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  دهيچک
 ي رهي ـک زنجي ـک هسته بتالاکتام و ين ي بيديوند آمي پقادرند هستند که  يا تهافيار تخصص   ي بس يدازهايلازها پپت ين آس يسفالوسپور :نه و هدف  يزم

 ـا.  بتالاکتام بشکنندي ب حلقهيرا بدون تخر يجانب   .کنـد  يل م ـيتبـد ) ACA-7( ديک اس ـينوسفالوسـپوران يآم-۷بـه  را  Cن يم سفالوسـپور ين آنـز ي
7-ACA   ينـه سـاز  ي و بهين مطالعه، غربـالگر يهدف از ا. باشد ي م ي داروساز عيک در صنا  يمه سنتت ي ن يها ني سنتز سفالوسپور  ي حدواسط مهم برا 

م ي مولد آنـز ي گرم منفيها ي باکتريان برخيدر م يني باليها  جدا شده از نمونهلازين آسيم سفالوسپوريد آنز ين مقدار تول  يشتريباست که    يهاي  هيسو
  .باشد يدارا ملاز ين آسيسفالوسپور

نتو بـاکتر و  ي سودوموناس، اسينيبال يها هيسومارستان در نقاط مختلف شهر تهران  ين ب ي شده از چند   يآور عجمه  ي سو ۶۰ مجموع از :يروش بررس 
پس از . ده شديک سنجي اسپکتروفتومتردستگاهم با يت آنزيک شده سپس فعالي مقاوم تفکيها هيوگرام سويب يابتدا با روش آنت  .  جدا شد  ياکلاياشرش
  . شديم بررسيد آنزيزان توليط کشت بر مي محيزان هوادهي و مpH زمان، دما، يها م، اثر مولفهيلد آنز مويها هي سوي و جداسازييشناسا

 از ي قابل تـوجه يلازين آسيت سفالوسپورينوزا فعاليسودوموناس آئروژ  از   يا هي، سو  ذکر شده  يها يان سه گروه باکتر   ين مطالعه از م   يدر ا : ها افتهي
 يگراد و مولفه هواده ي سانتي  درجه۳۷ ي ساعت، دما۴۸ يزمان گرماگذار ،۸ معادل pH يها ن گونه در مولفه  ي ا يبرانه  يت به يفعال. خود نشان داد  

  . به دست آمدrpm۱۵۰با دور 
ن يت سفالوسـپور ين مطالعه، فعالي شده در اي بررسيها هير سويه سودوموناس نسبت به سايدهد که سو ين مطالعه نشان مي ايها افتهي :يريجه گينت

  .ردي مورد استفاده قرار گيقاتي تحقيکارهاا يم ي آنزيد صنعتي توليبراتواند  يمه ين سويان يهمچندهد و  ي از خود نشان مي قابل توجهيلازيآس
  زا يماريب يمنف گرم يها ي باکتر،ديک اسينوسفالوسپورانيآم- ۷ ن،ي سفالوسپور،يساز نهيلاز، بهين آسيسفالوسپور: يديواژگان کل

  
  مقدمه

باشد  ين مي از سفالوسپوريعيک فرم طبي Cن  يسفالوسپور     
 ـکه تحـت عنـوان        قـارچ   ي لهيه بـه وس ـ   ي ـک ثانو ي ـک متابول ي

  در ارزش کـل بـازار    . شود يد م يوم تول يوم آکرومون يسفالوسپور
  
  
  
  

  
 ـوتيب ي، آنت يجهان  ـ     ي  ن رتبـه  يک سفالوسـپور  ي ن ي پـنجم را در ب

 ـ  تمام مـشتقات    .  دارد ي جهان يعوامل درمان   ـوتيب يمهـم آنت ک ي
   )ACA-7(د  يک اس ـ ينو سفالوسپوران يآم-۷ن، از   يسفالوسپور
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) ADCA-7(د  يک اس ـ ي سفالوسپوران ينو دزاستوکس ي آم -۷ اي
بات حدواسـط لازم    ي از ترک  يکي ACA-7 ).۱( شود يد م يتول
). ۲و۳( باشـد  يک م ـ يمه سـنتت  ي ن يها ني سنتز سفالوسپور  يبرا
 ييايميون ش ـيلاس ـي دآس در صنعت معمـولا از  ACA-7ديتول
بـات  ي بـا اسـتفاده از ترک      يعي طب Cن  يک سفالوسپور يوتي ب يآنت

 ـتروزين مونواتر،يل اي و از قبيسم د و متـانول انجـام   ي ـل کلراي
 شامل اقدام   ACA-7 سنتز   ي برا ييايمي ش يها روش. رديگ يم

