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无溶剂体系介孔分子筛 SBA-15 固定化脂肪酶拆分

(R,S)-3-氯-1-苯基丙醇

戴大章*, 姜文婷, 许鹿洋

（北京理工大学 化学与化工学院 医药分子科学与制剂工程工业和信息化部重点实验室, 北京 100081）

摘要: 在无溶剂体系中, 采用介孔分子筛 SBA-15 固定化 P. fluorescens 脂肪酶 (PFL) 拆分 (R,S)-3-氯-1-苯基丙醇.
结果表明, 在以乙酸乙烯酯为酰基供体、 水活度为 0.19、 温度为 60 ℃、 “记忆”pH 为 7.0 的优化条件下反应 28 h,
酶促拆分转化率 (c) 达到 49.87%, 产物对映体过量值 (eep) 达到 98.73%, 显示了良好的应用前景.
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手性是自然界的本质属性之一, 作为生命活动

重要物质基础的生物大分子几乎全是手性的. 手性

药物的两个对映体在动物体内的生理活性、 药代及

毒副作用等方面通常差异显著, 因此手性药物的拆

分研究备受关注[1−3]. 3-氯-1-苯基丙醇是氟西汀、 尼
索西汀、 托莫西汀等抗抑郁类专用特效药的重要中

间体,  其 R 型对映体的药效是 S 型对映体药效的

9 倍, 因此 (R,S)-3-氯-1-苯基丙醇的拆分研究具有重

要意义. 手性化合物的传统拆分方法是化学催化法,
但存在拆分剂昂贵、 反应条件苛刻 (高温高压与强

酸强碱)、 光学纯度低等缺点, 难以满足实际工业生

产的要求. 与传统的化学法相比, 酶催化法因具有选

择性强、 反应条件温和、 环境友好等优点而深受青

睐[4−6].

目前, 酶催化大多是在水相和有机介质中进行,
但对于大多数有机化合物来说, 水并不是一种适宜

的溶剂. 因为许多底物在水相介质中难溶或不溶, 且
由于水的存在, 往往会伴随水解、 消旋、 聚合和分

解等副反应的发生; 而有机介质挥发性较强、 易残

留, 极易污染环境. 因此, 开发高效率、 高选择性且

更为绿色的反应体系, 是酶催化技术在工业化应用

中亟待攻克的技术难题. 我们的研究结果表明, 在无

溶剂体系中, 采用介孔分子筛 SBA-15 固定化荧光

假 单 胞 菌 脂 肪酶 (P.  fluorescens lipase,  PFL) 拆 分

(R,S)-3-氯-1-苯基丙醇 (图 1), 不仅催化效率较高、

对映体选择性强, 而且成本低廉、 环境友好, 相关研

究结果对于 (R,S)-3-氯-1-苯基丙醇酶促拆分技术的

工业化应用具有重要意义.
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图 1  介孔分子筛 SBA-15 固定化 PFL 拆分 (R,S)-3-氯-1-苯基丙醇

Fig.1 Resolution of (R,S)-3-chloro-1-phenylpropanol by SBA-15 molecular sieve immobilized PFL
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 1  实验部分

 1.1  主要试剂

PFL 为本实验室发酵生产; (R)-3-氯-1-苯基丙

醇、 (S)-3-氯-1-苯基丙醇 (阿拉丁生化试剂有限公

司, 光学纯); 乙酸乙烯酯 (梯希爱化成工业发展有限

公司, 分析纯); 介孔分子筛 SBA-15(翰隆达科技发

展 有 限 公 司);  HPLC(美 国 syltech 公 司 ,  Model
500G), 色谱柱: CHIRALCEL OD-H(日本 Daicel 公

