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Brevibacterium sp．DGCDC一82

生产胆固醇氧化酶
发酵罐中

王龙刚， 吕陈峰， 杨海麟， 王武
(江南大学工业生物技术教育部重点实验室，江苏无锡214036)

摘要：用Brevibacterium sp T)GcDC-82在7 L发酵罐中分批培养．分别对添加剂吐温～80、培

养温度、培养基的pH、通风量和搅拌速度在胆固醇氧化酶的生产中的影响进行了研究结果显示

以上条件均对产酶有影响．在不同的发酵阶段改变发酵操作条件，发酵20 h最高酶活可达1 203

U／L，生产强度可达60u／(I。·h)．既有效地提高了胆固醇氧化酶的产量，又防止了发酵过程中的泡

沫外溢．
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The Production of Cholesterol Oxidase by Brevibacterium sp．

DGCDC-82 in Fermentor

WANG Long—gang，LU Chen—reng。 YANG Hal—lin． WANG Wu

(Key Laboratory of Industry Biotechnology under Ministry of Education．Southern Yangtze University，Wuxi 214036，China)

Abstract：Brevlbacterium sp．was grown in a batch fermenter The effect of Tween-SO，cultivation

temperature，pH of the culture medium，aeration rate and agitation speed on the production of tholes—

terol oxidase(COD)by the organism were examined．The results revealed that all of them efrected the

production of COD．Adjusting the operation variables could increase the production of COD effectively

and prevent the occurrence of foam ove“low during the{ermentation．研adjusting operation

condition，a maximum COD activity of 1 203 u／L with a volumetric production rate of 60 U／(I。·h)

