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面包酵母催化溶剂相不对称
还原合成(R)一2一羟基一4一苯基丁酸乙酯

石玉刚， 方云， 蒋南， 夏咏梅’
(江南大学化学与材料工程学院，江苏无锡214036)

摘要：研究有机溶剂中面包酵母催化2一氧代一4一苯基丁酸乙酯(OPBE)不对称还原合成(R)一2羟

基4一苯基丁醴己酯((月)HPBE)，分别考察有机溶剂种类、初始水含量、初始底物浓度、缓冲液pH

值和添加剂等因素对OPBE转化率(CoPBE)、HPBE产率(y。PBE)及(R)一HPBE的光学纯度(ee％)的

影响。实验结果表明，乙醚为适宜反应介质，适宜pH为中性；反应初始水含量和初始底物浓度分

别以”(H20)一30 g／L、c(OPBE)=5mmol／L为佳。添加a一氯代苯乙酮(a—PC)对酵母预处理2 h

后，(R)一HPBE的ee从35．52％提高为82．25％，COpBE和yHP皿分别从75．29％和46．02％提高到

98．51％和75．82％。
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Enantioselective Synthesis of Ethyl(R)-2一Hydroxy-4一Phenylbutyrate Mediated

by Saccharomyces cerevisiae in Organic Solvents

SHI Yu—gang，FANG Yun，

(School of Chemical and Meterial Engineering，

JIANG Nan，XIA Yong—mei。

Southern Yangtze University．Wuxi 214036，China)

Abstract；The asymmetric reduction of ethyl一2一OXO一4一phenylbutyrate (OPBE) catalyzed by

bakers’yeast(Saccharomyces cerevisiae)in organic solvent to synthesize optically active ethyl一2一

hydroxy-4一phenyibutyrate(HPBE)was investigated in detail．The conditions for asymmetric

reduction were also studied．The reaction was run in aqueous dieth订ether at 30℃for 24h under

the catalysis of bakers’yeast，which preincubated for 2h in the presence of phenacyl chloride．As

a result，both higher chemical yield(78．25％)and higher stereoselectivity(82．25％ee)were

obtained at the optimum pH 7．0，dosage Of water 30 g／L and substrate concentration 5 mmol／L，

respectively．

Key words：Saccharomyces cerevisiae；asymmetric reduction；chiral ethyl一2一hydroxy一4一
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angiotensin converting enzyme)抑制剂的关键手性

