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چکیده

پروتئازها یکی از مهم ترین آنزیم هاي کاربردي در بیوتکنولوژي و صنایع مختلف مانند صنایع چرم، صنایع غذایی،                      :سابقه و هدف  

 میکروب ها به دلیل رشد سریع، سهولت کشت، دستکاري ژنتیکی در جهت تولید بهینه                  .داروسازي، شوینده ها و غیره می باشند       

 از منابع طبیعی    سراشیا مارسیسنس این مطالعه با هدف جداسازي سویه هاي          .آنزیم، از منابع عمده تولید پروتئازها به شمار می روند         

 .غرب مازندران و ارزیابی قابلیت تولید آنزیم پروتئاز انجام شده است

 سانتی متري خاك ها و آب       10 تا   0 نمونه جمع آوري شده از عمق        150این پژوهش به صورت مقطعی بر روي        :مواد و روش ها    

به منظور جداسازي و شناسایی اولیه میکروارگانیسم هاي داراي فعالیت پروتئولیتیک از محیط             .  هاي مناطق غرب مازندران انجام شد     

و با استفاده از پرایمر اختصاصی ژن          DNAپس از استخراج     .   و آزمون هاي یوشیمیایی استفاده شد         Skim milk agarکشت  

16S rDNA    سپس بهینه سازي دمایی و زمانی بر روي سویه هاي برتر مولد آنزیم انجام                .   شناسایی گردید  سراشیا مارسیسنس گونه

.  تعیین گردیدSDS-PAGEهمچنین وزن مولکولی تقریبی آنزیم به وسیله رسوب دهی پروتئین و روش . شد

سراشیا  به عنوان سویه جدید با نام            N جداسازي شده در این مطالعه، نمونه       سراشیا مارسیسنس  سویه   2در مجموع از      :یافته ها 

این دو سویه بیشترین مقدار تولید آنزیم را در دماي          .   به ثبت رسید   KC790390 در بانک جهانی ژن با شماره        424 سویه   مارسیسنس

 با فعالیت   424 سویه   سراشیا مارسیسنس بیشترین تولید آنزیم مربوط به       .   ساعت نشان دادند   24 درجه سانتی گراد و در مدت         37

 . کیلو دالتون بود52و وزن مولکولی U/ml   199/80معادل

 در تولید پروتئاز و      424 سویه   سراشیا مارسیسنس نتایج به دست آمده در این مطالعه نشان دهنده پتانسیل بالاي                  :نتیجه گیري 

 .بنابراین ارزیابی پتانسیل کاربردي این آنزیم ها در صنایع مختلف پیشنهاد می شود. سراشیوپپتیداز می باشد

SDS-PAGEسراشیوپپتیداز، فعالیت آنزیمی، ، 16S rDNA، سراشیا مارسیسنس :واژگان کلیدي

91 اسفند ماه: پذیرش براي چاپ 91 مهر ماه :دریافت مقاله

مقدمه     

 یـک بـاکـتـري         ) Serratia marcescens(   سراشیا مارسیسنس 

و خـانــواده ) Serratia (سـراشیاگرم منفــی متعلـق به جنـس 

این باکتري ) .   1( می باشد )   Enterobacteriacea  ( انتروباکتریاسه

قادر به تولید و ترشح آنزیم هاي هیدرولیتیک خارج سـلـولـی              

است که در اکثر فرآیندهاي صنعتی مورد استفاده قرار می گیرند           

که با تبدیل مولکول هاي  پروتئازها آنزیم هایی می باشند ).   3 و 2( 

پروتئین به پپتیدها و اسیـدهـاي آمینـه موجـب کاتالیـز واکنـش 
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این آنزیم ها علاوه بر اینکـه       ) .   4( هاي هیدرولیتیک می گردند     

