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【摘* 要】目的：优化酵母发酵液直接催化 )#氯乙酰乙酸乙酯

（9NO1）合成（=）#)#氯#0#羟基#丁酸乙酯（（=）#9PO1）的反应

条件, 方法：考察酵母发酵液催化该反应过程中基质变化的

规律，研究底物和能源供体对反应的影响，并通过正交实验设

计法优化反应条件, 结果：在酵母发酵液催化 9NO1 不对称

还原反应的过程中，底物和还原糖消耗、产物合成相对集中在

反应的前期；反复分批式添加底物和蔗糖有利于反应效率的

提高；正交实验优化反应条件的结果表明：酵母发酵液直接催

化 9NO1 不对称还原反应合成（ =）#9PO1 的最佳反应条件

为：蔗糖添加方式!（反应开始 $ ? 后添加 ( : S !$" 2<），底物

添加方式"［", (（0）］，缓冲剂添加量 $ : S !$" 2<，##环糊精

添加量为 $ : S !$" 2<，反应后测定产物的产率达 &’T ，..（ 对

映体过量值）达 !""T , 结论：通过反应条件优化提高了酵母

发酵液的催化效果,
【关键词】酵母发酵液；不对称还原反应；)#氯乙酰乙酸乙酯；

（=）#)#氯#0#羟基#丁酸乙酯；正交实验
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HI 引言

近年来，通过生物催化剂［! W 0］催化羰基化合物的

不对称还原反应合成光学活性醇的相关研究备受关

注, 其中，（=）#9PO1 是合成降血脂、降胆固醇、心血

管药及抗生素等药物的光学活性中间体，市场需求很

大, 有关利用酵母干细胞和基因工程菌催化 9NO1
不对称还原反应合成（=）#9PO1 的报道多为基础性

研究［) W (］, 我们在前期研究酵母发酵液直接 催 化

9NO1 不对称还原反应合成（=）#9PO1 反应的基础

上［’］，进一步考察反应过程中基质的变化规律和底

物、能源供体及添加方式对反应的不同影响，优化反

应条件，为建立成熟的生产操作工艺条件奠定技术

基础,

JI 材料和方法

J, JI 材料I A3$9N0 为市售化学纯，其他材料参照文

献［’］的实验部分 !, ! 试剂,
J, KI 方法

!, $, ! * 目标化合物的合成路线 * 酵母发酵液催化

9NO1 的不对称还原反应合成（=）#9PO1 的合成路

线为：

!, $, $* 生物催化剂制备 * 参照文献［’］实验部分

!, $的方法培养酵母发酵液作为生物催化剂,
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!" #" $% 酵母发酵液催化 &’() 不对称还原反应合成

（*）+&,()% 反应条件和过程基本参考文献［-］实验

部分 !" $ &’() 的不对称还原反应，其中手性添加剂

改为 !+环糊精 !" # .，缓冲剂改为 /#,0’1+23#&’$

（4 5 #，! " !）! .，其他反应条件改为文献［-］报道的

优化条件，即：酵母菌最佳培养时间为 !- 6 !4 7，最佳

反应温度和 8, 值分别为 #9 6 $!:和 ;" #"
!" #" 1% 底物和产物浓度测定% 参照文献［-］实验部

分 !" $"
!" #" <% 反应产物产率和光学纯度的分析计算% 以产

物产率（=）和对映体过量值（>>）表示反应的程度和

产物的光学纯度，其表达式分别如下：

# $
%&’()*+

%(,*+
- !??.

式中 %(,*+为反应初始时底物 &’() 的摩尔数，%&’()*+

为反应结束后产物（*）+&,() 的摩尔数"

// $
01 2 03
01 4 03

- !??.，式中 01 和 03 分别为 1 型和

3 型产物的浓度"
!" #" -% 还原糖测定% 采用 @2* 法"
!" #" ;% 酵母发酵液催化不对称还原反应（A&’() B
!" < CD）的条件优化% 采用正交实验设计法安排实

验考察 底 物 和 蔗 糖 添 加 方 式、!+环 糊 精 和 缓 冲 剂

（/#,0’1+23#&’$（4 5 #，! " !））添加量等因素对酵母

发酵液催化 !" < CD &’()（ 相当于 9! CCEF 5 D）不对

称还原反应合成（*）+&,() 反应的影响" 底物添加

方式分别考察：" 一次性加入底物 !" < CD；反复分批

式补加底物（包括：# 开始时加入 !" ? CD，在反应进

行 # 7 后再补加 ?" < CD；$ 反应开始时加入 !" ? CD，

反应开始 1 7 后再补加 ?" < CD；% 反应开始时加入

?" < CD，后 每 间 隔 # 7 加 入 ?" < CD 两 次，即 ?" <
（$））" 蔗糖添加方式分别考察：" 一次性加入 !< .；

反复分批式补加（ 包括：# 反应开始时加入 !? .，反

应进行 # 7 后再补加 < .；$ 反应开始时加入 !? .，反

应开始 1 7 后补加 < . 等方式）" 选择 D9（$1）正交表

进行表头设计、安排和实施试验"
统计学处理：用正交设计助手#G$" !（ 专业版）

统计软件分析（5 检验）实验结果"

