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Pr e m al at h a S h ett y * 1 , 2, M al e k a  J aff er 1   
 
A d d r ess ( e s): Dr. Pr e m al at h a S h ett y,  
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K e y w o r ds:  Gl u c o a m yl a s e, I m m o bili z ati o n, C ott o n, O ci m u m b a sili c u m , p eri o d at e tr e at m e nt, p ol y et h yl e ni mi n e  tr e at m e nt 

 
 
I N T R O D U C T I O N 
 
Gl u c o a m yl a s es ( ( E C 3. 2. 1. 3.) ar e e x o a cti n g  -1, 4 -gl u c a n gl u c o h y dr ol a s es  w hi c h 
a ct o n gl u c a n p ol ys a c c h ari d es yi el di n g gl u c os e a s t h e m aj or pr o d u ct.  T h e e n z y m e 
i s u s e d b y i n d u stri es i n v ol v e d i n s a c c h arifi c ati o n of st ar c h f or gl u c os e a n d al c o h ol 
pr o d u cti o n. Art h r o b ot r y s  s p e ci es ar e a gr o u p of n e m at o p h a g o u s f u n gi, w hi c h kill 
a n d c o n s u m e mi cr os c o pi c a ni m als. T h es e f u n gi ar e k n o w n t o pr o d u c e p e cti n a s es, 
a m yl a s es, c ell ul a s es a n d v ari o u s ot h er h y dr ol yti c e n z y m es. W e h a v e r e p ort e d 
pr o d u cti o n of gl u c o a m yl a s e b y Art h r o b otr ys  s p e ci es  ( J aff a r et al ., 1 9 9 3 ; S h ett y, 
2 0 1 6 ). I m m o bili z ati o n of gl u c o a m yl a s e h a s b e e n wi d el y st u di e d a s a m e a n s of 
r e d u ci n g e n z y m e c ost i n t h e m a n uf a ct ur e of gl u c os e a n d hi g h fr u ct os e c or n s yr u p s. 
V ari o u s s u p p ort s a n d t e c h ni q u es h a v e b e e n a ss ess e d f or i m m o bili z ati o n. A cti v at e d 
al gi n at e b e a d s, i o n e x c h a n g ers,  c hit os a n, e art h m at eri als a n d e q ui v al e nt s, m a g n eti c 
mi cr o -p arti cl e s et c.  h a v e s er v e d a s m atri c es f or i m m o bili z ati o n of a m yl ol yti c 
e n z y m es (Pi et e r s  et al ., 1 9 9 2; G o n c al v e s et al ., 1 9 9 7; I y e r et al ., 2 0 0 3; S h k uti n a 
et al.,  2 0 0 5; El di n, et al ., 2 0 1 1;  W a n g et al ., 2 0 1 3).  C h oi c e of a s uit a bl e m atri x a n d 
t e c h ni q u e of bi n di n g ar e of criti c al i m p ort a n c e i n i m m o bili z ati o n. Attriti o n  a n d/  
fl ot ati o n ar e oft e n t h e pr o bl e ms a ss o ci at e d i n t h e l o n g r u n i n a git at e d r e a ct ors u si n g 
s h e ar s e n siti v e s u p p ort m at eri als ( R e g a n et al .,  1 9 7 4).  P arti c ul at e s u p p ort s h a v e 
t h e li mit ati o n s of hi g h pr ess ur e dr o p a n d hi n d er e d fl o w c h ar a ct eri sti c s i n p a c k e d 
b e d r e a ct ors o n c o nti n u o u s u s e  (S v e c & G e m ei n e r, 1 9 9 5; S u e n, 2 0 1 5) . M et h o ds of 
i m m o bili z ati o n s u c h a s a ds or pti o n a n d e ntr a p m e nt, t h o u g h si m pl e a n d effi ci e nt, d o 
n ot cr e at e str o n g b o n d s b et w e e n t h e e n z y m e a n d t h e s u p p ort a n d oft e n, e n z y m e 
l e a k s i nt o t h e s ol uti o n. D iff u sio n al r e stri cti o ns e n c o u nt er e d f urt h er li mit th e b e n efit 
of e ntr a p m e nt s yst e ms w hi c h a ct o n p ol y m eri c s u b str at es . C o v al e nt bi n di n g i s a 
pr o mi si n g t e c h ni q u e w hi c h t a k es c ar e of s u c h i ss u es a ss o ci at e d wit h a d s or pti o n a n d 
e ntr a p m e nt. O n e of t h e k e y i ss u es a ss o ci at e d wit h c o v al e nt li n k a g e i s t h e n e e d f or 
a cti v ati o n t h e s u p p ort a n d oft e n m o difi c ati o n of t h e e n z y m e a s w ell , w hi c h m a y 
r es ult i n l oss of a cti vit y t o a si g nifi c a nt e xt e nt. Gl u c o a m yl a s es ar e gl y c o pr ot ei n s b y 
n at ur e (S h e n o y et al ., 1 9 8 5 ) Bi n di n g of t h e e n z y m e t hr o u g h it s gl y c os yl r esi d u es 
c a n b e a m et h o d of c h oi c e f or i m m o bili z ati o n.   
T h e pr es e nt i n v esti g ati o n d e als wit h i m m o bili z ati o n of gl u c o a m yl a s e pr o d u c e d b y 
A c o n oi d e s  o nt o c ott o n cl ot h pi e c es a n d t h e s e e d s of O ci m u m b a sili c u m  (l o c all y 

k n o w n a s S a bj a). V ar i o u s t e c h ni q u es w er e e v al u at e d f or i m m o bili z ati o n. Th e 
e n z y m e b o u n d  pr e p ar ati o n s w er e c h ar a ct eri z e d a n d a ss ess e d f or t h eir r e c y cli n g a n d 
s a c c h arifi c ati o n effi ci e n c y . 
 
M A T E RI A L S A N D M E T H O D S  
 
M i c r o o r g a n i s m  
 
T h e or g a ni s m A c o n oi d e s  ( A T C C 4 4 4 5 4)  w a s m ai nt ai n e d o n c or n m e al a g ar sl a nts 
a s r e c o m m e n d e d b y A T C C c at al o g u e, 1 9 8 3.  
 
E n z y m e p r o d u c t i o n  
 
E n z y m e w a s pr o d u c e d i n a m e di u m c o nt ai ni n g ( g .l-1 ), p H 7. 2: C or n st ar c h, 1 0. 0; 
p e pt o n e, 2. 0; N a N O 3, 3. 7; K H 2 P O 4 , 3. 4; K C L a n d M g S O4 . 7 H2 O, 0. 5 g e a c h; 
F e S O 4 . 7 H2 O, 1 0 m g; Z n S O 4 . 7 H2 O, 0. 5 m g, t hi a mi n e H Cl , 0. 1 m g a n d bi oti n, 5 g. 
T h e m e di u m ( 2 5  ml ) w a s di s p e n s e d i nt o 2 5 0 ml  Erl e n m e y er fl a s k s a n d i n o c ul at e d 
wit h ar o u n d 1 0 6 s p or es. I n c u b ati o n w a s c arri e d o ut at 2 5  1 C f or 1 2 d a ys u n d er 
st ati o n ar y c o n diti o n s. T h e br ot h w a s filt er e d a n d t h e c ult ur e filtr at e w a s u s e d f or 
f urt h er st u di es. 
 
Ass a y m et h o ds   
 
A m yl ol yti c a cti vit y of t h e fr e e e n z y m e w a s m e a s ur e d i n 2 m l of t h e r e a cti o n 
mi xt ur e c o nt ai ni n g a p pr o pri at el y dil ut e d e n z y m e a n d 0. 2 5 % s ol u bl e st ar c h i n 2 5 
m M a c et at e b uff er, p H 5. 6. It w a s t h e n i n c u b at e d at 4 0  C f or 2 0 mi n a n d t h e 
r es ult a nt r e d u ci n g s u g ars w er e m e a s ur e d b y D N S A. Gl u c os e pr o d u c e d w a s 
esti m at e d u si n g gl u c os e o xi d a s e -p er o xi d a s e r e a g e nt ( G O P m et h o d). T h e a ss a ys 
w er e c arri e d o ut b y D N S A m et h o d u nl ess m e nti o n e d ot h er wi s e.  
I m m o bili z e d a cti vit y w a s m e a s ur e d b y a d diti o n of 5  ml  of s ol u bl e st ar c h ( 1. 5 % i n 
2 5 m M a c et at e b uff er, p H 5. 6), t o t h e i m m o bili z e d s u p p ort. Aft er a n i n c u b ati o n 
p eri o d of 1 h at 4 0  C i n a s h a k er w at er b at h at 4 0 r p m, r e d u ci n g s u g ars w er e 
esti m at e d i n t h e s u p er n at a n t b y D N S A m et h o d.  

Gl u c o a m yl a s e pr o d u c e d b y Art h r o b otr ys c o n oi d e s  w a s i m m o bili z e d o nt o c ott o n cl ot h pi e c es ( C C) a n d s e e d s of O ci m u m b a sili c u m  ( O B) 

e m pl o yi n g fi v e diff er e nt a p pr o a c h es. M e c h a ni c al st a bilit y of C C a n d l ar g e s urf a c e ar e a pr o vi d e d b y t h e mi cr ofi brill ar str u ct ur e i n  t h e 

m u cil a g e of O B s e e d s off ers t h e a d v a nt a g e f or t h eir  u s e a s  i m m o bili z ati o n m atri c es . P eri o d at e  tr e at e d e n z y m e c o u pl e d t o 

p ol y et h yl e ni mi n e  tr e at e d s u p p ort g a v e t h e b est r es ult s wit h i m m o bili z ati o n p er c e nt a g e of   6 7. 5 a n d 5 3 f or C C a n d O B s e e d s 

r es p e cti v el y.  I m m o bili z e d e n z y m es e x hi bit e d br o a d er p H a n d t e m p er at ur e a cti vit y pr ofil es a s c o m p ar e d t o t h os e of n ati v e a n d PI 

o xi di z e d f or ms. I m m o bili z ati o n c o nf err e d st a bilit y t o t h e e n z y m e i n a ci di c r e gi o n a n d als o i m pr o v e d it s t h er m o -st a bilit y.  Km  v al u es f or 

st ar c h w er e f o u n d t o b e 0. 0 8 a n d 0. 1 0 5  m g. ml -1 f or n ati v e a n d PI tr e at e d f or ms a n d, 2. 3 a n d 2. 6 m g. ml -1  f or e n z y m es b o u n d t o C C a n d 

O B r es p e cti v el y. Alt h o u g h t h e e n z y m e pr e p ar ati o n s w er e o pti m all y a cti v e at 5 0 C, r e c y cli n g st u di es i n di c at e d o pti m u m t e m p er at ur e of 

4 0  C f or s a c c h arifi c ati o n of st a r c h.  C C  a n d O B b o u n d  pr e p ar ati o n s c o ul d b e r e c y cl e d 1 3 a n d 1 1 ti m es r es p e cti v el y  e v er y 2 h at 4 0 C , 

wit h r et e nti o n of 5 0 % a cti vit y. I m m o bili z e d pr e p ar ati o n s w er e a bl e t o c o n v ert st ar c h t o a n e xt e nt of 6 1 -6 4 %.  C o n v ersi o n p er c e nt a g e 

i m pr o v e d t o 7 3 % w h e n C C pr e p ar ati o n w a s i n c u b at e d wit h st ar c h at i n cr e a s e d s p e e d of a git ati o n i n di c ati n g diff u si o n al li mit ati o n s a s 

o n e of t h e f a ct ors i nfl u e n ci n g t h e a p p ar e nt d e cr e a s e i n t h e affi nit y of t h e i m m o bili z e d e n z y m e f or it s s u b str at e. Cl ot h b o u n d  pr e p ar ati o n 

w a s f o u n d t o b e s u p eri or i n it s p erf or m a n c e i n c o m p ari s o n t o e n z y m e c o u pl e d t o O B.  

A R TI C L E I N F O  

R e c ei v e d 1. 1 0. 2 0 1 5  

R e vi s e d 2 4. 1. 2 0 1 7  

A c c e pt e d 2 5. 1. 2 0 1 7  

P u bli s h e d 1. 4. 2 0 1 7  

R e g ul ar arti cl e  

d oi:  1 0. 1 5 4 1 4/j m bf s. 2 0 1 7 .6 .5 .1 1 2 7 -1 1 3 1  

http://www.fbp.uniag.sk/
mailto:premalatha_shetty@yahoo.co.in
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eldin%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21063806
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U nit of a cti vit y i s d efi n e d a s t h e  m ol e of r e d u ci n g e q ui v al e nt ( gl u c os e) r el e a s e d 
p er mi n ut e u n d er t h e a ss a y c o n diti o n s.   
Pr ot ei n w a s esti m at e d b y L o wr y’s m et h o d.  
 
D et e cti o n of r e a cti o n p r o d u cts b y p a p e r c h r o m at o g r a p h y:  
 
O n e u nit of t h e e n z y m e w a s i n c u b at e d i n 2 ml of 0. 2 5 % st ar c h at 5 0  C. T h e ali q u ots 
c o nt ai ni n g 2 0 µ g of r e d u ci n g s u g ars ( a s d et er mi n e d b y D N S A) w a s l o a d e d o nt o 
W h at m a n N o. 1 filt er p a p er. D es c e n di n g p a p er c hr o m at o gr a p h y w a s c arri e d o ut i n 
n -b ut a n ol: p yri di n e: w at er ( 6: 4: 3) s ol v e nt s yst e m. S u g ars w er e d et e ct e d b y di p pi n g 
i n 0. 1 % sil v er nitr at e i n a c et o n e, f oll o w e d b y d e v el o p m e nt of c ol or wit h 1. 4 % 
N a O H a n d d est ai ni n g i n 5 %  N a 2 S 2 O 3  s ol uti o n ( T o u c hst o n e a n d D o b bi ns, 1 9 7 8).  
 
C o n c e n t r a t i o n  
 
T h e c ult ur e filtr at e w a s di al y z e d  a g ai n st P E G 2 0 0 0 0 a n d f urt h er c o n c e ntr ati o n w a s 
c arri e d o ut b y s alti n g o ut at 8 0 % s at ur ati o n wit h a m m o ni u m s ulf at e at 4 C. T his 
pr e p ar ati o n w a s u s e d f or i m m o bili z ati o n. 
 
T r e at m e nt of t h e e n z y m e  
 
P eri o d at e ( PI) tr e at m e nt: T o 9 5  ml  of t h e s a m pl e  c o nt ai ni n g 1 0 0 u nit s of  t h e e n z y m e 
(s p e cifi c a cti vit y of 3. 9 2)  i n 0. 0 5 M a c et at e b uff er, p H 5. 6, 5  ml  of  1 0 0 m M s o di u m 
m et a p eri o d at e w a s a d d e d a n d k e pt i n d ar k f or 3 h. Et h yl e n e gl y c ol, 1  ml  w a s t h e n 
a d d e d a n d k e pt f or 3 0 mi n. T h e s ol uti o n w a s di al y z e d o v er ni g ht i n r efri g er at or.  
P ol y et h yl e ni mi n e  ( P EI) tr e at m e nt: T o 9 5 ml  of t h e s a m pl e c o nt ai ni n g 1 0 0 u nit s of 
t h e e n z y m e, 5ml  of 4 % P EI w a s a d d e d a n d t h e p H w a s a dj u st e d t o p H 7. Aft er 3 h, 
t h e r e a cti o n mi xt ur e w a s di al y z e d. 
 
T r e at m e nt of t h e s u p p o rt s  
 
W hit e C ott o n cl ot h w a s  w a s h e d, ri n s ed i n D/ W a n d air -dri e d . Cl ot h pi e c es w er e c ut 
( 4 x 4 c m, 1 0 5-1 1 5 m g) a n d us e d f or i m m o bili z ati o n. O B  s e e d s, 0. 2 g e a c h w er e 
s o a k e d i n D/ W f or 2 h a n d w at er w a s filt er e d off u si n g a str ai n er. T h e str ai n er w a s 
pl a c e d o n a p a d of filt er p a p er t o a b s or b e x c ess w at er .  
T h e s u p p ort s w er e s u bj e ct e d t o f oll o wi n g tr e at m e nt s.  
P EI tr e at m e nt: T o o n e cl ot h pi e c e/ o. 2 g of s w oll e n O B , 5ml  of 0. 2 % P EI, p H 7. 0 
( a dj u st e d wit h H Cl) a s a d d e d. Aft er i n c u b ati n g f or 2 h at a m bi e nt t e m p er at ur e 
( 3 0 ±1  C), t h e s u p er n at a nt w a s di s c ar d e d a n d t h e tr e at e d s u p p ort w a s ri ns e d wit h 
D/ W.  
PI  tr e at m e nt: T h e s u p p ort w a s i m m ers e d i n 5 ml  of 1 0 0 m M s o di u m m et a p eri o d at e 
f or 3 h i n d ar k a n d ri n s e d wit h D/ W.  
 
I m m o bili z ati o n of t h e e n z y m e   
 
Diff er e nt m et h o d s e m pl o y e d f or i n v esti g ati o n  w er e a s f oll o ws , M et h o d I - T h e 
e n z y m e w a s a d d e d t o P EI tr e at e d s u p p ort ; M et h o d II - P I tr e at e d e n z y m e w a s a d d e d 
t o P EI tr e at e d s u p p ort; M et h o d III - PI  tr e at e d e n z y m e w a s a d d e d t o P EI tr e at e d 
s u p p ort. Aft er 3 h, t h e s u p p ort w a s ri n s e d wit h D/ W a n d tr e at e d wit h 5  ml  of 0. 5 % 
gl ut ar a d e h y d e f or 1 h; M et h o d I V - U ntr e at e d e n z y m e w a s a p pli e d o nt o PI  tr e at e d 
s u p p ort ; M et h o d V - P EI tr e at e d e n z y m e w a s a p pli e d o nt o PI  tr e at e d s u p p ort. 
E n z y m e 2 U w a s a d d e d p er pi e c e of cl ot h/ 0. 2 g of O B  s e e d s. C o nt a ct ti m e f or 
i m m o bili z ati o n i n all t h e m et h o d s w a s 3 h at 3 0 ± 1 C. T h e s u p er n at a nt w a s a ss a y e d 
f or u n b o u n d a cti vit y. E n z y m e b o u n d s u p p ort w a s a ss a y e d f or i m m o bili z e d a cti vit y. 
T h e s u p p ort s w er e st or e d u n d er m oist c o n diti o n s  (i n 0. 2 ml  D/ W) i n r efri g e r at or 
w h e n n ot i n u s e.  
D es or pti o n st u di es: T h e e n z y m e b o u n d  s u p p ort w a s i n c u b at e d i n 5  ml  of 0. 2 M 
N a Cl f or 1 0 mi n at 4 0r p m. R esi d u al a cti vit y i n t h e s u p p ort w a s a ss a y e d.  
O pti mi z ati o n of e n z y m e d os a g e: Diff er e nt u nit s of t h e e n z y m e r a n gi n g fr o m 1. 3 5 t o 
5. 4 w er e s u bj e ct e d t o M et h o d II of i m m o bili z ati o n.  
 
C h a r a ct e ri z at i o n of t h e e n z y m e s  
 
Eff e ct of t e m p er at ur e a n d p H o n t h e a cti vit y of t h e fr e e e n z y m es/ i m m o bili z e d 
pr e p ar ati o n w a s st u di e d.  
E n z y m e w a s i n c u b at e d at 3 0 C f or 2 h  e a c h i n 5  ml  b uff er at v ari o u s p Hs r a n gi n g 
fr o m p H 4 t o 1 2. 5 (A c et at e, p h os p h at e a n d gl y ci n e -N a O H b uff er s) f or p H st a bilit y 
st u di es. R esi d u al a cti vit y w a s t h e n a ss a y e d  at p H 5. 6 . T h er m al st a bilit y w a s t est e d 
b y i n c u b ati n g t h e e n z y m es at t e m p er at ur es r a n gi n g fr o m 3 5  - 5 5 C f or 6 0 mi n  
f oll o w e d b y a ss a y.  
T h e e n z y m e w a s i n c u b at e d wit h v ar yi n g c o n c e ntr at i on of st ar c h a n d t h e K m w a s 
d et er mi n e d fr o m M -M a n d L -B pl ot s.  
 
S a c c h a rifi a cti o n st u di e s  
 
R e c y cli n g effi ci e n c y of t h e i m m o bili z e d pr e p ar ati o n: I m m o bili z e d pr e p ar ati o n w a s 
i n c u b at e d i n 5 ml  of t h e 1. 5 % st ar c h s ol uti o n f or 2 h at 3 5 -5 0  C f or 2 h. T h e 
r e d u ci n g su g ars i n t h e s u p er n at a nt w a s esti m at e d.  T h e e n z y m e b o u n d s u p p ort w a s 
w a s h e d a n d r es u s p e n d e d i n fr es h b at c h es of s u b str at e u n d er si mil ar c o n diti o n s.  

C o nti n u o us u s e of i m m o bili z e d pr e p ar ati o n f or st ar c h s a c c h arifi c ati o n: T h e 
i m m o bili z e d pr e p ar ati o n s ( 1 0 clot h pi e c es/ 2 g of O B s e e d s)  w er e a d d e d t o 3 0  ml  of 
8 % st ar c h s ol uti o n c o nt ai n e d i n a 2 5 0  ml  b e a k er a n d pl a c e d i n t h e w at er b at h 
m ai nt ai n e d at 4 0 C  at 4 0 / 1 0 0r p m. Ali q u ots of 5 0 -1 0 0 µl w er e t a k e n p eri o di c all y a n d 
a n al y z e d f or r e d u ci n g s u g ar c o nt e nt.  P er c e nt c o n v ersi o n w a s c al c ul at e d b a s e d o n 
t h e c o n si d er ati o n t h at 0. 9 g of st ar c h pr o d u c es 1 g of gl u c os e o n s a c c h arifi c ati o n.  
St or a g e st a bilit y: I m m o bili z e d pr e p ar ati o n s w er e st or e d at 1 0 C i n m oi st st at e f or 
v ari o u s ti m e p eri o d s fr o m 0 -4 0 d a ys a n d t h e n a ss a y e d.  
 
R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  
 
C o n c e nt r ati o n of t h e e n z y m e  
 
A m yl ol yti c a cti vit y el a b or at e d  b y t h e f u n g us A c o n oi d e s  w a s a ss a y e d b y D N S A a n d 
G O P m et h o d f or esti m ati o n of t ot al r e d u ci n g s u g ars a n d gl u c os e r es p e cti v el y. M or e 
t h a n 95 %  of t h e r e d u ci n g s u g ars c o m pri s e d of gl u c os e  pr o vi n g t h at t h e e n z y m e i s 
gl u c o a m yl a s e.  P a p er c hr o m at o gr a p h y r es ult s  als o pr o v e d  t h at t h e m aj or pr o d u ct of  
e n z y m e a cti o n  w a s gl u c os e  (fi g ur e 1).  
 

 
Fi g u r e 1 P a p er c hr o m at o gr a p h y f or d et e cti o n of r e a cti o n pr o d u ct s . L a n e A: 
St a n d ar d s ( gl u c os e a n d m alt os e -2 0 µ g e a c h) ; L a n e B: 0 mi n ; L a n e C: 1 5 mi n 
i n c u b ati o n 
 
T h e yi el d of t h e e n z y m e w a s ar o u n d 1. 2 U/  ml . T h e e n z y m e w a s c o n c e ntr at e d b y 
di al ysi n g a g ai n st P E G 2 0 0 0 0, f oll o w e d b y s alti n g o ut at 8 0 % a m m o ni u m s ulf at e 
s at ur ati o n. C o n c e ntr at e d e n z y m e w a s p urifi e d 3. 2 6 f ol d s wit h a s p e cifi c a cti vit y of 
3. 9 2 a n d r e c o v er y of ar o u n d 8 5 %.  
 
I m m o bili z ati o n of t h e e n z y m e  
 
F i v e diff er e nt a p pr o a c h es  w er e e m pl o y e d f or i m m o bili z ati o n of t h e e n z y m e o nt o 
b ot h t h e s u p p ort s . M el o et al  ( 1 9 8 6) h a v e s u g g est e d O B a s a s uit a bl e p elli c ul a r 
s u p p ort f or i m m o bili z ati o n of c ells a n d e n z y m es . M el o a n d D’ S o u z a  ( 1 9 9 2) h a v e 
r e p ort e d i m m o bili z ati o n of i n v ert a s e o nt o O B s e e d s. S u cr os e , t h e s u bstr at e of 
i n v ert a s e, i s a s m all m ol e c ul e wit h a m ol e c ul ar m ass of 3 4 2  d alt o n s . H o w e v er, t h e 
s u b str at e f or a m yl a s e  ar e  st ar c h es  w hi c h ar e l ar g e m ol e c ul es. T h e a v er a g e d e gr e e of 
p ol y m eri z ati o n of st ar c h v ari es wit h ori gi n a n d t y p e,  r a n gi n g fr o m a b o ut 2 5 0 -4 0 0 0 
a n h y dr o u s gl u c os e u nit s a p pr o xi m ati n g  t o m ol e c ul ar m ass es of 4 0 -6 5 0 k D a 
( R ut e n b er g, 1 9 8 0).  T h e p erf or m a n c e of a n i m m o bili z e d e n z y m e a cti n g o n it s hi g h 
m ol e c ul ar w ei g ht s u b str at e i s aff e ct e d t o a gr e at e xt e nt o n t h e m o d e of att a c h m e nt 
a n d ri gi dit y c o nf err e d t o t h e e n z y m e c o n s e q u e nt  t o it s bi n di n g.   I m m o bili z ati o n of 
s u c h  e n z y m e s t o s urf a c e of t h e m atri c es m a y b e a d v a nt a g e o u s t o  mi ni mi z e 
diff u si o n al li mit ati o ns. I m m o bili z ati o n of gl u c o a m yl a s es , p e cti n a s es a n d c ell ul a s es 
o nt o a cti v at e d s urf a c es of g els  h a v e b e e n r e p ort e d (T o m a r & P r a b h u, 1 9 8 5; Li et 
al.,  2 0 0 8; Z h a n g et al ., 2 0 1 6 ). V ari et y of s u p p ort s wit h a mi n o p e n d a nt gr o u p s h a v e 
b e e n u s e d a s e n z y m e c arri ers ( Y a m a z a ki et al ., 1 9 8 4; D’ S o u z a & G o d b ol e, 2 0 0 2 ; 
Al a h a k o o n et al. , 2 0 1 2). V ari o u s s u p p ort s h a v e b e e n c o n v ert e d i nt o a ni o n 
e x c h a n g ers b y tr e at m e nt wit h P EI  ( B a h ul e k a r et al ., 1 9 9 1; W a ss e r m a n et al ., 
1 9 8 2).   Pr ot ei n s c a n bi n d t o t h e P EI tr e at e d s u p p ort vi a t h eir n e g ati v el y c h ar g e d 
f u n cti o n al gr o u p s.  M et h o d I i n v ol v e d c o u pli n g of t h e u ntr e at e d e n z y m e t o P EI 
tr e at e d s u p p ort. Gl u c o a m yl a s es ar e r e p ort e dl y gl y c o pr ot ei n s i n n at ur e ( S h e n o y et 
al ., 1 9 8 5). Gl y c o e n z y m es off er a n o p p ort u nit y t o p erf or m i m m o bili z ati o n t hr o u g h 
t h eir c ar b o h y dr at e c h ai n s. P eri o d at e ( PI) i o n i s k n o w n t o o xi di z e h y dr o x yl gr o u ps 
of a dj a c e nt c ar b o n at o ms i n t h e gl y c o s yl r esi d u es of t h e e n z y m e r es ulti n g i n fi ssi o n 
of t h e i nt er v e ni n g C -C b o n d wi t h f or m ati o n of al d e h y d e gr o u p s ( Kie r n a n, 1 9 9 0; 
W o n g a n d W o n g, 1 9 9 2) .  T h e e n z y m e m ol e c ul es c a n t h e n b e li n k e d vi a t h e n e wl y 
f or m e d al d e h y d e gr o u p s t hr o u g h s c hiff’s b a s e t o t h e P EI tr e at e d m atri x. I n M et h o d 
II, PI  tr e at e d e n z y m e w a s i m m o bili z e d o nt o P EI c oat e d s u p p ort. A n att e m pt w a s 
m a d e i n m et h o d III t o f urt h er str e n gt h e n t h e bi n di n g u si n g t h e bif u n cti o n al  
cr ossli n ki n g r e a g e nt gl ut ar al d e h y d e. T h e c a p s ul ar m u cil a gi n o u s l a y er of t h e O B i s 
c o m pri s e d of p ol ys a c c h ari d es . As b ot h t h e s u p p ort s c o n si st of c ar b o h ydr at es, PI  
o xi d ati o n w a s e m pl o y e d a s a str at e g y f or a cti v ati o n of t h e s u p p ort s i n m et h o d I V. 
A n att e m pt w a s m a d e t o c o u pl e t h e e n z y m e t o PI tr e at e d s u p p ort , w h er ei n t h e 
al d e h y d e gr o u p s g e n er at e d i n t h e s u p p ort w er e c o u pl e d  t o t h e a mi n o gr o u p s of t h e 
e n z y m e .  I n m et h o d V, t h e a mi n o p e n d a nt gr o u p s i ntr o d u c e d i nt o t h e e n z y m e b y 
P EI tr e at m e nt w e r e c o u pl e d t o PI tr e at e d c arri er. T h e r es ult s ar e s u m m ari z e d i n 
fi g ur e 2 .  
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Fi g u r e 2  Bi n di n g of gl u c o a m yl a s e o nt o Cl ot h pi e c es a n d s e e d s  of O ci m u m 
b a sili c u m  b y v ari o u s t e c h ni q u es  
 
Of t h e v ari o u s t e c h ni q u es e m pl o y e d, m et h o d s II a n d III pr o v e d effi ci e nt f or b ot h 
s u p p ort s. It w a s i nt er esti n g t o n ot e t h at i n m et h o d s III a n d V, t h e u n b o u n d fr a cti o n 
of O B  e x hi bit e d o nl y ar o u n d 1 0. 4  a n d 2 1 % of a cti vit y r es p e cti v el y, i m pl yi n g t h at 
ar o u n d 8 0 -9 0 % of a cti vit y w a s b o u n d t o t h e s w oll e n s e e d s. H o w e v er, o nl y ar o u n d 
3 2. 6 % a n d 1 8 .1 % of a cti vit y w a s e x pr ess e d a s i m m o bili z e d u nit s. T h e p elli c ul ar 
n at ur e of t h e s u p p ort m a y h a v e r es ult e d i n u n pr o d u cti v e cr oss-li nki n g b et w e e n t h e 
e n z y m e a n d t h e s u p p ort. I n b ot h t h e s u p p ort s, m a xi m u m a m o u nt of i m m o bili z e d 
u nit s w er e o bt ai n e d b y m et h o d s II a n d III.  I n c a s e of O B, m et h o d I als o g a v e g o o d 
yi el d of i m m o bili z e d a cti vit y. T h e s e i m m o bili z e d s yst e ms w er e s u bj e ct e d t o 
d es or pti o n u si n g 0. 2 M N a Cl. As s h o w n i n fi g. 2 , e n z y m e i m m o bili z e d b y m et h o d II 
c o ul d r et ai n t h e e n z y m e t o a gr e at er e xt e nt i n b ot h t h e s u p p ort s. F or f urt h er st u di es, 
i m m o bili z ati o n w a s c arri e d o ut b y bi n di n g PI m o difi e d e n z y m e t o t h e P EI tr e at e d 
s u p p ort s  ( m et h od II). T h e r es ult f or o pti mi z ati o n of e n z y m e d os a g e f or 
i m m o bili z ati o n i s pr es e nt e d i n fi g. 3 .   
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Fi g u r e 3  O pti mi z ati o n of e n z y m e d os a g e f or i m m o bili z ati o n of gl u c o a m yl a s e b y 
m et h o d II  
 
B a s e d o n t h es e r es ult s, 2  u nit s of PI tr e at e d e n z y m e w a s f o u n d t o b e t h e o pti m u m 
l o a d f or cl ot h p ie c e a s m a xi m al r et e nti o n t o a n e xt e nt 6 7. 5 % o c c urr e d. D os a g e of 
1. 6 8 u nit s / 0. 2 g of O B w a s o pti m al wit h a r et e nti o n of 5 3 % a cti vit y . It i s w ell 
k n o w n t h at si g nifi c a nt l oss of a cti vit y o c c urs o n c o v a l e nt bi n di n g. T h e  c o u pli n g 
effi ci e n c y a n d r e c o v er y of t h e e n z y m e b y m et h o d II g a v e pr o mi si n g r es ult s.  
E n z y m e i m m o bili z e d b y m et h o d II w a s c h ar a ct eri z e d.  
 
C h a r a ct e ri z ati o n of t h e i m m o bili z e d e n z y m e s  
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T h e p h ys i co -c h e mi c al pr o p erti es of t h e i m m o bili z e d s yst e m w er e i n v esti g at e d  a n d 
c o m p ar e d t o t h os e of fr e e a n d PI tr e at e d f or ms.  All t h e e n z y m es w er e o pti m all y 
a cti v e at ar o u n d t h e p H of 5. 6 -5. 8. I m m o bili z e d e n z y m es h o w e v er, e x hi bit e d 
br o a d er p H -a cti vit y pr ofil es a s c o m p ar e d t o t h os e of n ati v e a n d PI  o xi di z e d f or m s 
(fi gur e  4 ).  

Fi g u r e 4  Eff e ct of p H o n t h e a cti vit y of gl u c o a m yl a s e pr e p ar ati o n s  
 
T h e s hift of p H a n d t e m p er at ur e pr ofil es a s a c o n s e q u e n c e of i m m o bili z ati o n h as 
b e e n d o c u m e nt e d. S hift i n p H/t e m p er at ur e -a cti vit y/ st a bilit y p r ofil e or n arr o wi n g or 
br o a d e ni n g of t h e pr ofil es a s a c o n s e q u e n c e of i m m o bili z ati o n h a v e b e e n r e p ort e d 
( Kli b a n o v, 1 9 8 3; B a c hl e r et al ., 2 0 0 4; G u zi k et al ., 2 0 1 4).  B ot h t h e i m m o bili z e d 
f or ms w er e m u c h m or e a cti v e at t h e a ci di c si d e of t h e p H o pti m a. A n e n z y m e 
att a c h e d t o a p ol y el e ctr ol yt e c arri er m a y e n c o u nt er mi cr o -e n vir o n m e nt al eff e ct s i n 
it s i m m e di at e vi ci nit y. H y dr o x yl i o n s m a y a c c u m ul at e at t h e p ol y -c ati o ni c c arri er 
s urf a c e a n d h e n c e t h e p H i n t h e mi cr o e n vir o n m e nt of t h e e n z y m e i s li k el y t o b e 
hi g h er t h a n t h e b ul k s ol uti o n. T hi s m a y r es ult i n a s hift i n t h e p H v ers us a cti vit y 
pr ofil e t o a ci di c si d e . St a bilit y st u di es s h o w e d a si g nifi c a nt d e gr e e of i n a cti v ati o n of 
fr e e e n z y m es b el o w p H 5 (fi g 5 A ).   
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Fi g u r e 5  Eff e ct of p H o n t h e st a bilit y of t h e i m m o bili z e d gl u c o a m yl a s e 
 
T h e n ati v e e n z y m e w hi c h w a s st a bl e i n t h e r a n g e of p H 5. 5 - 8. 8 , l ost it s st a bilit y 
a b o v e p H 7  o n o xi d ati o n wit h PI . T h e PI tr e at e d e n z y m e r e g ai n e d t h e st a bilit y i n 
t h e al k ali n e si d e of p H a n d als o att ai n e d  st a bilit y i n t h e a ci di c si d e of p H o n 
i m m o bili z ati o n t o C C (fi g 5 b) . T hu s  p H st a bilit y c ur v e br o a d e n e d o n 
i m m o bili z ati o n es p e ci all y i n c a s e of e n z y m e c o u pl e d t o C C. E n z y m e i m m o bili z e d 
o n O B s h o w e d si g nifi c a nt st a bili z ati o n  i n a ci di c r e gi o n. I nt er esti n gl y, t h e r esi d u al 
a cti vit y w a s ar o u n d 8 3 -8 4 %  i n p h os p h at e b uff er at p H 6.2  t o 8.0 . T h e st a bilit y 
i n cr e a s e d t o 1 0 0 % at p H 8. 8 a n d r e m ai n e d r el ati v el y st a bl e till p H  9. 6 , d e cr e a si n g 
t h er e aft er. It a p p e ars t h at l oss of a cti vit y at p H 6. 2-8. 0 m a y n ot b e d u e t o dir e ct 
i m p a ct of p H o n t h e st a bilit y of t h e e n z y m e. It w a s o b s er v e d t h at t h e O B s e e d s 
s w ell f urt h er i n si z e w h e n i n c u b at e d i n p h os p h at e b uff ers. T his e x p a n si o n mi g ht 
h a v e h a d a n i m p a ct o n t h e str u ct ur e  of e n z y m e or t h e b o n d b et w e e n t h e e n z y m e a n d 
s u p p ort r es u lti n g i n d e cr e a s e d a cti vit y. Eff e ct of t e m p er at ur e o n t h e a cti vit y of 
i m m o bili z e d e n z y m e i s e x hi bit e d i n fi g 6 .  
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Fi g u r e 6  Eff e ct of i m m o bili z ati o n o n t h e t e m p er at ur e -a cti vit y a n d t h er m o -
st a bilit y pr ofil es of t h e gl u c o a m yl a se  
 
T h e n ati v e e n z y m e, PI tr e at e d e n z y m e a n d b ot h t h e i m m o bili z e d f or ms w er e 
o pti m all y a cti v e at 5 0 C.   E n z y m e i m m o bili z e d o n O B w a s o pti m all y a cti v e at 5 0 -
5 5  C. O v er all, b ot h t h e i m m o bili z e d f or ms e x hi bit e d r el ati v el y br o a d er t e m p er at ur e 
z o n e of m a xi m al a ct i vit y a n d t h e fr e e f or ms s h o w e d c o m p ar ati v el y a n arr o w b ell 
s h a p e d c ur v e. If u nf ol di n g i s r e c o g ni z e d a s a n i n di s p e n s a bl e st e p d uri n g t h er m al 
d e n at ur ati o n of a n e n z y m e, t h e n t h e m or e fir m t h e pr ot ei n m oi et y of t h e e n z y m e i s 
fi x e d o nt o t h e s u p p ort, t h e m or e diffi c ult it i s t o u nf ol d a n d i n a cti v at e t h e e n z y m e. 
I m m o biliz ati o n c o nf err e d pr ot e cti o n t o t h e e n z y m es a g ai n st t h er m al d e n at ur ati o n t o 
a si g nifi c a nt e xt e nt as s h o w n i n fi g ur e  6 .  
T h e K m f or n ati v e, PI tr e at e d e n z y m e, cl ot h b o u n d a n d O B b o u n d f or ms w er e  0. 0 8 , 
0. 1 0 5, 0. 2 3  a n d 0. 2 6  m g. ml -1  r es p e cti v el y. T h e  a p p ar e nt i n cr e a s e i n t h e K m v al u es 
b y 2 2 -2 5  f ol d c o ul d b e d u e t o t h e li mit e d diff u si o n of t h e s u b str at es t o w ar d s t h e 
e n z y m e a cti v e sit e a n d t h e m o v e m e nt of t h e f or m e d pr o d u ct s fr o m t h e 
mi cr o e n vir o n m e nt of t h e e n z y m e t o t h e b ul k s ol uti o n or , d u e t o p ossi bl e c h a n g es i n 
t h e e n z y m e  str u ct ur e o n b ei n g i m m o bili z e d . Diff u si o n al li mit ati o n m a y b e m or e 
pr o n o u n c e d i n c a s e of hi g h m ol e c ul ar m ass m ol e c ul es s u c h a s st ar c h.   
 
