
 2009 年第 67 卷 化 学 学 报 Vol. 67, 2009 
第 11 期, 1252～1258 ACTA CHIMICA SINICA No. 11, 1252～1258 

 
 * E-mail: zaijunli@263.net 

Received September 28, 2008; revised January 10, 2009; accepted February 17, 2009. 
国家自然科学基金(Nos. 20771045 和 20676052)、国家高技术计划“863” (2007AA10Z428)、浙江省自然科学基金(No. Y407321)和江苏省“青蓝工程”
资助项目. 

·研究论文· 

新型对称烷基咪唑离子液体介质中酶催化合成 l-乙酸薄荷酯 

李  明 a    方银军 b    李在均*,a,b    任国晓 b 
黄亚茹 b    单海霞 a    党万雪 a 

(a江南大学化学与材料工程学院  无锡 214122) 
(b 浙江赞宇科技股份有限公司  杭州 310030) 

摘要  设计合成三种新型对称烷基咪唑六氟磷酸盐离子液体——1,3-二正丁基咪唑六氟磷酸盐([DnBIM][PF6]), 1,3-二
异丁基咪唑六氟磷酸盐([DiBIM][PF6])和 1,3-二仲丁基咪唑六氟磷酸盐([DsBIM][PF6]). 以脂肪酶 pseudomonas cepacia
催化 l-薄荷醇和乙酸酐的酯化过程为模型反应, 分别考察不同介质中酶的活性、反应性和稳定性, 结果表明作为反应介

质三种新型离子液体均优于经典离子液体 1-正丁基-3-甲基咪唑六氟磷酸盐和有机溶剂正己烷. 在三种新的离子液体

中, [DiBIM][PF6]具有 好的亲生物性而被选择作为模型反应介质. 此外, 影响 l-薄荷醇转化率的各种因素(包括反应温

度、底物投料比、离子液体用量和含水量)及酶的重复利用性也被详细研究. 在 佳反应条件下, l-薄荷醇转化率达到

97.4%, 酶促反应速度、平衡转化率和半衰期分别是正己烷中的 12.7, 4.6 和 15.1 倍. 脂肪酶重复使用 10 次后催化活性

没有明显减少. 由于三种新型离子液体互为同分异构体, 以上事实还表明除憎水性和亲核性以外离子液体的空间构型

也是影响酶行为的一个重要因素.  
关键词  离子液体; 脂肪酶; 薄荷醇; 乙酸薄荷酯 
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Abstract  Three new symmetrical 1,3-dialkylimidazolium ionic liquids including 1,3-di(n-butyl)imida- 
zolium hexafluorophosphate ([DnBIM][PF6]), 1,3-di(iso-butyl)imidazolium hexafluorophosphate ([Di-
BIM][PF6]) and 1,3-di(s-butyl)imidazolium hexafluorophosphate ([DsBIM][PF6]) were designed and syn-
thesized. The esterification reaction of l-menthol with acetic anhydride catalyzed by Pseudomonas cepacia 
lipase was used as a model reaction to investigate the activity, reactivity and stability of the lipase in differ-
ent media. The results indicated that the new ionic liquids as reaction medium were obviously better than 
classical ionic liquid 1-butyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphate and organic solvent hexane. Among 
these, the [DiBIM][PF6] is of best biocompatibility and was then selected as medium of the model reaction. 
Moreover, various factors on the conversion of l-menthol including reaction temperature, molar ratio of the 
two substrates, the amounts of the ionic liquid, water content and reuse of the lipase were investigated in de-
tail. Under optimal reaction conditions, the conversion of l-menthol was about 97.4%. Its initial reaction 
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rate, the equilibrium conversion of l-menthol and the half-lifetime of the lipase in the [DiBIM][PF6] medium 
were about 12.7, 4.6 and 15.1-fold those obtained in hexane. Because the three ionic liquids used in the 
study are isomeric compounds, the fact also confirmed that besides hydrophobicity and nucleophilicity the 
spatial configuration of ionic liquids should be considered a key factor effecting enzyme performance in 
ionic liquid. 
Keywords  ionic liquid; lipase; menthol; menthyl acetate  

