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摘要:为了得到'"旋的 2氯基丁酸对 2--i.，基丁酸的折分边行了研究通过从猪肾中提取的氯基就化路选

择性池水解(R.日 2-N"-乙俄氨基丁政.得到了 ( 5) -2象基丁簸，旋光皮 I 21.58"(C =2.5 n附1/T. fie]) .收

丰为 71. 8%.试验结果表明最佳拆分条件为底物浓度为 O. 1 r 叶汀 ， 底物与 酶质 量比为 lOO ' l ; pH 5.R~

7 .0 ; 温度为 37 'C;反应 时间为 24 h

关键饲 酶拆分 ，就基转移酶，这将性水解川日 2 县基丁酸

中阂分 类号 06 29 . 7 1 文献标识码 ， A

2 氨基丁 酸 <2-amino-butyric acid) 具 有氨基

酸的域性，能在生前化 ‘疏化和氧化且氨等反应 ，

其分子结构中含有一个手性中u不同构型的 2

委主基丁段在化学位盾上几于没有区别，在物理性

睛上有些许差异 .2氨基丁俊是押制人体神经信息

传递的天然氨基酸，也是一种重妥的化工原科和

医药中间体，已广注应用 于药物合成【t 】 ( S ) 2 氨

基丁酸经酣化和加革还原可以制备出 ( 5) -2是基

丁醇 . (5 ) -2 氨基丁辞则 用 于抗结核药物盐政 乙接

丁碎的合成【吃]

氨基酸的拆分万法有很多. 1.氨基政的生物

合成可采用 完整的微生物细胞或从微生物 中提取

的酶作为生物催化井l进衍生物转化生物催化剂

的区域选择性强反应条件温和操作简便‘成本

较低、公害少，且能完成一些化学合成难以进行的

反应.网此该领域的研究引起了广泛的是江l3--5J

在氨基酸的生物拆分方法中，以氨基耻化酶为催

化亦l进行生物拆分是革 常且的方法之一" 汀，该酶

具有王体选择性强、底物专一性的优占，能正体选

择性地将 N乙疏 L氨基酸水解.适合于}要去外消

旋氨基酸的拆分还有文献报道了 利用求曲霉氨

基疏化酶【叫和 固 定化青草 幸耻化酶【町】 对氨基酸

或类何物进行丁拆分，都得到了较好的效果.拆分

的方法还有化学拆分法LlIJ和 高效液相包语法l叫

寺，相对这些方法而言，酶法拆分具有反应条件温

和. il; 于工业化等诸 多优点 拆分后 的 巳耽化氨基

酸可以进行消旋【 I:<- I t】 ，清旋后可再次投入拆分，从

Fig. 1 Synthe电脑route fo r CS) -aminobutyric acid

圈 1 ( S)-2 氨基τ峻的合成路线
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而提高了产丰.豆然酶法制备手性氨基酸桂为成

熟.但用它来制备手性的 2且基丁酸别没有见诸

扭导本实验首次采用从猪肾中提取出的水解

酶【时 ，制备具有重要工业价位的( 5) -2 氨基丁段 ，

主 要的工艺路线为 将混旋的氨基丁酸 (1 ) 经 乙耻

化得到眈化 2 委主基丁酸(白 ，然后周酶法拆分成化产

物(剖，革后采用 732"强酸性阳离于主换树脂分离

碍到 (5)-2氨基丁段。) . 实验路线如国 1 所示
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1. 1位器与试剂

RY 1 熔点 仪 ， 天津 市分析仪 器厂 生产 ♂ 精密

pH 计(PHS 汉:) ， 上海宙磁仪器f生产 ; TD:i f1 低

速多营架自动平衡离心机，长沙平凡仪器仪在有

限公司 生产 叶也 52C 旋转革发仪 ， 况义市于 华仪

器有限责任公司生产 p油浴锅，郑州长城科工贸业

有限公司生产 ; SHB m 循环水真空泵 ， 郑 州 长城科

工 贸业有限公司 生产 ; WZZ-2A 型 自 动旋光仪 . 上

海精密科学仪器有限公司生产

冰乙酸，分析纯 ， 天津市博边化工有限公司 生

产 3 乙後肝 . AR .湖北大学化工f生产 3猪肾，超市

寸苦
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购 买 .新鲜 ; 元水 乙碍 ， 分析纯 ， 天津博边化工有限