St a r c h s a c c h a rifi c ati o n st u di e s  
 
It w a s o b s er v ed t h at t h e r at e of st ar c h h y dr ol ysi s w a s r el ati v el y li n e ar u p t o 1 2 0 mi n 
f or b ot h t h e b o u n d f or ms w h e n f e d wit h 5 ml  of 1 5  m g. ml -1  st ar c h. T h e i m m o bili z e d 
s yst e ms w er e r e c y cl e d 1 4 ti m es ( 1 2 0 mi n c y cl e e a c h) o v er a p eri o d of 2 8 h 
(fi gur e .7 ).   
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Fi g u r e 7  R e c y cli n g  effi ci e n c y of t h e i m m o bili z e d gl u c o a m yl a s e pr e p ar ati o ns  
 
E n z y m e c o u pl e d t o  C C  c o ul d r et ai n 5 0 % of it s a cti vit y at 4 0  C at t h e e n d of 1 3 t h 
c y cl e. E n z y m e b o u n d t o O B s e e d s c o ul d r et ai n  5 0 % of it s a cti vit y at 4 0 C at t h e 
e n d  of 1 1 t h c y cl e. B ot h t h e s yst e ms l o st 5 0 % of t h eir a cti vit y b y t h e e n d of 5 t h c y cl e 
at 4 5  C . T ot al a m o u nt of gl u c os e pr o d u c e d b y i m m o bili z e d cl ot h pr e p ar ati o n i n 1 4 
c y cl es at 3 5 C, 4 0  C a n d 4 5 C w er e 1 8 2 , 27 5  a n d 2 0 7 m g r es p e cti v el y a n d 1 5 3 , 18 7  
a n d 1 5 5 m g r es p e cti v el y b y t h e O B b o u n d e n z y m e. Pr o d u ct f or m ati o n w a s 
m a xi m u m at 4 0 C  f or b ot h t h e i m m o bili z e d f or ms. S a c c h arifi c ati o n pr o c ess w a s 
t h er ef or e c arri e d o ut at t h e s u b o pti m al t e m p er at ur e of 4 0
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Ti m e of S a c c h a rifi c ati o n, h

C C b o u n d at 4 0 r p m C C b o u n d at 1 0 0 r p m O B b o u n d at 4 0 r p m

C  (fi gur e 8 ).  

Fi g u r e 8  C o nti n u o u s s a c c h arifi c ati o n of st ar c h b y t h e i m m o bili z e d pr e p ar ati o n s 
of gl u c o a m yl a s e   
 
T h e e n z y m es i n fr e e st at e off er e d  ar o u n d 9 1. 5 -9 2 % c o n v ersi o n. H o w e v er, C C  a n d 
O B b o u n d pr e p ar ati o ns w er e a bl e t o c o n v ert st ar c h o nl y t o a n e xt e nt of 6 3. 9 a n d 
6 1. 6 % r es p e cti v el y  at 4 0r p m . D e cr e a s e i n % c o n v ersi o n of st ar c h h a s b e e n o n e of 
t h e m aj or dr a w b a c k s s uff er e d b y m ost of t h e i m m o bili z e d gl u c o a m yl a s es. As 
di s c u ss e d e arli er , a ffi nit y of t h e e n z y m e f or t h e s u b str at e d e cr e a s e d o n 
i m m o bili z ati o n. T o a ss ess t h e diff usi o n al li mit ati o n a s a f a ct or i nfl u e n ci n g t h e 
a p p ar e nt   K m v al u e s, t h e i m m o bili z e d e n z y m e w a s i n c u b at e d wit h t h e s u bstr at e i n 
a s h a k er w at er b at h at 1 0 0  r p m t o d et er mi n e t h e K m. T h e K m v al u es of 2. 3 a n d 2. 6 
m g. ml -1  ( at 4 0r p m) d e cr e a s e d t o 1. 98  a n d 1. 8 6   m g. ml -1  f or t h e e n z y m e c o u pl e d t o 
cl ot h a n d O B s e e d s r es p e cti v el y. Diff u si o n al li mit ati o n of t h e s ol ut es, t h er ef or e 
a p p e ars t o b e o n e of t h e f a ct ors r es p o n si bl e f or t h e a p p ar e nt d e cr e a s e i n t h e affi nit y 
of t h e i m m o bili z e d e n z y m e f or st ar c h.  F u n cti o ni n g of C C b o u n d  pr e p ar ati o n w a s 
r el ati v el y b ett er t h a n  t h e O B pr e p ar ati o n. T h e p elli c ul ar, m u cil a gi n o u s c o at of t h e 
O B s e e d s m a y  u n d er g o attriti o n at hi g h er s p e e d s of a git ati o n  w h e n u s e d 
c o nti n u o u sl y o v er l o n g p eri o d s of ti m e . Cl ot h d o es n ot e n c o u nt er s u c h i ss u es. 
S a c c h arif i c ati o n of st ar c h at 1 0 0r p m w a s t h er ef or e p erf or m e d u si n g  cl ot h b o u n d 
pr e p ar ati o n. S a c c h arifi c ati o n t o a n e xt e nt of 7 3 % c o ul d b e a c hi e v e d.  
B ot h t h e e n z y m e pr e p ar ati o n s st or e d at 1 0  C (r efri g er ati o n) w er e st a bl e u pt o 1 5 
d a ys. Aft er 4 0 d a ys of st or a g e, t h e cl ot h b o u n d e n z y m e l ost 1 9. 7 % of it s i niti al 
a cti vit y, w h er e a s t h e O B b o u n d s e e d s l ost ar o u n d 4 4 % of a cti vit y.  
 
C O N C L U SI O N  
 
I m m o bili z ati o n of t h e e n z y m e t hr o u g h it s c ar b o h y dr at e m oi eti es a p p e ars t o b e a 
pr o mi si n g t e c h ni q u e f or i m m o bili z ati o n  of t h e gl u c o a m yl a s e pr o d u c e d b y A 
c o n oi d e s  o nt o b ot h t h e s u p p ort s a cti v at e d b y tr e at m e nt wit h P EI . I m m o bil z ati o n 
c o nf err e d st a bilit y t o t h e e n z y m e i n t h e a ci di c r e gi o n, hi nti n g at mi cr o -
e n vir o n m e nt al eff e ct d u e t o c ati o ni c n at ur e of t h e P EI tr e at e d s u p p ort s.   
I m m o bili se d e n z y m es w er e r el ati v el y m or e t h er m ost a bl e t h a n i n it s fr e e st at e. 
Alt h o u g h t h e e n z y m e pr e p ar ati o n s w er e o pti m all y a cti v e at 5 0  C, o pti m u m 
t e m p er at ur e f or s a c c h arifi c ati o n ( c o nti n u o u s u s e) of t h e e n z y m e w a s f o u n d t o b e 
4 0  C.  K m of t h e e n z y m e i n cr e a s e d o n  i m m o bili z ati o n. St ar c h b ei n g a hi g h 
m ol e c ul ar w ei g ht s u bstr at e, t h e i m m o bili z e d pr e p ar ati o n a p p e ars t o e n c o u nt er 
diff u si o n al li mit ati o n.  C o n v ersi o n of st ar c h b y C C b o u n d pr e p ar ati o n i m pr o v e d 
w h e n s a c c h arifi c ati o n w a s c arri e d o ut at hi g h er s p e e d of a git at i o n C C pr e p ar ati o n 
m a y h e n c e,  b e w ell s uit e d f or u s e i n fl ui di z e d b e d r e a ct ors. .  T h e s u p p ort c h os e n f or 
i m m o bili z ati o n m u st b e  l o w c ost, e as y t o  u s e , a n d e a sil y  a v ail a bl e a n d m u st bi n d t o 
t h e e n z y m e vi a a si m pl e a n d i n e x p e nsi v e a cti v ati o n m et h o d. I n a d diti o n, f or u s e i n 
f o o d i n d u stri es it h a s t o b e n o n -t o xi c, c h e mi c al l y i n ert ( u n d er c o n diti on s of u s e) a n d 
n o n -bi o d e gr a d a bl e (C o nt e si ni et al ., 2 0 1 3) C l ot h f ulfils all t h es e crit eri a a n d 
o v er all, cl ot h b o u n d e n z y m e pr e p ar ati o n w a s s u p eri or i n it s p erf or m a n c e t o t h e O B 
b o u n d gl u c o a m yl a s e.  
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A N E V A L U A TI O N O F E LI S A U SI N G R E C O M B I N A N T P 1 7 A N TI G E N F O R C A T T L E B R U C E L L O SI S  
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I N T R O D U C T I O N 
 
Br u c ell a  i s a f a c ult ati v e i ntr a c ell ul ar z o o n oti c b a ct eri u m c a u si n g c hr o ni c di s e a s e 
r es ulti n g i n  a s u b st a nti al e c o n o mi c l oss w orl d wi d e (I m et al ., 2 0 1 6; Ass e n g a et 
al ., 2 0 1 5). Br u c ell a  i nf e cti o n ari s es fr o m o c c u p ati o n al a n d d o m esti c c o nt a ct wit h 
i nf e ct e d a ni m als or t h eir di s c h ar g es. Br u c ell osi s c a u s es a b orti o n i n f e m al e 
li v est o c k’s ( c attl e, s h e e p, a n d pi gs) a n d i n m al es; it c a u s es or c hitis ( N et a et al ., 
2 0 1 0) . Alt h o u g h b r u c ell o si s  o c c urs t hr o u g h o ut t h e w orl d, it i s m ost pr e v al e nt i n 
t h e Mi d dl e E a st, Afri c a, R u ssi a, I n di a, S o ut h A m eri c a, a n d S o ut h er n E ur o p e a n d 
L ati n A m eri c a n c o u ntri es. A m o n g  all t h e s p e ci es of Br u c ell a , B. a b o rt u s  c a u s es 
br u c ell osi s  i n c attl e c o m m o nl y, w h er e a s c attl e k e pt i n cl os e a ss o ci ati o n wit h 
s h e e p or g o at s g et s br u c ell osi s b y B. m elit e n si s  ( L o p e s et al ., 2 0 1 0). 
T w el v e  s p e ci es of t h e g e n u s Br u c ell a  h a v e b e e n i d e ntifi e d u si n g a nti g e n ( A g) 
v ari ati o n a n d pri m ar y h ost ( S u n g et al ., 2 0 1 4). Di a g n osi s of br u c ell osi s i s b a s e d 
o n s er ol o gi c al t est s li k e St a n d ar d T u b e A g gl uti n ati o n T est ( S T A T), C o m pl e m e nt 
Fi x ati o n T est ( C F T), t h e C o o m b s t est et c. w er e a p pr o pri at e f or all sit u ati o ns.  F or 
a ni m al s cr e e ni n g H er d s R os e B e n g al Pl at e T est ( R B P T) a n d B uff er e d Pl at e 
A g gl uti n ati o n T est ( B P A T) ar e m or e s uit a bl e. M ol e c ul ar t e c h ni q u es li k e t h e 
P ol y m er a s e C h ai n R e a cti o n ( P C R) a n d R estri cti o n Fr a g m e nt L e n gt h 
P ol y m or p hi s m ( R F L P) t e c h ni q u es ar e u s e d t o diff er e nti at e s p e ci es a n d str ai n s 
wit hi n t h e g e n u s Br u c ell a ( Y u et al.,  2 0 1 0;  Ni el s e n et al.,  1 9 9 5).  T h e E n z y m e -
Li n k e d I m m u n os or b e nt Ass a y ( E LI S A) c a n b e u s e d f or s cr e e ni n g a n d 
c o nfir m ati o n of br u c ell osi s i n o n e st e p w hil e C F T i s e x c ell e nt i n t er ms of 
se n siti vit y a n d s p e cifi cit y ( Ni el s e n et al.,  1 9 9 5;  W ri g ht et al.,  1 9 9 7) . A nti b o di es 
pr o d u c e d a g ai n st Br u c ell a  s m o ot h - Li p o p ol ys a c c h ari d es ( L P S) a nti g e n, w hi c h 
cr oss -r e a ct s wit h L P S of E. c oli O 1 5 7 ( St u a rt et al,  1 9 8 2),  St e n ot r o p h o m o n a s 
m alt o p hili a  ( C o r b el e t al., 1 9 8 4),  a n d Y e rsi n a  e nt e r o c oliti c a  O: 9, l e a di n g t o f als e 
p ositi vit y. V ari o u s di a g n osti c pr ot ei n s of Br u c ell a  h a s b e e n k n o w n, w hi c h 
i n cl u d es t h e 8 9 k D a  pr ot ei n, O ut er m e m br a n e pr ot ei n s ( O M Ps) li k e O M P 3 6, 2 8 , 
1 6, 1 0, C ell s urf a c e pr ot ei n s li k e 3 1. 6, 3 2. 5, 5 8. 5 a n d 1 4. 7 k D a ( K a us hi k  et al ., 
2 0 0 9) , p eri pl a s mi c pr ot ei n B P 2 6 ( K u m ar et al  ., 2 0 0 8) a n d c yt o pl a s mi c pr ot ei ns 
P 3 9, P 1 7 a n d P 1 5 . P 1 7 i s a c yt o pl a s mi c pr ot ei n a n d t h o u g ht t o b e a nti g e ni c i n 
n at ur e a n d als o a p ot e nti al  c a n di d at e f or t h e di a g n osti c p ur p os e ( L et e ss o n et al ., 
1 9 9 7; H e m m e n et al ., 1 9 9 5; B ü y ü kt a ni r et  al ., 2 0 1 1). T h e pr es e nt w or k h as 
b e e n e n vi s a g e d t o e x pr ess t h e P 1 7  g e n e of B. a b o rt u s a n d t o e v al u at e t h e 
di a g n osti c p ot e nti al of r e c o m bi n a nt P 1 7 pr ot ei n u si n g i n dir e ct E LI S A.  

M A T E RI A L S A N D  M E T H O D  
 
B a ct e ri al St r ai ns, G r o wt h C o n diti o ns,  a n d V e ct o r s  
 
Es c h e ri c hi a c oli  D H 5 α as t h e h ost a n d p T Z 5 7 R/ T cl o ni n g v e ct or ( T h er m o 
S ci e ntifi c, F er m e nt a s ) w a s u s e d a s t h e cl o ni n g v e ct or f or t h e cl o ni n g of t h e g e n e 
e n c o d es P 1 7 d eri v e d fr o m g e n o mi c D N A of B. a b o rt u s  ( S 1 9) fr o m I n di a n 
V et eri n ar y R es e ar c h I n stit ut e (I V RI), i z at n a g ar, I ndi a. T h e pr ot ei n e x pr essi o n 
v e ct or w a s p Q E 3 0 ( Qi a g e n, U S A), a n d E. c oli N o v a bl u e ( N o v a g e n) str ai n w a s 
u s e d a s t h e s cr e e ni n g h ost f or p Q E 3 0 b e ari n g i n s ert s. B a ct eri al str ai n f or 
e x pr essi o n of r e c o m bi n a nt pr ot ei n w a s E. c oli B L 2 1 ( N o v a g e n). All t h e E. c oli 
b a ct eri al c ult ur es w er e gr o w n at 3 7 ° C o n L uri a – B ert a ni ( L B) a g ar pl at es or i n L B 
m e di u m. W h er e a p pr o pri at e, m e di a w a s a m e n d e d wit h v ari o u s s u b str at es a n d 1 0 0 
μ g a m pi cilli n/ ml.  
 
P C R a m pli fi c ati o n a n d cl o ni n g P 1 7 F a n d P 1 7 R  
 
B. a b o rt u s  str ai n ( 1 9) g e n e  ( w hi c h will e n c o d es  o ut er m e m br a n e pr ot ei n M Wt 1 7 
k D a)  w a s a m pli fi e d b y P C R, u si n g a s et of pri m ers P 1 7 F a n d P 1 7 R ( 5’ - C G G 
G G A T C C  A T G A A C A C T C T G G C T A G C A A T -3’ a n d 5 -C G G C A A G C T T 
T T A C T T G A T T T C A A A A A C G A C -3’) d esi g n e d fr o m t h e a v ail a bl e n u cl e oti d e 
s e q u e n c e a c c essi o n n u m b er D Q 4 3 7 5 1 6. 1. A hi g h fi d elit y N o v a g e n K O D X L 
D N A p ol y m er a s e w a s u s e d f or D N A a m plifi c ati o n, w hi c h w a s c arri e d o ut wit h 
3 0 c y cl es of d e n at ur ati o n ( 6 0 s at 9 4 ° C), a n n e ali n g ( 1 mi n at 5 5 ° C) a n d 
e xt e n si o n ( 1 mi n at 7 2 ° C), f oll o w e d b y 1 0 mi n of f urt h er e xt e n si o n at 7 2 ° C. T h e 
P C R a m pli fi e d pr o d u ct w a s s e p ar at e d b y a g ar os e g el, p urifi e d b y g el el uti o n a n d 
li g at e d i nt o t h e p T Z 5 7 R/ T cl o ni n g v e ct or a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er's 
i n str u cti o n s a n d t h e n tr a n sf or m e d i nt o E. c oli D H 5 α. T h e p T Z 5 7 R/ T v e ct or 
c arr yi n g t h e P 1 7 g e n e w a s di g est e d wit h t h e e n z y m e B a m H 1 a n d S al I, a n d t h e 
pr o d u c e d fr a g m e nt w a s g el -p urifi e d b ef or e s u b cl o ni n g  i nt o a n e x pr essi o n v e ct or. 
T h e t ar g et D N A fr a g m e nt w a s s u b -cl o n e d at t h e B a m H 1 a n d S al I sit e of 
p Q E 3 0 v e ct or, r es ulti n g i n p Q E P 1 7. T h e v e ct ors t h u s o bt ai n e d w er e tr a n sf or m e d 
i nt o E. c oli B L 2 1 f or f u si o n pr ot ei n e x pr essi o n.  
 
 
 

Br u c ell a e  ar e Gr a m -n e g ati v e c o c c c o b a cilli , f a c ult ati v e i ntr a c ell ul ar b a ct eri al p at h o g e n s of b ot h h u m a n s a n d a ni m als. Br u c ell osi s i s a n 

i m p ort a nt di s e a s e t h at i s diffi c ult t o di a g n os e a n d tr e at t h at c a u s es h e a v y e c o n o mi c l oss es a n d h u m a n s u ff eri n g. Di a g n osi s of br u c ell osi s 

pl a ys a vit al r ol e f or c o ntr ol a n d pr e v e nti o n of t h e di s e a s e. Li p o p ol ys a c c h ari d e ( L P S) b a s e d E n z y m e Li n k e d I m m u n o S or b e nt Ass a y 

( E LI S A) s h o ws f als e p ositi vit y d u e t o cr oss -r e a cti vit y wit h ot h er gr a m -n e g ati v e  b a ct eri a L P S. T h e pr es e nt i n v esti g ati o n w a s u n d ert a k e n 

t o a ss ess t h e di a g n osti c p ot e nti al of t h e r e c o m bi n a nt P 1 7 pr ot ei n of Br u c ell a. P 1 7 g e n e of Br u c ell a a b o rt u s  (B. a b o rt u s ) w a s a m plifi e d, 

cl o n e d a n d s u b cl o n e d  i nt o p Q E 3 0 v e ct or yi el di n g hi g h l e v els of pr ot ei n e x pr essi o n. T h e p urifi e d r e c o m bi n a nt P 1 7 (r P 1 7) pr ot ei n w a s 

u s e d t o d e v el o p a n i n dir e ct E LI S A (i -E LI S A) t est f or br u c ell osi s. T h e r P 1 7 -E LI S A w a s c o m p ar e d wit h R B P T ( R os e B e n g al 

Pr e ci pit ati o n T est) a n d L P S -E LI S A u si n g 5 3 0 c attl e s er a. T h e c o n c or d a n c e p er c e nt a g e a n d k a p p a st ati sti cs of P 1 7 -E LI S A i s gr e at er  i n 

c o m pr essi o n wit h L P S -E LI S A. R el ati v e s e n siti vit y a n d r el ati v e s p e cifi cit y of P 1 7 -E LI S A s h o ws a p ositi v e  tr e n d wit h R B P T.  T h e d at a 

s u g g est t h at P 1 7 -E LI S A c a n b e a u s ef ul m et h o d f or Br u c ell a  di a g n osi s a n d r e c o m b i n a nt P 1 7 pr ot ei n i s a p ot e nti al a nti g e n f or di a g n osi s 

of c attl e br u c ell osi s.  

A R TI C L E I N F O  

R e c ei v e d 3 0. 4. 2 0 1 6  

R e vi s e d 2 6. 9. 2 0 1 6  

A c c e pt e d 2 5. 1. 2 0 1 7  

P u bli s h e d 1. 4. 2 0 1 7  

R e g ul ar arti cl e  

d oi:  1 0. 1 5 4 1 4/j m bf s. 2 0 1 7 .6 .5 .1 1 4 0 -1 1 4 4  
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I n d u cti o n, p u ri fi c ati o n, a n d i m m u n o bl ot a ss a y s of r e c o m bi n a nt p r ot ei n  
 
E. c oli c ells h ar b ori n g  p Q E P 1 7 pl a s mi d w er e gr o w n i n L uri a -B ert a ni  ( L B) 
m e di u m till t h e O D 6 0 0 n m r e a c h e d t o 0. 5. T h e c ells w er e t h e n i n d u c e d wit h 1 
m M I P T G a n d all o w e d t o gr o w f urt h er f or  6 h at 3 7 0 C. C ells w er e h ar v est e d a n d 
a n al y z e d  u si n g  S o di u m d o d e c yl s ulf at e P ol y a cr yl a mi d e g el el e ctr o p h or esi s ( S D S -
P A G E). Ni -N T A a g ar os e p urifi e d pr ot ei n w a s a n al y z e d  o n S D S -P A G E a n d  
tr a n sf err e d t o nitr o c ell ul os e m e m br a n es i n a s e mi-dr y tr a n s bl ot s yst e m ( Att o, 
J a p a n). Tr a n sf err e d pr ot ei n s w er e i m m u n ost ai n e d wit h fi el d s er a at a dil uti o n of 
1: 2 0 0. S e c o n d ar y a nti b o di es c o nj u g at e d t o h ors er a di s h p er o xi d a s e  ( Si g m a) a n d 
w er e u s e d i n t h e a ss a ys. T h e r e a cti o ns w er e d e v el o p e d wit h Di a mi n o B e n zi di n e 
( Si g m a) a n d H y dro g e n p er o xi d e ( H 2 O 2 ). 
 
Bi oi nf o r m ati c a n al ysi s  
 
T h e o bt ai n e d D N A s e q u e n c e w a s tr a n sl at e d i n E M B L d at a b a s e a n d o bt ai n e d 
pr ot ei n w a s a n al y z e d  i n pr ot e a n  of D N A S T A R. 7. 0.  
 
E xt r a cti o n a n d q u a ntifi c ati o n of L P S  
E xtr a cti o n of B. a b o rt u s  S 1 9 S m o ot h -L P S w a s e xtr a ct e d b y t h e h ot  p h e n ol -w at er 
m et h o d. I n bri ef, 5 0 g  w et w ei g ht of c ells w a s s u s p e n d e d i n 1 7 0 ml of distill e d 
w at er, f oll o w e d b y t h e a d diti o n of 1 9 0 ml of 9 0 % ( v/ v) h ot p h e n ol ( 6 6 ° C). Aft er 
3 0 mi n s, t h e mi xt ur e w a s c e ntrif u g e d a n d p h e n ol l a y er w a s r e m o v e d. T h e L P S i n  
t h e r es ult a nt mi xt ur e w a s pr e ci pit at e d b y c ol d m et h a n ol ( 4 ° C) a n d di ss ol v e d i n 
0. 1 M tri s b uff er. Pr ot ei n a s e K ( 5 0 μ g p er 1 0 m g pr ot ei n) a n d t h e n b ot h D N as e a n d 
R N a s e ( 5 0 μ g p er 1 m g n u cl ei c a ci d) a d d e d t o e xtr a ct e d s a m pl es t o r e d u c e pr ot ei n 
a n d n u cl ei c a ci d c o nt a mi n ati o n s. T h e a nti g e n w as r u n i n S D S -P A G E a n d st ai n e d 
usi n g sil v er st ai ni n g f oll o w e d b y q u a ntifi c ati o n  u si n g t h e p h e n ol - s ul p h uri c a ci d 
m et h o d i n mi cr o pl at e f or m at (S al m a ni et  al.,  2 0 0 8).  
 
R e c o m bi n a nt p 1 7 - E L I S A  
 
Cli ni c al s er a fr o m c attl e w er e a n al y z e d b y i n dir e ct E LI S A u si n g r e c o m bi n a nt P 1 7 
a s t est a nti g e n. T h e i m m u n o a ss a y pl at es ( M a xi s or p, N u n c, D e n m ar k) w er e c o at e d 
wit h p uri fi e d r e c o m bi n a nt P 1 7 pr ot ei n at a c o n c e ntr ati o n of 1 0 0 n g p er w ell, 
dil ut e d  i n 0. 1 M bi c ar b o n at e b uff er ( p H 9. 0) a n d i n c u b at e d at 4 0 C, o v er ni g ht. 
T h e w ells w er e w a s h e d fi v e ti m es wit h p h os p h at e b uff er s ali n e -T w e e n 2 0 ( P B S T) 
a n d t h e n bl o c k e d wit h 5 % B S A. I m m u n o a ss a y pl at es w er e c h ar g e d wit h s er a at a 
dil uti o n of 1: 1 0 0 a n d i n c u b at e d at 3 7 0 C f or 1 h. Aft er w a s hi n g wit h P B S T f or fi v e 
ti m es t h e pl at es w er e i n c u b at e d wit h H R P O c o nj u g at es f or 1 h at 3 7 0 C. Aft er 
w a s hi n g wit h P B S T, t h e w ells of i m m u n o a ss a y pl at es w er e fill wit h a s u b str at e 
s ol uti o n c o nt ai ni n g Ort h o -p h e n yl di a mi n e ( O P D) a n d H 2 O 2. C ol o ur 
d e v el o p m e nt w a s st o p p e d b y a d di n g 2 M H 2 S O 4,  aft er 1 0 mi n of i n c u b ati o n of 
t h e pl at es i n d ar k at r o o m t e m p er at ur e. A b s or b a n c e w a s r e c or d e d at 4 9 0 n m 
w a v el e n gt h i n a n E LI S A r e a d er.  
 
R o s e B e n g al pl at e a g gl uti n ati o n t e st  
 
T h e R B P T w a s p erf or m e d o n a gl a ss  pl at e u si n g 3 0 µl of a nti g e n a n d 3 0 µl of 
s er u m. B ot h s er u m a n d a nti g e n ar e mi x e d t h or o u g hl y. A n y d e gr e e of 
a g gl uti n ati o n wit hi n 3 mi n w a s t a k e n a s p ositi v e. R B P T a nti g e n w a s pr o c ur e d 
fr o m Di vi si o n of Bi ol o gi c al pr o d u ct s, I n di a n V et eri n ar y R es e ar c h I n stit ut e 
(I V RI), I z at n a g ar.  
 
E v al u ati o n of R B P T a n d r P 1 7 E L I S A, a n d r P 1 7 E L I S A a n d L P S E L I S A  
 
T h e r el ati v e s e n siti vit y, s p e ci fi cit y, P ositi v e pr e di cti v e v al u e ( P P V), N e g ati v e 
pr e di cti v e v al u e ( N P V) a n d a c c ur a c y of r e c o m bi n a nt P 1 7 E LI S A f or 
s er o di a g n osi s of br u c ell osi s w er e e v al u at e d i n c o m p ari s o n t o R B P T a s w ell a s  
L P S E LI S A a s d es cri b e d b el o w  (C h a u d h u ri et al ., 2 0 1 0)., 

1 0 0 x c) + ( aa/  =y s e nsiti vit Rel ati v e
 

1 0 0  x d) +  /( bd =s p e ci cit y  Rel ati v e

 

1 0 0  x c)+b+d)/( a+( a =A cc ur ac y 

  

b)+( a / a = P P V

 

d)+d/( c = N P V

 

 x1 0 0b/ N+a = pr e v al e n ceA p p ar e nt 

 

1 0 0 x c/ N+a = pr e v al e n ce Tr u e 

 

1 0 0 x N / d + a =A c c ur ac y 

 

, w h er e  

 ‘a ’ i s t h e n u m b er of s er a p ositi v e b y E LI S A a n d R B P T 
‘ b’ i s t h e n u m b er of s er a n e g ati v e b y R B P T b ut p ositi v e b y E LI S A  
‘ c’ i s t h e n u m b er of s er a p ositi v e b y R B P T b ut n e g ati v e b y E LI S A  
‘ d’ i s t h e n u m b er of s er a n e g ati v e b y E LI S A a n d R B P T 

‘ N’ i s t h e t ot al n u m b er d)+c+b+( a of s a m pl es  

 
St ati sti c al a n al y si s of R B P T a n d E LI S A  
 
C o n c or d a n c e a n d K a p p a st ati sti c s of r P 1 7 E LI S A wit h a w ell a s L P S E LI S A w er e  
a ss ess e d a s d es cri b e d a s f oll o ws ( G wi d a et al.,  2 0 1 1)  

R E S U L T S  
 
C o nst r u cti o n a n d e x p r e ssi o n of P 1 7 G e n e . 
 
T h e P 1 7 g e n e w a s s u c c essf ull y a m plifi e d fr o m t h e B. a b o rt u s  S 1 9  g e n o mi c D N A. 
T h e o bt ai n e d P C R pr o d u ct of 4 4 2 b p w a s cl o n e d t o t h e a n d p T Z 5 7 R/ T  cl o ni n g 
v e ct or f or D N A s e q u e n c e a n al ysi s a n d t h e n B a m  HI a n d S al I di g est e d P 1 7 
fr a g m e nt w a s s u b cl o n e d at B a m  HI a n d S al I cl e a v e d p Q E 3 0  e x pr essi o n v e ct or.  
I n t hi s r e c o m bi n a nt pl a s mi d, t h e P 1 7 s e q u e n c e w a s f u s e d wit h 6 x His t a g a n d w a s 
ti g htl y r e g ul at e d b y a T 7 pr o m ot er. All c o n str u ct s w er e c o nfir m e d b y r estri cti o n 
a n al ysi s a n d D N A s e q u e n ci n g. T h e n u cl e oti d e s e q u e n c e  r e p ort e d i n t hi s p a p er 
h a s b e e n d e p osit e d i n t h e G e n B a n k D N A d at a b a s es wit h t h e G e n b a n k I d: 
KJ 7 0 2 4 6 7. 1. T h e r es ulti n g cl o n e w a s n a m e d p Q E P 1 7  r e c o m bi n a nt pl a s mi d. 
 
A n al y si s of  r e c o m bi n a nt  P 1 7 p r ot ei n  b y S D S -P A G E a n d W e st e r n Bl ot  
 
E. c oli  c ells h ar b ori n g t h e r e c o m bi n a nt pl a s mi d p Q E P 1 7 w a s i n d u c e d wit h 1 M 
I P T G f or o v er ni g ht pr o d u c e d a pr e d o mi n a nt b a n d si mil ar t o 1 7 k D a pr ot ei n o n 
1 5 % S D S -P A G E ( Fi g 1, L a n e -2). N o s u c h pr ot ei n b a n d w a s o b s er v e d i n 
u ni n d u c e d E. c oli c ells h ar b ori n g r e c o m bi n a nt pl a s mi d p Q E P 1 7 ( Fi g  1 , L a n e-1). 
Hi sti di n e -t a g g e d e x pr ess e d r e c o m bi n a nt pr ot ei n w a s p urifi e d u si n g Ni -N T A 
b e a d s ( affi nit y c hr o m at o gr a p h y)  pr o d u c e d a si n gl e b a n d of  1 7 k D a pr ot ei n o n 
S D S -P A G E ( Fi g 1, L a n e -3).  
T h e P ol y cl o n al s er u m w a s r ai s e d i n r a b bit s, b y i nj e cti n g t h e p urifi e d r p 1 7 pr ot ei n 
wit h 2 t o 3 b o ost ers. P ol y cl o n al s er u m a g ai n st r P 1 7 pr ot ei n c o ul d bi n d t o 
e x pr ess e d p Q E P 1 7 pr ot ei n ( Fi g 2 , L a n e -2), a s w ell a s p urifi e d E. c oli,  e x pr ess e d 
1 7 k D a pr ot ei n ( Fi g 2, L a n e -1), a s d et e ct e d b y W est er n bl ot a n al ysi s.  
 