香料的生理作用是通过与体内大分子之间严格的

手性识别和匹配来实现的, 在许多情况下化合物的某一

对映体在生物体内的生理活性、代谢过程、代谢速率及

毒性等均存在显著差异. 如 l-薄荷醇的酯具有明显的清

凉效果, 而这种性质在其他异构体中几乎不存在, 正是

这种生理作用上的区别使 l-薄荷醇的酯的价值远远高于

d-薄荷醇的酯和外消旋混合物[1]. 因此, l-薄荷醇及其酯

已成为重要的香料成分, 广泛应用于食品、烟草、医药

和化妆品等领域[2]. 近年来, 生物酶催化合成 l-薄荷醇

及其酯化合物受到广泛关注, 但现用的有机溶剂介质不

能提供酶反应所需要的特殊微环境, 不仅导致产率较

低, 而且带来环境污染[3].  
室温离子液体是一种环境友好的绿色溶剂, 它可替

代易挥发性有机溶剂而广泛应用于非水生物催化过 
程[4,5]. 然而, 离子液体与酶的相互作用是极其复杂的, 
酶在离子液体中表现为活性、稳定性和选择性的增

加、保持或丧失[6～8]. 现代生物化学研究表明, 一个酶

友好反应介质既可保持酶活性中心构型基本稳定, 又具

有让酶行为正常发挥所必需的微环境. 因此, 寻找离子

液体结构、性质及对酶行为的影响三者关系的规律性至

关重要. 在前期工作中, 我们成功开发出系列 1-烷基-3-
甲基咪唑类离子液体, 并应用于生物催化的转酯反应研

究, 结果清楚地显示离子液体中阳离子构型对酶行为具

有显著的影响[9]. 然而, 由于此类离子液体憎水性不够, 
应用于生物催化合成 l-乙酸薄荷酯的反应效果并不理

想. 为了解决这一问题, 我们设计合成了三种新型对称

性烷基咪唑六氟磷酸盐室温离子液体——1,3-二正丁基

咪唑六氟磷酸盐([DnBIM][PF6]), 1,3-二异丁基咪唑六氟

磷酸盐([DiBIM][PF6])和 1,3-二仲丁基咪唑六氟磷酸盐

([DsBIM][PF6]). 以脂肪酶催化合成 l-乙酸薄荷酯为模

型反应, 考察不同离子液体中酶的活性、反应性和稳定

性. 实验表明, 酶在三种新的离子液体中均具有比有机

溶剂正己烷和常用离子液体 1-正丁基-3-甲基咪唑六氟

磷酸盐更高的催化性能, 尤其以离子液体[DiBIM][PF6]
佳. 在[DiBIM][PF6]介质中, l-薄荷醇转化率 高可达

97.4%, 明显高于文献报道值[5].  

1  实验部分 

1.1  主要仪器与试剂 

HH-S 数显温控仪(金坛市医疗仪器厂); R-201 旋转

蒸发器(上海申顺生物科技有限公司); SHZ-3 型循环水

多用真空泵(河南省巩义市亚光仪器厂); SHA-C 型水浴

恒温振荡器(金坛市医疗仪器厂); 9790 型气相色谱仪(温
岭市福立分析仪器有限公司); RNDV-3 型流变仪(美国

Brook-field 公司); FTLA2000 型傅利叶红外光谱分析仪

(美国 ABB 公司); UNITY INOVA 400 型核磁氢谱分析

仪(美国瓦里安公司); vario ELIII 型元素分析仪(德国

Elementer 公司).  
脂肪酶 PCL, 购于 SIGMA 公司(上海); l-薄荷醇(≥

98%, 上海香料总厂); 1-正丁基-3-甲基咪唑六氟磷酸盐

([BMIM][PF6])(≥99%, 按文献方法自制[9]); N-三甲基硅

烷基咪唑、溴代正丁烷、溴代异丁烷、溴代仲丁烷和六

氟磷酸钾均为化学纯(国药集团化学试剂有限公司); 其
它试剂均为分析纯(国药集团化学试剂有限公司).  

