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研究报告                                                               

响应面法优化丁酸缩水甘油酯的酶法拆分工艺 

钱俊青, 周文武, 匡春兰 
浙江工业大学药学院, 杭州 310014 

摘  要: 在已有的酶法拆分丁酸缩水甘油酯单因素试验最适条件的基础上, 采用 Plackett-Burrman 设计在影响酶法拆分

的 6 个因素中, 有效筛选出主效因素: 底物浓度、酶用量和温度。在此基础上, 再利用响应面分析法(RSM)对以上三个

显著因子的最佳水平范围进行研究, 通过对二次多项回归方程求解得知, 酶法拆分最适条件为: 底物浓度 0.499 mol/L、酶用

量 30.23 mg/(g 底物)和温度 29.68oC; 并结合单因素最适条件: pH 7.6; 时间 4 h; 转速 150 r/min 进行酶促拆分实验, 得到

R-酯的对映体过量值为 93.28%。对比优化之前的单因素试验最适条件的结果, 最大对映体过量值 84.65%, 有了显著的

提高, 证明 RSM 法优化酶法拆分丁酸缩水甘油酯工艺是可行的。 
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Optimization of Enzymatic Resolution Technique of Glycidyl 
Butyrate via Response Surface Methodology 
Junqin Qian, Wenwu Zhou, and Chunlan Kuang 

College of Pharmaceut Science, Zhejiang University of Technology, Hangzhou 310014, China 

Abstract: Our previous work has indicated that enzymatic resolution of glycidyl butyrate are strongly affected by many factors, 
including concentration of substrate, amount of lipase, the temperature, pH, shaking speed and reaction time. In this study, 
Plackett-Burman design was undertaken to evaluate the effects of the six factors. By regression analysis, concentration of substrate, 
amount of lipase and the temperature were found to be important for enzymatic resolution of glycidyl butyrate. In the second phase of 
the optimization process, a response surfacemethodology(RSM) was used to optimize the above critical factors, and to find out the 
optimal concentration levels and the relationships between these factors. By solving the quadratic regression model equation using 
appropriate statistic methods, the optimal parameter of the variables were determined as: 0.499 mol/L glycidyl butyrate, 30.23 mg/g 
lipase and 29.68oC. In the optimum condition, the value of enantiomeric excess(ee%) was 93.28%. Compared to 84.65% which was 
the maximum ee% under the non-optimized condition, this study has a significant advancement. The experimental data under various 
conditions have validated the theoretical values. 

Keywords: glycidyl butyrate, optical resolution, lipase, Plackett-Burman design, RSM, optimization 

目前, 手性化合物的合成已经成为有机化学的

一个重要发展方向。高纯度的手性化合物, 对于化

学、生物学以及药学都具有重要的意义, 特别是在

药学研究中 , 对映体药物可以拓宽用途 , 减少剂量

和代谢负担 , 提高活性和专一性 , 减少与其他药物

的相互作用 , 并降低由其对映体可能引起的副作

用。随着消旋体药物逐渐被淘汰, 消旋体的拆分和

手性化合物的合成就显得更为重要了。 (R)-丁酸缩
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水甘油酯作为一种重要的手性原料和合成中间体 , 

