
　
第 29 卷第 2 期

2010年 3月
　 　 　　　　 　

食 品 与 生 物 技 术 学 报
Journal of Food Science and Biotechnology

　 　 　　　　　
Vol.29　No.2
Mar.　2010

　文章编号:1673-1689(2010)02-0302-05

　　收稿日期:2009-03-15

　　基金项目:北京市自然科学基金项目(5062022)。

＊通信作者:刘萍(1970-), 女 , 吉林省吉林市人 , 工学博士 , 副教授 , 主要研究方向为发酵工程和生物制药。

Email:liuping@cau.edu.cn

酵母转化茄尼醇生成辅酶 Q 10的超临界 CO 2体系条件
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(中国农业大学 食品科学与营养工程学院 , 北京 100083)

摘　要:超临界 CO 2作为非水相介质对酵母转化茄尼醇生成辅酶 Q 10的底物和产物具有良好的溶

解作用 ,但对微生物的存在会产生一定影响 ,选择合适的超临界 CO 2体系条件有利于辅酶 Q 10产量

的提高。通过研究超临界 CO 2流体的压强 、酵母细胞在超临界 CO 2流体中的反应时间 、添加介质

种类以及添加量等条件对粟酒裂殖酵母细胞活性和辅酶 Q 10产量的影响 ,确定对酵母细胞生存影

响较小并显著促进辅酶 Q 10生产的超临界 CO 2体系条件为:超临界 CO2压强为 10.5 MPa ,反应时

间为 16 h ,向菌体中添加菌体湿重 3倍的培养基 ,超临界 CO2流体中辅酶 Q 10的产量达到 55.71

μg/mL。比液体深层发酵培养辅酶 Q 10产量提高 97.5%。研究结果表明 ,通过优化酵母转化茄尼

醇生成辅酶 Q 10的超临界 CO 2体系条件 ,可以显著提高酵母细胞生成辅酶 Q 10的能力 。
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Supercritical CO2 Conditions of CoQ10 Biotransformation from

Solanesol by Schizosaccharomyces prombe
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Abstract:Supercri tical CO 2 (scCO 2)as non-aqueous media could w ell disso lve substrates and

products of coenzyme Q 10(CoQ 10)biot ransfo rmation reaction f rom so lanesol , but it also had

effects on microbial activi ty , so appropriate scCO 2 conditions could improve CoQ 10 yield.The

effects of scCO 2 on the cataly tic activi ty of Schizosaccharomyces prombe (S.promb)and CoQ 10

yield in different condi tions w ere studied.The appropriate scCO 2 conditions w hich could

significantly promo te the production of CoQ 10 and could have lit tle negative effects on the cells

survival w as:t riple of cells'we t weight o f culture medium was added into the reaction sy stem .,

kept the pressure a t 10.5 MPa fo r 16 h , the production of CoQ 10 i s 55.71 μg/mL , improved

97.5%.The results show ed that optimizat ion of scCO2 reaction system condit ions could

significantly improve the production of CoQ 10 .
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　　辅酶 Q 10(CoQ 10)是呼吸链上一个脂溶性的辅

酶 ,参与呼吸链中的电子和质子传递 ,且其还原型

醌环结构可以有效地清除自由基 ,被广泛地应用于

医药 、食品添加剂等领域[ 1] 。茄尼醇与辅酶 Q 10的

侧链 ———异戊二烯焦磷酸在结构上有一定的相似

性 ,这为茄尼醇作为前体物质实现 CoQ 10的微生物

转化提供了理论基础[ 2-3] 。作者所在的研究组前期

研究发现 ,利用生物转化法可以将茄尼醇直接转化

为 CoQ 10 ,但由于茄尼醇不溶于水 ,限制了其进入酵

母细胞 ,显著影响该物质的转化率 ,而生成的产物

辅酶 Q 10也微溶于水 ,产物在细胞内的积累显著地

抑制其产量的进一步提高 。超临界 CO 2流体具有

良好的溶解能力和传质特性 ,Compton等[ 4] 在超临

界流体中进行了皱褶假丝酵母(Candidarugosa)脂

肪酶催化胆甾醇和乙烯乙酸酯的转酯化反应研究 ,

胆甾醇在超临界乙烷中的溶解度提高了 600 多倍 。

因此超临界 CO 2流体可以一定程度上缓解反应的

产物抑制作用 ,但超临界 CO 2流体对微生物的发酵

过程产生的影响说法不一
[ 5-6]