 
Fi g u r e 1 S D S – P A G E a n al ysi s of r e c o m bi n a nt P 1 7 k D a e x pr ess e d pr ot ei n i n  E. c oli  
L a n e 1, U ni n d u c e d E. c oli c ells c o nt ai ni n g r e c o m bi n a nt p Q E P 1 7 i n s ert  
L a n e 2, I n d u c e d E. c oli  c ells c o nt ai ni n g r e c o m bi n a nt p Q E P 1 7 i n s ert  
L a n e 3, P urifi e d P 1 7 k D a pr ot ei n  
L a n e 4, Pr e -st ai n e d pr o t ei n M ar k er 

 
Fi g u r e 2  W est er n Bl ot a n al ysi s of r e c o m bi n a nt P 1 7 k D a pr ot ei n wit h a nti -P 1 7 
s p e cifi c s er u m 
 L a n e 1, P urifi e d P 1 7 k D a pr ot ei n  
 L a n e 2, I n d u c e d E. c oli  c ells c o nt ai ni n g r e c o m bi n a nt p Q E P 1 7 i n s ert  
 L a n e 3, U ni n d u c e d E. c oli  c ells c o nt ai ni n g r e c o m bi n a nt p Q E P 1 7 i n s ert 
 L a n e 4, Pr e -st ai n e d pr ot ei n M ar k er  
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1 1 4 2  

 

  

r P 1 7 Elis a st a n d a r di z ati o n a n d c o m p a ris o n wit h R B P T, L P S E L I S A  
 
T h e r e c o m bi n a nt pr ot ei n a n d L P S w er e u s e d at t h e c o n c e ntr ati o n of 6 2. 5 n g a n d 
1 2 5 n g r es p e cti v el y p er w ell, a n d at a s er u m  dil uti o n of 1: 1 0 0, t h e t est g ot 
st a n d ar di z e d ( Ti w a ri et al ., 2 0 1 3).  T w e nt y k n o w n p ositi v es  a n d t w e nt y-fi v e 
k n o w n n e g ati v e s a m pl es w er e t a k e n a s g ol d st a n d ar d a n d r e c o m bi n a nt P 1 7 -
E LI S A (r P 1 7 -E LI S A) a n d  L P S -E LI S A w a s p erf or m e d ( T a bl e 1). T h e m e a n  v al u e 
of s er a at O D 4 9 0 n m + 3 S D (st a n d ar d d e vi ati o n) w a s c o n si d er e d a s c ut -off v al u e 
f or d e cl ari n g a s er u m a s p ositi v e or n e g ati v e f or br u c ell osi s. T h e E LI S A t est 
r es ult s of r P 1 7, R B P T, L P S w er e s h o w n s a m e r es ult s wit h g ol d st a n d ar d s a m pl es 
i n di c at es t h at t h e r P 1 7 E LI S A i s ac c ur at e i n c o m pr essi o n wit h t h e ot h er m et h o d s.  
 
T a bl e 1 C o m p ari s o n of r P 1 7 E LI S A wit h R B P T a n d L P S E LI S A  

 K n o w n P o siti v e s ( 2 0 n o s)  K n o w n N e g ati v e ( 2 5 n o s) 
r P 1 7 E L I S A  2 0  2 5  
R B P T E L I S A  2 0  2 5  
L P S E L I S A  2 0  2 5  

 
E v al u ati o n of R B P T a n d r P 1 7 E L I S A, a n d r P 1 7 E L I S A  a n d L P S E L I S A  
 
T h e st u d y  h a s b e e n c o n d u ct e d wit h 5 3 0 u n k n o w n s a m pl es t o e v al u at e t h e r P 1 7 
E LI S A s e n siti vit y a n d s p e cifi cit y wit h t h e R B P T a n d L P S E LI S A. T h e r P 1 7 -
E LI S A r es ult s s h o w e d ( 8 6. 0 6 %) r el ati v e s e n siti vit y a n d ( 9 3. 6 2 %) r el ati v e 
s p e cifi cit y o n c o m p ar i s o n wit h R B P T ( T a bl e 2). N e g ati v e pr e di cti v e v al u e w a s 
( 9 5. 0 2 %), w hil e p ositi v e pr e di cti v e v al u e w a s ( 8 0. 1 5 %) ( T a bl e  2) b et w e e n R B P T 
a n d r P 1 7 E LI S A. T h e a c c ur a c y  of pr e di cti o n w a s 9 1. 8 8 % ( T a bl e 2) b et w e e n 
R B P T a n d r P 1 7 -E LI S A. r P 1 7 -E LI S A s h o w e d ( 8 4. 2 8 %) r el ati v e s e n siti vit y a n d 
( 9 3. 6 0 %) o n co m p ari s o n wit h L P S -E LI S A ( T a bl e 3).  T h e a c c ur a c y  of pr e di cti o n 
w a s 9 1. 3 2 % b et w e e n r P 1 7 -E LI S A a n d L P S -E LI S A. N e g ati v e pr e di cti v e v al u e 
w a s ( 9 4. 3 2 %), w hil e p ositi v e pr e di cti v e v al u e w a s ( 8 3. 0 9 %) ( T a bl e 3). R B P T 
a n d L P S - E L I S A s h o w e d t h e s e n siti vit y of ( 8 4. 2 8 %) a n d s p e cifi cit y of ( 9 3. 6 0 %). 
( T a bl e 4)  
 
T a bl e 2  C o m p ari s o n of R B P T a n d P 1 7 -E LI S A i n di a g n osis of c attl e br u c ell osi s  

S er ol o gi c al t est  

 
 
  

R B P T  

 
P ositi v e  N e g ati v e  T ot al  

  
 P 1 7 -E L I S A  

P ositi v e  1 0 5 ( a)  2 5 ( b)  1 3 0 ( a + b)  

N e g ati v e  2 0 ( c)  3 8 0 ( d)  
4 0 0 ( c + d)  

 

% 8 6. 0 6 = 1 0 0 × c + a / a =y  Se nsiti vit   Rel ati v e

9 3. 6 2 % = 1 0 0 × d + b / d =y S p ecifi cit   Rel ati v e

 

8 0. 1 5 % = 1 0 0 × b + a / a =  v al u eP r e di cti v e   P o siti v e

  

 9 5. 0 2 % = 1 0 0 × d + c / d =  v al u ePr e di cti v e  N e g ati v e

 

2 4. 7 1 % = 1 0 0 × N / b + a = Pr e v al e n ce A p p ar e nt  

 

2 3. 0 1 % = 1 0 0 × N / c + a = P r e v al e n c e   Tr u e

 

 9 1. 8 8 % = × N / d + a = pr e di cti o n   ofA cc ur ac y  

 

 

 
T a bl e 3  C o m p ari s o n of L P S -E LI S A a n d P 1 7 -E LI S A i n   di a g n osi s of c attl e 
br u c ell osi s   

S er ol o gi c al t est  
 

L P S -E L I S A  

P ositi v e  N e g ati v e  T ot al  

   
P 1 7 -E LI S A  

P ositi v e  1 1 8 ( a)  2 4 ( b)  1 4 2 ( a + b)  

N e g ati v e  2 2( c)  3 6 6 ( d)  3 8 8( c + d)  

8 4. 2 8 %= 1 0 0 × c + a / a =y  Se nsiti vit   Rel ati v e

9 3. 6 0 % = 1 0 0 × d + b / d =y S p ecifi cit   Rel ati v e

 

8 3. 0 9 % = 1 0 0 × b + a / a =  v al u eP r e di cti v e   P o siti v e

  

9 4. 3 2 % = 1 0 0 × d + c / d =  v al u ePr e di cti v e   N e g ati v e

 

2 6. 7 9 % = 1 0 0 × N / b + a = Pr e v al e n ce A p p ar e nt  

 

2 3. 4 1 % = 1 0 0 × N / c + a = P r e v al e n c e  Tr u e

 

  9 1. 3 2 % = × N / d + a = pr e di cti o n  of A cc ur ac y  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

T a bl e 4  C o m p ari s o n of   R B P T a n d L P S -E LI S A i n di a g n osis of c attl e 
br u c ell osi s   

S er ol o gi c al t est  
 

R B P T  

  
P ositi v e  N e g ati v e  T ot al  

   
L P S -E L I S A  

P ositi v e  1 1 3( a)  2 2 ( b) 1 3 5 ( a + b)  

N e g ati v e  6( c)  3 8 9( d)  3 9 5 ( c + d)  

9 4. 9 5 %= 1 0 0 × c + a / a =y  Se nsiti vit   Rel ati v e

9 4. 6 4 % = 1 0 0 × d + b / d =y S p ecifi cit   Rel ati v e

 

9 4. 9 5 % = 1 0 0 × b + a / a =  v al u eP r e di cti v e   P o siti v e

  

9 8. 4 8 % = 1 0 0 × d + c / d =  v al u ePr e di cti v e   N e g ati v e

 

2 5. 4 7 % = 1 0 0 × N / b + a = Pr e v al e n ce A p p ar e nt  

 

2 2. 4 5 % = 1 0 0 × N / c + a = P r e v al e n c e   Tr u e

 

9 4. 7 1 % = × N / d + a = pr e di cti o n of A c c ur a c y  

 

 

  
St ati sti c al a n al y si s of R B P T a n d E L I S A’ S  
 
C o n c or d a n c e w a s m a xi m u m b et w e e n P 1 7 -E LI S A a n d L P S - E LI S A, w hi c h w a s 
( 9 4. 7 1 %), f oll o w e d b y R B P T a n d P 1 7-E LI S A t est wit h a    c o n c or d a n c e of    
( 9 1. 4 0 %).   Mi ni m u m c o n c or d a n c e of ( 9 1. 3 2 %) w a s o b s er v e d b et w e e n R B P T 
a n d L P S -E LI S A. I n K a p p a st ati sti cs, L P S - E LI S A a n d P 1 7 -E LI S A s h o w e d 
al m ost p erf e ct a gr e e m e nt a s t h e v al u e o b s er v e d w a s . 8 3 3. ( T a bl e 4)  
 
T a bl e 4  C o n c or d a n c e a n d K a p p a st ati sti c s b et w e e n diff er e nt t est s f or c attl e 
br u c ell osi s  

T e st 1  T e st 2  C o n c o r d a n c e ( %)  K a p p a v al u e  

R B P T  P 1 7 -E LI S A  9 1. 4 0  0. 7 7 8  

R B P T  L P S -E L I S A  9 1. 3 2  0. 8 7 1  

P 1 7 -E LI S A  L P S -E L I S A  9 4. 7 1  0. 8 3 3  

 
DI S C U S SI O N   
 
Br u c ell a  di a g n osi s is b a s e d o n t h e d et e cti o n of a nti b o di es g e n er at e d a g ai n st 
i m m u n o d o mi n a nt a nti g e ni c m ol e c ul es u si n g s er ol o gi c al m et h o d s. T h e R B P T i s 
t h e c o m m o nl y u s e d t est at fi el d l e v el s, b as e d o n t h e a g gl uti n ati o n of a nti b o di es. 
Alt h o u g h R B P T s e n siti vit y i s hi g h  b ut h a s l o w s p e cifi cit y  als o . E. c oli O: 1 5 9,  Y. 
e nt e r o c oliti c a  O:  Vi b ri o c h ol er a , a n d  S al m o n ell a  s p. s h o w cr oss-r e a cti vit y wit h 
ot h er  cli ni c all y i m p ort a nt b a ct eri a s l e a di n g t o f als e p ositi v e r es ult s i n v ari o us 
t est s (I m et al ., 2 0 1 6). Diff er e nt E LI S A m o d els a n d F P A h a v e b e e n d e v el o p e d 
u si n g L P S a n d O -p ol ys a c c h ari d e a s di a g n osti c a nti g e n (Ni el s e n  et al.,  1 9 9 7; 
G e n c et al ., 2 0 1 1; S a e g e r m a n et al. , 2 0 0 4; M u n o z et  al.,  2 0 0 5) . Si mil ar  e pit o p e 
s h ari n g b et w e e n L P S of Br u c ell a  a n d t h at of ot h er Gr a m -n e g ati v e b a ct eri a i s t h e 
m aj or c a u s e of cr oss -r e a cti vit y i n br u c ell osi s i nf e cti o n (K alt u n g o et al ., 2 0 1 4; 
G o df r oi d ., 2 0 1 0).   
T o o v er c o m e t hi s pr o bl e m, eff ort s h a v e b e e n m a d e t o i m pr o v e t h e s er o di a g n osi s 
of br u c ell osi s b y r e pl a ci n g t h e n ati v e a nti g e n s wit h hi g hl y p urifi e d s p e cifi c 
r e c o m bi n a nt a nti g e n s. It i s e x p e ct e d t h at t h e r e c o m bi n a nt pr ot ei n will h a v e l ess 
cr oss -r e a cti vit y a n d mi g ht a ct  a s b ett er p ot e nti al di a g n osti c a nt i g e n s i n a ni m al 
br u c ell osi s  (T h a v a s el v a m, et al ., 2 0 1 0). T h e r e c o m bi n a nt -b a s e d  s er ol o gi c al t est 
s h o w e d hi g h s e n siti vit y a n d s p e cifi cit y o wi n g t o t h e hi g h  c o n c e ntr ati o n of 
i m m u n or e a cti v e a nti g e n s  a n d l a c k of n o n -s p e cifi c m ol e c ul es pr es e nt i n t h e w h ol e 
c ell pr e p ar ati o n. F e w c yt o pl a s mi c A g s of Br u c ell a  P 1 7, P 1 5, a n d P 1 9  h a s s h o w n 
t o b e a nti g e ni c i n n at ur e (L et e ss o n et al ., 1 9 9 7). H e n c e, i n t h e pr es e nt st u d y, t h e 
r P 1 7 pr ot ei n w a s e x pr ess e d, p urifi e d a n d r P 1 7 E LI S A w a s st a n d ar di z e d a n d 
c o m p ar e d wit h L P S E LI S A a n d R B P T. D N A e n c o di n g t h e  P 1 7  pr ot ei n  w a s 
cl o n e d, s e q u e n c e d a n d t h e a mi n o a ci d s e q u e n c e of r P 1 7 w a s d e d u c e d. T h e 
o bt ai n e d a c c essi o n n u m b er i s KJ 7 0 2 4 6 7. 1. T h e bl a st  r esult s  i n N C BI m at c h e d 
wit h l u m a zi n e s y nt h a s e of Br u c ell a , a c yt o pl a s mi c pr ot ei n ( B e r g u e r et  al ., 2 0 1 2). 
Tt h e s e q u e n c e w a s a n al y z e d  u si n g Pr ot e a n i n D N A St ar pr o gr a m s h o w e d t h at t h e 
pr ot ei n h a s 6. 9 3 3 i s o el e ctri c P oi nt a n d n e g ati v el y c h ar g e d at p H -7. 0. T h e P 1 7  
pr ot ei n h a d  b ot h 4 al p h a h eli x a n d 1 b et a r e gi o n s, t h e al p h a r e gi o n c o ul d pl a y a n 
i m p orta nt r ol e i n a nti g e ni cit y. M ol e c ul ar W ei g ht of t h e pr ot ei n w a s pr e di ct e d a s 
1 7 3 5 4. 9 2 D alt o n s c o nt ai ni n g 1 5 8 a mi n o a ci d s. T h e pr ot ei n h a d 1 5 Str o n gl y 
B a si c( +) A mi n o A ci d s ( K, R), 1 7 Str o n gl y A ci di c( -) A mi n o A ci d s ( D, E), 7 1 
H y dr o p h o bi c A mi n o A ci d s ( A,I, L, F, W, V ) a n d 2 7 P ol ar A mi n o A ci ds 
( N, C, Q, S, T, Y) ( G ol d b a u m  et al 1 9 9 9 ; B a g at h  et al ., 2 0 1 5). 
T h e P 1 7 pr ot ei n w a s e x pr ess e d i n t h e f or m of i n cl u si o n b o di es, w hi c h i s a 
c o m m o n f e at ur e w h e n pr ot ei n s ar e e x pr ess e d at v er y hi g h l e v el. Ni c k el – N T A 
a g ar os e r esi n, w a s u s e d t o p urif y t h e e x pr ess e d  P 1 7 pr ot ei n h a vi n g Hi sti di n e t a g 
at t h e N -t er mi n al e n d w hi c h i s si mil ar t o ot h er r e c o m bi n a nt Br u c ell a pr ot ei n  
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p urifi c ati o n (L et e ss o n et al ., 1 9 9 7). R e a cti vit y of c attl e s er a wit h r P 1 7 i n w est er n 
bl otti n g i n di c at e d t h e si mil arit y of r e p ort s p u bli s h e d b y H e m m e n et al. , a n d 
L et ess o n  et al., i n t h e y e ar 1 9 9 5 a n d 1 9 9 7 r es p e cti v el y . E LI S A i s m or e s e n siti v e 
t h a n c o n v e nti o n al t est s, h e n c e it i s r e g ar d e d a s m erit ori o u s o v er R B P T i n t h e 
di a g n osi s  of br u c ell osi s.  H o w e v er,  R B P T h a s l ess s p e c ifi cit y l e a di n g t o f als e 
p ositi vit y (C h a u d h u ri et al ., 2 0 1 0). M or e o v er,  E LI S A a ss a ys w er e r e p ort e d t o b e 
m or e s e n siti v e, t o gi v e p ositi v e r es ult s s o o n er aft er i nf e cti o n i n n o n -v a c ci n at e d 
a ni m als a n d t o b e m or e p ersi st e nt t h a n t h e tr a diti o n al s er ol o gi c al t e st s i n b ot h 
e x p eri m e nt all y a n d n at ur all y i nf e ct e d a ni m als (S a e g e r m a n et al ., 2 0 0 4).  
C o m p ari s o n of r P 1 7 -E LI S A wit h L P S -E LI S A a n d R B P T, r P 1 7 -E LI S A s h o w e d 
( 2 4. 5 2 %) s er o p ositi vit y w hil e L P S -E LI S A s h o w e d ( 2 7. 7 3 %) s er o p ositi vit y, f or a 
t ot al of 5 3 0 s er a s a m pl es . T h e r e a s o n w h y L P S-E LI S A s h o w e d m or e 
s er o p ositi vit y i s d u e t o t h e pr es e n c e of hi g h cr oss -r e a cti n g a nti b o d y  pr o d u c e d 
a g ai n st L P S wit h ot h er gr a m -n e g ati v e  b a ct eri a ( Ti w a ri et al.,  2 0 1 1) . R B P T als o 
s h o w e d m or e s er o p ositi vit y w h e n c o m p ar e d wit h r P 1 7-E LI S A , du e t o t h e u s e of 
t h e w h ol e  c ell a nti g e n f or a g gl uti n ati o n r e a cti o n ( Ti w a ri et al.,  2 0 1 1) . T h e R B P T 
s h o ul d b e u s e d i n c o m bi n ati o n wit h i E LI S A a s r a pi d, si m pl e a n d e a s y m et h o ds 
f or s cr e e ni n g (A h m e d et al ., 2 0 1 6). C o n c or d a n c e b et w e e n r P 1 7 -E LI S A a n d 
R B P T w a s h i g h er t h a n c o n c or d a n c e b et w e e n L P S-E LI S A a n d R B P T. I n 
l a b or at ori es, t h e i E LI S A f or br u c ell o si s di a g n osi s c o ul d als o b e u s e d a s a si n gl e 
di a g n osti c t est, w h er e t h e E LI S A t e c h ni q u e i s alr e a d y u s e d f or t h e di a g n osi s of 
ot h er di s e a s es. T h e a gr e e m e nt b et w e e n r P 1 7 -E LI S A a n d L P S -E LI S A w a s 
si g nifi c a nt, a s d et er mi n e d b y t h e K a p p a i n d e x of c o n c or d a n c e of 0. 8 3 b et w e e n 
t est s, a si mil ar  fi n di n g w a s o b s er v e d b y G wi d a  i n t h e y e ar 2 0 1 1. F urt h er,  P 1 7 
c o at e d i n t h e E LI S A pl at es a n d w a s a bl e t o r e a ct e v e n aft er 6 m o nt h s of st or a g e at 
4 0 C, w hi c h s h o w e d t h e st a bilit y of t h e pr ot ei n t o s u st ai n f or a l o n g er p eri o d of 
ti m e at l o w er t e m p er at ur e. I n t h e pr es e nt st u d y,  w e h a v e u s e d 1 7 k D a pr ot ei n s 
( P 1 7) of B. a b o rt u s  str ai n ( 1 9) f or i d e nti fi c ati o n of a nti -Br u c ell a  a nti b o di es i n t h e 
s era c oll e ct e d fr o m diff er e nt p arts of t h e c o u ntr y. O ur r es ult w a s  i n a c c or d a n c e 
wit h  pr e vi o u s r e p ort s d es cri bi n g t h e u s ef ul n ess of t hi s pr ot ei n f or d et e cti n g a nti -
Br u c ell a  a nti b o di es t o c attl e ( K u m a r et al ., 2 0 0 8). B ot h t h e K a p p a v al u e a n d t h e 
C o n c or d a n c e p e r c e nt a g e of r P 1 7-E LI S A wit h L P S -E LI S A w er e al m ost p erf e ct 
a n d h a d m a xi m u m a gr e e m e nt r es p e cti v el y. R el ati v e s e n siti vit y a n d r el ati v e 
s p e cifi cit y of r P 1 7 -E LI S A w a s 8 6. 0 6 %  a n d 9 3. 6 2 %,  r es p e cti v el y, w h e n 
c o m p ar e d wit h L P S -E LI S A.  R el ati v e s e n siti vit y a n d r el a ti v e s p e cifi cit y of P 1 7-
E LI S A w a s als o o n  a p ositi v e tr e n d wit h R B P T.   
I n c o n cl u si o n, it c a n b e i nf err e d t h at t h e r e c o m bi n a nt P 1 7 pr ot ei n w a s 
s u c c essf ull y e x pr ess e d i n E. c oli . T h e yi el d of r e c o m bi n a nt P 1 7 pr ot ei n w as hi g h, 
w hi c h will m a k e t h e t est c ost e ff e cti v e. T h e t e n d e n c y  of t h e pr ot ei n t o r e m ai n 
st a bl e f or m o nt h s m a k es P 1 7 a s uit a bl e c a n di d at e i n t h e fi el d. B ot h K a p p a v al u e 
a n d c o n c or d a n c e p er c e nt a g e of P 1 7 -E LI S A wit h L P S -E LI S A w er e p erf e ct a n d 
h a d m a xi m u m a gr e e m e nt r es p e cti v el y. R el ati v e s e n siti vit y  a n d r el ati v e 
s p e cifi cit y of P 1 7 -E LI S A w a s 8 6. 0 6 % a n d 9 3. 6 2 % r es p e cti v el y w h e n  c o m p ar e d 
wit h L P S -E LI S A.  B a s e d o n t h e r es ult s o bt ai n e d, it c a n b e c o n cl u d e d t h at 
r e c o m bi n a nt P 1 7 pr ot ei n i s a p ot e nti al c a n di d at e a nti g e n f or s er o di a g n osi s of 
c attl e br u c ell os i s. 
 
A c k n o wl e d g e m e nts : T h e a ut h ors ar e hi g hl y t h a n kf ul t o t h e Dir e ct or, I C A R -
I n di a n V et eri n ar y R es e ar c h I n stit ut e, f or pr o vi di n g f u n d s f or c o n d u cti n g t his 
st u d y. T h e a ut h ors ar e als o t h a n kf ul t o Dr. T. K. G os w a mi, Dr. D. K. Si n g h  a n d 
S hri S. D. Si n g h f or hi s  t ec h ni c al h el p d uri n g t h e e x p eri m e nt.  
 
C o nfli ct of i nt e r e st : T h e a ut h ors of t hi s p a p er d e cl ar e t h at t h e y h a v e n o c o nfli ct 
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R E VI SI TI N G M O L E C U L A R C L O NI N G T O S O L V E G E N O M E S E Q U E N CI N G P R O J E C T C O N F LI C T S  
 

H u g o A . B a rr er a -S al d a ñ a * ; A a r ó n D a ni el R a mír ez -S á n c h ez; Tiff a n y E ditt h  P al a ci o s -T o v ar; Di o ni ci o  A g uirr e -Tr e vi ñ o ; S a úl F eli p e 
K a rr -d e -L e ó n   
 
A d d r ess ( e s): Dr. H u g o A . B arr er a -S al d a ñ a,  

Vit a g é n esi s, S A d e C V, E difi ci o Vit a x e ntr u m, L a b or a t ori o d e Bi o pr o c es os, Bl v d. P u ert a d el S ol # 1 0 0 5, 6 4 6 3 0, M o nt err e y, N L. P h:  + 5 2 ( 8 1 8) 1 2 3 -8 2 4 9.  
 
* C orr es p o n di n g a ut h or:  h a b arr er a @ g m ail. c o m  

 
A B S T R A C T  

 
K e y w o r ds:  A ll el e s e gr e g ati o n, m ol e c ul ar cl o ni n g, S a ng er s e q u e n ci n g, tr o u bl es h o oti n g  

 
 
I N T R O D U C T I O N 
 
 

M ol e c ul ar cl o ni n g i s a m et h o d ol o g y c o nf or m e d b y a s et of e x p eri m e nt s t h at 
all o w t h e a s e x u al e x p o n e nti al c o p yi n g of a n i s ol at e d g e n o mi c r e gi o n f or p ost eri or 
a n al ys e s a n d g e n eti c m a ni p ul ati o n ( S a m b r o o k a n d R uss ell, 2 0 0 1). T h e pri n ci pl e 
of t hi s m et h o d ol o g y r eli es o n t h e u s e of pl a s mi d v e ct ors, r estri cti o n e n z y m es, 
li g a s es, c al ci u m-i n d u c e d b a ct eri al tr a n sf or m ati o n, a n d cl on al pr o p a g ati o n of 
r e c o m bi n e d mi cr o or g a ni s ms (Es c h e ri c hi a c oli a n d S a c c h a r o m y c e s c e r e vi si a e , 
a m o n g ot h ers). T hi s cl o n al pr o p a g ati o n pr o vi d es a n a d diti o n al v al u e of t hi s t o ol 
si n c e all o ws s e gr e g ati n g a n d t h u s t h e i d e ntifi c ati o n of c o e xi sti n g hi g hl y si mil ar 
g e n e s e q u e n c es ( B a r r e r a, S e e b u r g a n d S a u n d e r s, 1 9 8 3). M ol e c ul ar cl o ni n g 
w a s e v e nt u all y s u b stit ut e d b y t h e d e v el o p m e nt of t h e P ol y m er as e C h ai n R e a cti o n 
( P C R) i n w hi c h t h er e i s n o n e e d f or a h ost c ell, a n d e x p o n e nti al m ulti pli c ati o n of 
D N A m at eri al c a n b e d o n e i n vit r o a n d i n a m u c h s h ort er ti m e ( K. B. M ulli s, et 
al . 1 9 8 6). 
M ol e c ul ar cl o ni n g c o u pl e d t o n u cl e oti d e s e q u e n ci n g h a s b e e n c o m m o nl y u s e d t o 
r e a d g e n o m es r e pr es e nt e d i n cl o n es of g e n o mi c li br ari es. I n o ur c a s e, t h e m ai n 
o bj e cti v e w a s t o a c hi e v e t h e r e s ol uti o n of a p ossi bl e mi x of g e n o m es r e pr e s e nt e d 
i n a P C R pr o d u ct l a b el e d S c 7 9 0 G a p 1, d eri v e d fr o m t h e S. c e r e vi si a e  str ai n 7 9 0 
g e n o m e,  u si n g m ol e c ul ar cl o ni n g t o s ol v e t h e p ut ati v e o v erl a p pi n g s e q u e n c es of 
at l e a st t w o g e n eti c v ari a nt s.  
 
M A T E RI A L A N D M E T H O D S  
 
C o nfli cti n g a m pli c o n   
 
G a p 1  i s o n e of v ari o u s g e n o mi c r e gi o n s pr es e nt i n S . c e r e vi si a e  str ai n 7 9 0, 
a m plifi e d wit h G a p 1 F  a n d G a p 1 R  pri m ers , tr o u bli n g t h e g e n o m e  a ss e m bl y of 
t hi s str ai n. It s s e q u e n c es w er e  o bt ai n e d u si n g  t h e A p pli e d Bi os yst e ms ® ( A B) 
G e n eti c A n al y z er 3 1 3 0 ( A B, F ost er cit y, C A, U S A ) w hil e it s a n al ys e s w er e  
att e m pt e d  wit h v ari o u s  bi oi nf or m ati c s t o ols: Cl o n e  M a n a g er 6 ( S ci e ntifi c 
E d u c ati o n al S oft w ar e; N C, U S A), S n a p G e n e Vi e w er 2. 6. 2 ( G S L Bi ot e c h L L C,  
I L, U S A), Bi o E dit 7. 2. 5 ( Bi os ci e n c es, C A, U S A ) a n d  M E G A 6. 0 6 ( T a m u r a, et 
al ., 2 0 1 3). 
 
 
 

D N A p r e p a r ati o n  
 
T h e y e a st str ai n w a s h ar v est e d fr o m a n a x e ni c c ult ur e u s e d f or b e er pr o d u cti o n, 
a n d it s t ot al D N A w a s i s ol at e d a s pr e vi o u sl y d es cri b e d b y H a rj u,  et al.,  (2 0 0 4 ). 
 
P C R a m plifi c ati o n  
 
P C R  r e a cti o n w a s  pr e p ar e d u si n g  G a p  pri m ers  ( G a p 1 F :  5’-
T T T A C C A T G A G C G C A A C A G C -3’  a n d G a p 1 R : 5’ -
A A A A A G C A G A A C G A C G C A C C -3’ ) at 0. 6  µ M, 1 0 0 n g of D N A s a m pl e, 1 1 µl 
of M a st er Mi x  ( 2 X) fr o m Pr o m e g a ( M a di s o n, WI, U S A), a n d n u cl e a s e fr e e w at er 
( N F H2 O) t o c o m pl et e 1 5 µl.   A ll a m plifi c ati o n r e a cti o n s w er e h ot st art e d at 9 5 ° C 
f or 5 mi n, f oll o w e d b y 3 0 c y cl es of d e n at ur ati o n at 9 5 ° C f or 6 0 s, a n n e ali n g at 
5 8 ° C f or 6 0 s, a n d e xt e n si o n at 7 2 ° C f or 1 2 0 s. Aft er a fi n al e xt e n si o n st e p at 7 2 ° C 
f or 3 mi n, t h e a m plifi c ati o n pr o d u ct w a s st or e d at 4 ° C.  
 
S e q u e n ci n g  of a m pli c o n s 
 
T h e P C R pr o d u ct s w er e tre at e d  wit h S hri m p Al k ali n e P h os p h at a s e ( S A P) a n d 
E x o n u cl e a s e I ( E X O I)  (Aff y m etri x, S a nt a Cl ar a, C A, U S A ) e n z y m es  d uri n g 1 5 
mi n ut es at 3 7 ° C, f oll o w e d b y 1 5 mi n ut es at 8 0 ° C . 1 µl of tr e at e d pr o d u ct w a s 
a d d e d t o a P C R s e q u e n ci n g m a st er mi x wit h 2 µl of Bi g D y e (A p pli e d 
Bi os yst e ms,  F ost er cit y, C A, U S A ), 0. 5 p m ol of pri m er a n d p ur e st eril e w at er u p 
t o 6 µl. T h e r es ulti n g P C R pr o d u ct w a s p urifi e d a g ai n wit h t h e S A M/ X -
t er mi n at or Kit (A p pli e d Bi os yst e ms ). T h e s u p er n at a nt w a s l o a d e d i nt o t h e A B  
G e n eti c  A n al y z er 3 1 3 0 f or s e q u e n ci n g.  Fi n all y, r a w d at a  w a s  pr o c ess e d u si n g t h e 
S e q u e n ci n g A n al ysi s S oft w ar e v 5. 3. 1 (A p pli e d Bi os yst e ms ) t o o bt ai n t h e 
el e ctr o p h er o gr a ms . 
 
M ol e c ul a r cl o ni n g  
 
T h e P C R pr o d u ct w a s cl o n e d i nt o a T O P O X L pl a s mi d (I n vitr o g e n, C arls b a d, 
C A) u si n g t h e T/ A cl o ni n g a p pr o a c h  ( S a m b r o o k a n d R uss ell, 2 0 0 1). B a ct eri a 
w er e tr a n sf or m e d u si n g h e at s h o c k a n d a  r a pi d s cr e e ni n g of t h e cl o n es w a s 
p erf or m e d t hr o u g h c ol o n y P C R u si n g G a p pri m ers ( S a m b r o o k a n d Russ ell, 
2 0 0 1) . L a stl y, a r estri cti o n a n al ysi s of t h e P C R pr o d u ct s w a s r e ali z e d u si n g T a qI  
e n z y m e (N e w E n gl a n d Bi ol a b s, I p s wi c h, M A ) d uri n g o n e h o ur at 6 5 ° C i n or d er 
t o s el e ct t h e cl o n es wit h a diff er e nti al p att er n. 

I n o ur l ab or at or y, D N A s e q u e n ci n g b y S a n g er m et h o d i s u s e d a s t h e “ g ol d st a n d ar d ” f or cli ni c al di a g n osti c s, mi cr o b e i d e ntifi c ati o n 

( b a ct eri a a n d y e a st, m ai nl y) a n d g e n o m e c h ar a ct eri z ati o n. I n t hi s r es e ar c h, w e u s e d it t o c h ar a ct eri z e a c o nfli cti n g l o c u s i n a 

S a c c h ar o m y c e s c er e vi si a e  s e q u e n ci n g pr oj e ct . W h e n s e q u e n c e d, t h e r es ulti n g el e ctr o p h er o gr a m of t h e a n al y z e d  l o c u s s h o w e d a p att er n 

i n di c ati n g eit h er s a m pl e c o nt a mi n ati o n or all el e v ari ati o n. M ol e c ul ar cl o ni n g w a s  c h os e n a s  t h e m ost str ai g ht-f or war d str at e g y t o s ol v e 

t h e dil e m m a.  T h e i niti al  c h ar a ct eri z ati o n of  r e c o m bi n a nt pl a s mi d s b y r estri cti o n e n z y m e di g esti o n c o nfir m e d t h e pr es e n c e of t w o 

g e n o mi c s e q u e n c es . T h eir  S a n g er s e q u e n ci n g r e v e al e d t w o all el es di sti n g ui s h a bl e b y a t ot al of 2 9 n u cl e oti d e diff er e n c es  ( 2 5 of w hi c h 

w er e S N Ps) . N C BI B L A S T r e v e al e d t h at t h e c o nfli cti n g l o c u s c o v er e d a n i nt er g e ni c r e gi o n a n d a c o di n g s e q u e n c e f or a p ut ati v e 

p er m e a s e pr ot ei n . T h e pr es e nt st u d y s h o ws t h e utilit y of t h e cl a ssi c al m ol e c ul ar cl o ni n g t e c h ni q u e t o s ol v e pr o bl e ms of m o d er n g e n o m e 

pr oj e ct s . 

A R TI C L E I N F O  

R e c ei v e d 3. 1. 2 0 1 7  

R e vi s e d 2 5. 1. 2 0 1 7  

A c c e pt e d 2 6. 1. 2 0 1 7  

P u bli s h e d 3. 4. 2 0 1 7  

S h ort c o m m u ni c ati o n  

d oi:  1 0. 1 5 4 1 4/j m bf s. 2 0 1 7 .6 .5 .1 1 5 7 -1 1 6 0  

http://www.fbp.uniag.sk/
mailto:habarrera@gmail.com
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Pl a s mi d s c r e e ni n g a n d c h a r a ct e ri z ati o n  
 
S el e ct e d c ol o ni es w er e pi c k e d u p wit h st eril e t o ot h pi c k s, i n o c ul at e d i n 3 m L  of 
L B ( L uri a -B ert a ni) br ot h  a n d i n c u b at e d o v er ni g ht at  3 7 ° C. Bi o m ass w a s 
c oll e ct e d b y mi cr of u g ati o n  a n d pl a s mi d s w er e i s ol at e d ess e nti all y a s d es cri b e d b y 
Bi r b oi m a n d D ol y, ( 1 9 7 9 ). I n s ert pr es e n c e a n d ori e nt ati o n w er e est a bli s h e d b y  
u si n g r estri cti o n m a p pi n g a n d p ositi v e c l o n es w er e  s e q u e n c e d u si n g S a n g er 
s e q u e n ci n g (S mit h , et al., 1 9 8 6 ). 
 
S e q u e n c e a n al y s es  
 
S e q u e n c e s w er e ali g n e d  a g ai n st c o ns e n s u s s e q u e n c es f o u n d i n G e n B a n k u si n g 
Bi oi nf or m ati c s oft w ar e M E G A  ( T a m u r a, et al ., 2 0 1 3). 
 
 
 
 
 

R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  
 
S a n g e r s e q u e n ci n g  
 
T h e pr o d u ct o bt ai n e d fr o m t h e P C R r e a cti o n  w a s bi dir e cti o n all y r e a d  u si n g 
G a p 1 F  a n d G a p 1 R  pri m e rs (a c c or di n g t o t h e P C R a ss a y, a n e x p e ct e d pr o d u ct of 
a p pr o xi m at el y  1 7 5 0 b p  w a s s e e n ). A cl e ar r e a di n g of t h e first ~ 2 0 0 b p w a s  
o bt ai n e d fr o m t h e G a p 1 F  pri m er ; w h er e a s a p pr o xi m at el y 4 0 0 b p w er e o bt ai n e d 
u si n g  G a p 1 R  pri m er. B e y o n d  t h es e l e n gt h s, el e ctr o p h er o gr a m a n o m ali es 
c o m pli c at e d it s i nt er pr et ati o n . A p p ar e ntl y, t h e artif a ct d et e ct e d w a s d u e t o t w o 
o v erl a p pi n g r e a di n gs, a n d tr o u bl es h o oti n g a d vi c e  s u g g est e d t h at t hi s c o ul d b e d u e 
eit h er t o c o nt a mi n ati o n or h et er o pl oi d y . N e v ert h el ess, s e e ki n g t o di s c ar d p ossi bl e  
err ors or artif a ct s, w e  d esi g n e d n e w n est e d pri m ers ( I nte r g a p F  a n d I nt e r g a p R) 
l o c at e d cl os er t o t h e tr o u bli n g r e gi o n ( Fi g ur e 1). A g ai n,  t h e s a m e u n d e ci p h er a bl e  
r e a di n gs w er e o bt ai n e d  ( d at a n ot s h o w n). T h er ef or e,  w e d e ci d e d t o t est  t h e 
h et er o z y g osit y h y p ot h esi s  a n d f or t hi s,  m ol e c ul ar cl o ni n g  w a s c h os e n  a s t h e m ost 
s uit a bl e m et h o d t o s e gr e g at e all el es i n or d er t o c h ar a ct eri z e t h e m s e p ar at el y.  
 