ن ي بنـابرا  ،نـه بـوده   يار پـر هز   يباشد کـه بـس     ي م يا چند مرحله 
ن يگزيباشـد تـا جـا      ي م ـ يل بررس ـ  در حـا   يمي آنز يها روش
  ديــک توليــماتيدر روش آنز.  گــرددييايمي شــيهــا روش

7-ACA  شـود  يلاز انجام م ـ  ين آس يم سفالوسپور ي توسط آنز .
 ـا  اسـت کـه   يار مهم ـيم بـس ي، آنـز يظـر صـنعت  نم از ين آنـز ي

 ـ ه ACA-7ن را بـه     يسفالوسپور  از يک ـيکنـد و     يز م ـ يدرولي
ــزا ــ کلياج ــرايدي ــ تولي ب ــشتقات سفالوســپ ي ن و يورد م

 ـتول ).۴( باشـد  يک م يمه سنتن ي ن يها نيسفالوسپور   يم ـيد آنز ي
7-ACAــپور از ــه ) C )CPCن يسفالوس ــورت ۲ب  روش ص

 ي  لهيوس هو ب يداتي به صورت اکس   CPCک روش   يدر  : رديگ يم
D–7ل  يپيداز به کتوآد  يد اکس ينواسيآم-ACA شـود   يل م ي تبد

 ـکه بعد گلوتار   ر د در حـضو  يک اس ـ ينوسفالوسـپوران ي آم -۷ل  ي
ــزيدهيپراکــس ــهي آســACA-7ل يــم گلوتاريدروژن و آن   لاز ب

7-ACA ن  يگر، سفالوسپور يدر روش د  .شود   يل م ي تبدC  به 
ک ي ـلاز و در يآس ـC ن يم در حـضور سفالوسـپور  يطور مستق

 ـ ي تبـد  ACA-7مرحله مجـزا بـه       ن يسفالوسـپور . شـود  يل م
 کـه قـادر بـه       يا افتـه يار تخـصص    ي بـس  يدازهايلازها، پپت يآس

ره، يک زنج ي بتالاکتام و    ي  ک هسته ين  ي ب يديد آم ونيشکستن پ 
  نيسفالوسـپور ). ۵-۸(هـستند    بتالاکتام   ي  ب حلقه يبدون تخر 

C ـهـا تول   ي باکتر يبعض ها و   قارچ ي لهيوس هشتر ب يلاز ب ي آس  د ي
ــ ــود يم ــکروارگاني ميبعــض. ش ــا سمي ــه تولييه ــ ک ــده ي د کنن

 ـترت لاز هستند بـه   ي آس Cن  يسفالوسپور آرتـرو  : ب عبارتنـد از   ي
 ـباکترو  ،ATCC 53667م يلوس مگـاتر يسکوسوس، باس ـي
 ـPaecilimyces C2106، ياکلياشرش زو ي ـوم گريليس ـ ي، پن

ــو ــيفول ــ ين، پن ــودوموناس پوت يليس ــوم، س ــوم رگولوس دا و ي
 ـ  N176،V22ه يسـودوموناس سـو    يهـا  گـزارش . باشـد  يم

ن ي مولـد سفالوسـپور   يهـا  سمي ـکروارگاني م يمختلف جداساز 
 مولـد   يهـا  سمي ـکروارگانيغلـب م  لاز را ثبت کرده است ا     يآس
امـروزه بـا     .)۹( باشـند  يهـا م ـ   م از خـانواده سـودموناس     يآنز

 ـ در تول  يوتکنولـوژ ي روز افـزون ب    يها شرفتيپ  يهـا  ميد آنـز  ي
 يها  و روش  يع داروساز يها در صنا   سميکروارگاني از م  يصنعت

د ي ـط تولي شـرا يسـاز  نهي و بهي بر آن همانند غربال ساز    يمبتن
 ـتـوان تهد   ي م يکي ژنت يها يرم و دستکا  يآنز  ـد  ي  يک بـاکتر  ي

د ي ـت تولي ـم و در نهايد آنـز ي ـک فرصـت تول   يزا را به     يماريب
ع دارو  ين در صـنا   ي سفالوسـپور  يمـه سـنتز   ي ن يها کيوتيب يآنت

 ـ. ل کـرد  ي تبد يساز  ـ   هب  حاضـر،   ي   اهـداف مطالعـه    يطـور کل
 ـ باکتر يني بال يها هيانتخاب سو   و يجداساز م ي مولـد آنـز    يياي

 مولد يها هيت سوين هويي و تعييلاز، شناساين آس يسفالوسپور
ن ي کـسب بـالاتر    يط بـرا  ي شرا ينه ساز يجدا شده و سپس به    

م يد آنزيزان تولين ميشتري بي که دارايهاي  هيم در سو  يزان آنز يم
  .دبودند، بو

  
  يروش بررس

، يادرار ي نمونـه  ۶۰ ي مقطع ـ - يفيتوص ي  ن مطالعه يدر ا      
مـاه  ريت تا نيفرورد يها  ماهير طدکه   و خون    يسوختگزخم،  
 مبـتلا بـه عفونـت    يي و سـرپا  يبـستر مـاران   ي از ب  ۱۳۹۱سال  