公司 生产 ，硫酸馁， 分析此，上海试一化学试剂有

限公司 生产 ♂氯化结.分析纯，重庆化学试剂 r 生

产 ♂ 丙 嗣，分析纯，天津市博边化工有限公司 生产§

是水.分析纯，信阳市化学试剂f生产，盐酸，分析

跑，信阳市化学试剂 r ，苟三嗣 ， 分析地.国药 某网

化学试剂有限公 司 生产 ; 73 2雷强酸性阳离子主挟

时脂，国药集团化学试剂有限公司 生产

1. 2 ( R ， S) -2- .:'叫 乙眈委主基丁酸的合成

称取<R ， S )-2 氨基丁俊 4 1. 2 剖0.4 mol)溶 于

200 TIlL 的 冰醋段 中 ， 升 温王 65 ·C 直王其 完全溶

解，待反应体系澄清后，用恒l豆涌浅揭斗匀速滴加

乙段时 66 . 6 mL(约 0. 7 moD.继续什温至 80 ·C .

恒温反应 2 h 反应 完成后 ， 将反应液减压革惚除

去冰乙酸和过量的乙酸断 ，加嚣缩水数次 ，每次约

10 mL.抽千至 出 现大量的 白 色粉状 团 体 然后加

入 100 mL 丙嗣 ， 回 流溶解后冷却给 晶 .抽埠后 用

少量丙嗣沈忿埠饼，将埠饼烘干后得到产 品.将滤

浪减压器馆后， 重复以上的操作步骤两次所得周

体主夹子后混合，产物主量 47. 2 区，收学为 81. 3 %.

1. 3 ( R. S) -2- ;\/- t. 航氨基了酸的拆分

1. ~ . 1 猪肾委主基眈化酶的提取 取新鲜去钝盾的

猪肾两个，洗净后切片 ，铺盘，漓干，质量约 200 g .放

入 10 'C的冷冻措 内冷冻 ， 均 1 h 后将冷冻的猪肾

解冻 ， 加入 1. 5 倍 于猪 肾 重 量 的 稀 L 陈水 ，在 液

〈阳% )，并加入少许氧化彷(研克证明 CoH 是眈化

酶的激活离于1 1 6 1 ) .在扭扭捣碎札内崎成 匀 草，超声

波处理 1 0 川no持匀最用离心机离心 20 min e转这

3 500 r/min) . .!f>:.上层 清淡 ，约 350 mL ， 再向清波中

加入 2倍于清液体积的 95% 乙醇及少量(约 1时硫

酸馁，静 直记淀，然 后再离心 20 min ( 转 这

3 500 r/旧时得 到 灰 色 沉淀物 向 记淀物 中 加入

100 mL丙嗣且水 ， 抽埠 ，得到灰椅色奉命本状颗粒均

20 饵 ， 即为粗酶制品 .置于 10 "c条件下保存备用

1. 3. 2 ( R ，引2-;\1 乙政氨基丁酸的拆分 称取

(I之， S) 2 :'>J 乙成氨基丁酸 4 . 3 5 g ( O. 03 mol)溶于

300 mL 的革儒水中 . 用2 moljL:-J aOH 调 节 pH=

6. 7 . 升 温 王 35 巳 ， 加 入 自 制 的 猪 肾 耻 在 酶

0. 435 g . 但湿反应 24 h 反应结束后抽边 ， 酶用 适

量的 丙嗣洗涤后放入冰箱中冷藏将埠液调节 pH

至 5. 6 ， 升温至 100 'C后 自 然冷却 ，抽法 除去 白 色

?在状物 将滤液浓缩至 100 mL. 通过 73 2 箱 强 睦性

阳离子主换树脂分离纯化，收集合(日 2 4民基丁峻

的落液1 17 1 ( tfi 三 嗣 检 测 I IS I ) . 浓 缩 至 ;:; mL. m
2 maUL 的 Hel调节 pH= 5. 56.5 'C 结 晶 .抽埠 ， 于

60C棋干 ，将 白 色 周体用50%乙碎水落液重结 晶 ，

所得产品 重量为 L 11 g. 收 字 为 7 1. 8% . 旋光 =

+ 21. 58 O( C = 2 , 5 mol/L HCl) ( 标 准值 ， ra j吉 =

+ 21. 6°)