1.2  离子液体的合成 

在 500 mL 三口烧瓶中加入 100 mL (0.92 mol) N-三
甲基硅咪唑和 197 mL (1.84 mol)溴代正丁烷, 开启电动

搅拌器, 缓慢升温至70 ℃并保温反应48 h, 得到黄色粘

稠液体溴代 1,3-二正丁基咪唑(简称[DnBIM][Br]). 将
[DnBIM][Br]转移至 2000 mL 烧杯中, 加入 1000 mL 去

离子水, 开启电动搅拌器, 分批加入 169 g (0.92 mol)六
氟磷酸钾, 室温下搅拌 4 h. 弃去水相, 用去离子水反复

洗涤离子液体, 直至用AgNO3溶液检验无沉淀为止. 经
浓缩、真空干燥得无色透明液体[DnBIM][PF6], 总产率

为 60%. [DiBIM][PF6]和[DsBIM][PF6]按上述相似方法

合成, 仅用溴代异丁烷或溴代仲丁烷替代溴代正丁烷, 
它们的产率分别为 57%和 55%.  

1.3  l-乙酸薄荷酯的合成 

在 25 mL 具塞锥形瓶中, 依次加入 1.5 g (9.6 mmol) 
l-薄荷醇, 1.0 mL 离子液体(或正己烷), 910 µL (9.6 
mmol)乙酸酐和 30 mg 的脂肪酶 PCL. 将具塞锥形瓶置

于水浴恒温振荡器中, 控制温度为 35 , ℃ 转速为 180 
r/min, 在一定时间间隔取样 10 µL, 加入 400 µL 正己烷
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萃取. 萃取液加入一定量内标(乙酸苄酯)后用气相色谱

进行分析.  

1.4  气相色谱条件 

色谱柱为 SE-54(30 m×0.32 mm×0.25 µm), FID 检

测器; 柱温 170 ; ℃ 进样器与检测器温度为 300 ; ℃ 载

气为氮气; 尾吹 30 mL/min; 分流比 1∶50. 保留时间分

别为: l-乙酸薄荷酯 2.89 min, l-薄荷醇 3.24 min, 乙酸苄

酯(内标) 3.81 min. 采用内标法标定反应混合物中酯的

含量, 计算转化率.  

1.5  酶的半衰期测定 

在25 mL具塞锥形瓶中, 加入1.0 mL离子液体或正

己烷和 30 mg 的脂肪酶 PCL, 于 35 ℃水浴中保温一定

时间后, 加入 1.5 g l-薄荷醇和 910 µL 乙酸酐后, 按 1.3
节方法反应一定时间, 取样测定 l-乙酸薄荷酯含量, 以
此计算酶活 A. 酶活定义为单位时间内每生成 1 µmol 的
产物所需要的酶量, 本实验中结果用酶的比活力来表示

(U/mg). 由于本反应体系符合一级反应动力学模型, 因
此, 其半衰期可以表示如下:  

A＝A0×e－kt 
式中, k 为一级反应速率常数, A0与 A 分别为初始酶活与

剩余酶活. 当 A＝A0/2 时, 可计算得半衰期 t1/2＝ln2/k.  

