［ＢＭＩＭ］［ＢＦ４］和［ＥＭＩＭ］［Ｅｔ
ＳＯ４］分别与缓冲液构成催化反应体系，在５０ｍＬ具
塞三角瓶中构建１０ｍＬ反应体系，取４ｇ固定化细
胞加入到含有一定体积分数离子液体的５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ｐＨ值为７．５的ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液构成单相反应体系，
加入底物苯乙酮，充满氮气，盖上瓶塞，１４０ｒ／ｍｉｎ，
３５℃，以白炽灯为光源，光照反应７２ｈ．反应结束
后离心（８０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），取上清液２ｍＬ，用
２ｍＬ乙醚萃取两次，合并萃取液，采用 ＧＣ７９００气
相色谱仪进行检测．
１．２．３．２离子液体／缓冲液两相体系　　 选用疏水
性离子液体［ＢＭＩＭ］［ＰＦ６］与缓冲液构成催化反应
体系，取４ｇ固定化细胞加入到含有一定体积分数
离子液体的５０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ值为７．５的 ＴｒｉｓＨＣｌ缓
冲液中，然后加入底物苯乙酮，充满氮气，盖上瓶

塞，１６０ｒ／ｍｉｎ，３５℃，以白炽灯为光源，光照反应
４８ｈ．反应结束后离心（８０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），取上
清液２ｍＬ，用２ｍＬ乙醚萃取两次，合并萃取液，
采用ＧＣ７９００气相色谱仪进行检测．
１．２．４光合细菌的生物相容性　　１．２．４．１菌体代
谢活力保留值的测定［６］　　光合细菌主要是通过
利用苹果酸作为碳源物质进行代谢活动，因此我们

定义光合细菌的代谢活力保留值（Ｒ）为一定量的细
胞在有机溶剂或离子液体中浸泡２４ｈ后，在４ｈ内
消耗的苹果酸量，同时以水相中的耗酸量作为对

照，通过Ｒ＝Ｒ１／Ｒ０×１００％计算公式来考察细胞的
溶剂耐受性．式中，Ｒ１和Ｒ０分别为在有机溶剂（或
离子液体）和水相中浸泡２４ｈ后的菌体在４ｈ内消
耗的苹果酸量．Ｒ值越大，表明细胞对溶剂的耐受
性越好．

将４ｇ固定化光合细菌加入到体积比为１∶１
的水／有机溶剂（或离子液体）介质体系中，在３０℃
和转速１４０ｒ／ｍｉｎ的条件下浸泡２４ｈ，分别考察光
合细菌在选用的有机溶剂及离子液体中的溶剂耐

受性．
１．２．４．２光合细菌细胞干重的测定［７］　　在９个含
有接种量为５％的１００ｍＬ光合细菌培养基具塞三
角瓶中，分别加入１ｍＬ的有机溶剂和离子液体，
以未添加任何溶剂的水相体系作为对照．充满氮
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气，３０℃，１４０ｒ／ｍｉｎ条件下进行光照培养７ｄ．取
样１０ｍＬ，４０００×ｇ离心１５ｍｉｎ去除上清液，菌体
以去离子水洗涤三次，８０℃烘干至恒重，即为测定
的细胞干重，以ＤＣＷｇ／Ｌ计，这一指标被普遍用于
衡量细胞的生长情况．
１．２．５离子液体与光合细菌的循环试验　　在预定
条件下进行第一次的生物转化反应．反应结束后，
在反应期间混合相形成乳状液，通过４０００×ｇ离心
１０ｍｉｎ将离子液体／缓冲液，固定化细胞各个组分完
全分离．用乙醚洗涤固定化细胞及反应液，再使用
蒸馏水将细胞充分洗涤，反应液通过旋转蒸发去除

