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G غربال گرى بيولوژيك و شناسايي اشريشيا كولى مولد آنزيم پنى سيلين
آسيلاز و بهينه سازى شرايط توليد آنزيم

نازلي سعيدي4، هادي فيضي1 صفر فرج نيا2، رضا مودب3، هادي عظيمي1،
كارشناس ارشد گروه ميكروبيولوژى، دانشكده علوم پايه، دانشگاه آزاد اسلامي واحد زنجان. ك1-
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3- استاديار دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تبريز. 

ىى4- استاديارمركز تحقيقات كاربردى داروئى دانشگاه علوم پزشكي تبريز.

تاريخ دريافت: 88/11/5         تاريخ پذيرش: 89/2/3

چكيده
.E از پر مصرف ترين آنزيم ها در صنعت داروسازى مي باشد. اين آنزيم جهت هيدروليز پنى coli G آسيلاز پنى سيلين 
-6 كه يك حدواسط مهم در توليد پنى سيلين هاى نيمه سنتزى بوده، استفاده مى شود. به دليل اهميت اين هه به Gسيلين
آنزيم، تلاش هاى فراوانى جهت يافتن سويه هايى با بازده بالاى آنزيم انجام گرفته شده است. هدف از اين بررسى غربال
.E مولد آنزيم پنى سيلين آسيلاز و بهينه سازى توليد مى باشد. باكترى هاى coli نمونه هاى بالينى براى شناسايى سويه هاى
غربال شدند. bioassay جداسازى شده از نمونه هاى بالينى براى دارا بودن فعاليت پني سيلين آسيلازى با روش E. coli
-6 و مقاوم به پنى سيلين است. پس از اين روش براساس استفاده از سراشيا مارسنس پايه گذارى شده كه حساس به 
محيط كشت بر ميزان توليد آنزيم بررسى و جهت pHشناسايى سويه مولد آنزيم، اثر زمان، دما، غلظت فنيل استيك اسيد و
سنجش كمى فعاليت آنزيمى از روش كلريمتريك استفاده شد.از ميان 121 ايزوله مورد بررسى، تنها سه ايزوله فعاليت پنى
فنيل سيلين  آسيلازى داشته و فعاليت يكي از آن ها قوي تر بود. براى سويه انتخاب شده فعاليت بهينه درحضور ٪0/1
pH مابين 7-8، زمان انكوباسيون 48 ساعت و دماي 32 درجه سانتى گراد بدست آمد. نتايج بررسى حاضر نشان Hاستيك اسيد،
داد كه روش بيولوژيكى يك روش سريع و كار آمد براي شناسايي باكتري هاي مولد پني سيلين آسيلاز بوده و مي تواند

براي جداسازي باكتري هاي مولد آنزيم فوق مورد استفاده قرار گيرد.
،،E، غربال بيولوژيك، بهينه سازي. . coli ،آسيلاز G پكليد واژه: پني سيلين

مقدمه
بيوتيك هاي  آنتي  مهم ترين  جمله  از  سيلين ها  پني 
ميكروبي  عفونت هاي  درمان  در  استفاده  مورد  بتالاكتام 
بوده وكاربرد وسيع آن ها موجب پيدايش مقاومت نسبت 
به آن ها شده است. جهت غلبه بر اين نوع مقاومت امروزه 
بالغ  نيمه سنتزي رايج گرديده و  بيوتيك هاي  توليد آنتي 
بر 20 نوع پنى سيلين نيمه سنتزى به صورت تجارى توليد 
سفالكسين،  سيلين،  آمپي  سيلين،  آموكسي  كه  مى شوند 

نيمه (13).مشتقات  مي باشند  آن ها  جمله  از  سفازولين 
سنتزي پني سيلين علاوه بر داشتن خصوصياتي هم چون
پايداري بيشتر، جذب سريع تر و طيف اثر وسيع تر نسبت
V، مشكل مقاومت باكتريايي را نيز V و G Gبه پني سيلين هاي