 يهــا مارســتانيبــه ب کــهو زخــم  ي، ســوختگي ادراريمجـار 
 ـي، امام خم  يمطهر مراجعـه کـرده بودنـد،       تهـران  شـهر    در ين
 ي ها طي مح يبر رو  يد و پس از کشت باکتر     ي گرد يآور جمع

EMB ودآگار يميتري، سآگارBHI   شـرکت   (آگـارMerck 
 ـ ييايميوش ـي ب يهـا  انجام تـست  و   )آلمان  ـ نظ ي افتراق ، TSIر  ي

 MR/VP ،SIM اوره آز،    داز، کاتـالاز،  ي اکس ترات،يمون س يس
 ـ گرديجداساز ،)۱۰ (با استفاده از جدول استاندارد بـا در  . دي

 مقـاوم بـه   يهـا  ين موضـوع کـه بـاکتر      ينظر گرفتن احتمال ا   
ن يم سفالوسـپور  ي آنز يتوانند دارا  ي بتالاکتام م  يها کيوتيب يآنت



 بررسي آنزيم سفالوسپورين آسيلاز 
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 ـ. وگرام انجام شديب يلاز باشد آنت يآس  ـب يمقاومت آنت  بـا  يکيوتي
 ـ     ـب يانجام تـست آنت سک ي ـق روش انتـشار از د ي ـوگرام از طري

)Disk Diffusion Method (ـو با استفاده از د   يهـا  سکي
ن يليس ـ يپن: ه شده از شرکت پادتن طب شامل      يک ته يوتيب يآنت
)µg ۱۰( ن  يليس ـ يس، آموک)µg ۱۰(  ن  ي، سـفالوت)µg ۳۰ ( از

از نسل دوم    ) µg ۳۰(م  يها، سفروکس  نينسل اول سفالوسپور  
) µg ۳۰(م  يزوکـس يو سفت ) µg ۵( ميها، سفکس  نيسفالوسپور

 يري ـگ بـا انـدازه   د و   ين گرد ييتع ها نياز نسل سوم سفالوسپور   
 ـي عدم رشد توسط خـط کـش م        ي  هاله  يهـا  هيسـو ،  يمتـر  يل

   جهاني از استانداردساس و مقاوم با استفاده مه حيحساس و ن
] )Standard Institute (CLSI [Clinical and Laboratory 
 يهـا  هي سو يجداساز  انجام ي سپس برا  .مشخص شدند ) ۱۱(

 از ،)۱۲-۱۵( کيبـــه روش اســـپکتروفوتومتر ميمولـــد آنـــز
ن ي بـد .استفاده شد  مذکوريها کيوتيب ي مقاوم به آنت  يها زولهيا

 مختلـف رشـد کـرده در        يهـا  ي باکتر يها که از نمونه  ب  يترت
سپس بـه درون    .  تک گرفته شد   ي موردنظر، کلن  يط انتخاب يمح

  هـا بـه مـدت      ح شـد و ارلـن     ي تلق LBط  ي مح ي حاو يها ارلن
کردار انکوبـه  ي درجه در انکوبـاتور ش ـ ۳۷ ي ساعت در دما   ۲۴

خته شده و در دور يط کشت در فالکون ر ي سپس از مح   .ديگرد
 يفوژ شـد تـا بـه انـدازه کـاف          يريقه سانت ي دق ۲۰مدت    به ۴۰۰۰

 ـ ب يـي ع رو ي سـپس مـا    . وجود داشته باشد   ي سلول ي  توده رون ي
داً ورتکس شد تا حل شده و سپس    يخته شده و فالکون شد    ير

 ـبه مقدار  pH 7 مولار در   ۱/۰در بافر فسفات     تـر  يل يل ـيک مي
ــل گرد ــح ــاره در دور ي ــدت  ۴۰۰۰د و دوب ــه م ــه ي دق۷ ب ق

ــانتر ــدوژيفيس ــناور گرد  ، ش ــافر ش ــان ب ــپس در هم ــ س . دي
م در ي موجــود بــه عنــوان محلــول آنــزيون ســلوليسوسپانــس

 ـي م ۲۵/۰ بـه  .شات استفاده شـد   يآزما   تـر از بـافر فـسفات       يل يل
)pH ن يگرم پـودر سفالوسـپور     يلي م ۵/۲ يحاو) 7  معادلC ،

 اضـافه شـد و در   يون سلوليتر از سوسپانسيل يلي م ۲۵/۰مقدار  
 ـقـه انکوبـه گرد    ي دق ۳۰مدت   ه درجه ب  ۳۷ يدما  سـپس بـه    .دي

