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摘 要：L一苯基乙酰基甲醇(L—phenylacetylcarbinol，L—PAC)是合成麻黄碱等药物的重要手性中

间体。利用酵母生物催化法合成L—PAC；采用制备型高效制备液相色谱(RP—HPLC)纯化转化产

物，获得高纯度的L—PAC(纯度>99％)；采用紫外光谱、红外光谱、旋光、核磁共振及高分辨质谱等

技术手段对分离产物进行了结构鉴定。
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Abstract：L—phenylacetylcarbinol(L—PAC)is an important chiral intermediate for ephedrine and

pseudoephedrine synthesis． In this study， L—PAC could produced from pyruVate and

benzaldehvde by Saccharomyces cerevisiae． Then the crude extract of the bio—resultant was

purified using preparative reversed—phase high performance liquid chromatography to achieVe

purified L—PAC．The result from H PI。C chromatogram，which equipped with UV detector at the

wave length of 283 nm，indicated that the purity of the purified L—PAC was over 99％．The ultra

vi01et absorbance(UV)，infrared(IR)，specific rotation，nuclear magnetic resonance(NMR)

and mass spectrometry(MS)was further used to identify the structure of L—PAC．

1‘ey words：Preparative reversed—phase high performance“quid chromatography(PreparatiVe RP—

HPLC)，L—phenylacetylcarbinol，ephedrine，pseudoephedrine

L一苯基乙酰基甲醇(L—PAC)又称1-羟基一1．苯

基丙酮(1一hydroxy一1一phenylacetone)、a一羟基苯基甲

基酮(a—hydroxy benzyl methyl ketone)，是一种化

学性质十分活泼的邻位羟基酮类化合物，易形成分

子内和分子间半缩酮类环状化合物[1|。其结构见

图1。

L—PAC是一种重要的有机合成手性中间体，在

制药业作为前体用来合成L一麻黄碱(L—ephedrine)、

D伪麻黄碱(ppseudoephedrine)比o，以及安非他命

(amphetamine)、苯胺和苯丙胺等药物[3]。利用生
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图l L-PAC的化学结构

