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摘要　建立了微水有机溶剂体系中酶促外消旋化合物拆分反应的动力学方程 ,其中

关联了控制酶对映选择性的有关动力学和热力学参数。通过实验验证了该方程的准

确性 ,从而以此为根据可对外消旋化合物的拆分过程进行准确预测和有效控制。
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0　前　　言
近十年来 ,利用水解酶 (如蛋白酶、酰胺酶、脂肪酶等 )为催化剂在非 (微 )水有机溶剂体

系中进行合成反应引起了广泛的关注。由于酶具有立体 (对映 )选择性 ,因此通过这些合成反

应就可以实现对外消旋醇或外消旋羧酸的手性拆分 ;特别是利用微生物脂肪酶通过对映选

择性酯合成反应拆分外消旋醇类化合物已成为该领域的研究热点
[1 ]
。

　　 Chen等曾对水相和水 -有机溶剂两相体系中酶促外消旋化合物拆分的动力学过程做了

分析 [2, 3 ]。 我们将这一动力学分析推广至非 (微 )水有机溶剂体系中 ,建立了有关的动力学方

程 ,其中关联了控制酶对映选择性的有关动力学和热力学参数。通过实验验证了方程的准确

性 ,从而可以根据该方程对拆分过程进行准确预测和有效控制。

1　材料与方法
1. 1　实验材料

1. 1. 1　主要试剂　脂肪酶 PSL( Pseudomonas sp. Lipase) ,由 Pseudomonas sp. H18经液

体发酵及部分纯化后获得 ,酶水解活力为 770 u /g [4 ] ;脂肪酶 CSL( Candida sp. Lipase) ,由

中国科学院微生物研究所提供 ,酶水解活力为 525 u /g;手性试剂 1-( 1-萘基 )乙基异氰酸酯

( N EI) , R-( - ) -N EI及 S-(+ ) -N EI, Aldrich ( Milw aukee, W I) ; ( R) 2-辛醇及 ( S) 2-辛醇 ,



Sigm a Chemical Co. ; ( R, S) 2-辛醇及其它试剂均为国产分析纯。

1. 1. 2　主要仪器　台式恒温水浴振荡器 , SH288-1型 ,江苏太仓鹿河生化仪器厂 ;高压液相

色谱仪 , 510型 , Wa ters( Mil lipore )公司 ,配有 Wisp710B型自动进样器 , 510型高压泵 , 440

型紫外检测器 (Wa ters Associa tes)及 3390A型积分记录仪 ( HP) .

1. 2　实验方法

1. 2. 1　酯合成反应　将含一定浓度辛酸与 2-辛醇的环己烷溶液 5 m l置于容量瓶内 ,加入

所需量的酶粉和水份 ,并放置数粒玻璃珠 ,密闭 , 37℃ , 150 r /min恒温振荡反应 ,一定时间

后过滤除酶终止反应。

1. 2. 2　底物转化率测定　将过滤除酶的反应样品 100μl加入 5 m l苯 -甲醇混合溶剂 ( 4: 1,

v /v )中 ,用 0. 025 mol /L的氢氧化钠甲醇溶液滴定样品中未反应的有机酸 ,以 0. 3% ( w /v )