به عنوان افزودنی در شوینده ها به کار می روند، در صـنـایـع                

مختلف مانند صنایع غذایی، دارویی، چرم و تشخیص پزشکـی   

). 6 و 5(نیز مورد استفاده قرار می گیرند 

امروزه میکروب ها به دلیل جمعیت بالا، رشد سریع، سهولـت           

کشت، امکان بررسی تولید پروتئاز و دستکاري ژنتـیـکـی در             

جهت تولید بهینه آنزیم، از منابع عمده تولید پروتئازها به شمار         

، از پروتئازهاي میکروبی مـی تـوان بـه سـریـن               .   می روند 

تریپسین، کیموتریپسیـن   (  آسپارتیک و متالوپروتئازها     ،سیستئین

). 7(اشاره نمود ) و سراشیوپپتیداز

 کیلـو  50یک متالوپروتئاز )   Serratiopeptidase(سراشیوپپتیداز  

دالتونی می باشد که به صورت خارج سلولی در مراحل تخمیر           

این آنزیم در اروپـا    .    تولید می گردد   سراشیا مارسیسنس باکتري  

و مسکن قوي در   )   8( و آسیا به عنوان یک داروي ضد التهابی         

درمان بیماري هاي التهابی مزمن ماننـد تصـلـب شـرائـیـن،                

آرتریت، برونشیت و سینوزیت مورد استفاده قرار مـی گـیـرد            

همچنین مطالعات اخیر نشان می دهد کـه اسـتـفـاده از               ) .   9( 

سراشیوپپتیداز خوراکی می تواند در درمان و یا جلوگیـري از            

 نـیـز      B و    Cایجاد بیماري هاي ویروسی مانند ایدز، هپاتیت  

). 10(نقش مهمی ایفا نماید 

امروزه پژوهش هاي زیادي بر روي تولید، خالـص سـازي و        

سراشیوپپتیداز با استفاده از سویه هاي مخـتـلـف     تعیین ویژگی 

تولید سراشیوپپتـیـداز،   ) .   12 و 11( در حال انجام است  سراشیا  

تا حد زیادي تحت تـأثـیـر        سراشیا مارسیسنس،   به ویژه توسط    

به طـوري  . شرایط محیط کشت از جمله منبع نیتروژن می باشد 

که بررسی هاي مختلف نشان دهنده تولید مـقـادیـر زیـادي               

متالوپروتئاز در صورت استفاده از این نوع محیط ها بوده است           

سراشیا هدف از این پژوهش، جداسازي سویه هاي        ) .   15-13( 

 از منابع طبیعی غرب مازندران و ارزیابی قابـلـیـت          مارسیسنس

.تولید آنزیم پروتئاز بود

ها    مواد و روش          

در این مطالعه به صورت مقطـعـی و     :   جمع آوري نمونه)   الف

 سانتی متري خاك ها و آب 10 تا 0 نمونه از عمق 150تصادفی  

هاي مناطق غرب مازندران تحت شرایط استریل، بـا رعـایـت              

فواصل زمانی با استفاده از اسپاچول و لوله فالکون جمع آوري            

تمامی نمونه ها با رعایت زنجیره سرد بـه آزمـایشـگـاه       .   گردید

.انتقال داده شدند

پس از تهیه رقت سریالی از نمونه       : جداسازي جنس سراشیا  )   ب

 به منظور جدا کردن میکروارگانیسم هاي       ،هاي جمع آوري شده   

 Skim milk agarداراي فعالیت پروتئولیتیک از محیط کشـت          

نمونه هاي رقیق شده با روش سفره اي بر روي   .  استفاده گردید 

 24محیط یاد شده کشت داده شدند و در دماي محیط به مدت              

در ادامه کلنی هاي صورتی     .    ساعت گرما گذاري گردیدند    72تا  