Fig．1 ChemicaI structure 0f L—PAC moIecule

物转化法，以苯甲醛和丙酮酸为底物经酵母发酵，

能生成高光学纯度的L—PAC[4]。与化学合成法相

比，生物转化法具有环境友好、产物光学纯度高等

优点，避免了化学合成外消旋产物的手性分离这一

复杂过程，具有良好应用前景，是未来的发展方向。

在L—PAC的分离纯化和鉴定方面，目前除德

国巴斯夫公司拥有高纯度的L—PAC对照品(非卖

品)外[5]，几乎所有研究者都必须自行纯化L—PAC。

虽然L—PAC已被发现80多年，但其分离纯化方法

却没有大的改进，都较为复杂[1一-7]。一般先用等

体积的乙醚抽提转化产物3～5次；再用NaHC0。

除去酸；然后加入偏亚硫酸氢钠(sodium metabisu卜

phite)结合其中的醛和醇；乙醚洗涤后再用固体

NaHCO。释放醛和醇；最后再经两次硅胶柱分离，十

分繁琐。作者利用生物转化法合成L—PAC，利用制

备型HPLC(RP—HPLC)分离纯化转化产物，及对纯

化的L_PAC的结构进行了鉴定。

1材料与方法

1．1 器材

LC一10 AD分析型高效液相色谱仪，LC一6 AD

制备型高效液相色谱仪，SPnMl0A紫外检测器，

均为日本Shimadzu Co制；NEXUS 470 FT—IR傅

立叶红外光谱仪，美国Nicolet Co制；AVANCE

600型核磁共振仪，瑞士Bruker Co制，内标为四甲

基硅(TMS)；GCT高分辨气相色谱一质谱联用仪

(EI+model，TOF)，英国MarcoMass Co制。

冰醋酸、乙腈为市售色谱纯；其他试剂均为市售

分析纯。活性干酵母，安琪酵母股份有限公司提供。

1．2 L—PAC的生物转化

2 g活性干酵母置于20 mL KH。Po。缓冲液

(50 mm01／L)中，30℃220 r／min振摇活化2 h后，

12 000 r／min离心10 min，去上清液。KH2P0。缓

冲液洗涤湿菌体1次，12 000 r／min离心10 min，收

集湿菌体。加入48 mL转化原液(50 mmol／L KHz

PO。，180 mmol／L丙酮酸钠，调pH至6．O)重悬菌

体，30℃静置1 h后，加入苯甲醛(终浓度为

60 mmol／L)，30℃220 r／min振摇12 h，12 000 r／

min离心10 min，收集上清液。

1．3 L—PAC的制备色谱分离

1．3．1 一次制备分离 色谱条件为：HiQ sil C。。一

10色谱柱(5址m，250 mm×lo mm)；流动相：乙腈一

体积分数o．5％醋酸水溶液(体积比3：7)；体积流

量：5 mL／min；检测波长为283 nm；柱温为室温；进

样量为300“L。

1．3．2 二次制备分离 色谱条件为：HiQ sil C。8—

10色谱柱(5“m，250 mm×10 mm)；流动相：乙腈一

体积分数o．5％醋酸水溶液(体积比2：8)；体积流

量：5 mL／min；检测波长为283 nm；柱温为室温；进

样量为1 200“L。

流动相在使用前经0．45“m微孔滤膜抽滤，超

声脱气。

1．4 L-PAC的鉴定

1．4．1 L．PAC的色谱鉴定分析型高效液相的色

谱条件：100一5 C18色谱柱(250 mm×4．6 mm，

5肚m)；流动相：乙腈一体积分数0．5％醋酸水溶液

(体积比3：7)；体积流量1 mL／min；检测波长

283 nm；柱温为室温；进样量为20“L。

1．4．2 L—PAC的结构鉴定 采用UV、IR、旋光、

NMR、GC—MS检测，确定其化学结构。

2结果与讨论

2．1 L—PAC的生物转化和抽提

按1．2所述方法进行L—PAC生物转化，转化产

物进行分析型HPLC检测。结果见图2，表明在该

色谱检测条件下，转化液中至少含有9种物质。

O 5 10 15 20 25 30 35 40

时间／min

图2 L-PAC生物转化液的高效液相色谱图

Fig． 2 HPLC Chromatogram of the L-PAC

bjotransfb唧atjon medium

由于L—PAC易溶于多种有机溶剂，综合溶解

度、回收率、毒性、成本等因素，最终确定以乙醚为
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抽提溶剂，等体积抽提4次能完全抽提。转化液用

等体积的乙醚萃取4次，合并有机相，减压蒸发至

5～lo mL，4℃避光保存。

2．2 L—PAC色谱分离

由1．2所述方法所得到的转化液样品经乙醚

抽提浓缩，浓缩样品经0．2弘m微孔滤膜过滤，作为

一次制备色谱用样品液。按1．3所述方法进行一

次制备，根据检测结果收集相应流出液，收集得到

A馏分(见图3)，减压旋转蒸发至15 mL。

l 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1l 12 13 14 15

时间，min

图3 乙醚抽提样品的制备液相色谱图

Fig．3 PreparatiVe RP-HPLC chromatogram of the

ether extracted sample

浓缩后的A馏分经0．2"m微孑L滤膜过滤后，

作为二次制备色谱用样品液。按1．3所述方法进

行二次制备，根据检测结果收集相应流出液，收集

得到化合物工(图4)，40℃减压蒸干。
I

O 2 4 6 8 lO 12 14 16

时间／min

图4 A馏分的制备液相色谱图

Fig．4 PreparatjVe RP‘HPLC chromatOgram 0f the

component A

在采用高效制备液相色谱法进行物质的分离

纯化时，不但要求所分离的物质有较好的分离度，

而且要求进样量大、收率高、实验运行时间短，以降

低运行成本‘8‘。适当增加流动相中水的比例，可提

高色谱峰的分离度，但水量过多，制备时间过长。

本实验中尝试了梯度洗脱(M。)、体积分数10％乙

腈(M：)、20％乙腈(M。)、25％乙腈(M。)、30％乙

腈(Ms)的等度洗脱，进行二次液相分离(图5)，发

现以乙腈一体积分数O．5％醋酸水溶液(体积比3：

7)进行一次制备，收集样品再经乙腈一体积分数

O．5％醋酸水溶液(体积比2：8)进行二次制备后，

能获得最佳的分离效果。两次制备体积流量均为

5 mL／min，制备分离在20 min内完成。每次处理

1 L生物转化液，回收率为15％(见表1)。

表l L．苯基乙酰基甲醇分离纯化过程的纯度及回收率

Tab．1 The purity and recovery 0f L-PAC in the purification

proc鹤s

JL
0 5 lO 15 20 25 30

时间／min
(a)