توليد فرايند  در  اند(22).  موارد حل كرده  از  بسياري  در 
پنى سيلين هاى نيمه سنتزى، پنى سيلين با يكى از دو روش
آمينوپنيسيلانيك  -6 به  سيلين  آنزيمى پنى  يا  شيميايى 
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اسيد (APA-6) شكسته مى شود، كه اين ماده حد واسط 
مجدداً  شيميايى  روش  با  ديگر،  مشتقات  ساخت  براى 
تبديل آنزيمى پنى سيلين  از مزاياى  حلقوى مى گردد(2). 
انباشته شدن كمتر مواد شيميايى  به  APA-6  مى توان  به
بازيابي  امكان  بالاتر،  سرعت  و  كارايى  محيط،  در  مضر 
و استفاده مجدد از آنزيم و هزينه پائين تر اشاره نمود. در 
APA-6 از پنى سيلين  روش آنزيمى تبديل پنى سيلين به
يك  آسيلاز  G سيلين  پنى   . مى شود  استفاده  آسيلازها 
آنزيم مهم از نظر تجارى در صنعت داروسازى است كه 
G سيلين  پنى  جانبى  زنجيره  در  آميدى  باند  هيدروليز  با 

APA-6 مى گردد. موجب توليد فنيل استيك اسيد و
سيلين هاى  پنى  توليد  در  اصلى  ساز  پيش   6-APA

سيلين  آموكسى  و  سيلين  آمپى  مانند  سنتزى  نيمه 
مى باشد(1،9،10،12). فعاليت پنى سيلين  آسيلازى در 
و  منفى  گرم  باكترى هاى  ازجمله  متعددى  ارگانيسم هاى 
مثبت، قارچ هاى رشته اى و مخمرها گزارش شده است. 
بيشترين بررسى ها بر روى آنزيم حاصل از اشريشيا كولى 
و باسيلوس مگاتريوم انجام گرفته و توليد اين آنزيم توسط 
گونه هاى وحشى و نوتركيب باكترى اشريشيا كولى توسط 
بسيارى ازپژوهش گران بررسى شده است(3،18،19،20). 
يك  E. coliفعال در بالغ و  G آسيلاز  پنى سيلين  آنزيم 
آلفا  زنجيره  دو  از  متشكل  كيلودالتونى   86 هترودايمر 
(α) و بتا (β) است كه در كنار هم پيچيده شده و توسط 
آنزيم  بيان  شوند.  مي  متصل  هم  به  غير كوالان  نيرو هاى 
قابل القا بوده و توليد در نژادهاى وحشى، با افزودن فنيل 
پرى پلاسمى ترشح  به فضاى  آنزيم  و  اسيد آغاز  استيك 

مى شود(5،6،7،11،14). 
امروزه پيشرفت هاي روزافزون بيوتكنولوژي و روش هاي 
مبتني بر آن هم چون توسعه روش هاى جديد غربال گري 
تثبيت  روش هاي  كننده،  توليد  ميكروارگانيسم هاي  براي 
و  فرمانتاسيون  اصلي  پارامترهاي  سازي  بهينه  و  آنزيم 
پني  كدكننده  ژن هاي  و  ژنتيكي  ويژگى هاى  دستكاري 
بهتر  توليد  در  شاياني  تواند كمك  مي  آسيلاز  سيلين
اين  از  .هدف  بكنند  داروسازي  به صنعت  آنزيم  بيشتر  و 

بررسى غربال گرى و شناسايى باكترى توليد كننده آنزيم
در كشت  شرايط  سازى  بهينه  و  كلينيكى  نمونه هاى  از 

جهت توليد بالاتر آنزيم است. 
مواد و روش ها 

باكتري هاي مورد آزمايش
در تحقيق حاضر ايزوله هاي اشريشيا كولي از نمونه هاي
عفونت هاي به  مشكوك  بيماران  از  شده  اخذ  كلينيكي 
جلاي با  مشكوك  نمونه هاي  و  سازي  جدا  ادراري، 
فلزي در محيط EMB آگار انتخاب و توسط روش هاي
ميكروبيولوژيكي معمول نظير تست هاي IMVIC  مورد
شناسايي وپس ازآن جهت شناسايى سويه هاي توليد كننده
آنزيم پني سيلين آسيلاز مورد بررسى قرار گرفتند. هم
از باكتري سراشيا مارسنس Bioassay چنين جهت انجام