!" 结果

!# $" %&’( 不对称还原反应过程中的基质变化规律

" 在酵母发酵液催化 &’() 不对称还原反应合成

（*）+&,() 的反应过程中，底物和产物随反应时间的

变化规律（图 !）显示：在酵母发酵液催化 &’() 不对

称还原反应的过程中，底物和还原糖消耗、产物合成

相对集中在反应的前期，在反应开始前 1 7 内，底物

消耗快，产物生成多，在反应后期，两者的变化都不是

很明显；还原糖在反应开始后的前 $ 7 内下降很快，

后期的变化不明显" 因此，在反应条件控制优化中要

注意反应过程前期工艺条件的控制，降低反应的初始

底物浓度，提高反应效率" 从多次实验看，反应时间

为 ; 7 为好"

&’()：1+氯乙酰乙酸乙酯；（*）+&,()：（*）+1+氯+$+羟基+丁酸乙酯" 反

应条件：酵母发酵液：!#? CD，A&’() B ! CD，8, B ;" ?，H B $?:，摇

床转速：##? I 5 CJK，!+环糊精 !" # .；以下反应条件除非注明和此相

同"
图 !% 酵母发酵液催化不对称还原反应合成（*）+&,() 过程

中基质的变化规律

!" !" 底物浓度和添加方式对反应的影响" 以酵母发

酵液催化不同浓度 &’() 的不对称还原反应，结果

（图 #）显示，随着 &’() 的浓度增大，反应产物产率

先是增大，然后逐渐减小，产物光学纯度随着底物浓

度的增大一直递减；当底物浓度超过一定值（!" 1 . 5
!?? CD）时，底物残留量逐渐增多"

图 #% 底物初始浓度对酵母发酵液催化 &’() 不对称还原反

应的影响

% % 为了增大底物的投放量，将 !" < CD &’() 分别

采用不同的方式添加后进行反应，反应结果显示：一

次性加入底物 !" < CD（方式"）时，底物残留<9" 1L，

产物产率和光学纯度分别为 -;" <L 和41" ?L；反复

分批式补料的三种方式对反应较为有利，以方式$添

加底物时，即反应开始时加入 !" ? CD，反应开始 1 7
后补加 ?" < CD，反应结束后底物残留稍多，产物产率

和光学纯度分别达到 4-" ?L 和 49" <L；其他两种反
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复分批式补料方式比以方式!添加底物时对反应更

为有利! 为了提高底物的初始浓度，在以下的多因素

优化实验中，考察当以方式"和反复分批式方式#和

$分别添加底物时对反应的影响!
!! "# 能源供体对反应的影响# 考察五种能源供体对

酵母发酵液催化还原反应的不同影响，结果（图 "）显

示：以蔗糖为能源时，酵母发酵液催化 #$%& 还原生

成（’）(#)%& 的产率和对映体过量值最高，底物残余

量最少，以乙醇作为能源供体时，反应的产率和对映

体过量值很低，但是组间比较没有显著性! 由于乙醇

作为酵母菌生物催化还原反应的产物之一，可能会抑

制酵母菌转化酶的活性! 反应过程中观察到以乙醇

为能源供体时，底物残留量大，刺激性气味浓，没有酵

母菌发酵培养时的固有香味! 以下实验，以蔗糖作为

酵母发酵液催化 #$%& 不对称还原反应的能源物质!

图 "* 能源供体对酵母发酵液催化不对称还原反应合成（’）(#)%& 产

物的影响（! " #）

* * 考察了能源供体蔗糖的浓度对酵母发酵液催化

不对称还原反应合成（’）(#)%& 的影响，结果（图 +）

显示：增加蔗糖浓度在一定范围内有利于反应效率的

提高，当蔗糖浓度超过 ,-! . / 0 ,11 23（ 即 ,. / 0 ,-1
23）时，可以观察到在反应体系中有蔗糖颗粒的存

在，随着反应的进行，过量的蔗糖会逐渐溶解，但反应

体系溶液的粘度很大，产物提取困难! 综合而看，蔗糖

的初始浓度以 4! "" / 0 ,11 23（即 ,1 / 0 ,-1 23）较好!