杂质溶剂．蒸馏结束后，纯化的离子液体在接下来
的生物转化反应中被重新使用．离子液体的重复使
用必须满足生物催化剂活性和稳定性的需要，在新

的转化反应中要保证两相间的体积比不变，加入新

的底物进行循环反应［１５］．
循环试验的反应条件：１０ｍＬ含离子液体的

ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值７．５），３５ｍｍｏｌ／
Ｌ苯乙酮，充满氮气，盖上瓶塞，１６０ｒ／ｍｉｎ，３５℃，
每批次光照反应４８ｈ．
１．２．６气相色谱分析　　采用天美气相色谱仪
ＧＣ７９００，ＦＩＤ检测器，ＣＰＣＨＩＲＡＳＩＬＤＥＸ手性柱
（２５ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５μｍ）对样品进行分析．分
析条件为进样器温度２８０℃，柱箱温度１００℃，检
测器温度 ３００℃，载气为氮气，流速为 ２．５ｍＬ／
ｍｉｎ，进样量为３μｌ，分流比ｌ∶５０．在该条件下，苯
乙酮、Ｒ苯乙醇和 Ｓ苯乙醇的保留时间分别为
３．５２１ｍｉｎ、５．９４２ｍｉｎ和 ６．２０４ｍｉｎ．误差范围
±５％．
底物转化率定义为Ｘ＝［（Ｃ０Ｃ）／Ｃ０］×１００％，

式中 Ｃ０和 Ｃ分别为反应起始和结束后底物的
浓度．利用面积归一法计算产率及 ｅｅ值：产率定义
为Ｙ＝ｍｐＭｓ／（ｍｓＭｐ），式中ｍｓ和ｍｐ分别代表反应
初始时底物和产物的质量，Ｍｐ和Ｍｓ分别代表产物
苯乙醇和底物苯乙酮的分子量．

产物的对映体过量值定义为：ｅｅ＝（ＣＳＣＲ）／
（ＣＳ＋ＣＲ）×１００％，其中ＣＳ和ＣＲ分别为 Ｓ型产物
和Ｒ型产物的浓度．

２结果与分析
２．１细胞的生物相容性

通过溶剂相毒性来考察生物相容性．首先在３
种离子液体及六种有机溶剂中考察这些溶剂对光合

细菌细胞的毒性．光合细菌细胞在这些溶剂中培养
２４ｈ后的代谢活力保留值如图１所示，不同的离子

图 １不同溶剂中光合细菌的代谢活力保留值
Ｆｉｇ．１Ｍｅｔａｂｏｌｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｔｅｎｔｉｏｎ（Ｒ）ｏｆ
ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｂａｃｔｅｒｉａｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｌｖｅｎｔｓ

Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：４ｇｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｂａｃｔｅｒｉａ，
ｓｏｌｖｅｎｔ：ＴｒｉｓＨＣｌｂｕｆｆｅｒ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，
ｐＨ７．５）（Ｖ／Ｖ，１∶１），３０℃，

１４０ｒ／ｍ，２４ｈ

液体和有机溶剂对光合细菌的代谢活力保留值结果

各不相同．疏水性的［ＢＭＩＭ］［ＰＦ６］和亲水性的
［ＥＭＩＭ］［ＥｔＳＯ４］表现出良好的生物相容性，亲水
性的［ＢＭＩＭ］［ＢＦ４］则表现出较差的生物相容性．
研究发现使用传统的离子液体产率和酶活性降低，

可能是咪唑环的小烷烃基团和传统离子液体相对高

的极性，导致差的生物相容性［８］．几种有机溶剂表
现出的生物相容性与其ｌｏｇＰ值呈正相关．

我们选择离子液体［ＢＭＩＭ］［ＰＦ６］、［ＢＭＩＭ］
［ＢＦ４］、［ＥＭＩＭ］［ＥｔＳＯ４］，有机溶剂正己烷、正庚
烷、正辛烷、十二烷、ＤＭＳＯ和叔丁醇在光合细菌
培养期加入，考察它们对光合细菌生物活性的影