2  结果与讨论 

2.1  离子液体的合成与纯化 

用于生物催化的离子液体必须具备高的纯度, 传统

合成方法达不到这一要求. 为避免原料或产物的氧化, 
在合成过程中需采用高纯氮气保护. 进一步研究表明, 
影响季铵盐化反应的主要因素是反应温度. 当反应起始

温度高于 70 ℃时, 初始反应会过于剧烈而导致产物颜

色加深, 但温度过低反应速率会变慢. 所以, 实验设定

反应起始温度为 40 , ℃ 再逐步升温至 60 ℃并保温反应

24 h, 当反应体系为粘稠状不易搅拌时, 再将反应温度

迅速升至 70 ℃保温 2 h, 使反应充分进行. 在采用六氟

磷酸钾置换出溴负离子的反应中, 大多数文献是采取将

六氟磷酸钾配成水溶液后使用的. 但是六氟磷酸钾在水

中的溶解度较低(室温下只有 83.5 g/L), 如果配成水溶

液使用, 则整个反应的用水量很大, 而且部分产品会溶

于水中而使产率降低. 因此, 试验采用了向溴化烷基咪

唑水溶液中分批次加入固体六氟磷酸钾的办法, 提高了

产率.  
尽管按上述优化方法合成的离子液体有较高纯度, 

但为了结构表征与后期酶反应研究仍需进一步提纯. 在
前期工作中, 我们发现离子液体中所含杂质主要包括未

反应的卤代烃和反应过程中因温度较高原料氧化的有

色化合物. 因离子液体沸点大多在 400 ℃以上, 而原料

卤代烃沸点大多在 200 ℃以下, 故可采取减压蒸馏除

去. 但是原料氧化所产生的有色化合物, 因离子液体黏

度较大, 采用常规的脱色方法难以去除, 从而成为离子

液体纯化中的难点. 实验发现, 当离子液体加入适当稀

释剂后其黏度可大幅度降低, 便于进行纯化操作. 我们

考察了对称性烷基咪唑六氟磷酸盐离子液体在各种有

机溶剂中的溶解情况(包括甲醇、甲苯、丙酮和四氯化

碳), 结果表明离子液体极易溶于丙酮和甲醇, 却难溶

于甲苯和四氯化碳. 因此, 实验选取丙酮作为离子液体

的稀释剂. 离子液体中加入丙酮后, 黏度迅速变小. 当
丙酮体积达到离子液体两倍时, 溶液黏度接近水的黏

度. 将此溶液过滤, 除去包埋在离子液体中的六氟磷酸

钾后, 加入活性炭, 在磁力搅拌器上搅拌, 过滤, 再真

空旋蒸除去丙酮, 在真空干燥箱内干燥 24 h, 得无色离

子液体. 纯化后的离子液体在 400～800 nm 之间进行光

谱扫描, 没有发现明显的吸收峰, 表明离子液体中的有

色化合物已去除.  
[DnBIM][PF6]: 1H NMR (CD3COCD3, 300 MHz) δ: 

0.87 (t, J＝7.32 Hz, 6H), 1.29～1.35 (m, 4H), 1.84～1.88 
(m, 4H), 4.24 (t, J＝6.83 Hz, 4H), 7.56 (d, J＝1.56 Hz, 
1H), 7.57 (d, J＝1.56 Hz, 1H), 8.72 (s, 1H); IR (neat) ν: 
1113, 1164, 1335, 1380, 1465, 1567, 2876, 2939, 2965, 
3118, 3164, 3364 cm－1. Anal. calcd for C11H21N2PF6: C 
40.49, H 6.49, N 8.59; found C 39.24, H 6.80, N 8.41. 

[DiBIM][PF6]: 1H NMR (CD3COCD3, 300 MHz) δ: 
0.94 (d, J＝6.84 Hz, 12H), 2.20～2.27 (m, 2H), 4.17 (d,  
J＝7.32 Hz, 4H), 7.72 (d, J＝1.95 Hz, 1H), 7.73 (d, J＝
1.95 Hz, 1H), 8.93 (s, 1H); IR (neat) ν: 1164, 1371, 1397, 
1469, 1566, 2881, 2967, 3162 cm－ 1. Anal. calcd for 
C11H21N2PF6: C 40.49, H 6.49, N 8.59; found C 40.41, H 
6.67, N 8.52. 

[DsBIM][PF6]: 1H NMR(CD3COCD3, 300 MHz) δ: 
0.87 (t, J＝7.32 Hz, 6H), 1.93～1.99 (m, 4H), 1.61 (d, J＝
6.35 Hz, 6H), 4.54～4.60 (m, 2H), 7.87 (d, J＝1.60 Hz, 
1H), 7.88 (d, J＝1.60 Hz, 1H), 9.10 (s, 1H); IR (neat) ν: 
1153, 1170, 1391, 1429, 1463, 1555, 2884, 2944, 2976, 
3162 cm－1. Anal. calcd for C11H21N2PF6: C 40.49, H 6.49, 
N 8.59; found C 40.24, H 6.78, N 8.41. 

2.2  酶促反应条件优化 

固定[DiBIM][PF6]为反应介质, 反应时间 24 h, 对
脂肪酶 PCL 催化 l-薄荷醇与乙酸酐的酰化反应条件进

行优化.  
2.2.1  反应温度 

通常, 温度升高可使反应速率显著加快, 酶的活力
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也增加, 在某一温度达到 大值. 但随着温度继续升高, 
酶的热变性速度也加快. 因此, 温度是影响酶促反应的