 ي  لهيوس ـ  کـه بـه    يتر از محلـول   يل يلي م ۳ منظور توقف واکنش  

 با  درصد۲۰د يک اسيال استيتر از گراسيل يلي م۲مخلوط کردن 
 مولار ساخته شده بود به مخلوط       NaOH ۰۵/۰تر  يل يليک م ي

ــدت   ــه م ــافه شــده و ب ــنش اض ــه در دور ي دق۱۵واک  ۳۰۰۰ق
تر يل يلي م ۵/۰وژ مقدار   يفيبه سوپرناتانت سانتر  . وژ شد يفيسانتر

د و بعد ي محلول در متانول اضافه گرد  درصد p-DAB ۵/۰از  
 ۴۱۵ آن در طـول مـوج   ي اتاق جذب نور   يقه در دما  ي دق ۳از  

 اسـتاندارد،   ي منحن ي  هيجهت ته  .)۱۲-۱۵( نانومتر خوانده شد  
 ـيه شده و با مقـدار مع      ي ته Cن  ي از سفالوسپور  ييها رقت  از  ين

p-DAB   در طـول    يمقدار جـذب نـور    . ديوارد واکنش گرد 
 ـ      ۴۱۵موج    اسـتاندارد محاسـبه   ي نانومتر قرائـت شـده و منحن

 ـي م ۵/۰ يبلانک حاو . شود يم  ـ+ تـر بـافر فـسفات       ي ل يل ک ي
 ـي م ۲+  مولار   NaOH ۰۵/۰تر  يل يليم   ديک اس ـ يتـر اسـت   ي ل يل

   .محلول در متـانول بـود      p-DABتر  يل يلي م ۵/۰ +  درصد ۲۰
 ـ غربـال شـده، کـه م       يهـا  هين مرحله از سـو    يادر    ـزان تولي   د ي

هــا توســط روش   لاز در آني آســCن يم سفالوســپوريآنــز
 ي کـه دارا يـي ا زولـه ياک مشخص شـده بـود،      ياسپکتروفتومتر

ر ييش تغي آزماي بود انتخاب و برا   ي قابل توجه  يميت آنز يفعال
ط ين شـرا  يتـر  نـه ي و انتخـاب به    يسـاز  نهي و به  يطيط مح يشرا

 ـم اسـتفاده گرد يد آنز ين مقدار تول  يشتريجهت ب  ر يي ـد و بـا تغ ي
ط ي مح ـ ي مختلف همچون زمـان گرمـا گـذار        يها دادن مؤلفه 
ط کـشت و    ي مح ي گرماگذار يط، دما ي مح pH،  يکشت باکتر 

 يط مختلـف مـورد بررس ـ  يم در شرايد آنز يزان تول ي، م يهواده
  ).۱۶-۲۳(قرار گرفت 

  
 ها افتهي

 مختلف شـهر تهـران      يها ستانماري از ب  يني بال ي  هي سو ۶۰     
بـا توجـه بـه روش      .  قـرار گرفـت    ي و مـورد بررس ـ    ييشناسا
ــگ ــآم رن ــستيزي ــرم و ت ــا  گ ــي بيه ه ي ســو۶۰ از ييايميوش

ــع ــد۳۳/۳۳(ه ي ســو۲۰ شــده يآور جم متعلــق بــه  ) درص
متعلـق بـه    ) درصد ۳۳/۳۳(ه  ي سو ۲۰نوزا،  يسودوموناس آئروج 

ــانياســ ــ)  درصــد۳۳/۳۳( هي ســو۲۰ ،ينتوباکتر بوم ــه متعل ق ب
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ــ . بــودياکلاياشرشــ ــا انجــام تــست آنت ــب يب ــر روي   يوگرام ب
 متعلق به سودوموناس     هي سو ۲۰ (هي سو ۴۴،  يني بال ي  هي سو ۶۰

   وينتوباکتر بومــاني متعلــق بــه اســي هي ســو۲۰نــوزا و يآئروج
 يهـا  سکي ـطور کامل بـه د      به )ياکلايه متعلق به اشرش   ي سو ۴
نـسل اول   (ن  يوتن، سـفال  يليس ـ يآموکس ن،يليس يک پن يوتيب يآنت

، )هـا  نينـسل دوم سفالوسـپور    (م  ي، سفروکس )ها نيسفالوسپور
مقـاوم  ) هـا  نينسل سوم سفالوسپور  (م  يزوکسيم و سفت  يسفکس
 ـاز م  .بودند  مقـاوم بـه     ينيبـال )  درصـد  ۳۳/۷۳(ه  ي سـو  ۴۴ان  ي