响．如表１所示，根据培养后的菌体细胞干重，我
们可以看出，离子液体［ＥＭＩＭ］［ＥｔＳＯ４］和有机溶
剂正辛烷、正己烷和ＤＭＳＯ对细胞生长活性影响较
小，［ＢＭＩＭ］［ＢＦ４］可能是由于它的亲水性剥夺了
酶表面的水分，造成了酶活性中心构象的改变．
２．２不同反应体系中光合细菌催化的不对称还原
反应

一般的生物催化反应通常在水相及一些非极性

有机溶剂（烷烃类）中进行，容易造成产物回收困难

和生物催化剂活性不高等问题，离子液体的使用打

破了这一局限．据报道，多种有机化合物在离子液
体中有较好的溶解能力，特别是芳香族化合物在离
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表 １不同溶剂中光合细菌细胞干重的测定
Ｔａｂｌｅ１Ｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｄｒｙｗｅｉｇｈｔ（ＣＤＷ）ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｌｖｅｎｔｓ

Ｓｏｌｖｅｎｔ
ＣＤＷ［ｇ／Ｌ］

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ １２０ｈ １４４ｈ
Ｈ２Ｏ

ｎｈｅｘａｎｅ
ｎｈｅｐｔａｎｅ
ｎｏｃｔａｎｅ
ｄｏｄｅｃａｎｅ

［ＢＭＩＭ］［ＢＦ４］

［ＥＭＩＭ］［ＥｔＳＯ４］

［ＢＭＩＭ］［ＰＦ６］

ＤＭＳＯ
ｔｅｒｔｂｕｔａｎｏｌ

０．２８
０．０７
０．０７
０．０９
０．０６
０．０３
０．０８
０．０５
０．０７
０．０６

０．８３
０．１３
０．１１
０．３５
０．１５
０．０８
０．３８
０．１４
０．２２
０．２３

１．１７
０．３３
０．２４
０．４８
０．３４
０．１２
０．５２
０．２７
０．４
０．４２

１．５４
０．８４
０．８８
０．９５
０．５６
０．２７
１．２６
０．５２
０．８３
０．９２

１．５６
１．１３
１．０２
１．３８
０．７１
０．３７
１．４８
０．６３
１．１７
０．９７

１．７６
１．３４
１．２７
１．５２
０．８３
０．４２
１．５１
０．７４
１．３８
１．１２

子液体中有相对较高的溶解度，这可能是通过苯环

上的基团与离子液体阳离子间的相互作用造成的．
选用离子液体与缓冲液构建的反应体系底物能够很

好的分散在两相中，离子液体作为第二相在缓冲液

中形成乳状液，起着溶剂和助溶剂的作用，使催化

剂和底物能够充分接触，最大限度的提高转化效

率．实验分别用离子液体和有机溶剂与缓冲液构建
的反应体系和缓冲液单相体系进行固定化光合细菌

生物催化不对称还原反应的研究．
由表２可以看出，离子液体［ＥＭＩＭ］［ＥｔＳＯ４］与

表２不同介质体系对光合细菌催化不对称还原反应的影响
Ｔａｂｌｅ２Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｄｉａｏｎａｓｙｍｍｅｔｒｉｃｒｅｄｕｃｅｄｒｅａｃｔｉｏｎｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｂａｃｔｅｒｉａ

Ｍｅｄｉｕｍ
Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

ｐＨ
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
（℃）

Ｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
Ｔｉｍｅ
（ｈ）

Ｙｉｅｌｄ
（％）

ｅｅ
（％）

［ＥＭＩＭ］［ＥｔＳＯ４］／Ｂｕｆｆｅｒ ７．５ ３５ ３５ ４８ ８２．７ ＞９９
［ＢＭＩＭ］［ＰＦ６］／Ｂｕｆｆｅｒ ７．５ ３５ ３５ ４８ — —

［ＢＭＩＭ］［ＢＦ４］／Ｂｕｆｆｅｒ ７．５ ３５ ３５ ４８ — —

Ｈｅｘａｎｅ／Ｂｕｆｆｅｒ ７．２ ３０ ４０ ７２ ３５ ９２．６
Ｏｃｔａｎｅ／Ｂｕｆｆｅｒ ７．２ ３０ ４０ ７２ ５０．５ ９７．２
ＤＭＳＯ／Ｂｕｆｆｅｒ ７．２ ３０ ２５ ７２ ３４．２ ９３．５
Ｂｕｆｆｅｒ ７．２ ３０ ２０ ７２ ５６．８ ９５．８

