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提� 要� 以脂肪酶在正己烷中催化消旋布洛芬与正丁醇的立体选择性酯化反应为例o研究了用手性 � ��� 法

进行分析时产物及底物的峰面积变化与转化率的关系o确定了布洛芬丁酯与未反应布洛芬的峰面积 浓度响应

因子的比值o从而可通过一次进样用峰面积直接测定布洛芬的转化率和对映体过量∀
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�� 前言

Α 芳基丙酸是重要的非甾体抗炎药o在 Α 碳原

子上有一个不对称的手性中心o这类药物的活性主

要来自kn l Σ 对映体�t ∀布洛芬�kΡ o Σl u kw 异

丁基苯基l 丙酸 是其中重要的一种o目前仍以消

旋体的形式出售∀在研究制备 Σ 布洛芬方面o除用

不对称合成�u  等方法外o脂肪酶催化的消旋布洛芬

酯的水解�v  和在有机溶剂中布洛芬与醇的酯化�w 

等立体选择性过程近来也受到高度重视∀在对拆分

过程进行条件优化特别是在进行动力学研究时o需

要监测转化率和对映体过量随时间的变化进程∀手

性 � ��� 法无疑是完成这类分析的有力手段o但大

多通过k内标或外标l标准曲线对反应物或产物进

行定量∀实际上o在检测器的线性范围内o结合质量

守恒定律可以通过产物和底物的峰面积归一化求出

转化率∀这时o唯一需要事先确定的是产物和底物的

峰面积 浓度响应因子的比值o文献�x 就用这种

�自归一化法� 测定了萘普生对映体的转化率∀鉴于

此法的快捷性和准确性o我们以皱落假丝酵母

kΧανδ ιδ α ρυγ οσαl脂肪酶在正己烷中催化消旋布洛

芬与正丁醇的酯化反应为例 o在 � ¨ª¬¶kΣ oΣ l

� «̈ ®̄ st柱�y 上研究了用这种方法分析布洛芬的

拆分过程∀

�� 自归一化法原理

在紫外检测器的线性范围内o峰面积 Α 与各组

分的浓度呈正比o而反应物和产物的总摩尔浓度在

反应进程中是守恒的o因此转化率 χ可表示为

χ � Α¨Ù�Α¨ n kφ ¨Ùφ¬Ρ lΑ¬Ρ n kφ ¨Ùφ ¬ΣlΑ¬Σl  ktl

其中 φ 为峰面积 摩尔浓度响应因子o下标 ¬o ö Ρ o

Σ 分别表示布洛芬�酯和不同对映体∀

由于在本实验条件下产物酯的对映体分不开o

所以两个酯对映体只有一个峰∀这样o只要能够得到

产物与底物的响应因子之比o就可通过式ktl用峰

面积直接计算转化率∀

�� 实验部分

v t� 仪器

� � ts|s高效液相色谱仪o� � � sw st色谱工

作站∀

� � � 色谱条件

� ª̈¬¶kΣo Σl� «̈ ®̄ st手性柱o流动相为正己烷

异丙醇 乙酸 三乙胺ktxΒ {xΒ s uΒ s sxlo流速

为 s w°�Ù°¬±o测定波长为 � � uxw±° ∀

� � � 材料

消旋布洛芬和皱落假丝酵母脂肪酶k·¼³̈ ² o

{vx �¬ª°¤活力单位Ù毫克固体o在 tsvε 下用失重

法测得含水量为 y |h l购自 �¬ª°¤公司o色谱纯正

己烷和异丙醇购自天津四友公司o色谱纯乙酸�分析

纯丁醇和三乙胺购自北京试剂公司∀

� � � 消旋布洛芬的立体选择性酯化

在数个 tx°�小瓶中o 分别加入含布洛芬

kxªÙ�ouw°° ²̄Ù�l�正丁醇kx°�Ù�o xw z°° ²̄Ù�l
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的正己烷溶液 x°�o在 t ∗ usªÙ�的酶浓度范围内