ن، ين، سـفالوت  يليس ـ يآموکس ن،يليس يپن( ک بتا لاکتام  يوتيب يآنت
ــس ــسيسفروک ــسيم و سفتيم، سفک ــو۲۰) ميزوک  ۳۳/۳۳( هي س

ــوزا يه ســودوموناس آئروجي ســو۸ شــامل )درصــد  ۳۳/۱۳(ن
ه ي سو۴و )  درصد۳۳/۱۳ (ينتوباکتر بومانيه اسي سو ۸،  )درصد
 ـتول ) درصـد  ۶۶/۶( ياکلاياشرش زان قابـل  ي ـم را بـه م  يد آنـز  ي

ــوجه ــد يت ــشان دادن ــا . از خــود ن ــودوموناس هي ســو۱ ام  س
ــوزايآئروج ــالاترن ــوري ب ــا اســتفين جــذب ن اده از روش  را ب

ــپکتروفتومتر ــاياس ــه۳۷ يک در دم ــانتي  درج ــراد  ي س   وگ
  ،rpm۱۶۰  و بـا دور  ۷ معـادل   pHون وي ساعت انکوباس۴۸

 ـه جهـت انجـام آزما  ين سو يرا از خود نشان داد که از ا        شات ي
 ـيتکم   م مــورديد آنـز يــط تولي شـرا ينـه ســاز ي از جملــه بهيل

 ـ  يبرا . قرار گرفت  يبررس  ـترت بـه ،   اسـتاندارد  يرسم منحن ب ي
 ـي م۳۰ يهــا غلظـت   ـي م۱۵گــرم،  يل  ـي م۵/۷گــرم،  يل   گــرم، يل

ــيم ۷۵/۳ ــرم يل ــي م۸۷۵/۱، گ ــرم،  يل ــي م۹۳۷/۰گ ــرم در يل   گ
   پــس از مخلــوط کــردن   C نيتــر از سفالوســپور  يل يلــيم

 ي و قرائت جذب نـور  p _ DAB فوق با معرفيها محلول
ــتفاده از اســپکتروفوتومتر در طــول مــوج  ــا اس ــا ،۴۱۵ ب   ج ينت
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CPC Standard Curve

0.026
0.052

0.091
0.194

0.343

0.845

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9

0 5 10 15 20 25 30 35

CPC   mg/ml

O
D

  (
41

5)

  
  P –DAB نانومتر با معرف ۴۱۵در طول موج   CPCي استاندارد جذب نوريمنحن :۱ نمودار

  

ون در مقـدار    ي مختلـف انکوباس ـ   يهـا  ر مدت زمان  يپس از تاث  
ج بـه   يک نتـا  يم با اسـتفاده از روش اسـپکتروفتومتر       يد آنز يتول

زوله سـودوموناس   يا . رسم شده است   ۲دست آمده در نمودار     

ت ين فعال يشتريون ب ي ساعت انکوباس  ۴۸ در   ينوزا انتخاب يآئروج
ش زمـان  ي نـشان داد و بـا افـزا      ۶۱۲/۰ يخود را با جذب نور    

د يزان تولين ميکمتر. م کاسته شديد آنزيت توليفعال ونيانکوباس
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 ۲۱۸/۰ ي ساعت با جذب نور۲۴زوله در زمان ين ايم در ا  يآنز
ون در مقـدار    ي مختلف انکوباس ـ  ير دماها يپس از تاث  . ثبت شد 

ج بـه   يک نتـا  يم با اسـتفاده از روش اسـپکتروفتومتر       يد آنز يتول
  . رسم شده است۳دست آمده در نمودار 
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  لازين آسيم سفالوسپوريد آنزيون بر مقدار تولير زمان انکوباسي تاثي منحن:۲ نمودار
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  لازين آسيم سفالوسپوريد آنزيون بر مقدار تولي مختلف انکوباسير دماهاي تاثيمنحن: ۳ نمودار
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  لازين آسيم سفالوسپوريد آنزي مختلف بر مقدار توليها pHر ي تاثيمنحن: ۴ نمودار

  

Shaking Incubator
 0.556

 0.428

 0.34  0.345

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

150 160 170 180

Shaking (rpm)

O
D

 (4
15

)

  
  لازين آسيم سفالوسپوريد آنزيکر دار بر مقدار تولي مختلف انکوباتور شير دورهاي تاثيمنحن: ۵ نمودار

  
ي    درجـه  ۲۵ ايزوله سودوموناس آئروجينوزا انتخابي در دماي     

 ۲/۰فعاليت ناچيزي از توليد آنزيم با جذب نـوري     گراد    سانتي
دهد ولي با افزايش دما، فعاليت توليد نيز افـزايش            را نشان مي  

که فعاليـت سـويه بـه       گراد    ي سانتي   درجه ۳۷ تا دماي    يابد مي
رسد و بـا افـزايش دمـا      مي۵۳۸/۰حاکثر خود با جذب نوري  