在有机化工和制药领域, 发挥着日益重要的作用[1]。

(R)-丁酸缩水甘油酯是合成(S)-缩水甘油的前体, 而

(S)-缩水甘油是一种非常有用的光学活性医药中间

体, 用于合成心血管药物、β-阻断剂、L-肉碱、治疗

艾滋病的 HIV 蛋白酶抑制剂、抗病毒药物及许多具

有生物活性的手性内酯和甘油磷脂。另外, 它还是

某些光电材料和功能高分子材料的重要手性中间 

体[2]。同时还在农药、液晶和生物探针等领域得到

开发利用 [3]。由此可见, 拆分丁酸缩水甘油酯得到

(R)-酯对于药物中间体(S)-缩水甘油的制备是非常

有利的。生物催化拆分方法,反应条件温和, 副产物

少, 产品的分离提纯简单, 生产安全有效[4,5]。酶参

加的反应,通常具有高度的立体专一性, 因此得到产

物的旋光纯度较高,而且酶易降解, 不会造成环境污

染[6,7]。 

在酶促拆分条件优化方面 ,通常用于优化拆分

条件的统计方法如逐因子实验、全因子实验等,由于

因子较多需要海量次数试验。Plackett-Burman 设计

通过 N 次试验可以最多考察 N-1 个因素, 从众多的

影响因素中快速、有效地筛选出几个主效因子, 供

进 一 步 研 究 [8] 。 响 应 面 分 析 (Response  surface 

methodology)法, 简称 RSM, 系采用多元二次回归

方法作为函数估计的工具, 将多因子实验中因素与

指标的相互关系用多项式近似拟合, 依此可对函数

的响应面和等高线进行分析, 研究因子与响应面之

间、因子与因子之间的相互关系。它与过去广为使

用的“正交试验设计法”不同, 具有试验周期短, 求

得的回归方程精度高, 能研究几种因素间交互作用

等优点[9,10]。 

本文在酶法拆分单因素试验最适条件的基础 

上[11], 采用 Plackeet-Burman 设计在多项影响脂肪

酶酶法拆分丁酸缩水甘油酯的因素中, 有效筛选出

主要因素: 底物浓度、酶用量和温度。再利用响应

面分析法(RSM)对以上三个条件进行优化 , 拟合出

酶法拆分最适条件, 在此最优条件下进行酶法拆分

实验得到对映体过量值达到 93.28%, 相比单因素

试验最适条件下对映体过量值 84.65%, 有显著的

提高。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 
丁酸缩水甘油酯, 浙江震元制药有限公司提供;

猪胰脂肪酶(Porcine Pancreatic Lipase, 简称 PPL)为

SIGMA 公司产品; 其他试剂均为分析纯; THZ-C 恒

温振荡器, 江苏太仓市实验设备; 投影式自动旋光

仪(配 2 dm 旋光管), WZZ-T1 型, 上海精密科学仪器

有限公司。 

1.2  实验方法  
拆分方法 : 称取一定量的丁酸缩水甘油酯于

250 mL 具塞锥形瓶中, 恒温振荡器中预热 10 min 后, 

再称取一定量酶粉 , 用磷酸缓冲液缓冲液溶解后 , 

加入锥形瓶中, 恒温振荡反应一定时间。每个条件

做两个平行样。 

底物转化率的测定方法: 酸式滴定法。用移液

管量取 5.0 mL 的反应液用 0.1 mol/L 的 NaOH 滴定, 

0.5%酚酞作指示剂, 空白对照。根据丁酸的生成量

来计算底物的转化率。 

对映体过量值的测定方法[12]: 旋光法。用三氯

甲烷将反应体系中丁酸缩水甘油酯萃取出来, 分离

出含酯的三氯甲烷溶液, 用投影式自动旋光仪测定

溶液旋光度α, 再根据其浓度 c 计算出比旋光度[α]= 

α/cL(L=2 dm) 。 R- 丁 酸 缩 水 甘 油 酯 的 ee(%) = 

[([R]−[S])/([R]+[S])] × 100 ＝ [α]/[α]max × 100, 而 纯

R- 丁 酸 缩 水 甘 油 酯 在 20oC 时 的 比 旋 光 度 为

[α]max=−28.4º[13]。 

含酯样品浓度的测定方法: 用氯化氢加成法[14]。

取 5.0 g MgCl2·6H2O, 置于雉形瓶中, 用移液管加入

5.0 mL 的盐酸乙醇溶液(0.2 mol/L), 振荡使饱和。再

加入 1.0 mL 的含酯的试样,振荡使混和。在室温静置

反应 30 min 后加入 30 mL 蒸馏水使 MgCl2 完全溶解, 

加入 2 滴溴甲酚绿指示液, 用 0.1 mol/L 的 NaOH 标

准溶液滴定到蓝绿色即为终点。空白样作对照, 计

算出样品的浓度。 

2  结果与讨论 

2.1  Plackett-Burman 设计筛选影响酶法拆分主

效因子 
本文在已有酶法拆分单因素试验最适条件[5](酶

用量为 30 mg/(g 底物)、底物浓度 0.4 mol/L、温度
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30oC、磷酸缓冲溶液 pH 7.5、振荡频率 150 r/min 和

反应时间 4 h)的基础上, 选用 N=8 的 Plackett-Burman

设计对实验进行研究, 考查了酶用量(A)、底物浓度

(B)、温度(C)、pH(D)、时间(E)、转速(F)6 个因素,G

为空白因素，每个因素取两水平: 高水平“+”和低

水平“–”, 以对映体过量值响应值。实验设计及结

果见表 1; 实验结果选用 SAS 8.0 软件对实验结果进

行了统计分析(表 2)。 

表 1  N=8 的 Plackett Burman 实验设计及响应值 
Table 1  Plackett-Burman design and its result 

   Factors    Trial 
No. A B C D E F G 

Value of
ee(%) 