关键因素. 当脂肪酶固定在[DiBIM][PF6]介质, 温度对

l-薄荷醇转化率的影响列于图 1. 从图 1 可知, 反应温度

低于 35 ℃时 l-薄荷醇的转化率随着反应温度的升高而

增加, 这可能是由于反应温度的升高使得离子液体黏度

的降低和反应体系中的活化分子数增加的缘故; 反应温

度在 35～38 ℃时, 转化率达到 高且变化不大, 因为

在此温度范围内酶的活性构象能够得以维持, 而超过

38 ℃后酶的活性构象受到破坏, 从而导致酶的活性降

低, 反应的转化率急剧下降. 因此, 选择反应温度为 35 
. ℃  

 

图 1  反应温度对 l-薄荷醇转化率的影响 
Figure 1  Effect of reaction temperature on conversion of 
l-menthol 
Reaction conditions: 9.6 mmol of l-menthol, 9.6 mmol of acetic anhydride, 1.0 
mL [DiBIM][PF6], 30 mg of lipase, 24 h of the reaction time 

2.2.2  底物醇和酸酐物质量的比率 

底物 l-薄荷醇与乙酸酐物质量的比率对 PCL催化 l-
乙酸薄荷酯合成反应的影响显著, 结果见图 2. 由图 2
可知, 随着乙酸酐物质的量增大 l-薄荷醇的转化率升高, 
在比率为 1∶1 时达到 高; 进一步增加乙酸酐的量, l-
薄荷醇的转化率反而下降, 这与文献报道结果一致[5]. 
其原因可能是: 在高浓度的乙酸酐存在时, 大量酸酐的

脱水作用致使酶的活性降低[10], 同时反应产生高浓度

的副产物乙酸也可能抑制酶活性, 从而导致转化率明显

下降. 而在很低浓度的乙酸酐条件下, 反应速率将会降

低, 同时随着反应进行, 酸酐量不断的减少和反应产生

乙酸的增加, 乙酸可能成为优势的酰基供体, 而乙酸的

酰化能力远低于乙酸酐, 从而在反应结果上表现出 l-薄
荷醇的转化率降低的现象. 因此, 酰化反应时底物醇和

酸酐物质量的 佳比率为 1∶1.  

 

图 2  底物醇与酸酐物质量的比率对 l-薄荷醇转化率的影响 
Figure 2  Effect of the molar ratio of alcohol to anhydride on 
conversion of l-menthol 
Reaction conditions: 35 , 9.6 mmol of ℃ l-menthol, 1.0 mL [DiBIM][PF6], 30 
mg of PCL, 24 h of the reaction time 

2.3  介质的选择 

固定反应温度为 35 , ℃ 底物 l-薄荷醇与乙酸酐物

质量的比率为 1∶1 条件下, 分别考察了不同离子液体

作为反应介质时酰化反应的可能性, 所得结果见图 3. 
结果表明: 脂肪酶 PCL 在这五种介质中都可以催化合

成 l-乙酸薄荷酯; PCL 在三种新型对称型离子液体

[DnBIM][PF6], [DiBIM][PF6]和[DsBIM][PF6]中的催化性

能均明显优于传统有机溶剂正己烷和离子液体

[BMIM][PF6], 在[DiBIM][PF6]中平衡转化率在 24 h 时

达到 大值 97.4%, 而其他四种介质在相同条件下平衡

转化率分别为 8 8 . 4 %  ( [ D s B I M ] [ P F 6 ] ) ,  7 1 . 5 % 
([DnBIM][PF6]), 58.3% ([BMIM][PF6])和 21.2%(正己烷). 

 

图 3  不同介质中 l-薄荷醇的反应进程 
Figure 3  Time-courses of l-menthol conversion of the reaction 
in different media 
Reaction in media [DiBIM][PF6] (○), [DsBIM][PF6] (△), [DnBIM][PF6] 
(▽), [BMIM][PF6] (◇) and  hexane (Ξ). Reaction conditions: 35 , 9.6 ℃

mmol of l-menthol, 9.6 mmol of acetic anhydride, 30 mg of PCL 
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以[DiBIM][PF6]的性能 好, 酶促反应速度为正己烷的

12.7 倍, 平衡转化率为正己烷的 4.6 倍, 而在这两种介

质中的酶活力分别为 9.8± 0.1 (10 － 2 U/mg) ([Di-
BIM][PF6])和 7.7±0.1 (10－3 U/mg)(正己烷). 从上面的