司, 250 mm×4.6 mm, 5 μm); 其他试剂均为国产分析

纯, 所有液体试剂使用前用 0.3 nm 分子筛脱水.
 1.2  PFL 的固定化

在 100 mL 三角瓶中, 将 0.4 g PFL 溶解于 20 mL
pH=7.0 磷 酸 盐 缓 冲 液 ,  加 入 2  g 干 燥 载 体 ,  150
r·min−1、 15 ℃ 水浴振摇 6 h, 过滤后以 pH=7.0 磷酸

盐缓冲液洗涤 3 次, 冷冻干燥备用.
 1.3  PFL 催化拆分

在自制恒温间歇式反应器中加入 4.5 mL (R,S)-
3-氯-1-苯基丙醇、 5.5 mL 乙酸乙烯酯, 再按 300 U/mL
(R,S) -3-氯-1-苯基丙醇的比例加入固定化 PFL, 于
60 ℃ 下搅拌反应 28 h.
 1.4  水合盐控制体系水活度

根据参考文献 [7] 的方法, 在反应前无溶剂体

系中加入已知水活度的不同水合盐对, 于 30 ℃ 下

预平衡 24 h.
 1.5  PFL 活力测定

我们在参考文献 [8] 的基础上稍加改进 .  以
PFL 在 35 ℃、 pH=7.0 条件下 1 min 时间内水解橄

榄油释放 1 μmol 游离脂肪酸需要的酶量定义为 1
个酶活力单位 (U).
 1.6  反应转化率、 对映体过量值及选择率测定

在参考文献 [9] 基础上加以改进, 通过 HPLC
定 量 测 定.  色 谱 柱 :  CHIRALCEL  OD-H(250  mm×
4.6 mm, 5 μm); 色谱条件 :  流动相 ,  异丙醇∶正己

烷=5∶95; 流速 ,  1.0 mL·min−1;  检测波长 ,  215 nm;
柱温, 28 ℃; 进样量, 20 μL. 3-氯-1-苯基丙醇及 3-氯-
1-苯基丙醇乙酸酯的对映体过量值 (ee)、 拆分转化

率 (c) 和对映体选择率 (E) 按如下公式计算[10−11]:

ee(%) =
S −R
S +R

×100

c(%) =
eeS

eeS + eeP
×100

E =
ln[(1− c)(1− eeS )]
ln[(1− c)(1+ eeS )]

=
ln[1− c(1+ eeP)]
ln[1− c(1− eeP)]

式中, S、 R 代表 S-、 R-对映体浓度, ees、 eep 为 (S) -3-
氯-1-苯基丙醇、 (R) -3-氯-1-苯基丙醇乙酸酯的对映

体过量值, E 为酶促拆分反应选择率.

 2  结果与讨论

 2.1  SBA-15 固定化对 PFL 催化性能的影响

采用不同载体固定化 PFL, 在无溶剂体系中利

用固定化 PFL 拆分 (R,S)-3 氯-1-苯基丙醇, 结果如

表 1 所示. 由表可知, 分子筛 SBA-15 固定化 PFL 催

化的拆分反应转化率可达 49.87%, 而产物对映体过

量值 eep 也比较理想 (98.73%), 对映体选择率 (E) 则

高达 742.56, 远高于文献报道值[12−14].
 
 

表 1  固定化载体对 PFL 催化 (R,S)-3-氯-1-苯基丙醇的影响

Table 1  Effect of carrier on the resolution of (R,S) - 3-chloro-1-phenylpropanol by PFL in solvent-free system system
Carrier ees/% eep/% c/% E

Control 18.84±0.32 82.36±0.18 18.62±0.56 12.42±0.39

SBA-15 98.22±0.23 98.73±0.72 49.87±0.38 742.56±17.56

Diatomite 58.68±0.45 92.52±0.89 38.81±0.48 46.68±0.68

Silica gel 24.57±0.23 83.78±0.67 22.68±0.53 14.39±0.75

Macroporous resin 52.92±0.78 91.56±0.54 36.63±0.25 38.52±0.52

Sodium alginate 1.36±0.17 87.85±0.26 1.52±0.21 15.67±0.28

 