و قرمزي رنگی که قادر به ایجاد هاله شفاف در محیط بـودنـد               

در پلیت شطرنـجـی   )   نشان دهنده تجزیه کازئین توسط پروتئاز     ( 

.به صورت نقطه اي کشت داده شدند

کلنی هـاي داراي       : آزمون هاي بیوشیمیایی شناسایی باکتري    )   ج

آزمـون هـاي       و  فعالیت پروتئازي به کمک رنگ آمیـزي گـرم         

 . شناسایی گردیدندسراشیاتا حد جنس ، بیوشیمیایی متداول

 پـس از     : شناسایی باکتري از طریق توالی پرایمر اختصاصـی       )   د

، مـیـزان     MBTS باکتري توسط کیت شرکـت    DNAاستخراج  

در .    اندازه گیري شد  A260/A280خلوص آن با توجه به مقدار 

 مطابق بـا روش گـیـري         16S rDNAاین پژوهش تکثیر قطعه   

 )Giri   (     انجام گردید 2004و همکاران در سال  )در ادامـه    ) .   16

 به منظور تعیین توالی به شرکت ماکروژن کـره  PCRمحصولات  

همچنین تعیین توالی با استفاده از برنامـه        .   جنوبی فرستاده شدند  

Blast در سایت NCBIردیف سازي گردید .

در ابتدا یک لوپ از باکتري مورد نـظـر        :   بهینه سازي حرارتی  )   ه

 به صـورت   Skim milk agarدر مرکز پلیت حاوي محیط کشت 

 45 و 37، 28، 25نقطه اي کشت داده شد و در دماهاي مختلف  

 ساعت گـرمـا گـذاري و        48 تا  24درجه سانتی گراد به مدت      

.سپس قطر هاله ها اندازه گیري شد

سنجش فعالیت پروتئازي با اصـلاح      :   سنجش فعالیت آنزیمی  )   و

انجام گرفت )   Manachini( روش هضم کازئین توسط ماناچینی      

 میلی لیـتـر    3 میکرولیتر از سوسپانسیون تازه به       100ابتدا  ) .   17( 
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 درجـه  37 مایع تلقیح گردید و در دماي Luria Bertaniمحیط  

 ساعت در انکوباتور شـیـکـردار        24 تا   16سانتی گراد به مدت     

 دقیقه در دور    10سوسپانسیون میکروبی به مدت     .   قرار داده شد  

rpm 14000   سانتریفوژ و مایع روماند حاوي آنزیم جداسـازي 

% ) Skim milk   )  1به منظور تهیه سوبسترا ابتدا محلـول  .   گردید

 مخلوط و بـه      pH  7/5 مولار با 0/005با سیترات فسفات بافر  

 میلی 1در ادامه .    دقیقه در حمام آب داغ قرار داده شد15مدت  

 میلی لیتر مایع رومانـد حـاوي         1لیتر از سوبستراي یاد شده با       

 درجه سـانـتـی    37 ساعت در دماي  1آنزیم مخلوط و به مدت      

 میلی لـیـتـر      3واکنش با اضافه نمودن     .   گراد گرماگذاري گردید  

 درجه سـانـتـی      2 با دماي (TCA)%   10تري کلرواستیک اسید    

به منظور رسوب پروتئین هاي هضم نشـده،        .   گراد، متوقف شد  

 درجه سانتی گـراد قـرار        2 ساعت در دماي     1لوله ها به مدت     

 rpm دقیقه در دماي اتاق با دور    30سپس به مدت    .   داده شدند 

در نهایت جذبمایع روماند شـفـاف   .    سانتریفوژ گردیدند1400 

 نـانـومـتـر بـا اسـتـفـاده از دسـتـگـاه                     280در طول موج    

Biochrom UV/ visible spectrophotometer     خـوانـده شـد  .