 
Fi g u r e 1  El e ctr o p h er o gr a ms s h o wi n g r e gi o n of r e a di n g o v erl a p s.  T h e fi g ur e s h o ws t w o cl e arl y diff er e nt o v erl a p pi n g r e a di n gs f oll o wi n g t h e T h o m o p ol y m er . T h e u p p er 

s e q u e n c e b el o n gs t o t h e f or w ar d e n d r e a di n g u si n g G a p 1 F  pri m er ( 5’ > 3’), w hil e t h e l o w er o n e c orr es p o n d s t o t h e r e v ers e e n d o bt ai n e d wit h G a p 1 R  pri m er ( 3’ > 5’).  
 
M ol e c ul a r cl o ni n g a n d r e s ol vi n g s e q u e n ci n g  
 
T h e  ori gi n al  P C R pr o d u ct w a s i n s ert e d i nt o a pl a s mi d v e ct or  a n d t h e n u s e d f or 
tr a n sf or mi n g E. c oli  c ells t o g e n er at e cl o n es a n d c o nti n u e wit h t h eir 
i d e ntifi c ati o n, i n d e p e n d e nt pr o p a g ati o n a n d c h ar a ct eri z ati o n of t h e cl o n e d  i ns ert.  
T h e pr es e n c e of t h e all el es i n t h e tr a nsf or m e d c a n di d at e cl o n es w a s c o nfir m e d b y 
restri cti o n a n al ysi s u si n g T a q I r estri cti o n e n z y m e of pr o d u ct s o bt ai n e d b y c ol o n y 
P C R . T w o diff er e nt p att er n s pr e di ct e d i n sili c o w er e e vi d e n c e d i n t h e a g ar os e g el 
i m a g e ( Fi g ur e 2) a n d t h eir i n s ert ori e nt ati o n w a s est a bli s h e d b y d o u bl e  di g esti o n 
wit h B gl II a n d K p n I e n z y m es (Fi g ur e 3 ). 

 
 
Fi g u r e 2  C h ar a ct eri z ati o n of cl o n es b y P C R a n d r estri cti o n a n al ys es. ( A ) I n sili c o 
T a q I r estri cti o n m a p s of p ossi bl e P C R pr o d u ct s o bt ai n e d fr o m r e c o m bi n a nt 
pl a s mi d s u si n g G a p 1 F  a n d G a p 1 R  pri m ers. ( B) A g ar os e g el el e ctr o p h or e si s of 
a ct u al di g esti o n s wit h T a q I of t h e P C R pr o d u ct s. L a n e 1 s h o ws t h e D N A b a s e 
p air ( b p) l a d d er. L a n es 2, 4 a n d 8 c orr es p o n d t o t h e si z e p a tt er n i d e ntifi e d a s 
“ All el e B ”. L a n e 6 s h o ws t h e p att er n c h ar a ct eri zi n g “ All el e A ”. L a n e 1 0 s h o ws 
t h e r estri cti o n of t h e P C R pr o d u ct o bt ai n e d dir e ctl y fr o m S. c e r e vi si a e  7 9 0  
 

 
(G C F _ 0 0 0 1 4 6 0 4 5. 2), a n d l a n es 3, 5, 7, 9, a n d 1 1 c orr es p o n d t o P C R pr o d u ct s 
fr o m t h e r e c o m bi n a nt cl o n es a n al y z e d.  
 
 

 
 
Fi g u r e 3  Str at e g y t o d et er mi n e t h e i ns ert ori e nt ati o n i n t h e pl a s mi d. ( A)  I n sili c o 
pr e di cti o n of t h e t w o p ossi bl e di g esti o n p att er n s u si n g  B gl II y K p n I e n z y m es t o 
d et er mi n e t h e ori e nt ati o n of t h e cl o n e d a m pli c o n i ns ert e d i nt o t h e pl a s mi d. ( B)  
A g ar os e g el el e ctr o p h or esi s s h o wi n g t h e e x p eri m e nt al r es ult s fr o m t h e di g esti o n 
a ss a y. L a n e 1 s h o ws t h e D N A b p l a d d er. L a n es 2 a n d 8 s h o w t h e p att er n f or 
i n s erti o n i n t h e 3’ > 5’ ori e nt ati o n, w h er e a s l a n es 4 a n d 6 pr es e nt t h e o p p osit e 
ori e nt ati o n p att er n. L a n es 3, 5, 7,  a n d 9 c orr es p o n d t o u n di g est e d pl a s mi d D N A.  
T h e  cl o ni n g  s e gr e g ati o n ( Fi g. 3 B,  cl o n es i n l a n es 4 a n d 6) p er mitt e d  th e 
s e q u e n ci n g of t h e t w o diff er e nt all el es  (r es ulti n g i n t h e r e a di n g of s e q u e n c es of 
a p pr o xi m at el y 8 5 0 n u cl e oti d e b a s es of g o o d q u alit y fr o m e a c h e n d ), d et e cti n g 
f our i n d el p ositi o ns t hr o u g h o ut T h o m o p o l y m ers, w hi c h w er e pr o b a bl y  t h e 
pri m ar y  c a u s e  of el e ctr o p h er o gr a ms o v erl a p pi n g . I n a d diti o n, 2 5 si n gl e 
n u cl e oti d e p ol y m or p hi s ms  ( S N Ps) w er e i d e ntifi e d ( Fi g ur e 4 ).  
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Fi g u r e 4  G e n eti c el e m e nt s c o nt ai n e d i n t h e G a p 1  r e gi o n. ( A) S c h e m ati c r e pr es e nt ati o n of s e q u e n c e f e at ur es of all el e A wit h r es p e ct t o 
all el e B s e q u e n c es. V e rti c al b a rs  i n di c at e S N Ps ( 2 5), ci r cl e s  i n di c at e d el eti o n s a n d t ri a n gl e s r e pr es e nt i n s erti o n s. ( B) T h e all el es 
s e q u e n c es c o v er a n i nt er g e ni c r e gi o n ( 1 -9 4 6 b p) a n d t h e st arti n g c o di n g r e gi o n ( 9 4 7 -1 7 4 8 b p) of  a n o p e n r e a di n g fr a m e (a p er m e a s e 
pr ot ei n  c all e d S E O 1)  f or a t ot al l e n gt h of 1 7 4 8  b p.  

 
H a vi n g s ol v e d t h e G a p  r e gi o n s e q u e n ci n g pr o bl e m, it s c orr e ct g e n o m e a ss e m bl y 
a n d a n n ot ati o n  w a s a c hi e v e d . It t ur n e d o ut t h at t he  l o c u s c o d es f or a p ut ati v e 
p er m e a s e  ( S EO 1, N M _ 0 0 1 1 7 8 2 0 8) a n d a n i nt er g e ni c r e gi o n  (Fi g ur e 5 ). T h e  
 

 
g e n o m e v ari a nt s s h o w  a 9 8. 5 1 % si mil arit y , a n d t h eir ori gi n w a s tr a c e d b a c k t o 
str ai n s E C 1 1 1 8 (N o v o, et al., 2 0 0 9 ) a n d YJ M 1 4 6 3 (St r o p e, et al., 2 0 1 5 ) of 
S a c c h ar o m y c e s  u si n g  t h e G e n B a n k  d at a b a s e  ( B e nso n , et al ., 2 0 0 5) (T a bl e 1 ). 
 

 

 

 
 
Fi g u r e 5  El e ctr o p h er o gr a ms s h o wi n g t h e G A P r e gi o n r es ol v e d.  T h e fi g ur e s h o ws cl e arl y t h e r es ol uti o n of t h e t w o diff er e nt s e q u e n c es. ( A) F or w ar d s e q u e n c es 5’ > 3’: 
T h er e i s a n i n d el i n t h e T h o m o p ol y m er, t h u s t h e mi x e d D N A h a d t h e t w o l e ct ur es o v erl a p p e d. ( B) R e v ers e s e q u e n c es 3’ > 5’: R es ult s w er e si mil ar t o t h e F or w ar d 
s e q u e n c es, s h o wi n g a n i n d el i n t h e h o m o p ol y m er.  
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T a bl e 1  C o m p ari s o n of a n al y z e d all el es wit h t h os e of S. c e r e visi a e str ai n s. 
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A c k n o wl e d g m e nts : T hi s r es e ar c h w a s s u p p ort e d b y C er v e c erí a C u a u ht é m o c 
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I N T R O D U C T I O N 
 
Li g n o c ell ul os i c w a st es ( L C W) , r ef er t o pl a nt bi o m ass w a st es, ar e c o m p os e d of 
c ell ul os e, h e mi c ell ul os e, a n d li g ni n. T h e y m a y b e gr o u p e d i nt o diff er e nt 
c at e g ori es s u c h a s w o o d r esi d u es (i n cl u di n g s a w d u st a n d p a p er mill di s c ar d s), 
gr a ss es, w a st e p a p er, a gri c ult ur al r esi d u es (i n cl u di n g str a w, st o v er, p e eli n gs, 
c o b s, st al k s, n ut s h ells, n o n f o o d s e e d s, b a g a ss e ), d o m esti c w a st es (li g n o c ell ul os es 
g ar b a g e a n d s e w a g e), f o o d i n d u str y r esi d u es  a n d  m u ni ci p al s oli d w a st es ( Qi et 
al. , 2 0 0 5; R oi g  et al. , 2 0 0 6; R o d rí g u e z et al. , 2 0 0 8 ). E v e n t h o u g h L C W ar e 
c o n si d er e d a s t h e l ar g est  r es er v oir of p ot e nti all y f er m e nt a bl e c ar b o h y dr at es o n 
e art h ( Mt ui a n d N a k a m ur a, 2 0 0 5) t h es e ar e  m ostl y w a st e d i n t h e f or m of pr e -
h ar v est a n d p ost -h ar v est a gri c ult ur al l oss es a n d w a st es of f o o d pr o c essi n g 
i n d ustri es. D u e t o t h eir a b u n d a n c e a n d r e n e w a bilit y, t h er e h a s b e e n a gr e at d e al 
of i nt er est i n utili zi n g L C W f or t h e pr o d u cti o n of pr ot ei n ri c h f o o d, f u e l a n d ot h er 
v al u e -a d d e d pr o d u ct s ( P a n d e y et al ., 2 0 0 0;  M u k h e rj e e et al. , 2 0 0 4 ; F o yl e et al ., 
2 0 0 7 ). T h e b arri er t o t h e pr o d u cti o n of v al u a bl e m at eri als fr o m L C W i s t h e 
str u ct ur e of li g n o c ell ul os es w hi c h h a s e v ol v e d t o r esi st d e gr a d ati o n d u e t o 
cr ossli n ki n g b et w e e n t h e p ol ys a c c h ari d es ( c ell ul os e a n d h e mi c ell ul os e) a n d t h e 
li g ni n vi a est er a n d et h er li n k a g es (Y a n a n d S h u y a, 2 0 0 6; Xi a o et al. , 2 0 0 7 ). 
C ell ul os e, h e mi c ell ul os es a n d li g ni n f or m a str u ct ur e c all e d mi cr ofi bril, w hi c h ar e  
t h e n or g a ni z e d i nt o m a cr ofi brils a n d gi v es  str u ct ur al st a bilit y i n t h e pl a nt c ell 
(R u bi n , 2 0 0 8 ). T h e m ai n t ar g et of li g n o c ell ul os es d e gr a d ati o n, t h er ef or e, i s t o 
a m e n d  or eli mi n at e  str u ct ur al a n d c o m p ositi o n al h ur dl es  f or h y dr ol ysi s a n d 
s u b s eq u e nt d e gr a d ati o n pr o c ess es i n or d er t o i m pr o v e di g esti bilit y, r at e of 
e n z y m ati c  h y dr ol ysi s a n d pr o d u ct yi el d s ( M o si e r et al. , 2 0 0 5; H e n d ri ks a n d 
Z e e m a n , 2 0 0 9 ). T h e d e gr a d ati o n c a n b e a c hi e v e d b y si n gl e or c o m bi n e d  
i m pl e m e nt ati o n of m e c h a ni c al, p h ysi c o -c h e mi c al or bi ol o gi c al tr e at m e nt s. 
Mi cr o bi al c o n v ersi o n of li g n o c ell o s es t o e n er g y a n d n utriti o n all y e nri c h e d 
r u mi n a nt f e e d i s b e c o mi n g p o p ul ar d a y-b y -d a y. W at er -h y a ci nt h,  a v er y f a st-
gr o wi n g u bi q uit o u s  a q u ati c h er b  w hi c h  i s m ai nl y u s e d a s c h e a p a ni m al f e e d i n 
B a n gl a d es h  h a s a  pr o mi si n g p ossi bilit y t o c o n v ert a s n utriti o n all y i m pr o v e d 
a ni m al f e e d aft er pr o p er d eli g nifi c ati o n a n d s oli d -st at e f er m e nt ati o n.  T h e a gr o -
w a st e  gr o ws s o a b u n d a ntl y i n ri v ers a n d ot h er n a vi g a bl e w at ers w h er e  it o b str u cts 
t h e p a ss a g e of b o at s a n d s hi p s, a n d it i s als o tr o u bl es o m e i n irri g ati o n dit c h es.  It s 

a b u n d a nt  gr o wt h  s o m eti m es t hr e at e ns fi s h a n d ot h er w at er lif e i n t h e ri v ers a n d 
l a k es b y d e pri vi n g t h e m of o x y g e n a n d c a u si n g si g nifi c a nt c h a n g es i n a q u ati c 
h a bit at s. T h e bi o c o n v ersi o n of w at er -h y a ci nt h i s t h u s h a s a  d u al a d v a nt a g e of 
h a n dli n g t h e w a st e f or cl e a n er e n vir o n m e nt a n d pr o d u cti o n of v al u e a d d e d a ni m al 
f e e d s. W hit e r ot f u n gi , c a p a bl e of  d e gr a di n g li g ni n, c ell ul os e a n d h e mi c ell ul os es , 
h a v e alr e a d y b e e n r e p ort e d f or effi ci e nt bi o c o n v ersi o n of m a n y li g n o c ell osi c  
w a st es (A n w a r et al ., 2 0 1 5; D a s ht b a n et al ., 2 0 0 9; S h ri v a st a v a et al ., 2 0 1 4). 
C o n v ersi o n of w at er -h y a ci nt h t o r u mi n a nt f e e d  b y s e v er al w hit e r ot f u n gi 
i n cl u di n g Pl e u r ot us. s aj o r -c aj u  h a s als o b e e n r e p ort e d (M u k h e rj e e  et al. , 2 0 0 4;  
M u k h e rj e e a n d N a n di, 2 0 0 4 ). H o w e v er, c o m bi n ati o n of c h e mi c al a n d 
bi ol o gi c al tr e at m e nt i s e x p e ct e d t o f urt h er i m pr o v e t h e bi o c o n v ersi o n. I n t h e 
pr es e nt st u d y, C a C O 3 -pr etr e at e d  w at er -h y a ci nt h w a s u s e d f or  S S F b y P. s aj o r 
c aj u  t o e n h a n c e d eli g nifi c ati o n a n d i n-vit r o  dr y m att er di g esti bilit y i n a d diti o n t o 
s e v er al n utriti o n al p ar a m et ers. W e f urt h er c h e c k e d  t h e a u g m e nt ati o n  of 
a nti o xi d a nt i v e pr o p erti es a n d e n z y m e a cti viti es of cr u d e w at er -h y a ci nt h e xtr a ct s 
d uri n g  t h e S S F . 
 
M A T E RI A L S A N D M E T H O D S  
 
P r e p a r ati o n of s u bst r at e s  
 
W at er -h y a ci nt h  c oll e ct e d fr o m diff er e nt s o ur c es w er e first cl e a n e d off all dirt a n d 
u n w a nt e d m at eri als. T h e n t h e y w er e s u n dri e d a n d c ut i nt o ti n y pi e c es b et w e e n 
2 ˗3  c m. It w a s st or e d at 5 ⁰C u ntil u s e d.  
 
P r et r e at m e nt of s u bst r at e s  
 
5 0 0 g of u ntr e at e d w at er -h y a ci nt h w a s  s o a k e d wit h a c al ci u m c ar b o n at e s ol uti o n 
( 2. 6 7 g C a C O 3 / L D H2 O).  T h e s u b str at es w er e l eft i n s o a ki n g c o n diti o n o v er ni g ht. 
T h e n t h e li m e s ol uti o n w a s dr ai n e d o ut b y t a p w at er. Tr e at e d s u b str at es w er e t h e n 
spr e a d o v er al u mi n u m f oils a n d all o w e d t o dr y o v er ni g ht at 6 0 ⁰ C.  
 
 

T hi s st u d y w a s u n d ert a k e n t o i m pr o v e n utriti o n al v al u es a n d di g esti bilit y of w at er -h y a ci nt h b y s oli d -st at e f er m e nt ati o n wit h a w hit e  r ot 

f u n gi, Pl e u r ot u s s aj o r -c aj u . At t h e e n d of 5 6 d a ys  f er m e nt ati o n of C a C O3  tr e at e d w at er-h y a ci nt h,  si g nifi c a nt ( p < 0. 0 5 ) c h a n g es of cr u d e 

pr ot ei n,  li pi d, c ar b o h y dr at e, a s h, li g ni n, c ell ul os e, h e mi c ell ul os e , c ell ul os e -li g ni n r ati o a n d r e d u ci n g s u g ar c o nt e nts w er e d et e ct e d . C r u d e 

pr ot ei n, a s h , c ell ul os e -li g ni n r ati o a n d r e d u c i n g s u g ar c o nt e nt s w er e i n cr e a s ed  b y 6 8 5 , 4 7 , 1 0 6  a n d  6 8 0 % , r es p e cti v el y. In c o ntr ar y , 

cr u d e  fi b er, li pi d, c ar b o h y dr at e, li g ni n, c ell ul os e a n d h e mi c ell ul os es c o nt e nt s  w er e d e cr e a s e d  b y 3 6. 8 , 7 2 , 1 9 , 7 2. 3 3 , 3 7. 5  a n d  4. 5 7 %, 

r es p e cti v el y.  A s c or bi c a ci d a n d  c ar ot e n oi d w er e i n cr e a s e d b y 4 2. 9 a n d 1 2 2. 8 %,  r es p e cti v el y. At 4 9 d a ys of f er m e nt ati o n, t h e cr u d e 

w at er -h y a ci nt h e xtr a ct s h o w e d v er y hi g h C M C a s e, a vi c el a s e a n d a m yl a s e , m o d er at e c ell o bi a s e a n d v er y p o or  p e cti n a s e a n d x yl a n a s e 

a cti viti es . I n-vit r o  dr y m att er di g esti bilit y w a s als o i n cr e a s e d b y 7 6 %. T h e st u d y c o n cl u d e d  wit h t h e fi n di n g t h at P . s a j o r-c aj u  h a s t h e 

p ot e nti al f or effi ci e nt d e gr a d ati o n o f w at er-h y a ci n t h t o c o n v ert t h e li g n o c ell ul osi c w ast es i nt o n utriti o n all y i m pr o v e d a ni m al f e e d. 

A R TI C L E I N F O  

R e c ei v e d 1 0. 9. 2 0 1 6  

R e vi s e d 1 4. 1 2. 2 0 1 6  

A c c e pt e d 8. 2. 2 0 1 7  

P u bli s h e d 3. 4. 2 0 1 7  

R e g ul ar arti cl e  

d oi:  1 0. 1 5 4 1 4/j m bf s. 2 0 1 7 .6 .5 .1 1 6 5 -1 1 6 9  
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C oll e cti o n a n d st o r a g e of P. s aj ur -c aj u  
 
St o c k c ult ur e of P l e u r ot u s s aj u r -c aj u  w a s  o bt ai n e d a s P ot at o d e xtr os e a g ar 
(P D A ) sl a nt fr o m Mi cr o bi ol o g y a n d I n d u stri al Irr a di ati o n Di vi si o n of B a n gl a d es h 
At o mi c E n er g y C o m mi ssi o n . T h e c ult ur e w a s  m ai nt ai n e d o n P D A m e di u m at 
4 C a n d s u b -c ult ur e d  e v er y 1 5 d a ys.  
 
S oli d -st at e f e r m e nt ati o n  
 
P . s aj o r -c aj u  w a s s u b c ult ur e d fr o m st o c k P D A sl a nt t o P D A pl at e. Aft er 1 4 d a ys  
of i n c u b ati o n  at 3 0 ⁰ C t hr e e pi e c es of m y c eli a gr o wt h ( a b o ut 1  c m i n di a m et er) 
w er e i n o c ul at e d  i n 1 0 0 ml Erl e n m e y er  fl a s k c o nt ai ni n g 5 0 ml P D A br ot h. T h e 
fl a s k w a s i n c u b at e d at 3 0⁰C  i n s h a ki n g c o n diti o n i n a n or bit al s h a k er f or 7 d a ys  
a n d t h e n t h e i n o c ul u ms w a s  tr a n sf err e d i n pr e-st erili z e d  s o a k e d s u b str at es (i nt o 
1 0 0 0  ml Erl e n m e y er  fl a s k) c o nt ai ni n g 2 0 g s u b str at es  a n d  5 0 ml di still e d w at er  
a n d  i n c u b at e d at 3 0⁰ C f or 5 6 d a ys .  
 
Bi o c h e mi c al a n al y s es  
 
W at er -h y a ci nt h wit h diff er e nt p eri o d s of f er m e nt ati o n w er e  c oll e ct e d a s e pti c all y , 
o v e n dri e d at 6 0 ⁰C a n d u s e d f or bi o c h e mi c al a n al ysi s. T h e s u b str at e  wit h o ut 
C a C O 3  tr e at m e nt a n d S S F w a s u s e d a s c o ntr ol a n d als o dri e d o v er ni g ht at 6 0 ⁰C 
b ef or e  bi o c h e mi c al a n al ys es . As h, f at, cr u d e fi b er a n d m oi st ur e c o nt e nts w er e 
d et er mi n e d f oll o wi n g t h e m et h o d s of A. O. A. C ( 1 9 8 0) , w hil e t h e cr u d e pr ot ei n 
c o nt e nt s  ( N × 6. 2 5) w er e d et er mi n e d u si n g mi cr o -kj el d a hl m et h o d  (I S O 2 0 4 8 3 
2 0 0 6 ). T h e c ar b o h y dr at e c o nt e nt s w er e  d et er mi n e d b y D u b oi s et al. ( 1 9 5 6). 
Gr a vi m etri c d et er mi n ati o n of li g ni n,  c ell ul os e a n d h e mi c ell ul os e of t h e s u b str at es 
w er e esti m at e d a c c or di n g t o S u n et al . ( 1 9 9 6) a n d A ds ul et al . ( 2 0 0 5). T h e 
c ell ul os e t o li g ni n r ati o w a s als o d et er mi n e d.  R e d u ci n g s u g ar c o nt e nt s i n c o ntr ol  
a n d f er m e nt e d s u b str at es at t h eir v ari o u s st a g es of f er m e nt ati o n w er e  d et er mi n e d 
b y t h e di nitr os ali c yli c a ci d ( D N S) m et h o d (Mill e r, 1 9 5 9 ). 
 
D et e r mi n ati o n of e n z y m e a cti vit y  
 
T h e cr u d e e n z y m e s ol uti o n w a s o bt ai n e d b y s o a ki n g m ol d y s u b str at e wit h 
c o n si d er a bl e v ol u m e of 0. 0 1 M a c et at e b uff er ( p H 5. 5). T h e mi xt ur e w a s s h a k e n 
f or 2 h a n d c e ntrif u g e d at 5 0 0 0 r p m f or 1 0. 0 m t o r e m o v e c ells a n d r esi d u al 
s u b str at e. T h e cl arifi e d e xtr a ct r e pr es e nti n g cr u d e e n z y m e w a s u s e d f or a ss a yi n g 
e n d o gl u c a n a s e ( C M C a s e), e x o gl u c a n a s e ( A vi cil a s e), x yl a n a s e, (S a d dl e r et al. , 
1 9 8 7 ) p e cti n a s e  (S hi mi z u a n d K u n o h , 2 0 0 0 ), c ell o bi a s e (L o w e  et al. , 1 9 8 7 ) a n d 
A m yl a s e (P a n d e y et al ., 2 0 0 0 ) a cti viti es.  E n z y m e a ss a ys w er e c arri e d o ut i n 
tri pli c at e u si n g t hr e e c ult ur e r e pli c at es at 2 5 ° C . T h e e n z y m ati c a cti viti es ar e 
e x pr ess e d a s i nt er n ati o n al u nits ( IU), d efi n e d a s t h e a m o u nt of e n z y m e r e q uir e d 
pr o d u ci n g  1 µ m ol pr o d u ct/ mi n ut e, a n d ar e r e p ort e d a s IU/ g s u b str at e u s e d i n t h e 
S S F  a s d es cri b e d b y  S h ri v ast a v a et al.  ( 2 0 1 1).  
 
Q u a ntifi c ati o n of a nti o xi d a nts  
 
A m o u nt of  a s c or bi c a ci d w a s q u a ntifi e d b y s p e ctr o p h ot o m etri c m et h o d aft er 
e xtr a cti o n wit h 3 % H P O 3 a s d es cri b e d i n t h e M et h o ds of Vit a mi n Ass a y  (1 9 6 6 ). 
T ot al c ar ot e n oi d  w a s  e xtr a ct e d i n 8 0 % a c et o n e a n d a b s or pti o n  w a s t a k e n at 6 6 3, 
6 4 5 a n d 4 8 0  n m. Fi n all y t h e a m o u nt of c ar ot e n oi d  w a s  c al c ul at e d u si n g t h e 
f oll o wi n g f or m ul a a s d es cri b e d b y Hi s c o x a n d Is r e al st a m (1 9 7 9) . 
 

T ot al  c ar ot e n oi d  ( m g  / g)  = 𝐴 4 8 0   +  ( 0 .1 1 4  x  𝐴 6 6 3 )  –  ( 0 .6 3 8  x  𝐴 6 4 5 )  x  V /
1 0 0 0  x  W  
 
I n-vit r o  d r y m att e r di g e sti bilit y (I V D M D)  
 
Dr y m att er di g esti bilit y w a s a ss ess e d f oll o wi n g t h e m et h o ds of Till e y a n d T err y 
( 1 9 6 3) a n d Mi n s o n a n d M c L e o d ( 1 9 7 2) a n d e x pr ess e d a s l oss of dr y m att er. 
R u mi n al fl ui d  w a s o bt ai n e d fr o m a l a ct ati n g g o at aft er 4 h f e e di n g o n a mi x e d 
r ati o n c o n sisti n g of 7 5 % gr a ss f or a g e a n d 2 5 % gr ai n mi xt ur e ( 2 0 % gr o u n d c or n, 
4 % s o y b e a n m e al,  1 % vit a mi n a n d mi n er al mi x).  
 
St ati sti c al A n al y si s  
 
D at a fr o m diff er e nt bi o c h e mi c al a n al ys es  of n o n -f er m e nt e d a n d  f er m e nt e d 
s a m pl es at diff er e nt p eri o d s w er e s u bj e ct e d  t o o n e-w a y a n al ysi s of v ari a n c e 
( A N O V A) f oll o w e d b y D u n c a n’s m ulti pl e r a n g e t est s. A n al ys es w er e  p erf or m e d 
u si n g st ati sti c al a p pli c ati o n s a n d diff er e n c es a n d  w er e c o n si d er e d si g nifi c a nt at a n 
al p h a l e v el of 0. 0 5. T h e st atisti c al pr o gr a m u s e d w a s S t at-V i e wR  5. 0 ( Mi n d Vi si o n 
S oft w ar e, A b a c c u s, C o n c e pt s, I n c. B er k el e y, C A, U S A).  
 

R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  
 
C h a n g e s i n t h e p r o xi m al c o m p o siti o n d u ri n g S S F  
 
T h e pr o x i m al c o m p ositi o n of w at er-h y a ci nt h  w a s  c h a n g e d si g nifi c a ntl y aft er 
s oli d -st at e f er m e nt ati o n ( p < 0. 0 5) c o m p ar e d t o n o n -f er m e nt e d o n e ( T a bl e 1). T h e 
cr u d e fi b er c o nt e nt d e cr e a s e d 3 6. 8 6 % aft er 5 6 d a ys  f er m e nt ati o n. T h i s i n di c at es 
s e cr eti o n  of c ell ul os e/ h e mi c ell ul os e -d e gr a di n g e n z y m es b y t h e f u n g u s d uri n g 
f er m e nt ati o n (L at e ef et al ., 2 0 0 8 ). T h e pr ot ei n c o nt e nt of  f er m e nt e d w at er-
h y a ci nt h w a s i n cr e a s e d b y  6 8 5. 3 4 %  r ef er e ei n g e n or m o u s i n cr e a s e of t h e 
f er m e nti n g f u n gal gr o wt h o n w at er -h y a ci nt h  ( Fi g ur e 1). T h e fi n di n g w a s i n 
a c c or d a n c e wit h  s ev er al pr e vi o u s  r e p ort s (M u r at a et al ., 1 9 6 7;  H a m m o n d a n d 
W o o d, 1 9 8 5; M ats u o, 1 9 9 7;  Il u y e mi et al ., 2 0 0 6; M o o r e et al. , 2 0 0 7 ). B esi d es 
f u n g al gr o wt h, s e cr eti o n of c ert ai n e xtr a c ell ul ar e n z y m es als o c o ntri b ut e d t o t h e 
i n cr e a s e of pr ot ei n ( K a di ri , 1 9 9 9 ). E arli er st u di es of f u n g al gr o wt h o n c a ss a v a 
b y pr o d u ct s, w h e at str a w, c off e e h u s k, c or n br a n, a n d ri c e br a n h a v e als o r e p ort e d 
si mil ar i n cr e a s e i n pr ot ei n c o nt e nt ( L eif a a n d S o c c ol et al ., 2 0 0 1;  I y a yi a n d 
A d e r ol u, 2 0 0 4.,  D a s a n d M u k h e rj e e, 2 0 0 7 ). T h e a s h c o nt e nt w a s als o f o u n d t o 
i n cr e a s e wit h  f er m e nt ati o n ti m e a n d a t ot al of 4 7. 3 5 % i n cr e a s e d at t h e e n d. Si n c e 
t h e a s h c o nt e nt d et er mi n ati o n i s a m e a s ur e of mi n er al l e v els i n t h e s u b str at es, it 
c a n b e i nf err e d t h at S S F c o ntri b ut e d t o t h e el e v ati o n of mi n er al l e v els i n t h e 
f er m e nt e d pr o d u ct s. Si mil ar i m pr o v e m e nt of as h c o nt e nt, f oll o wi n g f er m e nt ati o n 
of li g n o c ell ul os es h a s  b e e n r e p ort e d b y S a n ni a n d O g b o n n a  ( 1 9 9 1), B r e ss a ni 
( 1 9 9 3), a n d O' T o ol e ( 1 9 9 9) . I n c o ntr ar y, F a d a h u nsi et al . ( 2 0 1 0) a n d A ki n y el e 
et al.  ( 2 0 1 1) r e p ort e d d e cr e a s e of a s h c o nt e nt d u e t o S S F of a gri c ult ur al w a st es.  
G e n er all y, f er m e nt ati o n l e d t o r e d u cti o n i n t h e cr u d e f at c o nt e nt. H er e, t h e 
r e d u cti o n w a s 7 2. 6 5 % aft er 5 6 d a ys  S S F. I n a si mil ar st u d y, t h e  

Fi g u r e 1  Bi ol o gi c al c o n v ersi o n of w at er -h y a ci nt h t o n utriti o n all y e nri c h e d 
a ni m al f e e d. P. s aj o r -c aj u  w a s s u b c ult ur e d fr o m P D A pl at e t o 5 0 ml P D A br ot h 
a n d i n c u b at e d at 3 0 ⁰ C i n s h a ki n g c o n diti o n f or 7 d a ys. T h e i n o c ul u m w a s t h e n 
tr a n sf err e d i n pr e-st erili z e d s o a k e d s u b str at es c o nt ai ni n g 2 0 g s u b str at es a n d 5 0 
ml di still e d w at er a n d i n c u b at e d at 3 0 ⁰ C f or 5 6 d a ys. Fi n al pr o d u ct w a s a c hi e v e d 
aft er dr yi n g at 6 0 ⁰ C f or o v er ni g ht.  

F at c o nt e nt of o k ar a w a s r e d u c e d fr o m 1 5 t o 9 % b y f er m e nt ati o n wit h N. 
i nt e r m e di a (M ats u o, 1 9 9 7 ). Pr e vi o u s st u di es h a v e sh o w n r e d u cti o n i n t h e li pi d 
c o nt e nt of diff er e nt s u b str at es f er m e nt e d wit h diff er e nt mi cr o or g a ni s ms. D uri n g 
S S F , li p ol yti c str ai n s a ssi mil at e li pi d fr o m s u b str at es f or bi o m ass pr o d u cti o n a n d 
c ell ul ar a cti viti es l e a di n g t o a g e n er al r e d u cti o n of t h e o v er all  li pi d c o nt e nt (D a s 
a n d W e e ks, 1 9 7 9;  Eji of o r a n d O k af o r , 1 9 8 7; S a n ni a n d O g b o n n a, 1 9 9 1 ; 
Il u y e mi et al ., 2 0 0 6; L at e ef et al ., 2 0 0 8 ). T h e c ar b o h y dr at e c o nt e nt of w at er - 
h y a ci nt h w a s als o d e cr e a s e d si g nifi c a ntl y b e c a u s e of t h e S S F. C a r b o h y dr at es ar e 
u s e d t hr o u g h diff er e nt bi o c h e mi c al pr o c ess es b y mi cr o or g a ni s ms t o pr o d u c e 
si m pl e s u g ars d uri n g bi o c o n v ersi o n of li g n o c ell ul os es ( H o w a r d et al. , 2 0 0 3; 
A ki n y el e et al. , 2 0 1 1 ).  
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T a bl e 1  Pr o xi m at e c o m p ositi o n ( % of dr y s u b str at e) of w at er -h y a ci nt h at v ari o u s p eri o d of s oli d -st at e f er m e nt ati o n wit h P. s aj o r - c aj u   

P eri o d of 
I n c u b ati o n                                                     

Cr u d e fi b er  Pr ot ei n  As h  Li pi d  C ar b o h y dr at es  

c o ntr ol                                                          4. 0 7 ± 0. 1 6 g  2. 3 2 ± 0. 1 9 a 9. 8 0 ± 0. 2 8 a 1. 0 6 ± 0. 1 6 g  7 6. 8 0 ± 0. 6 0 h  
7                                                                                                         3. 8 9 ± 0. 0 4 g  5. 6 8 ± 0. 2 5 b  1 0. 1 6 ± 0. 2 3 b  0. 9 0 5 ± 0. 0 2 f 7 5. 1 7 ± 0. 3 6 g  
1 4  3. 7 0 ± 0. 0 4 f 8. 8 9 ± 0. 3 3 c 1 0. 6 8 ± 0. 0 2 c 0. 8 6 7 ± 0. 0 1 f 7 1. 5 2 ± 0. 1 8 f 
2 1  3. 5 7 ± 0. 0 6 ef 9. 9 8 ± 0. 2 7 d  1 1. 2 2 ± 0. 1 3 d  0. 7 1 6 ± 0. 0 1 e 7 0. 8 1 ± 0. 1 2 f 
2 8  3. 3 9 ± 0. 0 2 d e  1 1. 7 2 ± 0. 3 8 e 1 1. 7 5 ± 0. 0 9 e 0. 6 4 6 ± 0. 0 1 d e  6 9. 4 2 ± 0. 9 2 e 
3 5  3. 2 4 ± 0. 0 6 d  1 2. 9 2 ± 0. 2 6 f 1 2. 5 7 ± 0. 0 4 f 0. 5 2 6 ± 0. 0 2 c d  6 8. 3 ± 0. 3 4 d  
4 2  3. 0 4 ± 0. 0 8 c 1 4. 4 2 ± 0. 2 7 g  1 2. 6 7 ± 0. 0 2 f 0. 4 4 4 ± 0. 0 2 b c  6 7. 2 ± 0. 2 7 c 
4 9  2. 7 8 ± 0. 0 6 b  1 6. 0 9 ± 0. 4 9 h  1 3. 8 6 ± 0. 0 5 g  0. 3 5 3 ± 0. 0 1 a b 6 4. 4 5 ± 0. 1 3 b  
5 6  2. 5 7 ± 0. 0 6 a 1 8. 2 2 ± 0. 9 3 i 1 4. 4 4 ± 0. 0 8 h  0. 2 9 0 ± 0. 0 1 a 6 2. 0 1 ± 0. 7 4 a 
R es ult s ar e e x pr ess e d a s m e a n ± S D (st a n d ar d d e vi ati o n) of t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nt s. V al u es i n t h e s a m e c ol u m n wit h diff er e nt 
s u p ers cri pts ar e si g nifi c a ntl y diff er e nt at p < 0. 0 5.  