1 + + + − + − − 65.96 

2 − + + + − + − 72.36 

3 − − + + + − + 60.62 

4 + − − + + + − 50.69 

5 − + − − + + + 81.33 

6 + − + − − + + 56.41 

7 + + − + − − + 82.53 

8 − − − − − − − 90.44 
 

2.2  响应面分析法(RSM)优化实验条件 
由表 2 所示实验结果可知, 酶用量、底物浓度

和温度对拆分效果影响显著 , 是重要因素 , 以此三

因素为自变量 , 对映体过量值为响应值 , 利用响应

面分析法设计了三因素三水平的试验 ,因素取值见

表 1, 各实验点设计及实验结果见表 2。其他因素 pH

为 7.6, 时间为 4 h, 转速为 150 r/min。 
实验以随机次序进行 ,实验结果用 SAS 软件  

进行分析, 经回归拟合后求得响应函数的回归方程

表达式: Y=−1140.708+16.105X1+1877.992X2+34.510X3− 

0.185X1
2−1158.417X2

2−0.555X3
2−15.625X1X2+0.0972 

X1X3−8.395X2X3, 并由此得出回归分析结果(表 5)、
方差分析表(表 6) 和响应面分析图(图 1、2 和 3)。 

回归方程中各变量对响应值(ee 值) 影响的显著

性, 由 F 检验来判定, 概率 P 的值越小, 则相应

变量的显著程度越高。从表 5 的回归分析和表 6 方

差分析结果可以看出, 方程一次项和二次项极明显, 

交互项显著性一般 , 总回归模型拟合度好 , 其中一

次项中最显著的因素为 X2, 即底物浓度。方程复相

关系数的平方  R2=0.9671, 说明建立的模型能解释

对映体过量值(ee 值)变化的 96.71%, 即能较好的描

述拆分实验的变化规律。在所选的各因素水平范围

内, 按照对结果的影响排序: X2>X3>X1, 即: 底物浓

度>反应温度>酶用量。 

从图 1、2 和 3 可直观了解各因素的交互作用对

整个拆分反应的影响是显著的, 并且底物浓度、温

度和酶用量并不是越大越高越好, 都在零水平左右

存在最佳点。底物浓度过高时磷酸缓冲液无法调节

生成的大量丁酸对体系 pH 值的冲击, 转化率就愈

低, 因为碱性环境有利于水解反应的进行。另一方

面来看, 该酯与磷酸缓冲液的体系也是个两相体系, 

酯的浓度过高不利于酯在磷酸缓冲液是的扩散与传

质, 对酶促反应有影响。温度升高时, 反应速率增大, 

但酶蛋白变性失活的速度也增大, 酶的最适温度是

这两因素综合影响的结果。单因素实验也表明温度

不能过高, 大于 30℃时, 转化率及对映体过量值均

减小了, 不能达到良好的拆分效果, 说明了酶活的

最适温度并不是酶促反应的最适温度。脂肪酶作为

反应的催化剂 ,  随着用量的递增 ,  反应速度加快 , 

但该反应也是一个可逆反应 , 正反应增加的同时 , 

逆反应也迅速增加, 当酶用量大于 30 mg/(g 底物) 

表 2  Plackett-Burman 实验设计各因素水平编码及影响效果 
Table 2  Level, code of variabl and results of Plackett-Burman design 

Factor Coded level 
Trial No. 

Coded                Variable (−) (+) 
T-test Prob>T 

1 A Amount of lipase/(mg/g) 30 35 −34.13889 0.01864 

2 B Concentration of substrate/(mol/L) 0.4 0.6 30.56944 0.02082 

3 C Temperature/oC 25 30 −34.47222 0.01846 

4 D pH 7.5 8.0 −19.40278 0.03278 

5 E Time/h 4 5 −29.95833 0.02124 

6 F Totation speed/(r/min) 150 200 −26.91667 0.02364 
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表 3  响应面三因素三水平实验设计 
Table 3  Level and code of variables of Response Surface 

Method 

Coded level 
Variable Symbol 

−1 0 +1

Amount of lipase/(mg/g) X1 25 30 35

Concentration of substrate/(mol/L) X2 0.4 0.5 0.6

Temperature/oC X3 25 30 35
 

表 4  响应面分析实验设计及结果 
Table 4  The experiment design and results of Response 

Surface Method 

Trial No. X1 X2 X3 Value of ee (%)