فعالیت آنزیمی پروتئاز برابر است با مقدار آنزیمی که بـتـوانـد             

یک میکروگرم فرآورده تیروزین را در هر مـیـلـی لـیـتـر، از                  

این فعالیـت  .   سوبستراي کازئین در مدت یک دقیقه تولید نماید       

.گزارش گردید) U/ml(به صورت واحد آنزیمی در میلی لیتر 

مـیـکـرولـیـتـر از           300  : تولید و رسوب دهی پـروتـئـیـن        )   ز

  میلی لیتـر مـحـیـط        3سوسپانسیون میکروبی ذخیره شده، در      

Skim milk broth   37 تلقیح و در انکوباتور شیکردار با دماي 

.  ساعت گرماگذاري گردید   24 به مدت    rpm200 درجه و دور    

 میلی لیتـر   3 میکرولیتر از سوسپانسیون میکروبی در       100سپس  

تلقیح و در انکوباتور شیکردار بـا      مایع Luria Bertaniمحیط  

 ساعت نگهـداري  24 به مدت rpm200  درجه و دور 37دماي  

پس از گذشت مدت زمان یاد شـده و تـرشـح آنـزیـم                  .   شد

 rpm  دقیقه با دور5، نمونه ها به مدت   ) هیدرولیز کامل محیط  ( 

 میکرولیتر از مایـع رویـی بـه        500. سانتریفوژ گردیدند 8000

حجم سوسپانسیون به صورت %   80تا  %   100وسیله استون سرد    

مـحـلـول    .   قطره قطره و همراه با تکان ملایم رسوب دهی شـد          

 1درجه سانتی گـراد بـه مـدت              -20اشباع حاصل در دماي     

 دقیـقـه در     20سپس به مدت .   ساعت در یخچال قرار داده شد  

 درجه سانتی گراد  و       4سانتریفوژ یخچال دار با درجه حرارت       

 50به رسوب حـاصـلـه         .    سانتریفوژ گردید  rpm  15000دور

 اضافه و در دمـاي         8pHمولار با   0/01Tris-Hclمیکرولیتر  

.درجه سانتی گراد نگهداري شد -20

آنـزیـم   :   SDS-PAGEتعیین وزن مولکولی با استـفـاده از           )   ح

 )Machielsen( سراشیوپپتیداز خالص مطابق با روش ماکلسون       

% ) 15( ژل پلی آکریل آمید      -به وسیله سدیم دودوسیل سولفات    

در این مطالعه ژل جدا کنـنـده داراي     ) .   18(الکتروفورز گردید  

8/8 pH 6/8 و ژل متراکم کننده داراي  pH    در ادامـه    .    بـودنـد

 دقیقه در حمام آب گرم و در حـالـت              10نمونه ها به مدت     

 درون ژل بارگـیـري     Reducing Agentمخلوط با بافر نمونه و 

در نهایت ژل به کمک محلول رنگ آمیزي کـومـاسـی             .   شدند

 16به مـدت    )   Coomasie brilliant blue R-250(بریلیانت بلو 

. رنگ آمیزي گردیدrpm  40 ساعت با دور

یافته ها        

 نمونه آب و خاك مورد بـررسـی،         150در این پژوهش از میان      

پس از غربال سـازي بـر روي           .    باکتري جداسازي گردید   75

 بـاکـتـري داراي فـعـالـیـت              Skim milk agar   ،60محیط   

).1شکل (پروتئولیتیکی شناسایی شد 

ارزیـابـی ویـژگـی       :   ویژگی مورفولوژیک و بیوشیمیایـی    )   الف

ظاهري و میکروسکوپی نشان داد که باکتري مولـد پـروتـئـاز              

صورتی یا قرمز رنگ و مـوکـوئـیـدي           -داراي کلنی هاي سفید   

رنگ آمیزي گرم نیز نشان دهنده وجود باسیل هـاي           .   می باشد 

همچنین این سویه ها از نظر آزمون     .   کوتاه گرم منفی بوده است    

هاي بیوشیمیایی مانند کاتالاز، سیترات و هیدرولیـز کـازئـیـن             

اما از نظر تست هاي اکسیداز، اندول و اوره آز             .   مثبت بودند 

. منفی بودند

از آنجایی که  در این  مطالعه  به  منظور : Specific - PCR)ب

 از پرایمرهاي اختصاصـی گـونـه         سراشیا مارسیسنس شناسایی  

 جفت بـاز،     417استفاده شده گردید، مشاهده باند در محدوده        
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 در آنها   سراشیا مارسیسنس  نمونه، تأیید کننده حضور      2تنها در   