2 结果与讨论

2.1 N 乙耻化反应

2 氨基丁酸与 乙酸珩的反应属 于双分子 亲核

取代反应 ， pH {直呈戚性有利于氨基酸类物质的乙

毗化反应 ，在磁性条件下则易生成 NH:形式，

不利于亲核试剂的进攻 反应浪的 仆H浓庄过高

会加速乙酸奸的 水 解.反反会不断地产 生乙酸和

放出 大量的热，因此反应浅的 pH值不宜过高实

验中曾丰取丁加入氢氧化的使反应体系为弱威性

的方法【'"】 ，加入两倍于氨基酸摩尔质量的 乙政所

才使得反应 完全，且生成 了大量的盐 . 经处理后得

到的产物收卒仅为 18 . 3%同时还尝试了周乙峻

的的水溶液提供战性环境，在常i显下滴加乙酸衔

的方法 ，效采也技革以上两种方法都存在一些缺

陷，且产率较低后来利用己政作溶剂.丙嗣结晶

的万法制碍了 较高收丰的(R . S) -2-N乙眈氨基丁

酸，熔点 1 3 3~ 135 ·C (文献位 1 2 9 ~ 1 30 '(丁 )

2 .2 影响酶拆分的 因幸

2.2 . 1 底物浓度和韩用 量对峙拆分的影响 猪

肾成化酶具有一般酶的通性，即底物浓庄对反应

途 斗争的彩响持合米氏方程.根据文越来1 7-8 1的报道，酶

拆分过程中所用的底物的浓度一般为 0. 1 mol/L .

并且做过底物浓庄为 0. 05 mo l/L. O. 1 mol/ I. 和

0.5 mol/L 的试验 ，结果在现酶拆分的最佳底物永

庄为 O . 1 mo l/ I.. J曾加酶的 用 量会提高反应速度 ，

但是反应速度过快又不 利 于 ( R，日 2氨基丁酸拆

分的分布进行，影响产物的尤学纯度，经研究在现

增加酶的用量对收争的帝响不明显底物与酶的

质量比对酶拆分的影响如围 2所示，当 ，叫底物) I
m (酶) ~ lω ， 1 时光 学地度最高 ( 5 ) -2 氨基丁俊

的克 学纯度【b】 ( Op l i ca l P uri t y , O. P ): O. p =

ra j
「寸主旦 1 00 % (其 中 [α]为 比旋尤庄)
LaJ 钱 。

11

94
丘 。2

1
0 贝) tOO 150 200 250 300

m，底南YnJ( ~部 )

阂 2 底物与酶的质量比对酶拆分的影响

Fi!'(. 2 Effect of the wei!'(ht ratio of Hu!>sIllnce and

enzyme on enzyme resol utω9'
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2.2. 2 p H {直对酶拆分的影响 在相同条件下 .

考事反应体革的 pH佳对酶拆分结果的帮响，结果

如国 3所示.当 pH在酸性甩围内 ， 随 pIT 值的培

加 ，产物的收卒培加当反应体系在威性范围时，

随 pH 值的精加 ，产物的收率减少 从实验结 采(围

3 )可 以看 出pH 值对酶促反应的苦响很大 ， 当pH

值过高或过低时 . 不但帮响最终产品的收卒，远带

响产品的纯度，所得产品的旋龙庄达不易'I ，~，t，这

可能是因为在过酸或过戚的条件下 ，酶活性降低.

并且旋尤性物盾有一定程度上的消旋因此呆用

猪肾耻化酶拆分 ( R ， S )-2氨基丁酸最适合的 pIT

位为 G . R ~ 7 . 0 .