百里酚蓝的甲醇溶液为指示剂 ( 3滴 ) ,滴定终点时其颜色由黄色变为蓝绿色 [5 ]。根据有机酸

的减少量 ,计算底物转化率。

1. 2. 3　底物与产物对映过量值 ( ee, enantiom eric excess)测定
[ 6]
　仲醇与手性试剂 1-( 1-萘

基 )乙基异氰酸酯 ( N EI)反应 ,形成相应的氨基甲酸酯非对映体衍生物 ,可以于非手性固定

相上在正相 HPLC色谱条件下得以分离。当使用 ( R) -N EI时 ,仲醇 S型异构体衍生物的洗

脱速度较其 R型异构体快 ;反之 ,当使用 ( S) -N EI时 , R型异构体衍生物洗脱速度较快 ,从

图 1　正相 HPLC分离

　　 　　　 2-辛醇对映异构体

a-甲苯　　　　 b- ( S) -N EI

c- ( R) -( - ) -2-辛基 N-[ ( S)-(+ ) -1-( 1-

萘基 )乙基 ]氨基甲酸酯

d - ( S )-(+ ) -2-辛基 2-辛基 N-[ ( S) -

(+ )-1-( 1-萘基 )乙基 ]氨基甲酸酯

e-乙基 N-[ ( S) -(+ ) -1-( 1-萘基 )乙基 ]

氨基甲酸酯

而可以将两种异构体的衍生物分开 (见图 1) . 通过两种非

对映衍生物的洗脱峰面积可以计算出醇的对映过量值。

　　 1)　衍生化反应: 将 20μl浓度为 50 g /L的 ( S) -N EI

甲苯溶液和 5μl经过滤除酶的反应混合物混溶于 100μl

甲苯中 ,在密闭条件下于 90～ 100℃水浴中保温反应 4 h.

反应完毕冷至室温 ,加入 200μl乙醇 ,继续在密闭条件下

于 90～ 100℃水浴中保温反应 4 h. 取 5～ 10μl进样作

HPLC分析。

2)　 HPLC检测条件: 色谱柱 , uBo rasi l Silica柱 (内径

0. 39 cm ,长度 30 cm ) ;流动相 ,含 0. 3% (v /v )乙醇的环己

烷溶液 ;流速 , 1. 0 ml /min;检测波长 , 254 nm.

　　以 S比代表 2-辛醇两种异构体衍生物的峰面积比值 ,

则未反应的底物 2-辛醇的对映过量值 eeS可以通过下式求

出:

　　　　　 eeS = ( S比 - 1) / ( S比 + 1)

而产物 2-辛醇辛酸酯的对映过量值 eeP则可由下式求出:

　　　　　 eep = eeS /c - eeS

其中 c为底物 2-辛醇的转化率。
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2　拆分过程的预测与控制
　　从文献 [2] , [3 ]拆分过程的动力学分析可知 ,酶催化拆分外消旋化合物的反应是一动

力学过程 ,当反应过程为不可逆时 ,拆分的效果主要由酶的催化选择性常数 E控制。在不同

的 E值下 ,底物的对映过量值 eeS与底物转化率 c之间的关系符合式 ( 1) ;而产物的对映过量

值 eep与转化率 c之间的关系符合式 ( 2) .

　　　　　　　
ln [ ( 1 - c) ( 1 - eeS ) ]
ln [ ( 1 - c) ( 1+ eeS ]

= E ( 1)

　　　　　　　
ln [1 - c( 1+ eep ) ]
ln [1 - c ( 1 - eep ]

= E ( 2)

　　在式 ( 1)式 ( 2)中 ,三个变量 ( E、 c、 ees或 eep )之间的关系可以绘成如图 2所示的曲线。可

以看出对于底物 (图 2a) ,其对映过量值 ees随着反应的进行逐渐增大 ;转化率超过一定数值

时 ,剩余底物 ee值可以达到 100% ; E值越小 ,ees达到 100% 时要求的转化率越高。当底物的

ee值达到一定的要求时 ,应尽早结束反应 ,否则随着转化率的增大 ,尽管 ees不会再降低 ,但

剩余的底物量将逐渐减少。

( a)　底物　　　　　　　　　　　　　　 (b )　产物

图 2　不可逆反应中不同 E值下 ee与 c之间的关系曲线

　　而对于产物 (图 2b) ,其对映过量值 (eep )在反应刚开始时最大 (但此时只有微量产物形

成 )。随着反应的进行 ,eep值逐渐降低 ; E值愈小 ,降低愈快。当转化率 c超过 0. 5时 ,所有 E

值下的 eep均发生急剧下降。因此 ,如果所希望的旋光异构体以产物形式存在 ,无论何种情况

均不应使转化率超过 50% .