数据可以看出 , 尽管对称型离子液体 [DiBIM][PF6], 
[DsBIM][PF6]和[DnBIM][PF6]互为同分异构体具有相似

的理化性质, 但脂肪酶 PCL 在这三种介质中的催化性

能却有明显差异. 为了进一步研究离子液体结构对酶行

为的影响, 我们采用 RVDV-3 型流变仪分别测定了各离

子液体的黏度, 并运用 HyperChem7.0 化学软件分别

计算出各离子液体中阳离子的偶极矩(见表1). 从表1可
以看出, 离子液体与普通分子溶剂相比具有较高的黏

度, 高黏度会减慢化学反应过程中热和质的转换, 从而

降低反应速率. 然而, 实验却给出完全相反的结果. 我
们认为这与一般规则并不矛盾, 原因之一在于加入相当

量的反应底物 l-薄荷醇和乙酸酐之后, 各反应体系之间

的差值会显著减少至具有相近的黏度. 另一方面, 各离

子液体中阳离子的偶极矩以[DiBIM][PF6] 小, 表示其

极性为 小, 可能因此维持了酶分子表面的必需水层而

导致了 优的催化性能. 现代生物化学研究表明, 作为

生物催化的理想溶剂能够维持酶结构的稳定, 实现酶催

化时活性构象的转变. 因此, 反应体系中微环境的性质

是影响酶活性和稳定性的重要因素. 目前, 人们对离子

液体内部微环境性质与对酶行为影响的关系仍缺乏足

够的认识, 这为构建成生物友好的离子液体带来极大的

难 度 [11 ～ 14]. 然 而 , [DiBIM][PF6], [DsBIM][PF6] 和
[DnBIM][PF6]互为同分异构体, 它们在组成和结构上的

差异只在于咪唑环上烷基的不同空间构型. 由此, 我们

认为[DiBIM][PF6]的特殊空间构型可能促成了酶催化活

性构象的转变, 提供了酶发挥作用友好的微环境, 所以

转化率 高.  

表 1  离子液体在 35 ℃时的黏度和极性 
Table 1  Apparent viscosity and polarity of the ionic liquid at 35 
℃ 

离子 
液体 

[BMIM][PF6] [DnBIM][PF6][DiBIM][PF6] [DsBIM][PF6]

黏度/ 
cP 

165 209 612 385(55 ℃)

阳离 
子偶 
极矩/ 
D 

3.17 0.4466 0.1445 0.2318 

2.4  离子液体的加入量与体系含水量的影响 

选择不同的离子液体加入量进行酰化反应, 所得结

果表明, l-薄荷醇的转化率随离子液体加入量的增加而

增大, 当加入的质量分数达到 30%后, 进一步提高其质

量分数, 转化率基本不变. 但当离子液体质量分数超过

50%, 转化率开始下降, 这与我们前期工作所得的结果

一致[9]. 因此, 选择[DiBIM][PF6]的加入量为 1.0 mL (质
量分数为 33.2%).  

系统含水量在非水生物催化中起着重要的作用, 它
能维持酶活性所需构象的柔性. 因此, 系统含水量是影

响酶活性、选择性和稳定性的关键因素. 不同含水量

(V/V)对 PCL 催化 l-乙酸薄荷酯合成反应的影响如图 4
所示. 由图 4 可知, l-薄荷醇的转化率随着体系含水量的

增加而显著减少, 但当体系中仅加入微量水 0.2%时, 转
化率(94.8%)与无水条件相比略有减少. 酶催化 l-薄荷醇

和乙酸酐合成 l-乙酸薄荷酯反应示意图见图 5, 可见水

在酯的生成、酶的水合和酸酐水解过程中都有着非常重

要的作用. 系统中的含水量过高时, 太多的水分会使酶

积聚成团, 使疏水底物较难进入酶的活性部位引起传质

阻力, 导致酶的活性降低; 同时反应底物乙酸酐遇水易

分解为乙酸, 而使酰化能力减弱, 因而转化率迅速下降. 
但是在微水系统中, 微量水的存在能提供酶的“必需水”
而加强酶的柔性, 提高了酶的活性和选择性, 这将与酸

酐的水解形成竞争. 另据文献报道[15], 即使经过干燥处

理的离子液体中仍然不可避免地存在极微量水, 这些水

也可提供酶的“必需水”, 从而得到高转化率. 因此, 针
对本反应体系, 采取在不外加水的条件下进行.  

