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I N T R O D U C T I O N 
 
Ar a bi n o x yl a n s ar e i nt e gr al h e mi c ell ul osi c c o m p o n e nt s of c er e al cr o p r esi d u es 
a n d b i opr o c essi n g  b y -pr o d u ct s  fr o m ri c e, w h e at, r y e, s or g h u m, b arl e y, et c ., 
L a g a e rt  et al. (2 0 1 3 ). Ar a bi n o x yl a n s ar e h et er o p ol y m eri c wit h x yl a n b a c k b o n e 
c o m pri s e d of β -1, 4 li n k e d x yl os e r e si d u es f e w of w hi c h ar e si n gl y or d o u bl y 
s u b stit ut e d wit h ar a bi n os yl r esi d u es. W hil e ar a bi n os yl r esi d u es ar e f urt h er est er 
li n k e d t o f er ul ol yl m oi eti es of li g ni n. A d diti o n all y x yl os e i s als o li n k e d t o a c et yl 
r esi d u es at C 2 p ositi o n.  O wi n g t o its c o m pl e x str u ct ur e effi ci e nt h y dr ol ysi s of 
a r a bi n o x yl a n r e q uir es c oll e cti v e a cti o n of a n arr a y of h e mi c ell ul ol yti c e n z y m es  
n a m el y,  e n d o -1, 4 β -x yl a n a s e ( E C 3. 2. 1. 8) t h at cl e a v es t h e x yl a n b a c k b o n e a n d 
r el e a s es x yl o-oli g o m ers , w h er e a s, β -x yl osi d a s es  ( E C 3. 2. 1. 3 7) m e di at e d c at al ysi s 
r es ult s i n r el e a s e of m o n o m eri c x yl os e fr o m x yl o -oli g o m ers. T h e α -L -
ar a bi n of ur a n osi d a s e ( E C 3. 2. 1. 5 5), α -gl u c ur o ni d a s e  ( E C 3. 2. 1. 3 9), a c et yl x yl a n 
est er a s e ( E C 3. 1. 1. 7 2) a n d f er ulo yl est er a s es  ( E C. 3. 1. 1. 7 3) ar e i n v ol v e d i n 
d e br a n c hi n g of t h e h et er o p ol y m eri c str u ct ur e (S h all o m a n d S h o h a m , 2 0 0 3 ; 
D o d d a n d C a n n , 2 0 0 9 ). T h e ar a bi n o x yl a n s d eri v e d fr o m w h e at a n d r y e k er n el 
ar e ri c h s o ur c e of ar a bi n os e wit h  x yl o s e  t o ar a bi n os e r ati o r a n gi n g b et w e e n 0. 4 9 -
0. 5  G u e rf ali et al.  (2 0 1 0 ). A F a s e pl a ys a n i m p ort a nt r ol e i n h y dr ol y si s of ( 1, 2), 
( 1, 3) a n d ( 1, 5)-α -L -ar a bi n of ur a n o s yl m oi eti es li n ke d t o x yl a n b a c k b o n e  of 
h e mi c ell ul os e p ol y m er a n d miti g at e t h e st eri c hi n dr a n c e f or x yl a n a s e a cti o n  
( S o r e ns e n et al ., 2 0 0 6) . A F a s e d eri v e d fr o m diff er e nt mi cr o bi al s o ur c es h a v e 
b e e n cl a ssifi e d i n G H f a mili es 3, 4 3, 5 1, 5 4, 6 2 a n d 9 3 ( Y a n g et al. , 2 0 1 5) . A F a s e 
pr o d u c e d fr o m A u r e o b a si di u m p ull ul a ns , Tri c h o d e r m a r e e s ei  (N u m a n a n d 
B h o sl e , 2 0 0 6 ) a n d P e ni cilli u m p u r p u r o g e n u m  (R a v n al  et al., 2 0 1 2)  h a v e b e e n 
r e p ort e d a s u s ef ul i n bi o c o n v ersi o n of li g n o c ell ul osi c bi o m ass t o bi of u e l, p a p er 
a n d p ul p i n d u str y a n d i n wi n e i n d u str y f or e n h a n c e m e nt of wi n e fl a v or , 
r es p e cti v el y. T hi s p a p er f or t h e first ti m e r e p ort s P.  j a nt hi n ell u m, is ol at e d fr o m 
m o nt a n e al pi n e f or est s of S hi v ali k hills  (M o n g a  a n d C h a d h a , 2 0 1 4 ) I n di a, as 
ri c h s o ur c e of A F a s e  a n d ot h er c o m p o n e nt s of h e mi c ell ul ol yti c e n z y m e c o m pl e x . 

C ult ur e  c o n diti o n s f or a c hi e vi n g o pti m al A F a s e  pr o d u cti o n w er e st u di e d 
e m pl o yi n g r es p o n s e s urf a c e m et h o d ol o g y . T h e e n z y m e w a s f urt h er p urifi e d a n d 
c h ar a ct eri z e d  it s r ol e i n effi ci e nt h y dr ol y si s o f ar a bi n o x yl a n s d eri v e d fr o m w h e at 
a n d r y e f or pr o d u cti o n of ar a bi n os e w a s est a bli s h e d . 
 
M A T E RI A L A N D M E T H O D S  
 
P r o d u cti o n of h e mi c ell ul a s es b y  P. j a nt hi n ell u m  
 
P. j a nt hi n ell u m i s ol at e d fr o m d e c o m p osi n g l e af litt ers of o a k tr e es  fr o m m o nt a n e 
al pi n e f or est s  of S hi v ali k hills  (I n di a) w a s i d e ntifi e d o n t h e b a si s of 
m or p h ol o gi c al / m ol e c ul ar a p pr o a c h (S h a r m a et al ., 2 0 0 8 ). T h e f u n g u s w a s 
gr o w n at 3 0 o C f or 5 d a ys o n y e a st p ot at o s ol u bl e st ar c h ( Y p Ss) a g ar  ( C o o n e y a n d 
E m ers o n , 1 9 6 4) a n d m ai nt ai n e d o n t h e s a m e m e di u m at 4 ºC. F or pr o d u cti o n of 
h e mi c ell ul a s es P. j a nt hi n ell u m  w a s gr o w n  o n s oli difi e d c ult ur e m e di u m 
c o nt ai ni n g ri c e str a w  a n d  w h e at br a n ( 3: 2) a s c ar b o n s o ur c e a n d 1 5 ml b a s al 
m e di u m ( K H 2 P O 4  0. 4 %, C H 3 C O O N H 4 0. 4 5 %, a n d ( N H 4 )2 S O 4 1. 3 %, p H 7. 0). T h e 
fl a s k s w ere i n o c ul at e d wit h 2 ml s p or e s u s p e n si o n ( 6 × 1 0 7  s p or es/ ml) pr e p ar e d 
fr o m a 7 d a ys ol d Y p Ss a g ar sl a nt s a n d  i n c u b at e d at 3 0  ºC f or 7  d a ys. T h e 
e n z y m e w a s h ar v est e d b y a d di n g 5 0 ml of s o di u m citr at e b uff er ( 5 0 m M, p H 6. 0) 
t o t h e fl a s k s a n d k e pt at 3 0 ° C f or 1 h u n d er mil d s h a ki n g.  T h e r es ult a nt sl urr y 
w a s filt er e d a n d c e ntrif u g e d at 8 0 0 0 × g  f or 2 0 mi n a n d t h e e n z y m e e xtr a ct w a s 
u s e d f or  a ss a y of h e mi c ell ul ol yti c e n z y m es  ( x yl a n a s e, A F a s e , β-x y l osi d a s e a n d 
a c et yl  x yl a n est er a s e ) a s w ell a s pr ofili n g  A F a s e  e x pr essi o n b y S D S P A G E  a n d 2  
Di m e n si o n al g el el e ctr o p h or esi s , A F a s e  a cti vit y  st ai ni n g of g els , a n d p urifi c ati o n 
of e n z y m e . 
T h e o pti mi z ati o n of A F a s e w a s c arri e d o ut u si n g B o x B e n k e n D esi g n of 
e x p eri m e nt s e m pl o yi n g r es p o n s e s urf a c e m et h o d ol o g y . T h e pr o d u cti o n w a s 
st u di e d u si n g a m m o ni u m s ul p h at e, p H a n d m oi st ur e l e v el a s i n d e p e n d e nt 
v ari a bl es at t hr e e l e v els ( -1, 0, + 1) u si n g 1 7 fl a s k s e x p eri m e nt s. T h e e x p eri m e nt al 

T h i s st u d y r e p ort s P e ni cilli u m j a nt hi n ell u m  str ai n, pr o d u c i n g hi g h l e v el s of α -L -ar a bi n of ur a n osi d a s e  ( A F a s e) a s w ell a s ot h er 

c o m p o n e nt s of h e mi c ell ul o yti c e n z y m e s yst e m ( e n d o x yl a n a s e, β -x yl osi d a s e a n d a c et yl x yl a n est er a s e ) o n ri c e str a w a n d w h e at br a n 

c o nt ai ni n g s oli difi e d c ult ur e m e di u m . O pti mi z ati o n of c ult ur e c o n diti o n s w a s c arri e d o ut u si n g B o x – B e h n k e n d esi g n of e x p eri m e nt t o 

st u d y t h e i nfl u e n c e of pr o c ess v ari a bl es ( a m m o ni u m s ul p h at e, p H a n d m oi st ur e l e v el ) o n A F a s e  pr o d u cti o n . A n al ysi s of d at a s h o w e d R 2  

( 0. 9 9 6 7) a n d a dj u st e d R 2  ( 0.9 9 2 5 ) i n di c ati n g m o d el t o b e g o o d fit a n d r o b ust t o pr e di ct c ult ur e c o n diti o n s f or A F a s e  pr o d u cti o n. U n d er 

o pti m al c ult ur e c o n diti o n s P. j a nt hi n ell u m  pr o d u c e d hi g h l e v els of A F a s e  ( 2 1 2 u nit s/ g d w s u b str at e ) i n a d diti o n t o xyl a n a s e  ( 1 8 0 0 

u nit s/ g d w s u b str at e ), β-x yl osi d a s e  ( 3 1 u nit s/ g d w su b str at e ), a c et yl x yl a n est er a s e  ( 2 3 1 u nit s/ g d w su b str at e ) a n d f er ul o yl est er a s e ( 2 7 

u nit s/ g  d w su b str at e ). A F a s e  fr o m P.  j a nt hi n ell u m c ult ur e e xtr a ct w a s  p urifi e d t o h o m o g e n eit y a n d c h ar a ct eri z e d t o b e a 6 4  k D a pr ot ei n 

wit h  a pI  of 3. 8 . T h e p e pti d e m ass fi n g er pri nti n g s h o w e d t h e  A F a s e  b el o n g e d t o f a mil y G H 5 4. T h e e n z y m e w a s o pti m all y a cti v e at 5 0 o  

C at p H 5. 5  a n d  it s a cti vit y w a s p ositi v el y m o d ul at e d i n pr es e n c e of F e 3 + i o n s. T h e e n z y m e pr ef er e nti all y c at al y z e d t h e h y dr ol ysi s  of 

p N P - ar a bi n of ur a n osi d e (p N P A ) wit h  K m  a n d V m a x  of 0. 4 m M a n d  2 6 0  u nit m g -1  pr ot ei n -1 , r es p e cti v el y. H y dr ol ysi s wit h p urifi e d A F a s e  

( 3. 0 u nit s/ g s u b str at e) r el e a s e d ar a bi n os e fr o m r y e ar a bi n o x yl a n s ( 2 9. 5 m g/ g s u b str at e)  a n d  w h e at ar a bi n o x yl a n ( 1 3. 4 m g/ g s u b str at e), a s 

t h e s ol e pr o d u ct i n di c ati n g P. j a nt hi n ell u m a s t h e i m p ort a nt s o ur c e of α -L -ar a bi n of ur a n osi d a s e  f or bi o c o n v ersi o n of a gr o -r esi d u e t o 

v al u e a d d e d  pr o d u ct s.  

A R TI C L E I N F O  

R e c ei v e d 7. 1 1. 2 0 1 5  

R e vi s e d 2 2. 1 0. 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 3 2 -1 1 3 9  
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d at a w a s a n al y z e d u si n g S t ati sti c al s oft w ar e ( D esi g n- E x p ert v 8. 0. 7, St at -E a s e 
I n c., U S A) t o c al c ul at e r e gr essi o n c o effi ci e nt a n d g e n er at e r es p o n s e s urf a c e 
gr a p h s.  
 
T w o di m e nsi o n al g el el e ct r o p h o r e sis ( 2 D E)  
 
T h e e n z y m e e xtr a ct o bt ai n e d aft er  s oli difi e d c ult uri n g w a s s u bj e ct e d t o 
ultr afiltr ati o n / d es alt i n g u si n g 1 0 K D a m e m br a n es ( A mi c o n) . F or 2 D E pr ot ei n 
s a m pl e ( 1 5 0 µ g) w a s l o a d e d o nt o I P G stri p s  ( 7 c m) t h at r e h y dr at e d i n b uff er 
( 1 5 0 µl) c o nt ai ni n g 8 M ur e a, 2 % C H A P S, d estr e a k r e a g e nt, 1 % I P G b uff er ( p H 
3. 0 – 1 0. 0) a n d 0. 0 0 5 % br o m o p h e n ol bl u e ( B P B), f or 1 6 h at r o o m t e m p er at ur e . 
Ett a n  I G P h or 3 s yst e m ( G E, H e alt h c ar e Bi os ci e n c es) w a s u s e d f or I E F e m pl o yi n g  
v olt a g e pr o gr a m  t h at i n cr e a s e d li n e arl y i n a st e p wi s e m a n n er: 1 0 0 V, 4 h; 3 0 0 V, 
2 h; 1, 0 0 0 V, 2 h ( gr a di e nt); 3, 0 0 0 V, 3 h ( gr a di e n t); 5, 0 0 0, 3 h ( gr a di e nt); 
5 0 0 0 V, 6 h (st e p). F oll o wi n g I E F s e p ar ati o n, I P G stri p s w er e e q uili br at e d f or 1 5 
mi n i n 7 ml of 0. 0 5 M Tri s Cl ( p H 8. 8), 8 M ur e a, 3 0 % ( v/ v) gl y c er ol, 2 % ( w/ v) 
S D S, 6 0 m M dit hi ot hr eit ol ( D T T) a n d tr a c es of br o m o -p h e n ol bl u e  ( B P B) 
f oll o w e d b y e q uili br ati o n  f or 1 5 mi n i n t h e s a m e b uff er w h er e  D T T w a s r e pl a c e d 
wit h 5 0 m M i o d o -a c et a mi d e. F or s e c o n d di m e n si o n al el e ctr o p h or esi s e q uili br at e d 
I P G stri p s w er e pl a c e d o nt o 1 2 % S D S, p ol y a cr yl a mi d e g els a n d o v erl ai d wit h 0. 5 
% l o w m elti n g a g ar os e s ol uti o n t h at c o nt ai n s tr a c es of B P B. T h e s e c o n d 
di m e n si o n s e p ar ati o n w a s c arri e d  u si n g H o ef er mi ni V E s yst e m ( G E H e alt h c ar e 
B i os ci e n c es) at a c o n st a nt v olt a g e of 2 5 m A  (K a u r et al ., 2 0 1 3 ). T h e  pr ot ei n s p ots 
w er e d e v el o p e d u si n g sil v er st ai ni n g m et h o d . 
 
Id e ntifi c ati o n  of P r ot ei n  
 
T h e w ell s e p ar at e d pr ot ei n b a n d s o n S D S – P A G E w er e e x ci s e d a n d  s u bj e ct e d t o 
p e pti d e  m ass s p e ctr o m etr y a n al ysi s b y 2 D N a n o L C/ M S ( A gil e nt 1 1 0 0 s eri es) at 
t h e T C G A ( T h e C e ntr e f or G e n o mi c A p pli c ati o n, N e w D el hi). T h e d at a o bt ai n e d 
b y M a ss s p e ctr o m etr y w a s c o m p ar e d wit h  t h at pr es e nt i n S wi ss Pr ot d at a b a s es 
u si n g t h e M a s c ot s e ar c h al g orit h m.  
 
P u rifi c ati o n of A F a s e  
 
T h e c o n c e ntr at e d a n d d es alt e d pr ot ei n s a m pl e w a s l o a d e d o nt o D E A E - S e p h ar os e 
(f a st fl o w) i o n e x c h a n g e c ol u m n ( 2 4 × 2. 6 c m; P h ar m a ci a) pr e e q uili br at e d wit h  
s o di u m a c et at e b uff er ( 5 0 m M, p H 5. 5). T h e c ol u m n w a s  first el ut e d  wit h 2 b e d 
v ol u m es of e q uili br ati o n b uff er f oll o w e d b y a lin e ar gr a di e nt of 1 M N a Cl i n  
s o di u m a c et at e b uff er (  5 0 m M, p H 5. 5) at a fl o w r at e of 1 ml/ mi n u si n g (A K T A 
P RI M E,  A m ers h a m Bi os ci e n c es). Fr a cti o n s  c orr es p o n di n g  t o α -L -
ar a bi n of ur a n osi d a s e  a cti v e  p e a k o bt ai n e d d uri n g N a Cl gr a di e nt el uti o n w er e 
p o ol e d, c o n c e ntr at e d, d es alt e d a n d e q uili br at e d wit h 1. 7 M ( N H 4 )2 S O 4  i n 
p h os p h at e b uff er ( 5 0 m M p H 7. 0) a n d a p pli e d o nt o p h e n yl s e p h ar os e ( A m ers h a m 
Bi os ci e n c es) h y dr o p h o bi c i nt er a cti o n ( HI C) pr e -p a c k e d c ol u m n ( 5 ml) t h at h a s 
b e e n e q uili br at e d wit h s a m e b uff er.  T h e a p pli e d s a m pl e w a s el ut e d wit h a li n e ar 
gr a di e nt of ( N H 4 )2 S O 4  ( 1. 7 M-0 M) i n  p h os p h at e b uff er ( 5 0 m M, p H 7. 0) at  a fl o w 
r at e of 1 ml/ mi n. T h e fr a cti o n s c o nt ai ni n g A F a s e a cti vit y w er e  p o ol e d,  
c o n c e ntr at e d  a n d d es alt e d . A F a s e  w a s f urt h er p urifi e d u si n g s e p h a cr yl H R -2 0 0 
( A m ers h a m Bi os ci e n c es ) g el filtr ati o n ( 1. 8 × 9 0 c m) c ol u m n e q uili br at e d wit h 
Tri s -H cl ( 2 0 m M, p H 7. 0)  c o nt ai ni n g 0. 1 5 M N a Cl . T h e pr ot ei n i n t h e fr a cti o ns 
w a s d et er mi n e d b y t a ki n g a b s or b a n c e at 2 8 0 n m u si n g S hi m a d z u -1 2 4 0 
s p e ctr o p h ot o m et er th e fr a cti o n s c orr e s p o n di n g t o p urifi e d A F a s e w er e p o ol e d a n d 
c h ar a ct eri z e d.  
 
Ass a y of  h e mi c ell ul ol yti c e n z y m e  
 
X yl a n a s e a c ti vit y w a s a ss a y e d u si n g 1 % bir c h w o o d x yl a n (si g m a) pr e p ar e d i n 
s o di u m citr at e b uff er ( 5 0 m M, p H 6. 0)  a s s u b str at e.  T h e a ss a y w a s p erf or m e d b y 
i n c u b ati n g r e a cti o n mi xt ur e ( 1  ml) t h at c o nt ai n e d  e q u al a m o u nt s of a p pr o pri at el y 
dil ut e d e n z y m es  ( 5 0 0 µl) a n d s u b s tr at e s ol uti o n ( 5 0 0 µl) at 5 0 o C  f or 5 mi n. T h e 
r e a cti o n w a s t er mi n at e d b y a d di n g 3 ml D N S  r e a g e nt a n d b oili n g  f or 1 0 mi n ut es 
a n d d e v e l o p e d c ol o ur w a s r e a d at 5 4 0 n m. T h e  r e d u ci n g s u g ars w er e q u a ntifi e d 
u si n g x yl os e  a s st a n d ar d . O n e u nit of x yl a n a s e a cti vi t y w a s e x pr ess 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 t o r el e a s e 1 μ m ol e  of x yl os e p er mi n u n d er t h e a ss a y 
c o n diti o n s.  T h e  s u b str at es,  p N P -β -D -x yl o p yr a n osi d e,  p N P -α -L -
ar a bi n of ur a n osi d e, ( 3 m M)  pr e p ar e d i n  s o di u m a c et at e b uff er ( 5 0 m M, p H 5. 0) 
w er e u s e d t o a ss a y β -x yl osi d a s e, α -L -ar a bi n of ur a n osi d a s e ( A F a s e), r es p e cti v el y 
u si n g mi cr otitr e pl at e b a s e d m et h o d ( S h ar m a et al ., 2 0 1 1 ). A r e a cti o n mi xt ur e 
( 1 0 0 µl) c o nt ai ni n g 5 0 µl of s o di u m a c et at e b uff er ( 5 0 m M, p H 5. 0), 2 5 µl of 
s uit a bl y dil ut e d e n z y m e, 2 5 µl of s u bstr at e ( 3 m M) w a s i n c u b at e d at 5 0 o C f or 3 0 
mi n.  T h e r e a cti o n w a s t er m i n at e d b y a d di n g 1 0 0 µl of N a O H -gl y ci n e b uff er 
( 0. 4 M, p H 1 0. 8) a n d d e v el o p e d c ol or w a s r e a d at 4 0 5 n m  u si n g a n E LI S A pl at e 
r ea d er ( Bi o R a d) . T h e Af a s e a n d β -x yl osi d a s e a cti vit y w a s e x pr ess e d i n u nit s a s 
t h e a m o u nt of e n z y m e r e q uir e d t o r el e a s e 1 μ m ol e of p N P p er mi n ut e u n d er a ss a y 
c o n diti o n s.  
  
 
 
 

C h a r a ct e ri z ati o n of A F a s e  
  
S D S P A G E a n d Is o el e ct ri c f o c usi n g (I E F)  
 
T h e h o m o g e n eit y a n d m ol e c ul ar m ass of A F a s e  w a s  d et er mi n e d b y S D S -
P A G E (1 2 % g el ) u si n g Mi ni -Pr ot e a n II s yst e m ( BI O R A D). Is o el e ctri c 
f o c u si n g (I E F) w a s p erfor m e d  u si n g a 5 % a cr yl a mi d e g el t h at c o nt ai n e d 
2. 4 % br o a d r a n g e p H r a n g e ( 2 -1 0) a m p h oli n e c arri er s er v al yt e ( S E R V A, 
G er m a n y). L -l ysi n e ( 0. 29 %) a n d L -ar gi ni n e ( 0. 3 5 %) w er e u s e d a s c at h o d e 
b uff ers  w h er e a s ort h o -p h os p h ori c a ci d ( 1 0 m M ) w a s u s e d a s a n o d e b uff er. 
I E F w a s c arri e d o ut at c o n st a nt v olt a g e of 1 0 0 V ( 1 h)  a n d 2 0 0 V ( 1 h) a n d 
5 0 0 V f or 3 0 mi n (B a d h a n et al ., 2 0 0 4 ). 
 
D et e cti o n of A F a s e a cti vi t y i n g el usi n g 4 -m et h yl u m b ellif e r yl α -L -
a r a bi n of u r a n o si d e  ( M U A) 
 
A F a s e  a cti viti y i n t h e g el w a s d et e ct e d u si n g 1 0 m M M U A  a s s u b str at e  ( pr e p ar e d 
i n 5 0 m M s o di u m citr at e b uff er p H 6. 0). U p o n c o m pl eti o n of el e ctr o p h or esi s, t h e 
g els w er e i n c u b at e d i n  r e n at ur ati o n b uff er [(2 0 m M pi p er a zi n e – N, N -bi s  ( 2-
et h a n es ulf o ni c a ci d ), 2 m M dit hi ot hr eit ol ( D T T), 2. 5 m M C aC l2 , 2. 5 % Trit o n X -
1 0 0]  f or 1 h at r o o m t e m p er at ur e a n d t h e n o v er ni g ht at 4 o  C  i n fr es h r e n at ur ati o n 
b uff er . Aft er i n c u b ati o n t h e g el w a s t h or o u g hl y w a s h e d wit h  st erili z e d d o u bl e 
di still e d w at er a n d i n c u b at e d  wit h o v erl ai d s u b str at e s ol uti o n f or 3 0 mi n at 5 0 o  C.  
T h e A F a s e  a cti vit y s p ot s  w er e o b s er v e d u n d er U V li g ht u si n g g el d o c u m e nt ati o n 
s yst e m ( G e n e G e ni u s, C a m bri d g e, U K).  
  
T e m p e r at u r e a n d p H o pti m a  
 
T h e a cti vit y pr ofil e of t h e p urifi e d A F a s e  w a s d et er mi n e d at a t e m p er at ur e 
b et w e e n 3 0 a n d 9 0 º C wit h p N P A  a s s u b str at e pr e p ar e d i n  s o di u m a c et at e b uff er 
(0. 0 5 M , p H 5. 0 ). T h e o pti m al p H w a s d et er mi n e d b y m e a s uri n g A F a s e a cti vit y  
b et w e e n p H 2 a n d 1 0 u si n g 0. 1 M H Cl -K C l ( p H 2. 0), s o di u m citr at e ( p H 3. 0 t o 
6 . 0), s o di u m p h os p h at e ( p H 7. 0 a n d 8 . 0), a n d Gl y ci n e-N a O H ( p H 9 . 0 a n d 1 0 . 0 
b uff ers at 5 0º C.  
  
T h e r m al a n d p H st a bilit y of A F a s e  
 
T h e  ali q u ot s  of  p urifi e d A F a s e w er e  i n c u b at e d at 5 0 ºC a n d 6 0  ºC at p H 5 . 0 
a n d 6 . 0 f or 0 - 4 h, a n d s u b s e q u e ntl y a ss a y e d f or r esi d u al e n z y m e  a cti vit y . 
  
Eff e ct of t h e m et al i o ns a n d ot h e r r e a g e nts   
 
T h e  p urifi e d A F a s e  w a s i n c u b at e d i n 5 m M s ol uti o n s of N a Cl, K Cl, M n Cl 2 , 
M g Cl 2, C u Cl 2 , Z n Cl2 , F e Cl3 , C a Cl2 , E D T A, D T T, β-m er c a pt o et h a n ol, N B S 
a n d S D S f or 3 0 mi n at r o o m t e m p er at ur e i n s o di u m a c et at e b uff er ( 0. 0 5 M, 
p H 5. 0).  T h e r esi d u al A F a s e a cti vit y i n t h e ali q u ot s w a s a ss a y e d t h er e aft er . 
  
S u b st r at e s p e cifi cit y   
 
S u b str at e s p e cifi cit y of p urifi e d A F a s e  w a s d et er mi n e d a g ai n st  3 m M p -
nitr o p h e n y l s u b str at es, p N p -α -L -ar a bi n of ur a n osi d e, p N p -α -L -ar a bi n o p yr a n osi d e, 
o N P -β -D -x yl o p yr a n osi d e, p N P -β -D -x yl o p yr a n osi d e  p N P -β -D -gl u c o p yr a n osi d e, 
o N P -β -D -g al a ct o p yr a n osi d e, p N P -β -D -gl u c osi d e, a n d p N P -c ell o b i osi d e, p N P -α -
D -m a n n o p yr a n osi d e,  4 -nitr o p h e n yl -2 -o -f er u or yl-α -L -ar a bi n of ur a n osi d e,  4 -
nitr o p h e n yl -5 -O -f er u or yl-α -L -ar a bi n of ur a n osi d e . (A r e a cti o n mi xt ur e ( 1 0 0 µl) 
c o nt ai ni n g 2 5 µl of s u b str at e, 2 5 µl of p urifi e d e n z y m e a n d 5 0 µl of s o di u m a c et at e 
b uff er ( 5 0 m M, p H 5. 0) w a s i n c u b at e d at 5 0 o  C f or 3 0 mi n ). T h e K m, , V m a x  a n d K c at 
of p urifi e d  A F a s e w a s  d et er mi n e d a g ai n st  p N P A  a s s u b str at e u si n g Li n e w e a v er 
B ur k e  pl ot.  
  
A n al y si s of H y d r ol y si s b y  T hi n L a y e r ( T L C) a n d Hi g h p r ess u r e li q ui d 
c h r o m at o g r a p h y ( H P L C)  
 
9 0 0 µl of 1 %  w/ v r y e ar a bi n o x yl a n ( R A X), w h e at ar a bi n o x yl a n ( W A X) a n d 
d e br a n c h e d  ar a bi n a n  ( D A) pr e p ar e d i n s o di u m c itr at e b uff er ( 5 0 m M, p H 6. 0) 
w er e  i n c u b at e d wit h 1 0 0 µl of p urifi e d α -L -ar a bi n of ur a n osi d a s e at 5 0  o  C f or 7 2 
h. S a m pl es w er e wit h dr a w n at i nt er v al of  2 4 h, fr e e z e dri e d  a n d r e di ss ol v e d i n 
m et h a n ol. T hi n l a y er c hr o m at o gr a p h y ( 0. 2 5-m m l a y ers of sili c a g el F -2 5 4 pl at es, 
M er c k, I n di a) w a s c arri e d o ut u si n g et h yl a c et at e: a c eti c a ci d: w at er a s s ol v e nt 
s yst e m i n a r ati o of ( 3: 2: 1 v/ v). T h e T L C pl at es w er e t h e n s pr a y e d wit h 
di p h e n yl a mi n e r e a g e nt a n d  air dri e d. H y dr ol ysi s pr o d u ct s w er e vi s u ali z e d b y 
h e ati n g pl at es at 1 0 0 0 C f or 1-2  mi n ut es.  (1 %  w/ v) Ar a bi n os e  a n d x yl os e w er e r u n 
a s st a n d ar d s. H P L C w a s c arri e d o ut wit h DI O N E X s yst e m ( U S A) u si n g 
diff er e nti al r efr a cti v e i n d e x d et e ct or ( RI -1 0 1, S h o d e x). T h e  t e m p er at ur e of t h e 
A mi n e x c ol u m n H P X -8 7 P  c ol u m n  ( Bi o-R a d) w a s m ai nt ai n e d at 8 5 o C a n d w at er 
w a s u s e d a s m o bi l e p h a s e at a fl o w r at e of 0. 6 ml/ mi n. ( 1 % w/ v) ar a bi n os e, a n d 
x yl os e w er e u s e d a s st a n d ar d s.  
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R E S U L T S   
 
P r o d u cti o n of H e mi c ell ul ol yti c e n z y m e s b y P e ni cilli u m j a nt hi n ell u m  
 
T h e r es ult s ( Fi g 1) s h o w h e mi c ell ul ol yti c pr o d u cti o n pr ofil e of P . j a nt hi n ell u m 
gr o w n o n w h e at br a n/ri c e str a w c o nt ai ni n g s oli difi e d c ult ur e m e di u m. C ult ur e 
pr o d u c e d m a xi m al  l e v els of x yl a n a s e ( 1 0 7 9 u nits/ g ds), A F a s e ( 1 4 0 u nit s/ g d s), β -
x yl osi d a s e ( 1 5. 4 u nit s/ g d s ) a n d A X E ( 1 3 6 u nit s/ g d s ) aft er 7 d a ys of i n c u b ati o n.  
S D S -P A G E a n d c orr es p o n di n g a cti vit y pr ofili n g of A F a s e b y d e v el o pi n g 
z y m o gr a m als o i n di c at e d  t o gr a d u al  i n cr e a s e i n A F a s e e x pr essi o n a s o b s er v e d 
fr o m i nt e n sit y of b a n d s ( Fi g 2 a). A F a s e a cti v e pr ot ei n b a n d w a s o b s er v e d 
c orr es p o n di n g t o 6 5 K D a ( Fi g 2 b). T h e r es ol uti o n of s e cr et o m e b y 2 -di m e n si o n al 
g el el e ctr o p h or esi s ( pI 3. 0 -1 0. 0) r e v e al e d w ell s e p ar at e d pr ot ei n  s p ot s ( Fi g. 2 c) 
a n d z y m o gr a m d e v el o p e d u si n g M U A  a s s u b str at e , s h ow e d t hr e e di sti n ct A F a s e 
a cti v e s p ot s of hi g h m ol e c ul ar w ei g ht a n d a ci di c pI  ( Fi g 2 d). T h e s p ot s w er e 
i d e ntifi e d u si n g P e pti d e m ass fi n g er pri nti n g u si n g L C -M S / M S a p pr o a c h  i n w hi c h 
t w o s p ot s w er e i d e ntifi e d a s A F a s e b el o n gi n g t o G H 5 4 f a mil y s h o wi n g cl os e 
si mil arit y t o A F a s e fr o m A.  n i g e r( E = 1 e-0 9 ). T h e p e pti d es m at c hi n g w er e 
A D K W AI R G G, N S A S V S L S T Y.  

 
Fi g u r e  1  Pr o d u cti o n pr ofil e of h e mi c ell ul ol yti c e n z y m es ( Ar a bi n of ur a n osi d a s e 
( A F a s e), β-x yl osi d a s e ( β -x yl), A c et yl x yl a n est er a s e ( A X E) a n d X yl a n as e)  
pr o d u c e d b y P e ni cilli u m j a nt hi n ell u m u n d er  u n o pti mi z e d c o n diti o n s. Err or b ars 
i n di c at e S E @ 5 % l e v el. 

 
Fi g u r e 2  a) S D S -P A G E s h o wi n g pr ot ei n pr ofil e pr o d u c e d b y P. j a nt h elli u m  
u n d er s oli d st at e f er m e nt ati o n u n d er s oli d st at e f er m e nt ati o n at diff er e nt d a y 
i nt er v al. b) Z y m o gr a m s h o wi n g m ulti pli cit y of ar a bi n of ur a n osi d a s e d e v el o p e d b y 
r e n at urati o n of S D S -P A G E. c ) 2-D E s e cr et o m e p att er n of P. j a nt hi n ell u m  gr o w n 
o n ri c e str a w: w h e at br a n ( 3: 2) c o nt ai ni n g s oli difi e d  c ult ur e m e di u m.  S p ots 3, 4 
a n d 5 d et e ct e d i n  2 D  g el r e pr es e nt s A F a s e a cti vit y  d) L o c ali z ati o n of α -L -
ar a bi n of ur a n osi d a s e a cti vit y i n 2 D E g el.   
 
O pti mi z ati o n of A F a s e p r o d u cti o n  
 
T h e B B D e x p er i m e nt al d at a s h o wi n g eff e ct of p H, m oist ur e  l e v el a n d  ( N H4 )2 S O 4  
o n A F a s e pr o d u cti o n al o n g  wit h m e a n pr e di ct e d a n d o b s er v e d r es p o n s es is 
pr es e nt e d i n (T a bl e 1 ). T h e m o d el c o m p ut e d b a s e d o n t h e d at a s h o w e d R 2  ( 0. 9 9 7) 
a n d a dj u st e d R 2  ( 0. 9 9 2) al o n g  wit h hi g h m o d el F v al u e of 2 3 6. 4 3 a n d n o n 
si g nifi c a nt l a c k of fit i n di c at e d it t o b e g o o d fit t o e x pl ai n i nfl u e n c e of eff e ct of 
t h es e v ari a bl e o n A F a s e pr o d u cti o n ( T a bl e 2). T h e pr o d u cti o n of A F a s e w a s 
si g nifi c a ntl y aff e ct e d b y ( N H4 )2 S O 4 , p H a n d m oi st ur e l e v el i n li n e ar t er m s a n d 
s q u ar e d  t er ms ( p< 0. 0 0 5).  T h e i s o -r e s p o n s e c o nt o ur pl ot s ( Fi g. 3 a, 3b) s h o w e d 
t h at m a xi m al pr o d u cti o n of A F a s e ( 2 1 5  u nit s/ g d s) c o ul d b e a c hi e v e d w h e n t h e 
i niti al p H w a s i n t h e r a n g e of 5.6 -6 . 0, ( N H4 )2 S O 4  c o n c e ntr ati o n b et w e e n 2. 2 5 -
2. 7 5 a n d m oi st ur e l e v el w a s b et w e e n 6 7 -7 2 %. I n or d er t o d et er mi n e t h e a c c ur ac y 
of t h e m o d el a n d t o v erif y t h e o pti mi z ati o n r es ult s, e x p eri m e nt s w er e r e p e at e d 
t hr e e ti m es u n d er o pti mi z e d c ult ur e c o n diti o n s a n d A Fa s e pr o d u cti o n of 2 1 1 ± 3. 2 
( u nit s/ g d s) w a s a c hi e v e d t h at w a s 1. 5 1  f ol d s hi g h er w h e n c o m p ar e d t o t h at  
a c hi e v e d u n d er u n o p ti mi z e d c o n diti o n s. I n a d diti o n t o A F a s e , u n d er o pti mi z e d 
c o n diti o n s pr o d u cti o n of ot h er h e mi c ell ul ol yti c c o m p o n e nt s ( x yl a n a s e 1 8 0 0 
u nit s/ g d s, β-x yl osi d a s e 3 1 u nit s/ g d s , X A E 2 3 1 u nit s/ g ds) ( Fi g 4) w er e als o 
i m pr o v e d c orr es p o n di n g t o 1. 6 6, 2. 0 1 a n d 1. 7 3 f old i n cr e a s e, r es p e cti v el y. T a bl e 
3 s h o ws t h e h e mi c ell ul ol yti c a cti viti es  of diff er e nt f u n g al str ai n s u n d er S m F a n d 
S S F.  T h e e n z y m e a cti viti es o bt ai n e d b y P. j a nt hi n ell u m  w er e c o m p ar ati v el y 
hi g h er t o  P e ni cilli u m j a n cz e w s kii , P. o x ali c u m, As p e r gill u s w o rt m a n n i, 
T al a r o m y c e s t h e r m o p hil u s, T . w o rt m a n ni ( u n d er S m F) a n d P . b r a sili a n u m a n d A . 
ni g e r  N R R L  3 2 8  ( u n d er S S F). 
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T a bl e 1  B o x -B e h n k e n d esi g n al o n g wit h a ct u al a n d pr e di ct e d v al u es of α -L -ar a bi n of ur a n osi d a s e.  

  I n d e p e n d e nt v ari a bl es         R es p o n s e 1  

 
A  B  C  

 
A:( N H 4) 2 S O 4  B: p H  

C: M oi st ur e 
l e v el 

Ar a bi n of ur a n osi d a s e  

St d  
    

%  
 

%  U/ g d s  

 

C o d e d l e v els  
 

A ct u al l e v el  A ct u al  Pr e di ct e d  

1  -1  -1  0  
 

0. 5  4  6 7  4 8. 2 0  4 8. 0 4  

2  1  -1  0  
 

3. 5  4  6 7  1 7 0. 1 0  1 7 5. 5 9  

3  -1  1  0  
 

0. 5  1 0  6 7  7 0. 1 0  6 4. 6 1  

4  1  1  0  
 

3. 5  1 0  6 7  8 9. 0 0  8 9. 1 6  

5  -1  0  -1  
 

0. 5  7  5 9  4 2. 4 0  4 3. 6 4  

6  1  0  -1  
 

3. 5  7  5 9  1 2 1. 6 0  1 1 7. 1 9  

7  -1  0  1  
 

0. 5  7  7 5  7 7. 8 0  8 2. 2 1  

8  1  0  1  
 

3. 5  7  7 5  1 6 2. 0 0  1 6 0. 4 6  

9  0  -1  -1  
 

2. 0  4  5 9  1 1 9. 0 0  1 1 7. 9 0  

1 0  0  1  -1  
 

2. 0  1 0  5 9  9 9. 0 0  1 0 3. 2 5  

1 1  0  -1  1  
 

2. 0  4  7 5  1 8 3. 5 0  1 7 9. 2 5  

1 2  0  1  1  
 

2. 0  1 0  7 5  1 2 3. 0 0  1 2 4. 0 7  

1 3  0  0  0  
 

2. 0  7  6 7  2 0 3. 0 0  2 0 6. 2 0  

1 4  0  0  0  
 

2. 0  7  6 7  2 0 5. 0 0  2 0 6. 2 0  

1 5  0  0  0  
 

2. 0  7  6 7  2 0 5. 0 0  2 0 6. 2 0  

1 6  0  0  0  
 

2. 0  7  6 7  2 1 2. 0 0  2 0 6. 2 0  

1 7  0  0  0  
 

2. 0  7  6 7  2 0 6. 0 0  2 0 6. 2 0  

 
 
T a bl e 2  A N O V A st ati sti c s f or fitt e d m o d el f or α -L - ar a bi n of ur a n osi d a s e 
pr o d u c e d b y P. j a nt hi n ell u m  

 

F -v al u e  p -v al u e  
 

 
 
S o ur c e  

 
Pr o b. > F  Si g nifi c a nt  

M o d el  2 3 6. 4 3  < 0. 0 0 0 1 *  
 

A - ( N H 4) 2 S O 4( %) 4 3 1. 8  < 0. 0 0 0 1 *  
 

B -p H  9 1. 0 1  < 0. 0 0 0 1 *  
 

C - M oi st ur e l e v el ( %)  1 2 5. 9 6  < 0. 0 0 0 1 *  
 

A 2 - ( N H 4) 2 S O 4( %) 7 9 2. 6 1  < 0. 0 0 0 1 *  
 

B 2 -p H  2 6 2. 1 3  < 0. 0 0 0 1 *  
 

C 2 - M oi st ur e l e v el ( %)  1 8 4. 2 5  < 0. 0 0 0 1 *  
 

A × B  9 9. 0 1  < 0. 0 0 0 1 *  
 

A × C  0. 2 3  0. 6 4 3 8  
 

B × C  1 5. 3 1  0. 0 0 5 8  
 

R 2  9 9. 6 7  
  

A dj R 2  9 9 . 2 5 
  

L a c k of fit  0. 2 7  0. 1 0 6 6  n o n -si g nifi c a nt  

* si g nfi c a nt at p < 0. 0 5 ,     
# n ot -si g nfi c a nt at p < 0. 0 5     

 
   

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fi g u r e  3  a)   3 D c o nt o ur pl ot s h o wi n g t h e eff e ct of i nt er a cti o n b et w e e n a ) p H a n d 
m oi st ur e l e v el a n d b) a m m o ni u m s u l p h at e a n d p H o n α -L -ar a bi n of ur a n osi d a s e  
( A F a s e) pr o d u cti o n b y P.  j a nt hi n ell u m . 
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Fi g u r e  4  Pr o d u cti o n pr ofil e of h e mi c ell ul ol yti c e n z y m es ( Ar a bi n of ur a n osi d a s e 
( A F a s e), β-x yl osi d a s e ( β -x yl), A c et yl x yl a n est er a s e ( A X E) a n d X yl a n as e)  
pr o d u c e d b y P.  j a nt hi n ell u m u n d er o pti mi z e d c o n diti o n s. Err or b ars i n di c at e S E 
@ 5 % l e v el.  
 
T a bl e 3  H e mi c ell ul ol yti c e n z y m es pr o d u c e d b y diff er e nt f u n g al str ai n s u n d er 
S m F a n d S S F  

F u n gi   X yl a n a s e  β -x yl osi d a s e  
α -L -

A R A F  
A X E  F A E  

R ef er e n
c e  

S m F ( U/ ml)        

P e ni cilli u m 
j a n cz e ws kii 

1 5. 2  0. 1 6  0. 6 7  - - 
T err a s a n 

et al 
. 2 0 1 0 

T al ar o m y c e s 
t h er m o p hil us 

2 2  1. 2  0. 8 5  - - 
G u erf ali 

et al. 
2 0 1 1  

P e ni cilli u m 
o x ali c u m  

1 1 5. 2  0. 0 9  0. 0 4  - - 
Li a o et 
al. 2 0 1 2  

As p e r gill us 
ni g er 
( E n d o p h yte)  

2 1. 3 4  0. 0  0. 2 1  - - 
R o bl et 
al. 2 0 1 3  

T al ar o m y c e s 
w ort m a n ni  
( E n d o p h yt e) 

4. 8 5  2. 8 5  0. 9 1  - - 
R o bl et 
al. 2 0 1 3  

S S F( U/ g ds)        

P e ni cilli u m 
br asili a n u m  

7 0 9  - 3. 5  - 1. 5  
P a n a gi ot
o u et al. 

2 0 0 6  
As p e r gill us 
ni g er N R R L 
3 2 8  

9 5 0  - - - - 
M o nti b e
ll er et 

al. 2 0 1 4  
P e ni cilli u m 
j a nt hi n ell u m 

1 8 0 0  3 1  2 1 2  2 3 3  2 7  
Pr e s e nt 
w or k  

  
 
P u rifi c ati o n a n d c h a r a ct e ri z ati o n of A F a s e  
 
A F a s e  fr o m P.  j a nt hi n ell u m w a s  p urifi e d t o h o m o g e n eit y  u si n g ultr afilt r ati o n, i o n 
e x c h a n g e, h y dr o p h o bi c a n d g el c hr o m at o gr a p h y . T h e p urifi e d e n z y m e e x hi bit e d 
s p e cifi c a cti vit y of 9 µ m ol -1 m g pr ot ei n -1  c orr es p o n di n g t o 4. 5 f ol d p urifi c ati o n. 
T h e p urifi e d e n z y m e h a d a m ol e c ul ar m ass a n d i s o el e ctri c p oi nt  of 6 4 K D a a n d 
3 . 8, r es p e cti v el y ( Fi g 5 a & 5b ).  

 
Fi g u r e 5  a)  S D S -P A G E of p urifi e d α -L -ar a bi n of ur a n osi d a s e fr o m P. j a nt h elli u m. 
L a n e M: st a n d ar d pr ot ei n m ar k ers of i n cr e a si n g m ol e c ul ar m ass: s o y a b e a n 

tr y p si n i n hi bit or ( 2 0 K D a); b o vi n e s er u m al b u mi n ( 4 3 K D a); b o vi n e s er u m 
al b u mi n  ( 6 6 K D a);  p h os p h or yl a s e  ( 9 7. 4 K D a),  L a n e  1:  p urifi e d  α -L -
ar a bi n of ur a n osi d a s e. b) Is o el e ctri c f o c u si n g of p urifi e d α -L -ar a bi n of ur a n osi d a s e 
( E).  L a n e M:  st a n d ar d  pI  m ar k ers(si g m a).  L a n e 1:    p urifi e d  α -L -
ar a bi n of ur a n osi d a s e.  
 
T e m p e r at u r e, p H o pti m a a n d St a bilit y  
 
P urifi e d A F a s e  w a s o pti m all y a cti v e at 5 0 o  C ( Fi g 6 a ). F urt h e r i n cr e a s e i n 
t e m p er at ur e r es ult e d i n a p pr e ci a bl e  d e cli n e i n it s a cti vit y. T h e A F a s e fr o m P. 
j a nt hi n ell u m w a s o pti m all y a cti v e at p H 5. 5  ( Fi g 6 b) . T h e A F a s e  r et ai n e d 9 8 % of 
it s a cti vit y aft er 2  h o urs at 5 0 o C.  ( Fi g. 6 c ). F urt h er m or e, t h e A F a s e  w a s 
a p pr e ci a bl y st a bl e s h o wi n g h alf - lif e of m or e t h a n 1 5 0 mi n at  5 0 o  C  a n d  p H 6. 0  
(Fi g 6 c ). T a bl e 4  s u m m ari z es t h e c o m p ar ati v e pr o p erti es of A F a s e  fr o m diff er e nt 
f u n g al str ai n s. 
 

 

 
 
Fi g u r e 6 a)  Eff e ct of t e m p er at ur e. b) p H o n α -L -ar a bi n of ur a n osi d a s e a cti vit y . c) 
St a bilit y of α -L -ar a bi n of ur a n osi d a s e at p H 5. 0, 5. 5 a n d 6. 0  at 5 0 o C a s a f u n cti o n 
of ti m e. Err or b ars i n di c at e S E @ 5 % l e v el  
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T a bl e 4  Pr o p erti es of α -L -ar a bi n of ur a n osi d a s es  ( A F a s e) fr o m diff er e nt f u n g al str ai n s 

Mi c r o o g a ni s m  
M W  
( k D a) 

T o pt  

(o C)  
p H o pt  F a mil y  R ef e r e n c e s  

F u n gi  

P e ni cilli u m c a n e s c e n s  
6 0  
7 0  

- - 
5 4 a  
5 1  

G u s a k o v et al. 2 0 1 3  

P e ni cilli u m j a n c z e w s kii  
 

- 2 5  6. 0  - 
T err a s a n et al. 2 0 1 0  
 

P e ni cilli u m p u r p u r o g e n u m ( A B F 1)  
 

5 8  5 0  4. 0   D e I o a n n es et al. 2 0 0 0  

P e ni cilli u m p u r p u r o g e n u m ( A B F 2)  
 

7 0  6 0  5. 0  5 1  Frit z et al. 2 0 0 8  

P e ni cilli u m c r y s o g e n u m  5 2  - 3. 3 -5. 5  - S a k a m ot a a n d K a w a s a ki. 2 0 0 3  

P e ni cili u m b r a sili a n u m  - 2 5. 5  6. 0  - 
P a n a gi ot o u et al. 2 0 0 5  
 

C h a et o mi u m s p.  5 2. 9  6 5  5. 0  - Y a n et al. 2 0 1 2  

H u mi c ol a i n s ol e n s  - 4 0  6. 0  4 3  
S or e n s e n et al. 2 0 0 6  
 

P e ni cilli u m j a nt hi n ell u m  6 4  5 0  5. 5  5 4  Pr es e nt w or k  

 
  
Eff e ct of m et al i o ns  
 
T h e a cti v it y of p urifi e d e n z y m e w a s  p ositi v el y  m o d ul at e d i n t h e pr es e n c e of 
F e + 3  ( Fi g 7 ). T h e a cti vit y of p urifi e d A F a s e w a s i n hi bit e d i n t h e  pr es e n c e  of 
Z n + 2 a n d  C u + 2 . N -br o m os u c ci n at e r es ult e d i n c o m pl et e l oss of e n z y m e 
a cti vit y.  

 
Fi g u r e 7  Eff e ct of m et al i o n s a n d ot h er c h e mi c al r e a g e nt s ( 1 0 m M e a c h)  o n t h e 
a cti vit y of α -L -ar a bi n of ur a n osi d as e fr o m P. j a nt hi n ell u m.  Err or b ars i n di c at e S E 
@ 5 % l e v el  
 
S u bst r at e s p e cifi cit y a n d E n z y m e Ki n eti cs  
 
T h e A F a s e fr o m P.  j a nt hi n ell u m w a s m a xi m all y a cti v e a g ai n st p N P -α -L -
ar a bi n of ur a n osi d e ( p N P A ) b ut w a s n ot a bl e t o d e gr a d e ot h er p N P s u b str at es .  T h e 
p urifi e d  e n z y m e di d n ot s h o w a cti vit y a g ai n st p -nitr o p h e n yl 2 -O  a n d 5 -O -f er ul o yl 
α -L -ar a bi n of ur a n osi d e . T h e A F a s e  fr o m P.  j a nt hi n ell u m w a s m or e a cti v e o n 
ar a bi n o x yl a n ( W h e at a n d R y e) t h a n o n d e br a n c h e d ar a bi n a n. A F a s e di d  n ot 
c at al ys e t h e h y dr ol ysi s of  bir c h w o o d x yl a n, C M C (l o w a n d hi g h vi s c osit y), a n d 
a vi c el . T h e p urifi e d A F a s e  e x hi bit e d K m  a n d V m a x  of 0. 4 m M a n d  2 6 0 µ m ol mi n -

1 m g pr ot ei n -1 a g ai n st p N P A  r es p e cti v el y.  

 
H y d r ol y sis st u di e s  
  
T hi n l a y er c hr o m at o gr a p h y ( T L C)  a n d H P L C  a n al ysi s of h y dr ol ysi s pr o d u ct s of 
r y e ar a bi n o x yla n, w h e at ar a bi n o x yl a n a n d d e br a n c h e d ar a bi n a n  ( Fi g 8 ) i n di c at ed 
t h at A F a s e fr o m P . j a nt hi n ell u m r el e a s es L-ar a bi n os e a s t h e m ai n s u g ar. T h e 
H P L C b a s e d q u a ntifi c ati o n s h o w e d t h at h y dr ol ysi s wit h p urifi e d A F a s e ( 3. 0 
u nit s/ g s u b str at e) r el e a s e d a p pr e ci a bl e a m o u nt s of ar a bi n os e fr o m r y e 
ar a bi n o x yl a n ( 2 9. 5 m g/ g s u b str at e) f oll o w e d b y w h e at ar a bi n o x yl a n ( 1 3. 4 m g/ g 
s u b str at e), a n d d e br a n c h e d ar a bi n a n ( 3. 8 m g/ g s u b str at e m g/ g) i n di c ati n g e x o -
a cti vit y of A F a s e .  