　　当拆分反应可逆时 ,情况变得较为复杂。此时酶对两种对映异构体的拆分效果就不仅

取决于酶的选择性常数 E(动力学常数 ) ,而且还受反应平衡常数 K (热力学常数 )较大的影

响。c与 eeS或 eep之间的关系分别由式 ( 3)和式 ( 4)表示
[2, 3 ]
。

　　　　　　　
ln [1 - ( 1+ k ) (c+ eeS { 1 - c} ) ]
ln [1 - ( 1+ k ) (c - eeS { 1 - c} ) ]

= E ( 3)

　　　　　　　
ln [1 - ( 1+ k )c ( 1+ eep ) ]

ln [1 - ( 1+ k )c( 1 - eep ]
= E ( 4)

　　取 E = 10,将不同 K值下 ( 0～ 1) c与 ees及 eep的关系分别绘于图 3中。可以看出平衡

常数 K微小的变化对底物或产物的光学纯度均将产生很明显的影响。根据这一现象可以预

测 ,除了可以通过提高酶的 E值来提高底物或产物的旋光纯度外
[ 4 ]

,改进反应条件降低平衡
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常数 K可以达到同样的目的 ,而且效果更为明显。例如可以通过改变酰基供体的种类 ,使其

与 2-辛醇形成的酯不易发生水解反应 ,从而使 K降低 ,有可能大幅度提高底物或产物的光

学纯度。

( a)　底物　　　　　　　　　　　　　　　 (b )　产物

图 3　可逆反应中 E = 10时不同 K值下 ee与 c之间的关系曲线

　　从图 3还可以看出 ,当反应为可逆时转化率 c对底物旋光纯度 ees的影响形式不同于可

逆反应 ,在一定的 c值时 ees取得最大值 ,进一步增加 c会使 ees又发生下降。因此通过图中的

各曲线可以很容易地确定何时终止反应可以在合适的转化率下获得最高的底物或产物旋光

纯度。

3　实验结果
　　利用脂肪酶在无水环己烷中催化的外消旋 2-辛醇拆分反应 (与辛酸的不对称酯合成反

应 )对动力学方程式 ( 3) ,式 ( 4)的准确性进行了验证。

　　在反应条件下 ,保持辛酸过量 ,测定 ( R ) 2 -辛醇达到平衡时未反应的量与已反应掉的

量的比值 ,得到反应平衡常数 K = 0. 06[4 ] .

　　反应中使用的两种酶 PSL和 CSL在反应条件下的选择性常数分别为 8. 17和 8. 66
[ 4]
。

在反应过程中的不同时间测定底物转化率 c和剩余底物旋光纯度 ees ,并由此计算产物的旋

光纯度 eep . 图 4中示出了各实验值和动力学方程的预测值。可以看出两者拟合很好。这说明

( a)　 PSL　　　　　　　　　　　　　　　 ( b )　 CSL

图 4　脂肪酶催化拆分外消旋 2-辛醇过程的动力学预测与模拟

× 实测值　　　 - 模型预测值
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通过上述动力学方程定量描述反应过程是可靠的 ;也就是说 ,通过由这些动力学方程所得的

关系曲线可以准确地预测反应的进程和终止反应的最佳时刻 (所达到的转化率 )。对于 PSL

转化率为 68. 0% 时底物的光学纯度最高 ,ees = 80. 06% ;而对于 CSL,c = 68. 1% 时 ,ees的

最高值为 80. 57% ,两者拆分效果相当。

4　讨　　论
　　酶促外消旋化合物的拆分是一个动力学过程。当反应为不可逆时 ,拆分效果主要由酶的

对映选择性常数 E (两个对映底物的专一性常数之比 ,即 E= (kca t /Km )快 / (kcat /Km )慢 )决定 ;