APA-6 و مقاوم به پنى سيلين استفاده شد . حساس به
روش با  آنزيم  كننده  توليد  استرين هاي  غربال 

Bioassay

شناسايى براى   E. coli ايزوله هاى گرى  غربال  جهت 
از روش سويه هاى توليد كننده آنزيم پنى سيلين آسيلاز 
m توصيف شده Meevootisom و همكارانش، bioassay

منفرد كلنى  ابتدا يك  كه  ترتيب  بدين  استفاده شد(17). 
فنيل آگار حاوى  نوترينت  محيط كشت  در  پليت  هر  از 
به صورت و  تقسيم  مساوى  قسمت  به چند  اسيد  استيك 
سپس  . گرديد  تلقيح  استريل  آنس  كمك  با  نقطه اى 
پليت ها به مدت يك شبانه روز در دماى 37 درجه سانتى
گراد انكوبه شدند . در مرحله بعد مقدار 0/5 ميلى ليتر از
G، پتاسيم نوترينت آگار نيمه جامد كه حاوى پنى سيلين
با غلظت 5 ميلى گرم بر ميلى ليتر بود روى پليت ها به طور
يكنواخت اضافه و پس از گذشت چند دقيقه و سفت شدن
ازباكترى ساعته   18 از كشت  ليتر  ميلى   0/5 مقدار  آگار 
روى مايع  LB در  6-APA به مارسنس حساس  سراشيا 
به پليت ها  سپس  گرديد.  پخش  آگار  شده  سفت  سطح 
مدت يك شبانه روز در دماى 28 درجه سانتى گراد انكوبه
اين موضوع كه هاله بررسى شدند. جهت روشن شدن  و 
از به ممانعت مواد ديگرى غير  عدم رشد سراشيا مربوط 
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APA-6 نيست دو آزمايش تكميلى زير انجام گرفت: 

تست تاييدى طبق Meevootisom و همكاران كه در 
اين تست بر روى پليت حاوى باكترى مولد آنزيم محيط 
نوترينت آگار فاقد پنى سيلين اضافه شد تا اگر سراشيا در 
حضور پنى سيلين رشد نمايد صحت انجام تست مشخص 

گردد(17). 
پنى  به  نسبت  و سراشيا   E. coli تست حساسيت سويه 
معمولى  بيوگرام  آنتى  تست  كار  اين  براى  كه   G سيلين
محيط  از  استفاده  با  و  انجام  ديسك  در  انتشار  روش  با 
و  G سيلين  پنى  تجارى  ديسك هاى  و  آگار  مولرهينتون 
سراشيا  سويه  حساسيت  عدم  فارلند  مك  نيم  استاندارد 

نسبت به پنى سيلين تائيدگرديد .
E. شرايط محيط كشت مايع جهت توليد آنزيم توسط

 coli

ابتدا  غربالى  درسويه هاي  آنزيم  توليد  تحريك  جهت 
مايع  LBم Bباكتري ها را به محيط پيش كشت كه شامل محيط

بود منتقل و به مدت 24 ساعت در دماى 37 درجه سانتى 
گراد انكوبه گرديدند. سپس مقدارى از باكترى ها به محيط 
كشت مايع توليد آنزيم شامل پپتون باكتريولوژيك(٪5)، 
تلقيح  اسيد(٪0/15)  استيك  فنيل  و  گوشت(٪3)  عصاره 
سانتى  درجه   30 در  ساعت   24 مدت  به  محيط ها  شدند. 
rpm انكوبه  150 rگراد در انكوباتور shaker دار در دور 

و پس از آن ميزان فعاليت آنزيمى سويه ها سنجيده شد.
سنجش كمى ميزان توليد آنزيم

-APA اساس اين روش بر واكنش معرف PDAB با
 6-APAبا  PDAB واكنش محصول  مى باشد.  استوار  6
نانومتر   415 موج   طول  در  كه  است  رنگي  زرد  محلول 
داراي بالاترين جذب نوري بوده و ميزان جذب نوري با 
با  دارد.  مستقيم  رابطه  محلول  در  موجود   6-APAمقدار
مي  اسپكتروفوتومتري  از  آمده  بدست  OD  هاي  قرائت
زد.  تخمين  را  محلول  در  موجود  6-APAميزان توان 
محيط كشت  از  ليتر  ميلى   0/5 مقدار  ابتدا  كار  اين  براى 
به مدت  بوده  نظر  E. coli مورد  باكترى مايع كه حاوى 
15 دقيقه در دور rpm 4000 سانتريفوژ و سپس رسوب 