分子筛 SBA-15 是一种人工合成的具有排列整

齐、 孔径均匀的孔穴的多孔材料, 其孔径通常在

1~15 nm 之间. 分子筛 SBA-15 的孔穴大小与酶分

子相近, 且性质极其稳定, 孔穴内所持有的水分在为

酶分子提供使其发挥正常功能微环境的同时, 还可

以防止酶分子脱落[15]. 这些特点使其在无溶剂体系
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中应用时具有明显优势, 因此其转化率 (c) 和产物

对映体过量值 (eep) 均明显高于其它载体.
 2.2  酰基供体类型对酶促拆分反应的影响

PFL 酶促拆分 (R,S)-3 氯-1-苯基丙醇的机理, 首
先是酶与酰基供体形成酶-酰基复合体, 然后酶-酰
基复合体供体对 (R,S)-3 氯-1-苯基丙醇进行立体选

择性结合, 因此酰基供体类型势必会对酶促拆分反

应产生影响 (表 2). 结果表明, 以乙酸乙烯酯作为

酰基供体时的拆分效果最好, 转化率达到 49% 以

上, 而其它酰基供体的转化率则低得多 (<35％), 甚
至完全不发生反应. 主要原因在于, 采用乙酸乙烯酯

作为酰基供体时, 反应生成的烯醇式结构极不稳

定, 会很快转化为乙醛, 造成不可逆而利于反应向右

移动[16].
 
 

表 2  酰基供体类型对介孔分子筛 SBA-15 固定化 PFL 拆分 (R,S)-3-氯-1-苯基丙醇的影响

Table 2  Effect of acyl donor on the resolution of (R,S) - 3-chloro-1-phenylpropanol by PFL immobilized on mesoporous molecular

sieve SBA-15 in solvent-free system system
Acyl donor ees/% eep/% c/% E

Ethyl acetate − − − −

Ethyl propionate − − − −

Ethyl butyrate − − − −

Vinyl butyrate 3.16±0.27 98.11±1.36 3.12±0.18 107.59±2.32

Vinyl acetate 98.22±1.52 98.73±1.85 49.87±1.12 742.56±12.93

Vinyl propionate 47.63±0.74 97.32±1.59 32.86±0.77 124.04±2.66

Octanoate vinyl ester 20.17±0.58 97.63±1.63 17.12±0.35 101.58±2.57

Note: − indicates no reaction

 

 2.3  温度对酶促拆分反应的影响

采用介孔分子筛 SBA-15 固定化 PFL 在不同温

度条件下 (30~70 ℃) 对 (R,S)-3 氯-1-苯基丙醇进行

拆分, 考察了温度对拆分反应的影响, 结果见图 2.
由图可知, 当温度低于 60 ℃ 时, 反应转化率随温度

的升高而逐渐增加; 当温度达到 60 ℃ 时, 转化率可

达 49% 以上, 而此时 eep 高达 98% 以上, ees 也可达

95% 以上, 说明在此条件下, 酶促拆分反应的进行

较为完全, 而且立体选择性较好; 但当温度超过 60 ℃
时, 转化率随着温度的升高而迅速降低.

