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丙烯酮醇和丙烯酮乙酸酯对映体分析的气相色谱方法研究
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摘要：建立了基于手性毛细管柱直接测定丙烯酮醇和丙烯酮乙酸酯对映体含量的气相色谱法。采用;<#)%&"气相

色谱仪，以=>?@>A#>4/B.0#A,C>D（+"-E"F!)--/F3F）为色谱柱，在$(%G柱温、+F*-H／-/I载气（J!）流量

下，两对对映体均可达到接近基线分离。用内标法对样品进行测定，线性（相关系数"F&&’)""F&&%)）和重复性

（KLA：$F"%M"$F!)M）均很好。采用该方法测定丙烯酮醇转化为!#丙烯酮乙酸酯过程中反应物及其产物的对映

体含量，并跟踪分析酶的活性和评价酶的拆分反应的选择性，结果令人满意。
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随着生命科学尤其是生命化学和药物化学的发

展，人们认识到并开始重视手性药物异构体在生物

体内代谢和药理作用的差异［$］。研究和分离手性

化合物具有重要的学术意义和实用价值。

丙烯酮醇和丙烯酮乙酸酯是合成卫生用拟除虫

菊酯杀虫剂的主要中间体。自!"世纪)"年代开始

菊酯在美国投入工业化生产，产品是%个异构体的

混合物。随着科学技术的发展，人们分别对其不同

异构体的生物活性、杀虫活性和毒性进行了系统的

研究，发现这些异构体之间的杀虫活性存在巨大的

差异，因而对这些对映体的分析显得非常重要。

目前，对映体的分离主要表现在测定手性药物

中的对映体纯度，研究植物挥发油和香料组成中的

香味和绝对构型，以及测定不对称合成中对映体过

量值 及 探 讨 化 学 反 应 机 理 等［!］。$&’’年 P/0#NW
等［+］提出气相色谱在对映体分离中的应用，此后又

有人合成手性固定相并用于氨基酸、氨基醇的多种

对映体的分离。目前用得最多的手性固定相为环糊

精类化合物［("&］。有关同时测定丙烯酮醇和丙烯

酮乙酸酯对映体的色谱分析方法，目前还未见报道。

为了测定丙烯酮醇和丙烯酮乙酸酯对映体含量，本

研究建立了采用=>?@>A#>4/B.0#A,C>D（+"-E
"F!)--/F3F）手性毛细管气相色谱柱同时测定丙

烯酮醇和丙烯酮乙酸酯对映体的色谱方法，并应用
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此方法跟踪分析了酶的活性和酶的拆分反应的选择

性。通过测定丙烯酮醇酶转化产生!!丙烯酮乙酸

酯的含量来探测酶活性的大小，比常规酶活性测定

方法简捷，测定结果令人满意。

! 实验部分

!"! 仪器与试剂

"#!$%&’色 谱 仪，配 备 火 焰 离 子 化 检 测 器

（()*）；+*,+!-处理机（惠普上海分析仪器有限公

司），."/!%-0台式恒温振荡器（上海跃进医疗器械

厂），电子天平（上海天平仪器厂）。

正十六烷烃为色谱纯（上海化学试剂分装厂），

醋酸乙烯酯、丙烯酮乙酸酯、丙烯酮醇均为分析纯

（江苏启东精细化工厂），1!"2!活性酶（浙江大学

生物化工实验室制备）。

图! 最佳条件下标准样品（#）和!!酶在$$%时反应&’后的实样（(）的色谱图

)*+,! -’./0#1/+.#02/321#45#.52#0678（#）#452#06783./0.8#91*/4#1$$%3/.&’:*1’84;<08!!（(）=458./61*0=09/45*1*/42
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!"> 色谱条件

D+E.+*!+6=<:9!*FG+H（2’IJ’K-$II
=KBK）手性毛细管柱；()*检测；载气（L-）流量2KM
IN／I=7；氢 气 流 量 C’ IN／I=7；氧 气 流 量 -$’
IN／I=7；尾吹气流量-’IN／I=7；分流比2’O1；柱