1 −1 −1 0 65.02 

2 −1 0 −1 72.12 

3 −1 0 1 67.34 
4 −1 1 0 76.05 
5 0 −1 −1 57.17 

6 0 −1 1 63.74 

7 0 1 −1 69.75 

8 0 1 1 59.53 

9 1 −1 0 83.18 

10 1 0 −1 66.81 

11 1 0 1 71.75 

12 1 1 0 62.96 
13 0 0 0 90.02 
14 0 0 0 87.14 

15 0 0 0 86.88 

表 5  酶法拆分回归方程回归分析结果 
Table 5  Regression for the regression equation of 

enzymatic resolution 
Parameter Value Error t-value Prob>t 

y-intercept −1140.708 133.624 −8.537 3.631E-4 

A (x1) 16.105 4.705 3.423 0.0188 

B (x2) 1877.992 214.502 8.755 3.222E-4 

C (x3) 34.510 4.705 7.335 7.388E-4 

D (x1
2) −0.185 0.0664 −2.787 0.0386 

E (x2
2) −1158.417 166.025 −6.977 9.305E-4 

F (x3
2) −0.555 0.0664 −8.361 4.005E-4 

G (x1x2) −15.625 3.190 −4.898 0.00448 

H (x1x3) 0.0972 0.0638 1.523 0.188 

L (x2x3) −8.395 3.190 −2.631 0.0465 

R-Square(COD) Adj. R-square Root-MSE(SD) 

0.9671 0.9078 3.1902 
 

后 , 酶浓度过大 , 反应系统总含水量增加 , 反应向

逆方向进行, 转化率下降, ee 值也相应下降。从图 1

看出 , 响应曲线陡峭 , 说明底物浓度酶用量对反应

的交互作用非常显著。图 2 也是如此, 说明底物浓

度是影响反应的主因素之一。另外, 从图 3 也可以

看出, 温度和酶用量有较明显的交互性。 

表 6  酶法拆分回归方程方差分析结果 
Table 6  ANOVA for the regression equation of enzymatic 

resolution 

Source Sum of squares DF Mean square F value Prob>F

Model 1493.737 9 165.9703 16.3075 0.00338

Error 50.888 5 10.1775   

Total 1544.620 14    
 

2.3  最佳优化条件的确定 
为了确证各因素的最佳点, 对已回归的非线性

模型方程求一阶偏导 , 并令其等于零 , 可以得到曲

面的最大点, 求导方程整理得: 

1 2 3

1 2 3

1 2 3

16.10475 - 0.37014 -15.625 + 0.0972 = 0
1877.99167 -15.625 - 2316.8333 -8.395 = 0
34.51025 + 0.0972 -8.395 -1.11054 = 0

X X X
X X X

X X X

⎧
⎪
⎨
⎪
⎩

 

在 回 归 方 程 中 , 求 解 得 X1=30.231 223; X2= 
0.499 170 01; X3=29.676 608 

即为优化后条件。 

2.4  方程的验证 
由于以上最佳条件未包括在 RSM 的 16 个实验

中 , 应进一步确认计算结果 , 但因优化后实验条件

过于精确, 我们以温度 29.68oC; 酶用量 30.23 mg/g;

底物浓度 0.499 mol/L, 并结合单因素最适条件: pH 

7.5、转速 150 r/min 和时间 4 h, 对映体过量值为

93.28%, 对照优化之前的最适条件下的最大对映体

过量值 84.65%, 有了大大的提高, 证明用 RSM 法优

化实验条件是可行的。 

 
图 1  底物浓度和酶用量交互影响 ee 值的曲面图 

Fig. 1  Response surface of ee% versus concentration of 
substrate and amount of lipase 
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图 2  底物浓度和酶用量交互影响 ee 值的曲面图 
Fig. 2  Response surface of ee% versus concentration of 

substrate and amount of lipase 

 

图 3  温度和酶用量交互影响 ee 值的曲面图 
Fig. 3  Response surface of ee% versus temperature and 

amount of lipase 
 

3  结论 

用猪胰脂肪酶水解拆分丁酸缩水甘油酯效果很

好, 能有效的对映选择性地水解 S 型的丁酸缩水甘

油酯, 回收 R 型酯, 达到良好的拆分效果。本文在酶

法拆分丁酸缩水甘油酯的单因素试验最适条件(底

物浓度 0.4 mol/L; 酶用量为 30 mg/(g 底物); pH 7.5, 

温度 30oC; 转速 150 r/min; 时间 4 h)基础上, 采用

Plackeet-Burman 试验设计在多项影响脂肪酶酶法拆

分的因素中, 有效筛选出主要因素: 底物浓度、酶用

量和温度。再利用响应面分析法(RSM)对以上三个

关键因素的最佳水平范围进行研究, 通过对二次多

项回归方程求解, 拟合出酶法拆分最适条件: 温度

29.68oC; 酶用量 30.23 mg/g; 底物浓度 0.499 mol/L,  

pH 7.5, 转速 150 r/min 和时间 4 h。在此最优条件下

进行酶法拆分实验得到对映体过量值达到 93.28%, 

相比单因素试验最适条件下对映体过量值 84.65%, 

有显著的提高, 说明响应面实验设计法优化酶法拆

分 R-丁酸缩水甘油酯工艺是可行的。 
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