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摘要：前期研究发现培养条件对利斯的明立体拆分的手性纯度和转化率影响很大，笔者就利斯的明

立体拆分菌株季也蒙毕赤酵母(肘e”r0叫m口g￡‘Ⅲiermo，ld“)HM988686．1的培养基组成(碳源、氮源)和其

他工艺条件(培养温度、初始pH、装液量)进行了研究．通过单因素试验和正交试验，确定了该菌株的最

适培养条件为蔗糖2％，蛋白胨1％，玉米浆o．5％，pH 8．o，Tris—Hcl缓冲体系，培养温度28℃，装液量为

100 mL／500 mL三角瓶．在最优的条件下，转化率为42％，产物ee值达95．1％．
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0 引言

利斯的明(Rivastigmine)，又称卡巴拉汀，化

学名(S)一N一乙基一[3一(1一二甲基氨基)乙

基]一N一甲基一氨基甲酸苯酯，是氨基甲酸酯类

脑选择性乙酰胆碱酯酶抑制剂．利斯的明对轻中

度阿尔茨海默症(AD)有温和节制作用，对帕金

森症⋯引起的痴呆症以及血管性痴呆日1临床证

明其安全性和耐受性较好，没有肝脏毒性．微生物

来源的酶价格低廉、拆分效率高、立体选择性强．

酶催化与化学合成法相结合已成为手性化合物合

成的新途径．虽然Kiwon Han¨1等人于2009年报

道了化学一酶法制备s一型利斯的明的方法，但

他们的工艺中催化剂成本还很高．

脂肪酶具有良好的立体选择性，可用于手性

碳原子上连有羟基或酰基的化合物的立体拆分，

作者利用一株粘红酵母中的脂肪酶来拆分倍他洛
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化合物l

尔中间体，并取得了良好的结果卜8|．

本研究对从土壤中筛选到的一株具有立体选

择性脂肪酶活性的酵母菌的培养条件进行优化，

为建立化学一酶法制备利斯的明的工艺奠定

基础．

1材料与方法

1．1 仪器

HYG一Ⅱa型自动摇瓶柜(上海欣蕊自动化

设备有限公司)，sw—CJ一2D型净化工作台(苏

州净化设备有限公司)，Waters 1525高效液相色

谱仪，Lux 3u cellulose—l色谱柱(phenomenex公

司)．

1．2材料与试剂

1．2．1 试验材料

外消旋底物自己合成，在微生物脂肪酶的作

用下进行立体拆分，拆分原理如图1．
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图l 手性拆分原理示意图

Fig．1 Scheme of chiral resolution

化合物3
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1．2．2 菌种

季也蒙毕赤酵母(肘吖erD可mn gu删ermon以；)

HM988686．1，本实验室筛选并保藏．

1．2．3培养基

麦芽汁液体培养基、豆汁培养基、豆芽汁培养

基、马铃薯葡萄糖培养基(PDA)和YEPD(一)和

YEPD(二)培养基的配制均参照文献[9—11]

配制．

1．3 初始培养条件及产物分析方法

1．3．1初始培养条件

接种量2环／瓶、装液量100 mL／500 mL三角

瓶、pH8．0、温度28℃，转速220 r／min，菌体培养

48 h后加入1 g／L底物(溶于乙腈加人)，再转化

16 h后取样测定转化率．

1．3．2转化率及ee值测定方法

用等体积乙酸乙酯萃取转化液3次，合并有

机相；依次用饱和NaHcO，溶液和饱和Nacl溶液

洗涤3次，用无水Na：SO。干燥，旋转蒸发仪蒸干，

再用适合的溶剂溶解后用HPLC法进行定

量测定．

HPLC方法中以手性Lux 3u cellulose—l柱

为固定相，正己烷一异丙醇(92．5：7．5)为流动

相，检测波长217 nm．

转化率以目的产物的量占加入底物量的百分

率来表示．

转化产物的ee值通过样品HPLc图谱上两

个异构体的峰面积来计算，公式为：ee。(％)=(峰

面积。一峰面积。)／(峰面积。+峰面积。)