反应温度对固定化酶的催化表现有重要影响,
一般因酶源和固定化方法而异[17−19]. 一般认为, 温度

对固定化酶的影响主要包括 3 个方面: 传质效应、

热力学效应以及失活效应. 当温度较低时, 固定化载

体产生的传质障碍为主要不利因素, 导致拆分转化

率较低; 当温度逐渐升高时, 由于分子运动加剧, 底
物传递及产物扩散逐渐变得更为容易, 至 60 ℃ 左

右时基本可抵消这种由传质障碍带来的不利影响;
但当温度过高时, 酶分子变性失活加剧, 从而导致其

催化性能也随之下降.
 2.4  “记忆”pH 对酶促拆分反应的影响

非水体系中固定化酶的活性与 pH 的关系同固

定化前游离酶活力与 pH 的关系相似, 这种能够记

忆最后保存环境水溶液 pH 的现象 ,  称为“pH 记

忆”(pH memory), 这种 pH “记忆”性已为诸多学者

所证实[20]. 考察了“记忆”pH 对无溶剂体系中介孔分

子筛 SBA-15 固定化 PFL 拆分 (R,S)-3 氯-1-苯基丙

醇的影响, 结果见图 3. 由图可见, 拆分反应的最适
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图 2  温度对介孔分子筛 SBA-15 固定化 PFL 拆分

(R,S)-3-氯-1-苯基丙醇的影响

Fig.2 Effect of temperature on the resolution of (R,S)-3-chloro-

1-phenylpropanol by PFL immobilized on mesoporous

molecular sieve SBA-15 in solvent-free system system

(○ ees; ● eep; ▲ Conversion)
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“记忆”pH 为 7.0, 此时 PFL 拆分 (R,S)-3 氯-1-苯基

丙醇反应的转化率和 ees 均达最高值, 且 eep 一直保

持在 98% 左右; 当 pH 高于或低于 7.0 时, 都不利于

酶促反应的进行.
一般认为, pH 影响酶促反应的原因主要包括 3

个方面: 1) pH 影响酶分子活性部位上相关基团的

解离; 2) pH 影响底物分子的解离状态; 3) 过酸、 过
碱会导致酶蛋白的正确构象发生改变或变性失活.
我们通过研究发现, 在过酸与过碱条件下, 介孔分子

筛 SBA-15 固定化 PFL 的催化性能都明显下降, 推
测与酶蛋白分子的变性失活有关.
 2.5  水活度对酶促拆分反应的影响

在非水体系中, 酶能否具有催化活性和选择性

与吸附于酶分子周围的水化层, 即必需与水密切相

关[21−24]. 因此, 考察了水活度对介孔分子筛 SBA-15
固定化 PFL 拆分 (R,S)-3 氯-1-苯基丙醇的影响 (图 4).
由图可见, 当水活度较低时, 随着体系水活度的升

高, 拆分反应转化率和对映体过量值都随之增加;
当水活度增至 0.19 时, 反应转化率与对映体过量值

都达到最高值; 而当水活度高于 0.19 时, 转化率与

对映体过量值均开始降低.
通常认为, 非水相中酶分子构象的“刚柔性”与

反应体系的水活度大小密切相关[25]. 当无溶剂体系

中水活度低于最适水活度时, 酶分子的构象会由于

“刚性”过强导致酶与底物的诱导契合过程受阻而失

活; 而当体系水活度过高时, 酶分子的构象会由于

“柔性”过强而在疏水条件下发生非特异性聚集而失

活. 只有处于最适体系水活度时, 酶分子构象才会达

到动力学刚柔平衡而呈现出最大活性和最佳对映体

选择性.

 2.6  SBA-15 固定化 PFL 拆分 (R,S)- 3-氯-1-苯基丙醇

在 优 化 条 件 下,  介 孔 分 子 筛 SBA-15 固 定 化

PFL 拆分 (R,S)-3 氯-1-苯基丙醇的进程曲线见图 5.

由图可知, 在拆分反应的初始阶段, 转化率随着反应

的进行而持续升高, 在 28 h 左右时达到 49.87%, 接

近理论转化率最高值; 在整个反应过程中, 产物对

 

100

80

60

40

20

0

100

80

60

40

20

0

c
%

e
e
s 
a
n

d
 e
e
p
/%

5 6 7 8 9

pH value

图 3  “记忆”pH 对介孔分子筛 SBA-15 固定化 PFL 拆分

(R,S)-3-氯-1-苯基丙醇的影响

Fig.3 Effect of "memory" pH on the resolution of (R,S) - 3-

chloro-1-phenylpropanol by PFL immobilized on mesoporous

molecular sieve SBA-15 in solvent-free system system
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图 4  水活度对无溶剂体系中 (R,S)- 3-氯-1-苯基丙醇拆分反