پس از مقایسه توالی به دست آمده از نظـر  ). 2شکل (می باشد  

همولوژي با سایر ژن هاي مشابه، مشخص گردید کـه سـویـه       

مـی بـاشـد      %   98جداسازي شده جدید و داراي همـولـوژي          

 در   Serratia marcescens 424این سویه با نام      ) .   1جدول  ( 

. به ثبت رسید  KC790390بانک جهانی ژن با شماره دسترسی

 نشـان داده     1همانطور که در نمودار       : بهینه سازي حرارتی  )   ج

بـه  .   شده است، قطر هاله ها با گذشت زمان افـزایـش داشـت             

 و   24طوري که بیشترین فعالیت پروتئولیتیکی پس از گذشت         

. درجـه سانتـی گـراد گزارش گردیـد37 ساعت در دمـاي 48

 در این مطالعه فعالیت آنزیمی بـراي  : فعالیت آنزیمی پروتئاز)   د

 معـادل  12 و براي نمونه شماره U/ml 199/80 معادل Nنمونه  

U/ml 155/29 محاسبه شد.

نتایج نشـــان داد کـه : SDS – PAGEنتایج ارزیابی آنزیم با ) ه

 Luria Bertani broth  در محیط Nآنزیم به دست آمده از نمونه 

 کیـلـو    52داراي وزنی معادل    )   حاوي تریپتون و عصاره مخمر    ( 

 کیلو دالتون می 70 تا 60 داراي وزنی حدود     12دالتون و نمونه    

 در   Nاین در حالـی اسـت کـه نـمـونـه                 ) .   3شکل  ( باشند  

 فاقد هرگونه باندي بود و تنها نمـونـه    Skim milk brothمحیط

نـتـایـج نشـان داد کـه            .    در این محیط ایجاد باند نـمـود    12

حداکثر میزان تولید آنزیم سراشیوپپتیداز زمانی روي می دهـد           

که هم تریپتون و هم عصـاره مـخـمـر در مـحـیـط کشـت                    

اما براي تولید آنزیم پروتئاز ترکیب خاصـی        .   وجود داشته باشد  

.مد نظر نیست و این آنزیم در هر دو محیط تولید می گردد

بحث   

در مواردي که نمونه مورد آزمایش میکروارگانیسم هاي موجود         

در آب و خاك باشد، نمونه گیري از مناطق مختلف و بسته بـه               

در مطالـعـه اي     .   نوع پروتئاز مورد بررسی می تواند متغیر باشد 

.Skim milk Agar در محیط ١٢ و N (Serratia marcescens 424) هاله پروتئازي نمونه هاي :1شکل 

با پـرایـمـر      16S rDNA الکتروفورز حاصل از تکثیر بخشی از ژن         : 2شکل  

نـمـونـه    )   3کنترل منفی، ستـون      )   1ستون  .   سراشیا مارسیسنس اختصاصی  

).kb 1(سایز مارکر ) 5، ستون Nنمونه ) 4، ستون 12شماره 

درصد 

همولوژي

سایر ژن هاي

 مشابه

سویه شناسایی 

شده

98%Serratia marcescens SER1

Serratia 
marcescens 

424

98%Serratia marcescens BW30

98%Serratia marcescens GRD 1

98%Serratia marcescens LEP9

98%Serratia marcescens RSPB11

 Serratia سویه  16S rDNA همولوژي بخش تکثیر شده :1جدول 

marcescens 424  با سایر سویه هاي ثبت شده درNCBI.
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 2008و همکاران در سـال    )   Tamilmani( که توسط تمیلمانی    