 
Fi g u r e 8  T hi n l a y er c hr o m at o gr a p h y a n d H P L C s h o wi n g h y dr ol ysi s pr o d u cts 
o bt ai n e d b y a cti o n of α -L -ar a bi n of ur a n osi d a s e fr o m P. j a nt hi n ell u m  o n a) R A X, 
b) W A X a n d c) D A  

 
D I S C U S SI O N  
 
P. j a nt hi n ell u m  str ai n gr o w n o n s oli difi e d  m e di u m c o nt ai ni n g ri c e str a w a n d 
w h e at br a n a s s u b str at es  pr o d u c e d hi g h l e v els of A F a s e al o n g wit h ot h er 
h e mi c ell ul osi c c o m p o n e nt s ( x yl a n a s e, β -x yl osi d a s e a n d a c et yl x yl a n est er a s e) . 
T h e cr u d e e n z y m e e xtr a ct r es ol v e d b y 2  Di m e n si o n al e l e ctr o p h or esi s a n d its 
z y m o gr a m d e v el o p e d b y u si n g M U A a s s u b str at e  r e v e al e d t hr e e di sti n ct s p ot s of 
hi g h m ol e c ul ar w ei g ht a n d a ci di c pI . T h e o b s er v e d m ulti pli cit y of A F a s e m a y b e 
d u e pr ot e ol ysi s of t h e e n z y m e d uri n g pr o c essi n g t h at h a s als o b e e n o b s er v e d 
pr e vi o u sl y f or m ulti -d o m ai n e n z y m es s u c h a s G H 5 β m a n a n a s e ( T a k a s u k a et al ., 
2 0 1 4 ) or m a y b e d u e t o cr oss r e a cti vit y of β -x yl osi d a s e t h at c a n r e c o g ni s e M U A 
a s s u b str at e ( W a g s c h al et al ., 2 0 0 9 ). T hi s i s t h e first r e p ort f or d et e cti o n of 
A F a s e  o n 2 D E g els b y z y m o gr a p h y t e c h ni q u es. F urt h er t h e o pti mi z e d c ult ur e 
c o n diti o n s w er e est a bli s h e d f or e n h a n ci n g A F a s e pr o d u cti o n. T h e m o d el 
c o m p ut e d R 2  a n d a dj u st e d R 2  f or A F a s e pr o d u cti o n w er e 0. 9 9 7 a n d 0. 9 9 2. T h e  
R 2  v al u e cl os er t o 1 i n di c at es t h at t h e m o d el i s r o b u st t o pr e di ct t h e r e s p o n s e 
(B a b u a n d S at y a n a r a y a n a , 1 9 9 5 ). T h e r e gr essi o n e q u ati o n o bt ai n e d aft er t h e 
a n al ysi s of v ari a n c e ( A N O V A) gi v es t h e l e v el of e n z y m es pr o d u c e d a s a f u n cti o n 
of i niti al v al u e of ( N H 4) 2 S O 4, m oi st ur e l e v el a n d p H. B y a p pl yi n g m ulti pl e 
r e gr essi o n s a n al ysi s o n t h e e x p eri m e nt al d at a t h e s e c o n d or d er p ol y n o mi al 
e q u ati o n w a s f o u n d t o e x pl ai n t h e e n z y m e pr o d u cti o n ( J ati n d e r et al ., 2 0 0 6). 
T h e p urifi c ati o n a n d c h ar a ct eri z ati o n of A F a s e fr o m P.  j a nt hi n ell u m w er e f urt h er 
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i n v esti g at e d. T h e r es ult s aft er p urifi c ati o n s u g g est t h at t h e p urifi e d e n z y m e i s a 
m o n o m er wit h a m ol e c ul ar m ass of 6 4 K D a, w h er e a s A F a s e fr o m P e ni cilli u m 
str ai n s ( P. p u r p u r o g e n u m , P. c h r y s o g e n u m  a n d P. c a n e s c e n s ) s h o w e d a 
m ol e c ul ar w ei g ht of 5 8, 5 2 a n d 6 0 K D a , r es p e cti v el y (D e I o a n n e s et al , 2 0 0 0 ; 
S a k a m ot a a n d K a w a s a ki , 2 0 0 3 ; G us a k o v et al ., 2 0 1 3 ) i n di c ati n g di v ersit y of 
A F a s e pr o d u c e d b y diff er e nt P e ni cilli u m  str ai n s  w hi c h p oss i bil y i nfl u e n c es t h eir 
bi o c h e mi c al c h ar a ct ersti c s ( S a h a 2 0 0 0).  T h e m a xi m al  a cti vit y of t h e e n z y m e w a s 
o b s er v e d at 5 0 o  C w hi c h   i s i n c o n c urr e n c e wit h A F a s e fr o m F u s a ri u m 
o x ys p o ri u m  ( 5 0 o C), A. p ull ul a n s  ( 5 5 o C), T. t h e r m o p hil u s  ( 5 5 o C) a n d 
Cl o st ri di u m t h er m o c ell u m  ( 5 0 o C) ( C h a c o n et al ., 2 0 0 4 ; D e w et et al ., 2 0 0 8 ; 
G u e rf ali et al ., 2 0 1 1 ; A h m e d et al ., 2 0 1 3 ). T h e A F a s e fr o m P. j a nt hi n ell u m  w a s 
o pti m all y a cti v e at p H 5. 5, si mil ar p H pr ofil es h a v e als o b e e n o b s er v e d i n A F a s e 
p urifi e d fr o m P. c h r y s o g e n u m, P. p u r p u r o g e n u m  a n d C h a et o mi u m s p. 
(S a k a m ot a a n d K a w a s a ki , 2 0 0 3 ; F rit z et al ., 2 0 0 8 ; Y a n et al. , 2 0 1 2 ). T h e 
a cti vit y of p urifi e d e n z y m e w a s p ositi v el y m o d ul at e d i n t h e pr es e n c e of F e + 3 , 
Si mil ar r es ult s w er e pr e vi o u sl y o b s er v e d i n Art h r o b a ct e r s p . (K h a n d e p a r k e r et 
al ., 2 0 0 8 ) w h er e a s th e a d diti o n of m et al i o n s s u c h a s Z n + 2  a n d C u + 2  i n hi bit e d t h e 
A F a s e a cti vit y si g nifi c a ntl y, s u g g esti n g t h at it i s a t hi ol -s e n siti v e e n z y m e b e c a u s e 
t h es e h e a v y m et als pr o m ot e t h e o xi d ati v e pr o c ess wit h t hi ol gr o u p a n d aff e ct t h e 
n at i v e str u ct ur e of e n z y m e t h u s d est a bili zi n g t h e c o nf or m ati o n al f ol di n g of t h e 
e n z y m e or l e a d t o f or m ati o n of di s ulfi d e b o n d s at irr e g ul ar p ositi o n s (O h mi y a et 
al ., 1 9 9 5 ). I n hi biti o n i n t h e pr es e n c e of C u+ 2  h a s als o b e e n pr e vi o u sl y o b s er v e d 
(S a k a m ot a a n d K a w a s a ki , 2 0 0 3 ; G u e rf ali et al ., 2 0 1 1 ; Y a n g et al ., 2 0 1 2 ). 
C o m pl et e l oss of t h e a cti vit y i n t h e pr es e n c e of N -br o m os u c ci n at e i n di c at es t o t h e 
r ol e of tr y pt o p h a n i n t h e a cti v e sit e of t h e e n z y m e ( A ds ul et al ., 2 0 0 9 ). T h e 
p urifi e d e n z y m e w a s m a xi m all y a cti v e a g ai n st p N P -α -L -ar a bi n of ur a n osi d e a s 
s u b str at e h o w e v er it di d n ot r e c o g ni z e p -nitr o p h e n yl 2 -O  a n d 5 -O -f er ul o yl α-L -
ar a bi n of ur a n osi d e w hi c h ar e s uit a bl e s u b str at es f or d et er mi n ati o n a n d 
diff er e nti ati o n of F A E a cti vit y ( M a sti h u b o v a et al ., 2 0 1 0 ). T h e A F a s e fr o m P. 
j a nt hi n ell u m w a s m or e a cti v e o n ar a bi n o x yl a n ( W h e at a n d R y e) t h a n o n 
d e br a n c h e d ar a bi n a n. E x p e ct e dl y p urifi e d A F a s e di d n ot r e c o g ni s e d 
m et h yl gl u c o ur o n yl a n d a c et yl s u b stit ut e d Bir c h w o o d x yl a n a s s u b str at e. T h e 
s u b str at e s p e cifi cit y of P. j a nt hi n ell u m  A F a s e i s  si mil ar t o G H f a mil y 5 4 A F a s e 
fr o m P. p u r p u r o g e n u m a n d P.  f u ni c ul o s u m  (D e I o a n n e s et al ., 2 0 0 0 ; G u ai s et 
al ., 2 0 1 0 ) t h at  c at al y z es t h e r e m o v al of  α-L -ar a bi n of ur a n os yl r esi d u es fr o m 
si n gl y s u b stit ut e d x yl o p yr a n os yl r esi d u es ( S o r e ns e n et al ., 2 0 0 6 ). T h e o b s er v e d 
K m ( 0. 4 m M)  i s l o w er t h a n t h at of A F a s e fr o m P . p u r p u r o g e n u m  ( 1. 2 3 m M), 
A u r e o b a si di u m p ull ul a n s  ( 3. 7 m M), T . t h e r m o p hil u s ( 0. 7 7 m M) a n d C h a et o mi u m 
s p . C Q 3 1( 1. 4 3 m M) ( D e I o a n n e s et al ., 2 0 0 0 ; D e w et et al ., 2 0 0 8 ; G u e rf ali et al ., 
2 0 1 1 ; Y a n et al ., 2 0 1 2 ). L o w er k m i n di c ates m u c h hi g h er affi nit y f or t h e  
s u b str at e. F urt h er m or e t h e p urifi e d A F a s e s h o w e d hi g h er r at e of c a t al ysi s ( Vm a x ) 
w h e n c o m p ar e d t o A F a s e fr o m C h a et o mi u m s p . (Y a n et al ., 2 0 1 2 ). T h e A F a s e 
h y dr ol y z e d r y e ar a bi n o x yl a n, w h e at ar a bi n o x yl a n a n d d e br a n c h e d ar a bi n a n 
r el e a si n g ar a bi n os e, si mil ar r es ult s h a v e pr e vi o u sl y b e e n o b s er v e d i n A F a s e of 
Cl o st ri di u m s p.  b y ( A h m e d et al ., 2 0 1 3 ) w h er e a s G H 5 4 A F a s e fr o m A . p ull ul a n s  
(D e w et et al ., 2 0 0 8 ) w a s a bl e t o r el e a s e ar a bi n os e fr o m ar a bi n o x yl a n s b ut n ot 
fr o m d e br a n c h e d ar a bi n a n. D e br a n c h e d ar a bi n a n i s m ai nl y c o m pri s e d of c h ai n of 
α, 1, 5 -li n k e d ar a bi n of ur a n os yl r esi d u es w h er e a s, ar a bi n o x yl a n s  p oss ess  a x yl a n 
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fr o m α 1, 2 a n d α 1, 3 li n k a g es. T h e  a b o v e r es ult s als o i n di c at e t h e e x o -a cti vit y  of 
A F a s e  w hi c h h a s i m m e n s e p ot e nti al i n bi o c o n v ersi o n of a gr o-r esi d u es t o v al u e 
a d d e d pr o d u cts ( G u e rf ali et al ., 2 0 1 0 ). 
 
C O N C L U SI O N  
 
T h e st u d y r e p ort s P. j a nt hi n ell u m  a s hi g hl y effi ci e nt s o ur c e of A F a s e  a s w ell a s 
ot h er c o m p o n e nt s o f h e mi c ell ul ol yti c e n z y m e s yst e m. B y e m pl o yi n g r e s p o n s e 
s urf a c e m et h o d ol o g y o pti m al c ult ur e c o n diti o n s f or A F a s e pr o d u ct i o n w er e 
est a bli s h e d w hi c h w er e hi g h er t h a n r e p ort e d e arli er.   S e cr et o m e a n al ysi s r e v e al e d 
P. j a nt hi n ell u m  α -L -ar a bi n of ur a n osi d a s e b el o n gi n g t o f a mil y 5 4. T hi s i s t h e first 
r ep o rt o n i d e ntifi c ati o n of α-L -ar a bi n of ur a n os i d a s e o n 2 D E g els b y z y m o gr a p h y. 
Als o p urifi e d A F a s e effi ci e ntl y h y dr ol ys es r y e a n d w h e at ar a bi n o x yl a n t o 
ar a bi n os e. T h u s t hi s A F a s e c a n b e of gr e at i m p ort a n c e t o f o o d a n d bi o c o n v ersi o n 
i n d ustr y. 
 
C o nfli ct of i nt e r e st : T h e a ut h or c o nfir ms t h at t hi s arti cl e c o nt e nt h a s n o c o nfli ct 
of i nt er est.  
 
A c k n o wl e d g e m e nt: T h e fi n a n ci al s u p p ort b y N AI P (I C A R) f or c arr yi n g o ut 
r es e ar c h pr oj e ct N o v el bi ot e c h n ol o gi c al pr o c ess es f or p r o d u cti o n of hi g h v al u e 
pr o d u ct s fr o m a gri c ult ur al r esi d u es ( 4 1 8 3) i s d ul y a c k n o wl e d g e d.  
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DI V E R SI T Y O F M Y C O B I O T A A S S O C I A T E D W I T H O NI O N ( A L LI U M C E P A  L.) C U L T I V A T E D I N A S SI U T, WI T H A 
N E W L Y R E C O R D E D F U N G A L S P E C I E S T O E G Y P T  
 

K h a yri a M. A b d el -G a w a d 1 , A h m e d Y. A b d el-M all e k 1, 2 , N e m m at A. H u ss ei n1  a n d I s m ail R. A b d el -R a hi m 1   
 
A d d r ess ( e s):  
1 B ot a n y &  Mi cr o bi ol o g y D e p art m e nt, F a c ult y of S ci e n c e, Assi ut U ni v ersit y, E g y pt . 
2 U m m Al -Q ur a U ni v ersit y, F a c ult y of A p pli e d S ci e n c e, Bi ol o g y D e p art m e nt, M e c c a,  Ki n g d o m of S a u di  Ar a bi a . 
 
* C orr es p o n di n g a ut h or:  i sm ailr a m a d a n 2 0 0 8 @ g m ail. c o m   

 
A B S T R A C T  

 
K e y w o r ds:  S oil,  o ni o n , Alli u m c e p a , r hi z os p h er e, r hi z o pl a n e, p h yll os p h er e , p h yll o pl a n e , Z o pfi ell a l ati p e s  

 
 
I N T R O D U C T I O N 
 
O ni o n ( Alli u m  c e p a  L., Alli a c e a e) i s o n e of t h e m ai n i m p ort a nt a n d ol d est 
v e g et a bl e  cr o p s gr o w n i n E g y pt. O ni o n alt h o u g h pri m aril y gr o w n f or f o o d, i s als o 
u s e d i n tr a diti o n al m e di ci n e, i n cl u di n g t h e tr e at m e nt of c hi c k e n p o x, t h e c o m m o n 
c ol d, i nfl u e n z a, m e a sl es a n d r h e u m ati s m. A nti mi cr o bi al c h ar a ct eri sti c s of t h e 
Alli u m ar e r el at e d t o t h e  eff e ct of s ulf ur c o m p o u n d s pr o d u c e d i n it s tiss u es. O ni o n 
m a y h el p t o pr e v e nt art eri os cl er osi s a n d ot h er c ar di o v a s c ul ar di s e a s es  ( S c h w a rt z 
a n d M o h a n, 2 0 0 7) . T h e p h yll os p h er e of pl a nt s i s a d y n a mi c e c os yst e m i n h a bit e d 
b y s p e cifi c b a ct eri a a n d f u n gi. T h eir a cti vit y i s r el at e d t o v ari o u s i nt er a cti o n s 
b et w e e n t h e bi oti c a n d a bi oti c f a ct ors of t h e e n vir o n m e nt ( B e h r e n dt et al.,  1 9 9 7, 
2 0 0 2) . S a pr otr o p hi c l e af s urf a c e f u n gi p erf or m k e y e c ol o gi c al r ol es i n t h e pl a nt 
a n d a eri al pl a nt s urf a c es pr o vi d e a s uit a bl e h a bi t at f or e pi p h yti c mi cr o or g a ni s ms, 
w hi c h ar e i nfl u e n c e d b y t h e n utri e nt s pr es e nt o n t h e l e af s urf a c es ( T y a gi et al., 
1 9 9 0; A b d el -H af e z  et al.,  2 0 1 5) . P h yll o pl a n e pr o vi d es a s uit a bl e h a bit at f or t h e 
gr o wt h of mi cr o or g a ni s ms w hi c h c a n c o m p et e wit h t h e p at h o g e n f or n utri e nts 
a n d i n hi bit p at h o g e n m ulti pli c ati o n b y s e cr eti n g a nti bi oti c s or t o xi n s ( Y a d a v et 
al. , 2 0 1 1; T h a k u r a n d H a r s h, 2 0 1 4). S e v er al st u di es w er e c arri e d o ut t o 
c h ar a ct eri z e t h e m y c o bi ot a of r o ot s urf a c e a n d s oil a d h eri n g t h e r o ot s of o ni o n 
pl a nt s.  P e ni cilli u m , As p e r gill u s , Tri c h o d e r m a  a n d Cl a d o s p ori u m  w er e d et e ct e d 
fr o m t h e r hi z os p h er e of o ni o n s e e dli n g ( L y n ds a y, 1 9 7 3). I n a n ot h er st u d y, 5 
Z y g o m y c et o u s s p e ci es, 9 As c o m y c et o u s s p e ci es a n d 5 9 H y p h o m y c et o u s s p e ci es 
w er e i s ol at e d fr o m t h e r hi z os p h er e o f Alli u m c e p a  ( B e rt ol di et al.,  1 9 7 8) . A b d el -
S at e r ( 2 0 0 1) i d e ntifi e d t w e nt y f u n g al s p e ci es fr o m l e af s urf a c es of o ni o n pl a nt of 
w hi c h Alt e r n a ri a alt e r n at a, As p e r gill u s ni g e r, A. s y d o wii, A. v e rsi c ol or, 
Cl a d o s p o ri u m  h e r b ar u m,  C o c hli o b ol u s  l u n at u s,  Pl e o s p o r a  h e r b a r u m, 
S et o s p h a e ri a r o st r at a a n d  Ul o cl a di u m b ot r yti s  w er e t h e m ost pr e v al e nt. M o nt e s -
B el m o nt et al . ( 2 0 0 3) i s ol at e d als o F u s a ri u m, R hi z o ct o ni a, C u r v ul a ri a, P h o m a, 
Alt e r n a ri a, S cl e r oti u m, Bi p ol a ri s, As p e r gill u s, R hi z o p u s a n d  P e ni cilli u m  fr o m 
o ni o n n urs e ri es. F u s a ri u m c ul m o r u m, P e ni cilli u m  a n d C oll et ot ri c h u m ci r ci n a ns  
w er e als o r e p ort e d a s p at h o g e n s f or o ni o n b ul b s a n d it i s r e c o m m e n d e d t o u s e 
e c o -fri e n dl y r o ot a n d l e af s urf a c e mi cr o or g a ni s ms t o m a n a g e pl a nt p at h o g e ns 
( A b o-S h a d y et al. , 2 0 0 7; S o ri a et al. , 2 0 1 2; A b o-El y o us r et al. , 2 0 1 4). H e n c e, it 
i s n e c ess ar y t o d et er mi n e t h e f u n g al p o p ul ati o n s i n t h e s oil, r o ot a n d l e af r e gi o n s 
w hi c h c o ul d h a v e p ositi v e or n e g ati v e i m p a ct o n o ni o n gr o wt h a n d d e v el o p m e nt. 
T hi s st u d y ai m e d t o pr o vi d e c o m pr e h e n si v e i nf or m a ti o n o n t h e f u n gi a ss o ci at e d 
wit h s oil, r hi z os p h er e, r hi z o pl a n e, p h yll os p h er e a n d p h yll o pl a n e of o ni o n ( Gi z a 
6) d uri n g t h e p eri o d fr o m pl a nti n g till h ar v esti n g.  
 
 

M A T E RI A L A N D M E T H O D S  
 
C oll e cti o n of S a m pl e s  
 
T w o l o c aliti es i n Assi ut G o v er n or at e w er e s el e ct e d f or t h e pr es e nt st u d y; 
B ot a ni c al G ar d e n of F a c ult y of S ci e n c e, Assi ut U ni v ersit y a n d R ef a Vill a g e ( 1 2 
K m s o ut h of Assi ut cit y). S a m pl es w er e c oll e ct e d m o nt hl y d uri n g t h e gr o wi n g 
s e a s o n w hi c h e xt e n d e d fr o m S e pt e m b er 2 0 0 5 t o A pril 2 0 0 6.  
 
S oil s a m pl e s:  T w e nt y -si x s oil s a m pl es w er e c oll e ct e d at a d e pt h of 5 i n c h es, p ut 
i n st erili z e d p ol y et h yl e n e b a gs a n d mi x e d t h or o u g hl y a n d tr a n sf err e d dir e ctl y t o 
t h e l a b or at or y ( J o h ns o n et al ., 1 9 5 9). 
 
R o ot s a m pl e s: O ni o n r o ot s ( 2 0 s a m pl es) w er e u pr o ot e d fr o m t h e s oil a n d s h a k e n 
g e ntl y t o c oll e ct t h e a d h eri n g s oil. T h e n t h e r o ot s a n d s oil w er e pl a c e d s e p ar at el y 
i n st erili z e d p ol y et h yl e n e b a gs a n d tr a n sf err e d t o l a b or at or y. 
 
S a m pl e s of g r e e n l e a v e s: F or d et er mi n ati o n of p h yll os p h er e a n d p h yll o pl a n e 
f u n gi, 2 0 s a m pl es of gr e e n t u b ul ar l e a v es of o ni o n w er e c oll e ct e d b y c utti n g 
u si n g st erili z e d s ci ss ors a n d p a c k e d dir e ctl y i nt o p ol y et h yl e n e b a gs a n d 
tr a n sf err e d t o l a b or at or y. 
 
Is ol ati o n of F u n gi  
 
S oil b o r n e f u n gi: P ot at o D e xtr os e A g ar m e di u m ( P D A) s u p pl e m e nt e d wit h r os e -
b e n g al ( 0. 0 6 7 g/l) a n d c hl or a m p h e ni c ol ( 0. 2 5 g/l) a s b a ct eri ost ati c a g e nt s  ( S mit h 
a n d D a w s o n, 1 9 4 4; B o ot h, 1 9 7 1)  w a s u s e d. T h e dil uti o n -pl at e m et h o d w a s 
e m pl o y e d t o d et er mi n e s oil f u n gi ( J o h ns o n et al.,  1 9 5 9; M o u b a s h e r et al., 
1 9 7 7) . O n e ml of t h e d esir e d dil uti o n w as tr a n sf err e d dir e ctl y i nt o e a c h of 
st erili z e d 9 c m di a m et er P etri di s h es, t h e n, ~ 2 0 ml of P D A w er e p o ur e d i n e a c h 
pl at e a n d stirr e d g e ntl y f or h o m o g e n o u s di stri b uti o n of s oil s u s p e n si o n. T h e 
pl at es w er e i n c u b at e d eit h er at 1 9 o C a n d 2 8 o C f or 7 d a ys (fi v e r e pli c at es f or e a c h 
s a m pl e). T h e d e v el o pi n g c ol o ni es w er e e n u m er at e d a n d i d e ntifi e d.  
 
R hi z o s p h e r e f u n gi: T h e dil uti o n pl at e m et h o d w a s u s e d t o i s ol at e r hi z os p h er e 
f u n gi. T h e P D A pl at es w er e i n c u b at e d at eit h er 1 9 o C or 2 8 o C (fi v e r e pli c at es f or 
e a c h s a m pl e) f or 7 d a ys d uri n g w hi c h t h e d e v el o pi n g f u n gi w er e c o u nt e d a n d 
i d e ntifi e d. 
 

T h e g o al of t hi s st u d y w a s t o c h ar a ct eri z e di v ersit y of f u n g al bi ot a i n s oil, r o ot s a n d gr e e n l e a v es of o ni o n pl a nt. S e v e nt y - ni n e f u n g al 

s p e ci es b el o n gi n g t o 3 2 g e n er a w er e i s ol at e d fr o m s oil ( 2 9 g e n er a a n d 7 2 s p e ci es), r hi z os p h er e ( 2 5 a n d 5 2), r hi z o pl a n e ( 2 4 a n d 3 8), 

p h yll os p h er e ( 1 7 a n d 4 1) a n d p h yll o pl a n e ( 1 7 a n d 3 5) o n P D A m e di u m at 1 9º a n d 2 8º C. T h e n u m b er of f u n g al g e n er a a n d s p e ci es i n s oil 

w a s hi g h er t h a n t h os e o n r o ot s a n d l e a v es, w hil e t h os e o n t h e s urf a c e of r o ot s (r hi z os p h er e) or l e a v es ( p h yll os p h er e) w er e hi g h er t h a n 

t h os e a d h eri n g t o r o ot s (r hi z o pl a n e) or l e a v es ( p h yll o pl a n e). As p e r gill us  (A. ni g e r  a n d A. t e rr e u s ), f oll o w e d b y P e ni cilli u m  (P. 

f u ni c ul os u m a n d P. c hr ys o g e n u m ), R hi z o p u s  (R. st ol o nif e r ) a n d F u s a ri u m  (F. o x y s p o r u m ) w er e t h e m ost c o m m o n f u n gi. A n e w r e c or d 

s p e ci es i s r e p ort e d f or t h e first ti m e t o E g y pt n a m el y, Z o pfi ell a l ati p e s  (fr o m p h yll o pl a n e of o ni o n). 

A R TI C L E I N F O  

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

R e vi s e d 2 9. 1 2. 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 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 4 5 -1 1 5 1  

http://www.fbp.uniag.sk/
mailto:ismailramadan2008@gmail.com
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R hi z o pl a n e f u n gi : T h e pr e vi o u sl y u pr o ot e d r o ot s of o ni o n pl a nt w er e s u bj e ct e d 
f or a s eri es of w a s hi n gs wit h st erili z e d di still e d w at er, dri e d, c ut i nt o e q u al 
s e g m e nt s ( 1 c m l o n g). Fi v e s e g m e nts w er e pl a c e d o n t h e s urf a c e of t h e P D A 
m e di u m pl at es. T h e pl at es w er e i n c u b at e d at 1 9 o C a n d 2 8 o C ( 5 r e pli c at es f or e a c h 
s a m pl e) f or 7 d a ys d uri n g w hi c h t h e d e v el o pi n g c ol o ni es w er e c o u nt e d a n d 
i d e ntifi e d. 
 
P h yll os p h e r e f u n gi: Gr e e n l e a v es of o ni o n w er e c ut i nt o s e g m e nt s ( 1 c m di a m 
e a c h). T w e nt y g of t h es e s e g m e nt s w er e pl a c e d i n st eril e c o ni c al fl a s k s 
c o nt ai ni n g 1 0 0 ml st eril e di still e d w at er a n d w er e s h a k e n f or 2 0 mi n ut es. Fi n al 
d esir e d dil uti o n ( 1/ 5 0 0) w a s pr e p ar e d. O n e ml of t h e fi n al dil uti o n  w a s 
tr a n sf err e d i nt o st erili z e d P etri di s h, a n d t h e n 1 0-1 5 ml of m elt e d P D A m e di u m 
w a s p o ur e d a n d s h a k e n g e ntl y. T h e pl at es w er e i n c u b at e d at 1 9 o C a n d 2 8 o C f or 7 
d a ys ( 5 r e pli c at es f or e a c h s a m pl e). D e v el o pi n g c ol o ni es w er e i d e ntifi e d a n d 
c o u nt e d.  
 
P h yll o pl a n e f u n gi: T h e pr e vi o u s s e g m e nt s of o ni o n gr e e n l e a v es w er e w a s h e d 
s e v er al ti m es wit h st erili z e d di still e d w at er. T h e n t h e y w er e dri e d t h or o u g hl y 
b et w e e n st erili z e d filt er p a p er. Fi v e s e g m e nt s ( 1 c m di a m.) w er e pl a c e d o n t h e 
s urf a c e of P D A pl at e. Fi v e r e pli c at es w er e u s e d f or e a c h s a m pl e a n d t h e pl at es 
w er e i n c u b at e d at 1 9 o  a n d 2 8 o C. T h e d e v el o pi n g f u n gi w er e c o u nt e d a n d 
i d e ntifi e d. 
 
I d e ntifi c ati o n of f u n gi  
 
T h e f u n g al c ol o ni es w er e i d e ntifi e d b a s e d o n m a cr o - a n d mi cr os c o pi c c h ar a ct ers 
f oll o wi n g R a p e r a n d  F e n n ell ( 1 9 6 5) , f or As p e r gill u s  s p e ci es; Elli s ( 1 9 7 1, 1 9 7 6) , 
f or D e m ati a c e o u s H y p h o m y c et es; B o ot h ( 1 9 7 1) ; L e sli e a n d S u m m e r ell ( 2 0 0 6) , 
f or F u s a ri u m  s p e ci es; Pitt ( 1 9 7 9) , f or P e ni cilli u m  s p e ci es; M o u b a s h e r ( 1 9 9 3) , 
Pitt a n d H o c ki n g ( 1 9 9 7)  a n d D o ms c h et al.  ( 2 0 0 7) f or f u n gi i n g e n er al. 

 
St ati sti c al a n al y si s  
 
Hi er ar c hi c al cl u st eri n g a n al ysi s u si n g fr e e o nli n e s oft w ar e st ati sti c al a n al ysi s 
(w w w. w ess a. nit. c o m ) w a s u s e d a n d D etr e n d e d C orr es p o n d e n c e A n al ysi s ( D C A) 
w a s p erf o r m e d u si n g C a n o c o 4. 5 ( T e r B r a a k a n d Š mil a u e r, 1 9 9 8) t o or di n at e 
s o ur c es b as e d o n t h eir f u n g al c o m p ositi o n.  
 
R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  
 
C oll e cti o n of S a m pl e s  
 
T w o l o c aliti es i n Assi ut G o v er n or at e w er e s el e ct e d f or t h e pr es e nt st u d y; 
B ot a ni c al G ar d e n of F a c u lt y of S ci e n c e, Assi ut U ni v ersit y a n d R ef a Vill a g e ( 1 2 
K m s o ut h of Assi ut cit y). S a m pl es w er e c oll e ct e d m o nt hl y d uri n g t h e gr o wi n g 
s e a s o n w hi c h e xt e n d e d fr o m S e pt e m b er 2 0 0 5 t o A pril 2 0 0 6.  
 
S oil s a m pl e s:  T w e nt y -si x s oil s a m pl es w er e c oll e ct e d at a d e pt h of 5 i n c h es, p ut 
i n st erili z e d p ol y et h yl e n e b a gs a n d mi x e d t h or o u g hl y a n d tr a n sf err e d dir e ctl y t o 
t h e l a b or at or y ( J o h ns o n et al ., 1 9 5 9). 
 
R o ot s a m pl e s: O ni o n r o ot s ( 2 0 s a m pl es) w er e u pr o ot e d fr o m t h e s oil a n d s h a k e n 
g e ntl y t o c oll e ct t h e a d h eri n g s oil. T h e n t h e r o ot s a n d s oil w er e pl a c e d s e p ar at el y 
i n st erili z e d p ol y et h yl e n e b a gs a n d tr a n sf err e d t o l a b or at or y. 
 
S a m pl e s of g r e e n l e a v e s: F or d et er mi n ati o n of p h yll os p h er e a n d p h yll o pl a n e 
f u n gi, 2 0 s a m pl es of gr e e n t u b ul ar l e a v es of o ni o n w er e c oll e ct e d b y c utti n g  
u si n g st erili z e d s ci ss ors a n d p a c k e d dir e ctl y i nt o p ol y et h yl e n e b a gs a n d 
tr a n sf err e d t o l a b or at or y. 
 
Is ol ati o n of F u n gi  
 
S oil b o r n e f u n gi: P ot at o D e xtr os e A g ar m e di u m ( P D A) s u p pl e m e nt e d wit h r os e -
b e n g al ( 0. 0 6 7 g/l) a n d c hl or a m p h e ni c ol ( 0. 2 5 g/l) a s b a ct eri ost ati c a g e nt s  ( S mit h 
a n d D a w s o n, 1 9 4 4; B o ot h, 1 9 7 1)  w a s u s e d. T h e dil uti o n -pl at e m et h o d w a s 
e m pl o y e d t o d et er mi n e s oil f u n gi ( J o h ns o n et al.,  1 9 5 9; M o u b a s h e r et al., 
1 9 7 7) . O n e ml of t h e d esir e d dil uti o n w a s tr a n sf err e d dir e ctl y i nt o e a c h of 
st erili z e d 9 c m di a m et er P etri di s h es, t h e n, ~ 2 0 ml of P D A w er e p o ur e d i n e a c h 
pl at e a n d stirr e d g e ntl y f or h o m o g e n o u s di stri b uti o n of s oil s u s p e n si o n. T h e 
pl at es w er e i n c u b at e d eit h er at 1 9 o C a n d 2 8 o C f or 7 d a ys (fi v e r e pli c at es f or e a c h 
s a m pl e). T h e d e v el o pi n g c ol o ni e s w er e e n u m er at e d a n d i d e ntifi e d.  
 
R hi z o s p h e r e f u n gi: T h e dil uti o n pl at e m et h o d w a s u s e d t o i s ol at e r hi z os p h er e 
f u n gi. T h e P D A pl at es w er e i n c u b at e d at eit h er 1 9 o C or 2 8 o C (fi v e r e pli c at es f or 
e a c h s a m pl e) f or 7 d a ys d uri n g w hi c h t h e d e v el o pi n g f u n gi w er e c o u nt e d a n d 
i d e ntifi e d. 
 
R hi z o pl a n e f u n gi : T h e pr e vi o u sl y u pr o ot e d r o ot s of o ni o n pl a nt w er e s u bj e ct e d 
f or a s eri es of w a s hi n gs wit h st erili z e d di still e d w at er, dri e d, c ut i nt o e q u al 
s e g m e nt s ( 1 c m l o n g). Fi v e s e g m e nts w er e pl a c e d o n t h e s urf a c e of t h e P D A  

m e di u m pl at es. T h e pl at es w er e i n c u b at e d at 1 9 o C a n d 2 8 o C ( 5 r e pli c at es f or e a c h 
s a m pl e) f or 7 d a ys d uri n g w hi c h t h e d e v el o pi n g c ol o ni es w er e c o u nt e d a n d 
i d e ntifi e d. 
 
P h yll os p h e r e f u n gi: Gr e e n l e a v es of o ni o n w er e c ut i nt o s e g m e nt s ( 1 c m di a m 
e a c h). T w e nt y  g of t h es e s e g m e nt s w er e pl a c e d i n st eril e c o ni c al fl a s k s 
c o nt ai ni n g 1 0 0 ml st eril e di still e d w at er a n d w er e s h a k e n f or 2 0 mi n ut es. Fi n al 
d esir e d dil uti o n ( 1/ 5 0 0) w a s pr e p ar e d. O n e ml of t h e fi n al dil uti o n w a s 
tr a n sf err e d i nt o st erili z e d P etri di s h, a n d th e n 1 0 -1 5 ml of m elt e d P D A m e di u m 
w a s p o ur e d a n d s h a k e n g e ntl y. T h e pl at es w er e i n c u b at e d at 1 9 o C a n d 2 8 o C f or 7 
d a ys ( 5 r e pli c at es f or e a c h s a m pl e). D e v el o pi n g c ol o ni es w er e i d e ntifi e d a n d 
c o u nt e d.  
 
P h yll o pl a n e f u n gi: T h e pr e vi o u s s e g m e nt s of o ni o n gr e e n l e a v es w er e w a s h e d 
s e v er al ti m es wit h st erili z e d di still e d w at er. T h e n t h e y w er e dri e d t h or o u g hl y 
b et w e e n st erili z e d filt er p a p er. Fi v e s e g m e nt s ( 1 c m di a m.) w er e pl a c e d o n t h e 
s urf a c e of P D A pl at e. Fi v e r e pli c at es w er e u s e d f or e a c h s a m pl e a n d t h e pl at es 
w er e i n c u b at e d at 1 9 o  a n d 2 8 o C. T h e d e v el o pi n g f u n gi w er e c o u nt e d a n d 
i d e ntifi e d. 
 
I d e ntifi c ati o n of f u n gi  
 
T h e f u n g al c ol o ni es w er e i d e ntifi e d b a s e d o n m a cr o - a n d mi cr os c o pi c c h ar a ct ers 
f oll o wi n g R a p e r a n d F e n n ell ( 1 9 6 5) , f or As p e r gill u s  s p e ci es; Elli s ( 1 9 7 1, 1 9 7 6) , 
f or D e m ati a c e o u s H y p h o m y c et es; B o ot h ( 1 9 7 1) ; L e sli e a n d S u m m e r ell ( 2 0 0 6) , 
f or F u s a ri u m  s p e ci es; Pitt ( 1 9 7 9) , f or P e ni cilli u m  s p e ci es; M o u b a s h e r ( 1 9 9 3) , 
Pitt a n d H o c ki n g ( 1 9 9 7)  a n d D o ms c h et al.  ( 2 0 0 7) f or f u n gi i n g e n er al. 

 
St ati sti c al a n al y si s  
 
Hi er ar c hi c al cl u st eri n g a n al ysi s u si n g fr e e o nli n e s oft w ar e st ati sti c al a n al ysi s 
(w w w. w ess a. nit. c o m ) w a s u s e d a n d D etr e n d e d C orr es p o n d e n c e A n al ysi s ( D C A) 
w a s p erf or m e d u si n g C a n o c o 4. 5 ( T e r B r a a k a n d Š mil a u e r, 1 9 9 8) t o or di n at e 
s o ur c es b as e d o n t h eir f u n g al c o m p ositi o n.  
 
 
R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  
 
S e v e nt y -ni n e s p e ci es b el o n gi n g t o 3 2 g e n er a w er e i d e ntifi e d fr o m s oil ( 5 8 s p e ci es 
a n d 2 5 g e n er a), r hi z os p h er e ( 4 7 a n d 2 3), r hi z o pl a n e ( 3 0 a n d 1 6), p h yll o s p h er e 
( 3 7 a n d 1 5) an d p h yll o pl a n e ( 2 8 a n d 1 4) o n P D A m e di u m at 1 9 ° C. W hil e l o w er 
n u m b er of g e n er a (i n s ert t h e n u m b er) a n d s p e ci es (i n s ert t h e n u m b er) w er e 
r e c o v er e d at 2 8º C fr o m s oil ( 2 6 g e n er a, 6 0 s p e ci es), r hi z os p h er e ( 1 9 g e n er a, 4 0 
s p e ci es),  r hi z o pl a n e ( 1 3 g e n er a, 2 8 s p e ci es), p h yll os p h er e ( 1 4 g e n er a, 3 6 
s p e ci es) a n d fr o m p h yll o pl a n e  ( 1 2 g e n er a, 2 5 s p e ci es)  ( T a bl e 1). 
 
F u n gi i s ol at e d f r o m s oil s a m pl e s  
 
S e v e nt y -t w o s p e ci es a p p ert ai ni n g t o 2 9 g e n er a w er e i s ol at e d fr o m s oil c ulti v at e d 
wit h o ni o n pl a nt o n P D A pl at es i n c u b at e d at 1 9 ° a n d 2 8 ° C. As p e r gill u s , 
P e ni cilli u m , C o c hli o b ol u s , F u s a ri u m  a n d R hi z o p u s  w er e t h e m ost c o m m o n 
g e n er a at b ot h 1 9 ° a n d 2 8 ° C. T h e y w er e r e c or d e d i n 6 5. 3 8 - 1 0 0 % of t ot al 
s a m pl es t est e d ( T a bl e 1). T h e gr oss t ot al f u n g al c o u nt w a s hi g h er at 1 9 ° C t h a n at  
2 8 ° C a s s h o w n i n t a bl e ( 1).  
As p e r gill u s  w a s r e pr es e nt e d b y 9 a n d 8 s p e ci es c o m pri si n g 3 3. 3 0 a n d 5 0. 2 1 % of 
t ot al f u n gi at 1 9 ° a n d 2 8 ° C r es p e cti v el y. A. ni g e r  a n d A. t e rr e u s  w er e i s ol at e d i n 
hi g h fr e q u e n ci es (r a n gi n g b et w e e n 7 3. 0 8 % a n d 1 0 0 % of t ot al s a m pl es  t est e d). O n 
t h e ot h er h a n d, A. s y d o wii  w a s r e c or d e d o nl y at 1 9 ° C wit h 1 1. 5 4 % fr e q u e n c y of 
o c c urr e n c e, w hil e t w o s p e ci es  (A. c a r b o n a ri u s  a n d A. o r yz a e ) w er e i s ol at e d o nl y 
at 2 8 ° C. A. ni g e r  w a s r e p ort e d a s a n a b u n d a nt s oil -b or n e f u n g u s a n d m a y b e a 
s o ur c e o f bl a c k m o ul d of o ni o n ( T y s o n a n d F ull e rt o n, 2 0 0 4). 
P e ni cilli u m  o c c urr e d i n 8 4. 6 2 % a n d 8 8. 4 6 % of t ot al s a m pl es at 1 9 ° a n d 2 8 ° C 
r es p e cti v el y. It w a s r e pr es e nt e d b y 1 2 s p e ci es of w hi c h, P. f u ni c ul o s u m  w a s t h e 
m ost c o m m o n, f oll o w e d b y P. c h r y s o g e n u m  at 1 9º C a n d P. o x ali c u m  at 2 8º C. P. 
i sl a n di c u m a n d P. mi r a bil e  w er e d et e ct e d o nl y at 1 9 ° C, b ut P. pi n o p hil u m  w a s 
i s ol at e d at 2 8 ° C. 
C o c hli o b ol u s  ( 3 s p e ci es), wit h it s pr e d o mi n a nt s p e ci es C. s pi cif e r , w a s d et e ct e d 
i n 7 6. 9 2 % of t ot al s a m pl es. C. h a w aii e n si s  w a s i s ol at e d fr o m 3. 8 5 % of t ot al 
s a m pl es at o nl y 2 8 ° C ( T a bl e 1).  
F u s a ri u m  w a s r e pr es e nt e d b y 6 a n d 5 s p e ci es at 1 9 ° a n d 2 8 ° C r es p e cti v el y. F. 
o x ys p o r u m  w a s t h e m ost c o m m o n s p e ci es, f oll o w e d b y F. s ol a ni . F. e q ui s eti, F. 
t ri ci n ct u m a n d F. x yl a ri oi d e s  w er e i s ol at e d o n l y at 1 9 ° C, a n d F. o x y s p o r u m  v ar. 
r e d ol e n s a n d F. s u b gl uti n a n s  w er e i s ol at e d r ar el y at 2 8 ° C o nl y.  
R hi z o p us st ol o nif e r  a p p e ar e d i n 8 4. 6 2 % a n d 6 5. 3 8 % of t ot al s a m pl es, a c c o u nti n g 
6. 5 6 % a n d 6. 4 3 % of t ot al f u n gi at 1 9 ° a n d 2 8 ° C r es p e cti v el y ( T a bl e 1). T h e 
r e mai ni n g g e n er a ( 2 0 g e n er a at 1 9 ° C a n d 2 1 g e n er a at 2 8 ° C) w er e r e c or d e d i n 
m o d er at e or l o w fr e q u e n c y of o c c urr e n c e ( T a bl e 1).  
S e v er al f u n g al g e n er a a n d s p e ci es w er e c o m m o nl y i s ol at e d fr o m s oil i n E g y pt 
( A b d el-H af e z et al ., 2 0 0 0; Z o h ri et al . 2 0 1 4; El k h at e e b et al ., 2 0 1 6). 
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R hi z o s p h e r e f u n gi  
 
F o urt y -s e v e n a n d 4 0 f u n g al s p e ci es b el o n gi n g t o 2 3 a n d 1 9 g e n er a c o n stit uti n g 
6 7 9 9 4 5 a n d 5 7 2 9 8 0 cf u/ g w er e i s ol at e d fr o m 2 0 r hi z os p h er e s a m pl es o n P D A at 
1 9 ° a n d 2 8 ° C r es p e cti v el y ( T a bl e 1). T h e n u m b er of s p e ci es i n t h e r hi z os p h er e 
( 5 2 s p e ci es) w a s l ess t h a n t h at i n t h e s oil a w a y fr o m it  ( 7 2 s p e ci es). T hi s i s 
pr o b a bl y d u e t o t h at e x u d at es s e cr et e d fr o m o ni o n r o ot s pr e v e nti n g n o n -
r hi z os p h er e f u n gi t o g ai n a c c ess t o t h e r hi z os p h er e. O ur r es ult s ar e i n h ar m o n y 
wit h t h os e of  S ul e a n d O y e yi ol a ( 2 0 1 2) , w hil e i n c o ntr a st wit h t h os e of 
M e h r ot r a  a n d K a k k a r  ( 1 9 7 2) w h o r e c or d e d gr e at er n u m b er of f u n gi i n t h e 
r hi z os p h er e t h a n i n t h e s oil. As p e r gill u s  ( 8 s p e ci es) c o m pri s e d 5 4. 4 9 % a n d 
6 3. 3 2 % of t ot al f u n gi at 1 9 ° a n d 2 8 ° C r es p e cti v el y.  A. ni g e r  w as t h e 
pr e d o mi n a nt s p e ci es f oll o w e d b y A. t e rr e u s  a n d A. v e rsi c ol o r  w er e i s ol a t e d i n 
m o d er at e fr e q u e n c y at 2 8 ° C a n d i n l o w fr e q u e n c y at 1 9 ° C.  A. fl a vi p es  w a s 
i s ol at e d o nl y at 2 8 ° C a n d A. ni v e u s  at 1 9 ° C o nl y ( T a bl e 1). P e ni cilli u m  w a s 
r e pr es e nt e d b y 1 0 a n d 9 s p e ci es m at c hi n g 1 4. 7 5 a n d 1 5. 1 8 % of t ot al f u n gi at 1 9 ° 
a n d 2 8 ° C r es p e cti v el y. P. f u ni c ul os u m  w a s i s ol at e d m o d er at el y, w hil e t h e 
r e m ai ni n g P e ni cilli u m s p e ci es o c c urr e d i n l o w fr e q u e n c y. T h e r es ult s s h o w e d 
t h at P. c h r y s o g e n u m , P. mi r a bil e  a n d P.  pi n o p hil u m  w er e r e c or d e d at 1 9 ° C o nl y, 
w h er e a s, P. cit ri n u m  a n d P. i sl a n di c u m  w er e i s ol at e d at 2 8 ° C o nl y. R hi z o p u s 
st ol o nif e r  o c c urr e d i n 6 5 % of t h e t ot al s a m pl es t est e d, m at c hi n g 6. 2 6 % a n d 
6. 7 5 % of t ot al f u n gi at 1 9 ° a n d 2 8 ° C r es p e cti v el y. O ur r es ult s i n di c at e d t h at, 
A c r o p hi al o p h o r a  f u si s p o r a, B ot r ytis  ci n e r e a , H u mi c ol a  g ri s e a , R hi z o ct o ni a 
s ol a ni , S et o s p h a e ri a  r o st r at a  a n d St e m p h yli u m  b ot r y o s u m w er e i s ol at e d at 1 9 o C 
o nl y, w hil e, C u n ni n g h a m ell a  e c h ni ul at a  a n d M a c r o p h o mi n a  p h a s e oli n a  w er e 
i s ol at e d at 2 8o C o nl y.  
T h e a b o v e s p e ci es w er e fr e q u e ntl y r e c o v er e d fr o m r hi z os p h er e a n d n o n 
r hi z os p h er e soils of v ari o u s pl a nt s c ulti v at e d i n diff er e nt l o c aliti es of E g y pt a s 
r e p ort e d b y s e v er al w or k ers ( M o u b a s h e r a n d A b d el-H af e z, 1 9 8 6; A b d el -H af e z 
et al. , 1 9 9 0, 2 0 0 0; El k h at e e b et al., 2 0 1 6) . 
 
R hi z o pl a n e f u n gi  
 
T hirt y a n d 2 8 s p e ci es b el o n gi n g t o 1 6 a n d 1 3 g e n er a w er e c oll e ct e d fr o m o ni o n 
r o ot s at b ot h 1 9 ° a n d 2 8º C r es p e cti v el y o n P D A m e di u m ( T a bl e 1). T h e gr oss 
f u n g al c o u nt w a s sli g htl y hi g h er at 2 8 o C ( 1 3 2 7 cf u/ 2 5 r o ot s e g m e nt s) t h a n at 
1 9 o C ( 1 2 7 6 cf u/ 2 5). It i s w ort h y t o m e nti o n t h at, t h e r hi z os p h er e of o ni o n  r o ot s 
h ost e d a br o a d er s p e ctr u m of s p e ci es t h a n t h at of t h e r hi z o pl a n e ( 5 3 a n d 3 8 
s p e ci es r es p e cti v el y). T hi s i s i n h ar m o n y wit h t h e r es ult s o bt ai n e d b y S ul e a n d 
O y e yi ol a  ( 2 0 1 2) w h o i s ol at e d 3 0 a n d 1 8 diff er e nt f u n g al s p e ci es a s r hi z os p h er e 
a n d r hi z o pl a n e  f u n gi r es p e cti v el y. Als o, P o r r a s -alf a r o et al.  ( 2 0 1 1) 
d e m o n str at e d t h at mi cr o bi al ri c h n ess i n r hi z os p h er e a n d s oil s a m pl es w a s n e arl y 
t hr e e ti m es gr e at er t h a n t h e ri c h n ess d es cri b e d f or f u n g al c o m m u niti es a ss o ci at e d 
wit h r o ot s of pl a nt s at t h e s a m e sit e. As p e r gill u s  w a s r e pr es e nt e d b y 5 s p e ci es, 
c o m pri si n g 9 0 % a n d 1 0 0 % at 1 9 o  a n d 2 8 ° C r es p e cti v el y ( T a bl e 1). A. ni g e r w a s  
t h e m ost pr e v al e nt s p e ci es at 1 9 ° C a n d at 2 8 ° C. A. s y d o wii  w a s i s ol at e d o nl y at 
1 9 ° C, w hil e A. o c h r a c e u s  w a s d et e ct e d o nl y at 2 8 ° C. T h e r e m ai ni n g s p e ci es w er e 
r e c or d e d i n l o w or r ar e fr e q u e n ci es. F u s a ri u m , wit h it s d o mi n a nt s p e ci es F. 
o x ys p o r u m , w a s r e pr es e nt e d b y 2 a n d 3 s p e ci es, c o m pri si n g 1 9. 9 8 % a n d 1 2. 5 1 % 
of t ot al f u n gi a n d o c c urr e d i n 9 0 % a n d 7 0 % of t h e s a m pl es at 1 9 o  a n d 2 8 ° C 
r es p e ctiv el y. F. e q ui s eti  w a s i s ol at e d r ar el y at 2 8 o C o nl y. F u s a ri u m o x y s p o r u m  
a n d  F. s ol a ni  alt o g et h er wit h ot h er f u n g al s p e ci es w er e i s ol at e d fr o m o ni o n r o ot s 
a n d b ul b s i n N ort h e a st of Ir a n ( R a bi ei- M otl a g h  et al. , 2 0 1 0). P e ni cilli u m  ( 9 a n d 
8 s p e ci es) a n d  R hi z o p u s ( R. st ol o nif e r ) w er e r e c or d e d i n hi g h fr e q u e n c y at 1 9 o  
a n d 2 8 ° C. B ot r yti s ci n e r e a, C h a et o mi u m gl o b o s u m, C u n ni n g h a m ell a e c hi n ul at a,  
E m e ri c ell a ni d ul a n s, E pi c o c c u m  ni g r u m, P h o m a l e v eill ei  a n d R hi z o ct o ni a s ol a ni  
w er e i s ol at e d at 1 9 ° C o nl y, b ut A c r e m o ni u m stri ct u m, M a c r o p h o mi n a  
p h a s e oli n a, S et o s p h a e ri a r o st r at a a n d S or d a ri a fi mi c ol a  w er e i s ol at e d at 2 8 ° C 
o nl y ( T a bl e 1). S e v er al of t h es e s p e ci es w er e i nfr e q u e ntl y r e c o v er e d fr o m 
r hi z o pl a n e of s o m e pl a nt s c ulti v at e d i n E g y pt ( M o u b a s h e r a n d A b d el-H af e z, 
1 9 8 6; A b d el -H af e z et al. , 1 9 9 0, 2 0 0 0). 
 