گراد  انتيسي  درجه ۴۰ يابد و بعد از دماي توليد نيز کاهش مي



 بررسي آنزيم سفالوسپورين آسيلاز 

 

 ١٣٩٢د نبهمن و اسف, ٨٩ي  شماره, ٢١ي  ره  دو،زنجـانو خدمات بهداشتي، درماني ي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي  مجله

46 

کمترين فعاليـت بـا     . کند فعاليت توليد آنزيم به شدت افت مي      
نـشان  اد گر ي سانتي درجه ۴۵ را در دماي     ۱۰۴/۰جذب نوري   

 هاي مختلف در مقـدار توليـد آنـزيم بـا     pHپس از تاثير  . داد
استفاده از روش اسپکتروفتومتريک نتايج بـه دسـت آمـده در             

ايزولـه سـودوموناس آئروجينـوزا      .  رسم شده اسـت    ۴نمودار  
 اسيدي داراي فعاليت ناچيزي با جذب نـوري     pHانتخابي در   

ار فعاليت افزايش تر شدن محيط، مقد  بود ولي با قليايي    ۱۰۸/۰
با جذب نـوري    به حاکثر مقدار خود۸ معادل pHيافت و در 

پـس از تـاثير   . بعد از آن دوباره کاهش پيدا کرد   رسيد و  ۵۹/۰
دورهاي مختلف انکوباتور شيکر دار در مقدار توليد آنـزيم بـا       
استفاده از روش اسپکتروفتومتريک نتايج بـه دسـت آمـده در             

نـوزا  يزولـه سـودوموناس آئروج    يا . رسم شده اسـت    ۵نمودار  
 رو بـه کـاهش را از        يتيش دور انکوباتور فعـال    ي با افزا  يانتخاب

 يت را با جذب نورين فعاليشتريجه بيدهد در نت   يخود نشان م  
ت بــا جــذب يــن فعالي دارد و کمتــرrpm۱۵۰ در دور ۵۵۶/۰
  . داردrpm۱۷۰   در دور۳۴/۰ ينور

  
  بحث
مقـاوم بـه    )  درصـد  ۳۳/۷۳ (ي هي سو ۴۴ق حاضر   يدر تحق      
ــ ــوتيب يآنت ــا کي ــام از يه ــو۶۰ بتالاکت ــالي س ــامل  (ينيه ب ش

با ) ياکلاي و اشرشينتو باکتربومان ينوزا، اس يسودوموناس آئروج 
ــ ــب يروش آنت ــســپس فعال .وگرام جــدا شــدي ــزي ــم ايت آن   ني

. ده شـد  يک سـنج  ي مقاوم با روش اسپکتروفوتومتر    ي هي سو ۴۴
 Cن ياورت سفالوسـپور  در مج ـيني بال يها هين روش سو  يدر ا 

م و شکــسته شــدن يقــرار گرفتنــد و در صــورت وجــود آنــز
ــه Cن يسفالوســپور ــسپوراني آم– ۷ ب ــو سفال ــين د و در يک اس

ــگ زا    ــاده رن ــضور م ــتگاه   p-DABح ــتفاده از دس ــا اس  ب
ز رشد  يآنال . شود ي بررس ۴۱۵اسپکتروفوتومتر و در طول موج      

ون، يفرمانتاس ـ از زمـان  يلاز به عنوان تـابع   يد آس ي و تول  يسلول
 يلاز مرتبط با رشد سلوليد آسين است که تول   ي ا ي نشان دهنده 

ــ فــاز ســکون يدر طــ. باشــد يمــ ا اواخــر فــاز لاگ، ســنتز ي

در  ).۲۴( رسـد  يزان خود ميلاز به حداکثر م  ين آس يسفالوسپور
 سـاعت  ۷۲ و ۴۸، ۲۴ يق حاضر مدت زمـان گرماگـذار    يتحق

 ـالن مقدار فع  يشتري قرارگرفت و ب   يمورد بررس   در يم ـيت آنزي
 ـ برابـر فعال   ۳د که حـدودا     ي ساعت ثبت گرد   ۴۸ م در يت آنـز ي

م کـاهش  يت آنزي ساعته بود و پس از آن دوباره فعال  ۲۴کشت  
 ـدر تحق .دا کرد ي پ يمحسوس ق کنـگ و همکـارانش در سـال    ي

 ساعت ۳۶ در BY21 ي هيم در سويت آنزين فعاليشتري ب۲۰۰۰
ن و همکـارانش    يق سـوناو  يدر تحق ). ۲۲(به دست آمده است     

ش يه مورد آزمـا   يم در سو  يت آنز ين فعال يشتري ب ۲۰۰۶در سال   
 و يضيف). ۲۵( ساعت به دست آمده است ۶۰تا  ۵۰در حدود   

