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离子液体双相体系中的生物催化维生素D３ 羟基化反应

程兆鹏,汤丹丹,徐志南

(浙江大学化学工程与生物工程学院生物工程研究所,浙江杭州３１００２７)

摘要:为探究离子液体双相体系中蜡状芽孢杆菌(Bacilluscereus)HDZJU１Ｇ１１羟基化维生素 D３

的生物 催 化 反 应,比 较 了 ５ 种 离 子 液 体 ([PrMIm][PF６],[BMIm][PF６],[BMIm][NTf２],
[HMIm][PF６],[OMIm][NTf２])对底物的溶解能力以及与实验菌株的生物相容性;优化了离子

液体双相体系中相比(水相与离子液体相的体积比)、pH 及底物浓度等条件,选择[BMIm][PF６],
[BMIm][NTf２]及[OMIm][NTf２]作为构建双相体系的离子液体．对[BMIm][PF６]/水双相体系

而言,菌体生长１２h后进行转化,相比为４∶１,水相pH 为７．５,离子液体中底物浓度为０．５mg/mL
时,２４h后产物２５Ｇ羟基维生素 D３ 浓度最高达０．３８mg/mL．结果表明,离子液体双相体系可成功

应用于蜡状芽孢杆菌羟基化维生素 D３ 的转化反应,为放大实验与工业化生产提供了理论支持．
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Abstract:ToexplorethebiocatalytichydroxylationofvitaminD３catalyzedbyBacilluscereusHDZJU１Ｇ１１
inionic liquid biphasic systems,a comparison was conducted of the substrate solubility and
biocompatibilityin５ionicliquids([PrMIm][PF６],[BMIm][PF６],[BMIm][NTf２],[HMIm][PF６],

and[OMIm][NTf２])andtheoptimizationofphaseratio,pH,andsubstrateconcentrationinionicliquid
biphasicsystemswasperformed．[BMIm][PF６],[BMIm][NTf２],and[OMIm][NTf２]werechosento
constructbiphasicsystems．In[BMIm][PF６]/waterbiphasicsystem,theoptimalconversionconditionis
asfollows:０．５ mg/mLvitamin D３ and [BMIm][PF６](Vwater ∶VIL ＝４∶１)areaddedafter１２h
fermentationofBacilluscereus,andthepHofwaterphaseis７．５．Theconcentrationof２５Ｇhydroxyvitamin
D３isincreasedto０．３８ mg/mLat２４hfermentation．Theoptimalconversionconditionsinionicliquid
biphasicsystemsaredetermined,whichlaysafoundationforexpandingexperimentandindustrial
applications．
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０　引言