加入不同量的脂肪酶后密封o放入 wsε 恒温水浴摇

床中反应o转速 txsµÙ°¬±∀经一定时间后得到不同转

化率的样品o酶浓度大的体系转化率相应较大∀取

xsΛ�样品在室温下将溶剂蒸干o然后用流动相定容

至 t°�进样分析∀用溶于流动相的已知浓度的消旋

布洛芬作外标o测定反应液中未反应布洛芬对映体

的浓度o根据各对映体浓度的减少确定转化率和底

物的对映体过量∀

�� 实验结果和讨论

w t� 布洛芬对映体及酯的色谱分离

图 �� 消旋布洛芬对映体kαl�布洛芬对映体和布洛芬丁酯kβl的色谱分离

Φιγq�� ΣεSαρατιον οφ kαl εναντιοP ερσ οφ ραχεP ιχ ιβυSροφενo kβl ν-βυτψλ

ιβυSροφεν εστερ ανδ τηε υνρεαχτεδ ιβυSροφεν εναντιοP ερσ

tq Ρ 布洛芬o u Σ 布洛芬o v kΡ n Σl 布洛芬正丁酯∀

t Ρ ¬¥̧ ³µ²©̈ ±o uqΣ ¬¥̧ ³µ²©̈ ±o vqkΡ n Σl ν ¥̧ ·¼¯¬¥̧ ³µ²©̈ ± ¶̈·̈µq

� � 布洛芬对映体和布洛芬丁酯的分离如图 t所

示o用对映体的分离度足以精确地测定对映体的纯

度∀布洛芬丁酯的对映体在本实验条件下分不开o用

色谱图上的峰面积通过式ktl只能直接计算总转化

率 χo但在底物的对映体纯度 εε¬已知的情况下o酯的

对映体纯度 εε¨可以通过 χ � εε¬Ùkεε¬n εε l̈计算∀

� � � 消旋布洛芬外标标准曲线

图 �� 消旋布洛芬作外标的布洛芬对映体标准曲线

Φιγq�� Χαλιβρατιον χυρϖε οφ ιβυSροφεν εναντιοP ερσωιτη

ραχεP ιχ ιβυSροφεν ασεξτερναλστανδαρδ

t Ρ 对映体o u Σ 对映体∀

t Ρ ¬¶²° µ̈o uqΣ ¬¶²° µ̈

图 u是用消旋布洛芬作外标的各对映体峰面

积k° � ≅̧ ¶l 浓度kªÙ�l标准曲线o显然o两对映体

的标准曲线是重合的o即 φ ¬Ρ � φ¬Σ � φ¬o经回归分析

的相关系数分别为 s ||| {和 s ||| x∀因此o在经过

立体选择性酯化以后o未反应底物的对映体过量 εε¬

可通过 Α¬Ρ 和 Α¬Σ 直接计算}

εε¬� kΑ¬Ρ p Α¬ΣlÙkΑ¬Ρ n Α¬Σl kul

� � � φεÙφ ι的实验确定k两种方法l

第一种方法o将式ktl写成如下形式}

χp t p t � kφ ¨Ùφ¬l�kΑ¬Ρ n Α¬ΣlÙΑ  ̈ kvl

用外标法测定各样品的转化率 χo 再将 kΑ¬Ρ n

Α¬ΣlÙΑ¨对kχ
p t p tl作图o得到一条斜率为 t的直线

k如图 v所示lo由式kvl得 φ ¨Ùφ¬� t∀

第二种方法o用和样品反应前浓度相同的消旋

布洛芬正己烷溶液与已知转化率为 χskxtqzyh o外

标法测定l 的反应液按体积比 P ÙνktÙuso tÙtso

tÙxo tÙuo tÙto uÙto xÙtl混合o则混合后样品的转

化率为 χ� χsÙktn P Ùνlo但该样品的转化率同样可

根据其色谱图由式ktl计算o因此下式成立}

χp t
s kt n P Ùνl p t � kφ ¨Ùφ ¬l�kΑ¬Ρ n Α¬ΣlÙΑ  ̈ kwl

图 w 是这些混合样品的 kΑ¬Ρ n Α¬ΣlÙΑ¨ 随

ktÙχslkt n P Ùνl p t的变化关系o也是一条斜率为

t的直线o由式kwl得 φ ¨Ùφ ¬� t∀因此o布洛芬丁酯和

布洛芬的峰面积 浓度响应因子相等o即酯化反应

引入的丁基不影响 � � uxw±° 的吸收o这个结果可

望能够用于布洛芬与其它烷基醇的酯化∀

� � 上述反应液混合前底物的 εε¬�由式kul计算 为

|s wzh o与不同体积比的消旋布洛芬混合k相当于

加标l 后各样品 εε¬的计算值为 �νÙkP n νl  ≅

|s wzh o各混合样品进样后由式kul测定的 εε¬对其

计算值的平均回收率为 || {h oΡ Σ∆ 为 t yh ∀
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图 � � 未反应布洛芬和布洛芬丁酯的峰面积

比kΑιΡn ΑιΣlÙΑε与kχp �p �l的关系

Φιγq� � ς αριατιον οφ τηε αρεα ρατιο οφ υνρεαχτεδ ιβυSροφεν

το ιβυSροφεν βυτψλεστερ kΑιΡn ΑιΣlÙΑε αγαινστ kχp �p �l

图 �� 改变消旋布洛芬溶液与转化率为 χ� 的反应液混合

体积比 P Ùν时kΑιΡn ΑιΣlÙΑε与�k�Ùχ�lk�n P Ùνlp � 的关系

Φιγq� � ς αριατιον οφ kΑιΡn ΑιΣlÙΑε αγαινστ

�k�Ùχ�lk�n P Ùνlp �  ατ διφφερεντ ϖολυP ε ρατιο P Ùν
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