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ОСОБЕННОСТИ УСЛОВИЙ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ 

PAENARTHROBACTER AUREUS, СИНТЕЗИРУЮЩЕГО 

ВНЕКЛЕТОЧНУЮ ХОЛЕСТЕРОЛОКСИДАЗУ 

Синтез микробныхферментовв значительной степени зависит 

как от химических факторов (количества источника углерода и азо-

та,ионов металлов, поверхностно-активных веществ в питательной 

среде), так и физических (температура, рН, время культивирования). 

Холестеролоксидаза (ХО)(КФ 1.1.3.6.) – мономерный бифунк-

циональный флавинадениндинуклеотид (ФАД) зависимый фермент, 

принадлежащий к классу оксидоредуктаз, которые специфично воз-

действуют на CH-OH группы доноров с кислородом в качестве акцеп-

тора[1]. 

Известно, что для большинства бактериальных штаммов, про-

дуцирующих ХО, оптимальная кислотность среды, при которой про-

исходит максимальная продукция фермента, находится в промежутке 

6,5-8,0, а оптимальная температура культивирования находится в диа-

пазоне 28-39°С[2]. 

Ранее нами был проведен скрининг бактериальных штаммов, 

продуцирующих внеклеточные ХО, и отобраны наиболее активные по 

данному признаку культуры [3]. 

Цель работы – изучить влияние условий культивирования 

(начального рН питательной среды, температуры и времени 

культивирования на рост и образование внеклеточной ХО P.aureus. 

Глубинное культивирование P.aureus осуществляли с использо-

ванием мясо-пептонной питательной среды, содержащей 0,1% холе-

стерина, сначальными значениями рН 5,0-10,0, диапазоне температур 

26-30ºС в течение 48-96 ч.Активность внеклеточной ХО определяли 

спектрофотометрически [4]. Белок анализировали по методу Bradford 

[5], pH – потенциометрически. 

Анализ полученных данных позволил установить, что активная 

кислотность питательной среды в процессе культивирования увеличи-

валась на 0,55-2,40 (таблица).Что касается количества биомассы, то 

наибольшее значение наблюдали при начальном рН питательной сре-
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ды равном 9,0 (28,20 мг/мл), а наименьшее (16,71 мг/мл) при началь-

ном рН 5,0. Максимальное количество накопленного белка по оконча-

нии культивирования было зафиксировано при рН 9,0 (11,03 мг/мл), а 

минимальное составило 5,57 мг/мл (рН 5,0). 
 

Таблица 1 – Характеристика глубинного культивирования 

 Paenarthrobacter aureus 

Начальный рН 
Конечный 

рН 

Белок, 
мг/мл 

Биомасса, мг/мл 

5.0 7,40±0,22 5,57±0,17 16,71±0,50 

6.0 8,05±0,24 5,62±0,17 22,25±0,68 

7.0 8,90±0,27 5,72±0,17 23,89±0,72 

8.0 9,20±0,28 7,76±0,23 24,47±0,73 

9.0 9,55±0,29 11,03±0,33 28,20±0,85 

10.0 9,70±0,29 7,02±0,21 25,34±0,76 
 

Показано постепенное снижение количества внеклеточной ХО с 

увеличением значения начальной активной кислотности питательной 

среды (рис. 1). 
 

 
Рисунок 1 – Зависимость количества продуцируемой внеклеточной 

ХО от начального рН питательной среды у Paenarthrobacter aureus 
 

Так, наибольшее значение ХО отмечено при рН 5,0                            

(0,048 ед/мл), минимальное – рН 10,0 (0,012 ед/мл). 

При исследовании влияния температуры культивирования на 

образование ХО P.aureusустановлено, что наибольшее количество 

внеклеточного фермента было при температуре 28°С (0,088 ед/мл), а 

наименьшее – 0,044 ед/мл при 26°С, что в 2 раза меньше относительно 

значения, зафиксированного при 28°С (рис. 2). На диаграмме, отра-

жающей зависимость количества фермента от времени культивирова-

ния (рис. 2б), видно, что значения при 72 ч и 96 ч одинаковы             

(0,088 ед/мл), а при культивировании в течение 48 ч количество ХО 

ниже в 6,3 раза (0,014 е/мл). 
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Рисунок 2 – Продуцирование внеклеточной ХО у Paenarthrobacter aureus в 
зависимости от температуры (а) и времени культивирования (в) 
 

Таким образом, в результате проведенной работы установлено, 

что оптимальными условиями для роста и синтеза ХО P.aureus явля-

ются культивирование штамма в течение 72 ч при 28°С и начальном 

рН питательной среды 5,0. 
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