。有关粟酒裂殖酵母

在超临界体系中的存活及其转化茄尼醇生产辅酶

Q 10的情况在国内外未见报道 ,本研究结果可为辅

酶 Q 10的生产提供新的方法。

1　材料与方法

1.1　材料与设备

粟酒裂殖酵母(S chizosaccharomyce spromb)

2·1794 ,原菌种购自中科院微生物所 ,经作者所在

研究室紫外联合亚硝基胍诱变获得能够转化茄尼

醇生成CoQ 10的菌株 S.promb B 2·1794-23 。HA121-

50-02超临界设备购自江苏南通华安超临界萃取公

司 ,反应釜体积为 5 L。CO2(纯度 99.99%)购自北

京京城气体。A gilent A1200 液相色谱系统购自安

捷伦公司 ,配有 SPD紫外检测器 。

1.2　主要培养基

种子活化培养基(组分 g/dL):葡萄糖 2 ,蛋白

胨 2 ,酵母浸提物 1;pH 6.0 。

发酵培养基(组分 g/dL):葡萄糖 1.5 , 蔗糖

1.5 , 蛋白胨 1.0 , 酵母 膏 1.0 , MgSO 4 0.01 ,

K2HPO 4 0.01 ,KH 2PO 4 0.01;pH 5.0。

1.3　菌体培养物的制备

将粟酒裂殖酵母 S.promb B2·1794-23接于种子培

养基中 ,在 28 ℃下 ,以 160 r/min振荡培养 18 h 至

对数生长期 ,以体积分数 10%的接种量将种子接入

100 mL 发酵培养基(装于 250 mL 三角瓶), 28 ℃

条件下以 160 r/min振荡培养 18 h 至对数生长期 。

将上述所得发酵液分别装入编好序号的 50 mL 离

心管中 ,每管30 mL ,以 4 000 r/min离心收集菌体 ,

用生理盐水洗涤 2次 ,滤纸上倒置 10 s ,称重。

1.4　细胞存活率的测定方法

血球计数板结合美兰染色法 。

1.5　辅酶 Q10的提取及检测方法

从超临界 CO 2体系中取出的细胞 ,用生理盐水

洗涤一次 ,以 4 000 r/min离心收集菌体 ,每管中加

入 10 mL pH 6.0 、0.1 mo l/L 的磷酸缓冲液 ,加入

15 uL β-巯基乙醇 , 37 ℃下置于 220 r/min 摇床反

应 1 h;然后每管中加入质量分数 2%的蜗牛酶 ,相

同条件摇床中反应 3 h。将每管离心收集菌体 ,加

入 10 mL 丙酮 ,涡旋混匀后冰浴超声破碎细胞 ,超

声功率 300 W ,超声 5 s ,间歇 6 s ,超声60次。破碎

后以 4 000 r/min 离心 ,将上清液倒入圆底烧瓶中

真空旋转蒸发 , 用 5 mL 无水乙醇定容待测。

HPLC检测条件:色谱柱为 150 mm ×4.6 mm ,直

径为 5 μm 的 Agilent C18柱 ,流动相为无水 V乙醇 ∶

V水=98∶2 ,流速 1 mL/min ,检测波长 275 nm ,进

样量 20 μL ,柱温 28 ℃。

2　结果与讨论

2.1　超临界 CO2条件下反应时间对辅酶 Q10产生

菌活性以及辅酶 Q10产量的影响

在超临界设备反应釜内放入收集到的菌体 ,在

温度为31 ℃、压强为7.5 MPa条件下 ,分别保压 1 、

3 、5 、8 、16 、19 h 后 ,按 0.25 MPa/min 的速度卸压

(以此速度卸压可能导致细胞破裂 ,但由于卸压时

预期转化过程已结束 ,因此不影响所考察过程的结

果),测得菌体细胞存活率和辅酶 Q 10产量 。结果表

明 ,在 19 h 内 ,细胞存活率变化不大 ,仅在 1 ～ 3 h

及 16 ～ 19 h 时存活率略低于 5 ～ 16 h ,这可能由于

前 3个小时是细胞适应高压厌氧环境的过程 , 16 ～

19 h由于长时间处于超临界 CO 2高压厌氧环境中 ,

细胞中积累的营养物质被迅速消耗 ,一些代谢酶活

性降低 ,导致部分细胞死亡 ,且活细胞的繁殖能力

有所下降 ,因此导致细胞存活率降低。1 ～ 16 h 辅

酶 Q 10产量一直呈上升趋势 ,前 5 小时上升速率较

快 ,可能由于 1 ～ 3 h细胞处于适应高压厌氧环境的

阶段 ,在胁迫环境中会生成大量辅酶 Q 10用于保护

线粒体呼吸链
[ 7-8]

。3 h后 ,细胞度过适应期并大量

繁殖 ,因此辅酶 Q 10迅速积累 ,在 16 h 时达到 42.36

μg/mL。16 h后辅酶 Q 10产量开始下降 ,可能由于

细胞总数 、细胞存活率及部分代谢酶活性都在下降

而导致 ,见图 1。
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图 1　反应时间对细胞存活率及辅酶 Q10产量的影响