ميلى با 0/5  و  فسفات حل  بافر  ليتر  ميلى  حاصل در 0/5 
ميلى گرم/ميلى  0/5 پتاسيم  G سيلين  پنى  محلول  از  ليتر 
ليتر به مدت يك ساعت در دماى 40 درجه سانتى گراد
انكوبه گرديده و سپس به ترتيب 1 ميلى ليتر سود ٪0/05
و 2 ميلى ليتر استيك اسيد 20٪ به محلول اضافه و محلول
حاصل به مدت 15 دقيقه در دور rpm 4000 سانتريفوژ
شد. در مرحله آخر مايع رويى به لوله جديد منتقل و به آن
0/5٪ اضافه و به فاصله زماني مقدارى از محلول
موج415 طول  در  محلول   (OD) نورى  جذب  كوتاهي 

نانومتر قرائت شد (16) . 
بهينه سازي شرايط توليد آنزيم 

در مرحله بهينه سازي يكي از سويه ها كه داري فعاليت
آنزيمى بيشتري بود انتخاب و اثر شرايط مختلف بر مقدار

توليد آنزيم مورد بررسى قرار گرفت.
بررسي تاثير زمان كشت باكتري

لوله را در چهار  نظر  باكتري مورد  ابتدا  اين مرحله  در 
مختلف كشت داده و محيط ها به ترتيب 18، 24، 48 و 72
shaker دار در دور rpm 150 انكوبه rساعت در انكوباتور

و پس از طي مدت زمان هاي تعيين شده ميزان توليد آنزيم
با روش كلريمتريك بررسي شد.

بررسي تاثير دماهاي مختلف انكوباسيون
لوله چهار  در  نظر  مورد  باكتري  ابتدا  آزمايش  اين  در 
به ترتيب در دماهاي 28، 30، جداگانه تلقيح و محيط ها 
shaker 32 و 37 درجه به مدت 24 ساعت در انكوباتور
انكوبه شده و در مرحله آخر توسط rpm دار با دور 150

روش كلريمتريك ميزان توليد آنزيم بررسي شد.
بررسي اثر غلظت هاي مختلف فنيل استيك اسيد

جهت انجام اين آزمايش باكتري مورد نظر درشش لوله
،0/15  ،0/1  ،0 غلظت هاي  حاوي  كه  جداگانه  آزمايش 
0/2، 0/25 گرم از فنيل استيك اسيد در محيط توليد بودند
تلقيح گرديده و پس از انكوباسيون 24 ساعته در 28 درجه

ميزان توليد آنزيم با روش كلريمتريك بررسي شد. 
pH محيط كشت بر ميزان توليد آنزيم بررسي اثر

مايع جداگانه  محيط  پنج  آزمايش  اين  انجام  جهت 
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محيط ها قبل از استريليزاسيون به ترتيب روي  pH تهيه و
pH 5،6، 7، 8، 9 تنظيم شدند. بعد از تلقيح باكتري ها و 
انكوباسيون به مدت زمان تعيين شده ميزان توليد آنزيم با 

روش كلريمتريك بررسي گرديد.
نتايج

پنى آنزيم  كننده  توليد  سويه هاى  شناسايى  و  غربال 
Bioassayسيلين  آسيلاز با روش

Bioassay يك روش ميكروبيولوژيكي و كيفي  y روش

است كه اساس آن حساسيت سويه سراشيا مارسنس مورد 
نظر به APA-6 و مقاومت آن به پنى سيلين مى باشد. در 
توسط سويه هاي  سيلين آسيلاز  پني  آنزيم  توليد  صورت 
اشرشيا كولي مورد آزمايش و انتشار آن در محيط، آنزيم 
و فنيل  6-APA موجب شكستن پني سيلين موجود به
سراشيا  رشد  مهار  باعث   6-APA و شده  اسيد  استيك 
مارسنس مى گردد. از ميان121 نمونه اشرشيا كولي مورد 
سراشيا  رشد  عدم  هاله  ايزوله   3 درمورد  تنها  آزمايش 
مشاهده شد .اين عدم رشد به صورت هاله كاملاً مشخصي 
بر روي كلني هاي اشريشيا كولي و در ميان پيگمان صورتي 
سراشيا كه در نواحى رشد به طور يكنواختي منتشر شده 