维生素D３ 是固醇类衍生物,基本结构是环戊

氢烯菲环,分子式为C２７H４４O,结构式如图１．维生素

D３ 作为一种脂溶性维生素,不溶于水,可溶于多种

有机溶剂．自然界中,维生素 D３ 原广泛存在于动物

体内,被称为７Ｇ脱氢胆固醇,经紫外照射后可转化

为维生素 D３．但动物体内的维生素 D３ 是缺乏活性

的激素前体．经过肝、肾等细胞中细胞色素 P４５０酶

的作用,转化为具有生理活性的羟基化形式．常见的

活性羟基维生素D３ 有２５Ｇ羟基维生素D３、１αＧ羟基

维生素D３ 和１α,２５Ｇ二羟基维生素 D３．它们的结构

式如图２．

图１　维生素D３ 的结构式

Fig．１　ThestructuralformulaofvitaminD３

图２　３种羟基维生素D３ 的结构式

Fig．２　ThestructuralformulasofhydroxyvitaminD３

　　羟基维生素 D３ 可以维持体内钙、磷的动态平

衡,调节体内免疫及调控细胞的增殖与分化,现已广

泛应用于医药、食品和饲料等行业[１]．羟基维生素

D３ 最初是从生物组织中提取的,但分离困难、收率

极低、成本高昂,严重制约了羟基维生素 D３ 的应

用[２]．因此目前生产羟基维生素D３ 的常用方法有化

学合成与生物催化法．化学合成羟基维生素 D３ 成本

高昂,难以适应市场需要,而生物催化相比化学合

成,具有反应条件温和、反应速率快、反应专一性强、
污染物少、能耗低等优点[３Ｇ５]．近年来,相关研究方向

主要是微生物全细胞催化维生素 D３ 的羟基化反

应[６]．微生物催化反应需要在水相中进行,但底物维

生素D３ 在水相中极低的溶解度严重制约了羟化反

应的速率．使用有机溶剂与水相构成双相体系可以

解决该问题,但有机溶剂会抑制酶的活性、对全细胞

产生毒害,且有机溶剂的大量使用会对环境造成严

重污染．作为代替有机溶剂的绿色溶剂,离子液体与

水相构成的双相体系在生物催化中具有应用潜力．
离子液体(ionicliquids)是一种由有机阳离子

与无机或有机阴离子组成的盐类,因为其通常在室

温下呈液态,也被称为“室温熔融盐”．离子液体的种

类很多,研究较多的有机阳离子有:咪唑类、吡啶类、
季铵盐类和季鏻盐类等;常见无机阴离子有:Cl－ ,

Br－ ,I－ ,[Al２Cl７]－ ,[AlCl４]－ ,[PF６]－ ,[BF４]－

等;常 见 有 机 阴 离 子 有:[(CF３SO２ )２N]－ ,
[CF３SO３]－ ,[CF３COO]－ ,[CF３CO２]－ 等[７Ｇ８]．离
子液体相比传统有机溶剂,具有不挥发、稳定性好、
溶解性能好、环境污染小等优点[９Ｇ１１],其与水相构成

的双相体系在全细胞催化酮类、酯类等物质的不对

称还原,甾体类物质的羟基化等反应中报道较多．
２０００年,Cull等[１２]在[BMIm][PF６]/H２O 的

离子液体双相体系中用红球菌 R３１２全细胞催化还

原１,３Ｇ苯二氰生成３Ｇ氰基苯酰胺,这是离子液体双

相体系在全细胞催化中应用的首次报道．Wu等[１３]

以１６α,１７Ｇ环 氧 黄 体 酮 为 底 物,用 黑 色 根 霉 菌

(Rhizopusnigricans)作为生物催化剂,在[BMIm]
[PF６]或[BMIm][NTf２]/缓冲液的离子液体双相

体系中催化了１１αＧ羟基化的反应,在最优条件下反

应最高转化率大于９０％,体现了离子液体双相体系

在生物催化甾体羟基化反应中的优良性能．姚韧辉

等[１４]在５种不同种类的离子液体双相体系中,以赤

霉菌(Gibberellaintermedia)作为生物催化剂,催
化了去氢表雄酮(DHEA)７α,１５αＧ羟基化生成三羟

基雄甾烯酮(７α,１５αＧdiOHＧDHEA)的反应,实验经

过对比后选择[EMIm][EtSO４]作为构建该体系的

离子液体,并优化了双相体系中离子液体的浓度、底
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物的投料浓度及投料时间等条件,大大提高了产率,
表明离子液体筛选与条件优化对相关研究具有十分

重要的意义．
基于以上分析,生物催化维生素 D３ 羟基化具

有重要意义,而在离子液体双相体系中进行该反应

中具有独特的优势．本文将使用１Ｇ丙基Ｇ３Ｇ甲基咪唑

六氟磷酸盐([PrMIm][PF６])、１Ｇ丁基Ｇ３Ｇ甲基咪唑

六氟磷酸盐([BMIm][PF６])、１Ｇ丁基Ｇ３Ｇ甲基咪唑双

(三氟甲烷磺酰)亚胺盐([BMIm][NTf２])、１Ｇ己基Ｇ
３Ｇ甲基咪唑六氟磷酸盐([HMIm][PF６])、１Ｇ辛基Ｇ３Ｇ
甲基咪 唑 双 (三 氟 甲 烷 磺 酰)亚 胺 盐 ([OMIm]
[NTf２])这５种离子液体分别构建双相体系,考察