Fig.1　Ef fects of reaction time in scCO2 on cells survival

and CoQ10 yield

2.2　超临界 CO2压强对辅酶 Q10产生菌活性以及

辅酶 Q10产量的影响

将收集到的细胞放入 31 ℃超临界 CO 2体系

下 ,分别在压强为 7.5 、9 、10.5 、13.5 MPa 时保压反

应 8 h ,按 0.25 MPa/min 的速度卸压 ,然后测定菌

体细胞存活率和辅酶 Q10产量 。结果见图 2。

图 2　超临界 CO2压强对细胞存活率及辅酶 Q10产量的

影响

Fig.2　Ef fects of reaction pressure in scCO2 on cells sur-

vival and CoQ10 yield

　　细胞存活率随压强没有明显变化 ,可能是在 31

℃条件下 ,压强达到 7.5 MPa 以上 , CO2都以超临

界流体的形式存在 ,对细胞存活影响的差异不大 。

Debs-Louka等人
[ 9]
以粪链球菌 、啤酒酵母 、埃希氏

大肠杆菌 3种微生物为研究对象 ,发现 3种微生物

的失活速度在 3.5 MPa 以下对压强的变化不敏感 。

Lin H-M 等人发现不同微生物细胞对 CO 2作用的

抵抗力不同 ,这可能由于不同微生物的细胞壁 、细

胞膜特性不同 ,对 CO 2分子的透过性不同。在压强

低于 13.5 MPa时 ,粟酒裂殖酵母细胞对压强变化

不敏感 ,细胞存活率维持在 80%～ 86%。辅酶 Q 10

产量在压强为 10.5 MPa 时达到最大 ,可能由于在

10.5 MPa条件下 ,超临界 CO 2流体对辅酶 Q 10的溶

解性较好 ,能更好的消除产物抑制作用 ,利于辅酶

Q 10的生成 ,且在此压强下细胞存活率为86%,说明

大部分细胞可以保持良好的生理活性 ,因此选择超

临界 CO 2体系的压强为 10.5 MPa时进行反应 。

2.3　超临界 CO2 体系中反应介质种类及添加量对

辅酶 Q10产生菌活性以及辅酶 Q10产量的影响

在收集的菌体中分别加入每管菌体湿重 1 ～ 4

倍的蒸馏水 、生理盐水 、培养基作为反应介质 ,将其

放在超临界设备反应釜内 ,在温度 31 ℃、压强 7.5

MPa条件下保持不同时间后 ,按 0.25 MPa/min的

速度卸压 ,测得菌体细胞存活率和辅酶 Q 10产量 ,结

果见图 3。

图 3　不同反应时间下蒸馏水添加量对细胞存活率及

辅酶 Q10产量的影响

Fig.3　Effects of distilled water in scCO2 on cells survival

and CoQ10 yield

　　随着蒸馏水添加量的增加 ,细胞存活率与辅酶

Q 10产量都大致呈下降趋势 ,在 1 、5 、8 h时 ,辅酶Q 10

产量虽有波动 , 但总体都低于未添加蒸馏水的样

品。由此说明 ,在该超临界 CO 2体系下 , 添加蒸馏

水不利于菌体保持活性 ,并相应使辅酶 Q 10产量减

少。原因可能是在超临界状态下含水量增大对细

胞膜透性有一定影响 ,CO 2较容易通过细胞膜 ,进入

菌体内 ,导致细胞内的 pH 值下降和酶失活。

　　在 1 h和 16 h条件下 ,细胞存活率随着生理盐

水添加量的增加呈略微下降趋势;在 5 h 和 8 h 条

件下 ,分别在添加 3倍和 1倍质量的生理盐水时 ,细

胞存活率略有升高。在辅酶 Q 10产量方面 ,与对照

未添加生理盐水的样品相比 , 8 h 添加 2倍生理盐