 ـ ب ۲۰۱۲همکارانش در سال     ه يم در سـو يت آنـز ي ـن فعال يشتري
  سـاعت ثبـت کردنـد   ۴۸سودوموناس غربال شده از خاک در    

ن مبحث از يا گزارش شده در  يلازهاين آس يسفالوسپور ).۲۶(
نـه  ي بهيدمـا . اند  شدهيل جداساز ي مزوف يها ي باکتر يها هيسو
 ـب .لازها گزارش نشده استين آسيق دراکثر سفالوسپوريدق ان ي

 ـ يازمند دمـا  ي ن يلازين آس يت سفالوسپور يفعال  ۳۲ تـا    ۲۸ن  ي ب
 ـدر تحق  ).۲۷(باشـد    يگراد م  ي سانت ي درجه ق حاضـر مقـدار     ي

 ي  درجــه۴۵ و ۴۲، ۳۷، ۳۰، ۲۵ يم در دماهــايد آنــزيــتول
ن مقدار يشتريب. ش قرار گرفتي و آزمايگراد مورد بررس   يسانت
 يدر دما. گراد نشان داده شد ي سانتي   درجه ۳۷م در   يد آنز يتول
 ـگـراد فعال   ي سـانت  ي   درجه ۳۷   ي برابـر در دمـا   ۵/۲م  يت آنـز  ي
 ي  درجــه۳۷ يگــراد بــود و بعــد از دمــا ي ســانتي  درجــه۲۵

گراد  ي سانتي  درجه۴۵ يم تا دما  يت آنز يگراد مقدار فعال   يسانت
ــاهش   ــدت ک ــه ش ــتيب ــال  .اف ــارانش در س ــگ و همک   کن

ــا۲۰۰۰ ــراي بهي دم ــه ب ــGL-7-ACA ين ــوي آس  ي هيلاز س
گراد گــزارش ي درجــه ســانتBY21 ۴۵ا يســودوموناس سپاســ

 ۲۰۰۸رو و همکـارانش در سـال   ي هي در مطالعه ).۲۲( کردند
  ي هي ســولازين آســي سفالوســپوريت بــرايــحــداکثر فعال

 Alcaligenes xylosoxidans MTCC 491ي درجـه  ۴۰ يدما 
 ـف ).۲۸( گراد گزارش شد يسانت  و همکـارانش در سـال   يضي

ــا۲۰۱۲ ــرا ي بهي دم ــه ب ــپورين ــي سفالوس ــوين آس  ي هيلاز س
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گـراد   ي سـانت  ي   درجـه  ۳۵زوله شـده از خـاک       يسودوموناس ا 
 يهـا  هي سـو يلازهاين آس ـيسفالوسـپور  ).۲۶( گزارش کردنـد  

 ـ از فعال  ي سودموناس، انواع مختلف   يها  گونه مختلف  هـا در   تي
 ي   هـسته  .)۱۶(دهنـد    ينـشان م ـ   pH از   يعي محدوده وس  يط

 ـدار اسـت از ا ي ناپايياي قل pH ي ن در محدوده  يسفالوسپور ن ي
ــنــه نزدي بهpHلاز بــا يم آســيک آنــزيــرو   ي بــرايک خنثــي
 pHق حاضر يدر تحق .)۲۹( مطلوب است   ي صنعت يها تيفعال
ج ينتـا .  قرار گرفت  ي مورد بررس  ۹ و   ۸،  ۷،  ۶،  ۵ ط کشت يمح

ز بود يار ناچيم بسيد آنزي توليدي اسpHنشان داده است که در  
 pH ۸ ر جدا شده دي هيم در سويت آنز ين مقدار فعال  يشتريو ب 
 ـکـاهش پ pH  ميت آنـز يش فعاليبا افزا .دست آمد به   .دا کـرد ي

ــال   ــارانش در سـ ــگ و همکـ ــراي بهpH ۲۰۰۰کنـ ــه بـ   ينـ
GL-7-ACA ا  يسودوموناس سپاس ـ  ي هيلاز سو ي آسBY21 ،

رو و همکـارانش در  ي ـ هي در مطالعـه  ).۲۲(  گزارش کردند۸
 ي هيلاز سوين آسي سفالوسپوريت براي حداکثر فعال  ۲۰۰۸سال  

 Alcaligenes xylosoxidans MTCC 491درpH  
، ۲۰۱۲ و همکارانش در سال يضيف ).۲۸(  گزارش شد۸برابر 
pH سـودوموناس   ي هيلاز سـو  ين آس ـ يسپور سفالو ينه برا ي به 

گـر از   ي د يک ـي ).۲۶(  گـزارش کردنـد    ۸زوله شده از خاک     يا
ژن يزان اکسيلاز م ين آس يم سفالوسپور يد آنز يعوامل مهم در تول   