I以)

，判。

相丁

"
70

。。

"4 .5 笃 。 宝 宝0.0 6.5 7.0 7.S R 丁 !I . S 9.0
pll

副 3 pH 位对..桥分的影响

F地 3 Effect of pH value on enz归DC resolut ion 2

2 .2 . 3 温度对峙拆分的影响 考察不 同反应温

度下酶拆分的效果，结采如在 1 所示由在 1 "f
知，当温庄乾低时，由于璐活较低，反应这庄缓慢，

升温可加快酶的水解速度.使〈白 2氨基丁酸的收

学增加当温度进一步什高时会伎酶蛋白变性失

沽，使得侬化效卒降他 酶促反应追度到这最大值

时的速度即为该酶的最适溢度，在实验条件下.较

适合的反应温度为 37 巳另外.温度对产品睛量

的影响不如 pH 位对产品质量的影响旦著 ， 最终产

品的旋尤度较接近标准位

表 I 温反对酶拆分的影响

T able 1 F:ff('C Tof TCK t ion t ;TJl ( , on enzyme 冒csolu rion 2

乙 西班朵基了

产丰 /% [0]付晦周量;， tFe
画庭用 量;，

4- . 35 0. 0435 25 56. 4- 19.39

4- . 35 0. 0435 28 57. 1 19. 71

4. 35 0.0435 30 60.3 20.20

1. :J5 0.0135 1号 72.3 21.21

1. :J5 0.0135 :n 7:1 . 5 21. S8

-1. 35 O.D-n s 10 62. 5 20.99

2 .2.4 反应时 间 对酶拆分 的帮响 号事不 同 反

应时 间下酶拆分的效果 ， 结 果如在 2 所示 由在 2

可知.当反应时间增加时 ，产物的尤学纯度和产丰

也升高，但超过24 h ， 产 物 的 龙学纯庄和产 丰却随

之下降时间过短，酶的折分反应不充分.伎碍产

辛和旋光庄均达不到要求，而时间过长会在生正

向和逆向的竞争反应.使得产丰和旋光庄都有所

下降 ， 因此革位折分时间为 24 h
表 2 反应时间对酶拚分的影响

r able 2 Effect of reaction temp臼ature α1 enzyme

re~ol Ul ion 2

乙..氨基丁
产丰/%商每周 受;， ιj"e ra l ii'

峻用量/民

1. :J5 O. 0135 2 51.5 16.26

1. :J5 O. 0135 5 历 3 16. 61

1. 35 0.0135 8 61. 6 17. 86

1. 35 0.0135 12 61. 8 18.96

4- . 35 O. ll435 18 67.3 20 ω

4- . 35 O. ll435 20 70. 5 21. 45

4. 35 0. 0435 " 72.6 21. 51

4.35 0. 0435 " 75. 9 20.97

3 结 f吾

本实验首次用猪肾氨基耻化酶成功地拆分 T

j昆旋的 2 氨基丁酸 ， 具体研究 了 影 响酶拆分的 因

幸通过对酶拆分方法的改进，在温庄为 37 口 , p H

值为 6 . 8~7. O .且物浓庄为0. 1 mol/L. 底物与酶

的质量比为 100 : 1，反应 时问为 21 小时.得到了

比旋光皮[α]古 = 十 2 1. 58\ 收丰为 7 1. 8% 的 ( S )

2 氨基丁酸
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Resolution of ( R ,S) -2-aminobutyr ic acid by enzyme

XIQiang ，IJI NG γ·OU-yoll .'.I N Ya-ya , 1, I .l un

( School of Chemical Engineering and Pharmacy . Wuhan Inst itu te of Technology;

Hubci Key Lab of Novel Reactor and Green Che立nieal Technulogy. Wuhan 430074. China)

Ahstract : A study was made on t h e resolution of 2 a minohutyric acid in order to o htain dcxtrogy盯 te 2

aminobutyric ac且d. ln our expe riment . ( S )-2- aminob ut yr ic acid was r esolved from ( R ,S ) -2-am ino b ut yr ic

ac id by sel ect iv e hydrolyzat io n of ( R . S ) -2-N-acyl aminobutyric ac id w hich in t h e p resence of acylase

was de r ive d fro m t he kid n ey of pi日s . T he opt ica l rOlation = I 21. 58~ (C=2 . 5~ TICI) 旧 1(1 the yie ld of

( S ) 2 aminohutyric aci d is 71. 8 % . The experim en tal res ults showed that the hest h yd rolyt ic co nd itions

are as fo llow s , the αmcentration of th e suhstrate is co ntrolled t o about O. I mol/L ; m ( subsrate ) : m

( enzym e) = 100: 1 ; p H value of reac t ion system is 6. 8~ 7. 0 ; r eaction tempera ture is 3 7 巳and re ac t io n

Iim e is 24 h

Key words: en zyme resol ution;aminoaeylase;hydrolyzation;(S) a minohutyr ic acid
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