温1@%P；汽化室温度-2’P；检测器温度-2’P。

!"& 酶的活性和选择性跟踪分析实验

（1）配 制 标 样：准 确 称 取 丙 烯 酮 醇（纯 度 为

&2K’Q）’K12$’R，丙烯酮乙酸酯（纯度为&CK’Q）

’K111’R，正十六烷烃’K11M’R及溶剂（醋酸乙烯

酯）@K@&@’R，可 得 各 物 质 的 质 量 分 数 分 别 为

-K$%Q，-K1&Q和-K@1Q。

（-）编制组分参数表（即)*表）求校正因子：在

已选定的色谱条件下，进标样’K@#N，利用标样的

保留时间及其进样浓度编制)*表，求出各手性峰

的校正因子。

（2）在已配制好的丙烯酮醇的醋酸乙烯酯溶液

底物中，加入1!"2!2种活性酶，放在$$P恒温台

式振荡器中反应，每隔16取上清液’K@#N，在最佳

色谱条件下测定转化率和各手性物质的含量。选取

最佳反应时间后，改变恒温条件为2MP和@$P，重

复上述实验。

> 结果与讨论

>"! 色谱条件的确定

（1）气路条件的选择：固定其他条件，通过制作

范氏曲线确定最佳实用线速，从而确定最佳载气

（L-）流量为2KMIN／I=7。再分别改变氢气、氧气

和尾吹气的流量，准确定量进样，测定其峰高响应值

等参数。分别根据峰高响应值、分离度与气体流量

的关系曲线，确定最佳氢气流量为C’IN／I=7，氧气

流量为-$’IN／I=7，尾吹气流量为-’IN／I=7。

（-）分流比的选择：在已选定的条件下，改变分

流比，分别测定手性化合物丙烯酮醇和丙烯酮乙酸

酯的分离度，根据两者各自的分离度与分流比的关

系曲线，确定最佳分流比为2’O1。

（2）温度的选择：在其他条件选定的情况下，改

变柱温，测定丙烯酮醇和丙烯酮乙酸酯的分离度；根

据柱温与分离度的关系，确定最佳柱温为1@%P；再

分别改变检测器、汽化室温度，定量进标样’K@#N，

测定各温度下的峰高响应值；根据温度与峰高响应

值的关系曲线，确定最佳汽化室温度为-2’P，检测

器温度为-2’P。

根据上述实验方法，得最佳条件下的标准样品

色谱图（见图1!:）及实样色谱图（见图1!S）。从中可

知，两对对映体均接近基线分离。

>"> 标准曲线及分析测定的重复性

在最佳色谱条件下，将配制好的标准样品（!$
及"$丙烯酮乙酸酯和!$及"!丙烯酮醇）分别进样

’K1#N，’K-#N，’K2#N，’K@#N，’K$#N，’KC#N，

’KM#N，测定其峰高% 响应值，以峰高对样品的进

样量&（#N）作图，可得标准曲线。其中!!丙烯酮

乙酸酯的线性方程为：%T1-$KM&&U’KMC@，’T
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!"##$%；!&丙 烯 酮 乙 酸 酯 的 线 性 方 程 为："’
##"!(#)*"*!#，$’!"##$+；%&丙烯酮醇的线性方

程为："’%+"*+#)!",+#，$’!"##$*；!&丙烯酮

醇 的 线 性 方 程 为：" ’-!"*(# )!"#+!，$’
!"##,%，线性关系良好。分别对丙烯酮醇和丙烯酮

乙酸酯进行.次测定，其相对标准偏差（/01）分别

为：%&丙烯酮醇*"!$’，!&丙烯酮醇*"*!’，%&丙

烯酮乙酸酯*"+(’，!&丙烯酮乙酸酯*"+%2。

!"# 实际样品测定

为进一步验证本方法并显示其实用性，将其用

于实际测定不同酶作用下丙烯酮醇转化为%&丙烯

酮乙酸酯过程中反应物的对映体含量，并由此评价

酶的活性和优化反应条件。

首先，根据标样实验测得丙烯酮乙酸酯的校正

因子为：(%’*"$,(，(!’*".--；丙烯酮醇的校正因

子为：(%’*"#(,，(!’*"$,*。

其次，根据初步试验可知，温度为%%3时有利

于反应进行，所以在该温度下进行酶促转化试验。

用上述方法可以测得不同时间下丙烯酮醇转化为

%&丙烯酮乙酸酯的产率（见图+）。从图+中可以看

出，(种酶的转化效果为*!酶较高，+!酶次之，(!

酶较差。随着时间的增加，丙烯酮醇的转化率增加

变慢，在反应时间为,4时，丙烯酮醇的转化率基本

上达到了最大值，因此，下面的实验选择反应时间为

,4。在该反应时间下，改变温度，测得酶的转化率

如表*所示。

图! $$%下#种酶的转化效果

&’("! )**+,-.*,./0+12’./.*-31+++/456+,7-7852-27-$$%
*56789:6*!；+56789:6+!；(56789:6(!5

从表*中可看出，酶的转化率在%%3时最高，

(.3时一般，-%3时较差。各温度下转化率大小

为：*!酶!+!酶!(!酶。由于+!酶的选择性一

般，*!酶的选择性较高，故选取*!酶在%%3下进

行%&丙烯酮乙酸酯的合成反应，结果较好。

表9 反应时间为:3时不同温度下酶的转化率

;7<8+9 )**+,-.*,./0+12’./<5+/456+,7-7852-2
7-=’**+1+/--+6>+17-?1+2*.1:3 2

;789:6 (.3 -%3 %%3
*! %("* --"* ,*"#
+! +.". +%"$ %+"#
(! -"# -"% ,"-

# 结论

（*）本 文 建 立 了 一 个 基 于 <=>?=1&=4@ABC&
1;D=E柱的毛细管气相色谱方法，它能将丙烯酮

乙酸酯、丙烯酮醇的对映体近似基线分离。

（+）根据上述方法可测定不同酶作用下，丙烯酮

醇转化为%&丙烯酮乙酸酯过程中反应物及其产物

的各对映体含量，并由此评价酶的活性和优化反应

条件。结果发现*!酶的活性强，选择性较高。选择

*!酶在%%3下进行%&丙烯酮乙酸酯的合成反应

约,4，产率可达,!2以上，结果令人满意。
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