 
T h e r e d u ci n g s u g ar c o nt e nt of w at er -h y a ci nt h w a s i n cr e a s e d dr a m ati c all y a n d 
c orr el at e d dir e ctl y wit h i n cr e a s e of bi o m ass a n d d e cr e a s e of c ar b o h y dr at es d uri n g 
5 6 d a ys f er m e nt ati o n p eri o d ( T a bl e 2). T h e r e d u ci n g s u g ar c o nt e nt of fr es h w at er -
h y a ci nt h w a s f o u n d t o i n cr e a s e u p t o 4 9 d a ys of f er m ent ati o n  i n di c ati n g 
e n z y m ati c d e gr a d ati o n of c ell ul os e, h e mi c ell ul os es a n d p e cti n fr a cti o n s of t h e 
s u b str at e ( S h e ri ef et al ., 2 0 1 0 ). H o w e v er, t h e d e cr e a s e d fr e e s u g ar c o nt e nt aft er 

4 9 d a ys f er m e nt ati o n c a n b e e x pl ai n e d b y d e cr e a s e d r at e of t h e d e gr a d ati o n a s 
c o m p ar e d t o t h e r at e of fr e e s u g ar m et a b oli s m b y  P . s aj o r  c aj u . T hi s s u b mi ssi o n 
c orr o b or at es t h e fi n di n gs of S a n ni a n d O g b o n n a ( 1 9 9 1)  w h er e t h e y r e p ort e d a 
s h ar p  d e cr e a s e of e n z y m ati c a cti vit y at 2 4 h of f er m e nt ati o n d uri n g t h e pr o d u cti o n 
of ‘ O w o h ” fr o m c ott o n s e e d.  
 

 
T a bl e 2  Li g ni n, c ell ul os e, h e mi c ell ul os es, C/ L a n d r e d u ci n g s u g ar c o nt e nts ( % of dr y s u b str at e) of w at er -h y a ci nt h at diff er e nt p eri o d of 
S S F b y P. s aj o r c aj u . 
P eri o d of 
I n c u b ati o n ( d a ys)                                                                                         

Li g ni n  H e mi c ell ul os es   C ell ul os es  C ell ul os e a n d Li g ni n 
r ati o ( C/ L) 

R e d u ci n g s u g ar  

c o ntr ol  1 5. 2 5 ± 0. 8 5 e 1 8. 1 5 ± 1. 1 5 e   2 3. 7 5 ± 1. 5 2 e  1. 5 6 ± 0. 2 2 a 0. 3 0 ± 0. 0 2 a       
7                                                                                                         1 2. 7 7 ± 0. 8 0 d  1 7. 3 2 ± 0. 9 3 d e  2 0. 3 2 ± 0. 9 2 d    1. 6 0 ± 0. 1 7 6 a b 0. 6 8 ± 0. 0 3 b        
1 4  1 0. 2 3 ± 0. 6 3 c  1 6. 8 9 ± 0. 8 0 c d e  1 9. 5 8 ± 1. 7 6 c d  1. 9 1 ± 0. 0 5 7 b c  0. 8 1 ± 0. 0 3 c        
2 1   9. 8 4 ± 0. 7 0 c   1 6. 7 8 ± 1. 0 3 c d e 1 8. 0 2 ± 0. 4 9 b c d   1. 8 4 ± 0. 0 5 1 a b c 1. 0 3 ± 0. 0 2 d        
2 8  9. 7 0 ± 0. 4 2 c   1 5. 6 7 ± 0. 9 5 a b c d  1 7. 6 7 ± 0. 9 5 b c  1. 8 2 ± 0. 0 7 8 a b c 1. 0 7 ± 0. 0 3 d         
3 5  9. 1 9 ± 0. 6 8 c    1 6. 0 3 ± 0. 5 0 b c d e  1 7. 0 6 ± 0. 5 6 a b 1. 8 7 ± 0. 0 1 4 b c  1. 5 1 ± 0. 0 1 e         
4 2  7. 6 7 ± 0. 4 7 b  1 4. 8 6 ± 0. 7 6 a b c  1 6. 0 3 ± 0. 5 1 a b  2. 0 8 ± 0. 0 7 8 c d  1. 8 9 ± 0. 0 8 f        
4 9   6. 7 5 ± 0. 3 5 b    1 3. 9 5 ± 0. 8 8 a b 1 5. 0 2 ± 0. 4 9 a  2. 2 2 ± 0. 0 7 8 d  2. 8 8 ± 0. 1 1 h          
5 6  4. 2 2 ± 0. 1 6 a 1 3. 7 5 ± 1. 0 6 a 1 4. 8 3 ± 0. 7 0 a  3. 5 2 ± 0. 0 4 2 e 2. 3 4 ± 0. 0 4 g  

R es ult s ar e e x pr ess e d a s m e a n ± S D (st a n d ar d d e vi ati o n) of t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nt s. V al u es i n t h e s a m e c ol u m n wit h diff er e nt 
s u p ers cri pts ar e si g nifi c a ntl y diff er e nt at p < 0. 0 5.  
 

D e g r a d ati o n of li g ni n, c ell ul o s e a n d h e mi c ell ul o s e s  
 
T h e c h e mi c al pr etr e at m e nt of w at er -h y a ci nt h wit h C a C O 3  pri or t o S S F e n h a n c e d 
t h e d eli g nifi c ati o n a n d r es ult e d i n a d e cr e a s e of li g ni n c o nt e nt fr o m 1 5. 2 5 % of 
t ot al dr y w ei g ht t o 1 4 % ( 8. 2 % l oss). W hil e c o m p ari n g t h e c o nt e nt s of li g ni n, 
h e mi c ell ul os es a n d c ell ul os e d uri n g  S S F, a si g nifi c a nt d e gr e a s e ( p < 0. 0 5) of all 
t h es e c o nt e nt s wer e  o b s er v e d. H o w e v er, c ell ul os e a n d li g ni n r ati o ( C/ L r ati o) of 
f er m e nt e d a gr o-i n d u stri al w a st es w a s si g nifi c a ntl y i n cr e a s e d  ( p < 0. 0 5) c o m p ar e d 
wit h t h eir u nf er m e nt e d s a m pl es.  T h e p er c e nt a g e of li g ni n c o nt e nt w a s d e cr e a s e d 
b y 7 2. 3 3  % ( T a bl e 2 ) f or S S F i n di c ati n g t h e a bilit y of P. s aj o r -c aj u  t o b ul k of 
li g ni n a s es pr o d u cti o n s u c h a s l a c c a s es a n d p er o xi d a s es (L e o n o wi c z et al ., 1 9 9 9 ; 
B al d ri a n et al ., 2 0 0 5 ; H o e g g e r et al. , 2 0 0 7 ) w hil e f er m e nti n g w at er -h y a ci nt h . 
T h e fi n di n g w a s i n a c c or d a n c e wit h t h e pr e vi o u s r e p ort s of L e c h n e r a n d 
P a pi n utti ( 2 0 0 6)  a n d S h e ri ef et al.  ( 2 0 1 0) w h er e l i g n ol yti c a cti viti es of  
f er m e nti n g mi cr o or g a ni s ms w er e f o u n d d uri n g bi o d e gr a d ati o n of ri c e str a w, s a w 
d u st, w h e at str a w, c off e e  p ul p a n d b a n a n a l e a v es.  T h e p er c e nt a g e of c ell ul os e 
w a s f o u n d t o r e a c h 1 4. 8 3 % of t h e t ot al dr y w ei g ht at t h e e n d of 5 6 d a ys 
f er m e nt ati o n ( T a bl e 2) aft er a r e d u cti o n of 3 7. 5 %  fr o m t h e i niti al c ell ul os e 
c o nt e nt  t h at i n di c at es t h e i n cr e as e d pr o d u cti o n of c ell ul a s es. C ell ul os e 
d e gr a d ati o n i s a  u s u al p h e n o m e n o n d uri n g S S F of li g n o c ell ul os es a s r e p ort e d b y 
Bi s a ri a et al . ( 1 9 97 ), S h e ri ef et al.  ( 2 0 1 0) a n d J a h r o mi et al . ( 2 0 1 1). U nli k e  
c ell ul os e, h e mi c ell ul os e d e gr a d ati o n w a s f o u n d l o w er a n d at t h e e n d t h e  
r e d u cti o n w a s 2 4. 2 4 %  c o m p ar e d t o  n o n -f er m e nt e d o n e. T h e d e cr e a s e i n t h e 
v al u es of h e mi c ell ul os e c o ul d b e i n di c ati v e of t h e d e gr a d ati o n of t h e c ell w all 
c o m p o n e nt of t h e s u b str at es pr o d u c e d b y t h e e xtr a c ell ul ar  e n z y m es ( x yl a n a s e, 
x yl osi d a s e,  ar a bi n a s e a n d p e cti n a s e) of t h e f u n gi u s e d.  
 
C ell ul ol yti c e n z y m e a cti viti e s  
 
E di bl e m u s hr o o ms ( P  s aj o r -c aj u  a n d P . p ul m u n a ri u m ) ar e a bl e t o c o n v ert a wi d e 
v ari et y of li g n o c ell ul os e m at eri als d u e t o t h e s e cr eti o n of e xtr a c ell ul ar e n z y m es 
(B us w ell et al ., 1 9 9 6 a n d R aj a r at h m a n et al ., 1 9 9 8 ). I n cr e a se of fr e e s u g ar a n d 
d e cr e a s e of c ell ul os e a n d h e mi c ell ul os ( T a bl e 2 ) d uri n g S S F i n di c at e d t h e 
pr es e n c e of d e gr a d ati o n c ell ul ol yti c e n z y m e a cti viti es of P. s aj o r -c aj u  w hil e 
gr o wi n g o n w at er -h y a ci nt h . T h er ef or e , cr u d e e n z y m ati c a cti viti es of P. s aj or -c aj u  
w er e  m e a s ur e d  at t h e p eri o d of 4 9 d a ys  S S F a s m a xi m u m r e d u ci n g s u g ar w a s 
f o u n d at t hi s p oi nt. C M C a s e, a vi c el a s e a n d c ell o bi a s e a cti viti es w er e 1. 2 3, 0. 9 2 
a n d 0. 3 1  I U/g  r es p e cti v el y ( Fi g ur e 2 ). T h es e a cti viti es dir e ctl y c orr el at e wit h t h e 
d e gr a d ati o n of c ell ul os e. A v er y l o w e n z y m ati c a cti vit y of x yl a n a s e w a s e x p e ct e d 
a s t h e h e mi c ell ul os es d e gr a d ati o n w a s l o w er c o m p ar e d t o c ell u l os e d e gr a d ati o n. 
H o w e v er, t h e f u n g u s als o s h o w e d l o w p e cti n a s e a cti vit y a n d m o d er at e a m yl a s e 
a cti vit y.  V er y l o w  x yl a n a s e  a cti vit y w a s als o r e p ort e d b y K u m a r  et al. , ( 1 9 9 7) 

d uri n g S S F of  S a g o h a m p u s, a st ar c h y li g n o c ell ol osi c b y -pr o d u ct  pr e p ar e d fr o m 
s a g o p al m .   
 

 
Fi g u r e 2  C ell ul ol yti c e n z y m ati c a cti viti es (I U/ g) of P. s aj o r -c aj u  at 4 9 d a ys 
S S F wit h w at er -h y a ci nt h. V al u es ar e m e a n ± S D of t hr e e i n d e p e n d e nt 
e x p eri m e nt s.  
 
I m p r o v e m e nt of a nti o xi d ati v e  n at u r e a n d i n-vit r o  di g e sti bilit y  
 
W e als o c h e c k e d t h e c h a n g e of dr y m att er, a nti -o xi d ati v e pr o p erti es a n d i n-vit r o  
dr y m att er di g esti bilit y  (I V D M D) of w at er -h y a ci nt h a s a c o n s e q u en c e of S S F 
( T a bl e 3). I n cr e a s e of dr y m att er b y 9. 3 % w a s b e c a u s e of i n cr e a s e d bi o m ass a s a 
m y c eli a l gr o wt h of t h e f u n g u s . As c or bi c a ci d w a s i m pr o v e d b y 4 2 % . Gr o wt h of 
P. s aj o r -c aj u  als o c o ntri b ut e d t o i m pr o vi n g  si g nifi c a nt l e v el  of t ot al c ar ot e n oi d  
b y 1 2 2. 8 % . M or e i m p ort a ntl y, t h e I V D M D w a s  c h a n g e d i n si g nifi c a nt l e v el.  
I m pr o v e d I V D M D of w at er h y a ci nt h aft er s oli d -st at e f er m e nt ati o n h a s als o b e e n 
r e p ort e d b y M u k h e rj e e et al.  ( 2 0 0 4), h o w e v er, i n o ur st u d y t h e i mp r ov e m e nt 
w a s hi g h er a s w e u s e d a c h e mi c al pr etr e at m e nt w hi c h i n cr e a s e d t h e 
d eli g nifi c ati o n.  T hi s r es ult w a s s u p p ort e d b y t h e fi n di n gs t h at di g esti bilit y i s 
u s u all y  i n v ers el y r el at e d t o t h e li g ni n c o n c e ntr ati o n ( K a m r a a n d Z a d r a zil, 
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1 9 8 5 ). K a r u n a n a n d a a et al.  ( 1 9 9 5) als o r e p ort e d hi g h er di g esti bilit y of p a d d y 
str a w b e c a u s e of fa st er d eli g nifi c ati o n  t h a n ot h er li g n o c ellu l osi c w a st es b y 
m ut a nt  str ai n s of P. fo ri d a  i n S S F. As r u mi n al mi cr o b es d o n ot s e cr et e a n y 
li g ni n ol yti c e n z y m e (Z a d r a zil et al. , 1 9 9 5 ), t h e c h e mi c al pr etr e at m e nt ai d e d i n 
li g ni n r e d u cti o n w hi c h f a cilit at e d t h e d e gr a d ati o n of str u ct ur al c ar b o h y dr at es  of 

w at er h y a ci nt h  b y s oli d st at e f er m e nt ati o n . T h u s , t h e S S F u s e d i n t hi s st u d y 
h el p e d t o a c c u m ul at e hi g h er a m o u nt of s ol u bl e s u g ars t hr o u g h bi o c o n v ersi o n 
w hi c h will b e e a sil y di g esti bl e b y r u mi n a nt s . 
 

 
T a bl e 3  A m o u nt s of t ot al dr y  wt, a s c or bi c a ci d, t ot al c ar ot e n oi d a n d i n-vitr o  di g esti bilit y i n w at er h y a ci nt h b ef or e a n d aft er S S F   

T y p e of s a m pl e                                    T ot al dr y wt ( g) As c or bi c a ci d ( m g/ g)     T ot al C ar oti n oi d ( m g/ g)           
 I n-vit r o  di g esti bilit y  
( % of dr y s u b str at e)        

c o ntr ol  2 0. 0 0 ± 0. 5 7 a                                    0. 0 5 7 3 ± 0. 0 0 6 a 0. 1 0 5 ± 0. 0 1 a 2 0. 2 5 ± 0. 4 5 a 
F er m e nt e d s u b str at es  2 1. 8 6 ± 0. 8 3 b                      0. 0 8 1 9 ± 0. 0 1 8 a 0. 2 3 4 ± 0. 0 2 6 b  3 5. 6 5 ± 0. 7 5 b  

R es ult s ar e e x pr ess e d a s m e a n ± S D (st a n d ar d d e vi ati o n) of t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nt s. V al u es i n t h e s a m e c ol u m n wit h diff er e nt s u p ers cri pt s ar e si g nifi c a ntl y 
diff er e nt at p < 0. 0 5.  

 
C O N C L U SI O N  
 
T h e pr es e nt st u d y r e v e al e d t h at s oli d st at e f er m e nt ati o n of pr e -tr e at e d w at er -
h y a ci nt h n ot o nl y i m pr o v e d n utriti v e v al u es s u c h a s pr ot ei n a n d a v ail a bl e 
p ol ys a c c h ari d e fr a cti o n s a s e n er g y s o ur c e f or r u mi n a nts b ut als o m a d e it m or e 
di g esti bl e d u e t o hi g h er d eli g nifi c ati o n . I n a d diti o n, t h e f er m e nt e d pr o d u ct w a s 
als o ri c h i n s o m e a nti -o xi d ati v e a g e nt s. T h er ef or e t h e bi o c o n v ert e d  pr o d u ct c a n 
b e u s e d a s n utriti o n all y i m pr o v e d a ni m al f e e d  aft er a n i n-vi v o  f e e di n g tri al a n d 
t o xi cit y t est s.  
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I N T R O D U C T I O N 
 
M ai z e ( Z e a m a y s L .) i s o n e of t h e w orl d’s m ost i m p ort a nt cr o p pl a nt s f oll o wi n g 
w h e at a n d ri c e, w hi c h pr o vi d es st a pl e f o o d  t o l ar g e n u m b er of h u m a n p o p ul ati o n 
i n t h e w orl d (A h m a d et al ., 2 0 1 1; I q b al, et al ., 2 0 1 5). D et er mi ni n g g e n eti c 
di v ersit y c a n b e b a s e d o n a gr o n o mi c, m or p h ol o gi c al, bi o c h e mi c al, a n d m ol e c ul ar 
t y p es of i nf or m ati o n, a m o n g ot h ers (G o n c al v e s et al ., 2 0 0 9). M ole c ul ar 
c h ar a ct eri z ati o n i s fr e q u e ntl y u s e d b y m ai z e br e e d ers a s a n alt er n ati v e m et h o d f or 
s el e cti n g m or e pr o mi si n g g e n ot y p es a n d r e d u ci n g t h e c ost a n d ti m e n e e d e d t o 
d e v el o p h y bri d c o m bi n ati o ns ( G a r ci a et al ., 2 0 0 4). I n r e c e nt y e ars, a n u m b er of 
m ol e c ul ar m ar k ers h a v e b e e n e m pl o y e d f or g e n eti c di v ersit y e v al u ati o n, g e n eti c 
m a p pi n g, a n d q u a ntit ati v e tr ait l o c u s a n al ysi s. T h es e t y p es of m ol e c ul ar 
t e c h ni q u es i n cl u d e d r a n d o m a m plifi e d p ol y m or p hi c d n a ( R A P D) (P et r o vi č o v á et 
al ., 2 0 1 5; Št ef ú n o v á et al ., 2 0 1 5; Vi v o dí k et al ., 2 0 1 5; Ži a r o vs k á  et al ., 2 0 1 6), 
a m plifi e d fr a g m e nt l e n gt h p ol y m or p hi s m ( A F L P) ( M oli n et al. , 2 0 1 3), i nt er-
si m pl e s e q u e n c e r e p e at (I S S R) ( I d ri s et al. , 2 0 1 2; Ži a r o vs k á et al ., 2 0 1 3) a n d 
si m pl e s e q u e n c e r e p e at s ( S S R) ( S h e h at a et al ., 2 0 0 9; L a n cí k o v á  et al ., 2 0 1 5; 
B al á ž o v á et al ., 2 0 1 6; Vi v o dí k et al. , 2 0 1 6).  
R e c e ntl y, a si m pl e n o v el D N A m ar k er t e c h ni q u e n a m el y st art c o d o n t ar g et e d 
( S C o T) p ol y m or p hi s m, w a s d e v el o p e d b y C oll a r d a n d M a c kill ( 2 0 0 9) . Pri m ers 
f or S C o T m ar k er a n al ysi s w er e d esi g n e d fr o m t h e c o n s er v e d r e gi o n s urr o u n di n g 
t h e tr a n sl ati o n i niti ati o n c o d o n, A T G ( J o s hi et al ., 1 9 9 7; S a w a nt et al. , 1 9 9 9). 
Si n gl e 1 8 -m er oli g o n u cl e oti d es w er e u s e d a s b ot h f or w ar d a n d r e v ers e pri m er f or 
P C R, a n d t h e a n n e ali n g t e m p er at ur e w a s s et at   5 0 ° C. T h e a m pli c o n s w er e 
r es ol v e d u si n g st a n d ar d a g ar os e g el el e ctr o p h or esi s. S uit a bilit y of S C o T m ar k ers 
f or t h e c o n str u cti o n of g e n eti c m a p s, fi n g er pri nti n g a n d p h yl o g e n eti c st u di es h as 
b e e n pr o v e d b y m a n y a ut h ors i n m a n y cr o p s, s u c h a s t o m at o ( S h a hl a ei et al. , 
2 0 1 4) , citr u s ( M a hj bi et al. , 2 0 1 5), d at e p al m ( Al-q u r ai n y et al. , 2 0 1 5), c a st or 
(K all a m a di et al. , 2 0 1 5) a n d m a n g o ( G aj e r a et al. , 2 0 1 4). 
T h e g o als of t hi s st u d y w er e t o  e x a mi n e t h e eff e cti v e n ess of S C o T  m ar k ers f or 
a n al ysi s of g e n eti c di v ersit y of m ai z e a n d t o st u d y g e n eti c r el ati o n s hi p s a m o n g 2 0 
m ai z e a c c essi o n s ori gi n ati n g fr o m  v ari o u s g e o gr a p hi c r e gi o n s of E ur o p e.  

M A T E RI A L A N D M E T H O D S  
 
Pl a nt m at e ri al  
 
T w e nt y  g e n ot y p es of ol d m ai z e li n es ori gi n ati n g fr o m si x diff er e nt g e o gr a p hi c al 
ar e a s ( T a bl e 1) ( C Z E - C z e c h osl o v a ki a, H U N - H u n g ar y, P O L - P ol a n d, S U N –  
U ni o n of S o vi et S o ci ali st R e p u bli c s, S K –  Sl o v a ki a, Y U G - Y u g osl a vi a) of 
E ur o p e w er e o bt ai n e d fr o m t h e G e n e B a n k Pr a h a -R u z y n ě ( C z e c h R e p u bli c) a n d 
fr o m t h e G e n e B a n k i n Pi eš ť a n y ( Sl o v a ki a). M ai z e g e n ot y p es w er e gr o w n i n a 
gr o wt h c h a m b er  o n h u m u s s oil.  G e n o mi c D N A w a s i s ol at e d fr o m t h e 1 4 d a ys 
l e a v es wit h G e n eJ E T Pl a nt G e n o mi c D N A P urifi c ati o n Mi ni Kit. 
 
S C o T a m p lifi c ati o n 
 
A t ot al of 5  S C o T pri m ers d e v el o p e d b y C oll a r d a n d M a c kill ( 2 0 0 9)  w er e 
s el e ct e d f or t h e pr es e nt st u d y ( T a bl e 2). E a c h 1 5 -μ L a m plifi c ati o n r e a cti o n 
c o n si st e d of 1. 5 μ L ( 1 0 0 n g) t e m pl at e D N A, 7. 5 μ L M a st er Mi x ( G e n ei, 
B a n g al or e, I n di a), 1. 5 μ L  1 0 p m ol pri m er, a n d 4. 5 μ L di still e d w at er. 
A m plifi c ati o n w a s p erf or m e d i n a pr o gr a m m e d t h er m o c y cl er ( Bi o m etr a, 
G er m a n y) u si n g t h e f oll o wi n g pr o gr a m: 9 4 ° C f or 3 mi n; 3 5 c y cl es of 9 4 ° C f or 1 
mi n, 5 0 ° C f or 1 mi n, a n d 7 2 ° C f or 2 mi n; a fi n al e xt e n si o n at 7 2 ° C f or 5 mi n. 
A m plifi e d pr o d u ct s w er e s e p ar at e d i n 1. 5 % a g ar os e i n 1 × T B E b uff er. T h e g els 
w er e st ai n e d wit h et hi di u m br o mi d e a n d d o c u m e nt e d u si n g g el d o c u m e nt ati o n 
s yst e m U V P P h ot o D o c -t®  c a m er a s yst e m. A d e n dr o gr a m w a s c o n str u ct e d b a s e d 
o n hi er ar c hi c al cl u st er a n al ysi s u si n g t h e u n w ei g ht e d p air gr o u p m et h o d wit h 
arit h m eti c a v er a g e ( U P G M A). F or t h e a ss ess m e nt of t h e p ol y m or p hi s m b et w e e n 
g e n ot y p es m ai z e a n d u s a bilit y S C o T m ar k ers i n t h eir diff er e nti ati o n w e u s e d 
p ol y m or p hi c i nf or m ati o n c o nt e nt ( PI C) ( W e b e r, 19 9 0) . 
 
    

 
 

M ol e c ul ar c h ar a ct eri z ati o n i s fr e q u e ntl y u s e d b y m ai z e br e e d ers a s a n alt er n ati v e m et h o d f or s el e cti n g m or e pr o mi si n g g e n ot y p es a n d 

r e d u ci n g t h e c ost a n d ti m e n e e d e d t o d e v el o p h y bri d c o m bi n ati o n s . I n t h e pr es e nt i n v esti g ati o n 20 g e n ot y p es of m ai z e fr o m 

C z e c h osl o v a ki a, H u n g ar y, P ol a n d,  U ni o n of S o vi et S o ci ali st R e p u bli c s, Sl o v a ki a a n d Y u g osl a vi a w er e a n al ys e d u si n g 5  St art c o d o n 

t ar g et e d ( S C o T) m ar k ers. T h es e pri m ers pr o d u c e d t ot al 2 9 fr a g m e nt s a cr oss 2 0 m ai z e g e n ot y p es, of w hi c h 2 2 ( 7 7. 9 0  %) w er e 

p o l y m or p hi c wit h a n a v er a g e of 4. 40 p ol y m or p hi c fr a g m e nt s p er pri m er a n d n u m b er of a m p lifi e d fr a g m e nt s r a n g e d fr o m 4 ( S C o T 8) t o 

7 ( S C o T 1 2 a n d S C o T 2 3). T h e p ol y m or p hi c i nf or m ati o n c o nt e nt ( PI C) v al u e r a n g e d fr o m 0. 6 5 2 ( S c o T 8) t o 0. 8 1 6 ( S C o T 2 3) wit h a n 

a v er a g e of 0. 7 3 8 . T h e d e n dr o gr a m of 2 0 m ai z e g e n ot y p es b a s e d o n S C o T m ar k ers u si n g U G M A al g orit h m w a s  c o n str u ct e d . T h e 

hi er ar c hi c al cl u st er a n al ysi s di vi d e d m ai z e g e n ot y p es i nt o t w o m ai n cl u st ers. U ni q u e 2 m ai z e g e n ot y p e  Sl o v e n s k a žlt á a n d Sl o v e n s k a 

kr aj o v á v el k o zr n á, ori gi n at e d fr o m Sl o v a k R e pu bli c , s e p ar at e d fr o m ot h ers. Cl ust er 2 c o nt ai ni n g 1 8 g e n ot y p es w a s di vi d e d i nt o t w o 

m ai n s u b cl u st ers . S u b cl u st er 2 a c o nt ai n e d t w o P ol a n d g e n ot y p es Pr z e b e d o ws k a B urs k y n o w a a n d Zl ot y Z ar, t w o g e n ot y p es of U ni o n of 

S o vi et S o ci ali st R e p u bli c s - P arti z a n k a a n d Kr a s n o d ars k aj a a n d o n e C z e c h osl o v a ki a n g e n ot y p es Mil a d a. I n s u b cl u st er 2 b w er e gr o u p e d 

1 3 m ai z e g e n ot y p es. T h e pr es e nt st u d y s h o ws eff e cti v e n ess of e m pl o yi n g S C o T m ar k ers i n a n al ysi s of m ai z e, a n d w o ul d b e u s ef ul f or 

f urt h er st u di es i n p o p ul ati o n g e n eti c s, c o n s er v ati o n g e n eti c s a n d g e n ot y p es i m pr o v e m e nt.  

A R TI C L E I N F O  

R e c ei v e d 1 2. 1 2. 2 0 1 6  

R e vi s e d 3. 2. 2 0 1 7  

A c c e pt e d 1 5. 2. 2 0 1 7  

P u bli s h e d 3. 4. 2 0 1 7  

R e g ul ar arti cl e  

d oi:  1 0. 1 5 4 1 4/j m bf s. 2 0 1 7 .6 .5 .1 1 7 0 -1 1 7 3  

http://www.fbp.uniag.sk/
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T a bl e 1  Li st of 2 0 a n al y z e d g e n ot y p e s of m ai z e  

G e n ot y p e s  C o u nt r y of o ri gi n  Y e a r of r e gi st r ati o n  

1. F e h er es S ar g a Fill er es  H u n g ar y  1 9 6 5  
2. Mi n d s z e nt p u s zt ai F e h er  H u n g ar y  1 9 6 4  
3. Z a k ar p at s k aj a  U ni o n of S o vi et S o ci ali st R e p u bli c s  1 9 6 4  
4. Pr z e b e d o ws k a B urs k y n o w a  P ol a n d  1 9 6 4  
5. Kr a s n o d ars k aj a  U ni o n of S o vi et S o ci ali st R e p u bli c s  1 9 6 4  
6. M est er h a z y S ar g a Si m as z e m u  H u n g ar y  1 9 6 4  
7. Sl o v e n s k a bi el a p erl o v a  C z e c h osl o v a ki a  1 9 6 4  
8. Z ut a Br zi c a  Y u g osl a vi a  1 9 7 5  
9. Zl ot y Z ar  P ol a n d  1 9 6 4  
1 0. Sl o v e n s k a Fl or e nti n k a  C z e c h osl o v a ki a  1 9 6 4  
1 1. J u h osl a vs k a  Y u g osl a vi a  1 9 6 4  
1 2. K ost y c e vs k aj a  U ni o n of S o vi et S o ci ali st R e p u bli c s  1 9 6 4  
1 3. Mi n d s z e nt p u s zt ai S ar g a L of o g u  H u n g ar y  1 9 6 4  
1 4. St o d n o v a  C z e c h osl o v a ki a  1 9 6 4  
1 5. Sl o v e n s k a žlt á  Sl o v a k R e p u bli c  1 9 6 4  
1 6. Sl o v e n s k a kr aj o v á v el k o zr n á  Sl o v a k R e p u bli c  1 9 6 4  
1 7. P arti z a n k a  U ni o n of S o vi et S o ci ali st R e p u bli c s  1 9 6 4  
1 8. V or o n es k aj a  U ni o n of S o vi et S o ci ali st R e p u bli c s  1 9 6 4  
1 9. K o c o vs k a S k or a  Sl o v a k R e p u bli c  1 9 6 4  
2 0. Mil a d a  C z e c h osl o v a ki a  1 9 6 4  

 
R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  
 
I n t hi s w or k, all 5 S C o T pri m ers u s e d f or a n al ysi s of 2 0 E ur o p e a n ol d m ai z e 
g e n ot y p es pr o d u c e d a m plifi c ati o n pr o d u ct s a n d all r es ult e d i n p ol y m or p hi c 
fi n g er pri nt p att er n s. Fi v e pri m ers pr o d u c e d 2 9 D N A fr a g m e nt s ( Fi g ur e 1) wit h a n 
a v er a g e of 5. 8 0  b a n d s p er pri m er ( T a bl e 2). O ut of t h e t ot al of 2 9  a m plifi e d 
fr a g m e nt s, 2 2 ( 7 7. 9 0 %) w er e p ol y m or p hi c, wit h a n a v er a g e of 4. 4 0 p ol y m or p hi c 
b a n d s p er pri m er. Fr o m t h es e fi v e pri m ers, pri m ers S C o T 1 2 a n d S C o T 2 3 , 
r es p e cti v el y, w er e t h e m ost p ol y m or p hi c, w h er e 7 p ol y m or p hi c a m plifi c ati o n 
pr o d u ct s w er e d et e ct e d. T h e l o w est n u m b er of a m plifi e d p ol y m or p hi c fr a g m e nt s 
( 4) w a s d et e ct e d b y pri m er S C o T 8. T o d et er mi n e t h e l e v el of p ol y m or p hi s m in 
t h e a n al ys e d gr o u p of m ai z e g e n ot y p es, p ol y m or p hi c i nf or m ati o n c o nt e nt ( PI C) 
w a s c al c ul at e d ( T a bl e 2). T h e p ol y m or p hi c i nf or m ati o n c o nt e nt ( PI C) v al u e 
r a n g e d fr o m 0. 6 5 2 ( S C o T 8) t o 0. 8 1 6 ( S C o T 2 3) wit h a n a v er a g e of 0. 7 3 8. T h e 

d e n dr o gr a m of 2 0 m ai z e g e n o t y p e s b a s e d o n S C o T m ar k ers u si n g U G M A 
al g orit h m w a s c o n str u ct e d ( Fi g ur e 2). T h e hi er ar c hi c al cl u st er a n al ysi s di vi d e d 
m ai z e g e n ot y p es i nt o t w o m ai n cl u st ers. U ni q u e  2 m ai z e g e n ot y p e  Sl o v e n s k a 
žlt á  a n d Sl o v e n s k a kr aj o v á v el k o zr n á , ori gi n at e d fr o m Sl o v a k R e p u bli c  ( cl u st er 
1), s e p ar at e d fr o m  ot h ers. Cl u st er 2 c o nt ai ni n g 1 8  g e n ot y p es w a s di vi d e d i nt o t w o 
m ai n s u b cl u st ers ( 2 a a n d 2 b). S u b cl u st er 2 a c o nt ai n e d t w o P ol a n d  g e n ot y p e s 
Pr z e b e d o ws k a B urs k y n o w a  a n d  Zl ot y Z ar , t w o g e n ot y p es of U ni o n of S o vi et 
S o ci ali st R e p u bli c s - P arti z a n k a  a n d Kr a s n o d ars k aj a  a n d o n e C z e c h osl o v a ki a n 
g e n ot y p es Mil a d a. I n s u b cl u st er 2 b  w er e gr o u p e d 4  g e n ot y p es fr o m H u n g ar y 
( 3 0. 77 %) , 3 g e n ot y p es  fr o m C z e c h osl o v a ki a ( 2 3. 0 8 %), 3 g e n ot y p es fr o m U ni o n 
o f S o vi et S o ci ali st R e p u bli c s ( 2 3. 0 8%) , 2 g e n ot y p es fr o m  Y u g osl a vi a  ( 1 5. 38 %)   
a n d 1 g e n ot y p es fr o m Sl o v a k R e p u bli c  ( 7. 7 0%) .  
 