图 +* 蔗糖添加量对酵母发酵液催化不对称还原反应合成（’）(#)%&
的影响（5#$%& 6 ,! . 23）

* * 考察了以不同的方式补加蔗糖时，对酵母发酵液

催化 #$%& 不对称还原反应合成（’）(#)%& 的影响，

结果显示：以方式"添加蔗糖时，不利于酵母发酵液

催化 #$%& 的不对称还原反应，在反应中可以观察到

蔗糖颗粒的存在；反复分批式（ 7898:;8< =88<>?/ @;7:;8(
/A）添加能源有利于酵母发酵液的催化反应，其中以

方式#添加时，底物残留少，产物产率和 88 值分别为

4B! 1C 和 B+! 1C；以方式!添加时，底物残留多，产

物产率和 88 值分别只达到 +"! 1C和 -"! 1C ! 蔗糖对

酵母发酵液催化还原作用的影响主要是通过代谢提

供辅酶，但反应体系中如果存在过量的蔗糖可能会抑

制酵母菌及酶的活性，增加反应溶液的粘度，影响反

应效率的提高!
!$ %# 酵母发酵液催化不对称还原反应（&’()* + ,$ -
./）的条件优化# 结合文献［D］和单因素的实验考

察结果，正交实验设计的因素和水平按照表 , 设置!
选用统计软件正交设计助手#E"! , 的 3B（"+）正交表

进行表头设计、安排、实施和分析试验（表 -）!

表 ,* 酵母发酵液催化合成（’）(#)%& 的正交实验设计因素

水平表

水平

因素

蔗糖流加

方式（F）

底物流加

方式（%）

缓冲剂量

（#）

%(环糊精

（G）

, ! # , ,

- # " ,! . ,! .

" " $ -! 1 -! 1

表 -* 酵母发酵液催化不对称还原反应合成（’）(#)%& 的正

交试验与结果（5#$%& 6 ,! . 23）

实验 3,（F） 3-（%） 3"（#） 3+（G） 产率（C ）

, , , , , .D! 1

- , - - - ,+! 1

" , " " " B1! 1

+ - , - " 4D! 1

. - - " , "+! 1

D - " , - B+! 1

H " , " - D4! 1

4 " - , " ,"! 1

B " " - , H"! 1

均值 , ."! " H1! 1 .+! " .+! "

均值 - H,! " -1! " .H! H .4! H

均值 " .,! " 4.! H D+! 1 D"! 1

极差（I） -1! 1 D.! + B! H 4! H

* * 应用正交设计助手#E"! , 的极差和方差分析模
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块分析的数据显示：底物添加方式对反应的影响最大

（! 值最大，" 检验 # ! "# "$），蔗糖的添加方式次之，

缓冲剂添加量的影响最小；正交实验设计的因素作用

效应图（图略）显示，酵母发酵液直接催化 %&’( 不

对称还原反应合成（)）*%+’( 的最佳反应条件（反应

体系体积 ,-" ./）为：蔗糖添加方式!（反应开始 - 0
后添加 $ 1），底物添加方式为"［"# $（2）］，缓冲剂添

加量为 - 1，#*环糊精添加量为 - 1#
按照最佳反应条件的组合安排进行实验，反应结

束后测定产物的产率达 345，66 高达 ,""5 #

!" 讨论

有关细胞或酶催化不对称还原反应的细胞反应

动力学的报道很少，尤其对于能源供体和底物消耗、

产物合成之间的关系很少涉及# 一次性添加底物和

能源物质限制了底物浓度的进一步增大和反应效率

的提高［7 8 9］# 我们通过考察酵母发酵液催化 %&’(
还原生成（)）*%+’( 反应过程中基质消耗和产物生

成、还原糖的变化规律，以及底物和还原糖的添加方

式对其催化反应的影响，通过反复分批式流加底物，

降低了 %&’( 对细胞的毒害，并通过流加蔗糖，提高

了反应的效率，这为进一步建立和优化酵母发酵液催

化不对称还原反应合成（)）*%+’( 的生产操作工艺

奠定了技术基础#
我们报道过在酵母发酵液催化 %&’( 的不对称

还原反应过程中，%&’( 可能部分水解导致反应体系

:+ 下降，影响细胞或酶的活力，通过添加适量的缓冲

剂有利于降低这种不利影响，使反应持续进行［4］；而

且，缓冲剂的缓冲范围和用量、底物的浓度和添加方

式以及手性添加剂的添加量之间存在着一定的关系#
通过正交实验设计方法对这些影响这类反应的多因

素进行优化和分析，可以综合考虑这些因素对酵母发

酵液催化 %&’( 不对称还原反应合成（)）*%+’( 的

影响，进一步提高反应效果，这对于建立酵母发酵液

催化 %&’( 不对称还原反应合成（)）*%+’( 的生物

转化反应器操作模式和操作工艺很有意义，对于建立

酵母发酵液催化含卤类的羰基化合物的反应体系和

其他细胞包括基因工程菌培养液直接催化同类型底

物合成手性药物的研究有借鉴意义#
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