×100％．

1．4培养基的优化

1．4．1培养基的选择

将菌种由斜面分别转接于豆汁、豆芽汁、

PDA、麦芽汁、YEPD(一)、YEPD(二)培养基中．

按前述方法转化并测定转化率．

1．4．2单因素试验

在选定培养基种类的基础上进行培养基组分

的优化，每次只优化一个因素，其他因素保

持不变．

1．4．3正交试验

在单因素试验的基础上进行四因素三水平的

正交试验．

2 结果

2．1培养基的选择

将菌株接种至YEPD(一)、PDA、YEPD(二)、

豆芽汁、豆汁、麦芽汁等6种已经灭菌的培养基中

进行转化，结果如表1所示：

表1不同培养基的转化结果

Tab．1 Conversion result Of diffbrent medium ％

由表1可以看出麦芽汁、YEPD(一)培养基

转化较快，但产物ee值较低．豆芽汁、YEPD(二)

培养基ee值较高，其中豆芽汁培养基转化较慢，

并且转化产物中有杂质，增加产物分离难度，因

此，初步选择YEPD(二)培养基，在此基础上进行

进一步的优化．

2．2单因素试验

2．2．1碳源的优化

固定YEPD(二)培养基的其他成分(酵母膏

0．2％，蛋白胨1％)，只改变碳源种类，进行转化，

考察碳源对转化的影响，结果如表2所示：

表2碳源的优化

Tab．2 Optimization Of carbOn source ％

研究结果表明，用蔗糖作为碳源时，转化率和

光学纯度最高，因此，蔗糖是该菌株产酶的最佳碳

源．蔗糖廉价易得，而且是微生物培养最常用的碳

源之一，符合大规模生产的条件．

固定氮源(蛋白胨1％，酵母膏0．2％)，只改

变蔗糖的浓度(0．5％～4％)，进行转化，结果如

表3所示．蔗糖浓度在2％～3％之间时为最佳．

2．2．2氮源的优化

固定YEPD(二)培养基的其他成分(葡萄糖

2％)，只改变氮源种类，进行转化，结果如表4

所示．
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表3蔗糖浓度的选择

Tab．3 Choice of surcose conlentvation ％

表4复合氮源的选择

Tab．4 Choice Of mixed nitrogen source ％

综合表中转换率和ee值的结果，选出蛋白胨

和玉米浆为最佳氮源．

2．2．2．1蛋白胨浓度的选择

选择蔗糖2％、玉米浆0．2％浓度不变，改变

蛋白胨的浓度(0．5％一4％)，进行转化，结果如

表5所示．

表5蛋白胨浓度的选择

Tab．5 Choice 0f peptone concentration ％

综合转化率及ee值考虑，蛋白胨的最佳浓度

在0．5％～1％之间．

2．2．2．2玉米浆浓度的选择

选择蔗糖2％，蛋白胨1％浓度不变，只改变

玉米浆的浓度(0．5％～4％)，进行转化，结果如

表6所示．

综合转化率及ee值考虑，玉米浆的最佳浓度

在0．5％～1％之间．

表6玉米浆浓度的选择

Tab．6 Choice of corn steep liquor concentration ％

2．2．3 培养pH的选择

在选定的培养基基础上(蔗糖2％，蛋白胨

1％，玉米浆0．5％)，调pH4．0～11．0，进行转化，

结果如表7所示．

表7培养pH的选择

Tab．7 Choice of pH

由表中结果可知，pH值为7～9是转化效果

较好，该菌株的最佳生长条件为偏碱性条件．

2．2．4缓冲体系的选择

在选定的培养基基础上(蔗糖2％，蛋白胨

l％，玉米浆0．5％)，用不同的缓冲体系

(Na2HP04一柠檬酸、Tris—HCl、NaH2P04-Na2HP04、

K2HPO。一NaOH)将培养基pH调至8．O，28℃培养

48 h后，加入0．1％底物于同样条件下转化16 h，

考察不同缓冲体系对转化的影响，结果如表8

所示．

表8缓冲体系的选择

Tab．8 Choice of buffer system ％

如表所示结果表明，Tris．HCl为最佳缓冲

体系．

2．3 正交试验

为了保证菌种培养条件筛选的合理性，进行

了一组在单因素基础上的正交试验，单因素条件
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为：蔗糖2％，蛋白胨l％，玉米浆0．5％，pH 8．o，