其对蜡状芽孢杆菌(Bacilluscereus)HDZJU１Ｇ１１催

化维生素 D３ 羟基化反应的影响,选择合适的离子

液体;进一步优化反应条件,以期获得更高的底物转

化率和产物产率;最后回收离子液体以循环利用．

１　材料与方法

１．１　实验菌株

实验 使 用 菌 株 为 蜡 状 芽 孢 杆 菌 (Bacillus
cereus)HDZJU１Ｇ１１,为本实验室筛选并保藏．
１．２　实验试剂

离子 液 体 １Ｇ丙 基Ｇ３Ｇ甲 基 咪 唑 六 氟 磷 酸 盐

([PrMIm][PF６])、１Ｇ丁基Ｇ３Ｇ甲基咪唑六氟磷酸盐

([BMIm][PF６])、１Ｇ丁基Ｇ３Ｇ甲基咪唑双(三氟甲烷

磺酰)亚胺盐([BMIm][NTf２])、１Ｇ己基Ｇ３Ｇ甲基咪唑

六氟磷酸盐([HMIm][PF６])、１Ｇ辛基Ｇ３Ｇ甲基咪唑

双(三氟甲烷磺酰)亚胺盐([OMIm][NTf２])均购

自中国科学院兰州化学物理研究所,纯度＞９９％．绘
制标准曲线所用维生素 D３,２５Ｇ羟基维生素 D３ 及

１α,２５Ｇ二羟基维生素 D３ 均为标准分析品,转化底

物维生素 D３ 纯度≥９８％,均购自 SangonBiotech
公司．其他试剂均为市售化学纯或分析纯．
１．３　培养基

LB培养基(质量浓度):１％蛋白胨,０．５％酵母

抽提物,１％氯化钠．１２１℃灭菌２０min．
转化培养基(每升含量):葡萄糖２０．０g,酵母提

取物５．０g,氯化铵７．０g,磷酸氢二钾１．５５g,磷酸二

氢钠０．８５g,七水硫酸镁２．５g,七水硫酸锌０．０１g,
二水氯化钙０．０１g,氯化铁０．１mg．调节pH 至７．５．
１１５℃灭菌３０min．
１．４　菌株的培养及摇瓶转化

挑取斜面保藏的菌株,接入 LB培养基中,２２０

r/min,３７℃下培养１２h．再以１％接种量将菌液接

入LB培养基中,２２０r/min,３７℃下培养１２h．
经上述操作活化后,以１％接种量将菌液接入

转化培养基中进行转化．转化条件为:培养基pH７．
５,转化温度３７℃,转速２２０r/min,转化时间４８h,
相比９:１,底物浓度随离子液体而定．进行不同转化

条件实验时,需设置目标优化条件的系列梯度,其他

条件保持不变．反应过程中,每次取样测定pH,需保

持水相pH 不变,取得水相和离子液体相样品处理

后进行 HPLC(高效液相色谱)检测．
１．５　分析方法

１．５．１　蜡状芽孢杆菌生长曲线的测定

挑取斜面保藏的菌株,接入 LB培养基中,２２０
r/min,３７℃下培养１２h．以１％接种量将菌液接入

LB培养基中,２２０r/min,３７℃下培养２４h．前１６h
每２h取样１次,１６h开始每４h取样１次．样品稀

释至合理范围后用紫外/可见光分光光度计测定波

长６００nm 处的吸光值(OD６００)．
１．５．２　溶解度和分配系数的测定

溶解度:取１mL离子液体,分别加入过量维生

素D３ 粉末,超声处理３h．５０００r/min离心１０min．
过滤后样品进行 HPLC检测．

分配系数:分别配制０．５mg/mL的各离子液体

溶液．取１mL离子液体溶液,加入９mL去离子水,
恒温振荡２h．常温１００００r/min离心２０min,分别

取上下相进行 HPLC检测．记 HPLC分析得到的离

子液体相溶质浓度为CIL,水相溶质浓度为Caq,则
分配系数D＝CIL/Caq,本实验该值取对数,即lgD．
１．５．３　生物相容性的测定

在液体培养基中接入菌株,培养１２h后测定培

养基中葡萄糖浓度．菌液每９mL分装１瓶,每瓶分

别加入不同离子液体１mL,对照组加入 PBS缓冲

液１mL．３７℃,２２０r/min条件下培养２４h．测定此

时培养基中葡萄糖浓度．
记培养１２h时培养基中葡萄糖浓度为C０,培

养２４h时培养基中葡萄糖浓度为 C１,则加入离子

液体后菌体消耗葡萄糖浓度为CC＝C０－C１．以此作

为生物相容性的衡量数据,消耗葡萄糖浓度越高说

明生物相容性越好．
以加入PBS缓冲液的对照组菌体消耗葡萄糖

浓度CCPBS为基准,用每组实验离子液体的菌体消耗

葡萄糖浓度CCIL除以CCPBS得到相对消耗葡萄糖浓

度．即将加入PBS缓冲液的对照组菌体消耗葡萄糖
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浓度化为１,实验所用离子液体组数据化为无量纲