ت يزان حلال ينکه م يبا توجه به ا   . ط کشت است  يمحلول در مح  
ژن ينه اکس يزان به ي م يد به نحو  يار محدود است، با   يژن بس ياکس
 يزان هـواده يدر مجموع م  .ن شود ين و تام  ييه تع يو هر س  يبرا

دهـد کـه    يها نشان م گزارش. م لازم استيد آنزيکم جهت تول 
  در 

د ين شـا  يشود که ا   يم متوقف م  يد آنز يژن تول ياد اکس ير ز يمقاد
 ـبه دل  ـم .باشـد  Shearing Force ي دهي ـل پدي زان مناسـب  ي

 ـ  يم دور ش ـ  يتوان بـا تنظ ـ    ي را م  يهواده  ن نـسبت  يکر و همچن
 ـترت نيبد .دست آورد ط کشت به  ي ظرف به مح   ي خال يفضا ب ي
ژن در  يت اکـس  ي ـط کـشت بـا هـوا، حلال       يجه تماس مح  يدر نت 

 ير هـواده يق حاضر تـاث يدر تحق .ابدي يش ميط کشت افزا يمح
  وrpm۱۵۰،  rpm۱۶۰،  rpm۱۷۰  يط کشت با دورهايمح

rpm ۱۸۰    ت ي  فعال  يکر دار مجزا بررو   ي در چهار انکوباتور ش
ج نشان داده اسـت کـه بـا      ينتا.  قرار گرفت  يم مورد بررس  يآنز
 رو به کاهش يتيم فعالي مولد آنزي هيش دور انکوباتور سويافزا

ن يشتريم بي مولد آنزي  هيجه سو ي در نت  .دهد يرا از خود نشان م    
 در مورد ي کميها گزارش . داردrpm۱۵۰ ت را در دور يفعال

 ـف. دباش ـ يط کشت در دسـترس م ـ     ي مح يزان هواده يم  و  يضي
ر ي در کنار سا   rpm۱۵۰کر  ي، دور ش  ۲۰۱۲همکارانش در سال    

  ).۲۶(  در نظر گرفتندpH دما و يها مولفه
 

  يگير نتيجه
زا  يمـار ي بيها يکه از باکتررسد  يبه نظر مق  ين تحق يدر ا      

 ـ   ي  شدهيبررس يگرم منف   ـوتيب يمقـاوم بـه آنت  گـروه  يهـا  کي
ن يشتريــ بيدارازا نــويســودوموناس آئروجهــا،  نيسفالوســپور

 يسـاز  نـه يکـه بـا به     لاز است ين آس يم سفالوسپور يت آنز يفعال
ک يد يتوان تهد ي ميکي ژنتيها يم و دستکاريد آنزيط توليشرا

 ـزا را بـه      يمـار ي ب يباکتر د ي ـم و تول  يد آنـز  ي ـک فرصـت تول   ي
ــ ــوتيب يآنت ــا کي ــنتزي نيه ــه س ع ي صــنارن دي سفالوســپوريم
 .ل کردي تبديساز دارو
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Background and Objective: Cephalosporin acylases (CA) are highly specialized peptidases that are able to 

break down the amide bond between the lactam nucleus and lateral chain without destruction of beta-lactam 

ring. This enzyme transmutes the cephalosporin C to 7-ACA. The 7-ACA is an important intermediate in 

synthesizing the semi-synthetic cephalosporin in pharmaceutical industries. The purpose of this study was to 

screen and optimize the species having maximum amount of production of cephalosporin acylase enzyme 

isolated from clinical samples among some gram- negative bacteria producing cephalosporin acylase.  

Materials and Methods: Out of a total of 60 species gathered from several hospitals in different places of 

Tehran city, the clinical species such as Pseudomonas, Acintobacter and Escherichia coli were isolated. At 

first, the resistant species were differentiated by antibiogram method. Then, the activity of enzyme was 

measured by spectrophotometer. After identification and isolation of the enzyme producing species, the 

effect of factors such as time, temperature, pH and the amount of aeration of cultivation environment on the 

amount of enzyme production was investigated. 

Results: In this study, among the three groups of bacteria mentioned above, a species of Pseudomonas 

aeroginosa showed a significant cephalosporin acylases activity. Optimum activity for this species regarding 

the mentioned factors was estimated as follows: pH 8, incubation time 48 h, temperature 37 C and the 

component of aeration was 150 rpm. 

Conclusion: The findings point out that Pseudomonas species has a significant cephalosporin acylases 

activity compared with other species examined in this study. Therefore, this species may have implication for 

industrial production of the above mentioned enzyme and also can be used in related researches. 

 

Keywords: Cephalosporin acylase, Optimization, Cephalosporin, Cephalosporin -7 - Aminocephalosporanic 

acid, Pathogenic gram-negative bacteria 