 
T a bl e 2 St ati sti c al c h ar a ct eri sti c s of t h e S C o T m ar k ers u s e d i n m ai z e  

S C o T P ri m e r s  P ri m e r s e q u e n c e ( 5´ -3´)  T N o B  N o P B  P o P B  PI C  

S C o T 6  C A A C A A T G G C T A C C A C G C  5  4  8 0. 0 0  0. 7 2 9  

S C o T 8  C A A C A A T G G C T A C C A C G T  4  4  1 0 0. 0 0  0. 6 5 2  

S C o T 9  C A A C A A T G G C T A C C A G C A  6  4  6 6. 6 6  0. 7 8 0  

S C o T 1 2  A C G A C A T G G C G A C C A A C G  7  5  7 1. 4 3  0. 7 1 5  

S C o T 2 3  C A C C A T G G C T A C C A C C A G  7  5  7 1. 4 3  0. 8 1 6  

A v e r a g e   5. 8 0  4. 4 0  7 7. 9 0  0. 7 3 8  

T ot al   2 9  2 2  - - 

T N o B -T ot al n u m b er of b a n d s, N o P B - N u m b er of p ol y m or p hi c b a n d s, P o P B - P er c e nt a g e of p ol y m or p hi c b a n d s ( %), PI C - P ol y m or p hi c 
i nf or m ati o n c o nt e nt 
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Fi g u r e 1  P C R a m plifi c ati o n pr o d u cts of 2 0 g e n ot y p es of m ai z e  pr o d u c e d wit h  S C o T  m ar k er S C o T 1 2. L a n es 1 - 2 0 ar e m ai z e g e n ot y p es 
( T a bl e 1) a n d M- 1 0 0 b p D N A l a d d er  
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L e v el of p ol y m or p hi s m i n a n al ys e d m ai z e g e n ot y p es w a s d et er mi n e d b y 
c al c ul at e d p ol y m or p hi c i nf or m ati o n c o nt e nt ( PI C) ( T a bl e 2).  T h e PI C v al u es 
r a n g e d fr o m 0. 3 7 4 ( S C o T 4 5) t o 0. 8 4 6 ( S C o T 2 8) wit h a n a v er a g e of 0. 7 3 9. 
Si mil ar v al u es of PI C w er e d et e ct e d b y ot h er a ut h ors ( L u o et al ., 2 0 1 2; A ry a et 
al ., 2 0 1 4; G aj e r a et al. , 2 0 1 4; Q u e et al ., 2 0 1 4; G a o et al ., 2 0 1 4; F a n g-Y o n g et 
al ., 2 0 1 4; Ji a n g et al ., 2 0 1 4; H u a n g et al ., 2 0 1 4; S at y a et al ., 2 0 1 5) a n d t h es e 
v al u es pr es e nt e d a hi g h l e v el of p ol y m or p hi s m of g e n ot y p es d et e ct e d b y S C o T 
m ar k ers . H u a n g et al ., ( 2 0 1 4) a ss ess e d t h e g e n eti c di v ersit y of si x H e m art hri a  
c ulti v ars u si n g s e v e n S C o T pri m ers, w hi c h t o g et h er a m plifi e d 1 0 5 b a n d s wit h a n 
a v er a g e of 1 5 b a n d s p er s a m pl e. St art c o d o n -t ar g et e d m ar k ers w er e utili z e d b y 
G aj e r a et al ., ( 2 0 1 4) w h o u s e d 1 9 S C o T m ar k ers f or c h ar a ct eri z ati o n a n d g e n eti c 
c o m p ari s o n a m o n g 2 0 m a n g o c ulti v ars. T h es e pri m ers pr o d u c e d t ot al 1 1 7 l o ci 
a cr oss 2 0 c ulti v ars, of w hi c h 9 6 ( 7 9. 5 7 %) w er e p ol y m or p hi c. I n t h e st u d y Q u e et 
al ., ( 2 0 1 4), u s e d 2 0 st art c o d o n t ar g et e d ( SC o T) m ar k er pri m ers t o a ss ess t h e 
g e n eti c di v ersit y a m o n g 1 0 7 s u g ar c a n e a c c essi o n s wit hi n a l o c al s u g ar c a n e 
g er m pl a s m c oll e cti o n. T h es e pri m ers a m plifi e d 1 7 6 D N A fr a g m e nt s, of w hi c h 
1 6 3 w er e p ol y m or p hi c ( 9 2. 8 5 %). T h e ai m of G a o et al ., ( 2 0 1 4) w a s t o esti m a t e 
t h e g e n eti c di v ersit y a cr oss 4 3 v ari eti es of L y c ori s. Of 5 7 S C o T pri m ers 
s cr e e n e d, 2 3 S C o T pri m ers w er e i d e ntifi e d t o b e hi g h p ol y m or p hi s m. F a n g -Y o n g 
et al ., ( 2 0 1 4) a ss ess e d t h e g e n eti c di v ersit y of 3 1 g er m pl a s m r es o ur c es of M yri c a 
r u br a fr o m Z h eji a ng Pr o vi n c e, t h e m aj or g at h eri n g sit e a n d t h e l ar g est pr o d u c er 
of M. r u br a i n C hi n a u si n g st art c o d o n -t ar g et e d p ol y m or p hi s m ( S C o T) m ar k ers. 
S at y a et al ., ( 2 0 1 5) u s e d 2 4 st art c o d o n t ar g et e d ( S C o T) m ar k ers t o a ss ess 
g e n eti c di v ersit y a n d p o p ul ati o n str u ct ur e  of i n di g e n o u s, i ntr o d u c e d a n d 
d o m esti c at e d r a mi e ( B o e h m e ri a ni v e a  L. G a u di c h .). Ji a n g et al ., ( 2 0 1 4) u s e d 
st art c o d o n -t ar g et e d ( S C o T) m ar k ers t o a n al y z e t h e di v ersit y a n d g e n eti c 
r el ati o n s hi p s a m o n g 9 5 or c h ar d gr a ss a c c essi o n s. I n t ot al, 2 7 3 p ol y m or p hi c b a n ds 
w er e d et e ct e d wit h a n a v er a g e of 1 1. 4 b a n d s p er pri m er. I n t h e st u d y Z h a n g et 
al ., ( 2 0 1 5), u s e d S C o T m ar k ers t o st u d y t h e g e n eti c di v ersit y a n d r el ati o n s hi p s 
a m o n g 5 3 El y m u s si biri c u s a c c essi o ns.  
St u di es of g e n eti c di v ersit y a cr oss i n di vi d u als of pl a nt h a v e b e e n r e ali z e d b y 
diff er e nt P C R -b a s e d D N A m ar k er m et h o ds: r a n d o m a m plifi e d p ol y m or p hi c D N A 
( R A P D) ( M oli n et al ., 2 0 1 3; B al á ž o v á et al. , 2 0 1 6; K u ť k a Hl o z á k o v á et al ., 
2 0 1 6) , si m pl e s e q u e n c e r e p e at ( S S R) ( T e r r a et al ., 2 0 1 1; M oli n et al ., 2 0 1 3; 
G ál o v á et al. , 2 0 1 5; B al á ž o v á et al ., 2 0 1 6), a m plifi e d fr a g m e nt l e n gt h 
p ol y m or p hi s m ( A F L P) ( M oli n et al ., 2 0 1 3), int er -si m pl e s e q u e n c e r e p e at  (I S S R) 
( Ži a r o vs k á et al ., 2 0 1 3; M oli n et al ., 2 0 1 3). T h es e m et h o d s ar e t e c h ni c all y 
si m pl e, f airl y c h e a p a n d g e n er at e a r el ati v el y l ar g e n u m b er of m ar k ers p er 
s a m pl e. M oli n et al ., ( 2 0 1 3) p oi nt e d t h at i n g e n er al, a hi g h er n u m b er of 
i n v esti g at e d a c c essi o n s a n d m or e v ari e d g e n eti c b a c k gr o u n d r es ult i n a hi g h er 
e x p e ct e d p ol y m or p hi c r at e. St art c o d o n t ar g et e d p ol y m or p hi s m ( S C o T) i s a 
si m pl e a n d n o v el m ar k er s yst e m first d es cri b e d b y C oll a r d a n d M a c kill ( 2 0 0 9) , 
w hi c h i s b a s e d o n t h e s h ort c o n s er v e d r e gi o n fl a n ki n g t h e A T G tr a n sl ati o n st art 
c o d o n i n pl a nt g e n es. T h e hi g h er pri m e r l e n gt h s a n d s u b s e q u e ntl y hi g h er 
a n n e ali n g t e m p er at ur es e n s ur e hi g h er r e pr o d u ci bilit y of S C o T m ar k ers, c o m p ar e d 
t o R A P D m ar k ers ( R aj e s h et al ., 2 0 1 5). G o rji et al. , ( 2 0 1 1) pr es e nt e d t h at 
S C o Ts m ar k ers w er e m or e i nf or m ati v e a n d eff e cti v e, f oll o w e d b y I S S R s  a n d 
A F L P m ar k er s yst e m i n i n fi n g er pri nti n g of p ot at o v a ri eti es.  
 

 

Fi g u r e 2  D e n dr o gr a m of 2 0 m ai z e  g e n ot y p es pr e p ar e d b a s e d o n 5 S C o T  m ar k ers.  
 
C O N C L U SI O N  
 
T h e pr es e nt w or k i s t h e first r e p ort o n g e n eti c v ari a bilit y of m ai z e u si n g S C o T  
m ar k ers. I n s u m m ar y, S C o T m ar k er a n al ysi s w a s s u c c essf ull y d e v el o p e d t o 

e v al u at e t h e g e n eti c r el ati o n s hi p s a m o n g t h e g e n u s m ai z e a c c essi o n s ori gi n at e d 
fr o m v ari o u s r e gi o n s. T h e hi er ar c hi c al cl u st er a n al ysi s s h o w e d t h at t h e m ai z e 
g e n ot y p es w er e di vi d e d i nt o 2 m ai n cl u st ers. U ni q u e 2 m ai z e g e n ot y p e  
Sl o v e n s k a žlt á a n d Sl o v e n s k a kr aj o v á v el k o zr n á, ori gi n at e d fr o m Sl o v a k 
R e p u bli c ( cl u st er 1), s e p ar at e d fr o m ot h ers. Cl u st er 2 c o nt ai ni n g 1 8 g e n ot y p es 
w a s di vi d e d i nt o t w o m ai n s u b cl u st ers ( 2 a a n d 2 b). S u b cl u st er 2 a c o nt ai n e d t w o 
P ol a n d g e n ot y p es Pr z e b e d o ws k a B urs k y n o w a a n d Zl ot y Z ar, t w o g e n ot y p es of 
U ni o n of S o vi et S o ci ali st R e p u bli c s - P arti z a n k a a n d Kr a s n o d ars k aj a a n d o n e 
C z e c h osl o v a ki a n g e n ot y p es Mil a d a. I n s u b cl u st er 2 b  w er e gr o u p e d 1 3 m ai z e 
g e n ot y p es. P ol y m or p hi s m r e v e al e d b y S C o T t e c h ni q u e w a s s o a b u n d a nt a n d 
c o ul d b e u s e d f or m ol e c ul ar g e n eti cs st u d y of t h e m ai z e a c c essi o n s, pr o vi di n g 
hi g h -v al u e d i nf or m ati o n f or t h e m a n a g e m e nt of g er m pl a s m, i m pr o v e m e nt of t h e 
c urr e nt br e e di n g str at e gi es, a n d c o n s er v at i o n of t h e g e n eti c r es o ur c es of m ai z e 
s p e ci es. 

A c k n o wl e d g m e nts : T hi s w or k w a s c o -f u n d e d b y E ur o p e a n C o m m u nit y u n d er 
pr oj e ct n o . 2 6 2 2 0 2 2 0 1 8 0: B uil di n g R es e ar c h C e ntr e " A gr o Bi o T e c h " ( 5 0 %) a n d 
K E G A pr oj e ct N o. 0 2 1 S P U -4/ 2 0 1 5 ( 5 0 %).  
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B I O C H E M I C A L A N D M I C R O B I O L O G I C A L C H A N G E S T H R O U G H O U T T H E R I P E N I N G O F A R G E N TI N E A N F R E S H 
G O A T’ S M I L K C H E E S E S M A D E WI T H N A T I V E C U L T U R E S  
 

N at ali a T a b o a d a 1 , R o x a n a M e di n a2 , M a rt h a N ú ñ ez2  a n d S ol e d a d L ó p ez Alz o g a r a y 1   
 
A d d r ess ( e s):  
1 D e p art a m e nt o d e Ci e n ci a s d e  l os Ali m e nt os, F a c ult a d d e A gr o n o mí a y A gr oi n d u stri a s, U ni v ersi d a d N a ci o n al d e S a nti a g o d el Est er o, S a nti a g o d el Est er o, Ar g e nti n a.  
2  C e ntr o d e R ef er e n ci a p ar a L a ct o b a cil os ( C E R E L A -C O NI C E T), T u c u m á n, Ar g e nti n a . 
 
* C orr es p o n di n g a ut h or:  nt a b o a d a 2 1 0 6 @ g m ail. c o m  

 
A B S T R A C T  

 
K e y w o r ds:  F r es h g o at c h e es e, n ati v e st art er c ult ur e, n ati v e a dj u n ct c ult ur e, p h ysi c o c h e mi c al a n al ysi s, mi cr o bi ol o gi c al a n al ysi s  

 
 
I N T R O D U C T I O N 
 
T h e t ot al of g o at s di stri b ut e d ar o u n d  t h e w orl d i s 9 4 0 milli o n a ni m als, m ai nl y 
di stri b ut e d b et w e e n Asi a a n d Afri c a. I n S o ut h A m eri c a, t h er e ar e 2 0. 6 milli o n 
g o at s, Br a zil r a n k s first wit h 8. 7 8 milli o n g o at s a n d Ar g e nti n a, s e c o n d wit h 4. 3 8 
milli o n g o at s ( F A O, 2 0 1 3 ). I n 2 0 1 2, mil k pr o d u cti o n i n Ar g e nti n a h as b e e n 
e v al u at e d i n 2 milli o n litr es, m ostl y pr o c ess e d i nt o c h e es es i n t h e n ort h w est a n d 
c e ntr al r e gi o n s ( A A C R E A -A g r o ali m e nt o s ). G o at’s c h e es e pr o d u cti o n h a s 
i n cr e a s e d gr e atl y si n c e t h e 1 9 9 0 s (S A G P y A, 2 0 0 7 ). 
Alt h o u g h s o m e g o at’s mil k c h e es es a r e pr o d u c e d u n d er arti s a n al c o n diti o n s, m ost 
ar e m a n uf a ct ur e d at i n d u stri al s c al e ( A A C R E A -A g r o ali m e nt o s ), es p e ci all y 
s e mi -h ar d g o at c h e es e, r e c ei vi n g littl e att e nti o n t h e fr es h g o at c h e es e. Alt h o u g h 
t h es e c h e es es h a v e b e e n pr o d u c e d i n Ar g e nti n a f or m or e t h a n a c e nt ur y a g o,  t h e y 
h a v e n ot b e e n c h ar a ct eri z e d a s tr a diti o n al c h e es es. At pr es e nt, littl e d at a o n t h e 
bi o c h e mi c al c h a n g es pr o d u c e d d uri n g ri p e ni n g w hi c h ar e r es p o n si bl e f or t h e 
or g a n ol e pti c a n d s e n s or y c h ar a ct eri sti c s of fr es h g o at c h e es e h a v e b e e n r e p ort e d. 
A c c or di n g t o Ar g e nti n e a n l e gi sl ati o n, fr es h c h e es es m u st b e m a d e fr o m 
p a st e uri z e d mil k ( A N M A T, 2 0 1 4 ). B ut, p a st e uri z ati o n n ot o nl y d e str o ys 
p at h o g e n s b ut als o t h e n at ur all y o c c urri n g b a ct eri a t h at c o ntri b ut e t o fl a v or a n d 
mi g ht c o n v e y h e alt h b e n efit s T u ni c k, ( 2 0 1 4) . I n t hi s w a y, t h e dr a sti c r e d u cti o n i n 
t h e n u m b er of pr o pi o ni b a ct eri a a n d f a c ult ati v el y h et er of er m e nt ati v e l a ct o b a cilli 
pr o d u c e d b y mil k p a st e uri z ati o n, m o difi es t h e c at a b oli s m of m a n y or g a ni c a ci ds, 
s u c h a s l a ct at e a n d citr at e ( B uff a et a l. 2 0 0 4). T h u s, t h e r es ulti n g c h e es e d e v el o p s 
a l ess i nt e n s e fl a v o ur a n d ri p e n s m or e sl o wl y t h a n r a w mil k c h e es e ( F o x a n d M c 
S w e e n e y, 2 0 0 4 ).  
O n e w a y t o i nt e n sif y t h e fl a v o ur a n d i m pr o v e t h e t e c h n ol o gi c al pr o c ess i s b y t h e 
a d diti o n t o p a st e uri z e d mil k of a dj u n ct a n d st art er c ult ur es, c o m p os e d of s el e ct e d 
l a cti c a ci d b a ct eri a ( L A B) (C o p p ol a et al ., 2 0 0 8). St art er  c ult ur es c a u s e r a pi d 
a ci difi c ati o n of t h e mil k t hr o u g h t h e pr o d u cti o n of or g a ni c a ci d s, m ai nl y l a cti c 
a ci d ( L e r o y a n d D e V u y st, 2 0 0 4 ).  
T h e c o m p os iti o n of m ost m es o p hili c st art ers i n cl u d e s p e ci es of L a ct o c o c c u s a n d 
L e u c o n o st o c, t h er m o p hili c or g a nis ms of st art er b el o n g t o t w o g e n er a, 

L a ct o b a cill u s (L. ) a n d St r e pt o c o c c u s (S. ):  S. t h er m o p hil u s , L. d el b r u e c kii  s u b s p. 
b ul g a ri c u s, L. d el b r u e c kii  s u b s p. la cti s, L. h el v eti c u s  a n d L. pl a nt a r u m  (M ä y r ä -
M ä ki n e n a n d Bi g r et, 2 0 0 4; R ei n h ei m e r a n d Z al a z a r, 2 0 0 6 ). A dj u n ct c ult ur es 
ar e m ostl y c o m p os e d of f a c ult ati v e h et er of er m e nt ati v e m es o p hili c l a ct o b a cilli 
i n cl u di n g s p e ci es s u c h a s L. c a s ei, L. p a r a c a s ei, L. r h a m n o s u s  a n d L. pl a nt a r u m , 
a s w ell a s p e di o c o c ci, L e u c o n o st o c  a n d mi cr o c o c ci ( B u r ns et al . 2 0 1 2) gr o w n 
d uri n g t h e ri p e ni n g pr o c ess (S ett a n ni a n d M o s c h etti, 2 0 1 0 ).  
I n pr e vi o u s w or k s, w e h a v e st u di e d bi o c h e mi c al, t e c h n ol o gi c al a n d h e alt h y 
pr o p erti es of L A B i s ol a t e d fr o m  g o at mil k a n d arti s a n al c h e es es  fr o m n ort h-
w est Ar g e nti n a T a b o a d a et al . ( 2 0 1 4 a, b, 2 0 1 5) i n or d er t o s el e ct a p pr o pri at e 
st art er a n d a dj u n ct c ult ur es.  
T h e p ur p os e of t h e pr es e nt w or k w a s t o e m pl o y n ati v e a n d c o m m er ci al c ult ur es 
i n t h e m a n uf a ct ur e of fr es h g o at c h e es es m a d e fr o m p a st e uri z e d mil k a n d t o 
e v al u at e t h e i m p a ct of t h es e c ult ur es o n t h e mi cr o bi ol o gi c al, bi o c h e mi c al a n d 
p h ysi c o c h e mi c al p ar a m et ers of t h e e n d pr o d u ct.  
 
M A T E RI A L S A N D M E T H O D S  
  
Mi c r o o r g a ni s ms   
 
T h e n ati v e str ai n s u s e d i n t hi s st u d y w er e pr o vi d e d b y t h e U ni v ersi d a d N a ci o n al 
d e S a nti a g o d e Est er o ( U N S E), Ar g e nti n a. T h e y w er e i s ol at e d fr o m Ar g e nti n e a n 
g o at mil k a n d arti s a n al g o at c h e es es, p h e n ot y pi c all y i d e ntifi e d a n d c ar ef ull y 
s el e ct e d b y t h eir t e c h n ol o gi c al pr o p erti es T a b o a d a et al . ( 2 0 1 4 a, b). T h e 
f oll o wi n g str ai n s w er e u s e d:  L. r h a m n o s u s  U N S E 3 0 8, L. d el b r u e c kii  s u b s p. 
b ul g a ri c u s  U N S E 3 0 9, S. t h e r m o p hil us  U N S E 3 1 4, S. t h e r m o p hil u s  U N S E 3 2 1, L. 
pl a nt a r u m  U N S E 3 1 6, L. pl a nt a r u m  U N S E 3 1 7, P. p e nt o s a c e u s  U N S E 2 2, P. 
p e nt o s a c e u s  U N S E 2 5 3.  
       
 
 
 

T w o diff er e nt c u lt ur es wit h n ati v e l a cti c a ci d b a ct eri a ( L A B) w er e d e si g n e d, S (st art er c ult ur e c o n si sti n g of L a ct o b a cill u s ( L.) 

r h a m n o s u s  U N S E 3 0 8, L. d el br u e c kii  s u b s p. b ul g a ri c u s  U N S E 3 0 9, St r e pt o c o c c u s ( S). t h e r m o p hil u s  U N S E 3 1 4, S. t h e r m o p hil u s  

U N S E 3 2 1) a n d A (st art er c ult ur e S pl u s a dj u n ct c ult ur e c o nsi sti n g of L. pl a nt a r u m  U N S E 3 1 6, L. pl a nt ar u m  U N S E 3 1 7, P e di o c o c c u s 

( P). p e nt o s a c e u s U N S E 2 2, P. p e nt o s a c e u s  U N S E 2 5 3). C ult ur es S, A a n d C (l y o p hili z e d c o m m er ci al c ult ur e of St r e pt o c o c c u s 

t h e r m o p hill u s) w er e u s e d t o m a n uf a ct ur e fr es h g o at c h e es es ( C S, C A a n d C C) fr o m p a st e uri z e d mil k. T h e i m p a ct of t h es e c ult ur es o n 

t h e mi cr o bi ol o gi c al, bi o c h e mi c al a n d p h ysi c o c h e mi c al p ar a m et ers w er e e v al u at e d d uri n g ri p e ni n g ( 3 0 d a ys). R es ult s e vi d e n c e d t h at C C, 

C A a n d C S di d n ot s h o w si g nifi c a nt diff er e n c es i n pr ot ei n a n d f at c o nt e nt, N a Cl, a ci dit y, f at a ci dit y a n d a w, at t h e s a m e ti m e of 

ri p e ni n g. All e x p eri m e nt al c h e es es u n d er w e nt m o d er at e li p ol ysi s si n c e m o d er at e l e v els of fr e e f att y a ci d s ( F F A) at t h e e n d of  ri p e ni n g 

w er e d et e ct e d ( ~ 1. 5 g  k g -1 )  a n d m a d e a n i m p ort a nt c o ntri b uti o n t o c h ar a ct eri sti c fl a v o ur a n d ar o m a. I n all c a s es, a sli g ht pr ot e ol ysi s w a s 

d et e ct e d; C C s h o w e d t h e l o w est l e v els d uri n g ri p e ni n g. V al u es of N a Cl ( 1. 2 7 %) w er e i n a c c or d a n c e wit h t h os e r e p ort e d i n m ost 

c h e es es. D ur i n g ri p e ni n g, m es o p hili c L A B c o u nt s i n M R S a g ar i n cr e a s e d n e arl y 1 l o g c y cl e, t ot al c olif or ms p er gr a m at 3 0º C s h o w e d 

c o u nt s b el o w t h e m a xi m u m all o w e d b y Ar g e nti n e a n l e gi sl ati o n. O v er all i m pr essi o n of C S a n d C A w a s q u alifi e d a s g o o d c o m p ar e d t o 

C C t h at w a s  s c or e d a s r e g ul ar. T h e fr es h g o at c h e es es m a d e wit h n ati v e c ult ur es pr es e nt e d s uit a bl e t y pi c al fl a v o ur a n d s ati sf yi n g o v er all  

s e n s ori al c h ar a ct eri sti c s.  

A R TI C L E I N F O  

R e c ei v e d 8. 9. 2 0 1 6  

R e vi s e d 3. 2. 2 0 1 7  

A c c e pt e d 1 5. 2. 2 0 1 7  

P u bli s h e d 3. 4. 2 0 1 7  

R e g ul ar arti cl e  

d oi:  1 0. 1 5 4 1 4/j m bf s. 2 0 1 7 .6 .5 .1 1 7 4 -1 1 8 0  
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A ci dif yi n g a bilit y t e st   
 
T hi s t est w a s p erf or m e d t o d et er mi n e t h e a ci dif yi n g c a p a cit y of str ai n s i n si mil ar 
pr o c essi n g c o n diti o n s t o t h os e i n c h e es e m a ki n g. H y n e s et al.  ( 2 0 0 0) pr ot o c ol w a s 
u s e d wit h m o difi c ati o n s. B ottl es c o nt ai ni n g 1 0 0 m L of p a st e uri z e d g o at mil k ( at 
6 5º C f or 3 0 mi n) w er e k e pt i n a w at er b at h at 3 8º C. T h e n, 0. 2 g/ L C a Cl 2  ( M er c k, 
D ar mst a dt, G er m a n y) w a s a d d e d, wit h a 2 % ( v/ v) i n o c ul u m of a n a cti v e c ult ur e 
wit h 1 0 8  cf u m L -1 of e a c h of t h e str ai n s m e nti o n e d a b o v e i n 2. 1. T h e n,  0. 0 1 4 g/ L 
c h y m osi n ( M A XI R E N 1 5 0, D elft, T h e N et h erl a n d s) w a s a d d e d t o c o a g ul at e 
mil k. C o a g ul ati o n ti m e w a s c o ntr oll e d b y r o c ki n g t h e b ottl es g e ntl y t o t est 
a d h esi o n of c a s ei n t o t h eir si d es. Aft er c o a g ul ati o n, t h e b ottl es w er e m ai nt ai n e d 
i n a w at er b at h at 3 8º C t o att ai n t h e a p pr o pri at e c ur d str e n gt h.  C ell gr o wt h a n d 

pr olif er ati o n w er e f oll o w e d b y m e a n s of p H m e a s ur e m e nt s. T h e p H 
d et er mi n ati o n s w er e m a d e e v er y 3 0 mi n, fr o m i n o c ul ati o n u ntil  att ai ni n g  t h e 
a p pr o pri at e c ur d str e n gt h, at a p H of a b o ut 5. 2, a c c or di n g t o J a n h øj a n d Q vi st 
( 2 0 1 0).     
 
St r ai n c o m p o siti o n of n ati v e c ult u r es   
 
B a s e d o n t h e a ci dif yi n g a cti vit y of i n di vi d u al str ai n s a n d c o m p ati bilit y t est s 
(C olli ns et al.  1 9 9 1 ) diff er e nt c o m bi n ati o n s of str ai n s w er e u s e d i n 
c h e es e m a ki n g, a c c or di n g t o t h e f oll o wi n g s c h e d ul e:  
 

 
St r ai n c o m p o siti o n of n ati v e c ult u r es   

Str ai n s                                                  St art er c ult ur e ( S)                           St art er c ult ur e pl u s a dj u n ct c ult ur e ( A)  
( %, v/ v)                                                        ( %, v/ v) 

 
L. r h a m n o s u s U N S E 3 0 8                                3 0                                                       3 0  
L. d el br u e c kii  s u b s p. b ul g a ri c u s  
U N S E 3 0 9                                                       3 0                                                       3 0  
S. t h e r m o p hil u s  U N S E 3 1 4                             2 0                                                       1 8  
S. t h e r m o p hil u s  U N S E 3 2 1                             2 0                                                       1 7  
L. pl a nt a r u m  U N S E 3 1 6                                    0                                                     1. 2 5  
L. pl a nt a r u m  U N S E 3 1 7                                    0                                                     1. 2 5  
P. p e nt o s a c e u s  U N S E 2 2                                   0                                                     1. 2 5  
P. p e nt o s a c e u s  U N S E 2 5 3                                 0                                                     1. 2 5  

 
I n r el ati o n t o t h e st art er c ult ur e, f or t h e s el e cti o n of t h e s p e ci es t h e crit eri a of 
K o si k o w s ki, ( 1 9 7 8)  w er e f oll o w e d.  
A dj u n ct c ult ur es c o ntri b ut e t o d esir e d c h e es e ri p e ni n g e v e nt s t hr o u g h t h eir 
m et a b oli c a cti viti es s u c h a s pr ot e ol ysi s a n d li p ol ysi s w hi c h i nfl u e n c e fl a v o ur a n d 
t e xt ur e d e v el o p m e nt of t h e pr o d u ct (  B a r o u ei et al . 2 0 1 1). I n pr e vi o u s w or k s 
(T a b o a d a et al . 2 0 1 4 a), b ot h est er a s e a n d est er a s e-li p a s e a cti vit y w er e d et e ct e d 
i n t h e str ai n s s el e ct e d a s a dj u n ct c ult ur es. Si n c e it i s d esir e d t o o bt ai n a pr o d u ct 
t h at i s a c c e pt e d b y t h e m aj orit y of c o n s u m ers, i nt e n s e li p ol ysi s w o ul d n ot b e 
d esir a bl e. A c c or di n g t o o ur e x p eri e n c e, n ati v e c ult ur e A w a s d esi g n e d a s f oll o ws, 
c o m p os e d of 9 5 % ( v/ v) st art ers pl u s 5 % ( v/ v) a dj u n ct str ai n s, m e a ni n g 1. 9 x 1 0 6  
cf u m L -1 of st art er str ai n s a n d 1 0 5  cf u m L -1 of a dj u nt str ai n s, i n v at.  
 
O pti m al i n o c ul ati o n p r o p o rti o n t e st  
 
I n or d er t o o bt ai n t h e o pti m al pr o p orti o n t o i n o c ul at e t h e n ati v e c ult ur es A a n d S, 
t h e a ci dif yi n g a bilit y t est w a s p erf or m e d b y u si n g a n i n o c ul u m of 1, 1. 5 a n d 2 % 
( v/ v). 
  
Mil k f o r c h e e s e m a n uf a ct u r e   
 
G o at’s mil k ( Cr e ol e br e e d)  pr o vi d e d b y a l o c al f ar m w a s r efri g er at e d a n d 
tr a n s p ort e d at 4º C t o t h e pil ot pl a nt of I n stit ut o d e Ci e n ci a y T e c n ol o gí a d e 
Ali m e nt os, U N S E ( S a nti a g o d el Est er o, Ar g e nti n a). T h e c h e mi c al c o m p ositi o n 
w a s e x pr ess e d i n p er c e nt ( w/ v) a n d d et er mi n e d b y L a ct ost ar a n al ys er ( F u n k e 
G er b er L a ct ost ar, F u n k e -Dr. N. G er b er L a b ort e c h ni k G m b H, B erlí n, G er m a n y). 
T h e offi ci al m et h o d s A O A C ( Ass o ci ati o n of Offi ci al A n al yti c al C h e mi st s) w er e 
u s e d f or a ci dit y ( M et h o d 9 4 7. 0 5, A O A C 2 0 0 6 ) a n d d en sit y ( M et h o d 9 2 5. 2 2, 
A O A C 2 0 0 6 ) d et er mi n ati o n s. T h e p H v al u e w a s d et er mi n e d u si n g a M etr o h m 
9 6 2 p H m et er ( H eri s a u, S wit z erl a n d).  
 
 
C h e e s e m a n uf a ct u ri n g p r ot o c ol   
 
Fr es h c h e es es w er e m a n uf a ct ur e d u si n g n ati v e st art er c ult ur e ( S) or n ati v e st art er 
pl u s a dj u n ct c ult ur e ( A) or a l y o p hili z e d c o m m er ci al c ult ur e ( C) of S. 
t h e r m o p hill u s (t y p e D V S, Di a gr a m m a S A, S a nt a F e, Ar g e nti n a). T h e n ati v e 
str ai n s a n d t h e l y o p hili z e d c o m m er ci al c ult ur e w er e pr e vi o u sl y a cti v at e d i n M R S 
br ot h ( M er c k, D ar mst a dt, G er m a n y) l at er t h e y w er e m ulti pli e d i n p a st e uri z e d 
g o at mil k wit h i n c u b ati o n at 3 5 º C u ntil c o a g ul ati o n. C ult ur es wit h 1 0 8  cf u m L -1  
w er e u s e d f or c h e es e m a n uf a ct uri n g.  
Fr es h e x p eri m e nt al c h e es es w er e pr e p ar e d u si n g t h e f oll o wi n g st a n d ar d pr ot o c ol: 
r a w g o at mil k ( 3 5 L) w a s b at c h p a st e uri z e d at 6 5º C f or 3 0 mi n a n d aft er c o oli n g 
at 3 8º C, 0. 2 g/ L C a Cl 2  ( M er c k, D ar mst a dt, G er m a n y) w a s a d d e d, f oll o w e d b y a 
2 % ( v/ v) i n o c ul u m of S or A c ult ur es, or a 1 % ( v/ v) of C c ult ur e. Mil k 
c o a g ul ati o n w a s a c hi e v e d b y a d di n g 0. 0 1 4 g/ L c h y m osi n ( M A XI R E N 1 5 0, D elft, 
T h e N et h erl a n d s). Aft er 4 0 mi n of r e st, t h e c ur d w a s c ut t o c or n gr ai n si z e a n d 
pl a c e d i n c yli n dri c al m o ul d s ( 1 0 c m h ei g ht, 1 2 c m di a m et er), pr ess e d f or 1 2 0 
mi n. C h e es es w er e pl a c e d i n c ol d st or a g e at 5º C f or 1 2 h. T h e n, c h e es es w er e 
salt e d b y i m m ersi o n i n 1 6 % ( w/ v) N a Cl st eril e s ol uti o n at 5º C f or 2 h. Ri p e ni n g 
w a s c arri e d o ut at 1 2º C a n d 8 5 % r el ati v e h u mi dit y f or 3 0 d a ys, b ei n g v a c u u m 
p a c k a g e d at t h e e n d of ri p e ni n g. C h e es es of a p pr o xi m at el y 7 0 0 g w er e o bt ai n e d.  
T hr e e i n d e p e n d e nt tri als f or e a c h t y p e of c h e es e ( C S, c h e es e m a n uf a ct ur e d wit h 
n ati v e c ult ur e S; C A, c h e es e m a n uf a ct ur e wit h n ati v e c ult ur e A; C C, c h e es e 

m a n uf a ct ur e d wit h c o m m er ci al c ult ur e C) w er e m a d e o n diff er e nt el a b or ati o n 
d a ys, d uri n g a p eri o d of 3 m o nt h s. S a m pl es w er e t a k e n at d a ys 1 a n d 3 0 f or 
p h ysi c o c h e mi c al a n d mi cr o bi ol o gi c al a n al ysi s. T hr o u g h o ut t h e ri p e ni n g p eri o d, 
t h e c h e es es w er e t ur n e d o v er d ail y or e v er y s e c o n d d a y a n d, w h e n n e c ess ar y, t h e 
s urf a c e w a s br u s h e d t o eli mi n at e t h e gr o wt h of m o ul d.  
 
Gl o b al c o m p o siti o n of c h e es es   
 
F at c o nt e nt ( M et h o d 9 3 3. 0 5, A O A C 2 0 0 6 ), N a Cl c o nt e nt (M et h o d 9 7 5. 2 0, 
A O A C 2 0 0 6 ) a n d a ci dit y (M et h o d 9 2 0. 1 2 4, A O A C 2 0 0 6 ) w er e m e a s ur e d. Dr y 
m att er a n d t ot al nitr o g e n w er e d et er mi n e d b y ( St a n d a r d I D F  4 A, 1 9 8 2)  a n d 
R o ssi et al.  ( 2 0 0 4), r es p e cti v el y. N o n-pr ot ei n nitr o g e n w a s d et er mi n e d b y 
(St a n d a r d I D F 2 5, 1 9 6 4 ) a n d f at a ci dit y b y (St a n d a r d I D F 6 A, 1 9 6 9 ). T h e p H 
v al u es of t h e c h e es es w er e o bt ai n e d b y dir e ctl y i n s erti n g t h e ti p of t h e pr o b e 
( M V-T E M P p H m et er, Di git al I n str u m e nt s, T ai w a n) i nt o dif f er e nt p orti o n s of 
c h e es e s a m pl es. W at er a cti vit y ( a w) w a s d et er mi n e d u si n g a R O T R O NI C a w  
Q ui c k c ar p i n str u m e nt ( N e w Y or k, U S A) a c c or di n g t o m a n uf a ct ur er 
s p e cifi c ati o n s.  
Fr e e f att y a ci d s ( F F A) i n e x p eri m e nt al c h e es es w er e e xtr a ct e d  fr o m w h ol e c h e es e 
f at by a c ol u m n c hr o m at o gr a p hi c s e p ar ati o n st e p, u si n g a n al u mi n a st ati o n ar y 
p h a s e a n d s u b s e q u e nt el uti o n wit h s ol v e nt s, a c c or di n g t o D e et h et al.  ( 1 9 8 3). 
F F A fr o m C 4: 0 t o C 1 8: 1 w er e d et er mi n e d b y g a s c hr o m at o gr a p h y ( G C) a n al ysi s 
( 1: 8 0 s plit i nj e cti o n) usi n g a S hi m a d z u C G -1 7 A g a s c hr o m at o gr a p h e q ui p p e d 
wit h a fl a m e i o ni s ati o n d et e ct or ( S hi m a d z u C or p or ati o n, K y ot o, J a p a n) a n d wit h 
a N u k ol c ol u m n ( S u p el c o, I n c., B ell ef o nt e, P A, U S A, 3 0 m × 0. 2 5 m m I D × 0. 2 5 
μ m fil m t hi c k n ess). T h e c arri er g a s w a s N 2  at 3 m L. mi n − 1  fl o w r at e, a n d t h e o v e n 
t e m p er at ur e pr o gr a m m e w a s 1 0 0 ° C (i niti al t e m p er at ur e), 1 6 ° C. mi n − 1 , 2 1 0 ° C 
( 3 0 mi n). Fr e e f att y a ci d s w er e d et e ct e d at d a y 1 ( F F A 1 ) a n d at t h e e n d of 
ri p e ni n g ( F F A3 0 ). 
 