Ml：梯度洗脱，乙腈体积分数由10％缓慢提高至25％

0 5 lO 15 20 25

时间／min

(b)

M2：等度洗脱．乙腈一体积分数o．5％醋酸水溶液(体积比10：90，)

0 5 10 l 5 20 25

时间／min

(c)

M 3：等度洗脱．乙腈一体积分数0．5％醋酸水溶液(体积比20；80)
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、l

O 5 lO 15 20 25

时间／min

(d)

M4：等度洗脱，乙腈一体积分数o．5％醋酸水溶液(体积比25：75)

凡

0 5 lO 15 20 25

时间／min

(e)

^毛：等度洗脱。乙腈一体积分数O．5％醋酸水溶液(体积比30：70)

图5不同洗脱条件下A馏分的高效液相色谱分离图

F．g．5 HPLC Chromatogram 0f component A呻der

varjous elution cOnditiOns

2．3 L-PAC色谱鉴定

对化合物I进行分析型高效液相色谱检测。

图6为化合物I的分析型HPLC分离图。经峰面

积归～法计算，此化合物纯度为99．15％，保留时间

为10．17 min。
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图6化合物I的高效液相色谱分离图

Fig．6 HPLC chromato旷am of compound I

2．4 L—PAC结构鉴定

对化合物I进行物性和化学鉴定，以及UV、

IR、旋光、NMR、GC—MS等光谱学鉴定。化合物I

外观为黄绿色油状物，溶于乙醚、氯仿、乙酸乙酯、

二氯乙烷、甲醇、乙醇等溶剂，温度高易发生结构变

化；a一萘酚一肌酸反应呈紫红色；UV A搿“=
252 nm，A。h一282 nm；IR(KBr)v。，(cm。1)：3 445

(OH)，3 031(Ph)，1 716(C=O)，1 600(Ph)，1 091

(CH。)，见图7；旋光测定结果：[a]哿为一294。(体

积分数2％无水乙醇)；”C—NMR(CDC。3)8：25．294

(C一3)，80．136(C一1)，127．372(C一4’)，128．898(c-

3’，5’)，129．043(C一2’，6’)，134．641(C-1’)，

207．160(C一2)，见图8；TOF EI+MS(m／2)：

150．069 4(分子式为C。H。。O。)，与理论计算值

150．068 1吻合，与高分辨率GC—MS谱库中标准谱

图比对一致。根据以上数据，确定化合物I为L一苯

基乙酰基甲醇。

4000 3 000 2 000 l 500 l 000 500

波数／cm。1

图7 化合物I的红外光谱图

Fig．7 lR absorption of compound I
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图8 化合物I的”c NMR

Fig．8 13C NMR of c帅pound I

本次实验中纯化所得的L_PAc的[口]智为一294。 速地获得高纯度的化合物单体，避免了反复进行柱

(体积分数2％无水乙醇)，而之前文献报道嘲的 色谱分离造成的样品损失及大量的时间浪费，且操

L-PAC的[口]哿为一107。(体积分数2％无水乙醇)。 作简便，设备简单，制备出的产品纯度高，可作对照

表明本实验获得的L-PAC对照品光学纯度更高。 品。由于至今国内尚无L-PAC的对照品，本实验

． ．． ．
中首次采用制备型高效液相色谱分离纯化L—PAC，

J 绚 甩
经HPLC归一化法检测，单体纯度达99．15％，符合

生物转化法制备L—PAC绿色环保、工艺简单。 要求，并对其结构进行了鉴定。本课题为生物转化

高效制备液相色谱法分离制备化合物，能高效、快 生产L—PAC的进一步产业化研究打下了基础。
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