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水时 ,辅酶 Q 10产量有较大幅度提高 , 1 h 和 5 h 影

响不明显 ,16 h虽然在添加 3 倍生理盐水时与其他

添加量有明显提高 ,但比对照未添加生理盐水时作

用不明显 。出现上述结果的原因可能是在超临界条

件下 ,生理盐水中的钠离子和氯离子在细胞生命代谢

中起重要作用 ,Na+影响细胞内外的渗透压和电化学

梯度平衡 ,刺激代谢产物 H +释放到胞液中 , 改变细

胞内外局部的pH 值 , 影响相关酶活 ,见图4。

图 4　不同反应时间下生理盐水添加量对细胞存活率

及辅酶 Q10产量的影响

Fig.4　Ef fects of normal saline in scCO2 on cells survival

and CoQ10 yield

　　在 1 h 条件下 ,细胞存活率随着培养基添加量

的增加缓慢降低 ,辅酶 Q 10产量基本保持平稳;5 h

和 8 h条件下添加 1 倍培养基 ,细胞存活率略高于

其他培养基添加量条件 ,辅酶 Q 10产量都随培养基

添加量升高呈下降趋势后又明显升高。16 h添加 1

倍培养基时 ,细胞存活率明显下降 ,之后随添加量

增加变化不大 ,辅酶 Q 10产量在添加 1倍培养基时

亦明显下降 ,添加 3倍培养基时达到最高 ,为 55.71

μg/mL。图 5可能由于细胞在放入超临界 CO 2体

系较短时间内 ,未能适应环境变化 ,另外细胞培养

过程中贮存的营养物质还未被消耗掉 ,所以培养基

中营养物质对保持其活性的作用不大。随着反应

时间的增长 ,细胞体内原有的营养物质被消耗 ,需

要培养基补充保持活性和生产辅酶 Q 10所需营养物

质。

图 5　不同反应时间下培养基添加量对细胞存活率及

辅酶 Q10产量的影响

Fig.5　Effects of culture medium in scCO2 on cells sur-

vival and CoQ10 yield

2.4　超临界 CO2体系与液体深层培养对辅酶 Q10

产生菌活性以及辅酶 Q10产量的影响

将收集到的菌体中加入菌体湿重 3 倍的培养

基 ,一组放入摇床中于 28 ℃条件下 ,以 160 r/min

振荡培养 16 h;另外一组放入超临界设备反应釜

内 ,在31 ℃、压强 7.5 MPa 条件下保持 16 h 。将两

组取出后测定细胞存活率和辅酶 Q 10产量 ,结果见

图 6。液体深层培养的酵母细胞存活率略高于超临

界 CO2体系 ,差异不明显 ,但超临界 CO 2体系中的

辅酶 Q 10产量比液体培养高出 97.5%,证明经过优

化后的超临界 CO2体系条件可以明显地促进辅酶

Q 10产量的提高。
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图 6　超临界 CO2体系与液体深层培养对细胞存活率

及辅酶 Q10产量的影响

Fig.6　Effects of scCO2 and liquid submerged culture on

cells survival and CoQ10 yield

3　结　语

超临界 CO2条件下 ,添加合适的介质如生理盐

水和培养基将有利于细胞的存活和辅酶 Q10的生

成。有利于粟酒裂殖酵母转化茄尼醇生成辅酶 Q 10

的超临界 CO 2条件是:压强 10.5MPa 、反应时间 16

h ,添加湿菌体质量 3倍的培养基 ,辅酶 Q 10产量比

液体深层培养提高了 97.5%。
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