缓冲液构建的反应体系中获得的产率和 ｅｅ值明显
高于有机溶剂缓冲液体系与缓冲液单相体系．原
因可能在于离子液体与细胞相互接触改变了膜表面

电位差，使底物顺利通过细胞膜与胞内酶系活性中

心充分接触．同时离子液体作为一种由氢键键合的
聚合液体，具有极性和非极性两种纳米结构，避免

了酶与溶剂直接接触造成的周围水环境缺失，活化

了Ｓ构型酶的中心构象从而提高了产率和ｅｅ值．
另外两种离子液体［ＢＭＩＭ］［ＰＦ６］与 ［ＢＭＩＭ］

［ＢＦ４］无反应现象发生．离子液体具有烷基链效
应，随着烷基链长度的增加，离子液体亲脂性增

加，导致其对细胞膜的通透性变大，进而影响了细

胞活性．从生物相容性来说，离子液体［ＢＭＩＭ］
［ＢＦ４］对细胞毒性较大，这是因为［ＢＦ４］

－阴离子发

生水解作用致使Ｆ离子的出现，导致了其对毒性的
增加［９］．而［ＢＭＩＭ］［ＰＦ６］则对细胞活性影响不大，
但细胞却未表现出生物催化活性．可能是因为光合
细菌被离子液体与缓冲液形成的乳状液包裹，在底

物进出细胞内的通道形成了屏障，致使交换能力减

弱．底物被胞内两种构型的氧化还原酶作用时，两
种对映体具有相似的自由能导致了无效的手性

识别．
２．３不同体积分数的离子液体对光合细菌催化不对
称还原反应的影响

在离子液体与缓冲液构成的两相体系中，相体

积比影响相界面面积从而影响催化反应的速率，在

此考察不同体积分数的离子液体在转化率、产物产

率和对映体过量值方面的变化规律．在１０ｍＬＴｒｉｓ
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ＨＣｌ缓冲液反应体系中，分别按以下比例添加离子
液体［ＥＭＩＭ］［ＥｔＳＯ４］：５％、１０％、１５％、２０％、
２５％、３０％．

如图２所示，随着离子液体体积分数的增加，

图２不同体积分数对光合细菌催化不对称还原反应的影响
Ｆｉｇ．２Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎｏｎａｓｙｍｍｅｔｒｉｃ

ｒｅｄｕｃｅｄｒｅａｃｔｉｏｎｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙ
ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｂａｃｔｅｒｉａ

反应的转化率先增后降，离子液体体积分数在１０％
～１５％范围产率基本不变．说明尽管离子液体与传
统有机溶剂相比较有较好的生物相容性，但其浓度

过大或过小对两相体系中的生物转化均不利［１０］，

这是由于随着水分含量的减少增加了离子液体与光

合细菌细胞的接触，通过作用于细胞膜上的磷脂双

分子层，增加了膜的通透性［１１］，过高浓度的离子液

体与胞内酶系接触相互作用，导致部分酶的失活．
最终转化率会随着相比的增加而降低，当反应体系

中离子液体含量为１５％时转化率达到最大．但反应
体系中离子液体含量的改变对产物的对映体过量值

并没有太大的影响．
２．４底物浓度对离子液体中不对称还原反应的影响

反应体系中底物浓度的大小直接影响生物催化

剂的反应速率和反应的立体选择性．在生物催化反
应体系中控制底物浓度的原因有两个［１２］：第一，底

物量达到一定浓度时，会对生物催化剂产生毒性或

者抑制作用等负面影响，因此将底物量控制在一定

临界浓度以下是必须的；第二，在大量的实验中观

察到生物催化反应中底物浓度与产物的对映体选择

性呈负相关．因此，通过控制底物在生物催化反应
中的溶解度，可以控制对映体过量值和总的产率．

在含１５％体积分数的离子液体［ＥＭＩＭ］［Ｅｔ
ＳＯ４］／缓冲液体系中，利用光合细菌全细胞转化底

物苯乙酮生成苯乙醇能力明显增加，结果见图３所
示，当底物浓度为３５ｍｍｏｌ／Ｌ时，产物主要是Ｓ构

图３不同底物浓度对不对称还原反应的影响
Ｆｉｇ．３Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｎａｓｙｍｍｅｔｒｉｃｒｅｄｕｃｅｄｒｅａｃｔｉｏｎ

型，底物的产率和对映体过量值达到最大分别为

８２．７％和９７．６％．随着底物浓度的增加，通透过细
胞膜的底物与胞内酶系形成中间复合物，反应速率

增加，当酶被底物饱和后，由于没有多余的酶，底

物浓度即使再增加也不会有更多的中间复合物产

生［１３］．本实验中当底物浓度大于３５ｍｍｏｌ／Ｌ时，随
着底物量的增加，产率和对映值显著降低，主要原

因是底物分散在介质中的浓度过大，有副反应的发

生，明显抑制了细胞的活性．同时在光合细菌细胞
内存在的催化还原反应的 Ｓ构型和 Ｒ构型的酶具
有不同反应动力学参数，当底物浓度过大时，催化

生成产物Ｓ构型和Ｒ构型的反应速率不同，底物抑
制了Ｓ构型酶的活性，造成了 Ｒ构型的产物过量，
Ｓ构型的对映值降低．当考虑到最大转化率时，体
系中较低的底物浓度表现出更满意的结果．因而在
反应体系中选择底物浓度３５ｍｍｏｌ／Ｌ较为合适．
２．５振荡速度与温度对离子液体反应体系中不对称
还原反应的影响

离子液体作为溶剂介质，为反应提供了不同于

传统分子溶剂的微环境，可能改变反应机理使催化

活性、稳定性更好，转化率和产率更高．但是离子
液体具有比一般有机溶剂更大的黏性，这会造成生

物催化剂与底物之间的传质，从而影响反应的初速

度、摩尔转化率和产物的 ｅｅ值［１４］．这一问题主要
从反应过程中振荡速度和温度这两方面来解决．

振荡速度会影响底物和产物在反应体系中的扩

散和分配，从而影响反应速率．增加振荡速度会使
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生物催化剂和底物在反应体系中均有分散，有利于

两者充分接触，提高反应速率．在含１５％体积分数
的离子液体［ＥＭＩＭ］［ＥｔＳＯ４］／缓冲液体系中，转速
在１６０ｒ／ｍｉｎ时，转化率达到最大．大于１６０ｒ／ｍｉｎ
时，转化率没有显著的提高．

离子液体能够增加生物催化剂的催化活性与稳

定性．随着温度的升高离子液体的黏性明显降低，
转化率有所提高．相应地，反应温度对酶促反应速
率和酶活性都有影响，合适的反应温度有利于提高

活化分子数，加快细胞内酶反应速度，但过高的温

度会引起酶蛋白变性失活，降低有效催化剂的含

量，从而减弱转化效率．如图４所示当温度在３５℃

图４不同温度对还原反应的影响
Ｆｉｇ．４Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｏｎａｓｙｍｍｅｔｒｉｃｒｅａｃｔｉｏｎ

时，转化率达到最大，继续提高温度对反应体系中

的生物催化剂体内酶系的活性会有影响，因此３５
℃为合适的反应温度．
２．６ｐＨ值对离子液体反应体系中不对称还原反应
的影响

任何细菌都有它生长的最适ｐＨ环境，ｐＨ值是
微生物生长的重要因素，影响着胞内酶系的活性和

辅酶的再生．在此选择离子液体［ＥＭＩＭ］［ＥｔＳＯ４］
构建反应体系．最佳 ｐＨ值会随着溶剂类型的改变
而变化，与反应介质中的含水量有关．离子液体在
ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液中所含不同体积分数对 ｐＨ值的影
响变化不大，因此主要是调节 ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液的
ｐＨ值来考察对还原反应体系的影响．