per I．could be achieved at 20 h．

Key words：cholesteml oxidase；Brevibacterium sp．；fermentation

胆固醇氧化酶(COD)能够催化胆固醇氧化为

胆甾．4．烯一3一酮[t--3]．由于它在胆固醇的检测及化学

合成类固醇药物前体中的应用，胆固醇氧化酶得到

丁越来越多的关注⋯．另外，胆固醇氧化酶可分解

食物中的胆固醇．故而它已经应用在心血管疾病的

治疗[4】中．

作者研究了响应面分析方法改变培养基配方

和添加添加剂w后，培养温度、培养基pH、通气量

及搅拌速度对菌体量和产酶的影响．提出了分段式

控制发酵条件，提高了产酶水平．
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1材料与方法

1．1材料

1 1 1 菌种 BreuibdcteriM腓5声．DGCDC-82，作

者所在实验室保藏

1．1 2培养基

1)种子培养基：牛肉浸膏0 3 g／dL，蛋白胨1

g／d[．．NaCl 0，5 g／dI。．

2)发酵培养基：胆固醇0．3 g／dI，，葡萄糖2 g／

dI。，酵母膏0．75 g／dL，NaCl 0．1 g／dL，

CH3COONH4 0．4 g／dI．。K2HP04 0．02 g／dL，MgS04

0 005 g／dI。，FeS04 0．001 g／dL，CaCl2 0．01 g／dL，

添加剂w体积分数0 3，Tween一80体积分数

0 3％以上培养基pH调至7．5左右，然后于0 1

MPa下灭菌15 rain．

1．2设备

发酵罐容积为7I．，H／D为2．0，二层平叶涡轮

搅拌器．最大搅拌转速800 r／min，4组挡板，夹套换

热．

1．3方法

1．3．1培养条件斜面活化48 h，种子在30℃，

220 r／min振荡培养14～16 h将发酵培养基(按

3 5 I。配料)装入发酵罐。121℃灭菌20min，冷却至

28℃接入液体种子，接种量为5％．培养时间为18

h，培养温度为30～38℃，通风比为1：1～1：1．5，

流加NaOH控制pH，搅拌速度200～350 r／min．

1．3．2 胆固醇氧化酶活力的测定取溶液A

3mL，溶液B150“L于试管中，37℃保温3min；加

入50“I。发酵上清液，反应5 min，沸水浴3 min，冷

却后，用1 cm比色皿。在500 nm处测吸光度；1 U

定义为1 min内转化胆固醇生成1 umol H202的酶

量．

1．3．3比生长速率及CoD合成速率的计算

比生长速率∥。妻‘警．
coD合成速率e=妻‘訾． x指生物量

(g／L)，E指COD产量u／i。．

2结果与讨论

2．1培养基乳化体系对发酵过程的影响

在摇瓶发酵过程中，用表面活性剂及添加剂来

帮助形成较为稳定的乳浊液从而促进胆固醇在培

养基中的分散、增加微生物与胆固醇的界面接触，

从而增加了培养基中有效的胆固醇，提高了COD

产量．但是在7 L发酵罐中培养短杆菌，在通风大于

0 5 L／(I．·mln)时，乳化体系就会被破坏，大量胆固

醇发生相聚集并悬浮在培养基表面继而粘在罐壁、

挡板及搅拌桨，不能起到诱导作用，从而大大影响

产量．如果把通风降低到0．51。／(I。·min)以下，通过

增加搅拌速度来增加溶氧(DO)叉会引起大量泡沫，

泡沫溢出罐外，造成发酵液损失并且增加了染菌机

会．

因此作者尝试增加乳化剂吐温-80的体积分数

来增加乳化体系的稳定性在保持1 l，／(L·min)通

风量和300 r／min转速的条件下，考察不同体积分

数乳化剂对培养基B乳化体系稳定性(即发酵液中

胆固醇质量浓度)的影响，结果见图1．

图l吐温．80体积分数对培养基中胆固醇质量浓度的

影响

Fig．1 Effect of Tween-80 oH cholesterol concentration

in Culture medium

由图1可见，吐温。80体积分数在0．3％以上都

能起到较好的乳化作用，但是如果吐温一80体积分

数大干0 3％，会产生大量泡沫，影响发酵质量经

摇瓶试验验证，发现0．3％的吐温一80对菌体生陡和

COD产量影响很小．因此选择吐温一80在培养基中

的初始体积分数为0．3％

2．2 pH对COD发酵过程的影响

总的说来，pH 7．5条件下培养Brevibacteri“m

印．较为适宜．pH 7．5条件下，培养28 h左右COD

产量达到最大值812 u／L，比其他条件下COD产量

明显要高，而在达到这一最大值后酶活叉会显著下

降(见图2)．从图3可以看出．在发酵前7 h内，pH

7 0组COD合成速率最高，之后pH 7．5组的COD

合成速率最高．在pH 7．0，7．5，8．0下，生产强度分

别是27．1，31．2。29．5 u／(I．-h)

2．3温度对COD产量的影响

温度是影响微生物代谢的重要环境因素．它对

于细胞生长和酶合成过程具有重要的影响以前的

研究表明【5』，在摇瓶水平上，30℃最适合菌体生长

及产酶．作者考察了30．33，36．39℃条件下，7 L罐
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上COD发酵的情况。结果见图4．在30℃和39℃

条件下合成酶不理想．而在36℃，COD达到最大产

量908 u／L仅需18 h，发酵周期大大缩短．

由图5可以看出，在30．33，36，39℃下最大

￡COD分别为12．06，15，21 46．15．9 u／(g·h)在

36℃下．COD合成速率最快．在10 h就达到最大

值，直到20 h左右才停止．温度对生长强度影响非

常显著．在30，33，36，39℃下，生产强度分别是

27 9，32．9，50。40．5 U／(L．h)．
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圉2 pH对COD发酵的影响

Fig．2 Effect of pH on COD production

时间，h

圈3 ptl对COD合成速率的影响

Fig．3 Effect of pH oR COD production rate

图4温度对COD产量的影响

Flg．4 Effect of temperature Oll COD production
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图5温度对COD合成速率的影响

Fig．S Effect of temperature on COD production rate

2．4溶氟对产酶的影响

作者考察了不同通风量(5，6，7 L／min)下Bre一

口ibacterlum sp．DGCDC,-82的生长及产酶的情况，

结果见图6．由图6可见，前10 h各条件下产酶差别

不大．在通气量为6 Idmin或7 L／min下，最大

COD产量分别达到1 039 u／I，和1 049 U／i．．发酵

40 h时。酶活分别达到793，702．845 U，饥但是在7

L／血n的通气量下泡沫也较多，发酵终点时发酵渡损

失达30％--40％．并且在发酵巾后期酶活下降剧烈，

这可能与COD活性中心有cys残基有关【6j，其中的巯

基容易被氧化而使酶失活在6 L／mln的通气量下泡

沫层只有2 cm左右，发酵中后期酶活损失也没有那

么大．便于发酵控制，因此选择6 IJrnin作为通气量，

在该条件下，生产强度达到52 8 uy(I。-h)
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图6通气量对COD产量的影响

Fig．6 Effect of aeration on COD production

为了考察搅拌转速对产酶的影响，试验中控制

搅拌转速在200～600 r／mln，发酵过程见图7．由图

7可见，在300 r／min和400 r／min下，在18 h时

COD产量分别达到1 032 u／l。和920 u／i。，在发酵

40 h时，酶活分别达到709．830，912 u／L但是搅

拌转速达到400 r／min会引起大量的泡沫，发酵终

点时发酵液损失达30％～40％．因此，300 r／rain为

较适合的搅拌转速，在此条件下生产强度为5l 1
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Fig．7 Effect of agitation speed oil CODproduction

COD发酵过程见图8．在控制不同溶氧参数的

发酵过程中，溶氧的消耗规律基本相似，但在发酵

的不同阶段对氧的需求并不相同，在产酶期耗氧最

快．在发酵前18 h，细胞摄氧速率明显高于供氧速

率，所以溶氧迅速下降；在发酵18 h以后，细胞摄氧

速率与供氧速率基本持平，表现为溶氧下降缓慢或

保持不变，超过24 h溶氧甚至会回升；最适溶氧饱

和度为30％--45％，低于20％时产酶受影响，溶氧高

于55％产酶也会受影响．而且会有大量泡沫产生

蒜
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瞬8溶氧饱和度变化曲线

Fig．8 Time comrse of DO

2．5改进过程控制条件后的发酵过程曲线

以上的实验结果表明，最适发酵过程控制条件

为：在36℃，发酵前8小时培养基的pH、搅拌转速

和通气量分别控制在7 0，200 r／rain和5 L／min；发

酵8～14 h培养基的pH、搅拌转速和通气量分别控

制在pH 7．5．400 r／min和7 L／rain；发酵14 h以

后．pH不变，将转速和通气量调低，控制溶氧在
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