بود نمايان گرديد (شكل1).
سنجش كمى ميزان توليد آنزيم

مقادير به دست آمده از سه سويه غربال شده برابر 1/30، 
0/22 و 0/14 بود كه نمونه ى داراى جذب بالاتر جهت 

مراحل بعدى و انجام آزمايش هاى بهينه سازى انتخاب شد 
.

بر  زمان  اثر  بررسى  باكتري: كشت  زمان  تاثير  بررسي 
مقدار توليد آنزيم نشان داد كه فعاليت آنزيمى سويه مورد 
واين  بوده  مقدار  بيشترين  انكوباسيون  ساعت   48 در  نظر 
فعاليت از 18 ساعت پس از انكوباسيون به تدريج افزايش 
و در 48 ساعت به بيشترين مقدار خود مى رسد، اما پس از 

آن به شدت رو به كاهش مى گذارد(نمودار1). 
نظر دماى  بررسي تاثير دماهاي مختلف انكوباسيون: از
بهينه كشت باكترى براى توليد آنزيم، نتايج بررسى حاضر 
دماى  گراد  سانتى  درجه   37 دماى  هرچند  كه  داد  نشان 
بهينه جهت رشد باكترى است اما بيشترين توليد آنزيم در 
دماى 32 درجه سانتى گراد مشاهده شده و با تعيير دما از 
28 به 32 اين مقدار افزايش داشت. در دماهاى بالاتر از 32 
درجه ميزان توليد آنزيم به تدريج رو به كاهش گذاشته و 
در 37 درجه سانتى گراد توليد آنزيم در سويه حدود يك 
چهارم ميزان توليد در 32 درجه سانتى گراد است .اين نتايج 
پيشنهاد كننده اين موضوع است كه پروسه ى پروتئوليتيك 
يا بلوغ آنزيم يك پروسه ى حساس به دماهاى بالاست. 
بررسى اثرpH محيط كشت بر مقدار توليد آنزيم در سويه 
pH بهترين   7-8 مابين  pH كه   داد  نشان  بررسى  مورد 

ههpHهاى پائين تر و بالاتر هم  براى توليد آنزيم بوده و در 
ميزان رشد باكترى و هم ميزان توليد در سويه به صورت 

شكل 1- كشت نقطه اى از باكترى هاي غربال شده و هاله عدم رشد سراشيا مارسنس حساس به 6- توليد شده
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قابل توجهى كاهش مى يابد(نمودار2).
بررسي تاثير غلظت هاي مختلف فنيل استيك اسيد

بررسى اثر غلظت هاى مختلف فنيل استيك اسيد نشان 
بيشترين  بررسى  اين  در  بررسى  مورد  براى سويه  كه  داد 
فنيل  از  ليتر  ميلى  بر100  گرم   1 حضور  در  توليد  ميزان 
استيك اسيد رخ مى دهد در حالى كه درغلظت هاى بالاتر 
اين ماده، از فعاليت آنزيمى ممانعت به عمل آمد(نمودار3) 

.

pH محيط كشت  بررسي تاثير
در آنزيم  توليد  مقدار  بر  كشت  محيط   pHاثر بررسى 
بهترين مابين 8-7   pH نشان داد كه   بررسى  سويه مورد 
ههpHهاى پائين تر و بالاتر pH براى توليد آنزيم بوده و در 

به سويه  در  توليد  ميزان  هم  و  باكترى  رشد  ميزان  هم 
صورت قابل توجهى كاهش مى يابد(نمودار4).