Mi c r o bi ol o gi c al a n al y si s   
 
F or mi cr o bi ol o gi c al a n al ysi s, c h e es e s a m pl es ( 1 0 g) w er e di s p ers e d i n 9 0 m L of 
2 % ( w/ v) s o di u m citr at e s ol uti o n, h o m o g e ni z e d f or 2 mi n i n a St o m a c h er 
( L a b or at or y Bl e n d er St o m a c h er m o d el 4 0 0, S e w ar d M e di c al, L o n d o n, U. K.), 
s eri al dil uti o n s i n p e pt o n e s ali n e s ol uti o n w er e p erf or m e d a n d pl at e d o n s p e cifi c 
m e di a f or vi a bl e c o u nts. Mi cr o bi ol o gi c al c o u nt s w er e p erf or m e d i n tri pli c at e aft er 
1 a n d 3 0 d a ys of ri p e ni n g. M es o p hili c L A B ( M R S a g ar p H 6. 5, at 3 5º C f or 4 8 h), 
f u n gi a n d y e a st s ( Y e a st E xtr a ct Gl u c os e C hl or a m p h e ni c ol A g ar, 5 d a ys at 3 0º C) 
a n d t ot al a er o bi c m es o p hili c mi cr o or g a ni s ms ( P C A, 3 5º C, 4 8 h) w er e d et er mi n e d. 
A c c or di n g t o Ar g e nti n e a n l e gi sl ati o n  (A N M A T, 2 0 1 4 ), c olif or ms at 3 0º C a n d 
4 5º C ( M P N m et h o d, t hr e e t u b es s eri e s, Brilli a nt Gr e e n L a ct os e Bil e Br ot h, 4 8 h at 
3 0º C a n d 4 5º C, r es p e cti v el y) w er e d et er mi n e d.   
 
S e ns o ri al a n al y si s   
 
I n or d er t o c h ar a ct eri z e t h e s e n s ori al pr ofil e of c h e es es at t h e e n d of ri p e ni n g ( 3 0 
d a ys) t h e y w er e s u bj e ct e d t o s e n s ori al e v al u ati o n b y a n i nt er n al p a n el c o n si sti n g 
of 9 j u d g es. P a n elli st s w er e c h os e n fr o m a gr o u p  pr e p ar e d a n d tr ai n e d i n s e n s or y 
a n al ysi s of c h e es es, h a vi n g a m o n g 3 0 – 4 5 y e ars ol d, i n g e n d er pr o p orti o n of 6 
m al e a n d 3 f e m al e. T h e m e m b ers w er e s el e ct e d t o d efi n e t h e d es cri pti v e 
t er mi n ol o g y f or t h e s e n s or y attri b ut es of g o at c h e es e i n t hr e e tr ai ni n g s essi o n s.  
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S e n s ori al d es cri pti v e a n al ysi s w a s a p pli e d a c c or di n g t o c o n s e n s u s t e c h ni q u e 
(I R A M, 1 9 9 7; C h a m o r r o a n d L o s a d a, 2 0 0 2 ) a n d p erf or m e d i n t hr e e s essi o ns 
wit h s a m pl es of e a c h t y p e of c h e es e s er v e d r efri g er at e d ( 4 ± 1º C). T h e s e n s or y 
attri b ut es of o d o ur a n d fl a v o ur w er e e v al u at e d u si n g a 5 -p oi nt i nt e n sit y s c al e 
r a n gi n g fr o m l ess i nt e n s e t o m or e i nt e n s e f or m ost attri b ut es. T h e a v er a g e v al u e 
of t h e t hr e e e v al u ati o n s f or e a c h attri b ut e of e a c h p a n elli st w a s st ati sti c all y 
a n al y z e d. O v er all i m pr essi o n of t h e p r o d u ct w a s m a d e c o n si d eri n g t h e i nt e n sit y 
of fl a v o ur n ot es pr es e nt a s w ell a s t h e mi xt ur es t h er e of. It w a s r at e d a s g o o d ( hi g h 
i nt e n sit y), r e g ul ar ( m e di u m i nt e n sit y) a n d p o or (l o w i nt e n sit y). 
 
St ati sti c al a n al y si s   
 
R es ult s w er e m e a n of t hr e e i n d e p e n d e nt t ri als f or e a c h t y p e of c h e es e, d uri n g a 
p eri o d of 3 m o nt h s. R es ult s w er e e x pr ess e d a s m e a n ± st a n d ar d d e vi ati o n ( S D). 
A N O V A a n al ysi s (I nf o St at 2 0 1 1, Gr u p o I nf ost at, F C A, U ni v ersi d a d N a ci o n al d e 
C ór d o b a, Ar g e nti n a) w a s c arri e d o ut t o d et er mi n e st ati sti c al d iff er e n c es ( P ≤ 
0. 0 5) b et w e e n s a m pl es. T u k e y t est w a s u s e d ( P ≤ 0. 0 5).  
 
R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  
 
A ci dif yi n g a bilit y t e st   
 
I n c h e es e m a ki n g, it h a s b e e n o b s er v e d t h at l o w eri n g t h e p H of mil k ( e. g. b y t h e 
a cti vit y of st art er) l e a d s t o a s h ort er c o a g ul ati o n tim e a n d a f a st er i niti al i n cr e a s e 
of g el fir m n ess ( B r ul e a n d L e n oi r, 1 9 9 0 ). F or i n di vi d u al str ai n s, t h e r es ult s ar e 

s h o w n i n T a bl e 1 . Of all st u di e d str ai n s,  L. pl a nt a r u m  U N S E 3 1 6 a n d S. 

t h e r m o p hil u s U N S E 3 1 4 pr es e nt e d t h e hi g h est a ci dif yi n g a cti vit y.   As  L. 

pl a nt a r u m  str ai n s w er e u s e d a s a dj u n ct c ult ur es t h e y w er e pl a c e d i n a s m all er 

pr o p orti o n i n c ult ur e A.  S. t h e r m o p hil u s  str ai n s, e m pl o y e d a s st art ers, r e a c h e d 

t h e d esir e d p H 5. 2 aft er 5 h of i n c u b ati o n, w hil e L. b ul g ari c u s  str ai n s di d aft er 6 
h of i n c u b ati o n.   
It i s g e n er all y a gr e e d t h at κ-c a s ei n i s pr e d o mi n a ntl y l o c at e d at t h e c a s ei n mi c ell e 
s urf a c e wit h t h e h y dr o p h o bi c p ar a -κ -c a s ei n p art (r esi d u es 1 – 1 0 5) li n k e d t o t h e 
mi c ell e, a n d t h e h y dr o p hili c a n d n e g ati v el y c h ar g e d c a s ei n o m a cr o p e pti d e ( C M P) 
p art (r esi d u es 1 0 6 – 1 6 9), ri c h i n c ar b o h y dr at es, pr otr u di n g i nt o t h e s ol uti o n. U p o n 
h y dr ol ysi s of κ -c a s ei n b y t h e c o a g ul a nt ( c h y m osi n i n t hi s c a s e), C M P i s r el e a s e d, 
l e a vi n g p ar a-κ -c a s ei n att a c h e d t o t h e mi c ell e. T h e r e m o v al of C M P fr o m t h e 
mi c ell e s urf a c e l e a d s t o a d e cr e a s e i n el e ctr ost ati c r e p ulsi o n b et w e e n mi c ell es a n d 
t h e st eri c st a bili s ati o n i s als o d e cr e a s e d. T h e l oss of el e ctr ost ati c r e p ulsi o n a n d 
st eri c st a bili s ati o n all o ws attr a cti v e f or c es t o c o m e i nt o pl a y, a n d t h e mi c ell es 
st art t o a g gr e g at e, f or mi n g a g el  t h at e v e nt u all y c a n e x p el li q ui d b y s y n er esi s. 
A g gr e g ati o n i s als o v er y d e p e n d e nt o n t h e c o n c e ntr ati o n of c al ci u m ( H a r b o e et 
al , 2 0 1 0) a n d t h e p H (J a n h øj a n d Q vi st, 2 0 1 0 ). A d e cr e a si n g p H l e a ds t o a 
d e cr e a s e i n t h e n e g ati v e c h ar g e of t h e c a s ei n s t h at m a y f a v o ur a g gr e g ati o n. O n 
t h e ot h er h a n d, it als o l e a d s t o di ss ol uti o n of c al ci u m p h os p h at e fr o m t h e c a s ei n 
mi c ell es w or ki n g i n t h e o p p osit e dir e cti o n t o i n cr e a s e t h e n e g ati v e c h ar g e. T h e 
b al a n c e b et w e e n t h es e eff e ct s c a n pr o b a bl y e x pl ai n t h e eff e ct of p H o n g el 
fir mi n g. D e cr e a si n g t h e p H, at l e a st d o w n t o p H 5. 3, l e a d s t o a l ar g e i n cr e a s e i n 
a g gr e g ati o n a n d gr e atl y e n h a n c es s y n er esi s f a cilit ati n g t h e fl o w of w h e y o ut of 
t h e gr ai n s (J a n h øj a n d Q vi st, 2 0 1 0 ). 
 
  

 
T a bl e 1   A ci dif yi n g a bilit y of t h e s el e ct e d n ati v e  l a cti c a ci d b a ct eri a  

                                                                                         p H  
                                                                                 Ti m e ( h o u r s)  
      St r ai ns                    1                 2                      3                         4                     5                       6                           7  

    
   L pl a nt a r u m  

 U N S E 3 1 6         6. 2 5 ± 0. 0 3 D    6. 1 7 ± 0. 0 2 D    5. 9 7 ± 0. 0 3 E     5. 4 1 ± 0. 0 2 F     5. 2 9 ± 0. 0 3 E     4. 9 9 ± 0. 0 2 G       4. 9 7 ± 0. 0 2 D  

 U N S E 3 1 7         6. 2 3 ± 0. 0 3 D    6. 1 9 ± 0. 0 3 D    6. 0 0 ± 0. 0 1 D    5. 4 6 ± 0. 0 3 E    5. 3 4 ± 0. 0 2 D    5. 0 4 ± 0. 0 2 F         4. 9 5 ± 0. 0 2 D  
 
L. r h a m n o s u s  

U N S E 3 0 8        6. 4 2 ± 0. 0 2 A B   6. 3 3 ± 0. 0 3 B    6. 2 1 ± 0. 0 3 A   5. 8 5 ± 0. 0 3 C     5. 4 9 ± 0. 0 2 C    5. 3 6 ± 0. 0 2 C      5. 1 7 ± 0. 0 3 C  

 
L. b ul g a ri c u s  

U N S E 3 0 9        6. 4 4 ± 0. 0 3 A B  6. 2 9 ± 0. 0 2 C    6. 1 8 ± 0. 0 2 B      5. 7 8 ± 0. 0 2 D       5. 4 6 ± 0. 0 2 C    5. 2 8 ± 0. 0 2 D      5. 1 5 ± 0. 0 2 C  

 
 
P. p e nt o s a c e u s  
U N S E 2 2         6. 4 6 ± 0. 0 3 A   6. 3 8 ± 0. 0 3 A   6. 2 1 ± 0. 0 1 A     6. 1 0 ± 0. 0 2 A    5. 9 6 ± 0. 0 2 A      5. 5 7 ± 0. 0 2 B       5. 4 0 ± 0. 0 2 B  

U N S E 2 5 3       6. 4 1 ± 0. 0 2 B    6. 3 6 ± 0. 0 1 A    6. 1 1 ± 0. 0 2 C     6. 0 2 ± 0. 0 3 B     5. 9 2 ± 0. 0 3 B        5. 6 5 ± 0. 0 3 A     5. 5 0 ± 0. 0 2 A  

 
S.t h e r m o p hil u s  

U N S E 3 1 4       6. 3 9 ± 0. 0 1 C    6. 2 7 ± 0. 0 3 C    5. 8 2  ± 0. 0 2 F      5. 4 5 ± 0. 0 3 E     5. 2 8 ± 0. 0 1 E      5. 0 5 ± 0. 0 3 F      4. 9 7 ± 0. 0 3 D  

U N S E 3 2 1       6. 4 1 ± 0. 0 2 B    6. 3 2 ± 0. 0 2 B    6. 0 0 ± 0. 0 3 D      5. 7 5 ± 0. 0 2 D    5. 3 4 ± 0. 0 3 D      5. 2 2 ± 0. 0 2 E      5. 1 9 ± 0. 0 2 C  

 
 

 L e g e n d: V al u e s ar e e x pr e s s e d a s m e a n ± S D.  
 A -G Diff er e nt l ett ers i n t h e s a m e c ol u m n i n di c at e st atisti c all y si g nifi c a nt diff er e n c e s ( P < 
0. 0 5). T h e i niti al p H of mil k w a s 6. 5 0 ± 0. 1 0.  

 
O pti m al i n o c ul ati o n p r o p o rti o n t e st  
 
T h e r es ult s o bt ai n e d ar e s h o w n i n Fi g u r e s 1 A  a n d 1 B . C ult ur es S a n d A at 2 % 
( v/ v) r e a c h e d t h e d esir e d p H 5. 2 i n c ur d (s e e a b o v e A ci dif yi n g a bilit y t e st) at 4 h 
of i n c u b ati o n. A f o ur h o ur p eri o d fr o m mil k i n o c ul ati o n u ntil p ar a -κ -c a s ei n g el 
f or m ati o n ( o pti m u m at p H 5. 2) i s c o n si d er e d t o  l e a d t o a m or e effi ci e nt pr o c ess 
of c h e es e m a ki n g (H y n e s et al. , 2 0 0 0). T h er ef or e, t h e 2 % ( v/ v) i n o c ul u m w a s 
s el e ct e d f or c h e es e m a n uf a ct ur e i n t his st u d y.  
T h e t est w a s als o p erf or m e d wit h t h e c o m m er ci al c ult ur e, b ut C at 2 % ( v/ v) 
r e a c h e d t h e d esir e d p H 5. 2 i n c ur d at 4. 5 h of i n c u b ati o n ( d at a n ot s h o w n) .  
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Fi g u r e 1 A   A ci difi c ati o n c ur v e f or c h e es e m a ki n g wit h n ati v e st art er c ult ur e ( S) 
i n diff er e nt i n o c ul u m ( 1, 1. 5, 2 %). 
 

 
Fi g u r e 1 B A ci difi c ati o n c ur v e f or c h e es e m a ki n g wit h n ati v e st art er pl u s a dj u n ct 
c ult ur e ( A) i n diff er e nt i n o c ul u m  
( 1, 1. 5, 2 %).  
 
C h e mi c al c o m p o siti o n of mil k  
 
T h e v al u es ( m e a n s ± st a n d ar d d e vi ati o n s) of t h e p h ysi c o c h e mi c al p ar a m et ers of 
t h e mil k u s e d i n t h e m a n uf a ct ur e of t h e e x p eri m e nt al c h e es es w er e % ( w/ v): 
l a ct os e, 4. 8 0 ± 0. 0 1; pr ot ei n, 3. 8 2 ± 0. 0 1; f at, 5. 8 5 ± 0. 0 4; n o n-f at tot al s oli d s, 
9. 4 0 ± 0. 0 1. Fr e e zi n g p oi nt (º C), -0. 5 2 3 ± 0, 0 0 0, a ci dit y, 0. 1 7 % ( w/ w) l a cti c a ci d; 
d e n sit y ( at 1 5º C) ( g/ ml) 1. 0 3 2 0 ± 0. 0 0 2 3 a n d p H w a s 6. 5 ± 0. 1 0.  
T h e c o m p ositi o n of mil k a n d t h e yi el d of c h e es e d eri v e d fr o m a gi v e n q u a ntit y of 
mil k i s d et er mi n e d b y a m ulti pli cit y of f a ct ors, w hi c h i n cl u d e t h e a ni m al s p e ci es 
( e. g. c o w, g o at or s h e e p), t h e br e e d of a ni m al, t h e st a g e of l a ct ati o n, n utriti o n, t h e 
l a ct ati o n n u m b er a n d a ni m al h e alt h (B a n ks, 2 0 0 7 ). T hi s st u d y w a s p erf or m e d i n 
wi nt er, w h e n g o at s r e c ei v e d r ati o n s of l o w er n utriti o n al v al u e t h a n t h e r est of t h e 
y e ar s e a s o n s a n d t hi s h a d i m p a ct i n d e cr e a s e d pr ot ei n c o nt e nt. T h e t w o m ost 
i m p ort a nt c o n stit u e nt s wit h r es p e ct t o c h e es e yi el d ar e mil k f at a n d c a s ei n 
(B a n ks, 2 0 0 7 ). A c c or di n g t o t hi s, t h e c h e es e yi el d o bt ai n e d i n t hi s st u d y w a s 1 0-
1 1 %, l o w er t h a n t h at o bt ai n e d b y Oli s z e w s ki et al . ( 2 0 0 2).   
 
Gl o b al c o m p o siti o n of c h e es e  
 
E v ol uti o n of gl o b al c o m p ositi o n of fr es h g o at c h e es es d uri n g ri p e ni n g i s s h o w n 
i n T a bl e 2.    

V al u es of f at i n dr y m att er a n d m oi s t ur e ar e i n a c c or d a n c e wit h t h e r a n g e 
est a bli s h e d b y Ar g e nti n e a n l e gi sl ati o n ( A N M A T, 2 0 1 4 ) f or s e mi f at c h e es es 
( 2 5. 0-4 4. 9 %) a n d fr es h c h e es es ( 4 6. 0 -5 5. 0 %), r es p e cti v el y.  
R es ult s e vi d e n c e d t h at C C, C A a n d C S di d n ot s h o w si g nifi c a nt diff er e n c es ( P < 
0. 0 5) i n:  pr ot ei n, f at, N a Cl, a ci dit y, f at a ci dit y a n d a w , at t h e s a m e ti m e of 
ri p e ni n g. F at a n d pr ot ei n c o nt e nt s w er e cl os e t o t h os e r e p ort e d i n si mil ar t y p e of 
c h e es e ( F r a n c o et al . 2 0 0 3; J a nšt o v á et al . 2 0 1 0).  
I n all e x p eri m e nt al c h e es es, titr at a bl e a ci dit y i n cr e a s e d pr o gr essi v el y d uri n g 
ri p e ni n g. Fi n al a ci dit y v al u es ( 1. 0 5 %) d o u bl e d t h os e f o u n d b y L ó p e z Al z o g a r a y 
et al.  ( 2 0 0 7) i n g o at mil k c h e es es m a d e wit h o ut s el e ct e d st art er a d diti o n b ut w er e 
sli g htl y l o w er t h a n t h os e r e p ort e d b y G o n z ál e z a n d Z á r at e, ( 2 0 1 2)  ( 1. 2 6 %) i n 
g o at c h e es es m a d e wit h n ati v e st art er c ult ur e.  
Fi n al  p H v al u es of C S ( 4. 9 2) a n d C A ( 4. 8 8) w er e sli g htl y hi g h er t h a n t h os e 
r e p ort e d b y A r eti Ast e ri et al.  ( 2 0 1 0) ( 4. 5 3) i n fr es h c h e es e. Of all e x p eri m e nt al 
c h e es es, C C s h o w e d t h e hi g h est fi n al  v al u e of p H ( 5. 0 5). p H v al u es l o w er t h a n 
4. 0 m a k e t h e c h e es e v er y a ci d a n d m a y b e brittl e, v al u es hi g h er t h a n 5. 0 ar e n ot 
pr o p er a n d s af e f or g o o d k e e pi n g q u alit y of t hi s t y p e of c h e es e ( Ali c h a ni dis a n d 
P ol y c h r o ni a d o u, 2 0 0 8 ).  
I n r el ati o n t o f at a ci dit y, fi n al a v er a g e v al u es of 1. 7 9-1. 7 6 m g of K O H 0. 1 N / g of 
f at ( e q ui v al e nt t o ~ 3. 2 m E q of a ci d/ 1 0 0 g of f at) w er e d et e ct e d. Sli g htl y hi g h er 
v al u e ( 1. 9 2 m g of K O H 0. 1 N / g of f at) w a s f o u n d i n arti s a n al c h e es es m a d e wit h 
r a w g o at mil k (L ó p e z Al z o g a r a y et al . 2 00 7 ).  
T a bl e 3.  s h o ws t h e a v er a g e c o n c e ntr ati o ns of  F F A d et er mi n e d at t h e e n d of 
e x p eri m e nt al c h e es e ri p e ni n g.  T h e t ot al F F A c o nt e nt w a s o bt ai n e d b y s u m mi n g 
i n di vi d u al F F A c o n c e ntr ati o n s. T h e v al u es r a n g e d fr o m a p pr o xi m at el y 1 4 7 2 t o 
1 5 2 7 m g k g − 1  c h e es e. T h e r es ult s ar e i n a gr e e m e nt wit h t h os e d es cri b e d f or 
diff er e nt t y p es of g o at’s mil k c h e es e. N o ui r a et al . ( 2 0 1 1) f o u n d t ot al F F A v al u es 
b et w e e n 1 4 4 8. 5 a n d 1 4 9 5. 7 m g k g − 1  i n s e mi-s oft C h e d d ar -t y p e c a pri n e c h e es es 
aft er 3 0 d a ys of ri p e ni n g. F r a n c o et al.  ( 2 0 0 3) o bt ai n e d a v al u e of 1 5 6 1. 4 m g 
k g − 1  f or B a bi a-L a ci a n a c h e es e at 1 5 d a ys of ri p e ni n g.  J u a n et al.  ( 2 0 1 5) r e p ort e d 
si mil ar F F A v al u es ( 1 4 4 4 m g. k g − 1  c h e es e) i n a si mil ar t y p e of g o at’s mil k c h e es e.  
T ot al F F A c o nt e nt s s h o w e d si g nifi c a nt diff er e n c es b et w e e n C C a n d c h e es es 
m a d e wit h n ati v e c ult ur es, C S a n d C A. V ari a bilit y i n t h e F F A c o nt e nt s a m o n g 
r e pli c at e tri als of c h e es e m a ki n g w a s o b s er v e d.  
A c c or di n g t o C olli ns et al.  ( 2 0 0 3), i n c h e es es t h at u n d er w e nt m o d er at e li p ol ysi s, 
F F A i n t h e or d er of 2 0 0 0 – 7 0 0 0 m g k g -1  ar e li b er at e d d uri n g ri p e ni n g a n d m a k e 
a n i m p ort a nt c o ntri b uti o n t o c h ar a ct eri sti c fl a v o ur a n d ar o m a i n b ot h r a w a n d 
p a st e uri z e d mil k c h e es e. T h e li p ol ysi s d e gr e e w a s d et er mi n e d a s r ati o t ot al 
F F A 3 0 / F F A1 .  T h e hi g h est r ati o w a s d et e ct e d i n C A. T h e F F A pr ofil e of 
e x p eri m e nt al c h e es es i n di c at e d t h at t h e m ost a b u n d a nt a ci d s w er e p al miti c 
( C 1 6: 0), ol ei c ( C 1 8: 1), st e ari c ( C 1 8: 0), c a pri c ( C 1 0: 0) a n d l a uri c ( C 1 2: 0) (i n 
d e cr e a si n g or d er), r e pr es e nti n g t o g et h er a b o ut 7 7. 6 % of t h e t ot al F F A c o nt e nt.  A  
si mil ar p att er n h as b e e n r e p ort e d b y J u a n et al . ( 2 0 1 5).  
Pr ot e ol ysi s i s t h e m ost c o m pl e x e v e nt t h at o c c urs d uri n g ri p e ni n g a n d gi v es a 
si g nifi c a nt c o ntri b uti o n t o fl a v o ur, vi a t h e f or m ati o n of a mi n o a ci d s a n d s m all 
p e pti d es ( F o x a n d C o g a n, 2 0 0 4 ). E x p eri me nt al c h e es es u n d er w e nt a  sli g ht 
pr ot e ol ysi s si n c e N P N v al u es w er e l o w er ( 4. 5 4 - 4. 4 9 %) t h a n t h os e r e p ort e d i n 
c h e es es s u bj e ct t o m o d er at e pr ot e ol ysi s ( 1 8. 2 0 %) ( F o nt e c h a et al.  1 9 9 0 ) b ut 
hi g h er t h a n t h os e f o u n d b y Ol a rt e el al.  ( 2 0 0 0) ( 4. 1 2 %) a n d Al b e n zi o et al.  
( 2 0 0 6) ( 0. 2-0. 4 %). Of all e x p eri m e nt al c h e es es, C C s h o w e d t h e l o w est l e v els of 
pr ot e ol ysi s d uri n g ri p e ni n g.  
T h e s alt l e v el m ar k e dl y i nfl u e n c es c h e es e fl a v o ur a n d ar o m a a n d, h e n c e, o v er all 
q u alit y ( G ui n e e, 2 0 0 4 ). A v er a g e v al u es of s alt c o nt e nt ( 1. 2 7%) w er e i n 
a c c or d a n d e wit h t h os e r e p ort e d i n m ost of c h e es es ( 0. 5 t o 2 %) ( H a r d y, 1 9 9 0 ). As 
a c o n s e q u e n c e, t h e c h e es e m a ki n g pr ot o c ol d es cri b e d i n t hi s w or k all o w e d t h e 
s u c c essf ul c o ntr ol of t h e f a ct ors t h at aff e ct s alt u pt a k e a n d di stri b uti o n i n c h e es e. 
A m o n g t h es e f a ct ors, t h e m ost i m p ort a nt ar e t h e p H a n d a w of t h e c h e es e, 
t e m p er at ur e  a n d  c o n c e ntr ati o n of t h e bri n e a n d st a n di n g ti m e i n bri n e (H a r d y, 
1 9 9 0).  T h u s m o d er at e v al u es of s alt c o nt e nt w er e m e a s ur e d wit h o ut  aff e cti n g t h e 
c h e es e o v er all q u alit y.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5, 2  5, 2  5, 2  

5

5, 2

5, 4

5, 6

5, 8

6

6, 2

6, 4

6, 6

- 1 1 3 5 7

S 1 %

  S 1. 5 %

S 2 %

p
H
 

Ti m e ( h o u rs)  

5, 2  5, 2  5, 2  

5

5, 2

5, 4

5, 6

5, 8

6

6, 2

6, 4

6, 6

0 1 2 3 4 5 6 7

A 1 %

   A 1. 5 %

A 2 %

p
H
 

Ti m e ( h o u rs)  



J  Mi c r o bi ol Bi ot e c h F o o d S ci  / T a b o a d a  et al. 2 0 1 7  : 6  (5 ) 1 1 7 4 -1 1 8 0  

 

 

  
1 1 7 8  

 

  

    
                            
T a bl e 2  Gl o b al c o m p ositi o n of e x p eri m e nt al fr es h g o at c h e es es at t h e b e gi n ni n g a n d e n d of ri p e ni n g.  

  

Gl o b al c o m p ositi o n of e x p eri m e nt al c h e es es  
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C S  3 2. 7 3 ± 0. 3 0 B  3 0. 2 7 ± 0. 3 2 B  4 8. 5 2 ± 0. 3 0 B  0. 9 8 ± 0. 0 2 B  5. 2 2 ± 0 . 2 0A  0. 7 5 ± 0. 0 7 B  1. 4 8 ± 0. 3 4 C  0. 1 8 0 ± 0. 0 0 7 A  5 1. 8 0 ± 0. 6 2 A  0. 9 9 2 ± 0. 0 0 4 B  

C A  3 2. 8 0 ± 0. 3 2 B  3 0. 5 2 ± 0. 2 8 B  4 8. 7 3 ± 0. 3 3 B  0. 9 6 ± 0. 0 2 B  5. 2 0 ± 0. 2 8 A  0. 7 3 ± 0. 0 4 B  1. 4 3 ± 0. 2 2 C  0. 1 8 2 ± 0. 0 0 5 A  5 1. 8 3 ± 0. 5 6 A  0. 9 9 1 ± 0. 0 0 3 B  

C C  3 2. 4 8 ± 0. 2 0 B  3 0. 1 2 ± 0. 3 6 B  4 8. 4 0 ± 0 . 2 3B  0. 9 7 ± 0. 0 1 B  5. 2 4 ± 0. 2 6 A  0. 7 0 ± 0. 0 7 B  1. 4 1 ± 0. 2 0 C  0. 1 8 3 ± 0. 0 0 5 A  5 1. 7 8 ± 0. 5 6 A  0. 9 9 0 ± 0. 0 0 2 B  

 
 
 
 3 0  
 
 
 
 

C S  3 4. 9 0 ± 0. 3 0 A  3 3. 7 0 ± 0. 3 9 A  5 2. 5 0 ± 0. 3 0 A  1. 2 9 ± 0. 0 2 A  4. 9 2 ± 0. 3 0 C  1. 0 5 ± 0. 0 7 A  4. 5 4 ± 0. 2 2 A  1. 7 9 0 ± 0· 0 0 6 B  4 9. 7 1 ± 0. 5 3 B  0. 9 7 9 ± 0. 0 0 4 A  

C A  3 4. 9 8 ± 0. 2 5 A  3 3. 8 3 ± 0. 3 5 A  5 2. 5 5 ± 0. 2 8 A  1. 2 7 ± 0. 0 3 A  4. 8 8 ± 0. 3 2 C  1. 0 4 ± 0. 0 7 A  4. 4 9 ± 0. 2 2 A  1. 7 8 2 ± 0· 0 0 5 B  4 9. 7 6 ± 0. 4 2 B  0. 9 8 0 ± 0. 0 0 3 A  

 C C  3 4. 6 8 ± 0. 2 2 A  3 3. 2 3 ± 0. 3 3 A  5 2. 6 8 ± 0. 2 8 A  1. 2 5 ± 0. 0 2 A  5. 0 5 ± 0. 2 4 B  1. 0 2 ± 0. 0 6 A  4. 1 8 ± 0. 2 2 B  1. 7 5 7 ± 0· 0 0 8 B  4 9. 6 8 ± 0. 3 5 B  0. 9 7 8 ± 0. 0 0 4 A  

 
            

 L e g e n d: V al u e s ar e m e a n of t hr e e tri als f or e a c h t y p e of c h e e s e. Diff er e nt l ett ers i n e a c h c ol u m n at t h e s a m e ti m e of ri p e ni n g i n di c a t e st atisti c all y si g nifi c a nt diff er e n c e s ( P < 0. 0 5) b et w e e n 
e x p eri m e nt al c h e e s e s.  
a E x p eri m e nt al c h e e s e s, C C ( c h e e s e m a n uf a ct ur e d wit h c o m m er ci al c ult ur e C), C S ( c h e e s e m a n uf a ct ur e d wit h a ut o c ht h o n o us st art er c ult ur e S), C A ( c h e e s e m a n uf a ct ur e d wit h a ut o c ht h o n o us 
st art er a n d a dj u n ct c ult ur e A).  
Titr at a bl e a ci dit y v al u e s ar e e x pr e s s e d a s g of l a c ti c a ci d/ 1 0 0 g of c h e e s e. F at, T ot al s oli ds, N a Cl a n d M oist ur e v al u e s ar e e x pr e s s e d a s g/ 1 0 0 g of c h e e s e. Pr ot ei n v al u es ar e e x pr e s s e d a s 
p er c e nt a g e of T ot al s oli ds. N o n pr ot ei n nitr o g e n ( N P N) v al u e s ar e e x pr e s s e d a s p er c e nt a g e of t ot al nitr o g e n.  
 

T a bl e 3  Fr e e f att y a ci d c o n c e ntr ati o n s of e x p eri m e nt al fr es h g o at c h e es es at e n d of ri p e ni n g   

                                                   T y p e of c h e es e a   

F F A gr o u p b  C S  C A               C C  

S C F A  1 3 8 ± 2 0 A  1 4 4  ± 1 8 A          1 2 6 ± 3 1 B  

M C F A  4 0 7  ± 5 0 A  4 1 1 ± 4 2 A          3 9 0 ± 3 8 B  

L C F A  9 6 3  ± 6 0 A  9 7 2  ± 5 4 A          9 5 6 ± 4 5 A  

T ot al F F A  1. 5 0 8 ± 2 1 A  1. 5 2 7 ± 2 8 A         1. 4 7 2 ± 2 7 B  
 
R ati o t ot al F F A 3 0 / F F A1  2. 9 0  2. 9 4             2. 8 8  
L e g e n d: V al u e s ar e m e a n of t hr e e tri als f or e a c h t y p e of c h e e s e.  Diff er e nt l ett ers i n e a c h r o w i n di c a t e st atisti c all y  
si g nifi c a nt diff er e n c e s ( P < 0. 0 5) b et w e e n e x p eri m e nt al c h e e s e s.  
F F A, Fr e e f att y a ci ds c o n c e ntr ati o ns ar e e x pr e s s e d i n m g. k g − 1  c h e e s e.  
F F A 3 0, fr e e f att y a ci d c o n c e ntr ati o n at t h e e n d of ri p e ni n g; F F A 1, fr e e f att y a ci d c o n c e ntr ati o n at d a y 1.  
a C S, c h e e s e m a n uf a ct ur e d wit h n ati v e c ult ur e S; C A, c h e e s e m a n uf a ct ur e wit h n ati v e c ult ur e A; C C, c h e e s e m a n uf a ct ur e d wit h  
c o m m er ci al c ult ur e C.  
b  S C F A, s h ort c h ai n f att y a ci ds ( C 4: 0 – C 8: 0);  M C F A, m e di u m -c h ai n f att y a ci ds ( C 1 0: 0 – C 1 4: 0), L C F A, l o n g -c h ai n f att y a ci ds ( C 1 6: 0 – C 1 8: 2).  

 
Mi c r o bi ol o gi c al a n al y si s  
 
E v ol uti o n of mi cr o or g a nis ms i n e x p eri m e nt al fr es h g o at c h e es es d uri n g ri p e ni n g 
i s s h o w n i n T a bl e 4 .   
R es ult s e vi d e n c e d t h at C C, C A a n d C S di d n ot s h o w si g nifi c a nt diff er e n c es ( P < 
0. 0 5) i n t ot al c o u nt s of a er o bi c m es o p hili c mi cr o or g a ni s ms a n d c olif or ms at 
3 0º C, at t h e s a m e ti m e of ri p e ni n g. T ot al c olif or ms p er gr a m at 3 0º C s h o w e d 
c o u nt s b el o w t h e m a xi m u m all o w e d b y Ar g e nti n e a n l e gi sl ati o n ( m = 5 0 0 0; 
M = 1 0 0 0 0), f or c h e es es of hi g h h u mi dit y ( 4 6. 0 -5 5. 0 %  m oi st ur e) ( A N M A T, 
2 0 1 4 ), c olif or ms at 4 5º C w er e n ot d et e ct e d; t h es e r es ult s c o nfir m t h at t h e 

m a n uf a ct uri n g pr ot o c ol u s e d all o w e d m a ki n g mi cr o bi ol o gi c all y s af e c h e es es. At 
t h e e n d of ri p e ni n g, t h er e w er e n o si g nifi c a nt diff er e n c es i n m es o p hili c L A B 
c o u nt s a n d f u n gi a n d y e a st c o u nt s b et w e e n e x p eri m e nt al c h e es es.  Mi cr o bi al 
c o u nt s s h o w e d a gr o wt h of L A B i n all e x p eri m e nt al c h e es es b et w e e n 8. 0 2 a n d 
8. 3 4 l o g C F U g − 1 . T h es e r es ult s i n di c at e t h at L A B r e m ai n e d vi a bl e d uri n g 
ri p e ni n g t h u s c o ntri b uti n g t o t h e m o d er at e li p ol ysi s a n d sli g ht pr ot e ol ysi s t h at 
w er e d et e ct e d i n all c h e es e s a m pl es.  
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T a bl e 4  C o u nt s of t h e m ai n mi cr o bi al gr o u p s d uri n g ri p e ni n g of e x p eri m e nt al fr es h g o at c h e es es.  
  Mi c r o bi al c o u nts i n e x p e ri m e nt al c h e e s es  

D a y  of 
ri p e ni n g 

 
            C h e e s es a  

L a cti c a ci d b a ct eri a  
(l o g C F U g− 1  ) 

T ot al  
m es o p hili c  
(l o g C F U g− 1  ) 

C olif or ms at 3 0º C  
( M P N/ g) 
 

F u n gi a n d  
y e a st s  
(l o g C F U g− 1  ) 

 
 
1  
 
 

C S  7. 5 4 ± 0. 3 5 B  4. 0 4 ± 0. 2 5 B  3. 0 9 ± 0. 1 4 A  5. 2 7 ± 0. 2 0 B  

C A  7. 8 6 ± 0. 3 8 B  4. 1 0 ± 0. 3 0 B  3. 1 3 ± 0. 2 6 A  5. 3 8 ± 0. 3 0 B  

C C  6. 9 8 ± 0. 3 3 C  4. 1 2 ± 0. 2 0 B  3. 1 7 ± 0. 2 2 A  5. 3 0 ± 0. 2 2 B  

 
 
3 0  
 

 
C S  

 
8. 2 6 ± 0. 2 5 A  

 
4. 1 8 ± 0. 3 0 A  

 
2. 1 8 ± 0. 1 6 B  

 
5. 4 0 ± 0. 2 0 B  

C A  8. 3 4 ± 0. 4 2 A  4. 2 6 ± 0. 2 3 A  2. 2 2 ± 0. 1 2 B  5. 4 8 ± 0. 3 0 B  

C C  8. 0 2 ± 0. 3 3 A  4. 3 0 ± 0. 2 5 A  2. 2 9 ± 0. 1 8 B  5. 6 7 ± 0. 3 2 B  
L e g e n d:  V al u es ar e m e a n of t hr e e tri als f or e a c h t y p e of c h e e s e. C o u nts of mi cr o bi al gr o u ps ar e e x pr e s s e d a s l o g C F U g − 1 . Diff er e nt l ett ers i n e a c h 
c ol u m n at t h e s a m e ti m e of ri p e ni n g i n di c at e st atisti c all y si g nifi c a nt diff er e n c e s ( P < 0. 0 5) b et w e e n e x p eri m e nt al c h e e s e s. a E x p eri m e nt al c h e e s e s, C S 
( c h e e s e m a n uf a ct ur e d wit h a ut o c ht h o n o us st art er c ult ur e), C A ( c h e e s e m a n uf a ct u r e d wit h a ut o c ht h o n o us st art er a n d a dj u n ct c ult ur e s) a n d C C ( c h e e s e 
m a n uf a ct ur e d wit h c o m m er ci al c ult ur e).  