انجام شد، پروتئاز خارج سلولی از خاك مناطـق مـرغ داري               

این آنزیم قادر به هضم و هیدرولیز پر مـرغ          .   جداسازي گردید 

) به عنوان یک محصول جانبی زائد در مرغداري ها        ( و خروس   

به طور تقریباً مشابه در پژوهش حاضر به مـنـظـور      ) .   18( بود  

جمع آوري میکروارگانیسم هاي بیشتر، نمونه گیري از خاك و          

.آب کشتارگاه هاي دام و طیور غرب مازندران انجام گرفت

قادر بـه    سراشیا مارسیسنس    بررسی ها نشان می دهد که باکتري      

تولید بسیاري از آنزیم هاي خارج سلولی مانـنـد کـیـتـوزانـاز،                

نوکلئاز، لیپاز، همولیزین، سرین، پروتئاز تیول و متالوپروتئـیـنـاز           

).  20و19(می باشد ) تریپسین، کیموتریپسین و سراشیوپپتیداز(

 Hari( و هري کـریشـنـا راج          )   Mohankumar(موهان کومار  

Krishna Raj   (  در هند انـجـام     2011در مطالعه اي که در سال 

 آنزیم سراشیوپپتیدازي را جداسـازي     سراشیامارسیسنسدادند، از   

 داراي    pH  6 درجه سانتـی گـراد و           32نمودند که در دماي     

). 21( بود U/ml 210/56فعالیت آنزیمی معادل 

 شرایط بهینه تخمیر را 2009و همکاران در سال     )   Badhe( بدهه  

 سراشیـا مـارسـیـسـنـس        با هدف تولید آنزیم سراشیوپپتیداز از       

ATCC 13880         در محیط هاي کشت پایه و اصـلاح شـده بـا 

نتایج آنها نشان داد که تولید مـتـوسـط      .   یکدیگر مقایسه نمودند  

 درجـه سـانـتـی       37، دماي  7pHتخمیر اصلاح شده در شرایط  

امـا  .    بـود   U/ml  27/36 ساعت برابر بـا       24گراد و مدت زمان     

 U/mlمیزان تولید آنزیم سراشیوپپتیداز در محیط کشـت پـایـه         

با این وجود در مطالـعـه حـاضـر        ) . 22(  گزارش گردید   17/97

 37 و دمـاي     pH 7/5 در 424  سویهسراشیا مارسیسنسباکتري  

.  داشـتـه اسـت     U/ml  199/80درجه سانتی گراد فعالیتی معادل   

همچنین یافته هاي تحقیق حاضر نشان می دهد که تولید آنزیـم            

) 2کنترل منفی، ستون    )  1ستون  .  SDS-PAG باند پروتئینی در ژل      :3شکل  

 در  Nنمونه  )  3ستون  ،  Luria Bertani broth در محیط     12نمونه شماره   

 Skim در محیط     12نمونه شماره   )  4ستون  ،  Luria Bertani brothمحیط  

milk broth ، نمونه ) 5ستونN در محیط Skim milk broth ، سایز ) 6ستون

).SMO431(مارکر

. نتایج مربوط به بهینه سازي دمایی آنزیم سراشیوپپتیداز:1نمودار 
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 ساعت  48 ساعت شروع و با گذشت       12سراشیوپپتیداز پس از    