的数,以便于对比各组生物相容性．
１．５．４　高效液相色谱测定底物与产物浓度

离子液体相样品处理:将样品用甲醇稀释２０
倍,０．２２μm 过滤头过滤后,用 HPLC分析样品,记
录峰面积．

水相样品处理:将样品用２倍体积的乙酸乙酯

萃取３０min后离心,取上相挥发干溶剂,再加入与

乙酸乙酯等量的甲醇溶解,０．２２μm 过滤头过滤后,
用 HPLC分析样品,记录峰面积．

利用底物和产物标准曲线,可将峰面积换算为

浓度．
实验使用色谱柱为 AgilentSBＧC１８柱．
HPLC仪条件:紫外波长２６５nm,柱温３０ ℃,

分析时间４０min,流量１mL/min．
流动相条件:梯度洗脱．０min时,甲醇４０％,水

６０％;１６min时,甲醇６０％,水４０％;１８min时,甲
醇７０％,水３０％;２５min时,甲醇９５％,水５％;３５
min时甲醇４０％,水６０％．

转化率＝(样品初始底物浓度－样品最终底物

浓度)/样品初始底物浓度×１００％
产率 ＝ 样 品 产 物 浓 度/样 品 初 始 底 物 浓 度

×１００％
上式中浓度均为质量浓度．

１．６　离子液体的回收

转化反应完成后,离心收集离子液体．用３倍体

积于离子液体的有机溶剂连续３次萃取离子液体中

的底物和产物．弃去有机溶剂后,干燥除去残留溶

剂．回收的离子液体处理后 HPLC测定残留底物和

产物浓度．

２　结果与讨论

２．１　蜡状芽孢杆菌的生长曲线

蜡状芽孢杆菌 HDZJU１Ｇ１１的生长曲线如图３
所示．由图可见,保藏的蜡状芽孢杆菌经活化后在液

体培养基中培养１２~１５h后,菌体进入稳定期,此后

OD值基本稳定在１１左右．通常当菌体量达到最大

时,表达的羟化酶量也会达到最大,在菌体对数生长

中后期时羟化酶活性最强．因此在后续实验中,菌体

在接入转化培养基前将经过１２h的预培养,以获得

较高的羟化酶活性．
２．２　离子液体的选择

实验根据底物在离子液体中的溶解度、两相分

图３　蜡状芽孢杆菌HDZJU１Ｇ１１的生长曲线

Fig．３　GrowthcurveofBacilluscereusHDZJU１Ｇ１１

配系数以及蜡状芽孢杆菌对离子液体的生物相容

性,选择了适合构建离子液体双相体系作为羟化反

应介质的离子液体．维生素D３ 在不同离子液体中的

溶解度和两相分配系数见表１．
表１　维生素D３ 在不同离子液体中的溶解度和两相分配系数

Tab．１　Solubilityandpartitioncoefficient
ofvitaminD３indifferentionicliquids

离子

液体

维生素 D３

溶解度/(g􀅰L－１)
维生素 D３

分配系数

[BMIm][PF６] ０．６２ ０．９７

[BMIm][NTf２] ３．５１ １．６６

[HMIm][PF６] ０．８２ １．２２

[PrMIm][PF６] ０．２１ ０．７２

[OMIm][NTf２] ３４．９０ ２．６２

　　由表１可见,阴离子为[NTf２]－ 的离子液体溶

解底物能力较强,而阳离子侧链碳数越高,离子液体

溶解底物能力越强．对离子液体溶解度的研究较少,
可从色散力和相似相溶理论两方面解释[１５]:推测一

方面由于阴离子为[NTf２]－ 的离子液体中离子间色

散力较大,阳离子侧链碳数越高色散力也越大,增大

了甾体在离子液体中的溶解度;另一方面由于阴离

子为 [NTf２]－ 的 离 子 液 体 极 性 相 比 阴 离 子 为

[PF６]－ 的离子液体小,根据相似相溶理论,离子液

体对维生素D３ 的溶解性能增加．
蜡状芽孢杆菌 HDZJU１Ｇ１１对不同离子液体的

生物相容性如图４所示．图４中不同纹理代表不同

的初始底物维生素 D３ 投加浓度．结果表明,阳离子

侧链碳数越低,离子液体与菌体的生物相容性越好．
虽然[OMIm][NTf２]底物溶解度相当高,但生物相

容性较差．
　　综合上述结果,由于[PrMIm][PF６]的底物溶

解度过低,将限制转化效率,而[HMIm][PF６]室温
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图４　蜡状芽孢杆菌HDZJU１Ｇ１１对不同离子液体的生物相容性