P h yll os p h e r e f u n gi  
 
Fift e e n g e n er a a n d 3 7 s p e ci es ( at 1 9 ° C); 1 4 g e n er a a n d 3 6 s p e ci es ( at 2 8 ° C) w er e 
r e c or d e d a s p h yll os p h er e f u n gi fr o m gr e e n l e a v es of o ni o n ( T a bl e 1). T h e t ot al 
c o u nt s w er e sli g htl y hi g h er at 1 9 ° C ( 1 3 3 5 0 0 cf u/ g gr e e n l e a v es) t h a n at 2 8 ° C 
( 1 3 1 3 0 0). As p e r gill u s  ( 8 a n d 7 s p e ci es, c o m pri si n g 3 3. 4 % a n d 3 8. 5 4 % of t ot al 
f u n gi at 1 9 ° a n d 2 8 ° C r es p e cti v el y), Cl a d o s p o ri u m ( 3 s p e ci es, 2 3. 1 % a n d 2 1. 2 5 % 
of t ot al f u n gi), f oll o w e d b y P e ni cilli u m  ( 1 0 a n d 9 s p e ci es, 1 0. 8 % a n d 1 6. 7 6 % of 
t ot al f u n gi) w er e t h e m ost c o m m o n g e n er a ( T a bl e 1). Cl a d o s p o ri u m  s p p. ar e 
a cti v e at l o w t e m p er at ur e a n d hi g h h u mi dit y a n d ar e k n o w n a s i m p ort a nt 
p at h o g e n s t o pl a nt l e a v es ( K w o n et al. , 2 0 0 1). Ot h er f o ur f u n g al s p e ci es w er e 
i s ol at e d at 1 9 ° C onl y ( A. o r yz a e, Gli o cl a di u m r os e u m, P. w a k s m a nii  a n d  
St a c h y b ot r y s c h a rt a r u m ), w hil e 3 s p e ci es w er e d et e ct e d at 2 8 ° C o nl y (C. 
h a w aii e n si s, F. v e rti cilli oi d e s  a n d M u c o r ci r ci n ell oi d e s ). 
A b d el -H af e z et al.  ( 2 0 1 5) i s ol at e d 5 8 f u n g al s p e ci es b el o n gi n g t o 2 5 g e ner a a s 
p h yll os p h er e f u n gi fr o m h e alt h y l e a v es of o ni o n pl a nt. Alt e r n a ri a  alt e r n at a , 
As p e r gill u s ni g er, A. t e rr e u s , Cl a d o s p o ri u m cl a d o s p o ri oi d e s , P e ni cilli u m  
f u ni c ul os u m, a n d Tri c h o d e r m a  h a rzi a n u m  w er e r e c o v er e d i n hi g h fr e q u e n c y, 

w hil e As p e r gill u s c a r b o n a r i u s, A. fl a vi p e s, C u n ni n g h a m ell a e c hi n ul at a, 
E pi c o c c u m ni g r u m, H u mi c ol a g ri s e a, M y r ot h e ci u m v e rr u c a ri a, Ni g r o s p or a 
s p h a eri c a , P e ni cilli u m cit ri n u m  a n d ot h er f u n gi  w er e r ar el y i s ol at e d.  
 
P h yll o pl a n e f u n gi  
 
F o urt e e n a n d 1 2 g e n er a i n cl u di n g 2 8 a n d 2 5 s p e ci es  a n d c o ntri b uti n g 8 1 1 a n d 
9 4 4 cf u/ 2 5 l e af s e g m e nt s w er e i s ol at e d at 1 9 ° a n d 2 8 ° C r es p e cti v el y ( T a bl e 1). 
As p e r gill u s  ( 7 s p e ci es) w a s r e c or d e d i n all s a m pl es m at c hi n g 3 6. 5 0 % a n d 4 9. 6 8 % 
of t ot al f u n gi at 1 9 ° a n d 2 8 ° C r es p e cti v el y.  A. ni g e r  w a s t h e m ost c o m m o n 
s p e ci es, d et e ct e d i n all s a m pl es, c o ntri b uti n g 2 8. 2 4 % a n d 4 0. 8 9 % of t ot al f u n gi at 
1 9 ° a n d 2 8 ° C r es p e cti v el y. A. v e rsi c ol o r  w a s i s ol at e d at 1 9 ° C o nl y, w hil e A. u st us  
w a s r e c or d e d at 2 8 ° C o nl y. T h e r e m ai ni n g s p e ci es w er e i nfr e q u e nt ( T a bl e 1). 
P e ni cilli u m  w a s i s ol at e d i n m o d er at e fr e q u e n c y ( 6 5 % of s a m pl es) at 1 9 ° C 
r e pr es e nti n g 1 2. 5 9 % of t ot al f u n gi a n d hi g h fr e q u e n c y at 2 8 ° C ( 1 3. 5 6 % a n d 7 0 % 
r es p e cti v el y). It w a s r e pr es e nt e d b y 7 a n d 6 s p e ci es at 1 9 ° a n d 2 8 ° C r es p e cti v el y. 
P. f u ni c ul o s u m  w a s i s ol at e d m o d er at el y o c c urr e d i n 4 0 % a n d 5 5 % of t ot al 
s a m pl es, c o m pri si n g 8. 2 6 % a n d 1 0. 8 1 % of t ot al f u n gi at 1 9 ° a n d 2 8 ° C 
r es p e cti v el y. It i s w ort h y t o m e nti o n t h at, P. c o r yl o p hil u m, P. f ell ut a n u m, P. 
mi r a bil e  a n d P. w a k s m a nii  w er e r e c or d e d at 1 9 ° C o nl y, w hil e P. cit ri n u m,  P. 
d u cl a u xii  a n d P. pi n o p hil u m  w er e i s ol at e d at 2 8 ° C o nl y. T h e r e m ai ni n g 
P e ni cilli u m  s p e ci es ( P. c h r ys o g e n u m a n d  P. o x ali c u m ) w er e r e c o v er e d i n l o w 
fr e q u e n c y at b ot h 1 9 ° a n d 2 8 ° C ( T a bl e 1). Cl a d o s p o ri u m  ( 2 s p e ci es) a n d 
Alt e r n a ri a alt e r n at a  w er e i s ol at e d i n m o d er at e o c c urr e n c e, w hil e R hiz o p us 
st ol o nif e r w a s i s ol at e d i n m o d er at e a n d l o w fr e q u e n ci es at 2 8 ° a n d 1 9 ° C, 
r es p e cti v el y. I n m ost r e p ort s, t h er e i s a m ar k e d d o mi n a n c e of a n a m or p hi c f u n gi, 
m ostl y of a s c o m y c et o u s affi nit y, a n d t h e m ai n g e n er a f o u n d i n t h e  p h yll o pl a n e 
ar e Cl a d o s p ori u m , As p e r gill u s , Alt e r n a ri a , A u r e o b a si di u m a n d E pi c o c c u m  
( P e r ei r a et al. , 2 0 0 2; G ui m a r ã es et al. , 2 0 1 1). R es ult s i n T a bl e ( 1) r e v e al e d t h at, 
B e a u v e ri a b a ssi a n a, M a c r o p h o mi n a  p h a s e oli n a, P h o m a l e v eill ei  a n d 
R hi z o ct o ni a s ol a ni  w er e r e c or d e d at 1 9 ° C o nl y, w hil e A c r e m o ni u m st ri ct u m  a n d 
Z o pfi ell a l ati p e s  w er e i s ol at e d at 2 8 ° C o nl y i n r ar e fr e q u e n ci es. A c r e m o ni u m 
st ri ct u m , Alt e r n a ri a alt e r n at e , As p er gill u s fl a v u s , A. f u mi g at e s , A. ni g e r , A. 
s y d o wii, A. t e rr e u s , Cl a d o s p o ri u m cl a d o s p o ri o i d e s, C. s p h a e r o s p e r m u m , 
F u s a ri u m o x y s p o r u m , Gli o cl a di u m r os e u m , P e ni cilli u m d u cl a u xii , P. pi n o p hil u m , 
St e m p h yli u m b ot r y o s u m  a n d S. v esi c a ri u m  w er e i s ol at e d pr e vi o u sl y fr o m 
p h yll o pl a n e of h e alt h y gr e e n l e a v e s of o ni o n ( A b d el-H af e z et al.,  2 0 1 5) . 
As p e r gill u s ni g e r  a n d Cl a d o s p o ri u m cl a d os p o ri oi d e s  w er e als o t h e m ost c o m m o n 
s p e ci es of l e af s urf a c e of o ni o n a s r e c or d e d pr e vi o u sl y b y A b d el - S at e r  ( 2 0 0 1). 
I n t h e pr es e nt st u d y, t h e n u m b er of p h yll os p h er e f u n gi of gr e e n l e a v e s ( 4 1 
s p e ci es) e x c e e d e d t h at of p h yll o pl a n e f u n gi ( 3 3 s p e ci es). T hi s m e a n s t h at a b o ut 
2 2 % of f u n g al s p e ci es ar e n ot r e all y i n h a bit a nt s of t h e l e af s urf a c e, b ut ar e 
d e p osit e d fr o m t h e air. T h es e r es ult s ar e i n a gr e e m e nt wit h t h os e r e p ort e d b y 
A b d el - S at e r  ( 2 0 0 1) a n d A b d el -H af e z et al.  ( 2 0 1 5), w h o e x a mi n e d t h e l e af 
s urf a c e f u n gi of o ni o n pl a nt s a n d r e p ort e d t h at t h e n u m b er of p h yll os p h er e f u n gi 
( 5 8 a n d 2 0 s p e ci es r es p e cti v el y) o ut n u m b er e d t h os e of t h e p h yll o pl a n e ( 2 5 a n d 9 
r es p e cti v el y). R es ult s of t h e pr es e nt st u d y r e v e al e d t h at, t h e l o w est n u m b er  of 
g e n er a ( 1 7 a n d 1 7) a n d s p e ci es ( 4 1 a n d 3 5) w a s al m ost i s ol at e d fr o m l e a v es a s 
p h yll os p h er e a n d p h yll o pl a n e m y c o bi ot a r es p e cti v el y. T hi s i s pr o b a bl y b e c a u s e 
t h e l e af s urf a c e i s e x p os e d t o r a pi dl y fl u ct u ati n g t e m p er at ur e a n d r el ati v e 
h u mi dit y, a s w ell a s  r e p e at e d alt er n ati o n b et w e e n pr es e n c e a n d a b s e n c e of fr e e 
m oi st ur e c o nt e nt d e w. Als o, t h e l e af it s elf i s s urr o u n d e d b y a v er y t hi n l a mi n ar 
l a y er i n w hi c h m oi st ur e e mitt e d t hr o u g h st o m at a m a y b e s e q u est er e d, t h er e b y 
all e vi ati n g t h e w at er str ess t o w hi c h e p i p h yt es ar e e x p os e d (Li n d o w  a n d  B r a n dl , 
2 0 0 3) . 
T e m p er at ur e i s o n e of t h e li miti n g f a ct ors i n f u n g a l gr o wt h a n d s pr e a d. I n t h e 
pr es e nt st u d y, s o m e f u n gi w er e i s ol at e d eit h er at 1 9 ° C, s u c h a s H u mi c ol a g ri s e a , 
P. mi r a bil e , R hi z o ct o ni a s ol a ni ; or at 2 8 ° C, s u c h a s C h e at o mi u m b r a sili e ns e a n d  
Z o pfi ell a l ati p e s . H o w e v er t h e o pti m u m t e m p er at ur e f or R hi z o ct o ni a s ol a ni 
gr o wt h r a n g e d b et w e e n 1 5 –  3 0 ° C ( O r o z c o-A viti a et al. , 2 0 1 3). 
I n cl u st er a n al ysi s, t h e 5 s o ur c es (s oil, r hi z os p h er e, r hi z o pl a n e, p h yll os p h er e a n d 
p h yll o pl a n e) a n d t w o i n c u b ati o n t e m p er at ur es ( 1 9 ° a n d 2 8º C) w er e gr o u p e d 
b a s e d o n t ot al c o u nt s of f u n g a l s p e ci es ( Fi g ur e 1). T h e a n al ysi s s h o w e d t h at, 
f u n g al s p e ci es i s ol at e d fr o m s oil at 2 8º C a n d r hi z os p h er e at b ot h 1 9º a n d 2 8º C 
cl u st er cl os el y t o g et h er a n d t h e y ar e t h e m ost si mil ar t o f u n g al c o m m u nit y i n s oil 
at 1 9º C . Als o, f u n g al c o m m u niti es is ol at e d fr om p h yll os p h er e at b ot h 1 9 º a n d 
2 8 º C w er e cl u st er e d t o g et h er i n t h e s a m e gr o u p ( C). T h e cl u st er a n al ysi s i n fi g ur e 
( 2) w a s u s e d t o c o m p ar e diff er e nt s o ur c es a c c or di n g t o t h eir n u m b er of g e n er a 
a n d s p e ci es. T h e cl u st er cl a ssif y s o ur c es i nt o f o ur gr o u p s of w h i c h gr o u p s A a n d 
B ar e cl os el y r el at e d, w hil e, f u n g al g e n er a a n d s p e ci es i s ol at e d fr o m s oil at b ot h 
1 9 º a n d 2 8 º C ( gr o u p D) s h o w e d t h e l e a st si mil arit y wit h t h os e i s ol at e d fr o m ot h er 
s o ur c es ( Fi g ur e 2).  
 Fi g ur e 3 a e x hi bit e d t h e di stri b uti o n of g e n er a i s si g nifi c a ntl y diff er e nt, f or 
e x a m pl e A c r o p hi al o p h o r a  a n d S et o s p h a e ri a  w er e cl os el y r el at e d a n d s h o w e d 
si g nifi c a ntl y diff er e n c e fr o m Alt e r n a ri a , F u s a ri u m  a n d Tri c h o d e r m a . O n t h e 
ot h er h a n d, fi g ur e ( 3 b) s h o ws diff er e n c es i n c o m p ositi o n of f u n g al g e n er a 
i s ol at e d fr o m diff er e nt s o ur c es at 2 8º C u si n g d etr e n d e d c orr es p o n d e n c e a n al ysi s 
( D C A). I nt er esti n gl y, M a c r o p h o mi n a  a n d R hi z o ct o ni a  ar e cl os el y r el at e d a n d 
si g nifi c a ntl y diff er e nt fr o m Alt e r n a ri a , F u s a ri u m a n d S o r d ari a . 
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T a bl e 1  P er c e nt a g e t ot al c o u nt s ( % T C) a n d  p er c e nt a g e fr e q u e n c y ( % F) of  f u n gi i s ol at e d fr o m s oil, r hi z os p h er e, r hi z o pl a n e, p h yll os p h er e a n d p h yll o pl a n e of o ni o n 
pl a nt s o n P D A m e di u m at b ot h 1 9 a n d 2 8º C. ( n: t h e n u m b er of s a m pl es c oll e ct e d)  
 

F u n g al t a x a  

S oil ( n = 2 6)  R hi z o s p h e r e ( n = 2 0)  R hi z o pl a n e ( n = 2 0) 
P h yll os p h e r e ( n = 

2 0)  
P h yll o pl a n e  

1 9º C  2 8º C  1 9º C  2 8º C  1 9º C  2 8º C  1 9º C  2 8º C  1 9º C  2 8º C  

% T C  % F  % T C  % F  % T C  % F  % T C  % F  % T C  % F  % T C  % F  % T C  % F  % T C  % F  % T C  % F  % T C  % F  
A c r e m o ni u m stri ct u m W. G a ms 0. 1  1 4. 5  0. 8  1 9. 2  0. 9 9  1 5. 0 0  0. 7 4  1 0. 0 0  - - 0. 0 8  5. 0 0  0. 1  5  0. 2  5. 0  - - 0. 3  5. 0  
A c r o p h al o p h o r a f u si s p o r a ( S a ks e n a) S a ms o n - - 0. 1  1 1. 5  0. 1 0  5. 0 0  - - - - - - - - - - - - - - 
Alt e r n a ri a alt e r n at a ( Fri es) K ei ssl er 1. 9  5 7. 7  2. 5  6 1. 5  1. 2 1  4 0. 0 0  0. 6 1  3 0. 0 0  7. 1 3  4 5. 0 0  3. 6 9  3 5. 0 0  2. 1  2 5  2. 9  3 5. 0  7. 3  3 5. 0  4. 8  3 5  
As p e r gil l u s P. Mi c h eli e x Li n k  9 3. 5  1 0 0. 0  5 0. 2  1 0 0. 0  5 4. 4 9  1 0 0. 0 0  6 3. 3 2  1 0 0. 0 0  2 5. 6 3  9 0. 0 0  3 9. 6 4  1 0 0. 0 0  3 3. 4  1 0 0  3 8. 5  9 5. 0  3 6. 5  1 0 0  4 9. 7  1 0 0  
  A. c a r b o n a ri u s ( B ai ni er) et al.  - - 0. 2  1 1. 5  - - - - - - - - - - - - - - - - 
  A. fl a vi p e s ( B ai ni er & S art or y) T h o m & 
C h ur c h)  

- - - - - - 0. 1 2  5. 0 0  - - - - - - - - - - - - 

  A. fl a v u s Li n k  3 2. 2  3 4. 6  2. 0  4 6. 2  0. 7 8  2 0. 0 0  0. 6 5  1 0. 0 0  2. 1 9  1 0. 0 0  2. 2 6  1 5. 0 0  2. 4  2 5  2. 1  2 5. 0  4. 3  2 0  4. 3  2 5  
  A. f u mi g at u s Fr es e ni u s  0. 8  1 4. 5  0. 1  7. 7  5. 1 6  2 5. 0 0  0. 3 1  1 0. 0 0      0. 3  1 0  0. 5  1 0. 0  0. 2  5. 0  0. 4  1 0. 0  
  A. ni g e r v a n Ti e g h e m  2 4. 1  1 0 0. 0  3 4. 9  1 0 0. 0  4 4. 9 3  9 5. 0 0  5 5. 7 0  9 5. 0 0  2 1. 7 1  9 0. 0 0  3 5. 5 7  1 0 0. 0 0  2 7. 1  1 0 0  2 9. 9  9 5. 0  2 8. 2  1 0 0  4 0. 7  1 0 0  
  A. ni v e u s Bl o c h wit z  - - - - 0. 2 6  5. 0 0  - - - - - - - - - - - - - - 
  A. o c h r a c e u s Wil h el m  2 4. 2  1 9. 2  0. 2  1 9. 2  0. 4 7  3 0. 0 0  0. 0 7  5. 0 0  - - 0. 6 8  1 0. 0 0  2. 1  2 5  4. 2  2 5. 0  1. 7  5  3. 0  1 5  
  A. o r y z a e ( A hl b ur g) C o h n  - - 0. 1  7. 7  - - - - - - - - 0. 1  5  - - - - - - 
  A. s y d o wii ( B ai ni er & S art or y) T h o m & C h ur c h 0. 2  1 1. 5  - - 0. 0 6  5. 0 0  0. 3 7  2 0. 0 0  0. 1 6  5. 0 0  - - 0. 1  5  0. 2  5. 0  0. 2  5  0. 5  1 0  
  A. t err e u s T h o m  5. 6  7 3. 1  1 2. 0  8 4. 6  1. 9 6  3 0. 0 0  3. 8 1  5 5. 0 0  1. 4 1  2 0. 0 0  0. 7 5  1 5. 0 0  0. 9  1 5  1. 4  3 0. 0  1. 6  2 0  0. 5  1 5  
  A. u st us ( B ai ni er) T h o m & C h ur c h 5. 6  3. 8  0. 0  3. 8  - - - - - - - - - - - - - - 0. 2  5  
  A. v e rsi c ol o r ( V uill e mi n) Tir a b os c hi 0. 8  3 0. 8  0. 8  3 0. 8  0. 8 8  3 0. 0 0  2. 2 9  5 0. 0 0  0. 1 6  5. 0 0  0. 3 8  1 5. 0 0  0. 3  5  0. 3  5. 0  0. 1  5  - - 
B e a u v e ri a b a ssi a n a ( B als a m o) V uill e mi n - - - - - - - - - - - - - - - - 0. 1  5  - - 
B ot r y ot ri c h u m pil ulif e r u m S a c c ar d o & M ar c h al  0. 8  1 4. 5  0. 0  3. 8  - - - - - - - - - - - - - - - - 
B ot r yt i s ci n e r e a P ers o o n  0. 5  1 4. 5  - - 2. 4 9  1 5. 0 0  - - 0. 3 9  1 0. 0 0  - - 9. 5  3 0  1. 8  2 5. 0  1 1. 8  3 5  2. 0  1 5  
C h a et o mi u m K u n z e  0. 6  1 4. 5  0. 1  3. 8  0. 2  1 5. 0  0. 1  5. 0  0. 2  5. 0  - - - - - - - - - - 
  C. b r a sili e n s e B at. & P o nt u al  - - 0. 1  3. 8  - - - - - - - - - - - - - - - - 
  C. gl o b o s u m K u n z e  0. 6  1 4. 5    0. 2  1 5. 0  0. 1  5. 0  0. 2  5. 0  - - - - - - - - - - 
Cl a d o s p o ri u m Li n k  3 3. 4  6 1. 5  5. 4  5 7. 7  9. 0  6 0. 0  3. 9  3 0. 0  0. 6  1 0. 0  0. 2  5. 0  2 3. 1  7 0  2 1. 2  8 0. 0  1 0. 9  5 0  9. 9  4 5  
  C. cl a d o s p o ri oi d e s ( Fr es e ni u s) d e Vri es 2 0. 2  4 6. 2  4. 4  3 4. 6  5. 9  4 5. 0  2. 4  2 0. 0  0. 6  1 0. 0  0. 2  5. 0  1 4. 2  6 0  1 3. 8  7 5. 0  7. 2  4 0  8. 1  4 5  
  C. h e r b a r u m  ( P ers.) Li n k e x S. F. Gr a y 8. 1  1 4. 5  0. 5  1 1. 5  0. 8  1 0. 0  0. 5  5. 0  - - - - 1. 0  1 5  2. 0  2 5. 0  - - - - 
  C. o x y s p o r u m B er k el e y & C urti s  - - - - 0. 3  5. 0  - - - - - - - - - - - - - - 
  C. s p h a e r o s p e r m u m P e n zi g  5. 1  3 0. 8  0. 5  1 9. 2  1. 9  2 0. 0  0. 9  1 5. 0  - - - - 7. 9  3 5  5. 5  1 5. 0  3. 7  1 5.  1. 8  1 0  
C o c hli o b ol u s Dr e c h sl er  1 1. 3  7 6. 9  6. 4  7 6. 9  1. 7  4 5. 0  2. 0  4 5. 0  4. 0  3 0. 0  5. 5  4 0. 0  1. 9  2 5  1. 3  3 0. 0  - - - - 
  C. h a w aii e n si s Al c or n    0. 0  3. 8  0. 1  5. 0      0. 3  5. 0    0. 1  5. 0  - - - - 
  C. l u n at us R. N els o n & H a a si s  6. 1  4 2. 3  1. 2  5 0. 0  0. 3  2 0. 0  0. 3  1 5. 0  1. 6  1 5. 0  2. 6  2 5. 0  0. 4  1 5  0. 3  1 0. 0  - - - - 
  C. s pi cif e r N els o n  5. 3  7 3. 1  5. 1  7 6. 9  1. 3  2 5. 0  1. 8  4 0. 0  2. 4  3 0. 0  2. 6  2 5. 0  1. 5  3 0  0. 9  2 0. 0  - - - - 
C u n ni n g h a m ell a e c h ni ul at a ( T h a xt er) T ha xt er  4. 6  3. 8  0. 0  7. 7    0. 1  5. 0  0. 3  1 0. 0  - -     - - - - 
E m e ri c ell a B er k el e y & Br o o m e  1. 7  3 8. 5  3. 2  6 1. 5  0. 1  5. 0  0. 1  5. 0  0. 2  5. 0  - - 0. 3  1 0  0. 2  5. 0  - - - - 
  E. l at a S u br a m a ni a n  0. 8  1 1. 5  0. 1  1 1. 5  - - - - - - - -     - - - - 
  E. ni d ul a n s ( Ei d a m) V uill e min  0. 3  2 3. 1  1. 7  5 0. 0  - - - - 0. 2  5. 0  - - 0. 3  1 0  0. 2  5. 0  - - - - 
  E. r u g ul o s a ( T h o m & R a p er) B e nj a mi n 0. 6  3 0. 8  1. 4  3 4. 6  0. 1  5. 0  0. 1  5. 0  - - - - - - - - - - - - 
E pi c o c c u m ni g r u m Li n k  0. 6  1 5. 4  0. 1  7. 7  - - - - 0. 4  5. 0  - - 0. 4  1 5  0. 3  1 0. 0  - - - - 
E u r oti u m a m st el o d a mi M a n gi n  - - 0. 1  7. 7  - - - -   - - - - - - - - - - 
F u s a ri u m Li n k  1 3. 5  7 6. 9  8. 2  6 9. 2  5. 3  5 0. 0  2. 2  3 5. 0  2 0. 0  9 0. 0  1 2. 5  7 0. 0  2. 7  2 5  3. 1  4 0. 0  3. 7  2 5  2. 8  3 0  
  F. c hl a m y d o s p o r u m W oll e n w e b er & R ei n ki n g  4. 5  3. 8  0. 1  3. 8  - - - - - - - - - - - - - - - - 
  F. e q ui s eti ( C or d a) S a c c ar d o 0. 1  3. 8  - - - - - - - - 0. 4  1 5. 0  - - - - - - - - 
  F. o x y s p or u m S c hl e c ht e n d al  4. 0  6 9. 2  6. 3  6 1. 5  5. 3  5 0. 0  1. 7  3 5. 0  1 8. 9  9 0. 0  1 1. 4  7 0. 0  1. 6  2 0  1. 8  2 5. 0  3. 7  2 5  2. 8  3 0  
  F. o x y s p or u m v a r r e d ol e n s ( W oll e n w.) G or d o n - - 0. 0  3. 8              - - - - 
  F. s ol a ni ( M arti u s) S a c c ar d o 4. 3  1 9. 2  1. 8  4 2. 3  0. 1  5. 0  0. 5  5. 0  1. 1  1 5. 0  0. 8  1 5. 0  1. 0  1 0  1. 2  2 5. 0  - - - - 
  F. s u b gl uti n a n s ( W oll e n w e b er & R ei n ki n g) 
N els o n  et al  

- - 0. 0  3. 8  - - - - - - - - - -   - - - - 

  F. t ri ci n ct u m ( C or d a) S a c c ar do  0. 5  3. 8  - - - - - - - - - - - -   - - - - 
  F. v e rti cilli oi d e s ( S a c c ar d o) Nir e n b er g - - - - - - - - - - - - - - 0. 2  5. 0  - - - - 
  F. x yl a ri oi d e s  St e y a ert  0. 1  3. 8  - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Gli o cl a di u m r o s e u m B ai ni er  0. 2  1 5. 4  0. 0  3. 8  0. 1  5. 0  0 . 1 5. 0  - - - - 0. 4  1 0  - - 0. 4  1 0  0. 1  5  
H u mi c ol a g ri s e a Tr a a e n.  0. 2  3. 8  - - 0. 0  5. 0  - - - - - - - - - - - - - - 
M a c r o p h o mi n a p h a s e oli n a  ( T a ssi) G oi d a n c h 0. 0  3. 8  - - - - 0. 1  5. 0    0. 2  5. 0  - - - - 0. 2  5  - - 
M u c o r cir ci n ell oi d e s v a n Ti e g h e m  0. 0  1 4. 5  0. 1  7. 7  0. 6  3 0. 0  1. 0  1 5. 0  0. 7  1 0. 0  3. 5  1 5. 0  - - 1. 4  1 0. 0  - - - - 
M y c ot h e ci u m T o d e  5. 3  4 2. 3  2. 3  3 8. 5  1. 1  1 0. 0  1. 2  1 0. 0  - - - - - - - - - - - - 
  M. r o ri d u m T o d e  2. 9  1 1. 5  0. 8  7. 7  0. 7  5. 0  - - - - - - - - - - - - - - 
  M. v e rr u c ori a ( Al b erti ni & S c h w ei nit z) Dit m ar 2. 4  3 4. 6  1. 5  3 4. 6  0. 5  5. 0  1. 2  1 0. 0  - - - - - - - - - - - - 
Ni g r o s p o r a s p h a e ri c a ( S a c c ar d o) M as o n 2. 2  1 1. 5  0. 2  1 1. 5  0. 1  5. 0  0. 0  5. 0  - - - - - - - - - - - - 
P e ni cilli u m Li n k  2 5. 2  8 4. 6  9. 7  8 8. 5  1 4. 7  6 5. 0  1 5. 2  6 5. 0  1 7. 2  6 5. 0  2 0. 6  7 5. 0  1 0. 8  7 5  1 6. 8  7 5. 0  1 9. 0  6 5  1 3. 6  7 0  
  P. c h r ys o g e n u m T h o m  9. 7  2 6. 9  1. 2  1 1. 5  0. 4  1 5. 0  - - 0. 2  5. 0  - - 0. 4  1 5  1. 3  3 0. 0  0. 1  5  0. 5  1 0  
  P. cit ri n u m T h o m  1. 4  1 4. 5  0. 2  7. 7  - - 0. 1  5. 0  0. 2  5. 0  - - - - - - - - 0. 1  5  
  P. c o r yl o p hil u m Di er c k x  0. 1  3. 8  0. 1  1 1. 5  0. 2  1 0. 0  0. 2  1 5. 0  0. 3  5. 0  0. 3  5. 0  0. 3  1 0  0. 3  1 0. 0  0. 7  1 0    
  P. d e c u m b e n s T h o m  0. 2  3. 8  0. 9  1 5. 4  2. 5  1 5. 0  0. 3  5. 0  - - - - 0. 4  5  0. 6  1 0. 0      
  P. d u cl a u xii D el a cr oi x  0. 2  3. 8  0. 0  3. 8  0. 3  1 0. 0  0. 0  5. 0  0. 2  5. 0  0. 5  5. 0  1. 4  2 5  0. 8  1 5. 0    0. 4  5  
  P. f ell ut a n u m Bi o ur g e  3. 0  2 3. 1  4. 1  1 5. 4  4. 7  1 5. 0  2. 4  2 0. 0  3. 8  2 5. 0  0. 9  5. 0  0. 4  5  0. 5  5. 0  0. 2  5    
  P. f u ni c ul o s u m T h o m  6. 6  6 1. 5  1. 8  6 1. 5  5. 8  4 0. 0  1 1. 8  6 0. 0  7. 1  3 5. 0  1 1. 9  6 0. 0  5. 8  4 5. 0  9. 7  4 0. 0  8. 3  4 0  1 0. 8  5 5  
  P. i sl a n di c u m  S o p p  3. 6  3. 8  - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
  P. mi r a bil e B eli a k o v a & Mil k o  0. 1  3. 8  - - 0. 1  1 0. 0  - - - - - - - - - - 0. 1  5  - - 
  P. o x ali c u m C urri e & T h o m  0. 1  3. 8  0. 5  3 0. 8  0. 4  1 5. 0  0. 1  5. 0  - - 2. 6  2 0. 0  0. 1  5. 0  0. 8  1 5. 0  5. 5  2 0  1. 3  5  
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  P. pi n o p hil u m H e d g c o c k  - - 0. 8  2 3. 1  0. 1  5. 0    1. 3  1 5. 0  0. 6  1 0. 0  1. 3  1 5. 0  2. 6  3 0. 0  - - 0. 4  1 0  
  P. p u r p u r g e n u m St oll  0. 1  3. 8  0. 1  7. 7  0. 2  1 0. 0  0. 1  5. 0  1. 2  5. 0  2. 0  1 0. 0  0. 3  1 0. 0  0. 3  5. 0  - - - - 
  P. w a k s m a nii  Z al es ki  0. 1  3. 8  0. 0  3. 8  - - - - 3. 1  1 5. 0  2. 0  1 5. 0  0. 1  5. 0  - - 3. 9  2 0  - - 
P h o m a S a c c ar d o  0. 3  1 4. 5  0. 4  1 9. 2  - - - - - - - - - - - - 1. 4  1 0  - - 
  P. e xi g u a D es m a zi er es    0. 1  3. 8  - - - - - - - - - - - -   - - 
  P. h e r b a r u m W est e n d or p  0. 3  1 4. 5  - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
  P. l e v eill ei B o er e m a & B oll e n  - - 0. 3  1 9. 2  0. 1  1 0. 0  0. 1  5. 0  2. 0  5. 0  - - - - - - 1. 4  1 0  - - 
R hi z o ct o ni a s ol a ni K ü h n  - -   0. 1  1 5. 0    1. 3  1 5. 0  - - - - - - 2. 1  1 0  - - 
R hi z o p us st ol o nif e r  ( E hr e n b er g) V uill e mi n 6. 6  8 4. 6  6. 4  6 5. 4  6. 3  6 5. 0  6. 8  6 5. 0  1 4. 5  7 0. 0  1 0. 4  6 0. 0  3. 6  2 5. 0  4. 0  2 5. 0  0. 4  5  1 0. 6  3 5  
S et o s p h a e ri a r o st r at a L e o n ar d  - - 0. 2  1 1. 5  0. 1  5. 0  - - - - 0. 6  1 0. 0  - - - - - - - - 
S o r d a ri a fi mi c ol a ( R o b er g e) C es ati & d e N ot ari s 6. 3  3. 8  0. 1  3. 8  - - - - - - 0. 1  5. 0  - - - - - - - - 
St a c h y b ot r y s C or d a  0. 2  1 5. 4  0. 2  1 5. 4  0. 1  1 0. 0  0. 2  1 5. 0  - - - - 0. 4  1 5. 0  - - - - - - 
  S. c h a rt a r u m ( E hr e n b er g) H u g h es - - 0. 1  7. 7    0. 1  1 0. 0  - - - - 0. 4  1 5. 0  - - - - - - 
  S. el e g a n s ( Pi d o pl.) W. G a ms 0. 2  1 5. 4  0. 1  7. 7  0. 1  1 0. 0  0. 1  5. 0  - - - -   - - - - - - 
St e m p h yli u m W allr ot h  0. 9  1 9. 2  0. 2  1 5. 4  0. 3  5. 0  - - - - - - 0. 9  2 5. 0  2. 6  3 5. 0  3. 9  1 5  3. 9  1 5  
  S. b ot r y o s u m W allr ot h   0. 5  1 5. 4  0. 1  7. 7  0. 3  5. 0  - - - - - - 0. 7  2 0. 0  1. 7  3 0. 0  3. 5  1 5  3. 3  1 0  
  S. v e si c a ri u m ( W allr.) E. G. Si m m o n s 0. 4  3. 8  0. 1  7. 7  - - - - - - - - 0. 1  5. 0  0. 9  1 0. 0  0. 5  5  0. 6  5.  
St eril e m y c eli a  - - 0. 1  1 1. 5  - - - - - - - - 0. 1  5. 0  - - - - - - 
Tri c h o d e r m a P ers o o n  3. 9  3 0. 8  3. 0  3 8. 5  0. 8  2 0. 0  2. 3  2 5. 0  5. 6  4 0. 0  3. 0  1 0. 0  1 0. 0  4 5. 0  5. 9  4 5. 0  5. 9  2 0  2. 4  1 0  
  T. h a m at u m  ( B o n or d e n)  B ai ni er 1. 5  3. 8  - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
  T. h a rzi a n u m Rif ai  0. 8  1 9. 2  1. 9  3 0. 8  0. 2  5. 0  1. 0  1 0. 0  5. 6  4 0. 0  3. 0  1 0. 0  8. 4  3 5. 0  3. 2  3 0. 0  5. 9  2 0  2. 4  1 0  
  T. k o ni n gii O u d e m  0. 9  3. 8  1. 1  3. 8  - - - - - - - - - - - - - - - - 
  T. l o n gi b r a c hi at u m Rif ai  0. 7  3. 8  0. 0  3. 8  0. 7  2 0. 0  1. 2  1 5. 0  - - - - 1. 6  1 5. 0  2. 7  2 0. 0  - - - - 
Z o pfi ell a l ati p e s ( N. L u n d q.) M all o c h & C ai n - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0. 3  1 0  
T ot al c o u nt s  1 8 6 3 8 7 6  5 5 2 3 6 0  6 7 9 9 4 5  5 7 2 9 8 0  1 2 7 6  1 3 2 7  1 3 3 5 0 0  1 3 1 3 0 0  8 1 1  9 4 4  
N o. of g e n er a                        3 2  2 5  2 6  2 3. 0  1 9. 0  1 6. 0  1 3. 0  1 5  1 4  1 4  1 2  
N u m b er of s p e ci es                7 9  5 8  6 0  4 7. 0  4 0. 0  3 0. 0  2 8. 0  3 7  3 6  2 8  2 5  
 
 

 
 
Fi g u r e 1  Cl u s t er a n al ysi s of 5 s o ur c es; s oil at 1 9 ° C i n c u b ati o n t e m p er at ur e ( 1), 
s oil at 2 8 ° C ( 2), r hi z os p h er e at 1 9 ° C ( 3), r hi z os p h er e at 2 8 ° C ( 4), r hi z o pl a n e at 
1 9 ° C ( 5), r hi z o pl a n e at 2 8 ° C ( 6), p h yll os p h er e at 1 9 ° C ( 7), p h yll os p h er e at 2 8 ° C 
( 8), p h yll o pl a n e at 1 9 ° C ( 9) a n d p h yll o pl a n e at 2 8 ° C ( 1 0) b a s e d o n t h e si mil arit y 
of t h eir f u n g al c o m m u niti es u si n g s p e ci es t ot al c o u nt s. T h e s o ur c es   cl u st er i nt o 
f o ur m aj or gr o u p s ( A t o D). S o ur c es of gr o u p C ar e si mil ar t o t h os e of gr o u p D, 
w hil e gr o u p s A a n d B h a v e l o w si mil a rit y wit h gr o u p s C a n d D.  
 
 
 
 

 
N e w r e c o r d s p e ci e s i n E g y pt  
 
A f u n g al s p e ci es w a s r e c or d e d i n t hi s st u d y fr o m p h yll o pl a n e ( gr e e n l e a v es of 
o ni o n pl a nt at 2 8º C) f or t h e first ti m e i n E g y pt, n a m el y Z o pfi ell a l ati p e s  . It w a s 
i s ol at e d fr o m s a m pl es a n d a c c o u nti n g 0. 3 2 % of t ot al p h yll o pl a n e f u n gi ( T a bl e). 
Z o pfi ell a  l ati p e s ( L u n d q vi st) M all o c h a n d C ai n 1 9 7 1 
S y n o n y m: Tri pt e r o s p o r a  l ati p e s L u n d q vi st, 1 9 6 9  
 
M a c r o s c o pi c f e at u r e s: O n P D A a n d gl u c os e -C z a p e k's a g ar, c ol o n y gr o ws f a st, 
att ai ni n g 9 c m i n di a m et er aft er 1 0 d a ys at 2 8º C, gr e yi s h br o w n t o oli v e br o w n,  
v el uti n o u s; r e v ers e d ar k br o w n.  
 
Mi c r o s c o pi c f e at u r e s: As c o m at a p al e gr e yi s h br o w n or d ar k br o w n t o bl a c k, 
gl o b os e or s u b gl o b os e, s u p erfi ci al, n o n -osti ol at e, irr e g ul arl y d e hi s ci n g, 1 2 0 -2 0 5 
µ m i n di a m et er, a n d c o v er e d wit h h y p h a e. P eri di u m s e mitr a n s p ar e nt, wit h s oft 
s ki n, c o m p os e d of t hr e e or f o ur l a y ers of irr e g ul ar or a n g ul ar t hi n -w all e d 
p s e u d o p ar a n c h y m at o u s c ells ( Fi g ur e 4 A, B). As ci ar e 8 -a s c os p or o u s, t hi n w all e d, 
cl a v at e, br o a d est i n t h e mi d dl e, 8 0 -1 2 0 × 1 4 -1 8 µ m, a pi c all y tr u n c at e ( Fi g ur e 4 C). 
As c os p or es  bi s eri at e, elli p s oi d al, gl o b ul at e, b e c o mi n g o n e -s e pt at e i n t h e l o w er 
t hir d, sli g htl y c o n stri ct e d at t h e s e pt u m, 2-c ell e d; l ar g e u p p er c ell 1 6 -2 5 x 1 2 -1 5 
µ m, elli p s oi d al, a p e x c o ni c al or u m b o n at e, b a s e tr u n c at e, oli v a c e o u s t o br o w n, 
t hi n-w all e d, s m o ot h, wi t h a s u b a pi c al g er m p or e, 1 µ m i n di a m et er, l o w er c ell 
s m all, 4 -8 x 3. 5 -7 µ m, br o a dl y c yli n dri c al, a p e x tr u n c at e, b a s e br o a dl y r o u n d e d, 
h y ali n e ( M all o c h a n d C ai n, 1 9 7 1; F u r u y a a n d U d a g a w a, 1 9 7 3) ( Fi g ur e 4 B-D).  
Z o pfi ell a  l ati p e s  b el o n gs  t o  P h yl u m: As c o m y c ot a ,  S u b di vi si o n: 
P e zi z o m y c oti n a , Cl a ss: S or d ari o m y c et es , S u b cl a ss: S or d ari o m y c eti d a e, Or d er: 
S or d ari al es , F a mil y: L a si os p h a eri a c e a e . 
It w a s i s ol at e d fr o m s oil a n d w o o d i m mers e d i n s e a w at er ( M all o c h a n d C ai n, 
1 9 7 1) , fr o m fr es h w at er h a bit at s i n Fl ori d a P e ni n s ul a ( R aj a et al. , 2 0 0 9), fr o m 
t hr e e m a n gr o v e pl a nt s i n I n di a ( M a ni m o h a n et al. , 2 0 1 1). 
 

I n cr e a si n g si mil arit y 

A 

B 

C 

D 

http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=438538
http://data.gbif.org/species/11314322
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=437297
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=437254
http://data.gbif.org/species/11315342
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=100064
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Fi g u r e 3 a  (l eft). T esti n g of diff er e n c es i n f u n g al g e n er a c o m p ositi o n of s oil, 
r o ot s a n d gr e e n l e a v es of o ni o n i s ol at e d at 1 9º C; D C A or di n ati o n di a gr a m 
s h o wi n g t h e p ositi o n of f u n g al g e n er a i n diff er e nt s o ur c es; A c r o p h al o p h or a  
( A cr o), Alt e r n a ri a  ( Al), As p e r gill us  ( As), B ot r y ot ri c h u m  ( B otr y o), B ot r yti s  
( B otr yt), C h a et o mi u m  ( C h), Cl a d o s p o ri u m  ( Cl), C o c hli o b ol u s  ( C o), 
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Ni g r o s p o r a  ( Ni), P e ni cilli u m  ( P e), P h o m a  ( P h), R hi z o ct o ni a  ( R hi z o c), R hi z o p u s  
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( St e m), St eril e m y c eli a ( St er) a n d Tri c h o d e r m a  ( Tr). 
 

Fi g u r e 3 b  (ri g ht). T esti n g of diff er e n c es i n f u n g al g e n er a c o m p ositi o n of s oil, 
r o ot s a n d gr e e n l e a v es of o ni o n i s ol at e d at 2 8º C; D C A or di n ati o n di a gr a m 
s h o wi n g t h e p ositi o n of f u n g al g e n er a i n diff er e nt s o ur c es; A c r o p h al o p h or a  
( A cr o), Alt e r n a ri a ( Al), As p e r gill us  ( As), B ot r y ot ri c h u m  (B otr y o), B ot r yti s  
( B otr yt), C h a et o mi u m  ( C h), Cl a d o s p o ri u m  ( Cl), C o c hli o b ol u s  ( C o), 
C u n ni n g h a m ell a  ( C u), E m e ri c ell a  ( E m), E pi c o c c u m  ( E p), E u r oti u m  ( E u), 
F u s a ri u m  ( F u), Gli o cl a di u m  ( Gl), M a c r o p h o mi n a  ( M a), M u c o r  ( M u), 
M y c ot h e ci u m  ( M y), P e ni cilli u m  ( P e), P h o m a  ( P h), R hi z o ct o ni a  ( R hi z o c), 
R hi z o p us  ( R hi z o p), S et o s p h a e ri a  ( S e), S o r d a ri a  ( S o), St a c h y b ot r y s  ( St), 
St e m p h yli u m  ( St e m), St eril e m y c eli a ( St er) a n d Tri c h o d e r m a  ( Tr). 

 
 
Fi g u r e 4  Z o pfi ell a l ati p e s : N o n osti ol at e a s c o m a ( A a n d B); Cl a v at e a s ci, with 8 -
a s c os p or o u s & m at ur e a n d i m m at ur e a s c os p or es ( C); 2 -c ell e d a s c os p or es ( D)  
 
C O N C L U SI O N  
 
T h e f u n g al c o m p ositi o n s of s oil, r o ot a n d l e af s urf a c es f u n gi a ss o ci at e d wit h 
o ni o n pl a nt w er e d et er mi n e d, r es ulti n g i n c oll e cti n g 7 9 s p e ci es b el o n gi n g t o 3 2 
g e n er a, o f w hi c h Z o pfi ell a l ati p e s  w a s r e c or d e d d uri n g t hi s i n v esti g ati o n f or t h e 
first i n E g y pt. T h e f u n g al s p e ci es i s ol at e d fr o m s oil at 2 8º C a n d r hi z os p h er e at 

1 9º a n d 2 8º C ar e si mil ar t o f u n g al c o m m u nit y i n s oil at 1 9º C. Als o, f u n g al 
c o m m u niti es i s ol at e d fr o m p h yll os p h er e at b ot h 1 9º a n d 2 8º C ar e b a si c all y 
si mil ar. 
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E N Z Y M A TI C C H A R A C T E RI Z A TI O N O F Y E A S T S T R AI N S O R I G I N A T E D F R O M T R A DI TI O N A L M I H A LI C C H E E S E  
 

S e d a K a r a s u -Y al ci n 1 , S ul e S e ns es-Er g ul 2 , Z. Y esi m O z b a s3 *   
 
A d d r ess ( e s):  
1 A b a nt I z z et B a ys al U ni v ersit y,  F a c ult y of E n gi n e eri n g a n d Ar c hit e ct ur e, F o o d E n gi n e eri n g D e p art m e nt, 1 4 2 8 0, B ol u, T ur k e y . 
2 P u bli c H e alt h I n stit uti o n of T ur k e y,  Dir e ct or at e of C o n s u m er S af et y L a b or at ori es, Sı h hi y e 0 6 1 0 0, A n k ar a, T ur k e y . 
3 H a c ett e p e U ni v ersit y,  F a c ult y of E n gi n e eri n g, F o o d E n gi n e eri n g D e p art m e nt, B e yt e p e 0 6 5 3 2, A n k ar a, T ur k e y . 
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A B S T R A C T  

 
K e y w o r ds:  Mi h ali c c h e es e, y e a st, i s ol ati o n, i d e ntifi c ati o n, e n z y m ati c c h ar a ct eri z ati o n  

 
 
I N T R O D U C T I O N 
 
Mi h ali c c h e es e i s o n e of t h e tr a diti o n al c h e es es of T ur k e y, wi d el y pr o d u c e d i n t h e 
pr o vi n c es of B urs a, B al ı k esir a n d C a n a k k al e ( K a m b e r, 2 0 0 8). T h e n a m e 
“ Mi h ali c ” i s a n ol d n a m e of K ar a c a b e y, c o u nt y of B urs a, a n d it i s k n o w n t h at t h e 
c h e es e h a s b e e n pr o d u c e d i n t h es e ar e a s f or at l e a st 2 5 0 y e ars ( H a y al o gl u et al ., 
2 0 0 8). A m o n g t h e i n h a bit a nt s of t h e r e gi o n, t h e  c h e es e i s als o k n o w n b y s u c h 
diff er e nt n a m es a s M a gli c, M a hli c, K ell e or M a n y a s c h e es e ( A d a y & K a r a g ul 
Y u c e e r, 2 0 1 4) . It i s a ss u m e d t h at Mi h ali c c h e es e w a s a d o pt e d fr o m Gr e e k 
c h e es e -m a ki n g tr a diti o n s ( K a m b e r, 2 0 0 8). It i s a bri n e d c h e es e m a d e fr o m r a w 
s h ee p’s or g o at’s mil k a n d c h ar a ct eri z e d b y hi g h l e v els of s alt a n d dr y m att er 
( K a m b e r, 2 0 0 8; A d a y & K a r a g ul Y u c e e r, 2 0 1 4) . It i s ri p e n e d i n w o o d e n 
b arr els at 1 5 -2 5 o C f or t hr e e m o nt h s i n bri n e ( A d a y & K a r a g ul-Y u c e e r, 2 0 1 4) . It 
i s t o u g h, ti g htl y-str u ct ur e d a n d  r a n g es fr o m cr e a m t o li g ht y ell o w i n c ol or. It h a s 
a c h ar a ct eri sti c s h ar p t a st e a n d o d or a n d h a s 3 -4 m m di a m et er p or es gr a d u all y 
d e cr e a si n g fr o m t h e c e nt er t o t h e si d es i n it s cr oss -s e cti o n ( K a m b e r, 2 0 0 8).   
It i s k n o w n t h at c o m p ositi o n a n d a cti vit y of t h e mi cr ofl or a i n c h e es e pl a y a 
criti c al r ol e i n t h e f or m ati o n of c h e es e, l e a di n g t o pr o d u cti o n of di v ers e r a n g e of 
c h e es e v ari eti es ( J a n y & B a r bi e r, 2 0 0 8).  It w a s r e p ort e d t h at t h e r e c o v er y of 
y e a st s i n hi g h n u m b ers fr o m c h e es es ( e. g. 1 0 6 – 1 0 9  cf u/ g) a n d t h eir a bilit y t o 
h y dr ol ys e mil k f at a n d pr ot ei n s h a v e s u g g est e d t h at t h e y i nfl u e n c e t h e 
or g a n ol e pti c c h ar a ct eri sti c s of c h e es e. E v e n i n c h e es es i n o c ul at e d wit h b a ct eri al 
st art ers, y e a st s ar e r e p ort e d t o b e d et e ct e d at c o u nt s a s hi g h a s 1 0 8  cf u/ g ( C a p e c e 
& R o m a n o, 2 0 0 9).  Y e a st s p e ci es u s u all y r e pr es e nt s e c o n d ar y mi cr o bi ot a i n 
c h e es es a n d a m o n g t h e m Kl u y v e r o m y c e s m a r xi a n u s , D e b a r y o m y c e s h a n s e nii , 
S a c c h ar o m y c e s  c e r e vi si a e , Y a rr o wi a  li p ol yti c a  ( G oli ć et  al .,  2 0 1 3), 
Kl u y v e r o m y c e s l a cti s  ( G a r di ni et al ., 2 0 0 6), Tri c h o s p o r o n c ut a n e u m , C a n di d a 
z e yl a n oi d e s  a n d G e ot ri c h u m c a n di d u m  ( P a dill a et al ., 2 0 1 4 a) w er e r e p ort e d t o b e 
d o mi n a nt s p e ci es i n v ari o u s c h e es es.  It h a s b e e n r e p ort e d t h at t h e y e a st s pl a y a n 
i m p ort a nt r ol e i n pr ot e ol ysi s, li p ol ysi s, f er m e nt ati o n of r esi d u al l a ct os e, a n d 
a ssi mil ati o n of l a cti c a n d citri c a ci d d uri n g t h e ri p e ni n g of c h e es e, c o ntri b uti n g t o 
ar o m a d e v el o p m e nt a n d t o t h e r h e ol o gi c al pr o p erti es of t h e fi n al pr o d u ct 
( G a r di ni et al ., 2 0 0 6; P a dill a et al ., 2 0 1 4 b) . A d diti o n all y, s o m e c h e es e y e a st s 
h a v e b e e n r e c o g ni z e d b y t h eir pr o bi oti c c h ar a ct er a n d D N A -bi o pr ot e cti v e a cti o n 
a g ai n st m o d el g e n ot o xi n s ( P a dill a et al ., 2 0 1 4 b).  