中间体。由于(R)一HPBE在该类药物合成中的重

要性，众多学者报道了大量的制备方法“]。微生物

细胞内酶催化的氧化还原反应在手性药物或中间

体的生物不对称合成方面有着重要的应用价值。

面包酵母(Bakers’yeast，Saccharomyces cerevisi一

“e)内含有大量氧化还原酶(如醇脱氢酶)和完备的

辅酶再生系统，利用面包酵母对一些前手性羰基化

合物直接进行不对称还原，获得高光学纯度的手性

OPBE

1材料与方法

2C2Hj—Baker—s‘Yeast
30℃．24h

醇作为手性药物“砌块”，越来越引起人们的兴

趣‘“。

作者以2一氧代一4一苯基丁酸乙酯(OPBE)为前手

性底物，用Saccharomyces cerevisiae催化溶剂相不

对称还原合成(R)一HPBE(Scheme 1)。在平底酶

反应器中考察面包酵母在有机溶剂相中的催化性

能，初步探讨环境因子对底物OPBE转化率、HPBE

得率和(R)一HPBE对映体过量值(ee％)的影响。反

应式如下所示。

1．1试剂与仪器

Saccharomyces cerevi』iae：桃花包点干酵母，

梅山一马利酵母有限公司产品；p于吖，r一天h dry

yeast：才1j工y夕，p酵母工棠株式会社产品；

OPBE，纯度99％，武进卫星化学试剂厂产品；(R)一

HPBE，纯度99％，ALDRICH化学公司产品；a一氯

代苯乙酮(a-PC)，纯度99％，常州市江南医药原料

厂产品；其余试剂均为分析纯，中国医药(集团)上

海化学试剂公司产品。95—1型磁热搅拌器：上海医

用仪器厂产品；R201型旋转蒸发器：上海申生科技

有限公司产品；GC9790型气相色谱分析仪：福立分

析仪器有限公司产品；Trace MS_GC联用仪：

FINNIGAN仪器公司产品。

1．2合成与分析方法

称取约0．2 gOPBE与50mL选定溶剂置于带

有水浴恒温，磁力搅拌和冷凝回流装置的50 mL平

底酶反应器中，混合均匀并升温至30℃，加入干面

包酵母50 mg／mL搅拌下计时反应。反应结束后，

过滤去除酵母，加入5 g无水硫酸钠干燥3 h后滤

除干燥剂，残液经减压蒸馏除去溶荆得到HPBE粗

产物。产物GC分析条件：CP-Chirasil-Dex CB手

性柱(25 nl×0．32 mm×0．25Ⅱm)；载气氮气流量

2．5 mL／min；色谱柱／进样器／检测器温度为160／

250／250℃；进样量0．2／aL，分流比1：i00；氢离子

火焰检测器。用面积归一化法计算OPBE转化率

(c∞Ⅱ)及HPBE产率(yHm)；根据手性GC中两

种对映体的峰面积比计算对映体纯度，以对映体过

co：c皿+严、／^＼／“CO。c飙U
但)一HPBE 圆一tlPBE

量值(ee％一(AR-As)／(A。+As))表征。

2结果与讨论

2．1有机溶剂及初始加水量的影响

面包酵母在不同种类有机溶剂中的催化效果

如表1所示。

表1有机溶剂对面包酵母催化不对称还原OPBE的影响

Tab,1 The reselt of asymmetric reductionofOPBElndiffer-

ent organic solvents

日本东方酵母50 g／L．c(OPBE)一20 mmol／L，30℃，24 h

注：正、负分别表示对应(R)一构型和(s)一构型

w(H20)为30 g／L时，正己烷、丙酮、苯、乙醚

中的产物ee％都为正值，其余为负值。据信，介质

∥
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改变导致酶分子立体选择性翻转可能是极性改变

使酶分子中疏水性氨基酸残基和亲水性氨基酸残

基的位置发生较大变化使然o]。此外，初始水含量

对酶的立体选择性也有影响“]，”(H：O)为零时，只

有乙醚中发生不对称还原反应且ee“和产率很低；

"(H。o)一30 g／L时，醚类溶剂如异丙醚和乙醚或

烃类溶剂石油醚中，yHPn较高(≥50％)但只有乙醚

中(R)一HPBE含量略占优势(PP％一7．93)；苯中

ee％比乙醚的高但y。m较低，说明对活性位点的抑

制作用较强o]。溶剂极性(19 P)被用来衡量酶与有

机溶剂分子的兼容性“’7]，作者实验表明，面包酵母

在疏水性中等的醚类溶剂中y。。和(R)一HPBE选

择性都较好。图1表明，反应体系中加入适量水充

当润滑剂可使酶维持催化活性所需要的柔性，w

(H。O)增加到35 g／L时酵母在乙醚溶剂中由颗粒

状变为粘稠状，发生传质困难，使得c0PBE和y一一均
下降。综合考虑cmm、ynm和eP％，选择适宜w

(H20)为30 g／L。

Fig．1 Effect of initial water content on the reaction

2．2初始底物浓度的影响

生物催化还原反应中底物浓度有时会对反应

产生较大影响口棚，表2为初始底物浓度c(OPBE)

对还原反应的影响。实验结果表明，随着底物浓度

的增加，不对称还原反应的(R)一HPBE的ee％、

c0PⅡ和yHP雎都随之下降。当c(OPBE)由5 mmol／

L增加至20 mmo／L时，PP“由41．78％降至

7．93％，说明底物对面包酵母催化生成(R)一HPBE

的活性中心的抑制作用大于对生成(s)构型的活性

中心的作用；co眦和yH眦由98．15蹦和77．77％降

至64．39蹦和49．94蹦，说明底物浓度过高对该面包

酵母有毒害作用，对其氧化还原酶的活力有一定抑

制作用。

2．3 pH值的影响

配制不同初始pH值的缓冲液，考察pH值对

Cwm、Yrren和(R)一HPBE的ee“的影响，结果见图

2。在本实验的pH值范围内，Cot=、yw，n和(R)一

HPBE的ee％值随pH变化趋势基本一致。当pH

一6．5时，c0PⅡ和yHPⅡ都达到最大。当pH一5时，

酵母还原的产物中(S)构型占优势，随着pH值增

加，(s)构型产物逐渐减少，(R)构型产物增加，ee％

值由负转正。由于酶是两性化合物，分子中存在着

许多羧基和氨基等酸性或碱性基团，pH值的改变

将会影响其电离，从而改变酶的空间构象并进而影

响酶的活性和选择性。从图2可以看出过高或过

低的pH值都对反应不利，最适pH值接近中性。

因此，在反应研究过程中以加入去离子水来维持酶

的催化活性。

表2初始底物浓度对还原反应的影响

Tab．2 Effect of snbstrate concentration on the reaction

℃．24 h

pH

日本东方酵母50 g／L，c(OPBE)一5 mmol／L，己醚，叫(H20)