و )   Mukesh Kumar( موکش کومـار    . تخمیر به اتمام می رسد 

پس از ارزیابی تولید آنزیم هاي لیپـاز        ،  2012همکاران در سال    

 دریافتند که حداکثر تولـیـد       سراشیامارسیسنسو پروتئاز توسط    

 48 پس از     U/ml 173  و آنزیم پروتئازU/ml   195آنزیم لیپاز 

).23(ساعت انکوباسیون می باشد 

 به منظـور  Skim milk agarدر پژوهش حاضر از محیط کشت       

در این محیط جدایه ها بـا   .   جداساري باکتري ها استفاده گردید    

نتـایـج   .    قادر به فعالیت پروتئازي بودند     ،مصرف کازئین موجود  

به دست آمده در این مطالعه نشان داد که بیشترین فـعـالـیـت                

 48پس از گذشـت      ،   درجه سانتی گراد   37پروتئازي در دماي    

سـراشـیـا     میلی متر، مربوط به باکتري       33ساعت و با قطر هاله      

 SDS-PAGEبا استفاده از روش     .      بوده است  424مارسیسنس  

مشخص گردید که وزن مولـکـولـی و اسـتـانـدارد آنـزیـم                   

این یافتـه   .    کیلو دالتون می باشد    N  ،52سراشیوپپتیداز در سویه    

با نتایج به دست آمده در مطالعه موهان کومار و هري کریشـنـا              

).21( هم خوانی دارد 2011راج در سال 

 12همچنین در مطالعه حاضر وزن مولکولی سـویـه شـمـاره              

 کیلودالتون گزارش گردید که با یـافـتـه هـاي       70 تا 60حدود  

ایـن  .    مطـابـقـت دارد     2012موکش کومار و همکاران در سال  

سـراشـیـا    محققان وزن مولکولی آنزیم پروتئاز را در باکـتـري            

 کیلو دالتون و وزن مولکولی آنزیـم  75 تا 50معادل مارسیسنس  

). 23( کیلو دالتون گزارش نمودند 65 تا 50  لیپاز را

 عـاري از      سراشیا مارسیسنس از آنجایی که مایع روماند گونه       

ناخالصی هاي پروتئینی بود و همچنین به دلیل ترشحی بـودن            

آنزیم، خالص سازي آنزیم پروتئاز بدون نیاز به انجام روش پـر        

به طوري که رسوب دهی از      .   هزینه کروماتوگرافی انجام گرفت   

طریق دناتوراسیون نسبی آنزیم با استون و سـپـس بـازسـازي              

ساختار پروتئینی، روشی کارآمدتر و کم هزینه تر نسـبـت بـه           

. روش یاد شده می باشد

نتیجه گیري          

نتایج به دست آمده در این مطالعه نشان دهنده پتانسیل بـالاي             

 در تـولـیـد پـروتـئـاز و               424 سـویـه      سراشیا مارسیسنس 

بنابراین از این آنزیم ها می تـوان در           .   سراشیوپپتیداز می باشد  

.صنایع مختلف به ویژه داروسازي استفاده بهینه نمود

تشکر و قدردانی              

از پرسنل محترم آزمایشگاه دانشگاه آزاد        نویسندگان این مقاله  

به دلیل همکاري صمیمانه در اجراي این       اسلامی واحد تنکابن    

.پژوهش کمال امتنان را دارند
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Abstract

Background and Objectives: Proteases are a useful family of enzymes in microbiology with 

applications in leather industry, food industry, pharmacy, cleaners, and many other industries. Due 

to rapid replication, fast growing and facility in their genetic manipulations, microorganisms are 

used as the main resources of production of proteases. This paper aimed to isolate the Serratia 

marcescens strains from the natural environments at western Mazandaran, with the ability to 

produce proteolytic enzymes.

Materials and Methods:  In the present study, 150 natural samples were taken from different depth 

(0-10 cm) of soils and waters located at western part of Mazandaran. In order to isolate and to 

identify the microorganisms the samples were grown on Skim milk agar, and the isolates were 

underwent different biochemical tests. Next, Serratia marcescens strains were screened by 

molecular tests and 16SrRNA. After isolation of the strains, several time and temperature 

optimization steps were performed on the most potent enzyme producing strains. As well, 

approximate molecular weight of the enzymes were measured abased on protein deposition 

and SDS-PAGE.

Results: Only two isolates were identified as Serratia marcescens. One of the two isolates belongs 

to a novel strain nominated as Serratia marcescens 424, which recorded in Genbank as 

KC790390. These two isolates could produce  high levels of proteolytic enzyme in 24 hours under 

37oC. The highest amount of enzyme belonged to a 52 Dalton molecular weight isolated from 

Serratia marcescens 424.

Conclusion: Our studies show a high potential of the isolated Serratia marcescens strains in 

production of protease and Serratiopeptidase. As a result these strains can be useful in various 

industries.
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Correspondance to: Raheleh Soltanmoradi

Tel: +989353665683

E-mail: msoltanmoradi29@yahoo.com

Journal of Microbial World 2013, 6(2): 148-156.

156

Journal of Microbial World

Volume 6, No. 2, June 2013