 

图 4  系统含水量对 l-薄荷醇转化率的影响 
Figure 4  Effect of water content in the system on conversion of 
l-menthol 
Reaction conditions: 9.6 mmol of l-menthol, 9.6 mmol of acetic anhydride, 1.0 
mL of the [DiBIM][PF6], 30 mg of PCL, 35 ,℃  24 h of the reaction time  

2.5  酶的稳定性 

选择离子液体作为酶催化反应的一个重要标准是

酶在离子液体中的稳定性. 按照 1.5 节的方法分别检测

了脂肪酶PCL在三种新型对称型离子液体1,3-二丁基咪

唑六氟磷酸盐和正己烷中反应的半衰期, 结果列于表 2.  
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图 5  脂肪酶 PCL 催化 l-薄荷醇和乙酸酐合成 l-乙酸薄荷酯

反应示意图 
Figure 5  Scheme of synthesis of l-menthyl acetate from 
l-menthol and acetic anhydride catalyzed by PCL 

从表 2 中可知, 酶在三种新型对称型离子液体中的稳定

性明显优于正己烷; PCL 在[DiBIM][PF6]中与正己烷相

比, 酶的半衰期增大 15.1 倍. 这可能是由于在离子液体

中维持了酶分子表面的必需水层而造成的.  

表 2  不同溶剂中脂肪酶的半衰期 
Table 2  Half-life time (t1/2) of the lipase in different media 

溶剂 半衰期/h 

[DiBIM][PF6] 121±0.8 

[DsBIM][PF6] 36±0.2 

[DnBIM][PF6] 15±0.3 

Hexane 8±0.1 

近年来, 通过分光光度法研究蛋白质在离子液体中

的稳定性结果表明, 离子液体提供的热稳定性效果可能

与蛋白质发生的结构变化有关[16～18]. 三种新型对称型

离子液体中都含有亲核性较强的阴离子 PF 6
－ , 它能与

酶结构中的正电部分结合从而促使酶倾向于活性构象

的转变[18]. 从表 2 中还可以看出, 酶在[DiBIM][PF6]中
的稳定性显著高于[DsBIM][PF6]和[DnBIM][PF6], PCL
在 [DiBIM][PF6] 中的半衰期分别是 [DsBIM][PF6] 和
[DnBIM][PF6]中的 3 倍和 8 倍.  

2.6  酶的重复利用 

在普通有机溶剂中进行的酶催化反应, 酶的再利用

之前, 必须进行预处理, 先将其滤出, 然后清洗、干燥. 
但在离子液体[DiBIM][PF6]中反应时, 酶不溶于离子液

体, 并且在反应相当时间后, 反应体系的黏度大幅度降

低, 因此可以直接将酶过滤回收, 重复反应而无须纯化. 
这样既避免了预处理过程中酶催化活性的下降, 又给操

作带来了极大的方便, 节约了成本. 结果表明, PCL 重

复使用 10 次后催化活性都没有明显减少, 反应转化率

降低幅度很小. 这证明离子液体[DiBIM][PF6]提供了酶

发挥作用友好的微环境, 是作为生物催化反应的优良介

质.  

2.7  离子液体的循环利用 

离子液体的优点之一在于它的蒸汽压低、挥发少而

对环境友好, 且可以回收并进行反复利用. 在优化条件

下反应 24 h后, 将酶滤出, 在滤液中加入 3.0 mL正己烷

萃取, 分液, 取下层离子液体, 再用正己烷洗涤两次, 
真空干燥后考察其重复利用性. 实验表明, 离子液体

[DiBIM][PF6]重复使用 10 次后反应转化率都没有明显

减少, 显示了良好的回收利用性能.  

3  结论 

与常用离子液体 1-正丁基-3-甲基咪唑六氟磷酸盐

和有机溶剂正己烷相比, 离子液体 1,3-二异丁基咪唑六

氟磷酸盐具有优异的亲生物性, 可应用于非水生物催化

反应. 实验表明, 除憎水性和亲核性以外, 离子液体中

的阳离子空间构型也是影响酶行为的一个重要因素, 这
可为设计新的离子液体提供理论指导. 
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