بحث و نتيجه گيرى 
آسيلاز سيلين  پني  مورد  در  اولين گزارش  زمان  از 

�

نمودار1- منحنى تاثير زمان هاى مختلف انكوباسيون بر مقدار توليد آنزيم

نمودار2- منحنى تاثير دماهاى مختلف انكوباسيون در مقدار توليد آنزيم 
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سيليوم  پني  در   1963 سال  در  Szentirmai توسط 
كريزوژنوم (21) اين آنزيم يكي از مهم ترين كاتاليست ها 
در صنعت توليد آنتي بيوتيك ها بوده ومحققين متعددي به 
طور مستقل هيدروليز پني سيلين هاي مختلف را توسط پني 
مختلف  ميكروارگانيزم هاي  از  حاصل  آسيلاز  سيلين  
شرح داده اند . در سال هاى اخير پژوهش هاى فراوانى در 
مورد غربال گرى و بهينه سازى سويه هاى توليد كننده اين 
با  يافتن سويه هايى  آنزيم صورت گرفته كه هدف آن ها 
بهبود شرايط توليد در مقياس صنعتى بوده  بالاتر و  بازده 

است.

جداسازى  و  شناسايى  هدف  با  نيز  حاضر  بررسى 
به  و  انجام  آسيلاز  سيلين پنى  آنزيم  مولد  سويه هاى 
مارسنس  سراشيا  باكترى  از  استفاده  با   Bioassay روش 
جهت غربال گرى اوليه استفاده شد. از مجموع 121 سويه 
.E مورد بررسى 3 سويه مولد آنزيم شناسايى گرديد.  coli

سويه هاى  شناسائى  و  غربال  براى  مختلفى  روش هاى 
در  است.  شده  گرفته  كار  به  آسيلاز  پنى سيلين   مولد 
بررسي  با  همكارانش  و   Meevootisom 1983 سال 
روش هاي مختلف غربال گري چندين روش ساده وسريع 
را پيشنهاد كردند. آن ها از ميان  Bioassay به ويژه روش

نمودار3- منحنى تاثير غلظت هاى مختلف فنيل استيك اسيد در مقدار توليد آنزيم

هاى مختلف محيط در مقدار توليد آنزيم نمودار4- منحنى تاثير
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411 ايزوله اشريشيا كلى و 976 ايزوله باسيلوس به ترتيب 
20 و 5 ايزوله با فعاليت پني سيلين آسيلازى را شناسايى 
dكردند(17) . در سال Amahmood ،1991 و همكارانش 

در بررسى بر روي توليد پني سيلين آميدوهيدرولاز توسط 
ميان 250  از  باكتريايي  بومي جداسازي شده،  ايزوله هاى 
را  آنزيم  اين  كننده  توليد  عنوان  به  را  ايزوله چهار سويه 
شناسايي كردند(15). در سال 2002 جوادپور و همكارانش 
به جدا سازي باكتري اشريشيا كولي توليد كننده آنزيم پني 
فعاليت  كينتيكي  ويژگى هاى  بررسي  و  آسيلاز  سيلين
آنزيمي سلول پرداختند. آن ها در تحقيق خود حدود 65 
استرين از اين باكتري كه از نمونه هاي كلينيكي تهيه شده 
بود را بررسي كردند و در اين 65 نمونه تنها به يك نمونه 
مثبت برخورد نمودند. نتايج بررسى حاضر با بررسى هاى 
Bioassay yفوق سازگارى داشته ونشان مى دهد كه روش

پنى  براى شناسايى سويه هاى  يك روش غربالى كارآمد 
پنى  مولد  سويه  شناسايى  از  پس  مى باشد.  آسيلاز  سيلين 
بهينه  از  آنزيم  توليد  ميزان  افزايش  جهت  آسيلاز  سيلين 
و  دما  زمان،  اثر  و  گرديده  استفاده  كشت  شرايط  سازى 
پارامترهاى  عنوان  به  اسيد  استيك  فنيل  القاگر  غلظت 
اصلى موثر در مقدارتوليد آنزيم مورد بررسى قرار گرفت. 
آسيلاز  سيلين پنى  آنزيم  مورد  در  قبلى  بررسى هاى 
القا  E. coli نشان داده اند كه توليد اين آنزيم به ويژه در
پذير بوده و فنيل استيك اسيد به عنوان القاگر توليد آنزيم 
mشناخته شده است(16). در سال Meevootisom 1983 و 