Wit h r e g ar d t o tr a diti o n al c h e es es i n T ur k e y, wit h e x c e pt i o n of a f e w v ari eti es, 
m ost of t h e tr a diti o n al bri n e d c h e es es h a v e n ot y et b e e n i n d u stri ali z e d. It h as b e e n 
r e p ort e d t h at r el ati v el y littl e i s k n o w n a b o ut t h e b a si c a n d mi cr o bi ol o gi c al 
c h ar a ct eri sti c s of t h e bri n e d c h e es es n ati v e t o T ur k e y ( H a y al o gl u et a l., 2 0 0 8). 
T h er e ar e a f e w r e p ort s a b o ut t h e c h e mi c al a n d mi cr o bi ol o gi c al pr o p erti es of 
Mi h ali c c h e es e ( S ol a k & A ki n, 2 0 1 3; A d a y & K a r a g ul Y u c e e r, 2 0 1 4) . T h e 
r e p ort s c o n c er ni n g mi cr ofl or a of Mi h ali c c h e es e w er e u s u all y f o c u s e d o n 
p at h o g e ni c b a ct eri a ( C o k al et al ., 2 0 1 2). T o d at e, t h er e i s n o r e p ort e d st u d y a b o ut 
t h e y e a st fl or a of Mi h ali c c h e es e.  T h e ai m of t hi s st u d y w a s t o d et er mi n e t h e 
pr e d o mi n a nt y e a st s p e ci es i n t h e mi cr ofl or a of Mi h ali c c h e es e a n d t o c h ar a ct eri z e 
t h eir e n z y m ati c a cti viti es. 
 
M A T E RI A L S A N D M E T H O D S  
 
C h e e s e s a m pl e s a n d c h e mi c al a n al ysi s  
 
T hirt y -o n e s a m pl es of Mi h ali c c h e es e w er e r a n d o ml y c oll e ct e d fr o m t h e m ar k et s 
i n A n k ar a a n d tr a n s p ort e d t o t h e l a b or at or y. M ost of t h e  c h e es e s a m pl es w er e 
p a c k a g e d i n p ol y et h yl e n e b a gs, a n d t h e ot h ers w er e a s e pti c all y t a k e n fr o m t h e 
n e wl y o p e n e d ti n b o x es i n t h e m ar k ets. W at er a cti vit y, p H, dr y s oli d c o nt e nt a n d 
s alt c o nt e nt of all s a m pl es w er e a n al ys e d i n d u pli c at e. W at er a cti vit y w a s 
m e a s ur e d b a s e d o n “ d e w p oi nt ” m et h o d  ( F o nt a n a, 1 9 9 8) b y u si n g a w at er  
a cti vit y m e a s ur e m e nt d e vi c e ( A q u al a b M o d el C X 2, D e c a g o n, U S A). Dr y s oli d 
c o nt e nt w a s d et er mi n e d a c c or di n g t o B r a dl e y ( 1 9 9 8)  a n d s alt c o nt e nt w a s 
d et er mi n e d  b y M o hr m et h o d d es cri b e d b y H e n d ri c ks ( 1 9 9 8) . 
 
Is ol ati o n of y e a sts  
 
C h e es e s a m pl es w er e c ut i nt o s m all pi e c es u n d er a s e pti c c o n diti o n s a n d 2 5 gr a ms 
fr o m e a c h bl o c k (s a m pl e) w er e h o m o g e ni s e d wit h 2 2 5 m L of 0. 1 % ( w/ v) p e pt o n e 
w at er i n a st o m a c h er ( S e w ar d St o m a c h er 4 0 0 T y p e B A 7 0 2 1, U K). F or i s ol ati o n 
of t h e y e a st s,  a p pr o pri at e dil uti o n s w er e i n o c ul at e d o n  Y e a st E xtr a ct D e xtr os e 
C hl or a m p h e ni c ol ( Y D C) a g ar ( L a b M, U K) a n d Di c hl or a n 1 8 % Gl y c er ol ( D G 1 8) 
a g ar pl at es ( D e á k & B e u c h at, 1 9 9 6; Pitt & H o c ki n g, 1 9 9 7). Aft er i n c u b ati o n at 
2 8 o C f or 2 -7 d a ys, t h e c ol o ni es gr o w n o n b ot h m e di a w er e r a n d o ml y s el e ct e d o n 

Y e a st s, a ss o ci at e d wit h s e c o n d ar y fl or a of m a n y c h e es e t y p es, ar e i m p ort a nt mi cr o or g a ni s ms f or c h e es e ri p e ni n g pr o c ess. T h e ai m of 

t hi s st u d y w a s t o i d e ntif y t h e y e a st s i s ol at e d fr o m tr a diti o n al Mi h ali c c h e es e a n d t o d et er mi n e t h eir e n z y m ati c a cti viti es a s a t o ol f or t h eir 

t e c h n ol o gi c al c h ar a ct eri sti c s. P h e n ot y pi c i d e ntifi c ati o n w a s p erf or m e d b y u si n g A PI I D 3 2 C t est s yst e m a n d s o m e c o m pl e m e nt ar y 

m or p h ol o gi c al, p h ysi ol o gi c al a n d bi o c h e mi c al t est s.  E n z y m e pr ofil es of t h e i s ol at es w er e d et er mi n e d b y u si n g A PI -Z Y M stri p s.  I n t hi s 

st u d y, 7 2 y e a st i s ol at es w er e o bt ai n e d fr o m 2 9 Mi h ali c c h e es e s a m pl es. Fift y -si x ( 7 8 % ) of t h e i s ol at es c o ul d b e i d e ntifi e d at s p e ci es 

l e v el, a n d o n e is ol at e at g e n u s l e v el. T h e i d e ntifi e d y e a st s p e ci es b el o n g e d t o t hr e e g e n er a; C a n di d a, G e ot ri c h u m  a n d Tri c h o s p o r o n . It 

w a s d et er mi n e d t h at C a n di d a f a m at a  v ar. f a m at a w a s t h e d o mi n a nt s p e ci es i n Mi h ali c c h e es e. T h e y e a st i s ol at es h a d v ari a bl e e n z y m e 

a cti viti es i n cl u di n g a ci d p h os p h at a s e, est er a s e, est er a s e li p a s e, li p a s e, β -g al a ct osi d a s e, l e u ci n e ar yl a mi d a s e, v ali n e ar yl a mi d a s e a n d 

c yst ei n e ar yl a mi d a s e, w hi c h c o ul d h a v e i m p ort a nt attri b ut es d uri n g c h e es e ri p e ni n g.  C. f a m at a v a r. f a m at a M 2 2 , C a n di d a g uilli e r m o n dii 

v a r. m e m b r a n ef a ci e n s M 5 4  a n d  C a n di d a t r o pi c alis M 2  w er e s el e c t e d t o b e s u p eri or str ai ns o n t h e b a si s of t h eir e n z y m e pr ofil es. 

I d e ntifi c ati o n a n d e n z y m ati c c h ar a ct eri z ati o n of t h e y e a st s ori gi n at e d fr o m Mi h ali c c h e es e w a s p erf or m e d f or t h e first ti m e i n t hi s st u d y.  

A R TI C L E I N F O  
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R e vi s e d 1 3. 1 2. 2 0 1 6  

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  

R e g ul ar arti cl e  
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t h e b a si s of t h eir m a cr os c o bi c m or p h ol o g y.  C ol o ni es wit h diff er e nt m or p h ol o g y 
w er e i n o c ul at e d i nt o Y e a st E xtr a ct M alt E xtr a ct ( Y M) a g ar ( L a b M, U K) a n d 
p ur e c ult ur es w er e o bt ai n e d at 2 8 o C f or 4 8 h o urs. T h e p ur e c ult ur es w er e 
m ai nt ai n e d at 4 ° C, u ntil u s e.  
 
I de ntifi c ati o n of t h e y e a st i s ol at e s  
 
Y e a st i s ol at es w er e i d e ntifi e d b y u si n g A PI I D 3 2 C, a r a pi d mi ni at uri s e d 
i d e ntifi c ati o n s yst e m ( bi o M éri e u x, Fr a n c e), a n d s o m e c o m pl e m e nt ar y t est s. A PI 
I D 3 2 C stri p s w er e u s e d a c c or di n g t o t h e s u p pli ers  i n str u cti o n s. T h e  r es ult s of 
A PI  I D 3 2 C w a s e v al u at e d b y u si n g A pil a b Pl u s, a s p e cifi c c o m p ut er pr o gr a m m e 
d e v el o p e d f or A PI  I D 3 2 C stri p s a n d mi ni A PI a n al ys er ( bi o M éri e u x, Fr a n c e). 
T h e c o m pl e m e nt ar y i d e ntifi c ati o n t est s u s e d w er e a s f oll o ws;  m a cr os c o bi c a n d 
mi cr os c o bi c m o r p h ol o gi es ( Pitt & H o c ki n g, 1 9 9 7; K u rt z m a n et al ., 2 0 0 3), 
gr o wt h c h ar a ct eri sti c s  i n li q ui d m e di u m ( K u rt z m a n et al ., 2 0 0 3), gl u c os e 
f er m e nt ati o n ( H a r ri g a n, 1 9 9 8; Y a r r o w, 2 0 0 0; K u rt z m a n et al ., 2 0 0 3), ur e a 
h y dr ol ysi s ( D e á k & B e u c h at, 1 9 9 6; Y a r r o w, 2 0 0 0; K u rtz m a n et al ., 2 0 0 3), 
nitr at e a ssi mil ati o n  ( D e á k & B e u c h at, 1 9 9 6; Y a r r o w, 2 0 0 0) gr o wt h at 5 0 % a n d 
6 0 % gl u c os e c o n c e ntr ati o n s ( Y a r r o w, 2 0 0 0; K u rt z m a n et al ., 2 0 0 3), gr o wt h at 
3 7 o C, gr o wt h i n m e di a i n cl u di n g 0. 5 % a n d 1 % a c eti c a ci d ( Pitt & H o c ki n g, 
1 9 9 7) , p s e ud o h y p h a e a n d  a s c os p or e f or m ati o n s ( Y a r r o w, 2 0 0 0). F or s o m e of t h e 
i s ol at es; g al a ct os e f er m e nt ati o n, gr o wt h i n m e di u m wit h o ut vit a mi n ( Y a r r o w, 
2 0 0 0)  a n d gr o wt h i n m e di u m i n cl u di n g 1 6 % N a Cl a n d 5 % gl u c os e w er e als o 
i n v esti g at e d. 
 
D et e r mi n ati o n of e n z y m ati c a cti viti e s   
 
E n z y m ati c a cti viti es of t h e y e a st i s ol at es w er e s cr e e n e d b y u si n g mi ni at uri z e d 
A PI -Z Y M t est s yst e m ( bi o M éri e u x, Fr a n c e), w hi c h e n a bl es s cr e e ni n g 1 9 
diff er e nt e n z y m e a cti viti es. Aft er a cti v ati o n of t h e y e a st c ult ur es o n Y M a g ar at 
3 0 o C f or 2 4 h o urs, t h e y w er e s u s p e n d e d i n di still e d w at er u ntil s u s p e n si o n s 
r e a c h e d 5 or 6 M c F arl a n d t ur bi dit y. T h e s u s p e n si o n s w er e i n o c ul at e d i n t h e 
mi cr o w ells o n t h e A PI -Z Y M stri p at a l e v el of 6 5 
i n c u b ati o n at 3 7o C f or 4 - 4. 5 h o urs, Z Y M A a n d Z Y M B r e a g e nt s w er e a d d e d t o 
e a c h c u p ul e a n d aft er fi v e mi n ut es, stri ps w er e p ut u n d er 1 0 0 0 W l a m p f or 1 0 
s e c o n d s f or pr e v e nti o n of y ell o w c ol o ur f or m ati o n c a u s e d b y F a st Bl u e B B. F o r 
e v al u ati o n of t h e r es ult s, e a c h e n z y m e a cti vit y w a s gr a d e d fr o m 0 t o 5 b y 
c o m p ari n g d e v el o p e d c ol o ur wit h t h e A PI -Z Y M c ol o ur r e a cti o n c h art. T h e 
a p pr o xi m at e a m o u nt of fr e e h y dr ol ys e d s u b str at e ( n m ol) c o ul d b e o bt ai n e d fr o m 
t h e c ol o ur str e n gt h: 0, n o a ctivit y; 1, li b er ati o n of 5 n m ol; 2, 1 0 n m ol; 3, 2 0 n m ol; 
4, 3 0 n m ol; 5, ≥ 4 0 n m ol. T h e gr a d es w er e e v al u at e d a s n o a cti vit y ( 0), l o w 
a cti vit y ( 1), i nt er m e di at e a cti vit y ( 2 -3) a n d hi g h a cti vit y ( 4 -5).  

F or s cr e e ni n g e n z y m ati c a cti viti es, 3 0 of t h e 5 6 i d e ntifi e d i s ol at es w er e u s e d. 
T hirt y i s ol at es w er e s el e ct e d a c c or di n g t o t h eir bi o c h e mi c al a n d p h ysi ol o gi c al 
c h ar a ct eri sti c s. All str ai n s b el o n gi n g t o t h e s a m e s p e ci es wit h diff er e nt 
bi o c h e mi c al a n d p h ysi ol o gi c al c h ar a ct eri sti c s w er e e n z y m ati c all y c h ar a ct eri z e d.  

 
R E S U L T S  
 
R e s ults of c h e mi c al a n al y si s  
 
T h e a n al ys e d  t hirt y-o n e Mi h ali c c h e es e s a m pl es diff er e d i n s o m e c h e mi c al 
pr o p erti es. W at er a cti viti es a n d p H v al u es of t h e s a m pl es w er e f o u n d t o c h a n g e 
b et w e e n 0. 7 8 5 ± 0. 0 0 1 -0. 9 5 4 ± 0. 0 0 1 a n d 3. 6 2 ± 0. 0 8 - 4. 5 8 ± 0. 1 0, r es p e cti v el y. Dr y 
s oli d c o nt e nt  of t h e Mi h ali c c h e es e s a m pl es w er e i n t h e r a n g e of 5 5. 7 6 ± 0. 1 2 - 
7 1. 6 7 ± 0. 1 8 ( %), w hil e s alt c o nt e nt o n dr y b a si s w a s d et er mi n e d t o c h a n g e 
b et w e e n 3. 4 6 ± 0. 0 1 -1 3. 9 9 ± 1. 6 3 ( %) ( d at a n ot s h o w n).  
 
R e s ults of y e a st i s ol ati o n a n d i d e ntifi c ati o n   
 
Is ol ati o n e x p eri me nt s r es ult e d i n o bt ai ni n g 7 2 y e a st i s ol at es fr o m 2 9 of t h e 3 1 
c h e es e s a m pl es.  T h e i s ol at es w er e c o d e d wit h “ M ” a n d n u m b ers.  A c c or di n g t o 
t h e i d e ntifi c ati o n r es ult s o bt ai n e d wit h A PI I D 3 2 C, 4 3 of t h e i s ol at es c o ul d b e 
i d e ntifi e d at s p e ci es l e v el. I n s p e cies i d e ntifi c ati o n, a n i d e ntifi c ati o n c at e g or y of 
“ e x c ell e nt ” a s est a bli s h e d b y t h e m a n uf a ct ur er w a s o bt ai n e d f or  4 of t h e i s ol at es. 
T h e i d e ntifi c ati o n pr ofil e w a s d efi n e d a s “ v er y g o o d ” a n d “ g o o d ” f or 2 4 a n d 1 5 
of t h e i s ol at es, r es p e cti v el y. El e v e n i s ol at e s c o ul d b e i d e ntifi e d at g e n u s l e v el a s 
“ C a n di d a ”, 2 i s ol at es a s “ G e ot ri c h u m ”. I d e ntifi c ati o n c at e g ori es of 1 1 of t h e 
i s ol at es w er e d efi n e d a s “ u n a c c e pt a bl e pr ofil e ”, o n e of t h e i s ol at es a s “ a c c e pt a bl e 
pr ofil e ”, t w o of t h e m a s “ d o u btf ul ”  pr ofil e, o n e of t h e m a s “l o w di s cri mi n ati o n ”, 
a n d o n e of t h e m g a v e n o i d e ntifi c ati o n r es ult wit h t h e u s e of A PI I D 3 2 C stri ps 
( d at a n ot s h o w n). As a r es ult, I D 3 2 C stri p s di d n ot gi v e s ati sf a ct or y 
i d e ntifi c ati o n r es ult s f or 1 6 of t h e i s ol at es. A c c or di n g t o t h e i d e ntifi c ati o n r es ult s 
o bt ai n e d wit h A PI I D 3 2 C, s p e ci es i d e ntifi c ati o n l e v els of t h e y e a st s w er e 
c h a n g e d b et w e e n 9 6. 6 -9 9. 9 %. I d e ntifi c ati o n at g e n u s l e v el w a s a c hi e v e d b et w e e n 
t h e r a n g e of 6 7. 5-9 4. 4 %  ( d at a n ot s h o w n). T h e i d e ntifi e d i s ol at es w er e i n t h e 
s p e ci es of; Tr i c h o s p o r o n a s a hii ( 1), C a n di d a t r o pi c ali s ( 3), C a n di d a 
i n s c o n s pi c u a/ n o r v e g e n si s ( 3), C a n di d a f a m at a ( 2 9), S a c c h a r o m y c e s c e r e vi si a e 
( 1), C a n di d a c at e n ul at a ( 1), K o d a m a e a o h m eri ( 1), C a n di d a k r u s ei ( 2) a n d 
C a n di d a z e yl a n oi d e s ( 2). 
T h e c o m pl e m e nt ar y i d e ntifi c ati o n t ests w er e u s e d f or t h e i s ol at es w hi c h c o ul d n ot 
b e i d e ntifi e d, or i d e ntifi e d o nl y at g e n u s l e v el wit h A PI I D 3 2 C.   T h e r es ult s of 
t h es e t est s w er e r e pr es e nt e d i n T a bl e 1.  
 

 
T a bl e 1 R es ult s of s o m e c o m pl e m e nt ar y t est s u s e d f or t h e i d e ntifi c ati o n of  t h e i s ol at es 
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Gl u c os e f er m e nt ati o n   - +  v  v  +  +  +  - +  +  v  - - 
Ur e a h y dr ol ysi s   - - - - - - - - - - - - +  
Nitr at e a ssi mil ati o n   +  - - - - - - - - +  - - - 
Gr o wt h at 5 0 % gl u c os e   +  +  v  +  +  - - +  +  - - - - 
Gr o wt h at 6 0 % gl u c os e   v  - - v  +  - - v  - - - - - 
Gr o wt h at 3 7 ° C   - - - - - v  v  - - +  - v  +  
Gr o wt h at 0. 5 % a c eti c a ci d   - - - - - v  - - - - - - - 
Gr o wt h at 1 % a c eti c a ci d   - - - - - - - - - - - - - 
As c os p or e f or m ati o n   - - - - - - - - - - - - - 
Ps e u d o h y p h a e f or m ati o n   - +  v  v  +  +  v  v  - +  v  +  - 
Gr o wt h o n m e di a wit h o ut vit a mi n 1   *  *  *  *  *  *  *  *  *  *  *  - *  
G al a ct os e f er m e nt ati o n 1   *  *  +  *  *  *  *  *  *  *  *  *  *  

( +): P ositi v e. (-): N e g ati v e. ( v): V ari a bl e. (1 ): T h es e t est s w er e u s e d f or o nl y s o m e of t h e i s ol at es. ( *): N ot u s e d f or t h es e i s ol at es  
 
W h e n t h e a ssi mil ati o n t est r es ult s of A PI I D 3 2 C s yst e m a n d c o m pl e m e nt ar y 
i d e ntifi c ati o n t est s w er e e v al u at e d t o g et h er b y u si n g i d e ntifi c ati o n k e ys of 
B a r n ett et al . ( 2 0 0 0), P a y n e et al . ( 2 0 0 0) a n d K u rt z m a n & F ell ( 2 0 0 0) , 
i d e ntifi c ati o n at s p e ci es l e v el w a s a c hi e v e d f or s o m e of t h e i s ol at es. B y t hi s wa y, 
s o m e of t h e i s ol at es w hi c h c o ul d n ot b e i d e ntifi e d or i d e ntifi e d at g e n u s l e v el 
c o ul d b e i d e ntifi e d at s p e ci es l e v el.  F or e x a m pl e, a m o n g t h e i s ol at es w hi c h w er e 
i d e ntifi e d at g e n u s l e v el a s “C a n di d a ”, t h e str ai n s M 5 3 a n d M 6 3 c o ul d b e 
i d e ntifi e d a s C a n d i d a b e rt a e b y  u si n g i d e ntifi c ati o n k e ys of P a y n e et al . ( 2 0 0 0). 
B y t h e s a m e w a y, f o ur i s ol at es ( M 3 2, M 4 8, M 7 9, M 8 8) c o ul d b e i d e ntifi e d a s 
C a n di d a p al u di g e n a , w hil e t h e ot h er f o ur ( M 7 3, M 7 7, M 7 8, M 8 3) w er e 

i d e ntifi e d a s C a n di d a c yli n d r a c e a e.  F or i d e ntif yi n g C. c yli n dr a c e a e  i s ol at es, 
g al a ct os e f er m e nt ati o n t est w a s u s e d i n a d diti o n t o ot h er c o m pl e m e nt ar y t est s a s 
r e c o m m e n d e d b y P a y n e et al . ( 2 0 0 0). F or t h e str ai n s M 3, M 5 2 a n d M 5 6, 
i d e ntifi c ati o n r es ult of A PI I D 3 2 C stri ps w er e gi v e n a s C. i n s c o n s pi c u a  or C.  
n o r v e g e n sis . T h e y w er e i d e ntifi e d a s C. n o r v e g e nsi s  b e c a u s e of t h eir a bilit y t o 
f er m e nt gl u c os e, a s d es cri b e d b y M e y e r et al . ( 2 0 0 0) a n d B a r n ett et al . ( 2 0 0 0). 
T hirt y i s ol at es w hi c h w er e i d e ntifi e d a s C. f a m at a , w er e i n t h e v ari et y of C. 
f a m at a v ar. f a m ata  a c c or di n g t o M e y e r et al . ( 2 0 0 0), si n c e t h e y c o ul d n ot gr o w 
at 3 7 o C. T h e pr ofil e of t h e i s ol at es M 6 a n d M 1 5 w er e d efi n e d a s G e ot ri c h u m  s p p. 
b y t h e A PI I D 3 2 C stri p s. T h e y w er e f urt h er i d e ntifi e d as G. c a n di d u m  b y u si n g 
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t h e t est of gr o wt h o n t h e m e di a with o ut vit a mi n a s r e c o m m e n d e d i n t h e 
i d e ntifi c ati o n k e ys of P a y n e et al . ( 2 0 0 0). B y u si n g t h e a s c os p or f or m ati o n t est s, 
t h e i s ol at e M 5 4 w hi c h w a s i d e ntifi e d a s K. o h m e ri  b y t h e stri p s, w a s d et er mi n e d 
t o b e it s a n a m or p h C a n di d a g uilli e r m o n dii  v ar. m e m b r a n a ef a ci e n s . Si mil arl y, t h e 
i s ol at e M 8 w a s i d e ntifi e d a s C a n di d a r o b u st a , t h e a n a m or p h f or m of S. 
c e r e vi si a e .  
T h e fi n al i d e ntifi c ati o n r es ult s w er e gi v e n i n T a bl e 2.  B y u si n g c o m pl e m e nt ar y 
t est s i n a d diti o n t o A PI I D 3 2 C stri p s, 5 6 ( 7 8 %) of t h e i s ol at es c o ul d be i d e ntifi e d 
at s p e ci es l e v el, a n d o n e i s ol at e at g e n u s l e v el a s “ C a n di d a ”. It w a s d et er mi n e d 
t h at C. f a m at a  v ar. f a m at a ( 3 0) w a s t h e d o mi n a nt s p e ci es i n Mi h ali c c h e es e. C. 
c yli n d r a c e a ( 4), C. p al u di g e n a ( 4), C. t r o pi c ali s ( 3), C. n o r v e g e n si s ( 3), C. k r u s ei 
( 2), C. z e yl a n oi d e s ( 2), G. c a n di d u m ( 2), C. b e rt a e ( 2), C. c at e n ul at a ( 1), C. 
g uilli e r m o n dii v ar . m e m b r a n a ef a ci e ns ( 1), C. r o b u st a ( 1) a n d  T. a s a hii ( 1) w er e 
als o a m o n g t h e d et e ct e d s p e ci es i n t h e mi cr ofl or a of Mi h ali c c h e es e.  
 
T a bl e 2 T h e s p e ci es a n d n u m b er of i d e ntifi e d y e a st i s ol at es  

Y e a st s p e ci e s  N u m b e r of i s ol at e s  

C a n di d a b e rt a e  2  
C a n di d a c at e n ul at a  1  
C a n di d a c yli n d r a c e a  4  
C a n di d a f a m at a v ar f a m at a 3 0  
C a n di d a g uilli e r m o n dii v ar m e m br a n ef a ci e n s  1  
C a n di d a k r u s ei  2  
C a n di d a n o r v e g e n si s  3  
C a n di d a p al u di g e n a  4  
C a n di d a r o b u st a  1  
C a n di d a t r o pi c ali s  3  
C a n di d a z e yl a n oi d e s  2  
C a n di d a s p. 1  
G e ot ri c h u m c a n di d u m  2  
Tri c h o s p o r o n a s a hii  1  
N ot i d e ntifi e d  1 5  

 

R e s ults of e n z y m ati c c h a r a ct e ri z ati o n  
 
T h e r es ult s o bt ai n e d b y A PI -Z Y M stri p s w er e gi v e n i n T a bl e 3. It w a s f o u n d t h at 
n o n e of t h e i s ol at es h a d  α -g al a ct osi d a s e,  β -gl u c ur o ni d a s e, N -a c et yl -β -
gl u c o a mi ni d a s e, α -m a n n osi d a s e a n d α -f u c osi d a s e a cti viti es. Fift y-p er c e nt of t h e 
str ai n s h a d β -g al a ct osi d a s e a cti vit y. T h e hi g h est a cti vit y of t hi s e n z y m e w a s 
o b s er v e d f or C. p al u di g e n a  M 3 2. O nl y t w o str ai n s; Tri c h. a s a hii  M 1 a n d C. 
t r o pi c ali s M 2 h a d β -gl u c osi d a s e a cti vit y. S e v e nt e e n ( 5 5 %) of t h e i s ol at es s h o w e d 
α -gl u c osi d a s e a cti vit y. Al k ali n e p h os p h at a s e a cti vit y w a s d et e ct e d f or m ost of t h e 
i s ol at es a n d all of th e C. f a m at a  v ar. f a m at a str ai ns. All of t h e i s ol at es e x c e pt t w o 
C. n o r v e g e n si s  str ai n s, s h o w e d a ci d p h os p h at a s e a cti vit y. T h e l e v el of a ci d 
p h os p h at a s e a cti vit y w a s hi g h ( 5) f or Tri c h. a s a hii  M 1, C. t r o pi c ali s  M 2, C. 
k r u s ei  M 5 7, C. g uilli e r m o n dii  v ar. m e m b r a n ef a ci e n s  M 5 4, G. c a n di d u m  M 1 5 a n d 
C. z e yl a n oi d e s  M 1 6 ( T a bl e 3). All of t h e i s ol at es h a d est er a s e ( C 4) a n d est er a s e 
li p a s e ( C 8) a cti viti es. H o w e v er, o nl y C. t r o pi c ali s  M 2, C. f a m at a  v ar. f a m at a 
M 2 2 a n d G. c a n di d u m  M 1 5 w er e f o u n d t o h a v e li p a s e ( C 1 4) a ct i vit y.   
T h e e n z y m e l e u ci n e ar yl a mi d a s e w a s d et e ct e d i n all of t h e i s ol at es, w hil e v ali n e 
a n d c yst ei n e ar yl a mi d a s es w er e f o u n d o nl y i n a f e w i s ol at es at v er y l o w l e v els.  
A m o n g pr ot e a s es, tr y p si n a n d c h y m otr y p si n, w hi c h o p er at e m ost eff e cti v el y i n 
al c ali n e p H v al u es, w er e n ot d et e ct e d i n m ost of t h e i s ol at es of Mi h ali c c h e es e, a n 
a ci di c pr o d u ct. Fi g ur e 1 r e pr es e nt s t h e p er c e nt a g e of t h e y e a st str ai n s wit h c ert ai n 
e n z y m e a cti viti es d et e ct e d b y A PI -Z Y M. T h e e n z y m es est er a s e ( C 4), est er a s e 
li p a s e  ( C 8),  l e u ci n e ar yl a mi d a s e,  a ci d  p h os p h at a s e,  n a p ht ol -A S -BI -
p h os p h o h y dr oli s e a n d als o al k ali n e p h os p h at a s e w er e c o m m o n a m o n g t h e 
i s ol at es of Mi h ali c c h e es e ( T a bl e 3). 
 
 

 

 

T a bl e 3 E n z y m e a cti viti es of t h e y e a st i s ol at es  
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1 8  

 
 

1 9  

M 1  T. a s a hii  0  3  2  2  0  3  0  0  0  0  5  5  0  0  0  0  2  0  0  0  
M 2  C. t r o pi c ali s  0  0  1  2  1  4  1  1  0  0  5  2  0  0  0  4  2  0  0  0  
M 4 3  C. t r o pi c ali s  0  0  2  1  0  3  1  0  0  0  4  2  0  0  0  3  0  0  0  0  
M 2 5  C. c at e n u l at a 0  2  3  2  0  4  1  1  0  0  2  2  0  0  0  0  0  0  0  0  
M 3  C. n o r v e g e n si s  0  0  1  2  0  3  0  2  0  0  0  1  0  0  0  0  0  0  0  0  
M 5 6  C. n o r v e g e n si s  0  0  2  2  0  3  1  2  0  0  0  2  0  0  0  0  0  0  0  0  
M 5 7  C. k r u s ei  0  0  1  2  0  3  1  2  0  0  5  3  0  0  0  0  0  0  0  0  

M 5 4  
C. g uilli e r m o n dii v ar.  
m e m b r a n e f a ci e n s 

0  1  2  1  0  5  0  0  0  0  5  1  0  0  0  3  0  0  0  0  

M 1 8  C. f a m at a v ar . f a m at a 0  3  3  2  0  2  0  1  0  1  3  2  0  2  0  2  0  0  0  0  
M 9 1  C. f a m at a v ar . f a m at a 0  2  2  2  0  2  0  0  0  0  2  4  0  3  0  1  0  0  0  0  
M 2 1  C. f a m at a v ar . f a m at a 0  2  2  1  0  3  0  0  0  0  3  1  0  2  0  1  0  0  0  0  
M 8 9  C.  f a m at a v ar . f a m at a 0  2  2  2  0  3  0  1  0  0  3  3  0  1  0  1  0  0  0  0  
M 2 2  C. f a m at a v ar . f a m at a 0  3  3  2  1  3  1  1  1  1  3  2  0  2  0  2  0  0  0  0  
M 7 0  C. f a m at a v ar . f a m at a 0  3  2  1  0  2  0  1  0  0  3  1  0  2  0  1  0  0  0  0  
M 4 5  C. f a m at a v ar . f a m at a 0  1  2  1  0  2  0  0  0  0  1  1  0  3  0  2  0  0  0  0  
M 1 2  C. f a m at a v ar . f a m at a 0  2  2  1  0  2  0  0  0  0  3  2  0  2  0  1  0  0  0  0  
M 8 1  C. f a m at a v ar . f a m at a 0  3  1  2  0  2  1  0  0  0  4  2  0  0  0  0  0  0  0  0  
M 4  C. f a m at a v ar.  f a m at a 0  1  2  1  0  2  0  0  0  0  1  1  0  2  0  1  0  0  0  0  
M 6  G. c a n di d u m  0  0  1  2  0  3  1  1  0  0  4  1  0  0  0  0  0  0  0  0  
M 1 5  G. c a n di d u m  0  1  2  3  2  1  1  0  1  0  5  1  0  0  0  0  0  0  0  0  
M 8  C. r o b u st a  0  1  2  1  0  2  1  0  0  0  2  1  0  3  0  2  0  0  0  0  
M 1 6  C. z e yl a n oi d e s  0  0  2  2  0  2  0  0  0  0  5  1  0  0  0  0  0  0  0  0  
M 7 6  C. z e yl a n oi d e s  0  0  1  2  0  1  0  0  0  0  3  2  0  0  0  0  0  0  0  0  
M 7 3  C. c yli n d r a c e a  0  1  3  2  0  4  1  1  0  0  1  1  0  0  0  0  0  0  0  0  
M 7 7  C. c yli n d r a c e a  0  2  2  2  0  5  1  1  0  0  2  2  0  0  0  0  0  0  0  0  
M 8 3  C. c yli n d r a c e a  0  2  2  1  0  1  0  0  0  0  3  1  0  3  0  1  0  0  0  0  
M 7 9  C. p al u di g e n a  0  1  2  1  0  2  0  0  0  0  2  2  0  3  0  0  0  0  0  0  
M 3 2  C. p al u di g e n a  0  2  2  1  0  2  0  0  0  0  3  1  0  4  0  1  0  0  0  0  
M 6 3  C. b e rt a e  0  1  2  1  0  2  0  0  0  0  3  1  0  3  0  1  0  0  0  0  
M 5 3  C. b e rt a e  0  3  3  2  0  2  0  0  0  0  3  1  0  3  0  1  0  0  0  0  

1: Al k ali n e p h os p h at a s e, 2: Est er a s e ( C 4), 3: Est er a s e li p a s e ( C 8), 4: Li p a s e ( C 1 4), 5: L e u ci n e ar yl a mi d a s e, 6: V ali n e ar yl a mi d as e, 7: C ysti n e ar yl a mi d a s e, 8: Tr y p si n, 9: α -
c h y m otr y p si n, 1 0: A ci d p h os p h at a s e, 1 1: N a p ht ol -A S -BI -p h os p h o h y dr oli s e, 1 2: α -g al a ct osi d a s e, 1 3: β - g al a ct osi d a s e, 1 4: β -gl u c ur o ni d a s e, 1 5: α -gl u c osi d a s e, 1 6: β -
gl u c osi d as e, 1 7: N -a c et yl - β -gl u c o a mi ni d a s e , 1 8: α -m a n n osi d as e, 1 9: α -f u c osi d a s e 
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Fi g u r e 1 P er c e nt a g e of t h e y e a st i s ol at es ( %) h a vi n g t h e c ert ai n e n z y m e a cti vit y  
1: Al k ali n e p h os p h at a s e, 2: Est er a s e ( C 4), 3: Est er a s e li p a s e ( C 8), 4: Li p a s e 
( C 1 4), 5: L e u ci n e ar yl a mi d a s e, 6: V ali n e ar yl a mi d a s e, 7: C ysti n e ar yl a mi d as e, 8: 
Tr y p si n, 9: α -c h y m otr y p si n, 1 0: A ci d p h os p h at a s e, 1 1: N a p ht ol -A S -BI -
p h os p h o h y dr oli s e, 1 2: α -g al a ct osi d a s e, 1 3: β - g al a ct osi d a s e, 1 4: β -gl u c ur o ni d a s e, 
1 5: α -gl u c osi d a s e, 1 6: β -gl u c osi d a s e, 1 7: N -a c et yl - β -gl u c o a mi ni d a s e, 1 8: α -
m a n n osi d a s e, 1 9: α -f u c osi d a s e 
 
DI S C U S SI O N  
 
C. f a m at a  v ar. f a m at a w a s d et er mi n e d a s t h e d o mi n a nt y e a st i n Mi h ali c c h e es e.  
Alt h o u g h t h e pr e v al e n c e of diff er e nt y e a st s p e ci es d e p e n d s o n t h e t y p e of t h e 
c h e es e c o n si d er e d, D. h a ns e nii  ( a n a m or p h: C. f a m at a ) w a s r e port e d t o b e t h e 
m ost c o m m o n s p e ci es f o u n d i n al m ost all t y p es of c h e es es, es p e ci all y i n m ost 
M e dit err a ni a n e w es’ a n d g o at s’ c h e es es. T hi s w a s attri b ut e d t o it s a bilit y t o gr o w 
i n t h e pr es e n c e of s alt at l o w t e m p er at ur e a n d t o m et a b oli z e l a cti c a n d citri c aci ds 
( C a p e c e & R o m a n o, 2 0 0 9; P a dill a et al ., 2 0 1 4 b). D. h a n s e nii  w a s als o a n 
i m p ort a nt c o m p o n e nt i n t h e mi cr ofl or a of y o u n g w hit e pi c kl e d c h e es es of S er bi a 
( G oli ć et al ., 2 0 1 3), P e c ori n o di Fili a n o c h e es e ( C a p e c e & R o m a n o, 2 0 0 9), 
P e c ori n o Cr ot o n es e c h e es e ( G a r di ni et al ., 2 0 0 6), S p a ni s h bl u e-v ei n e d C a br al es 
c h e es e ( Al v a r e z-M a rti n et al ., 2 0 0 7), G or g o n z ol a-st yl e a n d D a ni s h -st yl e bl u e-
v ei n e d c h e es es ( Vilj o e n et  al ., 2 0 0 3) a n d D a ni s h s urf a c e -ri p e n e d c h e es es 
( P et e r s e n et al ., 2 0 0 2). D. h a n s e nii  w a s d efi n e d a s a “s alt l o vi n g ” y e a st b y P ri st a 
& L o u e ri o -Di a s ( 2 0 0 7)  a n d t hi s c h ar a ct eri sti c of t h e y e a st w a s e x pl ai n e d b y t h e 
c a p a bilit y of m e m br a n e p ot a ssi u m c arri ers t o tr a n s p ort p ot a ssi u m i nt o t h e c ells, 
e v e n i n t h e pr es e n c e of hi g h c o n c e ntr ati o n s of s o di u m. It w a s n ot u n e x p e ct e d f or 
D. h a n s e nii  t o d o mi n at e i n t h e mi cr ofl or a of Mi h ali c c h e es e, w hi c h i s k n o w n a s a 
s alt y l o c al c h e es e i n T ur k e y.  
A PI -Z Y M s yst e m w a s u s e d f or  d et e cti n g g e n er al e n z y m e pr ofil es of t h e y e a st 
str ai n s. T h e p arti c ul ar e n z y m es w hi c h ar e i m p ort a nt f or c h e es e ri p e ni n g ar e β -
g al a ct osi d a s e, α -gl u c osi d a s e, β -gl u c osi d a s e, a ci d a n d al k ali p h os p h at a s es, 
est er a s e, li p a s e, tr y p si n, α-c h y m otr y p si n  a n d ar yl a mi d a s es. A c c or di n g t o t h e 
e n z y m ati c pr ofil es of t h e y e a st s, t h e pr es e n c e of β -g al a ct osi d a s e, α -gl u c osi d a s e 
a n d β -gl u c osi d a s e s u g g est s t h at t h e y e a st str ai n s i s ol at e d fr o m Mi h ali c c h e es e 
pr ef er gl u c os e a n d l a ct os e ot h er t h a n m a n n os e, fr u ct os e a n d gl u c ur o ni d es a s 
c ar b o n a n d e n er g y s o ur c es ( H e p e r k a n et al ., 2 0 1 4; Z e n g et al ., 2 0 1 4). A ci d a n d 
al k ali p h os p h at a s es ar e gi v e n a m o n g t h e i m p ort a nt e n z y m es f or c h e es e ri p e ni n g.  
It i s k n o w n t h at alt h o u g h b ot h a ci d a n d al k ali n e p h os p h at a s es ar e pr es e nt i n 
c h e es e, a ci d p h os p h at a s es ar e m or e a cti v e d u e t o t h eir r el ati v el y l o w o pti m u m p H 
( M a g b o ul & M c S w e e n e y, 1 9 9 9).  A ci d p h os p h at a s e h as a gr e at er t h er m al 
st a bilit y a n d it i s m ost a cti v e at p H v al u es t y pi c al of c h e es e ri p e ni n g ( C h a v a r ri et 
al ., 1 9 9 8). It h a s b e e n s u g g est e d t h at ph os p h at a s e a cti vit y c o ul d i nfl u e n c e c h e es e 
fl a v or b e c a u s e of it s eff e ct o n pr ot e ol ysi s. A ci d p h os p h at a s e, a cti n g 
s y n er gi sti c all y wit h pr ot e ol yti c e n z y m es, h a d b e e n s h o w n t o h y dr ol y z e c a s ei n 
m ol e c ul e ( A k u z a w a & F o x, 2 0 0 4). P h os p h o p e pti d es i n mil k h a v e b e e n r e p ort e d 
t o b e r esi st a nt t o pr ot e ol yti c att a c k, a n d t h e c o m bi n e d a cti o n of a ci d p h os p h at a s es 
a n d pr ot e ol yti c e n z y m es i n c h e es e w a s t h u s r e q uir e d f or e xt e n si v e pr o d u cti o n of 
s m all p e pti d es a n d fr e e a mi n o a ci d s ( C h a v a r ri et al ., 1 9 9 8; A k u z a w a & F o x, 
2 0 0 4) . It w a s r e p ort e d t h at t h e hi g h a ci d p h os p h at a s e a cti vit y of mi cr o or g a ni s ms 
mi g ht b e u s ef ul i n m et a b oli zi n g p h os p h at es a n d c o ntri b uti n g t o fl a v or f or m ati o n 
i n a ci di c e xt er n al e n vir o n m e nt pr e v al e nt i n c h e es e m at ur ati o n (A k u z a w a & F o x, 
2 0 0 4; G e o r gi e v a et al ., 2 00 9) .  
T h e str ai ns h a vi n g est er a s e a n d li p a s e a cti viti es ar e k n o w n t o h a v e p ot e nti al t o 
i n v ol v e i n t h e li b er ati o n of fr e e f att y a ci d s d uri n g c h e es e ri p e ni n g ( Z e n g et al ., 
2 0 1 4) . It w a s esti m at e d t h at y e a st str ai n s h a vi n g hi g h est er a s e, est er a s e li p a s e or 
lip a s e a cti viti es mi g ht c o ntri b ut e t o li p ol ysi s i n c h e es e ri p e ni n g. Li p ol ysi s pl a ys 
a n i m p ort a nt r ol e i n c h e es e ri p e ni n g, a n d a l ar g e n u m b er of st u di es d e ali n g wit h 
t h e a c c el er ati o n of li p ol ysi s h a v e b e e n p u bli s h e d ( K h e a d r et al. , 2 0 0 2; El G ali o u 

et al ., 2 0 13) . T h e fr e e f att y a ci d s r el e a s e d d uri n g li p ol ysi s c o ntri b ut e, t o g et h er 
wit h t h e v ol atil e c o m p o u n d s a n d t h e pr ot e ol ysi s pr o d u ct s, dir e ctl y t o c h e es e 
fl a v or ( El G ali o u et al ., 2 0 1 3). T h e pr es e n c e of mi cr o or g a ni s ms wit h hi g h 
a mi n o p e pti d a s e a cti vit y w a s r e p or t e d a s a d v a nt a g e o u s f or c h e es e ri p e ni n g a n d 
fl a v or d e v el o p m e nt (G e o r gi e v a et al ., 2 0 0 9). Ar yl a mi d a s es ( a mi n o p e pti d a s es) 
c at al y z e t h e h y dr ol ysi s of N -t er mi n al a mi n o a ci d s fr o m p e pti d e, a mi d e or 
ar yl a mi d es ( D o d o r & T a b at a b ai, 2 0 0 7). A c c or di n g t o Z e n g et al . (2 0 1 4) , 
al d e h y d es, al c o h ols a n d a ci d s, w hi c h h a v e v er y l o w tr es h ol d v al u es, us u all y 
ori gi n at e fr o m t h e d e gr a d ati o n of l e u ci n e, v ali n e, p h e n yl al a ni n e a n d m et hi o ni n e. 
A mi n o p e pti d a s es w er e als o r e p ort e d t o h a v e a d e bitt eri n g eff e ct d uri n g c h e es e 
ri p e ni n g ( H e r re r o s et al., 2 0 0 3) . It w a s als o r e p ort e d t h at fl a v or d e v el o p m e nt 
d uri n g ri p e ni n g f a v or t h e d et e cti o n of y e a st str ai n s wit h a mi n o p e pti d a s e a cti vit y 
( Z e n g et al ., 2 0 1 4). T h e a b s e n c e of pr ot e a s es (tr y p si n a n d c h y m otr y p si n) a n d t h e 
hi g h a cti viti es of p e pti d a s e s a n d p h os p h at a s es a m o n g t h e str ai n s t est e d w er e 
r e p ort e d a s d esir e a bl e tr aits f or fl a v or a n d t e xt ur e d e v el o p m e nt i n mil k 
f er m e nt ati o n s ( M at h a r a et al ., 2 0 0 4; T h a p a et al ., 2 0 0 6). It w a s als o r e p ort e d 
t h at st art ers wit h l o w pr ot ei n a s e a n d str o n g p e pti d a s e a cti viti es w er e u s ef ul i n 
r e d u ci n g bitt er n ess a n d i m pr o vi n g b o d y a n d t e xt ur e d ef e ct s ( M at h a r a et al ., 
2 0 0 4) . Z e n g et al . ( 2 0 1 4) r e p ort e d t h at t h e e n z y m ati c p ot e nti al of 
mi cr o or g a ni s ms c a n eff e cti v el y r e pr o d u c e t h e c h ar a ct eri sti c fl a v o ur of f er m e nt e d 
f o o d ra pi dl y, l e a di n g t o m or e di v ers e fl a v o urs. T h er ef or e, e n z y m e pr ofili n g c a n 
b e u s e d t o s el e ct s uit a bl e str ai n s a s st art er c ult ur es.  
W h e n e n z y m ati c a cti vit y r es ult s w er e e v al u at e d i n t h e pr es e nt st u d y, s o m e y e a st 
str ai n s w er e f o u n d t o st a n d o ut wit h t h eir m u lti pl e e n z y m e a cti viti es. F or 
s el e cti o n of t h e s u p eri or str ai n s, b ot h e n z y m e a cti viti es a n d q u a ntiti es s h o ul d b e 
t a k e n i nt o a c c o u nt. It i s t h o u g ht t h at t h e pr e mi er y e a st s h a vi n g p arti c ul ar e n z y m es 
i m p ort a nt f or c h e es e ri p e ni n g c o ul d b e s u bj e ct of f urt h er in v esti g ati o n s f or t h eir 
a dj u n ct st art er p ot e nti al, w hi c h c o ul d b e d e m o n str at e d b y ot h er t e c h n ol o gi c al 
pr o p erti es of y e a st s i n a d diti o n t o t h eir e n z y m ati c a cti viti es. T h e str ai n C. f a m at a  
v ar. f a m at a M 2 2 h a d m ost of t h e e n z y m es ( est er a s e, est er a s e li p a s e, l i p a s e, 

-
- -gl u c osi d a s e) w hi c h m a y 

h a v e i m p ort a nt attri b ut es d uri n g c h e es e ri p e ni n g. H o w e v er, e n z y m e a cti viti es of 
t hi s str ai n w er e ge n er all y l o w. Alt h o u g h l o w l e v els of pr ot e a s es ar e 
r e c o m m e n d e d i n s o m e st u di es, ot h er e n z y m es s u c h a s a ci d p h os p h at a s e a n d 
ar yl a mi d a s es m a y h a v e m or e criti c al r ol es d uri n g ri p e ni n g. Str ai n s l a c k of 
pr ot e a s es, b ut h a vi n g hi g h a ci d p h os p h at a s e a n d ar yl a mi d a s e a cti viti es c o ul d b e 
als o s u g g est e d t o b e p ot e nti al a dj u n ct st art ers f or f urt h er st u di es. T h u s, C. 
g uilli e r m o n dii  v ar. m e m b r a n ef a ci e n s  M 5 4 wit h v er y hi g h (l e v el 5) a ci d 
p h os p h at a s e a n d l e u ci n e ar yl a mi d a s e a cti viti es c o ul d b e als o s el e ct e d. B esi d es, C. 
t r opi c ali s  M 2 m a y als o b e s u p eri or b e c a u s e of h a vi n g all t hr e e ar yl a mi d a s es i n 
a d diti o n t o it s hi g h a ci d p h os p h at a s e a cti vit y.    
 
C O N C L U SI O N  
 
T hi s st u d y d e m o n str at e d t h e y e a st fl or a u ni q u e t o Mi h ali c c h e es e w hi c h i s o n e of 
t h e m ost i m p ort a nt tr a diti o n al c h e es es of T ur k e y a n d als o attr a ct e d att e nti o n i n 
r e c e nt y e ars a s sl o w f o o d. I d e ntifi c ati o n a n d e n z y m ati c c h ar a ct eri z ati o n of t h e 
y e a st s ori gi n at e d fr o m Mi h ali c c h e es e w a s p erf or m e d f or t h e first ti m e i n t hi s 
st u d y. C. f a m at a  v ar. f a m at a w a s d et er mi n e d a s t h e d o mi n a nt y e a st. T h e y e a st 
i s ol at es h a d v ari a bl e e n z y m e a cti viti es i n cl u di n g a ci d p h os p h at a s e, est er a s e, 
est er a s e li p a s e, li p a s e, β -g al a ct osi d a s e, l e u ci n e ar yl a mi d a s e, v ali n e ar yl a mi d a s e 
a n d c yst ei n e ar yl a mi d a s e, w hi c h c o ul d h a v e i m p ort a nt attri b ut es d uri n g  c h e es e 
ri p e ni n g. E n z y m ati c pr ofil es of t h e y e a st i s ol at es r e v e al e d s o m e of t h eir 
t e c h n ol o gi c al pr o p erti es. Eff e ct s of t h es e str ai n s o n c h e es e q u alit y a s a dj u n ct 
st art ers a n d c h a n g e of t h eir e n z y m e a cti viti es d uri n g ri p e ni n g c o ul d b e 
i n v esti g at e d i n f urt h er st u di es. 
 