 

S e ns o ri al a n al y si s  
 
T h e s e n s or y pr ofil es of t h e t hr e e t y p es of c h e es es ar e s h o w n i n Fi g u r e s 2 A a n d 
2 B . T h e r es ult s of t h e s e n s or y e v al u ati o n s h o w e d th at C A r e c ei v e d t h e hi g h est 
s c or e, f oll o w e d b y C S, i n c o m p ari s o n wit h C C at 3 0 d a ys of ri p e ni n g. T h e C A 
a n d C S s h o w e d si g nifi c a nt diff er e n c es f or o d o ur attri b ut es a s fr es h mil k, fr uit y 
a n d pr o pi o ni c a ci d. C A pr es e nt e d t h e hi g h est s c or e f or fr uit y a n d pr o pi o ni c a ci d 
attri b ut es, a s w ell a s str o n g er g o at y n ot e t h a n c o m m er ci al c h e es e ( Fi g. 2 A ). 
R es p e ct t o fl a v o ur ( Fi g. 2 B ), all t y p e s of c h e es es s h o w e d si g nifi c a nt diff er e n c es 
f or fl a v o ur attri b ut es a s cr e a m, s pi ci n ess pr o pi o ni c a ci d a n d bitt er n ess. C A w a s 
hi g hli g ht e d b y it s hi g h est s c or e f or cr e a m a n d s pi ci n ess a n d l o w est s c or e f or 
bitt er n ess attri b ut es. O v er all i m pr e ssi o n of c h e es es el a b or at e d wit h n ati v e 
c ult ur es ( C S a n d C A) w a s q u alifi e d as g o o d c o m p ar e d t o C C t h at w a s s c or e d a s 
r e g ul ar. 
 

 
 Fi g u r e 2 A   Q u a nti t ati v e s e n s or y pr ofil e of t hr e e t y p es of fr es h g o at c h e es es ( C S, 
C A, C C) at t h e  
 e n d of ri p e ni n g ( 3 0 d a ys)( * p < 0. 0 5): ( A) o d o ur attri b ut e.  
 

 
Fi g u r e 2 B   Q u a ntit ati v e s e n s or y pr ofil e of t hr e e t y p es of fr es h g o at c h e es es ( C S, 
C A, C C) at t h e  
e n d of ri p e ni n g ( 3 0 d a ys)( * p < 0. 0 5): ( B) fl a v o ur attri b ut e.  
 
 
 
 

C O N C L U SI O N  
 
Fr es h g o at c h e es es m a d e wit h b ot h n ati v e a n d c o m m er ci al c ult ur es pr es e nt e d 
m o d er at e li p ol ysi s a n d sli g ht pr ot e ol ysi s d uri n g ri p e ni n g ( 3 0 d a y -ol d -c h e es e), 
o bt ai ni n g a  pr o d u ct of si mil ar g l o b al c o m p ositi o n. N ati v e c ult ur es S a n d A 
s h o w e d a b ett er  p erf o m a n c e i n c h e es e m a ki n g.  
T h e fr es h g o at c h e es es m a d e wit h n ati v e c ult ur es S a n d A  w er e gr e at er s c or e d f or 
t h eir s uit a bl e t y pi c al fl a v o ur a n d s ati sf yi n g o v er all s e n s ori al c h ar a ct eri sti c s. 
T h es e r es ult s s h o ul d b e of gr e at i nt er est f or t h e e v e nt u al m a n uf a ct ur e of t hi s t y p e 
of c h e es e o n a n i n d u stri al s c al e. H o w e v er, m or e st u di es ar e n e e d e d t o 
c o n v e ni e ntl y p erf or m t h e s c ali n g u p.  
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F o x, P. F., &  C o g a n, T. M. ( 2 0 0 4). F a ct ors t h at aff e ct t h e q u alit y of c h e es e. 
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g o at’s mil k c h e es e i n Ar g e nti n a. J A g r. S ci T e c h  B , 4, 7 5 2– 7 6 0.  
htt p:// d x. d oi. or g/ 1 0. 1 7 2 6 5/ 2 1 6 1 -6 2 6 4/ 2 0 1 4. 0 9. 0 0 8   
T a b o a d a, N., V a n Ni e u w e n h o v e, C., L ó p e z -Al z o g ar a y, S., & M e di n a, R. ( 2 0 1 5). 
I nfl u e n c e of a ut o c ht h o n o u s c ult ur es o n f att y a ci d c o m p ositi o n, est er a s e a cti vit y 
a n d s e n s or y pr ofil e of Ar g e nti n e a n g o at c h e es es. J F o o d C o m p A n al , 4 0, 8 6– 9 4. 
htt p:// d x. d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.jf c a. 2 0 1 4. 1 2. 0 1 3  
T u ni c k, M. ( 2 0 1 4). T h e S ci e n c e of C h e es e . O xf or d U ni v ersit y Pr ess. N e w Y or k , 
U S A, p. 2 6.  

http://dx.doi.org/10.1016/j.fm.2011.09.015
http://dx.doi.org/10.1016/S0958-6946(03)00109-2
http://faostat3.fao.org/
http://dx.doi.org/10.1016/S0958-6946(02)00154-1
http://dx.doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(90)78776-0
http://dx.doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(90)78776-0
http://dx.doi.org/10.1016/S0958-6946(00)00102-3
http://dx.doi.org/10.1016/S0958-6946(00)00102-3
http://dx.doi.org/10.1016/j.lwt.2014.10.003
http://dx.doi.org/10.1016/j.tifs.2003.09.004
http://dx.doi.org/10.4236/ojas.2011.12003
https://dx.doi.org/10.1016/j.fm.2010.05.023
http://dx.doi.org/10.1080/08905436.2014.895944
http://dx.doi.org/10.17265/2161-6264/2014.09.008
http://dx.doi.org/10.1016/j.jfca.2014.12.013


 

 
 
 

  

 
 
 

 

 

                                                    

  
1 2 1 8  

 

  

A N TI O X I D A N T A C TI V I T Y O F P H E N O L S A N D F L A V O N O I D S C O N T E N T S O F A Q U E O U S E X T R A C T O F 
P E L A R G O N I U M G R A V E O L E N S  O R GI N I N T H E N O R T H -E A S T M O R O C C O  
 

Y. El O u a di 1 , H. B e n d aif2 , H. N. Mr a bti3 , H. El ms ell e m 1 *, Y. K a d mi 4, 5, 6, 7 , M. A. S h a ri ati8 , I. A b d el-R a h m a n 9 , B. H a m m o uti1 , A. 
B o u y a n z er 1   
 
A d d r ess ( e s):  
1 L a b or at oir e d e c hi mi e a n al yti q u e a p pli q u é e, m at éri a u x et e n vir o n n e m e nt ( L C 2 A M E), F a c ult é d es S ci e n c es, B. P. 7 1 7, 6 0 0 0 0 O uj d a,  M or o c c o . 
2 L C O M P N -U R A C 2 5, F a c ult y of S ci e n c es, l a b or at or y of Or g a ni c C h e mi str y, M a cr o m ol e c ul ar a n d N at ur al Pr o d u ct s, M o h a m e d 1 st U ni v ersit y, B P 5 2 4, 6 0 0 0 0 O uj d a, 
M or o c c o . 
3 L a b or at or y of P h ar m a c ol o g y a n d T o xi c ol o g y, F a c ult y of M e di ci n e a n d P h ar m a c y, M o h a m m e d V -S o ui ssi U ni v ersit y, R a b at, M or o c c o . 
4 U ni v ersit é d' Art oi s, E A 7 3 9 4, I n stit ut C h arl es Vi oll ett e, L e n s, F -6 2 3 0 0, Fr a n c e . 
5 I S A Lill e, E A 7 3 9 4, I n stit ut C h arl es Vi oll ett e, Lill e, F-5 9 0 0 0, Fr a n c e . 
6 Ul c o, E A 7 3 9 4, I n stit ut C h arl es Vi oll ett e, B o ul o g n e s ur M er, F -6 2 2 0 0, Fr a n c e . 
7 U ni v ersit é d e Lill e , E A 7 3 9 4, I n stit ut C h arl es Vi oll ett e, Lill e, F-5 9 0 0 0, Fr a n c e . 
8 R es e ar c h D e p art m e nt, L L C « S ci e n c e & E d u c ati o n », a n d R es e ar c h er,  All R u ssi a n R es e ar c h I n stit ut e of P h yt o p at h ol o g y, M os c o w R e g i o n, R u ssi a. 
9 D e p art m e nt of C h e mi str y, C oll e g e of S ci e n c es, U ni v ers it y of S h arj a h, P O B o x: 2 7 2 7 2, U A E. 
 
* C orr es p o n di n g a ut h or:  h. el ms ell e m @ g m ail. c o m   

 
A B S T R A C T  

 
K e y w o r ds:  P el a r g o ni u m Gr a v e ol e n s , P h e n ols, Fl a v o n oi d s, D P P H m et h o d, A nti o xi d a nt a cti vit y  

 
 
I N T R O D U C T I O N 
 
T h e o xi d ati v e d e gr a d ati o n of f o o d b y fr e e r a di c als, c a u s es a r e al pr o bl e m t o t h e 
h e alt h of t h e c o n s u m er, s o it i s n e c ess ar y t o u s e f o o d a d diti v es, c all e d 
" a nti o xi d a nt s " t o fi g ht a g ai n st t hi s p h e n o m e n o n. M a n y s u b st a n c es fr o m ar o m ati c 
a n d m e di ci n al pl a nt s h a v e b e e n s h o w n t o c o nt ai n a nti o xi d a nt s li k e fl a v o n oi d 
c o m p o u n d s, t h es e C o m p o u n d s ar e t h e m ai n a g e nt s t h at c a n d o n at e h y dr o g e n t o 
fr e e r a di c als a n d t h u s br e a k t h e c h ai n r e a cti o n of li pi d o xi d ati o n at t h e first 
i niti ati o n st e p ) A g r a v al , 1 9 8 9). T hi s hi g h p ot e nti al of p h e n oli c c o n stit u e nt s t o 
s c a v e n g e r a di c als m a y b e e x pl ai n e d b y t h eir p h e n oli c h y dr o x yl gr o u p s  
(H a vst e e n , 2 0 0 2). S e v er al st u di es e x hi bit e d a str o n g r el ati o n s hi p b et w e e n t ot al 
p h e n oli c c o nt e nt a n d a nti o xi d a nt a cti vit y i n fr uit s, v e g et a bl es, a n d m e di ci n al 
pl a nt s  (O u a ri a c hi et  al ., 2 0 0 4).  
T h e a nti o xi d a nt a cti vit y of a c o m p o u n d i s it s a bilit y t o r esi st o xi d ati o n. T h e b est 
k n o w n a nti o xi d a nt s ar e t h e β -c ar ot e n e ( pr o vit a mi n A), a s c or bi c a ci d ( vit a mi n C), 
t o c o p h er ol ( vit a mi n E) a s w ell a s p h e n oli c c o m p o u n d s. I n d e e d, t h e m ost 
s y nt h eti c a nti o xi d a nts or n at ur all y o c c urri n g gr o u p s h a v e p h e n oli c h y dr o x yl i n 
str u ct ur e a n d a nti o xi d a nt pr o p erti es ar e attri b ut e d i n p art, t o t h e a bilit y of t h es e 
n at ur al c o m p o u n d s t o s c a v e n g e fr e e r a di c a ls s u c h a s h y dr o x yl r a di c als ( O H•) a n d 
s u p er o xi d e ( O 2 •) ( Ri c e-E v a ns et al ., 1 9 9 5; O u a di et al ., 2 0 1 5; G h a zi et al ., 
2 0 1 5;  H a zi et al ., 2 0 1 5; S ai di et al ., 2 0 1 6).  P el ar g o ni u m Gr a v e ol e n s i s a s hr u b 
of t h e f a mil y G er a ni a c e a e, t hi s M or o c c a n m e di ci n al pl a nt, k n o w n l o c all y a s 
“ L A A T A R C H A ”, i s u s e d f or t h e tr e at m e nt of v ari o u s i n fl a m m at or y di s or d ers 
s u c h a s: A nti s p a s m o di c, R el a xi n g a n d A nti -i nfl a m m at or y. T h e ai m of t hi s st u d y 
i s t o i n v esti g at e t h e a nti o xi d ati v e pr o p erti es of s ol v e nt e xtr a ct s of P el ar g o ni u m 
Gr a v e ol e n s fr o m N ort h E a st of M or o c c o ( T A Z A). A d diti o n all y,  t h e t ot al 
p h e n oli c a n d fl a v o n oi d c o nt e nt s of di et h yl et h er a n d et h yl a c et at e e xtr a cts h a v e 
b e e n d et er mi n e d.  
 
 
 
 

M A T E RI A L A N D M E T H O D S  
 
Pl a nt m at e ri al  
 
T h e a eri al p art of P el a r g o ni u m Gr a v e ol e n s w a s h ar v est e d i n A pril 2 0 1 3 i n T A Z A 
at t h e N ort h -E a st of M or o c c o. A v o u c h er s p e ci m e n w a s d e p osit e d i n t h e 
H er b ari u m of F a c ult y of S ci e n c es, O uj d a, M or o c c o. T h e dri e d pl a nt m at eri al i s 
st or e d i n t h e l a b or at or y at r o o m t e m p er at ur e ( 2 9 8 K) a n d i n t h e s h a d e b e f or e t h e 
e xtr a cti o n. T h e diff er e nt pr o pri eti es of P el a r g o ni u m Gr a v e ol e n s ar e:  
S ci e ntifi c n a m e: P el ar g o ni u m Gr a v e ol e n s; C o m m o n n a m e: G ér a ni u m -R os e; 
L o c al N a m e: L a ât ar c h a; Or d er:  G er a ni al es; F a mil y  : G er a ni a c e a e; G e nr e : 
P el ar g o ni u m; Ki n g d o m  :  pl a nt a e; Di vi si o n  :  M a g n oli o p h yt a; 
Cl a ss  : M a g n oli o p si d a a n d Fl o w eri n g: A u g u st-J a n u ar y wit h a p e a k i n S e pt e m b er -
O ct o b er  (D e m a r n e, 2 0 0 2; V a n d e r W alt a n d A n d ri. 1 9 9 2 ) (fi g ur e 1).  
 

 
Fi g u r e 1  P el ar g o ni u m; Ki n g d o m  

 

T h e o bj e cti v e of t hi s w or k i s t o c h ar a ct eri z e t h e p h e n ols a n d fl a v o n oi d s c o m p o u n ds of e xtr a ct s of P el a r g o ni u m Gr a v e ol e ns  fr o m N ort h-

E a st M or o c c o ( T A Z A) i n t er ms of a nti o xi d a nt a cti vit y. T h e a nti o xi d a nt a cti vit y of t hi s ar o m ati c pl a nt w a s d et er mi n e d a c c or di n g t o t h e 

D P P H r a di c al s c a v e n gi n g a ss a y t o s u g g est it a s a n e w p ot e nti al s o ur c e of n at ur al a nti o xi d a nt s. T h e q u a ntifi c ati o n of p h e n oli c s a n d 

fl a v o n oi d s c o m p o u n d s of s ol v e nt e xtr a ct s ( di et h yl et h er a n d et h yl a c et at e) w er e d et er mi n e d s p e ctr o m etri c all y. T h e D P P H s c a v e n gi n g 

a cti vit y of e xtr a ct s i n cr e a s e d i n t h e or d er di et h yl et h er e xtr a ct < et h yl a c et at e e xtr a ct < a s c or bi c a ci d. B a s e d o n t h es e r es ult s, w e s u g g est 

t h at t h e p h e n ols a n d fl a v o n oi d s c o m p o u n d s of P el a r g o ni u m Gr a v e ol e ns  h a v e si g nifi c a nt p ot e nti al a s a n at ur al a nti o xi d a nt.  

A R TI C L E I N F O  

R e c ei v e d 1 0. 1 1. 2 0 1 6  

R e vi s e d 2. 2. 2 0 1 7  

A c c e pt e d 8. 2. 2 0 1 7  

P u bli s h e d 3. 4. 2 0 1 7  

R e g ul ar arti cl e  

d oi:  1 0. 1 5 4 1 4/j m bf s. 2 0 1 7 .6 .5 .1 2 1 8 -1 2 2 0  

http://www.fbp.uniag.sk/
mailto:h.elmsellem@gmail.com
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F r a cti o n ati n g t h e a q u e o us e xt r a ct  
 
P ol y p h e n ols pr es e nt i n t h e a q u e o u s e xtr a ct, ar e e xtr a ct e d aft er filtr ati o n b y t w o 
s ol v e nt s of diff er e nt p ol arit y n a m el y, et h yl a c et at e a n d di et h yl et h er, p ol arit y 
i n di c es r es p e cti v el y, 0. 5 8 a n d 0. 3 8. A s a m pl e of 1 0 0 ml of t h e e xtr a ct r e c o v er e d 
b y st e a m di still ati o n i s h y dr ol y z e d wit h 4 0 ml 2 N H Cl b at h at 1 0 0 ° C f or o n e 
h o ur, at t h e e n d of t hi s tr e at m e nt, pl a nt d e bri s cl u st ers ar e f or m e d a n d e xtr a ct 
a q u e o u s r e c o v er e d i s filt er e d a n d t h e n mi x e d i n a s e p ar ati n g f u n n el a n d s h a k e n 
t h or o u g hl y wit h di et h yl et h er or et h yl a c et at e. Aft er s ettli n g i n a n a m p o ul e, t h e 
u p p er or g a ni c p h a s e i s c oll e ct e d i n a n Erl e n m e y er fl a s k, t h e e xtr a cti o n i s r e p e at e d 
3 ti m es wit h s ol v e nt r e n e w al. T h e l att er i s d u e e v a p or at e d aft er dr yi n g t h e or g a ni c 
p h a s e wit h a n h y dr o u s s o di u m s ulf at e, a n d t h e r es ulti n g e xtr a ct i s c o n si d er e d a s 
t h e fr a cti o n of di et h yl et h er or et h yl a c et at e. T h e fr a cti o n s t h u s o bt ai n e d w er e 
st or e d i n gl a ss vi als a n d t h e n k e pt at a t e m p er at ur e of 4 t o 5 ° C pri or t o a n al ysi s.  
 
D et e r mi n ati o n of t ot al p h e n oli c s c o nt e nts  
 
T h e pl o y p h é n ols ar e esti m at e d b y v ari o u s m et h o d s s u c h a s t h e m et h o d of 
Pr u ssi a n bl u e  (G r a h a m, 1 9 9 2 ), b ut t h e m ost u s e d i s t h e F oli n-Ci o c alt e u. T hi s 
c o n si st s  of  a  mi xt ur e  of  p h os p h ot u n gsti c  a ci d  ( H 3 P W 1 2 O 4 0)  a n d 
p h os p h o m ol y b di c a ci d ( H 3 P M o 1 2 O 4 0); it i s r e d u c e d b y t h e p h e n ols i n a mi xt ur e 
of t h e bl u e o xi d es of t u n gst e n a n d m ol y b d e n u m (B oi z ot a n d C h a r p e nti e r, 
2 0 0 6 ). M or e o v er, 1 ml of F oli n r e a g e nt ( dil ut e d 1 0 ti m es i n di still e d w at er) w a s 
a d d e d t o 2 0 0 μ l of s a m pl e or st a n d ar d ( g alli c a ci d) wit h s uit a bl e dil uti o n s i n 
di still e d w at er, aft er 4 mi n, 8 0 0 μ l of a s ol uti o n s o di u m c ar b o n at e ( 7 5 m g/ ml) ar e 
a d d e d t o t h e r e a cti o n m e di u m. Aft er 4 5 mi n ut es i n c u b ati o n at r o o m t e m p er at ur e, 
t h e a b s or b a n c e of t h e r es ultin g s ol uti o n i s m e a s ur e d at 7 6 0 n m. T h e s a m e 
pr o c e d ur e w a s als o a p pli e d t o t h e st a n d ar d s ol uti o n s of g alli c a ci d, a n d a st a n d ar d 
c ur v e w a s o bt ai n e d. T h e c o n c e ntr ati o n s of p h e n oli c c o m p o u n d s e x pr ess e d a s μ g 
g alli c a ci d e q ui v al e nt p er m g of e xtr a ct w er e c al c u l at e d a c c or di n g t o t h e st a n d ar d 
g alli c a ci d gr a p h. All e x p eri m e nt s w er e p erf or m e d i n tri pli c at e a ss a ys, a n d g alli c 
a ci d e q ui v al e nt v al u es w er e r e p ort e d a s X ( a v er a g e) ± S D (st a n d ar d d e vi ati o n) of 
tri pli c at es (El O u a di et al ., 2 0 1 5 ). 
 
D et e r mi n ati o n of t ot al fl a v o n oi ds c o nt e nts 
 
Q u a ntifi c ati o n of fl a v o n oi d s i n e xtr a ct s of P el a r g o ni u m Gr a v e ol e n s  w er e 
p erf or m e d b y t h e m et h o d of al u mi n u m tri c hl ori d e (B a h o r u n et al ., 1 9 9 6; 
A r v o u et -G r a n d  et al ., 1 9 9 4). I n a d diti o n, 1 ml of s a m pl e or st a n d ar d ( di ss ol v e d 
i n m et h a n ol) w a s a d d e d t o 1 ml of t h e s ol uti o n of Al Cl 3  ( 2 % i n m et h a n ol). Aft er 
3 0 mi n ut es of r e a cti o n, t h e a b s or b a n c e i s r e a d at 4 1 5 n m. T h e c o n c e ntr ati o n s of 
fl a v o n oi d c o m p o u n d s e x pr ess e d a s μ g r uti n e q ui v al e nt p er m g of e xtr a ct w er e 
c al c ul at e d a c c or di n g t o t h e st a n d ar d r uti n gr a p h. All e x p eri m e nt s w er e p erf or m e d 
i n tri pli c at e ass a ys a n d r uti n e q ui v al e nt v al u es w er e r e p ort e d a s X ± S D of 
tri pli c at es. 
 
A nti o xi d a nt a cti vit y  
 
T h e fr e e r a di c al -s c a v e n gi n g a cti viti es of s ol v e nt e xtr a cts w er e m e a s ur e d u si n g 
1, 1 -di p h e n yl -2 -pi cr yl h y dr a z yl( D P P H) a s d es cri b e d b y  r es e ar c h ers (H at a n o et al ., 
1 9 8 5

N N
.
O 2 N

O 2 N

N O 2 HA O N N

O 2 N

N O 2
H

A O

N O 2

+ + .

); a nti o xi d a nt s r e a ct wit h t h e st a bl e fr e e r a di c al D P P H ( d e e p vi ol et c ol or) 
a n d c o n v ert it t o 1, 1 -di p h e n yl -2 -pi cr yl h y dr a zi n e wit h di s c ol or ati o n.  

 
 D P P H                                                                            D P P H H  

 
Fi g u r e 2  a nti o xi d a nt a cti vit y of D D P H  

 
W h er e: ( A O -H) r e pr es e nt s a c o m p o u n d c a p a bl e of yi el di n g h y dr o g e n t o D P P H 
r a di c al ( vi ol et) t o tr a n sf or m it i nt o pi cr yl di p h e n yl h y dr a zi n e ( y ell o w) [ 1 6].  
V ari o u s diff er e nt c o n c e ntr ati o n s pr e p ar e d i n et h a n ol f or t h e diff er e nt s a m pl es a n d 
st a n d ar d st u di e d ar e b et w e e n 0. 2 t o 2 μ g/ ml w er e a d d e d t o 3. 9 ml of a D P P H 
r a di c al s ol uti o n i n et h a n ol. T h e mi xt ur e w a s str o n gl y s h a k e n a n d l eft t o st a n d at 
r o o m t e m p er at ur e f or 3 0 mi n i n t h e d ar k. T h e a b s or b a n c e w a s m e a s ur e d at 5 1 7 
n m a g ai nst a bl a n k. T h e r a di c al -s c a v e n gi n g a cti vit y w a s e x pr ess e d a s p er c e nt a g e 
of i n hi biti o n (I %) a c c or di n g t o t h e f oll o wi n g f or m ul a [ 1 7]:  
 

I ( %) = 1 0 0 * ( Ac o ntr ol  –  A s a m pl e)/ Ac o ntr ol  

 
W h er e A c o ntr ol  is t h e a b s or b a n c e of t h e c o ntr ol r e a cti o n a n d As a m pl e i s t h e 
a b s or b a n c e of t h e t est c o m p o u n d. T h es a m pl e c o n c e ntr ati o n pr o vi di n g 5 0 % 
i n hi biti o n (I C 5 0) w a s c al c ul at e d fr o m t h e gr a p h of i n hi biti o n p er c e nt a g e a g ai n st 

s a m pl e c o n c e ntr ati o n. T est s w er e c a rri e d o ut i n tri pli c at e. As c or bi c a ci d w a s u s e d 
a s a p ositi v e c o ntr ol.  
 
R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  
 
T ot al p h e n oli c a n d fl a v o n oi d c o nt e nts of s ol v e nt e xt r a cts  
 
T h e d et er mi n ati o n of l e v els of t ot al p h e n ols a n d fl a v o n oi d s i n t w o fr a cti o n s of 
a q u e o u s e xtr a ct of P el a r g o ni u m Gr a v e ol e n s w a s m a d e b y u si n g s e p ar at el y 
m et h o d s c ol ori m etri c ( F oli n -Ci o c alt e u x a n d tri c hl ori d e al u mi n u m ( Al Cl 3)).  
T h e c o nt e nt of t ot al p h e n ols esti m at e d b y t h e F oli n -Ci o c alt e u m et h o d f or e a c h 
e xtr a ct fr a cti o n w a s r e p ort e d i n μ g g alli c a ci d e q ui v al e n t / m g of e xtr a ct. T h e 
r es ult s s h o w t h at t h e fr a cti o n of et h yl a c et at e h a s a hi g h c o nt e nt of t ot al p h e n ols 
( 4 3 7 ± 2 5 μ g/ m g) c o m p ar e d t o t h at of t h e fr a cti o n di et h yl et h er ( 4 0 0 ± 2 9 μ g/ m g) 
( T a bl e 1). 
T h e fl a v o n oi d c o nt e nt d et er mi n e d b y t h e m et h o d tri c hl ori d e  al u mi u n m of e a c h 
e xtr a ct fr a cti o n w a s r e p ort e d i n μ g e q ui v al e nt r uti n / m g of e xtr a ct. T h e r es ult s 
r e v e al t h at et h yl a c et at e a n d di et h yl et h er fr a cti o n s of a q u e o u s e xtr a ct of 
P el a r g o ni u m Gr a v e ol e n s  h a v e r es p e cti v el y m o d er at e l e v els ( T a bl e 1) ( 2 9 ± 1, 6 
a n d 1 2 ± 0, 2 μ g e q ui v al e nt of r uti n p er m g of e xtr a ct). Fi g ur es 3  a n d 4 , s h o w t h e 
c ali br ati o n c ur v es of g alli c a ci d a n d r uti n.  
 
T a bl e 1  D et er mi n ati o n of t ot al p ol y p h e n ols a n d fl a v o n oi d s i n b ot h fr a cti o ns 
e xtr a ct s of P el a r g o ni u m Gr a v e ol e n s  

 
 
 

E xtr a ct  

p ol y p h e n ols  
i n μ g e q ui v al e nt  
of g alli c a ci d p er 

m g of e xtr a ct  

fl a v o n oi d s 
i n μ g e q ui v al e nt 
of r uti n p er m g  

of e xtr a ct  

P el a r g o ni u m 
Gr a v e ol e ns  

Fr a cti o n di et h yl 
et h er  

4 0 0 ± 2 9  1 2 ± 0. 2  

 
Fr a cti o n et h yl 

a c et at e  

 
4 3 7 ± 2 5  

 
2 9 ± 1. 6  

 

 
Fi g u r e 3  C ali br ati o n c ur v e of G alli c A ci d  
 

 
Fi g u r e 4  C ali br ati o n c ur v e of R uti n  

 
A nti o xi d a nt A cti vit y  
 
R es ult s of fr e e r a di c al s c a v e n gi n g a cti vit y of fr a cti o n di et h yl et h er, fr a cti o n et h yl 
a c et at e a n d A ci d As c or bi c ( p ositi v e c o ntr ol) ar e gi v e n i n T a bl e 2. M or e o v er, t h e 
e x a mi n ati o n of T a bl e 2, w e s p ott e d t h at t h e D P P H s c a v e n gi n g a cti viti es ( %) w er e 
i n cr e a s e d si g nifi c a ntl y wit h i n cr e a si n g t h e c o n c e ntr ati o n of t h e st u di e d s a m pl es 
fr o m 0. 2 t o 2 μ g/ ml.  
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T a bl e 2  T h e a nti o xi d a nt a cti vit y of t h e fr a cti o n s ( di et h yl et h er a n d et h yl a c et at e) 
of t h e a q u e o u s e xtr a ct of P el a r g o ni u m Gr a v e ol e ns  at diff er e nt c o n c e ntr ati o n s  

E c h a ntill o ns  A nti o xi d a nt a cti vit y  

Fr a cti o n 
di et h yl et h er  

C o n c e ntr ati o n s of t h e 
e xtr a ct ( µ g/ ml)  

0. 2  
0 .3
5  

0 .5  1  2  

Eff et of tr a p pi n g o n 
D P P H ( %)  

1 2.
0 7  

2 1  
2 8.
3 1  

4
3  

5 1.
8 4  

D P P H I C 5 0  (µ g / ml)      
1. 5
4  

Fr a cti o n a c et at e 
d’ et h yl e  

C o n c e ntr ati o n s of t h e 
e xtr a ct  ( µ g/ ml) 

0. 2  
0. 3
5  

0. 5  1  2  

Eff et of tr a p pi n g o n 
D P P H ( %)  

1 3.
2 4  

2 2.
7 0  

3 0.
0 1  

4
5  

5 3  

D P P H I C 5 0  ( µ g/ ml)      
1. 4
9  

a s c or bi c A ci d  

C o n c e ntr ati o n s of t h e 
e xtr a ct  ( µ g/ ml)  

0. 2  
0. 3
5  

0. 5  1  2  

Eff et of tr a p pi n g o n 
D P P H ( %)  

2 0  2 8  3 2  
5
5  

8 3  

D P P H I C 5 0  ( µ g/ ml)      
0. 9
0  

  
Fr o m T a bl e 2, t h e a nti o xi d a nt a cti vit y of et h yl a c et at e fr a cti o n i s gr e at er t h a n t h e 
di et h yl et h er fr a cti o n. T hi s a cti vit y of t h e e xtr a ct s i n cr e a s es wit h t h e 
c o n c e ntr ati o n, t hi s i s e x pl ai n e d b y t h e f a ct t h at t h e st u di e d s a m pl es gi v e h y dr o g e n 
t o D P P H w h o t he n c o n v ert e d t o t h e c ol or vi ol et i n y ell o w a n d a b s or b s l ess li g ht. 
W h e n t h e c o n c e ntr ati o n i s hi g h, m or e a nti o xi d a nt s D P P H i s r e d u c e d, s o l ess it 
a b s or b s li g ht p a ssi n g t hr o u g h it (El O u a di et al ., 2 0 1 5) 
G e n er all y, P el a r g o ni u m Gr a v e ol e n s  s h o ws s o m e g o o d a nti o xi d a nt a cti vit y at  t h e 
c o n c e ntr ati o n of 2 µ g/ ml r e a c h u ntil 5 3 % a n d  5 1. 8 4 % f or t h e et h yl a c et at e 
fr a cti o n a n d di et h yl et h er fr a cti o n r es p e cti v el y ( Fi g ur e 5 ). T h e t w o fr a cti o n s of 
P el a r g o ni u m Gr a v e ol e n s  e xtr a ct s e x hi bit a l o w er a cti vit y t h a n t h at of a s c or b i c 
a ci d ( 8 3 %). T h e et h yl a c et at e fr a cti o n h a d t h e hi g h est r a di c al s c a v e n gi n g a cti vit y 
wit h t h e l o w est I C 5 0 v al u e ( 1. 4 9 µ g/ ml). T hi s v al u e w a s hi g h er wit h di et h yl et h er 
fr a cti o n (I C 5 0 i s 1. 5 4 µ g/ ml). A d diti o n all y,  t h e fr a cti o n of et h yl a c et at e h a s a 
l o w er sc a v e n gi n g c a p a cit y t h a n a s c or bi c a ci d (I C 5 0 i s 0. 9 0 µ g/ ml).  

 
Fi g u r e 3  A nti o xi d a nt p o w er of t w o fr a cti o n s of t h e a q u e o u s e xtr a ct of   
P el a r g o ni u m Gr a v e ol e n s , O D r e a di n g aft er 3 0 mi n of i n c u b ati o n. 
 
C O N C L U SI O N  
 
T h e t est D P P H• i s c o n si d er e d a si m pl e, q ui c k a n d e a s y t o i m pl e m e nt, 
e x p eri m e nt s h a v e s h o w n s o m e diffi c ulti es i n m e a s uri n g t h e r e d u cti o n of st at e: a 
d y n a mi c p h e n o m e n o n at l o w c o n c e ntr ati o ns a n d a c c o m p a ni e d m a n y c o m p o u n d s 
f or m e d i n s o m e c a s es u n st a bl e. T h e D P P H• t est i s n ot q u a ntit ati v e, it c o m p ar es 
di ff er e nt e xtr a ct s t h e n a c c or di n g t o t h eir a bilit y t o s c a v e n g e D P P H• a n d t h u s t o 
a p pr e ci at e t h e q u alit ati v e c h a n g es i n p h e n oli c c o m p o u n d s. E v al u ati o n of t h e 
a ntir a di c al a cti vit y s h o ul d b e i nt er pr et e d wit h c a uti o n, k n o wi n g t h at t h e 
a b s or b a n c e of D P P H• at 5 1 5 -5 2 0 n m d e cr e a s es u n d er t h e a cti o n of li g ht, o x y g e n, 
d e p e n di n g o n t h e p H a n d t h e t y p e of t h e s ol v e nt a d d e d t o t h e a nti o xi d a nt.  
A c c or di n g t o t h e r es ult s o bt ai n e d, t h er e i s a r el ati o n s hi p b et w e e n t h e t ot al 
p ol y p h e n ol c o nt e nt a n d a nti o xi d a nt a cti vit y. T h e b ot h  fr a cti o n s of t h e 
P el a r g o ni u m Gr a v e ol e n s  a q u e o u s e xtr a ct c a n r e d u c e t h e r a di c al 2, 2 -di p h e n yl -1 -
pi cr yl h y dr a z yl, s o t h e y h a v e a n a nti o xi d a nt eff e ct i n vitr o, a n d c a n b e pr o p os e d a s 
n e w p ot e nti al s o ur c es of n at ur al a d diti v es i n t h e f o o d a n d p h ar m a c e uti c al 
i n dustri es.  
 
 

R E F E R E N C E S  
 
A gr a v al , P .K . (1 9 8 9 ). C ar b o n -1 3 N M R of fl a v o n oi d s. St u di es i n Or g a ni c 
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