Somsuk به جداسازي استرين هاى اشريشيا كولي محلي 

( بومي) با فعاليت پني سيلين آسيلازي بالا دست زدند، 
نتايج بررسى آن ها نشان داد كه توليد آنزيم نيازمند حضور 
محيط  در  اسيد  استيك  فنيل  از   ٪0/064 غلظت  حداكثر 
كشت مايع است و در غلظت هاي بالاتر از 0/15٪ توليد 
آنزيم و رشد سلولي متوقف مي شود هم چنين توليد آنزيم 
متأثر از دما مي باشد. توليد تنها در طول رشد و در دماي 
توليدي   37 در  و  گيرد  مي  انجام  گراد  سانتي  درجه   28

صورت نمي گيرد(16).
Arshad و همكاران در بررسى كنيتيك  dدر سال 2000،

باكتري  از  حاصل  آسيلاز   G سيلين پني  توليد  و  رشد 
اشريشيا كولي، نشان دادند كه توليد بهينه آنزيم پس از 18 
ساعت انجام گرفت. هم چنين مشخص شد بيشترين توليد 
در غلظت هايي مابين 1 تا 2 گرم در ليتر فنيل استيك اسيد 
انجام مي شود(4). نتايج محمود و همكارانش در تحقيقى 
در  آنزيم  توليد  جهت  محيط  سازى  بهينه  روى  بر  مشابه 
باسيلوس نشان داد كه فعاليت بهينه در سويه غربال شده در 
pH برابر 7، در دماى 28 درجه سانتى گراد  16H ساعت، در

از حاصل  ليتر  بر  2 گرم  اسيد  استيك  فنيل  و در حضور 
بر  همكارانش  و  جوادپور  نتايج   2002 سال  در  شد(15). 
روى جدا سازي باكتري اشريشيا كولي توليد كننده آنزيم 
كينتيكي  ويژگى هاى  بررسي  و  آسيلاز  سيلين  پني 
بهينه  دماي  و   pH كه داد  نشان  سلول  آنزيمي  فعاليت 
آزمايش  مورد  نمونه  در  آسيلاز  سيلين  پني  فعاليت  براي 
Enshasy yبه ترتيب 8 و 57 درجه سانتي گراد است(12).

توليد  افزايش  بهينه سازي و  بر روي پروسه  و همكارانش 
پني سيلين آسيلاز توسط استرين استاندارد اشريشيا كلى 
كار كردند. در ميان محيط هاي مختلف  ATCC 11105
مخمر،  عصاره  ترپپتون،  از  متشكل  محيط  شده  استفاده 
سديم كلرايد و گلوكز بيشترين حجم آنزيم را پس از 24 

ساعت حاصل كرد (8).
مقايسه نتايج به دست آمده در بررسى هاى بهينه سازى 
مى دهد  نشان  ديگران  بررسى هاى  نتايج  با  حاضر  تحقيق 
برخى  با  و  سازگارى  بررسى ها  برخى  با  نتايج  اين  كه 
بررسى هاى ديگر تفاوت دارد. به نظر مى رسد دليل چنين 
و  بوده  مربوط  بررسى  مورد  سويه  تفاوت هاى  به  تفاوتى 
ويژگى هاى رشد و توليد آنزيم، صفاتى ويژه و اختصاصى 
سويه و از سويه اى به سويه ديگر متفاوت مى باشد و لازم 

است براى هر سويه شرايط بهينه شناسايى گردد.

�33

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

منابع
1. Anuj, K., Chandel, L., Venkateswar, R., 

Lakshmi Narasu, M., Singh, Om. V. (2008).
The realm of penicillin G acylase in B-lactam
antibiotics. Enzyme and Microbial Technology,
42,199–207.

2. Anupama, P., Kumar, H., Marwaha, S.S., 
Kennedy, J.F. (2000). Advances in enzymatic
transformation of penicillins to 6-aminopenicil-
lanic acid (6-APA) . Biotechnology Advances, 

18, 289–301.
3. Arroyo, M., de IM, I., Acebal, C., Pilar, C.M. 

(2003). Biotechnological application of penicil-
lin acylase. State-of-the-art.Appl Biotechnol,

60,507-514.
4. Arshad, R., Ahmad, M.S. (2000). Kinetic

study of growth and penicillin G acylase pro-
duction by Escherichia coli. Pakistan Journal Of 
Biological Sciences, 3(5),862-865.