Fig．４　BiocompatibilityofBacilluscereusHDZJU１Ｇ１１indifferentionicliquids

下为固态,不便于操作,因此后续实验使用[BMIm]
[PF６],[BMIm][NTf２]和[OMIm][NTf２]这３种

离子液体构成双相体系,进行维生素 D３ 的羟化

反应．
２．３　双相体系相比对转化的影响

本节考察双相体系相比对转化的影响,因此将

相比(水相与离子液体相的体积比)设为需考察的变

量,其他条件保持一致,且离子液体相中溶解的底物

绝对质量相等,使用[BMIm][PF６]/水两相体系时

底物浓度０．５mg/mL．结果如表２所示．
表２　[BMIm][PF６]/水双相体系相比对转化的影响

Tab．２　Effectsofphaseratioonthebiotransformation

相比 转化率/％ 产率/％

１９:１ ２８．９ １９．８

１２:１ ２９．９ ２４．３

９:１ ３２．０ ２８．７

６:１ ３１．２ ２６．５

４∶１ ４６．０ ３１．７

３:１ ４９．１ ３２．１

２:１ ４８．９ ３１．７

　　可见,随着相比减小,转化效果有所增强．相比

６:１~１９:１时产率变化不大,相比４∶１时产率有较

高提升,达到３１．７％．推测相比减小,即离子液体比

例增加,可以增加体系的传质效率．相比３:１与２:１
的实验结果与相比４∶１时差别较小,可能由于传质

效率已达到上限．另外,由节２．２的实验可见,离子

液体对菌体有一定毒害作用,增加离子液体比例可

能导致转化效率降低,因此从转化效率与成本方面

考虑,宜选择一定的离子液体比例．
使用[BMIm][NTf２]/水双相体系转化,相比

９:１,底物浓度１．０mg/mL,其他条件与上实验一致．
最终底物转化率为４２．５％,产物２５Ｇ羟基维生素 D３

产率为３６．０％．
２．４　水相pH对转化的影响

本节考察双相体系中水相pH 对转化的影响,
因此将水相pH 设为需考察的变量,其他条件保持

一致,使用[BMIm][PF６]/水双相体系时底物浓度

０．５mg/mL．结果如表３所示．结果表明,pH 为６．５
时反应产率较低,当pH 调节为７．０和７．５时,产物

２５Ｇ羟基维生素 D３ 浓度分别达到０．３３mg/mL 和

０．３８mg/mL,产率显著提高．推测菌株表达的羟基

化酶最适pH 在７．５附近．
表３　[BMIm][PF６]/水双相体系pH对转化的影响

Tab．３　EffectsofpHonthebiotransformation

in[BMIm][PF６]/waterbiphasicsystem

pH 产率/％

６．５ ２７．６

７．０ ６６．３

７．５ ７６．１

　　使用[OMIm][NTf２]/水双相体系转化,设定

不同水相pH,底物浓度１０．０mg/mL,其他转化条

件与上实验一致．结果如表４所示．结果与[BMIm]
[PF６]/水双相体系实验相似,pH 为７．５时反应产

率最高,越偏离７．５,产率越低,证明了菌株表达的羟

基化酶最适pH 在７．５附近．由于底物在[OMIm]
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[NTf２]中溶解度达到３０mg/mL以上,故投加底物