从光合细菌本身来说，反应体系的 ｐＨ值不但
影响细胞内酶的活性中心构象和稳定性，还影响底

物的解离状态，如图５所示 ｐＨ值变化对反应的产

率影响较大，而对产物的光学纯度影响则不明显．
产率在ｐＨ值为５时很低，但随着 ｐＨ值的升高产
率也随之增加．当ｐＨ值达到７．５时产率达到最大
值，之后ｐＨ值继续升高而产率逐渐降低．这说明

图５不同ｐＨ值对反应的影响
Ｆｉｇ．５ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎａｓｙｍｍｅｔｒｉｃｒｅａｃｔｉｏｎ

过高或过低的ｐＨ值使细胞内起催化作用的酶部分
失活或变性，而降低了细胞的催化活性．同时，外
界环境ｐＨ值的变化可能导致光合细菌为了维持细
胞内原来相对稳定的微环境而引发了额外的能量消

耗，影响了参与立体异构反应的辅酶量，间接导致

反应效率的下降．同样地，水相中 ｐＨ值的改变可
导致离子液体发生电离，其亲和力随着电离程度的

增加而逐渐减小，这都会影响底物与产物在离子液

体中的溶解度和分配比．
２．７离子液体与生物催化剂的循环使用

离子液体的回收必须满足两个条件：第一，必

须保证在循环使用过程中对涉及到的反应产率没有

影响；第二，在反应过程中随着反应时间的延长离

子液体没有分解成有害物质，对生物催化剂造成危

害或抑制［１５］．
离子液体从相中分离后通过旋转蒸发．在１５０

℃，压力＜５ｍｂａｒ条件下，持续６ｈ，该步骤由产物
的回收和离子液体的纯化两部分组成．首先，由于
离子液体缺乏蒸气压，催化反应结束后，通过旋转

蒸发可使反应产物与离子液体分离，实现产物的回

收；其次，反应后的离子液体中只含有水、苯乙酮

及苯乙醇等几种常见溶剂，因此可以通过减压蒸馏

将它们清除，得到的离子液体通过干燥处理后用于

新的反应体系中．
如图６所示，固定化光合细菌在介质中重复使

用６次产率开始缓慢下降．原因可能是随着离子液
体多次重复利用，导致其中的杂质增加，对光合细
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菌菌体的催化性能造成抑制．这表明了离子液体作
为反应介质为生物催化剂提供了不同于传统分子溶

剂的环境，使生物催化剂的活性和稳定性更好．同
时离子液体的重复使用能够有效的降低应用成本，

这也是绿色化学和清洁生产的基本要求．

图６离子液体反应体系的重复利用
Ｆｉｇ．６Ｒｅｃｙｃｌｉｎｇｏｆｉｏｎｉｃｌｉｑｕｉｄｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

３结　　论
综上所述，利用离子液体作为反应介质进行光

合细菌生物催化不对称还原苯乙酮反应的研究，结

果表明与传统介质体系相比，生物催化剂在离子液

体中具有较高的活性、（立体 、区域）选择性及稳

定性．催化苯乙酮还原反应的最适条件为：ｐＨ值
７．５，反应温度３５℃，离子液体［ＥＭＩＭ］［ＥｔＳＯ４］体
积分数１５％，底物浓度３５ｍｍｏｌ／Ｌ．在此条件下，
主要生成产物为Ｓ苯乙醇，底物苯乙酮的转化率为
８２．７％，ｅｅ值达到９９％以上．与传统的水相及有机
相对比实验表明，该体系催化反应所得产率与ｅ．ｅ．
值都有相应的提高，离子液体的存在能够有效地降

低底物的抑制效应，显示了其作为反应介质的优

势．大范围筛选适用于光合细菌催化反应的离子液
体以及体系中细胞反应动力学和离子液体毒性机理

的问题，有待进一步研究探讨．
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