5. Brannigan, J.A. (2000). Structural studies 
of penicillin acylase 313 . Applied Biochemistry
and Biotechnology, 88,2273-2289.

6. Choi, K.S., Kim, J.A., Kang, H.S. (1992).
Effects of site-directed mutations on process-
ing and activities of penicillin G acylase from
Escherichia coli ATCC 11105 . Journal of 
Bacteriology,174(19), 6270-6276 .

7. Deshpande, B.S., Ambedkar, S.S., Sudha-
karan, V.K.,  Shewale, j.G. (1994). Molecular 
biology of b-lactam acylases.World J.Microbial. 
Biotechnol, 10,129-138.

8. Enshasy, H.A. (2009). Optimization and 
scaling up of penicillin acylase production pro-
cess by Escherichia coli.World Applied Sciences 
Journal, 6(10),1348-1358.

9. Hamilton-Miller, J.M.T. (1966). Penicillina-
cylase.Bacteriological Reviews American Soci-
ety for Microbiology, 30( 4).

10. Hamilton-Miller, J. M.T. (2008). Develop-

ment of the semi-synthetic Penicillins and Ceph-
alosporins.International Journal of Antimicrobial
Agents, 31, 189–192.

11. Hesham, A., Enshasy, M.S., Mohy, D., 
Sayed, M., Bakry, M. (2009). Optimization and 
scaling up of penicillin acylase production pro-
cess by Escherichia coli. World Applied Scienc-
es Journal, 6 (10), 1348-1358. 

12. Javadpur, S., Norouzian, D., Akbarzadeh, 
A., Nrdamadi, S., Farahmand, B. (2002). Isola-
tion of penicillin acylase producing E.coli and ki-
netics characterization of the Whole cell enzyme 

activity .Iranian Biomedical Journal, 6, 93-96.
13. Jeyaprakash, R., Paramasamy, G. (2004). 

Recent biotechnological interventions for devel-
oping improved Penicillin G acylase.Journal of 
Bioscience and Bioengeeniering, 97(1),1-13.

14. Kheirolomoom, A., Kazemi-Vaysari, A., 
Ardjmand, M., Doosty, H. (2001). Optimiza-
tion of penicillin G acylase production . Scientia
IraniCa, 8 (3), 159-165.

15. Mahmood, Z.A., Shaikh, D., Zoha, S.M.S.
(1991). Penicillin amidohydrolase productiv-
ity of locally isolated bacterial species . Folia 
Microbial,36(5),444-446.

16. Meevootisom, V., Somsuk, P. (1983). Peni-
cillin acylase of Escherichia coli. J.SCI.SOC.
Thailand, 9,143-152.

17.Meevootisom, V., Somsuk, I.P., Prachak-
tam, R., Flegel, T.W. (1983). Simple screening
method for isolation of penicillin acylase-pro-
ducingbacteria.Applied and Environmental Mi-
crobiology, 46(5), 1227-1229 .

18. Perry, C.C., Kuo, B.Y., Lin, W.J. (1991).
Optimization of the Host/Vector system and cuk-
ture condition for production of penicillin acyl-
ase in Escherichia coli .Journal of Bioscience 
and Bioengineering, 88(2),160-167.

19. Simon, A.W.J., Peter, A.J., Janssen, D.B. 

34

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

(2007). Hybrid penicillin acylases with improved 
properties for synthesis of b-lactam antibiotics . 
Enzyme and Microbial Technology, 40,1335-
1344.

20. Sudhakaran, V.K., Borkar, P.S. (1985). Mi-
crobial transformation of beta-lactam antibiotics:
enzyme from bacteria, sources and study-asum

up. Hindustan Antibiot Bull, 27,63-119.
21. Szentirmai, A. (1963). Production of peni-

cillin acylase .APPLIED MICROBIOLOGY,
12(3),185-187:

22. Valle, f., Balbas, P., Merino, E.,  Bolivar, F.
(1991). The role of Penicillin amidase in nature
and in industry. Trends Biochem. Sci, 16, 36-40.

35

www.SID.ir