=30 g／L．30℃．24 h

图2 ptI值的影响

Fig．2 Effect of pH oB the reaction

2．4底物结构的影响

将OPBE水解成酸，再用异丙醇酯化，得到2一

氧代一4一苯基丁酸异丙酯作为前手性底物进行不对

称还原。实验结果表明：与乙酯底物相比，在日本

东方酵母加入量50 g／L，C(OPBE)一5 mmol／L，乙

醚，W(H20)=30 g／L，30℃条件下反应24 h后，

PP％从35．52％降到一4．59％，Corse和yHPⅡ分别从

75．29％和46．02％降到15％和10％。不同底物结

构有可能造成酶催化活性和选择性的改变，催化活

性和选择性显著降低的原因预计是因为异丙酯的

体积比乙酯大，受空间位阻的影响，酶的活性中心

难以与底物结合，降低了酶的催化活性和选择性。

2．5优化条件下c。一y。。和口P％值的时间进程
取上述优化条件组合，考察c0P％、ywm和(尺)一
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HPBE的ee％值随反应时间的变化(图3)。CoPBE

和yj一在开始阶段增大均较为迅速，反应至15 h

已接近最大值。与在水相中反应比较“⋯，溶剂相反

应虽未发生HPBE的明显水解，但并不能完全阻止

原料OPBE分解生成副产物苯丙醇(PPN)。
100

芎80
；60
《40

J：。
0
0 5 10 15 20 25

时间，h

日本东方酵母50 g／L-c(OPBE)=5mmol／L·乙醚，训(H20)

=30 g／L，30℃

圈3面包酵母催化溶剂相不对称还原反应的时间进程

H备3 Time∞uⅢof asymmetric reduction

2．6添加剂对手性选择性的影响

上述实验结果表明即使在优化条件下(R)一

HPBE的手性选择性仍然偏低，因此有必要考虑通

过添加剂的方式加以改善，文献报道⋯]n一氯代苯乙

酮(a-PC)具有改善酵母不对称还原选择性的功能。

在50mL乙醚和1．25 mL去离子水中加入变化量

的添加剂a-PC，在带有水浴加热、磁力搅拌和冷凝

回流装置的平底酶反应器中混合均匀并升温至30

℃后加人干面包酵母，磁力搅拌2 h后加入0．052 g

OPBE，反应24 h后结束反应，考察添加剂浓度对该

生物催化还原反应的影响，结果如表3所示。体系

中未添加o-PC时还原反应的COpBE、YwPB芭和(R)一

HPBE的ee％均较低。当a-PC质量浓度为8 g／L

时，还原反应的COPnE(>98％)、YHP日E(>75％)达到

最佳值，同时(R)一HPBE的光学纯度较高(∞％>

82)。但继续增加添加剂质量浓度，co一一YHPB和
(R)-HPBE的PP％都明显降低。这种浓度效应可

以解释为a-PC与前手性底物OPBE在结构上较为

相似，在预处理面包酵母过程中适量的O-PC与酵

参考文献：

母细胞中催化(s)构型的活性位优先结合，因而在

随后的还原反应中与OPBE结合的主要是酵母细

胞中催化(R)构型的活性位，从而提高了生物还原

反应的立体选择性；过量添加剂会进一步占据酵母

细胞中催化(R)构型的活性位，影响随后前手性底

物与酵母细胞中催化(R)构型的活性位结合，降低

了酶的催化活性并使该反应的立体选择性也降低。

表3添加剂质量浓度对反应的影响

Tab．3 Effect of addttive concentvations 011 the reaction

a⋯-wt．：c0PBE／％ yH雎E／“ P}／％ 构型

75．29

95．48

95．87

97．7Z

97．95

98．51

89．53

46．0

70．26

70．65

70．70

74．48

75．82

65．08

235．52 R

58．59 R

61．88 R

63．48 R

75．47 R

82．25 R

66．94 ．R

12 87．51 62．90 57．22 旦

w(H：o)=25 g／L，30℃，24 h

3结论

通过对面包酵母催化溶剂相不对称还原OPBE

生成(R)·HPBE的研究．得出以下结论：疏水性质

不同的各种有机溶剂中还原反应的G”BE、ywm和

(R)一HPBE的ee％均不同，乙醚为适宜反应介质但

必须同时添加适量水。用口一PC对酵母预处理2 h

后，各项指标明显提高。在日本东方酵母加入量50

g／L，c(OPBE)一5 mmol／L。乙醚，w(H20)一30

g／L，30℃下反应时间24 h的适宜条件下，(R)一

HPBE的Fe“明显从35．52％提高到82．25％，

c0P％和yHM分别从75．29％和46．02％提高到

98．51％和75．82％。
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3结论

1)预湿润处理可缩短白蘑菇的预冷时间，水分

添加量为样品质量4％、5％和6％的样品，其预冷时

参考文献：

间仅为对照样的一半左右，预湿润处理不仅提高了

产品质量而且节约了能源。

2)样品处理量为4 kg时，综合考虑各项理化

指标，水分添加量为样品总质量的5％时，样品的贮

藏效果较好。
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