装液量100 mL，培养48 h后加0．1％底物，转化

16 h．

K1、K2、K3分别代表该列中水平号为1、2、3

的转化率的总和；K1’、K2’、K3’分别代表该列中

水平号为1、2、3的ee值的总和；Rj：代表该列中

K1、K2、K3的极差；Rj’：代表该列中Kl’、K2’、

表9因素水平表

Tab．9 Factor and IeveI tabIe

表10正交试验表

Tab．10 Orthogonal experiments table

K1 273．4 247．4 278．9 275．4

K2 263．3 255．2 241．4 280．6

K3 247．7 281．8 264．1 228．4

Ri 25．72 34．38 37．53 52．23

Kl’ 121．5 93．68 116．7 134．2

K2’ 99．1 97．2 104．6 128．2

K3’ 91．68 121．4 9l 49．88

Ri’ 29．82 27．72 25．7 84．32

K3’的极差；Rj、Rj’数值越大表明该列因素对转

化的影响越大．

在选择最优条件时，应当优先考虑对映纯度，

同时兼顾转化率．根据正交试验表的数据，按极差

分析，A183C1D2结果最好，其中pH对转化的影

响最大，蔗糖和蛋白胨次之，玉米浆的影响最小．

直接看是9号即A383C3Dl结果最好，对这两种

条件进行验证，结果明按极差分析的结果比较可

靠，最后确定培养基的组成为：蔗糖2％、蛋白胨

1％、玉米浆0．5％、pH8．0．用最优的的条件转

化，转化率42％，产物ee值为95．1％．

3 结论

利斯的明中间体拆分是由菌体中的酯酶催化

完成的，不仅酶的产量受多种培养条件影响，酶反

应和手性纯度也受多种因素影响．本研究中发现

转化产物的手性纯度受培养条件影响极大，一方

面可能转化产物的ee值受酶所处条件影响，另一

方面更可能存在多种酯酶，相关问题还待进一步

证实．这些结果显示，通过菌种选育还可进一步提

高手性纯度和转化率．
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Abstract：Thermal efficiency，as an important indicator to measure the heating fumace advanced and the op-

eration，is directly related to a level of energy consumption of the workshop production． Based on a combustion

status of the wax oil hydrogenation unit heating furnace for Luoyang petrochemical company， some factors of

innuence on the thermal efbciency of heating furnace were anaIyzed， and some improvement measures were

put fbrward to achieve the goal of energy saving． Fumace thermal efficiency is mainly affbcted by the excess air

ratio，exhaust gas temperature，carbon monoxide content of factors． the results show that the excess air coeffi—

cient increased about 6．3％，thermal efficiency reduced about 0．4％when the oxygen content is increased by

l％；amount of carbon monoxide is increased by 100 mg／L，the珊al emciency is reduced by about 0．05％；

and the exhaust gas temperature is increased by 5℃，the thermal efficiency of about 0．25％ is lower． In or_

der to improVe the e￡ficiency of the heating furnace，it is necessary that oxygen content is with in 2％～4％，

exhaust temperature is with in 1 25～l35℃ and as low as possible for the content of carbon monoxide．
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Abstract：An is01ated stain Meyerozyma guillieHrIondii

stigmine inte珊ediates． The compositions of its cultuIe

HM988686．1 was found to be able to stereo．resolve riva．

medium(both carton and nitrogen sources) and other

technological conditions(tempemture，pH and capacity in shaking nask)weI．e investigated．7Ihmugh single fac—

tor and orthogonal experiments，the optimum culturing conditions of this strain were detemined as follows：su—

crose 2％，peptone 1％，com steep liquor0．5％，pH 8．0，temperature 28℃，and 100mL medium in a 500 mL

shaking—nask． Under the optimum conditions，the conversion I．atio was 42％and the ee value reaches 95．1％．

Key words：medium；culturing condition；optimization； Meyerozyma guillie珊ondii；rivastigmine
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