应的影响

Fig.4 Effect of water activity on the resolution of (R,S) - 3-

chloro-1-phenylpropanol by PFL immobilized on mesoporous

molecular sieve SBA-15 in solvent-free system system
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图 5  无溶剂体系中 (R,S)-3-氯-1-苯基丙醇拆分反应进程

Fig.5 Time course of the resolution of (R,S) -3-chloro-1-

phenylpropanol in solvent-free system

(○ ees; ● eep; ★ Conversion; △ Conc. of (R)-3-chloro-1-

phenylpropanol acetate; ▲ Conc. of (R)-3-chloro-1-

phenylpropanol)
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映体过量值均稳定于较高水平, 只有小幅波动; 随
着反应的进行, 底物对映体过量值逐渐升高, 直至平

衡时可达到 95% 以上. 试验结果表明, 无溶剂体系

介 孔 分 子筛 SBA-15 固 定 化 PFL 生 物 催 化 拆 分

(R,S)-3 氯-1-苯基丙醇, 具有较强的催化活性和对映

体选择性, 显示了良好的应用前景.

 3  结论

无溶剂体系是近年发展起来的一种新的反应体

系, 无需添加任何溶剂作为反应介质, 不仅可以降低

生产成本, 还有利于保护环境. 在无溶剂条件下, 底
物浓度可达最大而有利于提升反应速率, 而且还可

克服溶剂对催化过程的不良影响. 酶催化具有选择

性强、 反应温和、 经济、 环保等优点, 以酶促拆分

替代传统化学拆分符合我国的产业政策, 也是我国

经济可持续发展的正确方向. 在无溶剂体系中进行

的酶促催化是符合现代工业需求的一种新的酶催化

方法, 具有底物浓度高、 反应速率快、 产物易分离

纯化、 环境友好等优点, 具有良好的应推广价值. 我
们发现, 在无溶剂体系中, 利用介孔分子筛 SBA-15
固定化 PFL 酶促拆分 (R,S)-3 氯-1-苯基丙醇, 在乙

酸乙烯酯作为酰基供体、 水活度为 0.19、 温度为

60 ℃、 “记忆”pH 为 7.0 的条件下反应 28 h, 转化率

可达 49.87%, eep 高达 98.73%, 显示了良好的应用

前景, 相关研究结果对于推动 (R,S)-3-氯-1-苯基丙

醇酶促拆分技术的工业化应用具有重要意义.
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Resolution of (R,S)-3-Chloro-1-phenylpropanol by Mesoporous
Molecular Sieve SBA-15 Immobilized Lipase in Solvent-Free System

DAI Da-zhang*, JIANG Wen-ting, XU Lu-yang
(Key Laboratory of Medical Molecule Science and Pharmaceutical Engineering, Ministry of Industry and

Information Technology, Beijing Institute of Technology, Beijing 100081, China)

Abstract: In solvent-free reaction system, the resolution of (R,S)-3-chloro-1-phenylpropanol was performed by P.
fluorescens lipase (PFL) immobilized into Mesoporous molecular sieve SBA-15. It was found that conversion (c)
of the enzymatic resolution reached 49.87%, and enantiomeric excess for the product (eep) reached 98.73%, under
the optimized conditions of using vinyl acetate as acyl donor, water activity 0.19, “memory” pH 7.0, 60 ℃ for 28 h
in  solvent-free  system,  presenting  a  good  promise  in  the  enzymatic  resolution  of  (R,S)-  3-chloro-1-
phenylpropanol.
Key words: solvent-free  system; mesoporous  molecular  sieve; immobilized  lipase; resolution; 3-chloro-1-

phenylpropanol
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