A c k n o wl e d g e m e nts:  T h e a ut h ors t h a n k t o S ci e ntifi c R es e ar c h U nit of H a c ett e p e 
U ni v ersit y, A n k ar a, T ur k e y, f or pr o vi di n g fi n a n ci al s u p p ort ( Pr oj e ct n o. 
0 5. 0 1. 6 0 2. 0 0 5 ).  
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I N T R O D U C T I O N 
 
A c o u ntr y’s m aj or e c o n o mi c b a c k b o n e i s it s n at ur al r es o ur c es, h u m a n r es o ur c es 
a n d t h e a gri c ult ur al e m pir e it p oss ess es. It w a s r e p ort e d t h at o v er 7 0 % of t h e r ur al 
h o m es d e p e n d s o n t h e a gri c ult ur e a s pri m e m e a n s of li v eli h o o d. E c o n o mi c all y 
s p e a ki n g t hi s s e c t or a c c o u nt s f or al m ost o n e -t hir d of t h e c o u ntr y’s G D P a n d i s it s 
si n gl e l ar g est c o ntri b ut or (I n di a Br a n d E q uit y F o u n d ati o n). It m a k es  it cl e ar t h at 
a n yt hi n g t h at aff e ct s t h e m e nti o n e d s e ct or w o ul d dir e ctl y r es ult i n a m aj or 
d o w nf all of I n di a n e c o n o m y ( B h at, 2 0 1 5).  O v er t h e d e c a d es d u e t o t h e 
i n cr e a si n g h u m a n i nt er v e nti o n a n d f or a r a c e of d e v el o p m e nt it h a s i n m a n y w a ys 
di sr u pt e d t h e e c ol o gi c al b al a n c e. D e gr a d ati o n i n t h e q u alit y of s oil, l o w 
a gri c ult ur al o ut p ut a n d r a pi d s pr e a di n g of t h e b arr e n l a n d b elt i s a r ef l e cti o n of 
t hi s a nt hr o p o g e ni c a cti viti es.  W orl d wi d e, s oil i s b ei n g s eri o u sl y d e gr a d e d  a s a 
r es ult of i n cr e a si n g i n d u stri al, a gri c ult ur al a n d ci vil a cti viti es. S oil c o nt a mi n ati o n, 
b ot h diff u s e a n d l o c alise d , c a n l e a d t o d a m a g e t o s e v er al s oil f u n cti o ns a n d 
c o nt a mi n ati o n of s urf a c e - a n d gr o u n d w at er ( V a m e r ali et al. 2 0 1 0) . P a li, a di stri ct 
of R aj a st h a n,  i s t h e l ar g est erst w hil e h a n d pr o c essi n g cl u st ers, n o w gr a d u all y 
m o vi n g t o p o w er pr o c essi n g m a c hi n es. T h e effl u e nt s di s c h a r g e d fr o m t h es e u nit s 
c a us e e n vir o n m e nt al p oll uti o n. T e xtil e effl u e nt s di s c h ar g e d fr o m v ari o u s t e xtil e 
pr o c essi n g u nit s of P ali, fl o w a b o ut 5 5 kil o m et r es d o w n str e a m, m a ki n g t h e 
gr o u n d w at er  i n s e v er al ri v er b a n k vill a g es u nfit f or dri n ki n g a n d irri g ati o n a n d 
als o c a u s e  a n  a d v ers e  eff e ct o n cr o p s pr o d u cti vit y a n d h e alt h of p e o pl e r e si di n g 
i n t h os e ar e a s ( S ri v a st a v a et al.  2 0 1 4).  P oll uti o n of s oils b y r a di o n u cli d es m a y b e 
of diff er e nt ki n d s. A n i m p ort a nt t y p e of r a di o n u cli d es ori gi n at es fr o m t h e 
e mi ssi o n t o t h e  at m os p h er e, e. g. n u cl e ar e x pl osi o n s ( 3 H) or r e a ct or o p er ati o ns 
(8 5 Kr). T h e s u b s e q u e nt  f all o ut of r a di o n u cli d es wit h pr e ci pit ati o n a n d i nfiltr ati o n 
c a us es p oll uti o n of diff er e nt a q u e o u s a n d t err estri al e c os yst e ms ( G r o u d e v et  al. 
2 0 0 1 ). T h e c o n s u m pti o n of t hi s r a di o n u cli d es a n d h e a v y m et al -c o nt a mi n at e d 
f o o d c a n s eri o u sl y d e pl et e s o m e ess e nti al n utri e nt s i n t h e b o d y t h at ar e f urt h er 
r es p o n si bl e f or d e cr e a si n g i m m u n ol o gi c al d ef e n c es , i ntr a ut eri n e gr o wt h 
r et ar d ati o n, i m p air e d p h ysi o -s o ci al f a c ulti es, di s a biliti es a ss o ci at e d wit h 
m al n utriti o n a n d hi g h pr e v al e n c e of u p p er g a str oi nt esti n al c a n c er r at es ( K h a n et 
al. 2 0 0 8) . R es e ar c h ers w orl d wi d e ar e fi n di n g w a ys t o c o p e u p wit h t hi s pr o bl e m , 
a n d a si g nifi c a nt a m o u nt of w or k h as b e e n d o n e . P h yt or e m e di ati o n, t h e u s e of 
pl a nt s f or e n vir o n m e nt al r est or ati o n, i s a n e m er gi n g cl e a n u p t e c h n ol o g y. It us es 
pl a nt s t o r e d u c e, r e m o v e, d e gr a d e or i m m o bilise  e n vir o n m e nt al t o xi n s, pri m aril y 
t h os e of a nt hr o p o g e ni c ori gi n, wit h t h e ai m of r est ori n g ar e a sit es t o a c o n diti o n 

u s a bl e  f or pri v at e or p u bli c a p pli c ati o n s ( M u k h o p a d h y a y a n d M aiti, 2 0 1 0). 
R es e ar c h o n n at ur al pl a nt s i s m ai nl y f o c u s e d o n d et e cti n g h e a v y m et al h y p er -
a c c u 3 m ul at or pl a nt s a n d t h e m e c h a nis m of a b s or pti o n b y a n al y si n g h e a v y m et al 
c o nt e nt i n  t h e d o mi n a nt  pl a nt ( W a n g et al. 2 0 0 4) . Oil s pill a g e or oil p oll uti o n o n 
s oil h a s a d v ers e eff e ct s o n b o di es of s urf a c e w at er u s e d b y dri n ki n g h o u s e h ol d, 
i n d ustri al p ur p os es a q u ati c lif e a n d t h e v a st  tr a ct of a gri c ult ur al l a n d s.  E m u h  
2 0 1 0  r e p ort e d t h at m u s hr o o m i n o c ul at e d i n l o c all y s o ur c e d s u b str at es s h o w e d 
pr o mi s e i n bi or e m e di ati o n of cr u d e oil p oll ut e d  t h e s oil. C urr e nt e vi d e n c e 
s u g g est s t h at i n a q u ati c a n d t err estri al e n vir o n m e nt s mi cr o or g a ni s ms ar e t h e c hi ef 
a g e nt s f or t h e bi o d e gr a d at i o n of m ol e c ul es of e n vir o n m e nt al c o n c er n, i n cl u di n g 
p etr ol e u m h y dr o c ar b o n s. H y dr o c ar b o n -d e gr a di n g b a ct eri a, y e a st a n d f u n gi ar e 
wi d el y di stri b ut e d i n m ari n e, fr es h w at er a n d  s oil h a bit at s ( B al b a et al.  1 9 9 8) . 
I n t his st u d y, w e ai m t o i s ol at e t h os e x e n o bi oti c -d e gr a di n g  b a ct eri al s p e ci es 
w hi c h s h o ws s y n er gi s m wit h o ur t est pl a nt, Vi g n a  r a di at a , s o t h at t h e 
p h ysi ol o gi c al ill eff e ct s o b s er v e d d u e t o str ess i n d u cti o n b y x e n o bi oti c 
c o m p o u n d s i n s e e dli n gs c a n r e d u c e t o a gr e at er e xt e nt f or b ett er  pr o d u cti vit y. U p 
t o t h e b est of o ur k n o wl e d g e , it i s t h e first r e p ort o n t h e u s e of b a ct eri a t o r e d u c e 
th e a bi oti c str ess o n Vi g n a  r a di at a  d u e t o x e n o bi oti c ( P h e n ol, T ol u e n e, X yl e n e 
a n d H e x a n e) str ess.  
 
M A T E RI A L A N D M E T H O D S  
 
C oll e cti o n a n d p r o c e ssi n g of s a m pl e  
 
T h e s oil s a m pl e  c oll e ct e d  fr o m a p etr ol e u m st ati o n e x p e cti n g t o h e a vil y 
c o nt a mi n at e d  wit h v ari o u s h y dr o c ar b o n s a n d x e n o bi oti c s. S oil s u s p e nsi o n w a s 
pr e p ar e d i n s ali n e a n d u s e d f or t h e s cr e e ni n g of x e n o bi oti c -d e gr a di n g  b a ct eri a.  
 
E n ri c h m e nt of t h e b a ct e ri a   
 
T h e e nri c h m e nt of t h e b a ct eri a w a s c arri e d o ut b y u si n g Tr y pti c a s e S o y Br ot h. 
T h e  m e di a w a s s u p pl e m e nt e d wit h cr yst al vi ol et -p h e n ol r e d t o s el e cti v el y e nri c h 
gr a m -n e g ati v e b a ct eri a  a n d s o di u m a zi d e w a s a d d e d t o e nri c h gr a m -p ositi v e  
o n es. S u p pl e m e nt e d wit h 1 0 0 a n d 5 0 0 p p m of x e n o bi oti c ( p h e n ol, t ol u e n e, 
x yl e n e, a n d h e x a n e) wit h r es p e ct t o c o ntr ol.  
 
 

I n t o d a y’s w orl d , t h e pr o bl e ms d u e t o t h e ri si n g p oll uti o n ar e i n e vit a bl e. A m aj or c o ntri b ut or t o t hi s p oll uti o n i s d u e t o t h e effl u e nt s 
r el e a s e d b y t e xtil e i n d u stri es, c h e mi c al f a ct ori es a n d ot h ers. T h e y a d v ers el y aff e ct t h e a gri c ult ur al l a n d s n e ar b y l e a di n g t o  t h e 
a c c u m u l ati o n of x e n o bi oti c s a n d h e a v y m et als i n t h e s oil f oll o w e d b y b arr e n n ess. A gr e at a m o u nt of eff ort h a d dir e ct e d  t o w ar d s t h e 
e x pl or ati o n of r e m e di al a p pr o a c h b y v ari o u s w or k ers. E m pl o yi n g t h e i n di g e n o u s mi cr o b es wit h d e gr a d ati v e c a p a biliti es i n sit u h a d b e e n 
a s ol uti o n t o it. E n gi n e eri n g of mi cr o b es i s t h e l at est tr e n d f or d e gr a di n g a v a st s p e ctr u m of c o m p o u n d s. T h e p r es e nt st u d y ai ms t o 
i s ol at e b a ct eri a c a p a bl e of d e gr a di n g P h e n ol,  H e x a n e, T ol u e n e a n d X yl e n e t o t est t h eir s y n er gi s m wit h t h e t est pl a nt, Vi g n a  r a di at a . W e 
c oll e ct e d o ur s oil s a m pl e fr o m p etr ol e u m st ati o n. T hr e e -gr a m n e g ati v e  b a ct eri a ( Pr ot e u s s p. , Ps e u d o m o n a s s p a n d A e r o m o n a s s p) a n d 
t w o-gr a m  p ositi v e b a ct eri a ( E nt e r o c o c c u s s p a n d St r e pt o c o c c u s s p) w er e i s ol at e d a n d i d e ntifi e d wit h t est c o m p o u n d d e gr a d ati v e 
p ot e nti al. T h e y w er e f urt h er u s e d t o a ss ess t h eir s y n er gi s m wit h t h e st u d y pl a nt b y e m pl o yi n g h y dr o p o ni c s t e c h ni q u e at 1 0 0 p p m 
c o n c e ntr ati o n of t est c o m p o u n d.  St r e pt o c o c c u s s p a n dPr ot e u s s p g a v e a pr o mi si n g r es ult f oll o w e d b y  E nt e r o c o c c u s  s p . T h e s e e dli n gs 
e x p eri e n c e d a n e g ati v e i n hi bit or y eff e ct wit h A e r o m o n a s s p a n d Ps e u d o m o n a s s p . 
 

A R TI C L E I N F O  

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

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

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

P u bli s h e d 3. 4. 2 0 1 7  
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I d e ntifi c ati o n of t h e i s ol at e s   
 
T h e i s ol at es w er e i d e ntifi e d t hr o u g h t h e bi o c h e mi c al t est , a n d m or p h ol o gi c al 
c h ar a ct eri z ati o n a n d t h e r es ult s w er e v ali d at e d  b y B er g e y’s m a n u al of 
d et er mi n ati v e b a ct eri ol o g y.  
 
H y d r o p o ni c s a n al y sis of t h e t e st pl a nt  
 
Aft er t w o l e af st a g es of m u n g b e a n pl a nt s, c ult uri n g m e di a w er e est a bli s h e d  
w hi c h c o nsi st e d 1 0 0 p p m  of  x e n o bi oti c s u p pl e m e nt ati o n (t est gr o u p) al o n g wit h 
bi oti c ( b a ct eri a + m e di a + pl a nt) a n d a bi oti c c o ntr ol ( x e n o bi oti c + m e di a + pl a nt) 
gr o u p r es p e cti v el y. T h e c ult ur e b ottl es w er e di vi d e d  i nt o f o ur gr o u p s w h er ei n  
e a c h gr o u p 5 diff er e nt b a ct eri a al o n g wit h bi oti c c o ntr ol a n d a bi oti c c o ntr ol. T h e 
g er mi n at e d s e e dli n gs w er e t h e n tr a n s pl a nt e d  i n t h es e c ult ur e b ottl es i n t h e 
h y dr o p o ni c s yst e m. T h e m o ut h of t h e b ottl es i s wr a p p e d wit h al u mi n iu m  f oil. 
T h e s e e dli n gs ar e pl a c e d  o n t h e f oil b y pi er ci n g it a n d i n s erti n g t h e r o ot e n s uri n g 
it t o u c h es t h e m e di u m. All t h e c ult ur e b ottl es w er e t h e n i n c u b at e d at 2 6 ° ± 2 ° C, 
2 0 0 0 l u x ill u mi n ati o n i n ti ss u e c ult ur e r a c k f or t w o w e e k s. T h e r o ot s h o ot l e n gt hs 
of t h e s e e dli n gs ar e n ot e d , a n d t h e p h ysi c al h e alt h of t h e s e e dli n gs is als o 
p eri o di c all y m o nit or e d.  
 
R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  
 
T h e pr es e nt st u d y ai ms t o i s ol at e a n d i d e ntif y t h os e b a ct eri a p oss essi n g  t h e p ot e nt  
d e gr a di n g c a p a cit y of t h e x e n o bi oti c s (t est c o m p o u n d s) i. e.; P h e n ol,  T ol u e n e, 
X yl e n e a n d H e x a n e. B a ct eri a p oss essi n g d e gr a d ati v e c a p a bilit y m a y aff e ct t h e 
p h ysi ol o gi c al h e alt h of t h e pl a nt a n d h e n c e  w er e t est e d f or t h e s y n er gi s m of t h e 
b a ct eri al i s ol at es wit h st u d y pl a nt t hr o u g h  t h e h y dr o p o ni c  s yst e m.  
A t ot al of 2 0 i s ol at es w er e o bt ai n e d . A m o n g t h e m, ni n e w er e gr a m  p ositi v e , a n d 
el e v e n w er e gr a m -n e g ati v e  b a ct eri a  b a s e d  o n Gr a m st ai ni n g. M or p h ol o gi c al a n d 
bi o c h e mi c al c h ar a ct eri z ati o n t est w a s p erf or m e d , a n d t h e i s ol at es w er e i d e ntifi e d  
b y B er g e y’s m a n u al of d et er mi n ati v e b a ct eri ol o g y ( T a bl e 1). T h e i s ol at es 

i d e ntifi e d ar e Pr ot e u s s p. , Ps e u d o m o n a s s p. a n d A e r o m o n a s s p. (gr a m  n e g ati v e) a n d  
E nt e r o c o c c u s s p a n d St r e pt o c o c c u s s p (gr a m  p ositi v e) ( T a bl e 2). T h es e  i s ol at es 
w er e t est e d  f or t h eir a bilit y t o s ur vi v e a n d d e gr a d e o ur t est c o m p o u n d s at 1 0 0 
p p m of x e n o bi oti c c o n c e ntr ati o n. Ps e u d o m o n a s s p w a s f o u n d t o t ol er at e a n d 
d e gr a d e x yl e n e, p h e n ol u n d er i n vit r o c o n diti o n s. A si mi l ar e vi d e n c e 
of Ps e u d o m o n a s d e gr a di n g p h e n ol a n d m o n o c hl or o p h e n ols  fr o m t h e s oil s a m pl es 
a dj a c e nt t o t e xtil e, p h ar m a c e uti c als, i n d u stri es a n d a ut o m o bil e w or k s h o p s  h as  
b e e n r e p ort e d  ( J a m e et al.  2 0 1 0 ; B uit r o n a n d G o n z al e z 1 9 9 6 ; R a zi k a 2 0 1 0 ). I n 
a n ot h er st u d y, Ps e u d o m o n a s w a s a bl e t o d e gr a d e t ol u e n e a n d x yl e n e , b ut b e n z e n e 
w a s n ot m et a b oli se d  ( Ot e ni o et al.  2 0 0 5 ; W o r s e y a n d Willi a ms 1 9 7 5 ; 
H e m al at h a 2 0 1 1 ; N a h a r 2 0 0 0 ). Ps e u d o m o n a s p oss ess X Y L, a  N o n c o nj u g ati v e 
X yl e n e -D e gr a d ati v e Pl a s mi d w hi c h h el p s it t o d e gr a d e x yl e n e ( F ri ell o et al.,  
1 9 7 6 ).  A e r o m o n a s s p. D e gr a d e d  h e x a n e, t ol u e n e a n d x yl e n e.  A e r o m o n a s i s 
c a p a bl e of g o o d gr o wt h o n t ol u e n e i n t h e r a n g e of 6. 2 5 t o 3 8 6 m g/l ( N a h a r, 
1 9 9 9 ).Pr ot e u s s p w a s a bl e t o gr o w o n h e x a n e a n d t ol u e n e. It i s als o a bl e t o 
d e gr a d e B e n z e n e, T ol u e n e, Et h yl b e n z e n e a n d X yl e n e ( B T E X) fr o m h e a vil y 
p oll ut e d sit es. St r e pt o c o c c u s s p w a s a bl e t o gr o w o n t ol u e n e, x yl e n e a n d p h e n ol. 
It i s u s e d i n t h e d e gr a d ati o n of p h e n ol fr om oil c o nt a mi n at e d s oil ( B h a v n a et al.  
2 0 1 0) . It i s als o u s e d f or t h e effi ci e nt bi otr a n sf or m ati o n of ph e n ol a n d its 
d eri v ati v e b y C at e c h ol 2, 3 -Di o x y g e n a s e m et a b oli s m ( M o hit e, 2 0 1 0 a n d 2 0 1 5) . 
E nt e r o c o c c u s s p w a s a bl e t o gr o w o n h e x a n e a n d x yl e n e. It c a n d e gr a d e C.I. 
R e a cti v e R e d 1 9 5, a n a z o d y e  t h at i s e xt e n si v el y u s e d i n t e xtil e d y ei n g, p a p er, 
pri nti n g, c ol o ur p h ot o gr a p h y, p h ar m a c e uti c s, c os m eti c s a n d ot h er i n d u stri es 
( M at e a n d P at h a d e 2 0 1 2). 
T h e t est of s y n er gi s m b et w e e n t h e i s ol at es a n d t h e st u d y pl a nt w a s p erf or m e d b y 
H y dr o p o ni c s . Pr ot e u s , E nt e r o c o c c u s a n d St r e pt o c o c c u s w er e  b ei n g f o u n d t o b e 
m or e s y n er gi sti c wit h t h e s e e dli n gs h el p e d t h e pl a nt i m pr o v e d t h e p h e n ot y p e i n 
t h e pr es e n c e of t h e x e n o bi oti c [ Fi g 1 ].T h e eff e ct of t h e i s ol at e d b a ct eri a o n t h e 
r o ot-s h o ot  l e n gt h of t h e s e e dli n gs w a s  als o e v al u at e d [ Fi g 2 ].Str e pt o c o c c u s s p. 
w a s f o u n d t o b e p erf or mi n g m a xi m u m d e gr a d ati o n f oll o w e d b y Pr ot e u s  s p. a n d 
E nt e r o c o c c u s s p. r es p e cti v el y[ Fi g 3 ].  
 

 
T a bl e 1  M or p h ol o gi c al  a n d Bi o c h e mi c al C h ar a ct eri z ati o n T est  f or t h e i d e ntifi c ati o n of b a ct eri al i s ol at es d uri n g t h e st u d y c o n d u ct  

Is ol at e 
N o.  

S h a p e  

Mi cr os c o pi c  Bi o c h e mi c al  

I d e ntifi c ati o n 
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 T SI A  
Sl a nt  B utt  G a s  H 2 S  

A  R o d  P/ N  N  N  P  N  N  D  P  P  P/ A L  Y/ A  N  N  Ps e u d o m o n a s  
B  R o d  P  N  N  P  N  N  P  N  P  P/ A L  Y/ A  P  P  Pr ot e u s  
C  R o d  P  N  P  P     p       A e r o m o n a s  
D  R o d  P/ N  N  N  P  N  N  D  P  P  P/ A L  Y/ A  N  N  Ps e u d o m o n a s  
E  R o d  P  N  N  P  N  N  P  N  P  P/ A L  Y/ A  P  P  Pr ot e u s  
F  R o d  P  N  P  P     p       A e r o m o n a s  
G  C o c ci  N  P   N     N       E nt e r o c o c c u s  
H  C o c ci  N  P  N  N  N  P    P      St r e pt o c o c c u s  
I R o d  P  N  N  P  N  N  P  N  P  P/ A L  Y/ A  P  P  Pr ot e u s  
J R o d  P/ N  N  N  P  N  N  D  P  P  P/ A L  Y/ A  N  N  Ps e u d o m o n a s  
K  C o c ci  N  P  N  N  N  P    P      St r e pt o c o c c u s  
L  C o c ci  N  P   N     N       E nt e r o c o c c u s  
M  C o c ci  N  P  N  N  N  P    P      St r e pt o c o c c u s  
N  C o c ci  N  P  N  N  N  P    P      St r e pt o c o c c u s  
O  R o d  P/ N  N  N  P  N  N  D  P  P  P/ A L  Y/ A  N  N  Ps e u d o m o n a s  
P  C o c ci  N  P   N     N       E nt e r o c o c c u s  
Q  R o d  P  N  N  P  N  N  P  N  P  P/ A L  Y/ A  P  P  Pr ot e u s  
R  C o c ci  N  P  N  N  N  P    P      St r e pt o c o c c u s  
S  C o c ci  N  P   N     N       E nt e r o c o c c u s  
T  R o d  P/ N  N  N  P  N  N  D  P  P  P/ A L  Y/ A  N  N  Ps e u d o m o n a s  

 
T a bl e 2  Mi cr o bi al i s ol at es o bt ai n e d at v ari o u s  c o n c e ntr ati o n s of x e n o bi oti c  

X e n o bi oti c  C o n c e ntr ati o n  Gr a m P ositi v e  Gr a m N e g ati v e  
H e x a n e  1 0 0 p p m  E nt e r o c o c c u s s p A e r o m o n a s s p 

5 0 0 p p m  E nt e r o c o c c u s s p Pr ot e u s s p 
T ol u e n e  1 0 0 p p m  St r e pt o c o c c u s s p A e r o m o n a s s p, Pr ot e u s s p  

5 0 0 p p m  St r e pt o c o c c u s s p  ̶
X yl e n e  1 0 0 p p m  St r e pt o c o c c u s s p A e r o m o n a s s p 

5 0 0 p p m  E nt e r o c o c c u s s p Ps e u d o m o n a s s p 
P h e n ol  1 0 0 p p m  St r e pt o c o c c u s s p Ps e u d o m o n a s s p 

5 0 0 p p m   ̶  ̶
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Fi g u r e  1  H y dr o p o ni c all y r ai si n g s e e dli n gs i n t h e pr es e n c e of  x e n o bi oti c a n d 
i s ol at e d b a ct eri a (t est gr o u p) a- c o ntr ol ( pl a nt & m e di a), b - E nt e r o c o c c u s , c- 
Pr ot e u s , d- St r e pt o c o c c u s  
 

 
Fi g u r e  2  C o m p ar ati v e a n al ysi s o n x e n o bi oti c s fr o m i s ol at e d b a ct eri a u n d er 
h y dr o p o ni c all y r ai s e d s e e dli n g‘s   r o ot s h o ot l e n gt h d u e t o : (a ) p h e n ol, (b ) t ol ue n e, 
(c ) x yl e n e  a n d( d ) h e x a n e  ( R e d b ars- r o ot l e n gt h (i n c m s) a n d  G r e e n b ars - s h o ot 
l e n gt h (i n  c ms) N e g ati v e  c o ntr ol:  Pl a nt + M e di u m,  P ositi v e  c o ntr ol: 
Pl a nt + M e di u m + X e n o bi oti c  
 

 
Fi u r e g  3  A gli m p s e of t h e effi c a c y of pl a nt s y n er gi sti c b a ct eri a ( a- 
St r e pt o c o c c u s s p., b - Pr ot e u s s p., c - E nt e r o c o c c u s s p.) o n t h e r o ot-s h o ot  l e n gt h of 
t h e h y dr o p o ni c all y  gr o w n s e e dli n gs ( R e d b ars- r o ot l e n gt h (i n c ms) a n d Gr e e n 
b ars - s h o ot l e n gt h (i n c ms) 
 
C O N C L U SI O N  
 
T h er e i s a ri si n g d e m a n d f or t h e i n cr e a s e i n a gri c ult ur al o ut p ut t o f e e d t h e 
e x p o n e nti all y gr o wi n g p o p ul ati o n i n I n di a. T hi s c o m es  b y c o m pr o mi si n g wit h t h e 
g o o d a gri c ult ur e pr a cti c es s u c h a s u si n g or g a ni c m a n ur e a n d pl a nt d eri v e d 
p esti ci d es. D u e t o t h e i n cr e a s e d u s e of c h e mi c al p esti ci d e a n d f ertilisers  f or a n 
i n st a nt b e n efit, w e ar e di sr u pti n g t h e h o m o e ost a si s  of t h e s oil bi o m e . T h e 
effl u e nt s fr o m t h e i n d u str y als o dir e ctl y c o ntri b ut e  t o t hi s pr o c ess w hi c h i n t ur n 
el e v at e t h e l e v el of x e n o bi oti c s a n d h e a v y el e m e nt s i n t h e s oil. T h e w orst 

h a p p e ns w h e n t h e l a n d b e c o m es b arr e n d u e t o t h e p ersi st e nt u s e of t h e c h e mi c als 
l e a di n g t o it s a c c u m ul ati o n a n d bi o m a g nifi c ati o n  i n t h e f o o d c h ai n. T h e r e m e di al 
a p pr o a c h f or bi or e m e di ati o n, w hi c h off ers a gr e at pr o mi s e i n f ut ur e t o d e al wit h 
t hi s pr o bl e m. S u b s e q u e nt e x pl or ati o n a n d d esi g ni n g of mi cr o b es c a p a bl e of  
d e gr a di n g s p e ctr u m of c o m p o u n d s  c a n b e a wi s e a p pr o a c h t o r e g ai n t h e l oss of 
a gri c ult ur al r es o ur c es w e ar e i n c urri n g n o w.  

 
A c k n o wl e d g e m e nts : W e ar e gr at ef ul t o Dr .  B. L al I n stit ut e of Bi ot e c h n ol o g y, 
J ai p ur f or pr o vi di n g t h e f a cilit y a n d fi n a n ci al s u p p ort f or t h e st u d y.  
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I N T R O D U C T I O N 
 
N a n ot e c h n ol o g y c o n si d er e d n o w a d a ys a s ess e nti al b a si c s ci e n c e d u e it s 
i m p ort a n c e a n d i n v ol v e m e nt s i n all fi el d of t e c h n ol o g y ( R ai et al ., 2 0 0 8). E v er y 
d a y t h er e i s m or e a n d m or e n e w a c hi e v e m e nt s i n t h e pr o d u cti o n a n d 
c h ar a ct eri z ati o n of n a n o m at eri al s a n d it s a p pli c ati o n s ( S h a r m a et al ., 2 0 0 9). 
S y nt h esi s of n a n o p arti cl es c a n b e d o n e u si n g s e v er al p h ysi c al a n d c h e mi c al 
m et h o d s b ut t h es e m et h o d s h a v e li mit ati o n s d u e t o t h e u s e of t o xi c c h e mi c als a n d 
c o ntr oll e d c o n diti o n s a s hi g h t e m p er at ur e a n d pr ess ur e  ( R ai et al ., 2 0 0 8; Bi rl a et 
al ., 2 0 0 9; S a u a n d R o g a c h, 2 0 1 0). Bi ol o gi c al s y nt h esi s of n a n o p arti cl es h a s 
b e e n pr o v e d u si n g mi cr o or g a ni s ms i n cl u di n g b a ct eri a ( H uss ei n y et al ., 2 0 0 7; 
S h a h v e r di  et al ., 2 0 0 7 & 2 0 0 9), f u n gi ( K u m a r et al ., 2 0 0 7 a &b; P a ri k h et al ., 
2 0 0 8; G aj b hi y e  et al ., 2 0 0 9; G o v e n d e r et al ., 2 0 0 9), a cti n o m y c et es ( A h m a d et 
al ., 2 0 0 3 a& b) , li c h e n s ( S h a hi a n d P at r a, 2 0 0 3), al g a e ( Si n g a r a v el u et al ., 
2 0 0 7; C h a k r a b o rt y  et al ., 2 0 0 9),… et c. It w a s f o u n d t h at, mi cr o or g a ni s ms  h a v e  
t h eir o w n m e c h a ni s m f or pr o d u cti o n of n a n o m at eri als a s s e cr eti o n of e n z y me s 
r es p o n si bl e f or r e d u cti o n of m et al i o n s ( T h a k k a r et al ., 2 0 1 0). T h e fi el d of 
n a n ot e c h n ol o g y i m pr o v e d r a pi dl y a n d t hi s r e q uir e m or e r e a s o n a bl e t hi n ki n g t o 
m a k e u s e of t h e e xtr a or di n ar y c h ar a ct eri sti c s of t h e pr o d u c e d n a n o m at eri als i n 
t h e m ost r e q uir e d a p pli c ati o n s ( H eili gt a g a n d Ni e d e r b e r g e r, 2 0 1 3). 
T h e o bj e cti v e of o ur st u d y w a s t o s y nt h esi z e m a g n esi u m a n d m a n g a n es e 
n a n o p arti cl es b y m et all ot ol er a nt mi cr o or g a ni s ms a s b e ni g n t e c h ni q u e i n c h a n c e 
t o pr o d u c e m etal n a n o p arti cl es wit h u ni q u e pr o p erti es. Als o, c h ar a ct eri z ati o n of 
t h e pr o d u c e d m et al n a n o p arti cl es w a s ess e nti al. I n a d diti o n, t h e pr o d u c e d m et al 
n a n o p arti cl es w er e u s e d a s a nti mi cr o bi al a g e nt s a s r e q uir e d i m p ort a nt 
a p pli c ati o n.  
 
 
 

M A T E RI A L S A N D M E T H O D S  
 
Is ol ati o n 
   
T h e S u p pl e m e nt e d  M et al -N utri e nt ( S M N ( a g ar m e di u m w hi c h h a s t h e s a m e 
c o m p ositi o n a s n utri e nt a g ar m e di u m wit h t h e a d diti o n of diff er e nt c o n c e ntr ati o n s 
of t h e m et als ( M g + 2 a n d M n + 2 ) s e p ar at el y vi z . ( 5 0, 1 0 0, 2 0 0 a n d 5 0 0 p p m) w a s 
u s e d f or t h e i s ol ati o n. T h e m e di u m w a s p o ur e d u n d er a s e pti c c o n diti o n s i n st eril e 
pl at es. T h e pl at es w er e i n o c ul at e d wit h eit h er 0. 1 ml of s oi l s u s p e n si o n or 0. 1 ml 
of w a st e w at er  c a m e fr o m d et er g e nt s pr o c essi n g w a st es fr o m ( S a v o F a ct or y) i n 
Al a m er ei a, C air o. T h e pl at es w er e i n c u b at e d at 3 0 ° C f or 2 d a ys i n c a s e of 
b a ct eri al i s ol at es a n d 7 d a ys f or f u n g al i s ol at es.  
 
E xt r e m o - M et all ot ol e r a n c e  a bilit y e x a mi n ati o n of t h e i s ol at e s 
 
T h e i s ol at es o bt ai n e d w er e p urifi e d a n d t h e n, t est e d f or t h eir a bilit y t o gr o w o n 
S M N a g ar m e di u m  c o nt ai ni n g hi g h er gr a di e nt c o n c e ntr ati o n s of t h e s a m e m et al 
fr o m w hi c h it w a s pr e vi o u sl y i s ol at e d. T h e m a xi m u m c o n c e ntr ati o n w a s a c hi e v e d 
aft er w hi c h n o gr o wt h w a s d et er mi n e d.  
 
Bi o s y nt h e si s of t h e m et al  n a n o p a rti cl e s  
 
S u p pl e m e nt e d -M et al -N utri e nt ( S M N) br ot h m e di u m w a s pr e p ar e d a n d t h e 
s el e ct e d m et all ot ol er a nt i s ol at es w er e all o w e d t o gr o w o n s u b -l et h al 
c o n c e ntr ati o n  of t h e m et al . I n c u b ati o n w a s c arri e d o ut a s u s u al . 
 
 
 
 

T hirt e e n  mi cr o bi al i s ol at es  w er e e v al u at e d f or g r e e n s y nt h esi s of M g  a n d M n n a n o p arti cl es . T h e i s ol at es w er e c o m e  fr o m s oil a n d 

w a st e w at er  sa m pl es fr o m d et er g e nt pr o c essi n g  i n d u str y. M et all ot ol er a n c e a bilit y of i s ol at es w a s  a ss ess e d t o w ar d s t h es e m et als . B a ct eri al 

i s ol at e B 4 M g/ W  w a s  s el e ct e d a s hi g hl y  e xt r e m o -t ol e r a nt f o r M g + 2 a n d  c a n gr o w b et w e e n 8 0 0 t o  1 5 0 0 0 p p m  (8 0 -1 5 0 0 % )a n d w a s 

i d e ntifi e d a s P s e u d o m o n a s st ut z e r i, B 4 M g/ W . Fu n g al  i s ol at e F 4 M n/ S  w a s  s el e ct e d  a s e xt r e m o -t ol e r a nt f o r M n+ 2  a n d  gr o w i n t h e r a n g e 

8 0 0 t o  4 5 0 0 0 p p m (8 0 -4 5 0 0 %)  a n d w a s i d e ntifi e d a s F us a ri u m n y g a m a i, F 4 M n/ S . Bi os y nt h esi s of t h e M g a n d M n n a n o p arti cl es w a s 

a c hi e v e d i n b ot h c a s es e xtr a c ell ul ar a n d i ntr a c ell ul ar. T h e n a n o p arti cl es w er e c h ar a ct eri z e d u si n g at o mi c a b s or p ti o n s p e ctr o p h ot o m et er 

( A A S), d y n a mi c li g ht s c att eri n g ( D L S) a n d tr a n s mi ssi o n el e ctr o n mi cr os c o p e ( T E M).  P s e u d o m o n a s st ut z e r i, B4 M g/ W  n a n o p arti cl e si z e 

w a s  r a n g es fr o m ( 2 2 9. 3-5 5 3. 2 n m ) wit h diff er e nt m e a n n u m b er f or e a c h si z e, t h e m a xi m u m m e a n n u m b er 3 3. 7 % w a s t h at of t h e  

p arti cl es wit h si z e 3 5 6. 2 r. n m  a n d at o mi c a b s or pti o n s p e ctr o p h ot o m et er ( A A S) r e v e al e d u pt a k e p er c e nt a g e of t h e m et al w a s 3 5. 1 7 %. 

F u s a ri u m n y g a m a i, F 4 M n/ S  n a n o p arti cl es  r a n g es fr o m ( 6 1. 2 1-1 2 7. 5 t o 4 1 2. 5  n m ) wit h diff er e nt m e a n n u m b ers for e a c h si z e, t h e 

m a xi m u m m e a n n u m b er 2 3. 1 % w a s t h at of t h e p arti cl e si z e 8 2. 0 9 n m  a n d  r a n g e fr o m 2 3. 1 t o 2 8. 1 % a n d A A S w a s 2 7. 07 % . 

A nti mi cr o bi al a cti vit y  a g ai n st  St r e pt o c o c c u s p y o g e n e s  R C M B 0 1 0 0 1 5 , 3 1. 2 5  a n d  6 2. 5  m m f oll o w e d b y C a n di d a al bi c a n s  R C M B 0 5 0 3 5 , 

1 5. 6 3 a n d 6 2. 5;  t h e n St a p h yl o c o c c u s a u r e us  R C M B 0 1 0 0 2 7 a n d Es c h e ri ci a c oli  R C M B 0 1 0 0 5 6 g a v e 7. 8 1 a n d 6 2. 5 m m f or b ot h ; w hil e f or 

As p e r gill u s  f u mi g at e s R C M B 0 2 5 6 4  g a v e t h e l e a st a m o u nt of i n hi biti o n 1. 9 5 a n d 1 5. 6 3 m m ; m or e o v er Ps e u d o m o n a s a e r u gi n o s a  

R C M B 0 1 0 0 4 3  w a s v er y r esi st a nt f or b ot h  P s e u d o m o n a s st ut z er i, B4 M g/ W  a n d F us a ri u m n y g a m a i, F 4 M n/ S  i nr a c ell ul ar n a n o p arti cl es, 

r es p e cti v el y. 

A R TI C L E I N F O  

R e c ei v e d 1 8. 7. 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 8 1 -1 1 8 7  

http://www.fbp.uniag.sk/
mailto:dmemo_405@yahoo.com
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S e p a r ati o n of i nt r a c ell ul a r a n d e xt r a c ell ul a r n a n o p a rti cl e s  
  
At t h e e n d of t h e i n c u b ati o n p eri o d f or b a ct eri al a n d f u n g al i s ol at es t h e 
e xtr a c ell ul ar filtr at e w a s s e p ar at e d b y  c e ntrif u g ati o n a n d filtr ati o n a n d c ells w er e 
w a s h e d wit h di still e d w at er. T h e i ntr a c ell ul ar c o nt e nt s w er e o bt ai n e d b y 
ultr a s o ni c di sr u pti o n of c ells wit h a n ultr a s o ni c p r o c ess or ( C ol e P ar m er 
Ultr a s o ni c H o m o g e ni z er C P X 4 0 0) o v er t hr e e 1 5 s p eri o d s, a n d wit h a n i nt er v al 
of 4 5 s b et w e e n p eri o d s. T h e s o ni c at e d s a m pl es w er e c e ntrif u g e d at 1 5, 0 0 0 r p m 
f or 3 0 mi n at 4 ° C t o r e m o v e c ell-d e bri s. T h e s u p er n at a nt s w er e t h e n u s e d f or 
c h ar a ct eri z ati o n of i ntr a c ell ul ar n a n o p arti cl es ( K ali m ut h u et al ., 2 0 0 8). 
 
C h a r a ct e ri z ati o n of m et al n a n o p a rti cl e s  
 
T h e i ntr a c ell ul ar a n d e xtr a c ell ul ar n a n o p arti cl es w er e c h ar a ct eri z e d a n d e x a mi n e d 
u si n g at o mi c a b s or pti o n s p e ctr o p h ot o m et er ( A A S), d y n a mi c li g ht s c att eri n g 
( D L S). A c c or di n g t o t h e c o m p ari s o n of all t h e r es ult s of m et all ot ol er a n c e a bilit y 
a n d D L S m e a s ur e m e nt s, t h e T E M e x a mi n ati o n w a s c arri e d o ut f or t h e s a m pl es 
gi vi n g t h e m ost r el e v a nt r es ult s . 
 
C h a r a ct e ri z ati o n of t h e s el e ct e d b a ct e ri al a n d f u n g al i s ol at e s  
 
T h e m or p h ol o gi c al a n d p h ysi ol o gi c al c h ar a ct eri sti c s of t h e i s ol at es w er e st u di e d. 
T h e s el e ct e d f u n g al i s ol at e w a s i d e ntifi e d g e n eti c all y b a s e d o n 1 8 S ri b os o m al 
R N A g e n e, i nt er n al tr a n s cri b e d s p a c er 1, 5. 8 S ri b os o m al R N A g e n e, i nt er n al 
tr a n s cri b e d s p a c er 2, a n d  2 8 S  ri b os o m al R N A g e n e s e q u e n c es a n d t h e b a ct eri al 
i s ol at e w a s i d e ntifi e d g e n eti c all y al s o b a s e d o n 1 6 S ri b os o m al R N A.Wit h A 
n u m b er of t h e bi o c h e mi c al t est s w er e m a d e u si n g T h e G E N III Mi cr o Pl at e t est 
p a n el . 
 
St u d yi n g t h e a nti mi c r o bi al a cti vit y a n d MI C d et e r mi n ati o n f o r t h e 
e xt r a c ell ul a r a n d i nt r a c ell ul a r n a n o p a rti cl e s  
 
T h e a nti mi cr o bi al a cti vit y  w a s d o n e b y m e a s uri n g t h e mi ni m u m i n hi bit or y 
c o n c e ntr ati o n MI C  f or t h e s el e ct e d i ntr a c ell ul ar n a n o p arti cl es of F us a ri u m 
n y g a m a i, F 4 M n / S a n d P s e u d o m o n a s st ut z er i, B4 M g/ W  u si n g br ot h mi cr o dil uti o n  
m et h o d  ( S ai ni et al ., 2 0 0 5) a g ai nst As p e r gill u s f u mi g at u s ( R C M B 0 2 5 6 4) , 
C a n di d a al bi c a n s  ( R C M B 0 5 0 3 5), St a p h yl o c o c c u s a ur e u s  ( R C M B 0 1 0 0 2 7), 
St r e pt o c o c c u s p y o g e n es  ( R C M B 0 1 0 0 1 5), Ps e u d o m o n a s a e r u gi n o s a  ( R C M B 
0 1 0 0 4 3) a n d Es c h e ri ci a c oli  ( R C M B 0 1 0 0 5 6). 
 
R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  
 
Is ol ati o n o n S M N a g ar m e di u m  l e a d t o s el e cti o n of si x b a ct eri al m a g n esi u m 
i s ol at es, si x b a ct eri al a n d o n e f u n g al m a n g a n es e i s ol at e  ( Ta bl e 1).   A m et all o -
t ol er a n c e a bilit y e x a mi n ati on f or t h e s el e ct e d i s ol at es w a s p erf or m e d b y 
i n cr e a si n g m et al c o n c e ntr ati o n u p t o l et h al c o n c e ntr ati o n. T h e m ost r e si st a nt 
mi cr o bi al i s ol at es w er e s el e ct e d a n d gr o w at s u b - l et h al c o n c e ntr ati o n (T a bl e 2 
a n d 3).  
 
T a bl e 1 Is ol ati o n of diff er e nt mi cr o or g a ni s ms o n m e di a c o nt ai ni n g M g + 2  a n d 
M n + 2  

Is ol at e 
c o d e  

S o u r c e of 
i s ol ati o n 

C o n c e nt r ati o n f r o m w hi c h 
i s ol at e s el e ct e d ( p p m) 

M et al us e d  

B 1 M g/ W  w at er  5 0 0  M g + 2  
B 2 M g/ W  w at er  5 0 0  M g + 2  
B 3 M g/ W  w at er  5 0 0  M g + 2  
B 4 M g/ W  w at er  5 0 0  M g + 2  
B 5 M g/ S  S oil  5 0 0  M g + 2  

B 6 M g/ S  S oil  5 0 0  M g + 2  

B 1 M n / S  s oil 2 0 0  M n + 2  

B 2 M n / W  w at er  5 0 0  M n + 2  
B 3 M n / W  w at er  2 0 0  M n + 2  
F 4 M n/ S  S oil  2 0 0  M n + 2  
B 5 M n/ W  w at er  2 0 0  M n + 2  
B 6 M n/ S  S oil  5 0 0  M n + 2  
B 7 M n/ S  S oil  2 0 0  M n + 2  

W h er e: W m e a n s w at er, S m e a n s s oil, B m e a n s  b a ct eri a, F m e a n s f u n gi.  
     
K a ul  et al . ( 2 0 1 2) r e v e al e d t h at, P o c h o ni a  c hl a m y d o s p o ri u m , a n d As p er gill u s  
f u mi g at u s w er e t est e d t o  b e  gr o w o n  t hr e e diff er e nt m a g n esi u m s al t s i. e. 
m a g n esi u m s ul p h at e , m a g n esi u m c hl o ri d e a n d m a g n esi u m o xi d e at t w o 
c o n c e nt r ati o n s vi z . 1 0 0 0 a n d 1 0 0 0 0 p p m of m a g n esi u m s alt s. T h e gr o wt h of all 
f u n gi a n d b a ct eri a w a s v er y p o or i n t h e m e di a c o nt ai ni n g m a g n esi u m c o m p o u n d s 
at 1 0 0 0 0 p p m c o n c e ntr ati o n.  C o m p ari n g t o t h e pr es e nt st u d y, t h e 
m et all ot ol er a n c e e x a mi n ati o n of t h e i s ol at es at diff er e nt gr a di e nt el e v at e d 
c o n c e ntr ati o n s of M g + 2  st e p b y st e p h a s s h o w n t h at, t h er e w a s gr e at a bilit y of t h e 
s el e ct e d f o ur M g + 2  b a ct eri al i s ol at es Vi z . (B  2 M g/ W, B 4 M g/ W, B 5 M g/ S  a n d B 6 M g/ S ) t o 
t ol er at e M g+ 2  at c o n c e ntr ati o n s u p t o 1 5 0 0 0 p p m ( 6 1 7. 1 5 7 m M) w hi c h e q u als t o 
1 5 2. 1 1 g /l s alt of M g S O4 . 7 H2 O ( 1 5 2 1 1 0 p p m). As a r es ult t h e gr o wt h of B 4 M g/ W  
i s ol at e o n m a g n esi u m r e pr es e nt a s e xtr e m o  m et all ot ol er a nt.  
O n t h e ot h er h a n d, o n e M n + 2  f u n g al i s ol at e ( F 4 M n/ S ) w a s  s el e ct e d t o gr o w i n a 
r a n g e 8 0 0 t o  4 5 0 0 0 p p m (1 2. 3 %)  a s e xtr m e -m et allt ol er a n t. C o n c er ni n g t h e 
m et allt ol er a n c e of M n 2 + a m et al r esi st a nt B a cill u s  s p. str ai n, i s ol at e d fr o m s oil 
w a s u s e d i n a n e arli er st u d y. T h e eff e ct of m a n g a n es e c o n c e ntr ati o n o n it s gr o wt h 
w a s m o nit or e d at 1 0 0 m gl − 1 , 1 5 0 m gl− 1  or  2 0 0 m gl − 1  m a n g a n es e ( Si n h a et al ., 
2 0 1 1).  I n a d diti o n, C h e u n g et al . ( 1 9 8 2) r e p ort e d t h at, t h e gr o wt h r at e of B a cill us 
st e a r ot h e r m o p hil u s  c ells i n a c h e mi c all y d efi n e d m e di u m w a s i n v ers el y 
pr o p orti o n al t o t h e c o n c e ntr ati o n of M n 2 +  b et w e e n 1 5 a n d 3 0 0 μ M. A s t h e M n 2 +  
c o n c e ntr ati o n w a s i n cr e a s e d fr o m 0 t o 1 0 μ M t h e gr o wt h w a s i n cr e a s e d 
pr o p orti o n all y. It w a s f o u n d t h at, m a n g a n es e i n hi bit e d gr o wt h at all 
c o n c e ntr ati o n s a b o v e 1 5 μ M a n d t h e o pti m al M n 2 +  c o n c e ntr ati o n f or gr o wt h of 
v e g et ati v e c ells w a s i n t h e n ar r o w r a n g e b et w e e n 1 0 a n d 1 5 μ M. 
S el e cti o n w a s m a d e a c c or di n g t o m et all ot ol er a n c e a bilit y of t h e mi cr o bi al 
i s ol at es, D L S m e a s ur e m e nt s a n d t h e e a si er i s ol at es t o m a ni p ul at e w er e pr ef err e d 
i n s el e cti o n. T h e t w o i s ol at es ( B 4 M g/ W  a n d F 4 M n/ S ) w er e all o w e d t o gr o w at 1 0 0 0 0 
a n d 3 0 0 0 0 p p m of M g + 2  a n d M n + 2 , r es p e cti v el y. B ot h i s ol at es (B 4 M g/ W  &  F 4 M n/ S ) 
w er e c h os e n f or i ntr a c e ll ul ar n a n o p arti cl es pr o d u cti o n. 
 

 
T a bl e 2 A s u m m ar y of t h e m et all o -t ol er a n c e a bilit y of t h e s el e ct e d M g i s ol at s 

 
G r o wt h of s el e ct e d M g + 2  is ol at e s 

Is ol at e c o d e  M g + 2  c o n c e nt r ati o n ( p p m)  

 
8 0 0  1 0 0 0  1 2 0 0  1 4 0 0  1 8 0 0  2 0 0 0  3 0 0 0  5 0 0 0  7 0 0 0  9 0 0 0  1 1 0 0 0  1 3 0 0 0  1 5 0 0 0    

B 1 M g/ W  + +  +  + + + +  -v e  + + + +  + + + +  -v e  -v e  -v e  -v e  -v e  -v e  -v e  
B 2 M g/ W  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + +  + + +  + +  
B 3 M g/ W  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + +  + +  -v e  -v e  -v e  -v e  -v e  -v e  -v e  
B 4 M g/ W  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + +  + + +  + +  
B 5 M g/ S  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + +  + + +  + +  
B 6 M g/ S  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + +  + + +  + +  

 
T a bl e 3  A s u m m ar y of t h e m et all o -t ol er a n c e a bilit y of t h e s el e ct e d M n i s ol at s 

Is ol at e 
c o d e  

G r o wt h of s el e ct e d M n + 2  is ol at es 

M et al c o n c e nt r ati o n ( p p m)  

8 0 0  1 0 0 0  2 0 0 0  3 0 0 0  4 0 0 0  5 0 0 0  6 0 0 0  7 0 0 0  8 0 0 0  9 0 0 0  1 0 0 0 0  1 5 0 0 0  2 0 0 0 0  2 5 0 0 0  3 0 0 0 0  3 5 0 0 0  4 0 0 0 0  4 5 0 0 0  

B 1 M n / S  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + +  + +  + +  +  -v e  -v e  -v e  -v e  -v e  -v e  -v e  -v e  

B 2 M n / W  + + + +  + + +  + + +  + +  + +  + +  +  -v e  -v e  -v e  -v e  -v e  
 

-v e  
 

-v e  
 

-v e  
 

-v e  
 

-v e  -v e  
     

B 3 M n / W  + +  + +  ------- ------- ------- ------- ------- ------- ------- ------- 
--------

-- 
------ ------- ------- 

--------
- 

--------
- 

--------
- 

-------- 

F 4 M n/ S  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + +  + +  + +  +  

B 5 M n/ W  + + +  + +  ------- -------- ------- ------- ------- ------- -------- ------ 
--------

- 
------- ------- ------ 

--------
- 

--------
-- 

--------
- 

------- 

B 6 M n/ S  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  + + +  + +  +  -v e  -v e  -v e  -v e  -v e  -v e  -v e  -v e  -v e  

 
St u d yi n g t h e i ntr a c ell ul ar n a n o p arti cl es s a m pl es wit h A A S h a s s h o w n t h at, t h e 
i s ol at e B 4 M g/ W  i s c a p a bl e of u pt a k e of 3 5. 1 7 % of t h e u s e d c o n c e ntr ati o n of t h e 

m et al ( 1 2 8 5 2 p p m). T h e i s ol at e F 4 M n/ S  i s c a p a bl e of u pt a k e of o nl y 2 7. 0 7 % of t h e 
u s e d c o n c e ntr ati o n o f t h e m et al ( 2 4 8 6 0 p p m). 
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St u d yi n g t h e i ntr a c ell ul ar n a n o p arti cl es  s a m pl es wit h D L S h a s s h o w n t h at, t h e 
si z e di stri b uti o n of t h e n a n o p arti cl es i n t h e i ntr a c ell ul ar s a m pl e of i s ol at e B 4 M g/ W 

r a n g es fr o m ( 2 2 9. 3-5 5 3. 2 n m ) wit h diff er e nt m e a n n u m b er f or e a c h si z e, t h e 
m a xi m u m m e a n n u m b er 3 3. 7 % w a s t h at of t h e p arti cl es w it h si z e 3 5 6. 2 n m . T h e 
si z e di stri b uti o n of t h e i ntr a c ell ul ar s a m pl e of i s ol at e F 4 M n/ S  r a n g es fr o m ( 6 1. 2 1-
9 9 5. 1  r. n m) wit h diff er e nt m e a n n u m b er f or e a c h si z e, t h e  m a xi m u m m e a n 
n u m b er 2 3. 1 % w a s t h at of t h e p arti cl es wit h si z e 8 2. 0 9 r.  n m, t a bl e ( 4 &  5 ) , 
fig ur e ( 1 & 2) .  
I n a n e arli er st u d y, B a cill u s s p . ( M T C C 1 0 6 5 0) w a s r e p ort e d f or t h e a bilit y t o 
pr o d u c e m a n g a n es e o xi d e n a n o p arti cl es i ntr a c ell ul arl y. T h e p arti cl e si z e 
di stri b uti o n e x a mi n ati o n s h o w e d t h at t h e a v er a g e si z e of t h e p arti cl es u n d er 
i n v esti g ati o n w er e 4. 6 ± 0. 1 4 n m, wit h s o m e p arti cl es, h a vi n g 6 – 8 n m si z e a n d a 
v er y s m all p er c e nt a g e h a vi n g di a m et er gr e at er t h a n 1 0 n m. T h e p arti cl es w er e 
i s otr o pi c i n n at ur e a n d m o n o di s p ers e d wit h o ut a n y a g gl o m er ati o n. T his w a s 
f urt h er c o nfir m e d b y t h e T E M mi cr o gr a p h of t h e c ell t a k e n at hi g h er 
m a g nifi c ati o n ( Si n h a et al ., 2 0 1 1). 
T h e n a n o p arti cl es s a m pl es w er e st u di e d wit h T E M a n d it w a s f o u n d t h at, f or t h e 
i ntr a c ell ul ar s a m pl e of i s ol at e B4 M g/ W  t h e m et al n a n o p arti cl es ar e s p h eri c al i n 
s h a p e. T h e si z e of t h e p arti cl es  wit h r es p e ct t o t h e s p h eri c al f or m r a n g es fr o m 
fr o m 2. 9 0 n m t o 9. 4 4 nm. I n a d diti o n, As p e r gill us  fl a v u s str ai n T F R -1 2 w a s 
f o u n d t o h a v e p ot e nti al t o s y nt h esi z e m o n o di s p ers e d  M g O n a n o p arti cl es wit h a n 
a v er a g e di a m et er of 5. 8 n m,  M g O n a n o p arti cl es w er e c h ar a ct eri z e d u si n g 
d y n a mi c li g ht s c att eri n g ( D L S). T h e cr yst al n at ur e w a s c o nfir m e d b y hi g h 
r es ol uti o n tr a n smi ssi o n el e ctr o n mi cr os c o p e ( H R -T E M) ( R ali y a et al ., 2 0 1 4).  