量远大于其他离子液体,但转化后产率较低,说明底

物溶解度大并不一定能提高反应效率．
表４　[OMIm][NTf２]/水双相体系pH对转化的影响

Tab．４　EffectsofpHonthebiotransformation
in[OMIm][NTf２]/waterbiphasicsystem

pH 产率/％

６．５ ２．８

７．０ ６．２

７．５ １９．０

８．０ ３．９

８．５ ３．３

２．５　底物浓度对转化的影响

本节考察底物浓度对转化的影响,因此将底物

浓度设为需考察的变量,其他条件保持一致,使用

[BMIm][PF６]/水双相体系时底物浓度由０．１mg/

mL至０．５mg/mL．结果如表５所示．结果表明,底物

浓度增大,转化率和产率会有所下降．推测适当的底

物浓度会提升转化效率,但过高的底物浓度可能对

微生物细胞产生毒性作用．不过随着底物浓度的增

加,产物的绝对质量是增加的．不同底物浓度下,转
化率的上升却导致产量的下降,这在放大实验乃至

工业化生产中是需要衡量的问题．
表５　[BMIm][PF６]/水双相体系底物浓度对转化的影响

Tab．５　Effectsofsubstrateconcentration
onthebiotransformation

底物浓度/(mg􀅰mL－１) 转化率/％ 产率/％

０．１ ８２．９ ４０．４

０．２ ８３．５ ４２．０

０．３ ７７．４ ３５．１

０．４ ７７．５ ３６．０

０．５ ６３．６ ２６．３

２．６　离子液体的回收

实验分别使用乙醇、４０％乙醇、环己烷和正己烷

对溶解 有 底 物 维 生 素 D３ 的 离 子 液 体 [OMIm]
[NTf２]进行萃取,回收得到的离子液体底物去除率

如表６所示．其中乙醇与离子液体互溶,因此无数

据．结果表明,４０％乙醇、环己烷和正己烷都有良好

的萃取去除离子液体残留底物的效果,底物去除率

均达９０％以上．由于环己烷和正己烷毒性较大,综合

考虑材料易得性与环境保护原则,选择使用４０％乙

醇萃取回收离子液体．
表６　不同有机溶剂萃取回收离子液体[OMIm][NTf２]

Tab．６　Retrieveof[OMIm][NTf２]

usingdifferentorganicsolvents

有机

溶剂

粗回收IL中

底物浓度

/(mg􀅰mL－１)

回收后IL中

底物浓度

/(mg􀅰mL－１)

底物

去除率

/％

乙醇

４０％乙醇

环己烷

正己烷

１１．０８

－ －

１．１０ ９０．１

０．６７ ９４．０

０．８２ ９２．６

　　获得４０％乙醇萃取粗回收的离子液体后,蒸发

除去乙醇,得到的离子液体继续进行维生素 D３ 羟

基化的转化实验,实验结束后用同样方法回收离子

液体,循环使用３次．相比新离子液体,回收离子液

体进行羟化反应的转化率分别达到新离子液体的

９５％,８８％和８６％．结果表明,使用４０％乙醇萃取回

收离子液体,组成双相体系后,菌体仍能保持较好的

转化能力．

３　结论

通过测定底物在不同离子液体中的溶解度和分

配系数,以及分析蜡状芽孢杆菌 HDZJU１Ｇ１１对不

同离 子 液 体 的 生 物 相 容 性,实 验 选 择 [BMIm]
[PF６],[BMIm][NTf２]和[OMIm][NTf２]这３种

离子液体与缓冲液构成双相体系,用蜡状芽孢杆菌

HDZJU１Ｇ１１催化维生素 D３ 的羟基化反应．实验测

定了蜡状芽孢杆菌 HDZJU１Ｇ１１的生长曲线,明确

了转化时使用的菌株菌龄为１２h．
实验分别考察了双相体系相比、水相pH 和底

物浓度对转化的影响．结果表明,相比减小有利于转

化反应的进行,对[BMIm][PF６]/水两相体系而言,
相比减小至４∶１时,产率最高达４６．０％．推测相比

减小,即离子液体比例增加,可以增加体系的传质效

率,但离子液体对菌体有一定毒害作用,所以不能一

味增加离子液体比例．水相pH 在７．５附近时,产物

２５Ｇ羟基维生素D３ 浓度最高达０．３８mg/mL,产物浓

度随 pH 偏 离 ７．５ 而 下 降,证 明 蜡 状 芽 孢 杆 菌

HDZJU１Ｇ１１的羟基化酶最适pH 在７．５附近．底物

浓度实验的结果表明,底物浓度增大,转化率和产率

会有所下降,最高转化率达８２．９％,最低转化率为

６３．６％．
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在转化反应结束后,使用有机溶剂回收了离子

液体．４０％乙醇、环己烷和正己烷都有良好的萃取去

除离子液体残留底物的效果,底物去除率均达９０％
以上．由于实验初衷是减少有机溶剂的污染,所以选

择污染较小、同时离子液体回收效果较好的４０％乙

醇进行回收工作．使用回收离子液体组成双相体系

后,菌体仍能保持较好的转化能力．
实验结果表明,本文构建的离子液体双相体系

可成功应用于蜡状芽孢杆菌羟基化维生素 D３ 的转

化反应中．实验中反应条件的优化为放大实验与工

业化生产奠定了基础,离子液体回收对降低生产成

本、减少环境污染具有积极意义．
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