而当反应为可逆时 ,拆分效果不仅取决于 E ,而且在很大程度上受反应平衡常数 K (逆、正反

应的专一性常数之比 ,即 K = (kcat /Km )逆 /(kcat /Km )正 )的影响。值得注意的是 , E是一个动

力学参数 ,为酶的对映选择性的定量指数 ,是由酶本身的性质所决定的 ,因而不同种类的酶

具有不同的 E值 ;而 K为热力学函数 ,与酶的性质无关。但两者均与底物浓度、酶浓度及底

物转化率无关 ,又均受到底物种类及体系水含量、 pH、温度等体系环境因素的影响。

　　比较图 2a和图 3a可以明显看出 ,判别反应是否可逆的一个最明显的准则是:在可逆反

应中 ,当底物转化率 c超过 50% 时 ,剩余底物的旋光纯度 (ees )开始下降 ;而在不可逆反应

中 ,ees随着转化率 c的增加而不断增大。

　　在可逆反应中 , K不仅影响外消旋底物的拆分效果 ,而且还决定了产物的最高得率 (转

化率 c = 1 / ( 1+ K ) ) . 在利用脂肪酶催化不对称酯合成反应拆分外消旋醇时 ,可以采用下

面的措施抑制逆反应 (降低 K值 ):

　　 1)　减小体系水含量。当有机溶剂体系中无添加水时 ,水解逆反应本应忽略。但由于酶

蛋白中有残留水 (酶催化作用的“必需水份” ) ,而且酯化反应本身又产生一定量的水 ,这些足

以使水解逆反应在一定程度上发生。可以设法及时除去反应中产生的多余水份 ,使体系水活

度保持恒定
[8 ]

;另外也可以用转酯反应代替酯化反应 (即用脂肪酸酯代替脂肪酸作酰基供

体 ) ,这样可以避免水作为反应产物生成。

　　 2)　增加底物 (酸或醇 )的浓度 ,使反应趋于完全。前提是酶在该条件 (高浓度酸或醇 )

下不失活。

　　 3)　选择具有特定结构的酰基供体 (酸 ) ,使形成的酯不易被催化水解。即增大正、逆反

应的专一性的常数差 ,使反应的平衡常数 K (即 (kcat /Km )逆 /(kcat /Km )正 )减小 ,从而使反应

向有利于酯合成的方向偏移 (如具有支链或环状结构的酸所形成的酯较难发生水解 )。

　　总之 ,笔者建立了微水有机溶剂体系中酶促外消旋化合物拆分反应的动力学方程 ,并

通过实验作了验证。利用该方程可以对拆分过程进行准确预测和有效控制。在可逆反应中 ,

除了酶的对映选择性常数 E外 ,平衡常数 K也对拆分效果有明显的影响。通过某些措施可

以有效地降低 ,K值 (即抑制逆反应 ) ,从而明显改进拆分效果。
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Kinetic Analysis of Enzyme-Catalyzed Racemate

Resolutions in Microaqueous Organic Solvents

Gao Xiug ong　 Zhang Kecha ng

( Department of Biotechnolog y, W uxi Universi ty of Ligh t Indus t ry, W uxi 214036)

Cao Shug ui

( National Lab oratory of Enzym e Engineering , Jilin University, Ch angchu n 130023)

Abstract　 Quanti tativ e equa tio ns and useful g raphs, which co nsider the kinetic and ther-

mo dy namic parameters tha t g ov ern the enantio selectivi ty of enzy me-catalyzed resolutio n o f

enantiomers in microaqueous o rganicmedia, hav e been dev eloped. The theo retical equa-

tions hav e been v erified ex perimentally. Consequent ly, the enzym atic resolutio n process

can be precisely predicted and effectiv ely co ntrol led acco rding to the g raphs deriv ed f ro m

these equatio ns.

Key words　microaqueons medium; enzym e-cataly zed resolutio n; kinetics; racemate
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