H o ss ei n k h a ni a n d E mti a zi ( 2 0 1 1)  r e p ort e d i n a n e arli er st u d y t h e a bilit y of 
A ci n et o b a ct e r  s p. i s ol at e t o pr o d u c e e xtr a c ell ul ar Bi x b yit e -li k e M n2 O 3  N Ps. 
C h ar a ct eri z ati o n of m or p h ol o g y, si z e a n d c h e mi c al str u ct ur e of t h es e p arti cl es 
w a s d et er mi n e d b y T E M, S E M, X R D a n d F TI R. T h e d at a s h o w e d t h at, t his 
b a ct eri u m c o ul d pr o d u c e N Ps w h e n gr o w n a er o bi c all y i n s p e ci al m e di u m 
s u p pl e m e nt e d wit h 1 m M M n Cl 2 . St u d yi n g t h e m or p h ol o g y a n d si z e di stri b uti o n 
of t h e M n -o xi d es s h o w e d cl e arl y t h at, t h e bi o g e ni c M n o xi d es n a n o p arti cl es w er e 
l ess t h a n 5 0 0 n m. 
 
T a bl e 4  D y n a mi c li g ht s c att eri n g  m e a s ur e m e nt s of i ntr a c ell ul ar s a m pl e of i s ol at e 
B 4  M g/ W  s h o wi n g si z e di stri b uti o n b y n u m b er  ( %)  
 

St. D e vi ati o n N u m b e r  
( %) 

M e a n N u m b e r  
( %) 

Si z e  
n m  

1. 8  1. 3  2 2 9. 3  
5. 6  1 0. 0  2 6 5. 6  
4. 5  2 6. 3  3 0 7. 6  
2. 8  3 3. 7  3 5 6. 2  
6. 0  2 2. 3  4 1 2. 5  
2. 8  6. 3  4 7 7. 7  
0. 3  0. 2  5 5 3. 2  

 
 

 

 
Fi g u r e 1 D y n a mi c li g ht s c att eri n g  m e a s ur e m e nt s of i ntr a c ell ul ar s a m pl e of i s ol at e B 4 M g/ W  s h o wi n g si z e di stri b uti o n b y i nt e n sit y 
( %) 

 
T a bl e 5  D y n a mi c li g ht s c att eri n g  m e a s ur e m e nt s of i ntr a c ell ul ar s a m pl e of i s ol at e 
F 4 M n/ S  s h o wi n g si z e di stri b uti o n b y n u m b er ( %)  

St. D e vi ati o n N u m b e r  
( %) 

M e a n N u m b e r  
( %) 

Si z e  
n m  

3. 2  3. 6  6 1. 2 1  
7. 2  1 3. 9  7 0. 8 9  
3. 9  2 3. 1  8 2. 0 9  
2. 2  2 1. 8  9 5. 0 7  
3. 6  1 2. 5  1 1 0. 1  
1. 9  4. 1  1 2 7. 5  
0. 4  0. 6  1 4 7. 7  
1. 7  4. 8  5 5 3. 2  
1. 9  5. 0  6 4 0. 7  
1. 2  3. 5  7 4 1. 9  
0. 4  1. 3  8 5 9 . 2 
0. 0  0. 1  9 9 5. 1  

 
R ali y a a n d T a r af d a r ( 2 0 1 4)  r e p ort e d t h at, m a g n esi u m n a n o p arti cl es w er e 
s y nt h esi z e d u si n g i s ol at e d s oil f u n gi b y e m pl o yi n g v ari o u s pr e c urs or s alt s of 
s ulf at e s alt s, nitr at e s alt s, c hl ori d e s alt s a n d o xi d e s alt s vi z . ( M g O, M g S O4 , 
M g Cl 2 , M g N O3 ). It w a s c o n cl u d e d t h at, 0. 0 1 m M pr e c urs or s alt c o n c e ntr ati o n, 7 2 
h of i n c u b ati o n at p H 5. 5 a n d t e m p er at ur e 2 8 ° C  r es ult e d s m all er n a n o p arti cl es 
o bt ai n e d. Bi o -tr a n sf or m e d pr o d u ct s w er e a n al y z e d u si n g v ali d c h ar a ct eri z ati o n 
t e c h ni q u e i. e. d y n a mi c li g ht s c att eri n g, tr a n s missi o n el e ctr o n mi cr os c o p y, at o mi c 
f or c e mi cr os c o p y, e n er g y di s p ersi v e X-r a y s p e ctr os c o p y. T h e a v era g e si z e of M g 
n a n o p arti cl es w a s 6. 4 n m. R es ult s h o ws v ari a bilit y i n m or p h ol o gi c al f e at ur es of 
bi os y nt h esi z e d n a n o p arti cl es.I n a d diti o n, e arli er st u di es i n t h e gr e e n s y nt h esi s of 
m a g n esi u m n a n o p arti cl es s h o w e d t h at, N e p h eli u ml a p p a c e u m  L. p e els w a s 
eff e cti v el y u s e d f or t h e s y nt h esi s of m a g n esi u m o xi d e n a n o p arti cl es a s a n at ur al 
li g ati o n a g e nt. T h e X R D a n d S E M r e v e al e d t h e cr yst alli nit y a n d s p h eri c al 
m or p h ol o g y of t h e bi os y nt h esi z e d n a n o p arti cl es. T h e si z e of t h e p arti cl es w a s 
f o u n d t o b e 6 0-7 0 n m  ( S u r e s h et al ., 2 0 1 4). 

 
Fi g u r e 2  D y n a mi c li g ht s c att eri n g  m e a s ur e m e nt s of i ntr a c ell ul ar s a m pl e of i s ol at e F 4  M n/ S  s h o wi n g si z e di stri b uti o n b y i nt e n sit y ( %)  

 
W a g h m a r e  et al . ( 2 0 1 1) r e p ort e d t h e s y nt h esi s of m a n g a n es e n a n o p arti cl es b y 
a cti n o m y c et es  (St r e pt o m y c e s s p. H B U M 1 7 1 1 9 1) w h e n e x p os e d t o 5 0 ml of 
st erili z e d a q u e o u s s ol uti o n of m a n g a n es e s ul p h at e. T h e f or m ati o n of w hiti s h 
y ell o w t o y ell o w c ol o ur i n di c at e d t h e f or m ati o n of m a n g a n es e n a n o p arti cl es. 
Tr a n s missi o n el e ctr o n mi cr os c o p y r es ult s cl e arl y s h o w e d t h e p ol y m or p hi c  

 
n a n o p arti cl es wit h 1 0 t o 2 0  n m.  I n di r a a n d  T a r af d a r ( 2 0 1 5)  r e p ort e d t h e 
s y nt h esi s of m a g n esi u m n a n o p arti cl es b y As p e r gill u s b r a sili e n si s T F R 2 3 pr ot ei n. 
T h e pr o d u c e d n a n o p arti cl es w er e c h ar a ct eri z e d u si n g a p pr o pri at e t e c h ni q u es a n d 
w er e h a vi n g si z e ( < 5. 9 n m) . 
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T h e s y nt h esi s of m a n g a n es e di o xi d e n a n o p arti cl es ( M n O 2  N Ps) b y 
mi cr o or g a ni s ms fr o m r e d u ci n g p ot assi u m p er m a n g a n at e w a s i n v esti g a t e d i n 
r e c e nt st u d y. T h e mi cr o bi al s u p er n at a nt s of t h e b a ct eri u m S a c c h a r o p h a g u s  
d e g r a d a ns  A T C C 4 3 9 6 1 a n d of t h e y e a st S a c c h a r o m y c e s c e r e vi si a e  s h o w e d 
p ositi v e r e a cti o n s t o t h e s y nt h esis of M n O 2  N Ps. Tr a n s mi ssi o n el e ctr o n 
mi cr os c o p y mi cr o gr a p h s r e v e al e d t h e  pr es e n c e of u nif or ml y di s p ers e d h e x a g o n al 
a n d s p h eri c al  p arti cl es  wit h a n a v er a g e si z e of 3 4. 4  n m ( S al u n k e et al ., 2 0 1 5). 
 

( a) 
Fi g u r e 3  a  T E M i m a g e of t h e i ntr a c ell ul ar M g + 2 n a n o p arti cl es of Ps e u d o m o n a s 
st ut z eri , B 4 M g/ W - B ar s c al e 1 0 0 n m   . 

 
T h e M a g n es i u m n a n o p arti cl es w er e s p h eri c al i n s h a p e. T h e si z e of t h e N Ps 
r a n g es fr o m 1 1. 9 0 n m t o 4 3. 2 9 n m.  
 

 
A  

 
b  

Fi g u r e 4  T E M i m a g e of t h e i ntr a c ell ul ar M n + 2 n a n o p arti cl es of t h e i s ol at e F 4 M n/ S , 
( a, b) - B ar s c al e 1 0 0 n m     

 
T h e m a n g a n es e n a n o p arti cl es s h o w e d di v ersit y i n s h a p e m ostl y w er e s p h eri c al . 
T h e si z e of t h e  N Ps  r a n g es fr o m 1 1. 9 0 n m t o 4 3. 2 9 n m.  
 
T h e  F 4 M n/ S  i s ol at e i d e ntifi c ati o n w a s b a s e d o n u si n g C o m p e n di u m of s oil f u n gi 
( D o ms c h, et al ., 1 9 8 0), Atl a s of cli ni c al f u n gi  ( d e H o o g et al ., 2 0 0 0) & u si n g a n 
I m a g e A n al ysi s S yst e m. It w a s i d e ntifi e d als o b a s e o n g e n eti c c h ar a ct eri sti c s a n d 
it w a s f o u n d t o b e m or e cl os el y r el at e d t o F u s a ri u m  n y g a m ai  a c c or di n g t o t h e 
c oll e ct e d d at a  ( Fi g. 5 ), T a bl e ( 8).  
 
 

 
( a)                                       ( b) 
Fi g u r e 5  p h ot o gr a p h s of M n + 2  ( F4 M n/ S ) o n mi cr os c o pi c e x a mi n ati o n  
 
O n t h e b a si s of c oll e ct e d d at a of m or p h ol o gi c al, p h ysi ol o gi c al a n d bi o c h e mi c al 
st u di es a n d t h e c o m p ar ati v e st u d y of t h e pr o p erti es of B 4 M g/ W  i s ol at e B e r g e y ’s 
m a n u al of s y st e m ati c b a ct e ri ol o g y, ( K ri e g, 1 9 8 4  &  H olt et al ., 1 9 9 4 ) t a bl e ( 6 
& 7 )  a n d g e n eti c i d e ntifi c ati o n als o m a d e b a s e d o n 1 6 S r R N A s e q u e n ci n g, it 
c o ul d b e st at e d t h at, t h e pr es e nt i s ol at e B 4 M g/ W  s u g g est e d t o b e b e l o n gs t o 
Ps e u d o m o n a s st ut z e ri . T h e pr es e nt b a ct eri al i s ol at e ( B 4 M g/ W ) s u g g est e d t o b e 
b el o n gs t o  P s e u d o m o n a s st ut z eri  a s  a n e w e xtr e m ot ol er a nt v ari et y . E u cli d e a n 

di st a n c e w a s 9 5 %  b et w e e n t h e i s ol at e  B 4 M g/ W  a n d P s e u d o m o n a s st ut z eri ,   W hil e  
M n + 2  f u n g al i s ol at e F4  M n/ S  e xtr e m ot ol er a nt  v ari et y of  F u s a ri u m  n y g a m a i, 
E u cli d e a n di st a n c e w a s 8 9 % b et w e e n t h e i s ol at e  ( F 4 M n/ S ) a n d F u s a ri u m  n y g a m a i 
( Fi g. 6  & 8 ). 
 
T a bl e  6  M or p h ol o gi c al a n d  bi o c h e mi c al  c h ar a ct eri sti c s of t h e  b a ct eri al i s ol at e B 4  

M g/ W  

C h a r a ct e ri sti c  R e s ult  

M o r p h ol o gi c al c h a r a ct e ri sti c s:  
S h a p e  

r o d-s h a p e d 
h a v e a si n gl e p ol ar fl a g ell u m  

C ol o ni es s h a p e a n d c ol or  

C ol o ni es ar e di s c s h a p e d wit h ri d g es 
r a di ati n g fr o m t h e c e nt er 

r e d di s h br o w n, t y pi c all y h ar d, dr y a n d 
t e n a ci o u sl y c o h er e nt 

M otilit y  m otil e  
A er ati o n  a er o bi c  

Bi o c h e mi c al c h a r a ct e ri sti c s   

Gr a m r e a cti o n  gr a m n e g ati v e  
C at al a s e  +  
O xi d a s e  +  
Utili z ati o n of c a r b o n s o u r c e s   
D e xtri n  +  
D -M alt os e  - 
D -Tr e h al os e  - 
D -C ell o bi os e  - 
G e nti o bi os e  - 
S u cr os e  - 
D -T ur a n os e  - 
St a c h y os e  - 
D -R affi n os e  - 
α -D -L a ct os e  - 
D -M eli bi os e  - 
β -M et h yl -D -Gl u c osi d e  - 
D -S ali ci n  - 
N -A c et yl -D -Gl u c os a mi n e  - 
N -A c et yl -D -G al a ct os a mi n e  - 
N -A c et yl N e ur a mi ni c A ci d  - 
α -D -Gl u c os e  +  
D -M a n n os e  - 
D -Fr u ct os e  +  
D -G al a ct os e  - 
3 -M et h yl Gl u c os e  - 
D -F u c os e  +  
L -F u c os e  +  
L -R h a m n os e  - 
I n osi n e - 
D -S or bit ol  - 
D -M a n nit ol  - 
D -Ar a bit ol  - 
m y o -I n osit ol - 
Gl y c er ol  - 
D -Gl u c os e - 6 -P O 4  - 
D -Fr u ct os e - 6 -P O 4  ±  

C h a r a ct e ri sti c  R e s ult  

P e cti n  +  
D -G al a ct ur o ni c A ci d  - 
L -G al a ct o ni c A ci d L a ct o n e  - 
D -Gl u c o ni c A ci d  +  

D -Gl u c ur o ni c A ci d  - 

Gl u c ur o n a mi d e  +  
M u ci c A ci d  - 
Q ui ni c A ci d  - 
D -S a c c h ari c A ci d  - 
p -H y dr o x y -P h e n yl a c eti c  a ci d  - 
M et h yl P yr u v at e  - 
D -L a cti c A ci d M et h yl Est er  - 
L -L a cti c A ci d  - 
Citri c A ci d  +  
α -K et o -Gl ut ari c A ci d  +  
D -M ali c A ci d  - 
L -M ali c A ci d  +  
Br o m o -S u c ci ni c A ci d  +  
T w e e n 4 0  +  
γ -A mi n o -B utr yri c A ci d  - 
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α -H y dr o x y - B ut yri c A ci d  - 
β -H y dr o x y -D, L - B ut yri c A ci d  - 
α -K et o -B ut yri c A ci d  - 
A c et o a c eti c A ci d  +  
Pr o pi o ni c A ci d  - 
A c eti c A ci d  +  
F or m i c A ci d - 
Utili z ati o n of nitr o g e n s o ur c es   
D -S eri n e  - 
G el ati n  - 
Gl y c yl -L -Pr oli n e  - 
L -Al a ni n e  +  
L -Ar gi ni n e  - 
L -As p arti c A ci d  - 
L -Gl ut a mi c A ci d  +  
L -Hi sti di n e  - 
L -S eri n e  - 
L -P yr o gl ut a mi c A ci d  +  
D -As p arti c A ci d  - 
Gr o wt h at diff er e nt N a Cl 
c o n c e ntr a ti o n s ( %) 

 

1  +  
4  +  
8  - 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

T a bl e 7   A c o m p ar ati v e st u d y of t h e c h ar a ct eri sti c s of b a ct eri al i s ol at e B 4 M g/ W, 
i n r el ati o n t o r ef er e n c e str ai n Ps e u d o m o n a s st ut z eri  ( B u r g e y’s m a n u al of 
s y st e m ati c b a ct e ri o l o g y), ( K ri e g, 1 9 8 4) 
 

C h a r a ct e ri sti c s  
B a ct e ri al i s ol at e 

B 4 M g/ W  
R ef e r e n c e st r ai n  

M or p h ol o gi c al 
c h ar a ct eri sti c s  
s h a p e 

r o d-s h a p e d  
 

r o d-s h a p e d 
 

C ol o ni es s h a p e a n d 
c ol or  

R e d di s h br o w n, t y pi c all y 
h ar d, dr y a n d t e n a ci o u sl y 

c o h er e nt.  

Y ell o w c ol o ni es, 
t y pi c all y har d, dr y.  

m otilit y  M otil e  M otil e  
A er ati o n  a er o bi c  a er o bi c  
Bi o c h e mi c al 
c h ar a ct eri sti c s  

  

Gr a m r e a cti o n  Gr a m n e g ati v e  gr a m n e g ati v e  
C at al a s e  +  +  
o xi d a s e  +  +  
Utili z ati o n of    
Gl u c os e  +  +  
tr e h al os e - - 
gl y c er ol  - +  
L - al a ni n e  +  +  
l a ct at e - +  
L -gl u t a m at e +  +  
L -m al at e  +  +  
L -ar gi ni n e  - - 
citr at e  +  +  
L -hi sti di n  - - 
Citri c a ci d  +  +  
D -S or bit ol  - - 
L -Ar gi ni n e  - - 
L -Hi sti di n e  - - 
Gr o wt h at 4 0 & 4 1 ° C  +  +  
H y dr ol ysi s of g el ati n e  - - 
Gr o wt h at 4 ° C  - - 
Gr o wt h at N a Cl ( 1 2 -
1 5 %)  

- - 

Gr o wt h at p H 3. 6  - - 
 

 

Fi g u r e 6  D e n dr o gr a m of  M g 2 +  b a ct eri al i s ol at e ( B 4 M g/ W ) a n d r ef er e n c e Ps e u d o m o n a s  str ai n s b a s e d o n t h e si m il arit y m atri x of p h o n eti c d at a 
 
 

 
 

T a bl e 8  M or p h ol o gi c al a n d c ult ur al c h ar a ct eri sti c s of t h e f u n g al i s ol at e F 4 M n/ S  
C h ar a ct er  E x a mi n ati o n  
C ult ur e E x a m.:   

Gr o wt h c h ar a ct eri sti c s  C ol o ni es o n P D A gr o wi n g r a pi dl y. M y c eli u m w hit e b e c o mi n g vi ol et wit h br o w n t o vi ol et r e v ers e.  

Mi cr os c o pi c E x a m.:   
  
Mi cr o -c o ni di a  Mi cr o -c o ni di a, a b u n d a nt, i n s h ort c h ai n or i n h e a d s, o n e c ell e d, f u sif or m 1 2 X 3 μ m.  
M a cr o -c o ni di a  F u sif or m, 3 -5 s e pt at e, n ot a b u n d a nt, 2 5 X 4. 0 μ m.  

 C hl a m y d os p or es  C hl a m y d os p or es, a b u n d a nt, al m ost i nt er c al ar y, si n gl e or i n c h ai n.  
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Fi g u r e 7  S E M i m a g e of F u s ari u m  n y g a m a i, F4  M n/ S  s h o wi n g t h e M n + 2  
n a n o p arti cl e s o n t h e m y c eli u m of t h e f u n g us  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
Fi g u r e 8  D e n dr o gr a m  of M n + 2  f u n g al i s ol at e F4 M n/ S a n d r ef er e n c e  F u s a ri u m str ai n s b a s e d o n t h e si mil arit y m atri x of p h o n eti c d at a  

 
T h e a nti mi cr o bi al a cti vit y st u d y of t h e n a n o p arti cl es s a m pl es h a s s h o w n t h at, all 
s a m pl es h a v e a nt i mi cr o bi al a cti vit y a g ai n st c ert ai n t est or g a ni s ms i n di c at e d b y 
t h e i n hi biti o n of t h eir gr o wt h (t a bl e 9 ). 

 

 
T a bl e 9  Mi ni m u m i n hi bit or y c o n c e ntr ati o n m e a s ur e m e nt s of t h e pr o d u c e d mi cr o bi al M n 2 + a n d M g 2 +  n a n o p arti cl es b y t h e m ost p ot e nt m et al 
n a n o p arti cl es pr o d u c ers  

 
N a n o p a rti cl e   s a m pl e  St a n d a r d  

( p p m) T e st e d mi c r o o r g a ni s ms  1  2  

F u n gi  
Mi ni m u m i n hi bit o r y c o n c e nt r ati o n  

of n a n o p a rti cl e s  
( p p m) 

a m p h ot eri ci n  

As p e r gill u s  f u mi g at u s ( R C M B 0 2 5 6 4) 1 5. 6 3  1. 9 5  0. 9 8  
C a n di d a  al bi c a n s  ( R C M B 0 5 0 3 5) 6 2. 5  1 5. 6 3  3. 9  
G r a m p o siti v e b a ct e ri a   A m pi cilli n  
St a p h yl o c o c c u s a u r e u s  ( R C M B 0 1 0 0 2 7) 6 2. 5  7. 8 1  0. 0 1 5  
St r e pt o c o c c u s p y o g e n e s  ( R C M B 0 1 0 0 1 5) 6 2. 5  3 1. 2 5  0. 0 6  
G r a m n e g ati v e b a ct e ri a    G e nt a m y ci n  
Ps e u d o m o n a s a e r u gi n o s a  ( R C M B 0 1 0 0 4 3) N A  N A  6 2. 5  
Es c h e ri ci a c oli  ( R C M B 0 1 0 0 5 6) 6 2. 5  7. 8 1  0. 1 2  

        W h er e ( 1): I ntr a c ell ul ar N Ps of i s ol at e F u s ari u m n y g a m ai , F 4 M n/ S , ( 2): I ntr a c ell ul ar N Ps of i s ol at e Ps e u d o m o n a s st ut z e ri , B 4 M g/ W  

        ( N A): m e a n s n o a cti vit y 
 

A nti mi cr o bi al a cti vit y  a g ai n st  St r e pt o c o c c u s p y o g e n e s  R C M B 0 1 0 0 1 5 , 3 1. 2 5  a n d  
6 2. 5  m m f oll o w e d b y C a n di d a al bi c a n s  R C M B 0 5 0 3 5, 1 5. 6 3 a n d 6 2. 5;  t h e n 
St a p h yl o c o c c u s a u r e u s  R C M B 0 1 0 0 2 7 a n d Es c h e ri ci a c oli  R C M B 0 1 0 0 5 6 
g a v e 7. 8 1 a n d 6 2. 5 m m f or b ot h ; w hil e f or As p e r gill u s f u mi g at e s R C M B 0 2 5 6 4  

g a v e t h e l e a st a m o u nt of i n hi biti o n 1. 9 5 a n d 1 5. 6 3 m m ; m or e o v er Ps e u d o m o n as 
a e r u gi n o s a  R C M B 0 1 0 0 4 3  w a s v er y r esi st a nt f or b ot h  P s e u d o m o n a s st ut z e r i, B4 
M g/ W  a n d F us a ri u m n y g a m ai,  F 4 M n/ S  i ntr a cell ul ar  n a n o p arti cl es, r es p e cti v el y.  
Als o, M o ust af a  et al.  ( 2 0 1 5) r e p ort e d t h at, F us a ri u m n y g a m ai  w a s a Z n 
m et all ot ol er a nt a n d n a n o p arti cl es pr o d u c er. T h e r es ult s r e v e al e d t h at, Z n 
n a n o p arti cl es h a v e  a nti mi cr o bi al a cti vit y a g ai n st  As p e r gill u s f u mi g at u s , C a n di d a 
al bi c a n s , St a p h yl o c o c c u s a u r e u s , St r e pt o c o c c u s p y o g e n e s  a n d Es c h e ri ci a c oli . 

Ti n d all et al. ( 1 9 8 0) st at e d t h at, m a g n esi u m c o n c e ntr ati o n a s l o w a s 1 0 m M 
e x ert s a n i n hi bit or y eff e ct o n mi cr o or g a ni s ms i s ol at e d fr o m t h e D e a d S e a It h a s 
als o f o u n d t h at, v ari e d r es ult s w er e o bt ai n e d a m o n g G  + v e a n d G  – v e b a ct eri a 
w hi c h m a y r ef err e d t o t h e si z e of t h e pr o d u c e d n a n o p arti cl es a s r e p ort e d b y  
S u n d r a r aj a n et al.  ( 2 0 1 2). 
 
 C O N C L U SI O N  
 
M a n g a n es e (II) n a n o p arti cl es h a v e b e e n s y nt h esi z e d b y F u s a ri u m  n y g a m ai , F 4 

M n/ S  e xtr e m o -m et all ot or e nt f u n g u s  a n d it w a s f o u n d t h at, it c a n pr o d u c e 
n a n o p arti cl es i ntr a c ell ul arl y a n d e xtr a c el u ell arl y. Als o, Ps e u d o m o n a s st ut z eri , B 4 

M g/ W  w a s pr o v e d a s m a g n esi u m (II) n a n o p arti cl es pr o d u c er i ntr a c ell ul arl y a n d 
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e xtr a c el u ell arl y. O nl y t h e s a m pl es wit h t h e b est r es ult s w er e c h os e n. T h e y 
s h o w e d diff er e nt m or p h ol o g y a n d si z e o n D L S a n d T E M e x a mi n ati o ns. All 
n a n o p arti cl es s a m pl es h a v e diff er e nt  hi g h  p o w er a biliti es of a nti mi cr o bi al a cti vit y  
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I N T R O D U C T I O N 
 
T h e E u p h o r bi a r esi nif e r a  i s o n e of t h e s p e cifi c a n d e n d e mi c pl a nt s of M or o c c a n 
Atl a s M o u nt ai n s ( Pi ct ur e 1). G e n e r all y, t h e E u p h o r bi a  pl a nt s h a v e hi g h a d v ers e 
eff e ct l e v el ( d u e t o t h e L at e x c o m p o n e nt, w hi c h i s a p o w erf ul al k al oi d), s o t h e y 
h a s b e e n st u di e d f or t h eir a ntif u n g al a n d a nti b a ct eri al pr o p erti es ( K a m b a et al.,  
2 0 1 0; B e n m e h di et al.,  2 0 1 3) . I n a d diti o n, t h e h o n e ys pr o d u c e d fr o m t h es e pl a nts 
c o nfir ms t h e a nti b a ct eri al a n d a ntif u n g al a cti vit y ( M ali k a et al.;  2 0 0 4, 
C r o usill e s, 2 0 1 4; B o u hl ali et al.,  2 0 1 6) . Li k e wi s e, g e n er all y t h e i ntri n si c 
pr o p erti es of h o n e y ( os m ol alit y, p H, h y dr o g e n p er o xi d e, p h e n oli c c o m p o n e n ts 
a n d fl a v o n oi d s) aff e ct t h e gr o wt h a n d s ur vi v al of mi cr o or g a ni s ms b y 
b a ct eri ost ati c or b a ct eri ci d al a cti o n. ( A d o c k, 1 9 1 2; W hit e et al ., 1 9 6 2; I u rli n a 
a n d F rit z, 2 0 0 5; K a č a ni o v á et al.,  2 0 0 9; A d e n e k a n et al ., 2 0 1 0). F urt h er m or e, 
t h e l o w p H, t h e l o w w at er acti vit y a n d t h e hi g h s u g ar c o nt e nt of u n dil ut e d h o n e ys 
pr e v e nt t h e gr o wt h of m a n y s p e ci es of mi cr o or g a ni s ms ( S n o w d o n a n d Cli v e r, 
1 9 9 6, S n o w d o n, 1 9 9 9) . I n c o n s e q u e n c e, E u p h o r bi a  h o n e y c a n b e e x p e ct e d t o 
c o nt ai n a s m all n u m b er a n d li mit e d v ari eti es of mi cr o o r g a ni s ms. It c a n b e n ot e d 
t h at v e g et ati v e f or ms of h u m a n di s e as e-c a u si n g b a ct eri a h a v e n ot b e e n f o u n d i n 
h o n e y a n d, a s b a ct eri a d o n ot r e pli c at e i n h o n e y, a hi g h c o u nt of v e g et ati v e 
b a ct eri a i s i n di c ati v e of a r e c e nt c o nt a mi n ati o n fr o m a s e c o n d ar y s o ur c e 
(S n o w d e n a n d Cli v e r, 1 9 9 6; M c K e e et al.,  2 0 0 3; A nt ú n e z et al., 2 0 0 4).  
T h e mi cr o or g a ni s ms of i nt er est ar e t h os e t h at wit h st a n d t h e c o n c e ntr at e d s u g ar, 
a ci dit y a n d a nti mi cr o bi al c h ar a ct er of h o n e y. T h es e mi cr o or g a ni s ms; i n di c ati v e 
of s a nit ar y or c o m m er ci al q u alit y, i n cl u d e y e a st s, m ol d s, c olif or ms, S al m o n ell a, 
S hi g ell a a n d s o m e mi cr o or g a ni s ms s u c h a s s p or u s -f or mi n g b a ct eri a, li k e B a cill u s 
c e r e u s  (B. c e r e u s ) a n d Cl o st ri di u m p e rf ri n g e n s  (C. p e rf. ), w hi c h u n d er c ert ai n 
c o n diti o n s ( e. g. g er mi n ati o n a n d gr o wt h i n a  n o n -h e at e d -tr e at e d pr o d u ct) c o ul d 
c a us e ill n ess es i n h u m a n s ( S n o w d o n a n d Cli v e r, 1 9 9 6; Al-W aili et al.,  2 0 1 2).  
Ot h er wi s e, t h e M or o c c a n st a n d ar ds f or h o n e y q u alit y ( M o r o c c a n N o r m 
0 8. 0 5. 6 0 0, 2 0 1 2)   i n s pir e d ess e nti all y fr o m C o d e x Ali m e nt ari u s St a n d ar ds 
( C o de x St a n, 2 0 0 1)  a n d t h e s p e cifi c ati o n s of t h e l a b el " G PI" ( M o r o c c a n O r d e r, 

2 0 1 2)  i n cl u d es s e v er al c h e mi c al a n d p h ysi c al p ar a m et ers b ut d o n ot r e q uir e 
mi cr o bi ol o gi c al a n al ysi s.  
H o w e v er, t h e u s e of a d e q u at e h y gi e ni c pr a cti c es d uri n g t h e pr o d u ct h a n dli n g is 
re q uir e d ( M o r o c c a n L a w 2 8-0 7, 2 0 1 0; M o r o c c a n N o r m 0 8. 0. 0 0 0, 2 0 0 8).  I n 
a d diti o n, v ari o u s st u di es h a v e b e e n c arri e d o n t h e p al y n ol o gi c al a n d 
p h ysi c o c h e mi c al p ar a m et ers of M or o c c a n E u p h o r bi a h o n e y ( C h a ki r et al.,  
2 0 1 1; A a z z a et al.,  2 0 1 4, T e r r a b et al., 2 0 1 4; B e tt a r et al.,  2 0 1 5),  b ut a 
mi cr o bi ol o gi c al c o nt a mi n ati o n h a s n ot b e e n e xt e n si v el y i n v esti g at e d.  
 

 
Fi g u r e  1 E u p h o r bi a r esi nif e r a pl a nt of t h e “ P GI ” T a dl a -A zil al r e gi o n of 
M or o c c o.   ® P h ot o. M o uj a n ni  
 
 

I n t h e pr es e nt w or k, mi cr o bi ol o gi c al pr ofil e of t hirt y-s e v e n s a m pl es of l a b el e d h o n e y w er e c oll e ct e d i n a Pr ot e ct e d G e o gr a p hi c al 

I n di c ati o n “ P GI ” ar e a of T a dl a-A zil al r e gi o n, w hi c h i s  a n e n d e mi c z o n e of E u p h o r bi a r esi nif e r a  pl a nt. A pr ofil e w a s a ss ess e d u si n g 

c o n v e nti o n al mi cr o bi al m et h o d s, li k e e n u m er ati o n, d et e cti o n a n d/ or g er ms i d e ntifi c ati o n, i n a c c or d a n c e wit h I S O n or ms. T hi s i s t h e first 

st u d y i n w hi c h a h o n e y wit h M or o c c a n “ P GI ”  w a s t est e d, i n or d er t o ass ess it s c o m pli a n c e wit h b a ct eri ol o gi c al r e c o m m e n d ati o n s. 

C olif or ms ( T ot al a n d f e c al C olif or ms), S al m o n ell a  s p p ., S hi g ell a s p p., S p or u s of B a cill us c e r e u s  a n d Cl o st ri di u m p e rf ri n g e n s  w er e n ot 

d et e ct e d. T h e n u m b ers of St a n d ar d Pl a t e C o u nt “ S P C ” w er e l ess t h a n 1 02  C F U. g -1  f or all s a m pl es. T h e m ol d s a n d y e a st s w er e f o u n d 

a m o n g s a m pl es a n d 3 2 % a n d 4 0 % of s a m pl es w er e p ositi v e, r es p e cti v el y. H o w e v er, n o s a m pl es s h o w e d a hi g h er v al u e t h a n 

r e c o m m e n d e d li mit [ 1 02  C F U. g -1 ]. W e c o n cl u d e t h at s a m pl es of l a b el e d e u p h or bi a h o n e y of T a dl a-A zil al a n al y z e d pr es e nt g o o d 

c o m m er ci al q u alit y p ar a m et ers ( S P C, m ol d s a n d y e a st s “ a b s e n c e of u n w a nt e d f er m e nt ati o n s ”), a g o o d s a nit ar y q u alit y ( a b s e n c e o f 

c olif or ms a n d S. a u r e u s ) a n d ar e s af e (Sl a m., S hi g ., Sp or u s of B. c e r e u s  a n d C. p e rf. ). St a n d ar di z ati o n (r e g ul ati o n a n d s p e cifi c ati o n s) a n d 

a r ati o n ali z ati o n of b e e k e e pi n g t e c h ni q u es t hr o u g h o ut E u p h o r bi a  “ P GI ” ar e a st u di e d m a y f urt h er s u st ai n a bl y i m pr o v e t h e q u alit y of t hi s 

u ni q u e h o n e y, a n d e n s ur e it o v er t h e y e ars.  

A R TI C L E I N F O  

R e c ei v e d 1 7. 1 1. 2 0 1 6  

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

A c c e pt e d 2 0. 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 8 8 -1 1 9 4  
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Fi g u r e 1 Distri b uti o n of s a m pl es of l a b el e d m o n ofl or al E u p h o r bi a r esi nif er a  
h o n e ys i n “ P GI ” pr o d u cti o n ar e a of T a dl a -A zil al  
 
E u p h o r bi a r e si nif e r a  h o n e y of T a dl a -A zil al r e gi o n i s t h e first h o n e y l a b el e d 
“ Pr ot e ct e d G e o gr a p hi c al I n di c ati o n – P GI -“i n M or o c c o ( M o r o c c a n O r d e r, 2 0 1 2; 
A D A, 2 0 1 4 ). T hi s l a b el w a s p u bli s h e d i n t h e E U Offi ci al J o ur n al t hr o u g h t h e 
p u bli c c o n s ult ati o n d o c u m e nt s o n g e o gr a p hi c al i n di c ati o n s of t h e Ki n g d o m of 
M or o c c o ( E u r o p e a n C o m mi ssi o n, 2 0 1 3/ C). 
I n t hi s c o nt e xt a n d i n c o n c or d a n c e, wit h t h e i m p ort a n c e a n d g o o d st at u s of  t hi s 
u ni q u e m o n ofl or al h o n e y, w e d e ci d e d t o i n v esti g at e a b o ut it s b a ct eri ol o gi c al 
pr ofil e t ar g eti n g t h e m aj or mi cr o bi ol o gi c al c o nt a mi n a nt s ( S P C, T ot al c olif o r m, 
F e c al c olif o r m, S p o r u s of B a cill u s c e r e u s a n d Cl o st ri di u m p e rf ri n g e n s, 
St a p h yl o c o c c u s a u r e u s, S al m o n ell a s p p, S hi g ell a s p p,)  a n d it s f u n g al pr ofil e 
(M ol d s a n d Y e a st s ) w hi c h m a y c a us e u n d esir a bl e f er m e nt ati o n. T h eir c o u nts 
b ei n g i n di c ati v e of h o n e y’s c o m m er ci al a n d s a nit ar y q u alit y a n d s af et y.  
 
M A T E RI A L A N D M E T H O D S  
 
S a m pli n g  
 
T hirt y -s e v e n ( 3 7) s a m pl es of h o n e y “ G PI ” m o n o -fl or al E u p h o r bi a r e si nif er a 
w er e s u p pli e d dir e ctl y b y t h e b e e k e e p ers of t h e “ P GI ” ar e a affili at e d t o 
U. C. A. T. A Z c o o p er ati v e or w or ki n g i n di vi d u all y ( Pi ct ur e 2). T h eir di stri b uti o n is 
i n di c at e d i n Fi g ur e 1.  
T h e s a m pl es h a d n ot b e e n  h e at e d or p a st e uri z e d. T h e pr o d u cti o n s y e ars of all 
s a m pl es w er e 2 0 1 3 a n d 2 0 1 4 ( T a bl e 1). U p o n c oll e cti o n, 2 5 0 g or 5 0 0 g of e a c h 
s a m pl e ar e p ut i n cl e a n c o m m er ci al l a b el e d c o nt ai n er a n d st or e d at r o o m 
t e m p er at ur e p e n di n g a n al ysi s ( T a bl e 1).  
 

 
Fi g u r e  2 “ P GI ” T a dl a -A zil al pr o d u cti o n ar e a wit h a g gr e g at e E u p h o r bi a 
r esi nif e r a pl a nt  
 
T a bl e 1 I nf or m ati o n o n h o n e y s a m pl e s st u di e d 

S a m pl e  L o c alit y n a m e  H a r v e st Y e a r  

P 1  F o u m O u di  2 0 1 4  
P 2  F o u m El a a n c er  2 0 1 3  
P 3  Ait M h a m e d  2 0 1 3  
P 4  T a n o u g h a  2 0 1 3  
P 5  T a bi a  2 0 1 4  
P 6  T a b ar o u c ht  2 0 1 3  
P 7  Ait H a m z a  2 0 1 3  
P 8  El k si b a h  2 0 1 3  
P 9  Til o u g g uit e  2 0 1 3  
P 1 0  Rf al a  2 0 1 3  
P 1 1  Af o ur er  2 0 1 3  
P 1 2  B e n Dri ss  2 0 1 2  
P 1 3  B e ni M ell al  2 0 1 3  
P 1 4  Ti m o ulilt  2 0 1 3  
P 1 5  Bi n El o ui d a n e -Ait O u ar d a  2 0 1 3  
P 1 6  Ait M a zi g h  2 0 1 3  
P 1 7  A n er g ui  2 0 1 3  
P 1 8  B z o u  2 0 1 3  
P 1 9  F o u m El a a n c er  2 0 1 4  
P 2 0  Ait O u a ar d a  2 0 1 4  
P 2 1  Ait A a mir  2 0 1 4  
P 2 2  T a g zirt  2 0 1 4  
P 2 3  A n er g ui  2 0 1 3  
P 2 4  Af o ur er  2 0 1 3  
P 2 5  B e ni A a y at  2 0 1 4  
P 2 6  F o u mJ e m a a  2 0 1 4  
P 2 7  B e ni M ell al  2 0 1 4  
P 2 8  A zil al  2 0 1 4  
P 2 9  T a n a nt  2 0 1 4  
P 3 0  O u a o ui z a g ht - D a m n at  2 0 1 4  
P 3 1  T a g zirt  2 0 1 4  
P 3 2  Ait A b b a ss -Ait M a ss a d  2 0 1 4  
P 3 3  Ass a k si - T a gl eft  2 0 1 4  
P 3 4  Ait B o u o ulli  2 0 1 4  
P 3 5  F o u m El a a n c er -T a g zirt  2 0 1 4  
P 3 6  O u a o ul a -Ait M h a m e d  2 0 1 4  

P 3 7  El k si b a h  2 0 1 4  

P GI:  Pr ot e ct e d G e o gr a p hi c al I n di c ati o n  
U C A T A Z:  U ni o n of B e e k e e p ers C o o p er ati v e of “ P GI ” T a dl a -A zil al R e gi o n, M or o c c o.  
 

Mi c r o bi ol o gi c al a n al y si s.  
 
T e n  gr a ms of e a c h s a m pl e w er e mi x e d wit h 9 0 m L of B uff er e d P e pt o n e W at er 
( Bi o k ar) t o pr e p ar e t h e i niti al dil uti o n. T hi s w a s us e d at t h e m ot h er dil uti o n f or 
f urt h er s eri al dil uti o n. 
St a n d ar d Pl at e C o u nt ( S P C) (I S O N o r m 4 8 3 3-1, 2 0 1 3):  A p pr o pri at e s eri al 
dil uti o n s ( b et w e e n 1 0 a n d 1 0 0 c ol o ni es p er pl at e)  of t h e s a m pl es i n t h e B uff er e d 
P e pt o n e W at er w er e pl a c e d o n st a n d ar d pl at e c o u nt a g ar ( P C A) ( Bi o k ar, Fr a n c e). 
T h e pl at es w er e i n c u b at e d at 3 0 ° C f or 7 2 h.  
C oli f or m c o u nt s ( T C) (I S O N o r m 4 8 3 2, 2 0 0 6): W er e e n u m er at e d o n Vi ol et R e d 
Bil e L a ct os e A g ar ( V R B L A). Pl at es w er e i n c u b at e d at 3 7 ° C f or 2 4 h.  

M o r o c c o  



J  Mi c r o bi ol Bi ot e c h F o o d S ci  / M o uj a n ni  et al. 2 0 1 7  : 6  (5 ) 1 1 8 8 -1 1 9 4  

 

 

  
1 1 9 0  

 

  

F e c al c olif or ms  ( F C) ( N F N o r m V 0 8 0 6 0, 2 0 0 9):  W er e e n u m er at e d o n Vi ol et 
R e d Bil e L a ct os e A g ar ( V R B L A). Pl at es w er e i n c u b at e d at 4 4 ° C f or 2 4 h.  
St a p h yl o c o c c u s a u r e u s (S. a u r.) (I S O N o r m 6 8 8 8-1, 2 0 0 3) : W er e e n u m er at e d o n 
B air d P ar k er gr o wt h m e di u m ( Bi olif e). Pl at es w er e i n c u b at e d at 3 7 ° C f or 2 4 h a n d 
4 8 h.  
S hi g ell a d et e cti o n ( S hi g.)  ( L a m p el K A, 2 0 0 1): 2 5 g of t h e s a m pl e w a s 
h o m o g e ni z e d i n 2 2 5 m L of s el e nit e br ot h ( Bi o k ar) a n d t h e v ol u m e w a s tr a n sf err e d 
t o a n Erl e n m e y er fl a s k a n d i n c u b at e d at 3 5 ° C f or 2 0 h. Aft er t hi s p eri o d, a l o o pf ul 
of t hi s br ot h w a s pl at e d o nt o P etri di s h es c o nt ai ni n g X L D a g ar ( Bi olif e) a n d 
S al m o n ell a – S hi g ell a  a g ar ( S S, Bi o k ar). Aft er i n c u b ati o n f or 4 8 h at 3 5 ° C, fi v e 
c h ar a ct eri sti c c ol o ni es of S hi g ell a w er e bi o c h e mi c all y t est e d o n T SI a g ar 
( Bi o k ar) a n d A PI-2 0 E Bi o m eri e u x). T h e c ol o ni es w er e als o s er ol o gi c all y t e st e d.  
Cl o st ri di u m p e rf ri n g e n s (C. p e rf .) (I S O N o r m 7 9 3 7, 2 0 0 4) : P etri di s h es ar e 
s e e d e d wit h a s p e cifi c q u a ntit y of t h e i niti al s u s p e n si o n. Ot h er di s h es w er e 
s e e d e d i n t h e s a m e c o n diti o n s, u si n g d e ci m al dil uti o n s o bt ai n e d fr o m t h e m ot h er 
s u s p e n si o n. T h e tr y pt o n e s ulfit e c y cl os eri n e ( Bi olif e) w a s a d d e d a n d t h e n a l a y er 
of t h e s a m e m e di u m i s a d d e d fr o m a b o v e. T h e di s h es w er e i n c u b at e d 
a n a er o bi c all y at 3 7 ° C f or 2 0 h. T h e c h ar a ct eri sti c c ol o ni es ar e c o u nt e d. Fi n all y, 
t h e c h ar a ct eri sti c c ol o ni es ar e c o nfir m e d a n d t h e n u m b er of C. p e rf ri n g e n s  p er 
gr a m of s a m pl e i s  c al c ul at e d.  
B a cill u s c e r e u s (B. c e r u s .) (I S O N o r m 7 9 3 2, 2 0 0 4): S e e di n g t h e s urf a c e of a 
s oli d s el e cti v e c ult ur e m e di u m p o ur e d i nt o P etri di s h es ( M Y P A g ar) wit h a 
s p e cifi e d q u a ntit y of t h e i niti al s u s p e n si o n. Ot h er di s h es w er e s e e d e d i n t h e s a m e 
c o n diti o n s , u si n g d e ci m al dil uti o n s o bt ai n e d fr o m t h e m ot h er s u s p e n si o n. T h e 
pl at es ar e i n c u b at e d a er o bi c all y at 3 0 ° C f or 1 8 t o 4 8 h. T h e c h ar a ct eri sti c c ol o ni es 
ar e c o u nt e d a n d t h e c h ar a ct eri sti c c ol o ni es ar e c o nfir m e d b y h e m ol ysi s t est a n d 
t h e n u m b er of B. c e r e u s  p er gr a m of s a m pl e i s c al c ul at e d.  
S al m o n ell a d et e cti o n ( S al m .) (I S O N o r m 6 5 7 9/ A 1, 2 0 0 7): F or t h e d et e cti o n of 
t h e pr es e n c e of S al m o n ell a , 2 5 g of h o n e y s a m pl e w a s h o m o g e ni z e d i n 2 2 5 m L of 
p e pt o n e b uff er e d w at er ( Bi o k ar), tr a n sf err e d t o a n Erl e n m e y er fl a s k a n d  
i n c u b at e d at 3 5 ° C f or 2 4 h. Aft er t h e i n c u b ati o n p eri o d, 1 m L w a s a d d e d t o a t u b e 
c o nt ai ni n g 1 0 m L of t etr a -t hi o n at e br ot h ( Bi olif e). T h e R a p p a p ort br ot h ( Bi o k ar) 
r e c ei v e d 0. 1 m L fr o m pr e-e nri c h m e nt a n d t h e t u b es w er e i n c u b at e d at 3 7 ° C a n d 
4 1. 5 ° C f or 2 4 h, r es p e cti v el y. Aft er t hi s p eri o d, a l o o pf ul of e a c h s el e cti v e br ot h 
w a s pl at e d i nt o P etri di s h es c o nt ai ni n g x yl os e l ysi n e d es o x y c h ol at e a g ar ( X L D - 
Bi olif e) a n d C H R O -M a g ar ( R a m b a c h). Aft er i n c u b ati o n f or 2 4 h at 3 7 ° C, fi v e 
t y pi c al c ol o ni es fr o m e a c h a g ar pl at e wer e bi o c h e mi c all y t est e d o n T SI a g ar 
( Bi o k ar) a n d A PI-2 0 E ( Bi o m eri e u x). T h e c ol o ni es w er e als o s er ol o gi c all y t est e d 
wit h p ol y v al e nt s o m ati c a n d fl a g ell ar a nti s er a ( Pr o b a c).  
  M ol d a n d y e a st c o u nt s  (I S O N o r m 2 1 5 2 7-1, 2 0 0 8):  P etri di s h es pr e p ar e d 
u si n g a d efi n e d s el e cti v e c ult ur e m e di u m ( Gl u c os e C hl or a m p h e ni c ol A g ar - 
Bi olif e) ar e s e e d e d. I n t h e n u m b er of c ol o ni es e x p e ct e d, a s p e cifi c a m o u nt of t h e 
i niti al s u s p e n si o n or d e ci m al dil uti o ns s a m pl e / s u s p e n si o n ar e u s e d.  A d diti o n al 
P etri di s h es c a n b e s e e d e d i n t h e  s a m e c o n diti o n s; u si n g dil uti o n s d e ci m al 
o bt ai n e d fr o m t h e i niti al s u s p e n si o n. Pl at es ar e i n c u b at e d a er o bi c all y at 2 5 ° C f or 
fi v e d a ys. T h e n, if n e c ess ar y, t h e a g ar pl at es ar e all o w e d t o st a n d i n d a yli g ht f or 
o n e t o t w o d a ys. C ol o ni es/ pr o p a g ul es ar e t h e n c o u nt e d, a n d if n e c ess ar y (t o 
di sti n g ui s h y e a st c ol o ni es of b a ct eri a c ol o ni es), t h e i d e ntit y of s u s pi ci o u s 
c ol o ni es i s c o nfir m e d b y e x a mi n ati o n u n d er t h e bi n o c ul ar or mi cr os c o p e. T h e 
n u m b er of y e a st s a n d m ol d s p er gr a m i s c al c ul at e d fr o m t h e n u m b er of c ol o n i es/ 
pr o p a g ul es/ g er ms o bt ai n e d o n P etri di s h es s el e ct e d t o dil uti o n r ati os t o o bt ai n 
c ol o ni es t h at c a n b e c o u nt e d. M ol d s a n d y e a st s ar e c o u nt e d s e p ar at el y.  
 
St ati sti c al a n al y si s  
 
All d et er mi n ati o ns w er e m a d e i n tri pli c at e a n d t h e d at a w a s pr o c ess e d u si n g 
X L S T A T, 2 0 1 5 s oft w ar e.  
 
R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  
 
R es ult s of t h e mi cr o bi ol o gi c al a n al y z es ar e gi v e n i n T a bl e 2. T h e st a n d ar d pl at e 
c o u nt ( S P C) als o r ef err e d t o a s t h e a er o bi c pl at e c o u nt or t h e t ot al vi a bl e c o u nt, is 

o n e of t h e m ost c o m m o n t est s a p pli e d t o i n di c at e t h e mi cr o bi ol o gi c al q u alit y of 
f o o d.  
T h e M or o c c a n l e gi sl ati o n ( M o r o c c a n O r d e r, 2 0 0 4)  d o es n ot s et v al u es f or S P C 
i n h o n e y b ut est a bli s h es o nl y t h at y o u f oll o w g o o d h y gi e n e pr a cti c es i n h a n dli n g 
a n d pr o c essi n g of t hi s pr o d u ct b e c a u s e e ntir e mi cr o b i al l o a d i n h o n e y c a n 
i n di c at e t h e p ossi bl e pr es e n c e of p at h o g e n s ( M o r o c c a n N o r m 0 8. 5. 6 0 0, 2 0 1 0). 
T h e S P C w er e i s ol at e d fr o m all s a m pl es of h o n e y. T h eir n u m b er v ari e d b et w e e n 
1 0 a n d 3 4 0 C F U. g -1  wit h a m e a n v al u e e q u al t o 7 6. 7 6 ± 8 2. 9 3 C F U. g -1 . T hi s r es ult 
w a s i nf eri or t o t h os e o bt ai n e d, f or t h e s a m e t y p e of M or o c c a n h o n e y, b y M ali k a 
et al.,  ( 2 0 0 5). C o m p ar e d t o ot h er f or ei g n h o n e ys, o ur r es ult s ar e b el o w 
Ar g e nti n e a n a n d Fr e n c h h o n e ys w hi c h h a d m ai n S P C v al u es 2 4 4 C F U. g -1 a n d 2 2 7 
C F U. g -1 r es p e cti v el y (I u rli n a a n d F rit z, 2 0 0 5 ; T y ss et et al.,  1 9 8 1) , w hil e 
P ort u g u es e c o m m er ci al h o n e y h a d b ett er S P C l e v els [ 2. 1 0 1 C F U. g -1 ] (G o m e s et 
al.,  2 0 1 0). T hi s v ari ati o n of S P C v al u es c o ul d b e r el at e d t o t h e t y p e of s a m pl e, 
t h e a g e a n d t h e h o n e y h ar v est ti m e. I n a d diti o n, t h es e v e g et ati v e f or ms c a n b e 
m a d e b y s e c o n d ar y c o nt a mi n ati o n, w hi c h w o ul d als o e x pl ai n t h e hi g h c o u nts 
s o m eti m es f o u n d i n h o n e y ( S n o w d o n a n d Cli v e r, 1 9 9 6). 
 
C olif or ms ( T C a n d F C) ar e i n di c at ors of f e c al c o nt a mi n ati o n a n d p o or h y gi e ni c 
pr o c essi n g c o n diti o n s. I n t hi s  st u d y, T C a n d F C w er e n ot d et e ct e d (l e v el of 
q u a ntifi c ati o n i s 1 0 C F U. g -1 ) a n d s u g g est a r es p e ct of g o o d pr a cti c es f or 
e xtr a cti o n a n d pr o c essi n g of h o n e y w er e f oll o w e d. O ur r es ult s c orr o b or at e wit h 
d at a f o u n d b y R all et al.,  ( 2 0 0 3), G o m e s et al . 2 0 1 0, I gl esi a s et al ., ( 2 0 1 2), Ri os 
et al.,  ( 2 0 1 4) a n d K u n o v à et al ., ( 2 0 1 5). T h e a b s e n c e of t h es e mi cr o or g a ni s ms i n 
a n al y z e d h o n e y w a s e x p e ct e d si n c e b a ct eri a gr o wt h n e e d s w at er a cti vit y m or e 
t h a n 0. 9 1 ( Ri b ei r o a n d S e r a v alli, 2 0 0 4). S n o w d o n a n d Cli v e r, ( 1 9 9 6)  alr e a d y 
r e p ort e d t h at t h e p o p ul ati o n of F C i n h o n e y v ari e d fr o m 1 0 t o 1 0 2 C F U. g -1 . I n 
c o ntr a st, i n 7 0 s a m pl es of h o n e y a n al y z e d i n Ni g eri a C olif or ms a n d E. c oli w er e 
i s ol at e d at r at e of 9 5. 7 % ( K o k u b o et al. , 1 9 8 4). Als o, D û m e n et al., ( 2 0 1 3) a n d 
S h e r w a ni et al., (2 0 1 3). r e p ort e d r es p e cti v el y t h at 1 6 % of 8 0 h o n e y s a m pl es w er e 
c o nt a mi n at e d b y c olif or ms i n T ur k e y a n d t w o P a ki st a ni a n h o n e y s a m pl e s o v er 
si x pr es e nt s c olif or ms ( 0. 2 × 1 0 1  a n d 0. 4 × 1 0 1 C F U. g -1 )  
 
S. a u r e u s  i s t h e c a u s ati v e a g e nt of t h e n u m er o u s o ut br e a k s of f oo d b or n e di s e a s e 
w orl d wi d e. P oi s o ni n gs g e n er all y o c c ur aft er a n i nt a k e of e nt er ot o xi n s t hr o u g h t h e 
ali m e nt ar y tr a c k. T h e a b s e n c e of t his b a ct eri u m i n t hi s st u d y c o n stit ut es a n ot h er 
s a nit ar y i n d e x i n f a v or t o t h e q u alit y of t hi s pr o d u ct. I n a si mil ar st u d y d o n e o n 
T ur ki s h h o n e ys, 1 3. 4 % of t h e 6 7 s a m pl es a n al y z e d c o nt ai n e d S. a u r e u s  ( D û m e n 
et al.,  2 0 1 3).  
 
B. c er e u s  a n d C. p e rf ri n g e n s , a s pr o d u c ers of s p or es, ar e c o n si d er e d a s h e alt h 
i n di c at or  i n cl u di n g  u n c o ntr oll e d  l a n d-b a s e d,  e n vir o n m e nt al  or  h u m a n 
c o nt a mi n at i o n. Hi g h l e v els of B. c e r e u s  i n h o n e y c o n stit ut e a ri s k t o t h e 
c o n s u m er, a s i n g esti o n of 1 0 5  s p or es c a n r es ult i n f o o d -b or n e ill n ess ( St e nf o r s et 
al.,  2 0 0 8 ). T h e r es ult s of t hi s st u d y d e m o n str at e a n e g ati v e r es ult r e g ar di n g 
d et e cti o n of s p or us of B. c e r e u s a n d C. p e rf ri n g e n s . H o w e v er, P u c ci a r elli, ( 2 0 1 4)  
f o u n d t h e i n ci d e n c e of Cl o st ri di u m a n d B a cill u s  ( 4 2. 8 5 a n d 3 9 % r es p e cti v el y) i n 
y at eí h o n e y fr o m Ar g e nti n a. I n a d diti o n, R a g a z a ni et al.,  ( 2 0 0 8) st u d yi n g h o n e y 
m ar k et e d i n s e v er al Br a zili a n st at es f o u n d 1 1 % w er e Cl o st ri di u m  g e n u s a n d 2 8 % 
of t h e g e n u s B a cill u s . E r k a n et al.,( 2 0 1 5) a n d S h e r w a ni et al., ( 2 0 1 3) r e p ort e d 
r es p e cti v el y 5. 5 × 1 0 1 ± 6. 3 × 1 0 1 B. c er e u s  m e a n c o u nt i n T ur ki s h h o n e y a n d 
pr es e n c e of B. c e r e u s i n all (si x) s a m pl es of P a ki st a ni s ( K ar a c hi) h o n e y t est e d.  
I n r es p e ct t o s af et y, n o n e of t h e 3 7 s a m pl es c o nt ai n e d S al m o n ell a  a n d S hi g ell a . 
T h e a b s e n c e of t h es e p at h o g e n s w a s e x p e ct e d si n c e i n a d diti o n t o its a nti b a ct eri al 
pr o p erti es, h o n e y h a s l o w w at er a cti vit y a n d a p H, w hi c h ar e n ot i n f a v or t o t h e 
d e v el o p m e nt of s u c h b a ct eri a  ( S n o w d o n a n d Cli v e r, 1 9 9 6; Al v e s et al., 2 0 1 5; 
M at u ell a a n d T o r r e s, 2 0 0 0).  
I n t h e s a m e w a y, st u d y of t h e mi cr o bi ol o gi c q u alit y of h o n e y s a m pl es pr o d u c e d 
i n t h e s urr o u n di n gs of a l ar g e g ar b a g e d u m p i n Br a zil s h o w e d t h e a b s e n c e of 
S al m o n ell a . T h es e r es ult s c o nfir m t h e c o n cl u si o n of A n s es t h at t h e S al m o n ell a  
s ur vi v al d ur ati o n i n h o n e y d o es n ot e x c e e d o n e m o nt h ( A ns es, 2 0 1 2). 
 

 
T a bl e 2 Di stri b uti o n of mi cr o or g a ni s ms d et e ct e d i n “ G PI ” M or o c c a n E u p h o r bi a r esi nif e r a  h o n e ys  

Nº  Mi c r o o r g a ni s ms c o u nt ( C F U. g -1 ) P e r 2 5 g  S p o r us  

 
S P C  T C  F C  S. a ur  Y e a sts  M ol ds  S al m.  S hi g.  C. p e rf  B. c e r e us  

P 1  5 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  < 1 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 2  3 4 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  1 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 3  3 2 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  7 0  9 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 4  2 7 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  2 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 5  2 5 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  9 3  6 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 6  6 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  1 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 7  9 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  < 1 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 8  3 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  < 1 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 9  5 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  3 0  1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 1 0  7 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  3 0  1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  
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P 1 1  4 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  < 1 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 1 2  3 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  < 1 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 1 3  4 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  < 1 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 1 4  1 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  < 1 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 1 5  1 1 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  2 0  2 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 1 6  3 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  1 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 1 7  8 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  < 1 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 1 8  2 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  < 1 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 1 9  3 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  < 1 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 2 0  7 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  5 0  1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 2 1  6 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  2 0  1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 2 2  4 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  < 1 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 2 3  1 2 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  8 0  2 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 2 4  1 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  < 1 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 2 5  7 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  < 1 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 2 6  1 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  < 1 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 2 7  5 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  5 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 2 8  5 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  2 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 2 9  1 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  < 1 0  1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 3 0  2 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  < 1 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 3 1  5 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  < 1 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 3 2  5 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  < 1 0  1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 3 3  5 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  < 1 0  1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 3 4  1 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  < 1 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 3 5  6 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  < 1 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 3 6  1 1 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  6 0  2 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

P 3 7  8 0  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  < 1 0  < 1 0  A b s  A b s  < 1 0  < 1 0  

M e a n  7 6. 7 6  < 1 0  < 1 0  < 1 0 2  3 8. 2 0  2 3. 3 3  n. a.  n. a.  < 1 0  < 1 0  

S D  8 2. 9 3  n. a.  n. a.  n. a.  2 7. 2 0  2 5. 3 5  n. a.  n. a.  n. a.  n. a.  

Mi n  1 0  n. a.  n. a.  n. a.  1 0  1 0  n. a.  n. a.  n. a.  n. a.  

M a x  3 4 0  n. a.  n. a.  n. a.  9 3  9 0  n. a.  n. a.  n. a.  n. a.  

n. a.: n ot a p pli c a bl e - A bs: A bs e n c e  
L e v el of q u a ntifi c ati o n = 1 0 2  C F U. g -1 f or S. a ur e us 
L e v el of q u a ntifi c a ti o n = 1 0 C F U. g-1  f or all mi c r o or g a nis ms t est e d 
L e v el of q u a ntifi c ati o n = 1 0 s p or us f or C. p e rf.  a n d B. c e r e us  

 
 

T a bl e 3 C o m p ari n g t h e r es ult s of m ol d s a n d y e a st s c o u nt s i n h o n e y fr o m diff er e nt c o u ntri es  

 
R ef e r e n c e s  

 
N b. 

s a m pl e s  

M ol ds a n d y e a st  
C o u nt C F U. g -1   

C o u nt r y  

 
I n ci d e n c e  

P o siti v e s/ T ot
al a n al y z e d  

 
Li mit 

r e c o m m e n
d e d C F U. g -

1  [ a] [ 5 5]  Mi n  M a x  M e a n  

I u rli n a a n d F rit z ( 2 0 0 5)   2 3  0  4. 7 × 1 0 2  1. 6 4 × 1 0 2  Ar g e nti n a  5 9 %  1. 0 × 1 0 2  

Fi n ol a et al.,  ( 2 0 0 7)  2 3  < 1. 0 × 1 0 1  < 1. 0 × 1 0 1  - Ar g e nti n a  - 1. 0 × 1 0 2  

Ri o s et al,  ( 20 1 4)   5 8  - - - Ar g e nti n a  1 7 % ( 7 %)  1. 0 × 1 0 2  

P u c ci a r elli et al.,  ( 2 0 1 4)  2 8  1. 2 *  4. 7 *  3. 0 2 *  Ar g e nti n a  - 1. 0 × 1 0 2  

R all et al.,  ( 2 0 0 3)  1 0 0  < 1. 0 × 1 0 2  1. 5 × 1 0 5  - Br a zil  6 4 %  1. 0 × 1 0 2  

S e r ei a et al ., ( 2 0 1 0)[ b] 1 1  1. 9 × 1 0 2  1. 1 × 1 0 3  5. 3 × 1 0 2  Br a zil  - 1. 0 × 1 0 2  

S e r ei a et a l., ( 2 0 1 0)[ c] 6  1. 8 × 1 0 1  2. 5 × 1 0 2  1. 0 × 1 0 2  Br a zil  - 1. 0 × 1 0 2  

P o nt a r a et al,  ( 2 0 1 2)  1 2  < 1. 0 × 1 0 1  < 1. 0 × 1 0 1  - Br a zil  - 1. 0 × 1 0 2  

A n a ni s et al.,  ( 2 0 1 3)  3 5  < 1. 0 × 1 0 1  5. 0 × 1 0 2  - Br a zil  4 5. 7 1 %  1. 0 × 1 0 2  

Al v e s et al.,  ( 2 0 1 5)  1 5  2. 2 × 1 0 7  3. 4 × 1 0 7  - Br a zil  2 0 %  1. 0 × 1 0 2  

Gi r al d o et al.,  ( 2 0 1 3)  7  0  0  0  C ol o m bi a  0  1. 0 × 1 0 2  [ d] 

M a h m o u di et al.,  ( 2 0 1 6) [ e] 3 4  - - - Ir a n 5. 8 % -3 2. 3 %  - 

A y a ns ol a, ( 2 0 1 2) [f] 1 0 8  1. 0 × 1 0 1  2. 0 × 1 0 3  - Ni g eri a  - - 

U m m ul k h ai r, ( 2 0 1 4)   1 5  1. 0 × 1 0 4  1. 2 × 1 0 5  - Ni g eri a  2 6. 6 6 %  - 

M ali k a et al,  ( 2 0 0 5)  1 0  < 1. 0 × 1 0 1  3. 0 × 1 0 1  - M or o c c o  3 0 %  - 

P r e s e nt st u d y ( y e a st s) 3 7  1. 0 × 1 0 1  9. 3 × 1 0 1  3. 8 2 × 1 0 1  M or o c c o  3 2 %  - 

P r e s e nt st u d y ( m ol d s) 3 7  1. 0 × 1 0 1  9. 0 × 1 0 1  2. 3 3 × 1 0 1  M or o c c o  4 0 %  - 

S h e r w a ni, ( 2 0 1 3)   6  0  < 1. 0 × 1 0 1   P a kist a n  2 0 %  - 

R ó ż a ńs k a a n d Os e k ( 2 0 1 2)   2 4 5  < 5. 0 × 1 0 1  8. 0 × 1 0 4   P ol a n d  - 1. 0 × 1 0 2  

G o m e s et al.  ( 2 0 1 0)  5  1. 1 × 1 0 1  2. 1 × 1 0 1   P ort u g al  6 0 %  1. 0 × 1 0 2  

F e á s et al.,  ( 2 0 1 0)  4 5  1. 0 × 1 0 1  8. 0 × 1 0 1  2. 2 × 1 0 1  P ort u g al  1 0 0 %  1. 0 × 1 0 2  

D u m a n A y di n et al.,  ( 2 0 0 8)  2 0  1. 0 × 1 0 2  1. 0 × 1 0 3   T ur k e y  4 0 %  1. 0 × 1 0 2  
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D û m e n et al.,  ( 2 0 1 3)  5 0 0  - - - T ur k e y  1 6 % -3 2 %  - 

E r k a n et al.,  ( 2 0 1 5) [ g]  5 0  1. 0 × 1 0 2  1. 2 × 1 0 3  3. 5 × 1 0 2  T ur k e y  2 6 %  - 

E r k a n et al.,  ( 2 0 1 5) [ h] 5 0  7. 4 × 1 0 3  1. 4 × 1 0 5  5. 4 × 1 0 4  T ur k e y  4 6 %  - 

* C o u nt i n l o g C F U. g -1  

a: T h e v al u e r e c o m m e n d e d b y M E R C O S U R ( A gr e e m e nt o n t h e S o ut h e r n C o m m o n M ar k et) a n d C N E V A.  
b: Or g a ni c h o n e y  
c: I n or g a ni c h o n e y  
d: T h e v al u e  s p e cifi e d b y C ol o m bi a n R e s ol u ci ó n N ° 1 0 5 7  
e: C o u nt of f u n gi ( As p e r gill us, P e ni cilli u m, c a n di d a a n d ot h er y e asts)  
f: C o u nt of t ot al h et er otr o p hi c f u n gi 
g: C o u nt f or M ol d v e g et ati v e f or m  
h: C o u nt f or Y e ast v e g et ati v e f or m  

 
 
T h e r es ult s o bt ai n e d f or st a n d ar d c o u nti n g of m ol d s a n d y e a st s s h o w e d t h at 3 2 % 
a n d 4 0 % of s a m pl es w er e p ositi v e r es p e cti v el y f or m ol d s a n d y e a st s.  
H o w e v er, t h e d et e cti o n of y e a st s a n d m ol d s r e m ai n s at l o w l e v els ([ 1. 0 × 1 0 1 -
9. 3 × 1 0 1 C F U. g -1 ] f or y e a st s wit h m e a n = 3. 8 2 × 1 0 1 ± 2. 7 2 × 1 0 1 C F U. g -1 a n d [ 1. 0 × 1 0 1 -
9. 0 × 1 0 1 C F U. g -1 ] f or m ol d s wit h a v er a g e 2. 3 3 × 1 0 1 ± 2. 5 3 × 1 0 1 C F U. g -1 ). Wit h al, 
n ot e t h at n o r es ult e x c e e d s t h e r e c o m m e n d e d t hr es h ol d f or y e a st ( 1 0 2  C F U . g-1 ), 
n or t h e f er m e nt ati o n h o n e y li n e ( 5. 0 × 1 0 2  C F U. g -1 ) ( Fl é c h é et al.,  1 9 9 7).  
F urt h er m or e, t ot al m ost a n d y e a st c o u nt s c a n v ar y gr e atl y, t y pi c all y b et w e e n 0 
a n d 1 0 5  C F U. g -1 , alt h o u g h hi g h c o u nts ar e n ot p al at a bl e b e c a u s e of t h e i n cr e a s e d 
r at e of f er m e nt ati o n a n d t h e h o n e y i s u nli k el y t o p a ss q u alit y c o ntr ol ( c h a n gi n g 
t h e t a st e a n d t h e fl a v or of h o n e y) ( W hit e, 1 9 7 5). Fr o m t h at p oi nt a vi e w, a f e w 
h u n dr e d C F U. g -1  of y e a st ar e m or e li k el y t o b e f o u n d i n h o n e y s a m pl es.  
T a bl e 3 b el o w gi v es a c o m p ari s o n of t h e  v al u es f o u n d i n s e v er al st u di es, 
c o n d u ct e d i n t h e w orl d r el ati n g t o m ol d s a n d y e a st s i n h o n e y. It a p p e ars fr o m 
r e a di n g t h e t a bl e t h at o ur r es ult s ar e cl os e t o t h os e of M ali k a et al.,  ( 2 0 0 5), 
G o m e s et al.,  ( 2 0 1 0) a n d F e á s et al.,  ( 2 0 1 0). Fi n ol a et al.,  ( 2 00 7) a n d Gi r al d o 
et al.,  ( 2 0 1 3) r e p ort e d n o or l o w v al u es ( < 1. 0 × 1 0 1 C F U. g -1 ) of m ol d s a n d y e a st s 
f or r es p e cti v el y M or o c c a n, P ort u g u es e, Ar g e nti ni a n a n d C ol o m bi a n h o n e ys.  
H o w e v er, R ó ż a ńs k a a n d Os e k, ( 2 0 1 2)  fr o m P ol a n d, M a h m o u di et al.,  ( 2 0 1 6) 
fr o m Ir a n, R all et al.,  ( 2 0 0 3) fr o m Br a zil, E r k a n et al.,  ( 2 0 1 5) fr o m T ur k e y, 
U m m ul k h ai r, ( 2 0 1 4) fr o m Ni g eri a a n d ot h er a ut h ors r e p ort e d a hi g h er c o u nt s of 
m ol d s a n d y e a st s ( T a bl e 3).  
 
C O N C L U S I O N 
 
At t h e e n d of t hi s st u d y, it w a s o b s er v e d t h at E u p h o r bi a r esi nif e r a  h o n e y h a s a n 
a c c e pt a bl e mi cr o bi ol o gi c al pr ofil e. I n f a ct, n o n e of t h e a n al y z e d s a m pl e 
c o nt ai n e d a n y mi cr o or g a ni s ms t h at h a v e a n i m p a ct o n h u m a n h e alt h. 
A d diti o n all y, t h e l o w l e v els o f mi cr o bi al c o nt a mi n ati o n ass o ci at e d t o a v er y l o w 
r at e of m ol d a n d y e a st i n di c at e t h at t hi s h o n e y d o es n ot u n d er g o a n y si g nifi c a nt 
d e gr a d ati o n a n d, t h er ef or e, t hi s pr o d u ct al w a ys k e e p s its c o m m er ci al q u alit y. 
H o w e v er, it i s h a s t o b e e m p h a si z e d t h e i m p ort a n c e of c o nti n u o u s m o nit ori n g 
t hr o u g h o ut t h e h o n e y pr o c essi n g, t o e n s ur e t h e m ar k eti n g of a r eli a bl e f o o d. It i s 
als o r e c o m m e n d e d f or g o v er n m e nts a n d pr o d u c ers, t o e n s ur e a c o nti n u o u s 
c o ntr ol a n d t o s et u p s p e cifi c ati o n c o n diti o n s d uri n g st or a g e ( m o d er at e 
t e m p er at ur es, i n cr e a s e d h u mi dit y, gr a n ul ati o n of t h e h o n e y a n d el e v at e d y e a st 
c o u nt s).  
Fi n all y, st a n d ar di z ati o n, b y n ati o n al a n d/ or “ P GI ” s p e cifi c ati o n s, of mi cr o bi al 
c o nt a mi n ati o n li mit s i s v er y i m p ort a nt t o f urt h er i m pr o v e t h e q u alit y of h o n e y, 
a n d e n s ur e it s u st ai n a bilit y o v er t h e y e ars.  
 
A c k n o wl e d g m e nts:  T h e a ut h ors e xt e n d t h eir a p pr e ci ati o n t o t h e pr esi d e nt of t h e 
U ni o n of b e e k e e pi n g c o o p er ati v e i n t h e T a dl a -A zil al r e gi o n “ U C A T A Z ” a n d all 
pr o d u c ers of “ P GI ” E u p h or bi a r esi nif er a h o n e y w h o h a v e h el p e d u s t o c o n d u ct 
t hi s r es e ar c h. W e als o t h a n k M. H at y m R a m h y, fr o m g e ol o gi c al d e p art m e nt of 
F S T of S ett at, f or hi s h el p i n d esi g ni n g t h e m a p of t h e st u d y.  
 
C o nfli ct of i nt e r e st : T h e a ut h ors d e cl ar e t h at t h er e n o c o nfli ct s of i nt er est s.  
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I N T R O D U C T I O N 
 
T h e fr e e r a di c als c a u s e t h e h ar mf ul eff e ct t o li vi n g s yst e m eit h er b y t h e o n s et of 
d e g e n er ati v e di s e a s es or b y c a u si n g t h e a g ei n g p h e n o m e n a v er y f a st ( C r o ss et al. , 
1 9 8 7; B e c k m a n a n d A m e s 1 9 9 8).  G e n er all y, t h es e p h e n o m e n a ar e k n o w n a s 
o xi d ati v e str ess ( Mi chi el s et al ., 1 9 9 4). T h er e ar e s o m a n y c o m p o u n d s w hi c h 
pr es e nt i n t h e li vi n g c ell, si g nifi c a ntl y c e a s e t hi s o xi d ati v e str ess a n d t h es e all ar e 
c oll e cti v el y k n o w n a s a nti o xi d a nt. Alt h o u g h, t h e c ells h a v e it s o w n m e c h a nis m t o 
pr ot e ct it s elf fr o m t h e str ess, b ut i n s o m e c a s es t h e i n di g e n o u s or e x o g e n o u s 
s o ur c es s a d dl e of t h e fr e e r a di c als l e a d t o t h e i m b al a n c e t h e r e d o x p ot e nti al of t h e 
li vi n g c ell. I n or d er t o o v er c o m e t hi s, t h e c ells n e e d t h e ot h er alt er n ati v e 
a nti o xi d a nt fr o m o ut si d e a s a s u p pl e m e nt. T h er ef or e, n at ur all y o c c urri n g 
a nti o xi d a nt m ol e c ul es h a v e dr a w n a gr e at att e nti o n i n t h e fi el d of m e di ci n e a n d 
f o o d. R e c e ntl y, t h e p ol ys a c c h ari d e pr o d u c e d fr o m t h e mi cr o or g a ni s m h a s b e e n 
e x pl or e d a s t h e n o v el a nti o xi d a nt ( Mi c hi el s et al.,  1 9 9 4; Ti w a ri 2 0 0 1).  
G e n er all y, E P S s y nt h esi z e d b y mi cr o or g a ni s ms ar e n o n -t o xi c, n o n-i m m u n o g e ni c, 
n o n -c ar ci n o g e ni c a n d bi o c o m p ati bl e i n n at ur e. Diff er e nt t y p es of a p pli c ati o n 
r el at e d t o t h e e x o p ol y m ers ar e li k e f o o d p a c k a gi n g, c a p s ul e c o ati n g, g e n e 
d eli v er y, dr u g d eli v er y, m ol e c u l ar c h a p er o n s y nt h esi s h a v e b e e n c arri e d o ut b y 
v ari o u s a ut h ors ( D u a n et al.,  2 0 0 7; G h e o r g h e et al.,  2 0 0 8; Y o s hi hi r o et al. , 
2 0 1 0).  
T h e E P S i s bi os y nt h esi s e d i n t h e c yt o pl a s m a n d t h e n s e cr et e d i nt o t h e 
e xtr a c ell ul ar e n vir o n m e nt f a cilit ati n g it s r e c o v er y ( Li et al.,  2 0 0 6) . T h e 
bi os y nt h eti c p at h w a ys a n d it s r e al m e c h a ni s m of s y nt h esi s of v ari o u s E P Ss ar e 
n ot cl e arl y u n d erst o o d. F e w y e ars b a c k, s o m e a ut h ors ( D u a n et al.,  2 0 0 7)  h a v e 
pr o p os e d a bi os y nt h esi s p at h w a y m o d el f or t h e E P S s y nt h esi s. T h e 
e x o p ol ys a c c h ari d e bi o -s y nt h esi z e d b y mi cr o or g a ni s ms, i n cl u di n g b a ct eri a, 
m o ul d s a n d y e a st, r e pr es e nt a n u n e x pl oit e d m ar k et ( S ut h e rl a n d, 2 0 0 1). B ut at 
t h e s a m e ti m e, t h e li miti n g f a ct or of E P S pr o d u cti o n b y mi cr o or g a ni s ms i s li n k e d 
t o it s pr o d u cti o n c ost. T h e m ai n c osts c o n si st of t h e pri c e of t h e c ar b o n a n d 
nitr o g e n s o ur c es i n c ert ai n c a s es ( D o n ot et al.,  2 0 1 2).  
I n t h e pr es e nt st u d y, t h e a nti o xi d a nt a cti vit y of t h e cr u d e e x o p ol ys a c c h ari d e 
( E P S) fr o m a n e wl y i s ol at e d str ai n of Mi c r o c o c c u s l ut e u s S NI S T - C M 0 2  
(s cr e e n e d fro m t h e n at ur al h a bit at) w a s st u di e d. C ar b o h y dr at e b as e d a nti o xi d a nts 
ar e h a vi n g b ett er a p pli c a bilit y o v er ot h er a nti o xi d a nt s a s t h e y ar e n e utr al, w at er 
s ol u bl e a n d n o n -t o xi c t o t h e li vi n g c ells.  
 
 
M A T E RI A L S A N D M E T H O D S  

 
Mi c r o bi al st r ai n, c ult u r e c o n diti o n s a n d e ps p r o d u cti o n  
 
T h e pr o d u cti o n a n d c h ar a ct eri z ati o n of E P S w a s p erf or m e d i n o ur pr e vi o u s st u d y 
( Mi s h r a et al. , 2 0 1 6) fr o m t h e i s ol at e of Mi c r o c o c c u s l ut e u s S NI S T - C M 0 2 . I n 
t hi s pr o c ess, E P S w a s pr o d u c e d i n t h e 2 5 0 m L Erl e n m e y er fl a s k. T h e c o m p ositi o n 
of t h e m e di u m f or t h e pr o d u cti o n of E P S w a s a s f oll o ws: S u cr os e 6 0. 0 g,  
K 2 H P O 4  7. 5 g, N a Cl 1. 5 g, M g S O 4 . 7 H2 O 0. 4 g, Y e a st  E xtr a ct 0. 4 g a n d distill e d 
w at er 1, 0 0 0 m L. T h e p H of t h e  m e di u m w a s a dj u st e d t o 6. 5 b y a d di n g 0. 1 M 
N a O H. Aft er pr e p ar ati o n a n d st erili z ati o n of t h e m e di u m, 1 m L of t h e pr e p ar e d 
i n o c ul u m w a s i n o c ul at e d t o 1 0 0 m L of t h e pr o d u cti o n m e di u m a n d w a s i n c u b at e d 
f or 6 d a ys u n d er a git ati o n ( 1 5 0 r p m) at 2 5°C. T h e mi cr o or g a ni s m w a s m ai nt ai n e d 
o n N utri e nt a g ar at 4 ° C a n d s u b -c ult ur e d e v er y 2 w e e k s. T h e i s ol at e d str ai n w a s 
i n o c ul at e d t o t h e pr o d u cti o n m e di u m ( S u cr os e 6 0. 0 g, K 2 H P O 4 7. 5 g, N a Cl 1. 5 
g, M g S O 4. 7 H 2 O 0. 4 g, Y e a st E xtr a ct 0. 4 g a n d di still e d w at er 1 0 0 0 m L) a n d w a s 
i n c u b at e d f or 7 d a ys u n d er a git ati o n ( 1 5 0 r p m) at 2 8 ° C. T h e r e c o v er y pro c ess f or 
t h e E P S pr o d u cti o n w a s c arri e d o ut first b y r e m o vi n g t h e c ells b y c e ntrif u g ati o n 
at 7, 0 0 0 r p m, f or 1 0 mi n f oll o w e d b y it s pr e ci pit ati o n wit h a d di n g t wi c e t h e 
v ol u m e of c ol d i s o pr o p yl al c o h ol ( Si n g h et al.,  2 0 0 9).  
P r e p a r ati o n of e x o p ol y s a c c h a ri d e ( E P S)  
Cr u d e E P S w a s p urifi e d b y di ss ol vi n g t h e pr e ci pit at es wit h t h e w at er.  F urt h er, 
t h e s ol uti o n of t h e E P S w a s r e pr e ci pit at e d wit h i c e-c hill e d i s o pr o p yl al c o h ol. T hi s 
m et h o d ol o g y w a s f oll o w e d u p t o att ai n m e nt of t h e 3r d fr a cti o n. E a c h fr a cti o n of 
E P S o bt ai n e d aft er t h e pr e ci pit ati o n w a s m a d e t o w a s h wit h t h e a c et o n e b ef or e 
r e pr e ci pit ati o n. T h e p ur e E P S o bt ai n e d i n 3r d fr a cti o n w a s f urt h er s u bj e ct e d t o 
di al ysi s i n or d er t o a n al y z e t h e i n-vit r o  a nti o xi d a nt a cti viti es.  
 
I N VI T R O  A N A L Y SI S O F A N T I -O XI D A N T A C T I VI T Y O F E P S  
 
S c a v e n gi n g of 1, 1 -di p h e n yl -2 -pi c r yl h y d r a z yl ( D P P H) r a di c al s  
 
T h e a nti o xi d a nt a n al ysi s w a s c arri e d o ut b y u si n g 1 m L of E P S s ol uti o ns w a s 
m a d e at diff er e nt c o n c e ntr ati o ns ( 0, 2. 0, 4. 0, 6. 0, 8. 0, 1 0. 0, 1 2. 0, 1 4. 0 a n d 1 6. 0 
m g/ m L) a n d w a s a d d e d t o 4. 0 m L of 0. 0 0 4 % s ol uti o n of D P P H i n et h a n ol. Aft er 
3 0 mi n, 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. S c a v e n gi n g a bilit y ( %) of 
D P P H r a di c als = { 1 - ( A s a m pl e / A c o ntr ol) } × 1 0 0, w h er e A c o ntr ol  i s t h e a b s or b a n c e of 
c o ntr ol, a n d A s a m pl e i s t h e a b s or b a n c e i n t h e pr es e n c e of t h e t est e d s a m pl es. T h e 
a s c or bi c a ci d ( Vit a mi n C) a n d b ut yl at e d h y dr o x yt ol u e n e w er e t a k e n a s p ositi v e 
c o ntr ols f or t hi s st u d y ( S hi m a d a et al. , 1 9 9 2; G u o et al.,  2 0 1 0).  

T h e p ol ys a c c h ari d es bi os y nt h esi z e d b y t h e mi cr o or g a ni s ms h a d e m er g e d a s a n i m p ort a nt cl a ss of bi o a cti v e c o m p o u n d fr o m t h e l a s t t w o 

d e c a d es. I n t h e pr es e nt st u d y, a n att e m pt w a s t a k e n t o e v al u at e t h e i n vit r o a nti o xi d a nt a cti vit y of E P S pr o d u c e d b y Mi c r o c o c c u s l ut e u s 

S NI S T -C M 0 2.  T h e  s c a v e n gi n g  a ss a ys  i n v ol vi n g 1, 1 -di p h e n yl -2 -pi cr yl h y dr a z yl  ( D P P H), s u p er o xi d e  r a di c als, h y dr o x yl r a di c als, 

c h el ati n g a bilit y a n d i n hi biti o n eff e ct of li pi d p er o xi d ati o n, f or t h e bi os y nt h esi z e d E P S w er e st u di e d i n or d er t o e v al u at e t h e i n vit r o 

a nti o xi d a nt a cti vit y.  T h e E C 5 0 v al u e of E P S f or D P P H, s u p er o xi d e r a di c als a n d h y dr o x yl r a d i c als w a s f o u n d t o b e 8. 1 1 m g/ m L, 8. 0 0 

m g/ m L a n d 1 0. 2 5 m g/ m L r es p e cti v el y. T h e E P S h a d a l o w er i n hi biti o n eff e ct of li pi d p er o xi d ati o n t h a n t h at of a s c or bi c a ci d a n d 

b ut yl at e d h y dr o x yt ol u e n e. At a c o n c e ntr ati o n of 1 2. 0 m g/ m L, t h e i n hi biti o n w a s o nl y 7 0. 0 0 % . T h es e r es ult s s u g g est t h at t h e E P S 

s y nt h esi z e d b y Mi c r o c o c c u s l ut e u s S NI S T - C M 0 2  c a n b e u s e d a s a g o o d p ot e nti al a nti o xi d a nt a n d c a n b e a d d e d t o diff er e nt t y p es of 

f o o d a s a n o v el 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 7. 1 1. 2 0 1 6  

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

A c c e pt e d 2 7. 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 9 9 -1 2 0 2  
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S c a v e n gi n g of s u p e r o xi d e r a di c al s  
A nti o xi d a nt a n al ysi s w a s f urt h er a n al ys e d b y a d di n g, 4 m L of Tri s – H Cl b uff er 
( p H 8. 2) a n d 1 m L of E P S s a m pl e s ol uti o n wit h diff er e nt r a n g es of 
c o n c e ntr ati o n s ( 0, 2. 0, 4. 0, 6. 0, 8. 0, 1 0. 0, 1 2. 0, 1 4. 0 a n d 1 6. 0 m g/ m L) w er e 
i n c u b at e d at 3 0 ° C f or 1 5 mi n, f oll o we d b y t h e a d diti o n of 2 0 0 µ L of p yr o g all ol t o 
t h e mi xt ur e, a n d t h e r e a cti o n w a s all o w e d t o pr o c e e d f or 4 mi n. T h e r e a cti o n w a s 
m a d e t o st o p b y a d di n g 0. 5 m L of H Cl. T h e a b s or b a n c e of t h e mi xt ur e w a s 
m e a s ur e d at 3 2 0 n m. S c a v e n gi n g a bilit y ( %) of s u p er o xi d e r a di c als = { 1- ( A s a m pl e 

/ A c o ntr ol) } × 1 0 0, w h er e A c o ntr ol  i s t h e a b s or b a n c e of c o ntr ol, a n d A s a m pl e i s t h e 
a b s or b a n c e i n t h e pr es e n c e of t h e t est e d s a m pl es. T h e a s c or bi c a ci d ( Vit a mi n C) 
a n d b ut yl at e d h y dr o x yt ol u e n e w er e t a k e n a s p ositi v e c o ntr ols f or t hi s st u d y 
( M a r kl u n d a n d M a r kl u n d, 1 9 7 4). 
 
H y d r o x yl r a di c al s c a v e n gi n g a cti vit y  
 
T h e r e a cti o n mi xt ur e c o nt ai ni n g E P S ( 0, 2. 0, 4. 0, 6. 0, 8. 0, 1 0. 0, 1 2. 0, 1 4. 0 a n d 
1 6. 0 m g/ m L) w a s i n c u b at e d wit h d e o x yri b os e ( 3. 7 5 m M), H 2 O 2  ( 1 m M), F e Cl3  
( 1 0 0 m M), E D T A ( 1 0 0 mM) a n d a s c or bi c a ci d ( 1 0 0 m M) i n p ot a ssi u m p h os p h at e 
b uff er ( 2 0 m M, p H 7. 4) f or 6 0 mi n at 3 7 ° C ( H alli w ell et al ., 1 9 8 7). T h e r e a cti o n 
w a s t er mi n at e d b y a d di n g 1 m L of t hi o -b ar bit uri c a ci d ( 1 %, w/ v) a n d 1 m L of 
tri c hl or o a c eti c a ci d ( 2 %, w/ v) f oll o wi n g t h e i n c u b ati o n i n a b oili n g w at er b at h f or 
1 5 mi n. T h e a b s or b a n c e of t h e mi xt ur e w a s m e a s ur e d at 5 3 5 n m a g ai n st r e a g e nt 
bl a n k. T h e S c a v e n gi n g a bilit y ( %) of h y dr o x yl r a di c als = { 1 - ( A s a m pl e / A c o ntr ol ) } 
× 1 0 0, w h er e A c o ntr ol  i s t h e a b s or b a n c e of c o ntr ol, a n d A s a m pl e i s t h e a b s or b a n c e i n 
t h e pr es e n c e of t h e t est e d s a m pl es. T h e a s c or bi c a ci d ( Vit a mi n C) a n d b ut yl at e d 
h y dr o x yt ol u e n e w er e t a k e n a s p ositi v e c o ntr ols f or t his st u d y.  
 
C h el ati n g a bilit y of e ps o n f e r r o us i o n  
 
T h e c h el ati n g a bilit y of E P S wit h t h e f err o u s i o n ( F e2 + ) w a s st u di e d a c c or di n g t o 
t h e pr ot o c ol gi v e n b y D e c k e r a n d W el c h ( 1 9 9 0) . T h e F e2 +  c h el ati n g a bilit y of 
E P S fr o m   Mi c r o c o c c u s l ut e u s S NI S T - C M 0 2  w a s st u di e d b y m e a s uri n g t h e 
F err o Zi n e ir o n c o m pl e x at 5 6 2 n m. H er e t h e E D T A w a s u s e d a s a p o siti v e 
c o ntr ol.  
 
I n hi biti o n eff e ct of li pi d p e r o xi d ati o n  
 
T h e a nti o xi d a nt a n al ysi s w a s fi n all y c o nfir m e d b y t h e st a n d ar d m et h o d a s gi v e n 
b y Ki m u y a et al. ( 1 9 8 1) f or eff e ct of li pi d p er o xi d ati o n w a s f oll o w e d i n w hi c h 
0. 8 m L of e g g y ol k mi x e d wit h 0. 1 m ol/ L p h os p h at e b uff er ( p H 7. 4 5) a n d 
r es ult e d h o m o g e n at e w a s a d d e d t o 0. 5 m L of E P S s a m pl e s ol uti o n wit h diff er e nt 
c o n c e ntr ati o n s ( 0, 2. 0, 4. 0, 6. 0, 8. 0, 1 0. 0, 1 2. 0, 1 4. 0 a n d 1 6. 0 m g/ m L ). I n or d er t o 
i niti at e t h e li pi d p er o xi d ati o n pr o c ess, 0. 5 m L of 2 5 m m ol/ L of F e Cl2  w a s a d d e d 
t o t h e a b o v e mi xt ur e. Aft er i n c u b ati o n at 3 7 ° C f or 1 h o ur, 1. 0 m L of 2 0 % ( w/ v) 
tri c hl or o a c eti c a ci d a n d 1. 0 m L of 0. 8 % ( w/ v) t hi o b ar bit uri c a ci d w er e a d d e d t o 
st o p t h e r e a cti o n. T h e mi xt ur e w a s h e at e d at 1 0 0 ° C f or 2 0 mi n, a n d c e ntrif u g e d 
( 2 4 0 0 g) f or 1 0 mi n. T h e u p p er l a y er w a s c oll e ct e d, a n d t h e a b s or b a n c e w a s t a k e n 
at 5 3 2 n m. T h e i n hi biti o n ( %) eff e ct = { 1 - ( A s a m pl e / A c o ntr ol) } ×1 0 0  w a s c al c ul at e d, 
i n w hi c h A c o ntr ol  i s t h e a b s or b a n c e of c o ntr ol a n d A s a m pl e i s t h e a b s or b a n c e i n t h e 
pr es e n c e of t h e t est e d s a m pl es. T h e As c or bi c a ci d ( Vit a mi n C) a n d B ut yl at e d 
h y dr o x yt ol u e n e w er e t a k e n a s p ositi v e c o ntr ols f or t his st u d y.  
 
R E S U L T S   
 
I n vit r o a nti -o xi d a nt a cti vit y of E P S  
 

 
Fi g u r e 1  S c a v e n gi n g of D P P H r a di c als ( V al u es w er e r e pr es e nt ati v e of t hr e e 
s e p ar at e d e x p eri m e nt s)  
 
T h e i n-vit r o a nti o xi d a nt pr o p ert y of t h e E P S h a d b e e n a ss ess e d wit h D P P H 
s c a v e n gi n g, s u p er o xi d e r a di c als s c a v e n gi n g a n d li pi d p er o xi d ati o n i n hi biti o n 
a ss a ys. T h es e a n ti o xi d a nt a cti viti es w er e c o m p ar e d wit h t h os e of a s c or bi c a ci d 
a n d b ut yl at e d h y dr o x yt ol u e n e. L ess s c a v e n gi n g of D P P H a n d s u p er o xi d e r a di c als 

w a s o b s er v e d wit h E P S t h a n wit h a s c or bi c a ci d a n d b ut yl at e d h y dr o x yt ol u e n e at 
c o n c e ntr ati o n < 1 2. 0 m g/ m L, b ut at t h e s a m e ti m e t h e s c a v e n gi n g a bilit y w a s 
si mil ar t o t h os e of a s c or bi c a ci d a n d b ut yl at e d h y dr o x yt ol u e n e at c o n c e ntr ati o n ≥ 
1 2. 0 m g/ m L a s f o u n d i n fi g ur e 1 a n d fi g ur e 2.  

 
Fi g u r e 2  S c a v e n gi n g of s u p er o xi d e r a di c als ( V al u es w er e r e pr es e nt ati v e of t hr e e 
s e p ar a t e d e x p eri m e nt s) 
 
T h e s c a v e n gi n g effi c a c y of t h e h y dr o x yl r a di c als f or E P S w a s f o u n d t o b e s a m e 
wit h a s c or bi c a ci d a n d b ut yl at e d h y dr o x yt ol u e n e at c o n c e ntr ati o n ≥ 8. 0 m g/ m L. It 
w a s o b s er v e d t h at, t h e s c a v e n gi n g a bilit y of E P S s h ar pl y i n cr e a s e d w h e n t h e 
c o n c e ntr ati o n c h a n g e d  fr o m 8. 0 m g/ m L t o 1 2. 0 m g/ m L a s s h o w n i n fi g ur e 3.  

 
Fi g u r e 3  S c a v e n gi n g of h y dr o x yl r a di c als ( V al u es w er e r e pr es e nt ati v e of t hr e e 
s e p ar at e d e x p eri m e nt s)  
 
T h e c h el ati n g a cti vit y f or E P S w a s al s o esti m at e d a n d it w a s f o u n d n e arl y e q u al 
t o 7 0 % at c o n c e ntr ati o n ≥ 6. 0 m g/ m L of E P S a s s h o w n i n fi g ur e 4. T h e c h el ati n g 
a bilit y of E P S w a s l ess er t h a n t h at of E D T A.  Pr e vi o u sl y t h e c h el ati n g a cti vit y of 
s o m e  of  t h e  c ar b o h y dr at es  li k e  s ulf at e d  p ol ys a c c h ari d es,  a c et yl at e d 
p ol ys a c c h ari d es a n d p h os p h or yl at e d p o l ys a c c h ari d es fr o m R a m ul u s m ori  w a s 
f o u n d t o b e 7 4. 5 %, 6 7. 2 % a n d 5 8. 7 % at 2. 1 m g/ m L, r es p e cti v el y ( Z h a n g et al. , 
2 0 0 8).   

 
Fi g u r e 4  C h el ati n g a bilit y of E P S wit h f err o u s i o n ( V al u es w er e r e pr es e nt ati v e of 
t hr e e s e p ar at e d e x p eri m e nt s 
  
T h e E C 5 0 v al u e of E P S  f or D P P H r a di c al i s 8. 1 1 m g/ m L a n d f or s u p er o xi d e 
r a di c al it is 8. 0 m g/ m L. F or t h e h y dr o x yl r a di c als, t h e E C 5 0 v al u e w a s f o u n d t o b e 



J  Mi c r o bi ol Bi ot e c h F o o d S ci  / Vi n o s h n a  et al. 2 0 1 7  : 6  (5 ) 1 1 9 9 -1 2 0 2  

 

 

  
1 2 0 1  

 

  

1 0. 2 5 m g/ m L. T h e E P S h a d a l o w er i n hi biti o n eff e ct of li pi d p er o xi d ati o n t h a n 
t h at of a s c or bi c a ci d a n d b ut yl at e d h y dr o x ytol u e n e. At t h e c o n c e ntr ati o n of 1 2. 0 
m g/ m L, t h e i n hi biti o n w a s 7 0. 0 % a s s h o w n i n fi g ur e 5. T h es e r es ult s s u g g est t h at 
t h e E P S s y nt h esi z e d b y Mi c r o c o c c u s l ut e u s S NI S T - C M 0 2  c a n b e u s e d a s a g o o d 
p ot e nti al a nti o xi d a nt.  

 
Fi g u r e 5  Li pi d p er o xi d ati o n I n hi biti o n ( V al u es w er e r e pr es e nt ati v e of t hr e e 
s e p ar at e d e x p eri m e nt s)  
 
DI S C U S SI O N  
  
T h e r es ult s of t h e pr es e nt fi n di n gs d e pi ct t h at E P S fr o m Mi c r o c o c c u s l ut e u s 
S NI S T - C M 0 2  h a v e g o o d a nti o xi d a nt a n d a ntir a di c al a cti viti es. Fr o m t h e 
diff er e nt t y p es of e x p eri m e nt s, it w a s f o u n d t h at E P S e x hi bit e d t h e c o n c e ntr ati o n 
d e p e n d e nt 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 h e mi cr o bi al E P S 
pr o b a bl y r el at e d t o t h e m o n os a c c h ari d e c o m p o n e nt, m ol e c ul ar si z e, c o nf or m ati o n 
a n d d u e t o it s bi o a cti vit y. It h a s b e e n r e p ort e d t h at t h e bi o a cti viti es of 
p ol ys a c c h ari d es ar e cl os el y a ss o ci at e d wit h t h e t y p e of gl y c os yl u nits, t h e 
c o nfi g ur ati o n of gl y c osi di c b o n d s, a n d t h e s u b stit u e nt s of t h e p ol ys a c c h ari d es. 
A d diti o n all y, t h e s p ati al str u ct ur e a n d r el ati v e m ol e c ul ar m ass of p ol ys a c c h ari d es 
c o nj oi ntl y h a v e a n eff e ct o n t h e bi o a cti vit y ( T si a p ali et al ., 2 0 0 1). T h er ef or e, t h e 
a nti o xi d ati v e a cti vit y of t h e E P S i s n ot t h e r es ult s of a n y si n gl e f a ct or. It i s t h e 
r es ult s of s e v er al f a ct ors c o m bi n e d wit hi n t h e v ari ati o n of c ar b o h y dr at e 
c o m p ositi o n, str u ct ur al c o nfi g ur ati o n, a n d m o d e of att e n di n g gl y c osi di c b o n d s, 
m ol e c ul ar  w ei g ht  a n d  ot h er  str u ct ur al c h ar a ct eri sti c s.  M or e o v er,  t h e 
m o n os a c c h ari d es i n t h e E P S c a n b e a ct e d a s r e d u cti v e a g e nt s a n d t h es e c a n a d d 
h y dr o g e n, w hi c h w h e n c o m bi n e d wit h r a di c al f or ms a m or e st a bl e r a di c al t o 
t er mi n at e t h e fr e e r a di c al c h ai n r e a cti o n.  
 T h e m o d el of s c a v e n gi n g t h e D P P H r a di c al i s a wi d el y t o e v al u at e 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 p ol ys a c c h ari d es ( S o a r e s et al. , 1 9 9 7; N ai k et al. , 
2 0 0 3) . T h e m et h o d i s b a s e d u p o n t h e d e cr e a s e i n t h e a b s or b a n c e of m et h a n oli c 
s ol uti o n of D P P H at 5 1 7 n m i n t h e pr es e n c e of E P S w hi c h a ct s a s a pr ot o n -d o n or 
a s s h o w n i n fi g ur e 1. E P S m a y b e r e a cti n g wit h D P P H r a di c als t o c o n v ert t h e m t o 
m or e st a bl e pr o d u cts a n d t h er e b y t er mi n at e r a di c al c h ai n r e a cti o n s.  
T h e s u p er o xi d e r a di c als ar e g e n er all y f or m e d first i n t h e c ell ul ar o xi d ati o n 
r e a cti o n s a n d its eff e ct c a n b e a pr e c urs or f or t h e g e n er ati o n of ot h er t y p es of 
c ell -d a m a gi n g fr e e r a di c als ( Li u a n d N g, 2 0 0 0). T h e s u p er o xi d e r a di c al w a s 
g e n er at e d b y t h e a ut o o xi d ati o n of p yr o g all ol a n d it c a n f or m a c ol o ur e d 
c o m p o u n d r es ulti n g p ur pl e t o y ell o w c ol o ur. T h e a b s or b a n c e at 3 2 0 n m i n cr e a s e d 
w h e n t h e s u p er o xi d e r a di c al w a s s c a v e n g e d b y a n a nti o xi d a nt. T h e i n cr e m e nt i n 
t h e a b s or b a n c e r e pr es e nt t h e c o nt e nt of s u p er o xi d e a ni o n s a n d als o i n di c at e t h e 
a nti o xi d a nt a cti vit y of t h e s a m pl e ( C h e n et al. , 2 0 0 8). T h e r es ult s s u g g est e d t h at 
t h e E P S c a n b e u s e d a s eff e cti v e s c a v e n g er f or s u p er o xi d e r a di c als (fi g ur e 2), a n d 
it mi g ht b e a d v a nt a g e o u s f or pr e v e nti n g i nj ur y c a u s e d b y s u p er o xi d e r a di c als i n 
a d v ers e p at h ol o gi c al c o n diti o n s.  
 H y dr o x yl r a di c als ar e k n o w n a s hi g hl y p ot e nt o xi d a nt, w hi c h c a n r e a ct wit h m ost 
of t h e bi o m a cr o m ol e c ul es i n li vi n g c ells a n d i n d u c e s e v er e c at a b oli c a cti viti es t o 
t h e a dj a c e nt bi o m ol e c ul es. T h er ef or e, it i s i m p ort a nt f or r e m o vi n g h y dr o x yl 
r a di c al f or a nti o xi d a nt d ef e n c e i n c ell or f o o d s yst e ms. T h e pr es e nt r es ult s pr o v e d 
t h at t h e E P S i s ol at e d fr o m Mi c r o c o c c u s l ut e u s S NI S T - C M 0 2  w a s a g o o d 
s c a v e n g er f or h y dr o x yl r a di c als a s s h o w n i n fi g ur e 3.  
C h el ati n g a g e nt s m a y s er v e a s s e c o n d ar y a nti o xi d a nt s b e c a u s e t h e y r e d u c e t h e 
r e d o x p ot e nti al t h er e b y st a bili zi n g t h e o xi di z e d f or m of t h e m et al i o n s. It w a s 
c o n cl u d e d t h at t h e mi cr o bi al E P S c o ul d b e u s e d a s a n o v el c h el ati n g a g e nt fr o m 
t hi s st u di es. T h e c h el ati n g a bilit y w a s c o m p ar a bl e wit h t h e E D T A a s s h o w n i n 
fi g ur e 4. 
T h e li pi d p er o xi d ati o n i s a pr o c ess, i n w hi c h t h e fr e e r a di c als st e al t h e el e ctr o n 
fr o m t h e li pi d s of t h e c ell m e m br a n e. T hi s r es ult s i n c ell d a m a g e. T hi s is 
g e n er all y o c c urr e d i n v ari o u s p at h ol o gi c al e v e nt s li k e i nfl a m m ati o n a n d c ell ul ar 
a gi n g ( Wi s e m a n a n d H alli w ell, 1 9 9 6). I n t hi s st u d y, a y ol k of e g g s u s p e n si o n 
w a s u s e d t o e v al u at e t h e i n hi bit or y a cti viti es of li pi d p er o xi d ati o n wit h E P S. T h e 
e g g y ol k li pi d s u n d er g o r a pi d p er o xi d ati o n w h e n i n c u b at e d wit h F e Cl 2 . T h e 

i n hi biti n g eff e ct s of t h e E P S o n t h e li pi d p er o xi d ati o n w a s f o u n d t o b e a 
c o n c e ntr ati o n d e p e n d e nt pr o c ess a s s h o w n i n fi g ur e 5.           
 
C O N C L U SI O N  
 
I n t hi s p a p er, w e h a v e st u di e d t h e a nti o xi d a nt a s p e ct li k e s c a v e n gi n g of D P P H 
r a di c als, s c a v e n gi n g of s u p er o xi d e r a di c al, s c a v e n gi n g of h y dr o x yl r a di c al, 
c h el ati n g of m et al i o n a n d li pi d p er o xi d ati o n i n hi biti o n st u di es of t h e E P S 
s y nt h esi z e d b y Mi c r o c o c c u s l ut e u s S NI S T - C M 0 2 . T h e pr es e nt i n v esti g ati o n 
s u g g est e d t h at t h e E P S is ol at e d fr o m Mi c r o c o c c u s l ut e u s S NI S T -C M 0 2 c o ul d  b e 
h el pf ul a n d b e n efi ci al t o all e vi at e t h e o xi d ati v e d a m a g es i n c ell i n d u c e d b y 
o x y g e n r a di c als a n d d e c el er at e t h e pr o gr ess of m a n y c hr o ni c di s e a s es i n h u m a n 
b o d y.  H o w e v er, t h e i n vi v o a nti o xi d a nt a cti vit y a n d t h e a nti o xi d a nt m e c h a ni s m 
of E P S n e e d t o b e a n al y z e d i n f ut ur e.  
 
A c k n o wl e d g e m e nt : T h e a ut h ors w a nt t o a c k n o wl e d g e t h e fi n a n ci al s u p p ort a n d 
l a b or at or y f a ciliti es fr o m Sr e e ni d hi I n stit ut e of S ci e n c e a n d T e c h n ol o g y, 
H y d er a b a d t o c arr y o ut t his r es e ar c h w or k.  
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A N TI M I C R O B I A L A C T I V I T Y of S PI R U L I N A P L A T E N SI S  A G A I N S T A Q U A TI C B A C T E R I A L I S O L A T E S  
 

W a gi h A b d El -F att a h Els h o u n y 1 , M o st af a M o h a m m e d El-S h e e k h 1 , S h a w k y Z a ki S a b a e2 , M a h a A b d elf att a h K h alil 1, 3 , H a n a a 
M o h a m e d B a d r * 1, 2  
 
A d d r ess ( e s):  
1 D e p art m e nt of B ot a n y, F a c ult y of S ci e n c e, T a nt a U ni v ersit y, 3 1 5 2 7 T a nt a, E g y pt . 
2 H y dr o bi ol o g y L a b, N ati o n al I n stit ut e of O c e a n o gr a p h y a n d Fi s h eri es, C air o, E g y pt . 
3 D e p art m e nt s of Bi ol o g y, F a c ult y of S ci e n c e, T aif U ni v ersit y, P. O. B o x 8 8 8, T aif 2 1 9 7 4, S a u di Ar a bi a . 
 
* C orr es p o n di n g a ut h or:  h a n a a b a dr 1 0 @ y a h o o. c o m  

 
A B S T R A C T  

 
K e y w o r ds:  S pi r uli n a pl at e n si s , A nti mi cr o bi al a cti vit y, H-N M R, F T -I R, G C-M S  

 
 
I N T R O D U C T I O N 
 
B a ct eri al i nf e cti o n c a u s es hi g h r at e of m ort alit y i n h u m a n p o p ul ati o n a n d 
a q u a c ult ur e or g a ni s ms ( K a n d h a s a m y a n d A r u n a c h al a m , 2 0 0 8 ). Pr e v e nti n g 
di s e a s e o ut br e a k s or tr e ati n g t h e dis e a s e wit h dr u gs or t h e s cr e e ni n g pr o gr a ms f or 
s el e cti n g t h er a p e uti c c h e mi c als t a c kl es t hi s pr o bl e m. T h e s e ar c h f or n at ur al 
c o m p o u n d s wit h  a nti mi cr o bi al a cti vit y h a s g ai n e d i m p ort a n c e i n r e c e nt y e ars d u e 
t o gr o wi n g w orl d wi d e c o n c er n a b o ut al ar mi n g i n cr e a s e i n t h e r at e of i nf e cti o n b y 
a nti bi oti c r esi st a nt mi cr o or g a ni s ms ( K a us hi k a n d C h a u h a n , 2 0 0 8 ). V ari o us 
str ai n s of c y a n o b a ct eri a a n d al g a e a r e k n o w n t o pr o d u c e i ntr a c ell ul ar a n d 
e xtr a c ell ul ar m et a b olit es wit h di v er s e bi ol o gi c al a cti viti es s u c h a s a nti al g al, 
a nti b a ct eri al, a ntif u n g al a n d a nti vir al a cti viti es ( N o a m a n et al.,  2 0 0 4; K u m a r et 
al.,  2 0 1 1;  Al -W at h n a ni et al., 2 0 1 2 ). N u m er o u s s u b st a n c es w er e i d e ntifi e d a s 
a nti mi cr o bi al a g e nt s fr o m al g a e s u c h a s C hl or elli n d eri v ati v es, a cr yli c a ci d, 
h al o g e n at e d ali p h ati c c o m p o u n d s, t er p e n es, s ul p h ur c o nt ai ni n g h et er o c yli c 
c o m p o u n d s, p h e n oli c i n hi bit ors et c. ( L a v a n y a a n d V e e r a p p a n , 2 0 1 1 ). It i s 
g e n er all y c o n si d er e d t h at c o m p o u n d s pr o d u c e d n at ur all y, r at h er t h a n 
s y nt h eti c all y, will b e bi o d e gr a d e d m or e e a sil y a n d will t h er ef or e b e 
e n vir o n m e nt all y a c c e pt a bl e ( O z d e mi r et al.,  2 0 0 4; C oll a et al., 2 0 0 7 ).  
Att e nti o n i s n o w b ei n g f o c u s e d o n t h e n at ur al c o m p o n e nt s pr o d u c e d b y a q u ati c 
or g a ni s ms. C y a n o b a ct eri a ar e p ot e nti al s o ur c es of hi g h v al u e c h e mi c als a n d 
p h ar m a c e uti c als ( T a n , 2 0 0 7 ). T h e c y a n o b a ct eri a u m, S pi r uli n a pl at e n sis  h a s 
e m er g e d a s o n e of t h e m ost pr o misi n g a g e nt s t o s y nt h esi z e p ot e nti all y n e w 
t h er a p e uti c co m p o u n d s. It i s k n o w n t o pr o d u c e i ntr a c ell ul ar a n d e xtr a c ell ul ar 
m et a b olit es wit h di v ers e bi ol o gi c al a cti viti es s u c h a s a ntif u n g al ( M a c Mill a n et 
al.,  2 0 0 2 ), a nti vir al (H a y a s hi a n d H a y a s hi , 1 9 9 6 ) a n d a nti b a ct eri al a cti viti es 
(K a us hi k a n d C h a u h a n 2 0 0 8; K u m a r  et al.,  2 0 1 1 ).  
T h e ai m of t h e st u d y i s t o: ( 1) m e a s ur e i n vit r o t h e a nti b a ct eri al a cti vit y of 
diff er e nt e xtr a ct s of s o m e c y a n o b a ct eri al a n d al g al e xtr a ct s a g ai n st diff er e nt 
a q u ati c mi cr o bi al i s ol at es c oll e ct e d fr o m s urf a c e w at er of Al -B a hr El -P h er o n y, 
M e n o ufi a, E g y pt a n d ( 2) c h ar a ct eri z e t h e str u ct ur e of a cti v e c o m p o u n d u si n g 
diff er e nt m et h o d s i n cl u di n g; H -N M R, F T -I R, U V a n d G C-M S a n al ysi s.  
 
 

M A T E RI A L S A N D M E T H O D S  
 
B a ct e ri al i s ol ati o n  
 
T h e mi cr o or g a ni s ms u s e d i n t h e a nti b a ct eri al a ss a y w er e i s ol at e d fr o m  s urf a c e 
w at er of Al -B a hr El -P h er o n y, M e n o ufi a, E g y pt. T h e o bt ai n e d i s ol at es w er e 
i d e ntifi e d a s pr e vi o u sl y e x pl ai n e d b y S a b a e et al . ( 2 0 1 4). O n e Gr a m-p ositi v e 
b a ct eri u m n a m el y St a p h yl o c o c c u s a u r e u s , f o ur Gr a m-n e g ati v e b a ct eri a n a m el y 
Es c h e ri c hi a c oli, Ps e u d o m o n a s a e r u gi n o s a, S al m o n ell a s p,  S hi g ell a s p. w er e 
t est e d f or t h e a nti b a ct eri al a cti vit y. 
 
I n o c ul u m p r e p a r ati o n  
 
T h e b a ct eri al i s ol at es w er e i n o c ul at e d o n M üll er Hi nt o n br ot h a n d i n c u b at e d f or 
2 4 h at 3 0 ° C t h e n s u s p e n d e d i n s ali n e s ol uti o n 0. 8 5 % N a Cl, a d j u st e d t o yi el d 
a p pr o xi m at el y 1. 0 x 1 0 7 -1. 0 x 1 0 8 C F U/ ml b y u si n g s p e ctr o p h ot o m et er ( 2 5 % 
tr a n s mitt a n c e at 5 3 0 n m). 
 
C ulti v ati o n of t e st e d s p e ci e s  
 
S pi r uli n a pl at e n si s  a n d C hl o r ell a v ul g a ri s  w er e o bt ai n e d fr o m t h e c ult ur e 
c oll e cti o n of t h e B ot a n y D e p art m e nt , F a c ult y of S ci e n c e, T a nt a U ni v ersit y, 
T a nt a, E g y pt. Z arr o u k`s m e di u m ( Z a r r o u k , 1 9 6 6 ) w a s u s e d f or c ulti v ati o n of S. 
pl at e n si s  w hil e, K u hl`s m e di u m w a s u s e d f or c ulti v ati o n of C hl o r ell a v ul g a ris  
(K u hl , 1 9 6 2 ). C ult ur e t e m p er at ur e w a s m ai nt ai n e d at 3 0 ± 1 ° C.  T h e y w er e gr o w n 
u ntil t h e l at e e x p o n e nti al p h a s e of t h e gr o wt h at w hi c h t h e c ult ur es w er e 
h ar v est e d. T h e c oll e ct e d bi o m ass w a s dri e d i n a h ot air o v e n at 6 0 ° C f or 1 h.  
 
C oll e cti o n of m a c r o al g a e  
 
S a r a g a ss u m wi g htii a n d S a r a g a ss u m l atif oli u m s a m pl es w er e c oll e ct e d fr o m t h e 
r o c k y ar e a s s urf a c e i n R e d s e a b e a c h, S e u z, E g y pt d uri n g s pri n g 2 0 1 3. Aft er 
c oll e cti o n, s a m pl es w er e w a s h e d wit h s e a w at er t o r e m o v e e pi p h yt es a n d ot h er 
m ari n e or g a ni s ms. T h e s e a w e e d s w er e tr a n s p ort e d t o t h e l a b or at or y i n st eril e 

A q u ati c or g a ni s ms ar e a ri c h s o ur c e of n o v el a n d bi o a cti v e c o m p o u n d s. C y a n o b a ct eri a a n d mi cr o al g a e b ei n g a ri c h s o ur c e of bi o a cti v e 

c o m p o u n d s h a v e r e c e ntl y f o u n d i m m e n s e a p pli c ati o n i n h u m a n a n d a ni m al m e di ci n e . T h e pr es e nt st u d y w a s att e m pt e d t o fi n d o ut t h e 

eff e ct of t h e v ari o u s e xtr a ct s of S pi r uli n a pl at e n si s , C hl o r ell a v ul g a ri s , S ar a g a ss u m wi g htii  a n d  S a r a g a ss u m l atif oli u m  u si n g diff er e nt 

s ol v e nt s ( m et h a n ol, et h a n ol, et h yl a c et at e a n d c hl or of or m) a s  a nti mi cr o bi al a g e nt s  a g ai n st fi v e b a ct eri al p at h o g e ns;  S. a u r e u s , E. c oli , P. 

a e r u gi n o s a , S al m o n ell a s p, S hi g ell a  s p. R es ult s i n di c at e t h at a m o n g t h e v ari o u s e xtr a ct s u s e d, m et h a n ol e xtr a ct s of t est e d c y a n o b a ct eri al 

a n d al g al s p e ci es a p p e ar e d t o b e t h e m ost eff e cti v e o n es s h o wi n g m a xi m u m a nti b a ct eri al a cti vit y a g ai n st t h e  s el e ct e d b a c t eri al 

p at h o g e n s. S pi r uli n a pl at e n si s  a p p e ar e d t o b e t h e m ost eff e cti v e a g ai n st all t h e p at h o g e n s st u di e d. T h e a nti b a ct eri al s u b st a n c e w a s 

p urifi e d u si n g c ol u m n c hr o m at o gr a p h y. T h e n at ur e of t h e p urifi e d a cti v e fr a cti o n s w a s d et e ct e d u si n g diff er e nt c h e mi c al a n al ys es ( U V, 

F T -I R, 1 H N M R a n d G C -M S) w hi c h i n di c at e d t h at it i s a n ali p h ati c c o m p o u n d a n d h a s diff er e nt a cti v e gr o u p s ( -O H, -C = O, -C H 2 a n d –

C H 3 ). T h e r es ult s of t hi s i n v esti g ati o n pr o v e d t h at t h e t est e d c y a n o b a ct eri u m c o ul d b e a g o o d s o ur c e f or t h e pr o d u cti o n of pr o mi si n g 

a nti mi cr o bi al a g e nts.  

A R TI C L E I N F O  

R e c ei v e d 1. 4. 2 0 1 5  

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

A c c e pt e d 2 7. 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 0 3 -1 2 0 8  

http://www.fbp.uniag.sk/
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pl a sti c b a gs. I n t h e l a b or at or y, s a m pl es w er e ri n s e d wit h t a p w at er, i d e ntifi e d 
f oll o wi n g A b b ott a n d H oll e n b e r g ( 1 9 7 6); Al e e m ( 1 9 9 3) a n d T a yl o r ( 1 9 8 5)  a n d 
dri e d o n s h a d o w at r o o m t e m p er at ur e ( 2 5 t o 3 0 ° C)  Dri e d s a m pl e  w er e c ut i nt o 
s m all pi e c es  a n d p o w d er e d i n a mi x er gri n d er t o g et fi n e p o w d er. O bt ai n e d 
p o w d er e d s a m pl es w er e st or e d i n ti g ht pl a sti c b a gs.  
 
P r e p a r ati o n of v a ri o us e xt r a cts  
 
A nti b a ct eri al  e xtr a ct s w er e pr e p ar e d a c c or di n g t o t h e m et h o d a d o pt e d b y 
K a us hi k a n d C h a n h a n ( 2 0 0 8)  b y mi xi n g 1 0 g of dri e d c y a n o b a ct eri al a n d 
mi cr o al g a e bi o m ass t o 1 5 0 ml of s ol v e nt s ( m et h a n ol, et h a n ol, c hl or of or m a n d 
et h yl a c et at e) f or 5 h at r o o m t e m p er at ur e a n d s o ni c at e d f or 1 5 mi n, f or s e a w e e d s 
t h e air dri e d s a m pl es w er e mi x e d wit h t h e r es p e cti v e s ol v e nt ( 1: 1 5 w/ v) f or 7 2 h 
at r o o m t e m p er at ur e wit h o c c a si o n al s h a ki n g  (Os m a n et al.,  2 0 1 3 )  a n d t h e n 
filt er e d t hr o u g h W h att m a n filt er p a p er N o. 1. T h e o bt ai n e d e xtr a ct w a s fr e e d fr o m 
s ol v e nt b y e v a p or ati o n u n d er r e d u c e d pr ess ur e a n d t h e n r es u s p e n d e d i n t h e 
a p pr o pri at e s ol v e nt t o m a k e t h e s ol uti o n of k n o w n c o n c e ntr ati o n of 5 0 m g/ ml. 
T h e e xtr a ct w a s st or e d at 4 o C i n airti g ht gl a ss b ottl e f or t h e a nti b a ct eri al a ss a y.  
 
A nti bi oti c s us c e pti bilit y t e sti n g  
 
T h e s u s c e pti bilit y of t h e r e c o v er e d b a ct eri al i s ol at es t o 2 4 diff er e nt a nti bi oti c s 
r e pres e nti n g 1 4 diff er e nt cl a ss es w a s p erf or m e d b y m o difi e d Kir b y -B a u er si n gl e -
di s k diff u si o n t e c h ni q u e o n M üll er Hi nt o n a g ar ( R o b e rt et al.,  2 0 0 3 ). A m pi cilli n, 
o xi cilli n, c ar b e ni cilli n, a zt er o n a m, a m pi cilli n -s ul b a ct a m, pi pr a cilli o n -t a z o b a ct a m, 
c e p h al ot hi n,  c e f ati zi di m e,  c ef oti xi n,  i m p e ni m,  t o br a m y ci n,  g e nt a mi ci n, 
ci pr ofl o x a ci n,  c hl or a m p h e ni c ol,  t etr a c y cli n e,  er yt hr o m y ci n,  rif a m pi n, 
er yt hr o m y ci n,  str e pt o m y ci n,  n orfl o x a ci n,  ofl o x a ci n, 
tri m et h o pri m/ s ulf a m et h o x a z ol e, nitr of ur a nt oi n a n d cli n d a m y ci n w er e u s e d f or 
d e t er mi n ati o n of a nti bi oti c r esi st a n c e pr ofil es of t h e i s ol at es. T h e r es ult s of t h e 
s u s c e pti bilit y t est s w er e i nt er pr et e d a c c or di n g t o t h e crit eri a est a bli s h e d b y t h e 
Cli ni c al a n d L a b or a t or y St a n d ar d s I n stit ut e (C L SI, 2 0 1 0 ). S el e ct e d m ulti dr u g 
r esi st a nt b a cteri a w er e u s e d i n a nti b a ct eri al a ss a y.  
 
A nti b a ct e ri al a ss a y  
 
A nti b a ct eri al a cti vit y of t h e e xtr a ct s w a s d et er mi n e d b y mi cr o pl at e r e a d er a ss a y 
m et h o d a c c or di n g t o B e c h e rt et al. ( 2 0 0 0) wit h s o m e m o difi c ati o n s. Ali q u ot of 
1 0 0 µl of b a ct eri al i s ol at e ( 1 0 6  C F U/ ml) i n M üll er Hi nt o n br ot h m e di u m w a s 
tr a n sf err e d t o e a c h w ell of 9 6 w ell pl at e. V ol u m es of 5 0 µl of e xtr a ct s w er e a d d e d 
t o e a c h w ell i n tri pli c at e. T h e pl at es w er e i n c u b at e d at 3 7o C f or 2 4 h. Aft er 
i n c u b ati o n, t h e a b s or b a n c es of t h e pl at es w er e d et er mi ne d u si n g a ut o m at e d 
E LI Z A mi cr o pl at e r e a d er a dj u st e d at 6 2 0 n m. I n e v er y mi cr otit er pl at e, o n e r a w 
w a s s et f or p ositi v e c o ntr ol ( A 0) wit h o ut t est e d e xtr a ct a g ai n st D M S O a n d fr es h 
M üll er Hi nt o n br ot h m e di u m a s n e g ati v e c o ntr ols ( A 2). W hil e, t h e u s e d e xtr a cts  
mi x e d wit h fr es h m e di u m w a s u s e d a s a bl a n k gr o u p ( A 1). T h e i n hi biti o n 
p er c e nt a g e of t est e d e xtr a ct s w a s c al c ul at e d a c c or di n g t o t h e f oll o wi n g e q u ati o n 
(M ul y o n o et al., 2 0 1 2 ). 
 

I n hi biti o n p er c e nt a g e = 1 0 0  - (
A  − A  1

A  2 − A  0
× 1 0 0 )  W h er e,  

 
A  : T h e a bs or b a n c e of t h e tr e at m e nt gr o u p  

A 1  : T h e a bs or b a n c e of t h e bl a n k.  

 
A 2  : T h e a bs or b a n c e of t h e n e g ati v e c o ntr ol gr o u p.  

A 0  : T h e a bs or b a n c e of t h e p ositi v e c o ntr ol gr o u p.  

 
 
 
 
 
 

D et e r mi n ati o n of t h e c h e mi c al st r u ct u r e of a nt a g o ni sti c m at e ri al  
 
C ol u m n c h r o m at o g r a p h y  
 
T h e m et h a n ol e xtr a ct of o n e gr a m of S pi r uli n a pl at e n si s  w a s a p pli e d i n a sili c a 
g el c ol u m n ( 6 0 -1 2 0 m es h), a n d el ut e d wit h a mi xt ur e of t ol u e n e a n d et h yl a c et at e 
( 1 0: 1 t o 1: 1 0). T h e c oll e ct e d fr a cti o n s w er e fr ee d fr o m s ol v e nt s b y e v a p or a ti o n 
u ntil c o m pl et e dr y n ess i n a r ot ar y e v a p or at or. T h e dri e d s a m pl es w er e di ss ol v e d 
i n p ur e m et h a n ol t o a fi n al c o n c e ntr ati o n of 5 % a n d a ss a y e d f or t h eir a nti b a ct eri al 
a cti vit y a g ai n st P. a e r u gi n o s a  a n d S. a u r e u s  u si n g a g a r w ell diff u si o n a ss a y. 
 
Ult r a -Vi ol et s p e ct r a ( U V)  
 
T h e U V -s p e ctr a of t h e t est e d m at eri al w er e d et er mi n e d u si n g U V 2 1 0 1/ p c 
s p e ctr o p h ot o m et er. T h e w a v el e n gt h r a n g e d fr o m 2 0 0 t o 8 0 0 n m.  
 
F o u ri e r t r a nsf o r m -i nf r a r e d s p e ct r os c o p y ( F T-I R) a n al y si s 
 
T h e a cti v e fr a cti o n s w er e a n al y z e d u si n g F T -I R s p e ctr os c o p y. T h e u n utili z e d 
b al a n c e fr a cti o n s a m pl es w er e e n c a p s ul at e d i n K Br at a r ati o of 1: 1 0 0. T h e I R 
s p e ctr a w er e c oll e ct e d u si n g a S hi m a d z u s p e ctr o m et er wit hi n t h e r a n g e of 5 0 0 -
5 0 0 0 c m -1 . 
P r ot o n N u cl e a r M a g n eti c R e s o n a n c e ( 1 H N M R) s p e ct r a  
 
T h e s a m pl e w a s di ss ol v e d i n d e ut er at e d c hl or of or m. T h e diff er e nt f u n cti o n al 
gr o u p s w er e i d e ntifi e d u si n g N M R ( V ari a n M er c ur y V X -3 0 0).  
 
G a s C h r o m at o g r a p h y -M a ss S p e ct r o s c o p y ( G C -M S) a n al y si s  
 
A s a m pl e of t h e e xtr a ct e d fr a cti o n w a s s u bj e ct e d t o G C -M S ( P er ki n El m er) 
a n al ysi s. P h yt o c o n stit u e nt s of t h e s a m pl e w er e a n al y z e d u si n g P er ki n El m er 
Cl ar u s 5 8 0 s eri es g a s c hr o m at o gr a p hi c s yst e m a n d c a pill ar y c ol u m n. Rt x -5 ms 
( 5 % p h e n yl, 9 5 % di m et h yl p ol ysil o x a n e-C ol u m n l e n gt h: 3 0 m C ol u m n i d: 2 5 0 
μ m) w a s u s e d wit h h eli u m at a 1. 2 ml/ mi n a s t h e c arri er g a s a n d t h e G C o v e n 
t e m p er at ur e w a s pr o gr a m m e d at 2 7 0-2 8 0 ° C. I d e ntifi c ati o n of t h e i n di vi d u al 
c o m p o n e nt s w a s p erf or m e d b y c o m p ari s o n of m ass s p e ctr a fr a g m e nt ati o n p att er n 
wit h t h e pr ofil es fr o m t h e Wil e y G C -M S 2 7 5 li br ari es.  
 
St ati sti c al a n al y s e s  
 
T h e r es ult s ar e pr es e nt e d a s m e a n ± st a n d ar d d e vi ati o n of t h e m e a n ( n = 3). T h e 
st ati sti c al a n al ys es w er e c arri e d o ut u si n g S P S S pr o gr a m  v ersi o n 1 5. D at a 
o bt ai n e d w er e a n al y z e d st ati sti c all y t o d et er mi n e t h e d e gr e e of si g nifi c a n c e 
b et w e e n tr e at m e nt s u si n g o n e a n d t hr e e w a y a n al ysi s of v ari a n c e ( A N O V A) at P 
≤ 0. 0 1 a n d P ≤ 0. 0 5 l e v els of si g nifi c a n c e.  
 
R E S U L T S  
 
S c r e e ni n g f o r a nti b a ct e ri al a c ti vit y 
 
Diff er e nt r e c o v er e d b a ct eri al i s ol at es p oss ess e d m ulti -dr u g r esi st a nt ( M D R) 
p att er n t o diff er e nt u s e d a nti bi oti c s T a bl e ( 1). H e n c e, t h e M D R i s ol at es w er e 
s el e ct e d f or t h e a nti b a ct eri al a ss a y a g ai n st t est e d e xtr a ct s. A nti b a ct eri al a cti viti es 
of cr u d e e xtr a ct s of t h e t est e d c y a n o b a ct eri u m a n d al g a e w er e d et er mi n e d b y 
E LI S A mi cr otit er pl at e r e a d er a n d t h e r es ult s ar e s u m m ari z e d i n T a bl e ( 2). T h e 
e xtr a ct s s h o w e d v ar yi n g d e gr e es of a nti b a ct eri al a cti vit y a g ai n st all fi v e 
p at h o g e ni c b a ct eri a t est e d . O n a g e n er al n ot e, m et h a n oli c e xtr a ct s e x hi bit e d 
hi g h er d e gr e e of i n hi bit or y a cti vit y t h a n ot h er u s e d s ol v e nt s. T h e st at e d r es ult s 
i n di c at e d t h at t h e m ost pr o mi si n g or g a ni s m f or t h e pr o d u cti o n of t h e a nti b a ct eri al 
a g e nt w a s S. pl at e nsi s  a g ai n st all t est e d b a ct e ri a. T h er ef or e, it w a s s el e ct e d f or 
f urt h er i n v esti g ati o n s. 
 

T a bl e 1 P er c e nt a g e r at es of r esi st a n c e of diff er e nt b a ct eri al i s ol at es t o diff er e nt a nti mi cr o bi al a g e nt s.  
N o. ( %) of r e si st a nt i s ol at e s  

 
A nti mi c r o bi al a g e nt  

P. a e r u gi n o s a  
( n = 7) 

S. a ur e us  
( n = 7) 

S hi g ell a s p. 
( n = 7) 

S al m o n ell a s p. 
( n = 7) 

E. c oli  
( n = 7) 

- 
7 ( 1 0 0 %)  

- 
- 

6 ( 8 5. 7 %)  
4 ( 5 7. 1 4 %)  

7 ( 1 0 0 %)  
7 ( 1 0 0 %)  

6 ( 8 5. 7 %)  
7 ( 1 0 0 %)  

A m pi cilli n  
C ar bi n cilli n  

- 
- 

7 ( 1 0 0 %)  
5 ( 7 1. 4 %)  

- 
- 

- 
- 

- 
- 

O x a cilli n  
A m o x a cilli n  

7 ( 1 0 0 %)  - - - - A zt er o n a m  
- 

0 ( 0 % ) 
 

0 ( 0 %)  
- 

1 ( 1 4. 3 %)  
- 

3 ( 4 2. 8 6 %)  
- 

0 ( 0 %)  
- 

 

A m pi cilli n/ S ul b a ct a m  
Pi pr a cilli n/ T a z o b a ct a m  

- 
6 ( 8 5. 7 %)  
6 ( 8 5. 7 %)  

6 ( 8 5. 7 %)  
- 
- 

5( 7 1. 4 %)  
7 ( 1 0 0 %)  
6 ( 8 5. 7 %)  

4 ( 5 7. 1 4 %)  
7 ( 1 0 0 %)  
7 ( 1 0 0 %)  

4 ( 5 7. 1 %)  
7 ( 1 0 0 %)  
7 ( 1 0 0 %)  

C e p h al ot hi n  
C ef ati zi di m e  
C ef oti xi n  

0 ( 0 %)  0 ( 0 %)  1 ( 1 4. 3 %)  2 ( 2 8. 6 %)  0 ( 0 %)  I m p e ni m  



J  Mi c r o bi ol Bi ot e c h F o o d S ci  / El s h o u n y  et al. 2 0 1 7  : 6  (5 ) 1 2 0 3 -1 2 0 8  

 

 

  
1 2 0 5  

 

  

0 ( 0 %)  
0 ( 0 %)  

- 
- 

0 ( 0 %)  
2 ( 2 8. 6 %)  

0 ( 0 %)  
2 ( 2 8. 6 %)  

0 ( 0 %)  
0 ( 0 %)  

G e nt a m y ci n  
T o br a m y ci n  

- 
- 

3 ( 4 2. 7 %)  
6( 8 5. 7 %)  

- 
- 

- 
- 

- 
- 

Str e pt o m y ci n  
Rif a m pi n   

1 ( 1 4. 3 %)  
1 ( 1 4. 3 %)  

0 ( 0 %)  

0 ( 0 %)  
- 
- 

2 ( 2 8. 6 %)  
0 ( 0 %)  

2 ( 2 8. 6 %)  

1 ( 1 4. 3 %)  
0 ( 0 %)  

1 ( 1 4. 3 %)  

1 ( 1 4. 3 %)  
0 ( 0 %)  
0 ( 0 %)  

Ci pr ofl o x a ci n  
Ofl o x a ci n  
N orfl o x a ci n  

3 ( 4 2. 8 6 %)  
- 
- 

2( 2 8. 6 %)  
7( 1 0 0 %)  
7( 1 0 0 %)  

2 ( 2 8. 6 %)  
- 
- 

2 ( 2 8. 6 %)  
- 
- 

0 ( 0 %)  
- 
- 

C o -tri m o x a z ol e 
Cli n d a m y ci n  
Er yt hr o m y ci n  

- 4( 5 7. 1 4 %)  3 ( 4 2. 8 6 % ) 6 ( 8 5. 7 %)  6 ( 8 5. 7 %)  Nitr of ur a nt oi n  
5 ( 7 1. 4 %)  6( 8 5. 7 %)  5 ( 7 1. 4 %)  3 ( 4 2. 9 %)  0 ( 0 %)  C hl or o a m p h e ni c ol  
2 ( 2 8. 6 %)  1( 1 4. 3 %)  1 ( 1 4. 3 %)  0 ( 0 %)  0 ( 0 %)  D o x y c y cli n e  

n: n u m b er of b a ct eri al i s ol at es  
 
 
T a bl e 2 T h e m e a n i n hi biti o n p er c e nt a g e of diff er e nt c y a n o b a ct eri al a n d al g al e xtr a ct s a g ai n st b a ct eri al i s ol at es r e c o v er e d d uri n g s u m m er fr o m st u d y ar e a . 

 

T e st e d e xt r a cts  

B a ct e ri al i s ol at e s  

E. c oli  S al m o n ell a  s p. S hi g ell a  s p. S. a ur e us  P. a e r u gi n o s a  

I n hi biti o n p e r c e nt a g e ( %)  

S pi r uli n a pl at e nsi s  

M et h a n ol  9 7. 8 7 ± 4. 1  9 8. 0 7 ± 9. 0  9 5. 8 4 ± 4. 5  9 3. 6 7 ± 8. 7  9 5. 1 7 ± 4. 6  

Et h a n ol  9 1. 0 7 ± 5. 1  7 5. 3 6 ± 6. 7  8 3. 1 1 ± 2. 7  9 0. 7 ± 7. 0  8 6. 3 9 ± 6. 3  

Et h yl a c et at e  7 7. 7 9 ± 4. 8  8 1. 9 4 ± 8. 0  9 1. 3 7 ± 5. 3  8 8. 7 4 ± 6. 2  8 1. 1 8 ± 7. 6  

C hl or of or m  7 4. 3 3 ± 6. 6  8 2. 5 3 ± 6. 4  8 7. 0 9 ± 4. 5  9 0. 8 3 ± 5. 6  6 6. 9 7 ± 6. 2  

C hl o r ell a v ul g a ri s      

 
 

M et h a n ol  9 2. 2 7 ± 6. 8  9 2. 6 1 ± 5. 0  9 0. 2 9 ± 5. 2  8 5. 7 9 ± 7. 4  

 

 

 

 

8 2. 0 1 ± 5. 3  

Et h a n ol  8 7. 5 1 ± 7. 5  9 0. 6 4 ± 5. 1  8 6. 4 3 ± 7. 2  8 1. 9 6 ± 5. 5  7 1. 8 9 ± 6. 4  

Et h yl a c et at e  6 7. 3 6 ± 5. 5  8 6. 3 7 ± 2. 8  6 6. 7 1 ± 6. 7  5 5. 8 9 ± 3. 4  8 1. 1 9 ± 6. 8  

C hl or of or m  6 5. 8 4 ± 6. 3  8 7. 5 1 ± 9. 1  6 6. 2 1 ± 5. 4  8 5. 3 1 ± 8. 4  7 8. 3 6 ± 5. 3  

S a r a g a ss u m wi g htii       

M et h a n ol  8 9. 3 8 ± 5. 6  8 4. 9 3 ± 6. 5  8 4. 5 6 ± 4. 5  9 2. 6 1 ± 8. 6  8 8. 0 3 ± 4. 7  

Et h a n ol  8 1. 4 3 ± 6. 5  8 7. 1 ± 5. 1  7 4. 1 3 ± 5. 7  6 7. 7 ± 5. 5  8 3. 5 7 ± 6. 3  

Et h yl a c et at e  7 5. 0 1 ± 6. 7  8 1. 6 4 ± 7. 7  7 9. 0 4 ± 4. 1  7 1. 7 1 ± 6. 1  8 7. 1 4 ± 4. 7  

C hl or of or m  7 3. 2 1 ± 5. 9  7 7. 2 6 ± 7. 4  7 8. 8 7 ± 4. 1  8 9. 1 ± 7 . 8 7 5 ± 5. 4  

S a r a g a ss u m l atif oli u m       

M et h a n ol  8 8. 8 9 ± 5. 7  

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

Et h a n ol  7 9. 8 4 ± 6. 6  6 8. 7 4 ± 5. 3  8 8. 7 4 ± 4. 5  9 0. 9 4 ± 7. 2  8 3. 6 7 ± 8. 0  

Et h yl a c et at e  8 1. 4 4 ± 7. 6  8 6. 9 9 ± 7. 3  8 3. 0 4 ± 6. 5  8 3. 5 6 ± 4. 4  7 0. 5 7 ± 6. 3  

C hl or of or m  7 3. 9 1 ± 5. 8  6 7. 3 1 ± 6. 1  8 1. 5 1 ± 2 7. 1  8 4. 5 7 ± 8. 1  8 4. 1 ± 5. 2  

E a c h v al u e i s t h e m e a n of t hr e e r e a di n gs ± St a n d ar d D e vi ati o n  P urifi c ati o n a n d c h ar a ct eri z ati o n of t h e hi g hl y a cti v e cr u d e e xtr a ct of S pi r uli n a  pl at e n sis
     
C ol u m n c h r o m at o g r a p h y  
 
T h e m et h a n ol e xtr a ct of S pi r uli n a pl at e n si s  w a s a p pli e d i n a sili c a g el c ol u m n 
a n d it w a s el ut e d wit h a mi xt ur e of t o ul e n e a n d et h yl a c et at e ( 1 0: 1 t o 1: 1 0). T h e 
o bt ai n e d 4 5 fr a cti o n s w er e c oll e ct e d, t est e d f or t h eir a nti b a ct eri al a cti vit y a g ai n st 
P. a e r u gi n o s a  a n d S. a u r e u s  u si n g a g ar w ell diff u si o n. O nl y f o ur fr a cti o n s h a d 
a nti mi cr o bi al a cti vit y a s s h o w n i n T a bl e ( 3). T h e U V a b s or pti o n s p e ctr a of t h es e 
fr a cti o n s w er e d et er mi n e d si n g s p e ctr o p h ot o m et er ( U V 2 1 0 1/ p c) at r a n g e of 2 0 0 
t o 8 0 0 n m. T h e o bt ai n e d r es ult s ar e s h o w n i n Fi g ur e 1. T h e r es ult s i ndi c at e d t h at 
t h e f o ur fr a cti o n s h a d t h e s a m e a b s or pti o n p e a k s (t hr e e a b s or pti o n p e a k s at 2 8 5 , 
3 6 5 a n d 5 1 0 n m ). T h er ef or e, t h e y w er e p o ol e d t o g et h er a n d s u bj e ct e d t o v ari o us 
c h e mi c al a n al ys es t o r e v e al it s str u ct ur e a s f ar a s p ossi bl e.  
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
T a bl e 3  T h e a nti mi cr o bi al a cti viti es of t h e diff er e nt fr a cti o n s o bt ai n e d fr o m t h e 
sili c a g el c ol u m n c hr o m at o gr a p h y a g ai n st Ps e u d o m o n a s a e r u gi n o s a  a n d 
St a p h yl o c o c c u s a u r e u s.  

 
N o. of a cti v e  f r a cti o ns  

Di a m et e r of i n hi biti o n z o n e ( m m)  

S. a ur e us  P. a e r u gi n o s a  

1 0  1 3 ± 0. 0 4  1 1 ± 0. 0 3  

1 1  2 0 ± 0. 0 3  1 1. 5 ± 0. 0 2  

1 2  1 2 ± 0. 0 6  N o n e  

1 3  1 4 ± 0. 0 6  1 2 ± 0. 0 3  

T ot al n u m b er of c oll e ct e d fr a cti o ns = 4 5  
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                 E a c h v al u e is t h e m e a n of t h r e e r e a di n gs ± S D

 

  

  

 
Fi g u r e 1  U V s p e ctr o p h ot o m et er s c a n ni n g of diff er e nt a cti v e fr a cti o n s s e p ar at e d b y c ol u m n c hr o m at o gr a p h y. A: fr a cti o n 1 0, B: fr a cti o n 1 1 , C: fr a cti o n 1 2 a n d D: 
fr a cti o n1 3.  
 
C h e mi c al c h a r a ct e ri z ati o n of t h e p u rifi e d a cti v e c o m p o u n ds  
  
F T -I R s p e ct r os c o p y  
 
T h e F T -I R s p e ctr u m s h o w e d t hr e e a b s or pti o n b a n d s ( Fi g ur e 2); t h e f irst b a n d 
a p p e ar e d at 3 4 2 4 c m -1  d u e t o O H gr o u p, t h e s e c o n d b a n d a p p e ar e d at 2 9 5 8 c m -1  
r ef err e d t o t h e C-H ali p h ati c a n d t h e t hir d b a n d a p p e ar e d at 1 7 2 9 c m -1  attri b ut e d 
t o t h e c ar b o n yl gr o u p ( C = O). 

 

Fi g u r e 2  F T -I R s p e ctr u m of t h e p urifi e d a nti b a ct eri al s ub st a n c e pr o d u c e d b y  S. 

pl at e n si s . 

 
N u cl e a r m a g n eti c r e s o n a n c e s p e ct r a  
 
T h e 1 H N M R s p e ctr u m of t h e c o m p o u n d u n d er i n v esti g ati o n i s m e a s ur e d i n 
d et ur at e d c hl or of or m ( C D Cl 3 ) a s a s ol v e nt. T h e c h ar a ct eri sti c si g n als wit hi n t h e 
1 H N M R s p e ctr u m w a s r e pr es e nt e d gr a p hi c all y i n Fi g ur e 3. T h e pr ot o n N M R 

s p e ctr u m of t h e c o m p o u n d u n d er i n v est i g ati o n s h o w e d si g n als ( p p m) at: δ 0. 9 (t, 
3 H, C H 3 ), δ 1. 3 (t, 2 H, C H2 ), δ 2. 3 (s, 2 H, C H2 ) a n d δ 7. 2 ( C O O H gr o u p). 

 

 
 

 

 

Fi g u r e 3 1 H N M R s p e ctr u m of t h e a nti b a ct eri al s u b st a n c e o bt ai n e d fr o m S. pl at e n si s  
m et h a n oli c  
 
G a s C h r o m at o g r a p h y -M a ss S p e ct r o s c o p y ( G C -M S) a n al y si s  
 
B a s e d o n t h e G C -M S r es ult s, t hirt e e n bi o a cti v e c o m p o u n d s w er e i d e ntifi e d fr o m 
t h e p arti all y p urifi e d fr a cti o n s of t h e c y a n o b a ct eri u m S. pl at e n si s . T h e r el ati v e 
p er c e nt a g es of t h e c o m p o u n d s ar e gi v e n i n T a bl e ( 4). T h e m ost pr e v al e nt 
c o m p o u n d w a s n -H e x a d e c a n oi c a ci d ( 3 4. 2 8 %). M a ss s p e ctr u m i n di c at e d t h at t h e 
m ol e c ul ar w ei g ht of t h e c o m p o u n d u n d er i n v esti g ati o n w a s 2 5 6 D alt o n ( Fi g ur e 
4).  Fi n all y, o n t h e b asi s of U V, I R, 1 H -N M R, a n d m ass s p e ctr al d at a it w a s 
c o n cl u d e d t h at t h e c o m p o u n d w a s n - h e x a d e c a n oi c a ci d  wit h c h e mi c al f or m ul a: 
C 1 6  H 3 2  O 2 .  
 

 
 
 
 
 

A  B  

C  D  
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T a bl e 4  G C -M S a n al ysi s of diff er e nt c o m p o u n d s i n a cti v e fr a cti o n s of S. pl at e n si s  m et h a n oli c e xtr a ct.  

P e a k  Rt ( mi n)  A r e a  

 ( %) 

N a m e  

1  5. 9 2 9  2. 7 9 8  B ut a n e, 1 -et h o x y - 

2  7. 5 8 9  1. 4 1 9  2, 2 -Di m et h o x y b ut a n e  

3  1 5. 1 6 2  0. 5 1 5  O x ali c a ci d, i s o b ut yl p e nt yl est er  

4  3 2. 6 2 4  0. 8 1 7  5 -Is o pr o p yl-6 -m et h yl -h e pt a -3, 5 -di e n -2 -ol  

5  3 3. 0 5 6  1. 4 3 8  2 -P e nt a d e c a n o n e, 6, 1 0, 1 4 -tri m et h yl- 

6  3 3. 9 0 5  0. 9 6 1  P e nt a d e c a n oi c a ci d, 1 4 -m et h yl -, m et h yl est er 

7  3 4. 1 0 5  1. 9 4 8  ci s -9 -H e x a d e c e n oi c a ci d  

8  3 4 . 2 7 5 3 0. 6 0 4  n -H e x a d e c a n oi c a ci d  

9  3 4. 5 9 0  1. 9 9 3  O ct a n oi c a ci d, 4 -m et h yl -, et h yl est er, ( ñ)-  

1 0  3 5. 8 6 1  1. 0 3 0  3, 7, 1 1, 1 5 -T etr a m et h yl -2 -h e x a d e c e n -1 -ol  

1 1  3 6. 0 5 1  1. 1 7 9  Et h a n ol, 2 -( 9-o ct a d e c e n yl o x y) -, ( Z)- 

1 2  3 6. 6 0 1  1. 0 0 8  1 1, 1 3 -Di m et h yl -1 2 -t etr a d e c e n-1 -ol  a c et at e  

1 3  3 8. 8 0 7  0. 6 8 4  1, 2 -Ci n n oli n e di c ar b o x yli c a ci d, 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 8 a o ct a h y dr o - 

4 -tri m et h ylsil yl o x y-, di et h yl est er 

R T:  r et e nti o n ti m e  

 
 

 

 
Fi g u r e 4 M a ss s p e ctr u m of t h e a nti b a ct eri al s u b st a n c e o bt ai n e d fr o m S. pl at e n sis  
(n -H e x a d e c a n oi c a ci d ) 

DI S C U S SI O N  
 
Al -B a hr El -P h er o a n y i s a n i m p ort a nt w at ers h e d a n d a cr u ci al s o ur c e of irri g ati o n 
w at er. It i s c o n si d er e d o n e of t h e i m p ort a nt s o ur c es of fi s h eri es i n M e n o ufi a 
G o v er n m e nt, E g y pt. Pl a nt s a n d fi s h es li vi n g i n t h es e w at er b o di es, w h e n 
p o i s o n e d wit h h ar mf ul c h e mi c als a n d m et als c a n’t s ur vi v e (G h a n n a m  et al.,  
2 0 1 4 ). T h e cr o p s a n d v e g et a bl es irri g at e d wit h s u c h p oll ut e d w at er b e c o m e 
h ar mf ul f or h u m a n b ei n gs. T h e l e v el of p oll uti o n i s s w elli n g d a y b y d a y d u e t o 
n o n -a v ail a bilit y of pr o p er dr ai n a g e  s yst e m f or i n d u stri al u nit s a n d h o u si n g 
s o ci eti es est a bli s h e d al o n g t h e b a n ks. T h e e v er -gr o wi n g l e v el of p oll uti o n i n 
w at er i s p osi n g s eri o u s t hr e at s t o h u m a n h e alt h b esi d es m a ki n g t h e w at er h ar mf ul 
f or irri g ati o n a n d fi s h eri es p ur p os es. Mi cr o bi ol o gi c al a ss ess m e nt of t h e w at er 
str e a m r e v e al e d t h e pr es e n c e of ri c h c o m m u niti es of b ot h i n di c at or a n d h u m a n 
p at h o g e ni c b a ct eri a ( S a b a e et al.,  2 0 1 4 ).  
Mi cr o or g a ni s ms h a v e d e v el o p e d a d a pt ati o n m e c h a ni s ms a g ai n st t h e a cti o n of 
a nti mi cr o bi al dr u gs ( Al -H aj et al.,  2 0 0 9 ). T his pr o bl e m i s o n e of t h e m ai n 
r e a s o n s f or c o nti n u e d r es e ar c h i nt o a nti mi cr o bi al c o m p o u n d s, i n cl u di n g 
m ol e c ul es fr o m c y a n o b a ct eri a a n d m ari n e al g a e ( Ki m et al., 2 0 0 7; Al -W at h n a ni 
et al.,  2 0 1 2 ). M u c h att e nti o n i s b ei n g p ai d t o w ar d s pl a nt e xtr a ct s an d bi ol o gi c all y 
a cti v e c o m p o u n d s i s ol at e d fr o m n at ur al r es o ur c es i n t h e pr es e nt. A q u ati c 
or g a ni s ms ar e a ri c h s o ur c e of str u ct ur all y n o v el a n d bi ol o gi c all y a cti v e 
m et a b olit es ( El y et al.,  2 0 0 4 ). S e c o n d ar y or pri m ar y m et a b olit es pr o d u c e d b y 
t h es e or g a ni s ms m a y b e p ot e nti al bi o a cti v e c o m p o u n d s of i nt er est i n t h e 
p h ar m a c e uti c al i n d u str y ( P r a k a s h  et al.,  2 0 1 1 ). M ost of t h e s e c o n d ar y 
m et a b olit es pr o d u c e d b y s e a w e e d s h a v e b a ct eri ci d al or t h e a nti mi cr o bi al 
c o m p o u n d s d eri v e d fr o m s e a w e e d s c o n si st of di v ers e gr o u p s of b a ct eri ost ati c 
pr o p erti es t er p e n ols, st er ols, p ol ys a c c h ari d es, di b ut e n oli d es p e pti d es a n d pr ot ei n s 
m et a b olit es. C o m p o u n d s wit h a nti b a ct eri al a cti vit y h a v e b e e n d et e ct e d i n gr e e n, 
br o w n a n d r e d al g a e ( Y u a n et al., 2 0 0 5; B a ns e mi r et al., 2 0 0 6; C h e w et al. , 
2 0 0 8 ). Li pi d s ol u bl e e xtr a ct s fr o m m ari n e m a cr o al g a e h a v e b e e n i n v esti g at e d f or 
t h eir a nti b a ct eri al pr o p erti es.  
I n t h e pr es e nt i n v esti g ati o n, a hi g h a nti b a ct eri al a cti vit y of t h e st u di e d 
c y a n o b a ct eri u m, n a m el y; S pi r uli n a pl at e n si s a n d al g al s p e ci es n a m e l y 
S a r a g a ss u m wi g htii , S a r a g a ss u m l atif oli u m  a n d  C hl o r ell a v ul g a ri s  h a v e b e e n 
r e p ort e d a g ai n st b ot h Gr a m p ositi v e a n d Gr a m n e g ati v e b a ct eri a. T h es e r es ult s 
w er e i n a c c or d a n c e wit h t h e d at a o bt ai n e d b y s e v er al w or k ers ( S a st r y a n d R a o , 
1 9 9 5; P ri y a , 2 0 1 2; K u m a r et al.,  2 0 1 1;  Al -W at h n a ni et al., 2 0 1 2 ). 
S e v er al diff er e nt or g a ni c s ol v e nt s h a v e b e e n u s e d t o s cr e e n al g a e f or a nti b a ct eri al 
a cti vit y ( J e y a nt hi R e b e c c a et al., 2 0 1 2 ). Si mil ar t o t h e r es ult s f o u n d i n t h e 

c urr e nt st u d y, m et h a n ol s e e m e d t o b e t h e b est s ol v e nt f or e xtr a cti n g t h e bi o a cti v e 
c o m p o u n d s.  
I n t hi s st u d y, t h e c y a n o b a ct eri u m S. pl at e n si s  h a d t h e m ost eff e cti v e a nti b a ct eri al 
a cti vit y a g ai n st b ot h Gr a m p ositi v e a n d Gr a m n e g ati v e b a ct eri a c o m p ar e d wit h 
ot h er s cr e e n e d al g a e a n d t h es e r es ult s ar e i n a gr e e m e nt wit h t h e fi n di n gs b y 
A b d o et al . (2 0 1 2 ) a n d K a us hi k a n d C h a u h a n ( 2 0 0 8) . T h e c oll e ct e d fr a cti o n s of 
t h e m et h a n ol e xtr a ct of S. pl at e n si s  u si n g sili c a g el c hr o m at o gr a p h y s h o w e d a 
hi g h i n hi bit or y a cti vit y a g ai n st S. a u r e us  a n d P. a e r u gi n o s a . P h ysi c al a n d 
c h e mi c al c h ar a ct eri z ati o n s of t h e m ost a cti v e fr a cti o n s w er e a p pli e d. Fr o m U V 
a n al ysi s, m a xi m u m a b s or pti o n s p e ctr u m at 2 8 5 n m w a s o b s er v e d. A c c or di n gl y, 
t h e c o m p ositi o n of t h e a cti v e a nti mi cr o bi al m at eri al w a s s u g g est e d t o c o nt ai n a n 
ali p h ati c c h ai n. T h e F T -I R s p e ctr os c o p y i n di c at e d t h e pr es e n c e of m a n y 
f u n cti o n al gr o u p s: t h e first b a n d a p p e ar e d at 3 4 2 4 c m-1  d u e t o O H gr o u p, t h e 
s e c o n d b a n d a p p e ar e d at 2 9 5 8 c m -1  d u e t o t h e C -H ali p h ati c a n d t h e t hir d b a n d 
a p p e ar e d at 1 7 2 9 c m -1  d u e t o t h e c ar b o n yl gr o u p ( C = O).  T h e 1 H N M R s p e ctr u m 
si g n als ( p p m) at: δ 0. 9 (t, 3 H, C H 3 ), δ 1. 3 (t, 2 H, C H2 ), δ 2. 3 (s, 2 H, C H2 ) a n d δ 7. 2 
( C O O H gr o u p). 
A c c or di n g t o t h e r es ult s of U V, I R, 1 H -N M R a n d m ass s p e ctr al d at a, it w a s 
c o n cl u d e d t h at t h e c o m p o u n d w a s n - h e x a d e c a n oi c a ci d. T h e r es ult s o bt ai n e d 
h er ei n ar e s u p p ort e d b y C oll a et al.  ( 2 0 0 7) w h o r e p ort e d m aj or f att y a ci ds 
e xtr a ct e d fr o m t h e S. pl at e n si s  a s p al miti c a ci d ( C 1 6: 1), st e ari c a ci d ( C 1 8: 1), 
ol ei c a ci d, li n ol ei c a ci d et c. Al -W at h n a ni et al.  ( 2 0 1 2) o b s er v e d t h at G C -M S 
a n al ysi s of t h e v ol atil e c o m p o n e nt s of S. pl at e n si s  r es ult e d i n t h e i d e ntifi c ati o n of 
1 5 c o m p o u n d s w hi c h c o n stit ut e d 9 6. 4 5 % of t h e t ot al c o m p o u n d s. T h e v ol atil e 
c o m p o n e nt s of S. pl at e n si s  c o n si st e d of h e pt a d e c a n e ( 3 9. 7 0 %) a n d t etr a d e c a n e 
( 3 4. 6 1 %) a s m aj or c o m p o n e nt s. 
A nti mi cr o bi all y a cti v e li pi d s a n d a cti v e f att y a ci d s ar e pr es e nt i n a hi g h 
c o n c e ntr ati o n i n S k el et o n e m a c o st at u m (L a m p e et al.,  1 9 9 8 ). It w a s h y p ot h esi z e d 
t h at li pi d s kill mi cr o or g a ni s ms b y l e a di n g t o di sr u pti o n of t h e c ell ul ar m e m br a n e 
e. g. b a ct eri a, f u n gi a n d y e a st s ( B e r g ss o n, 2 0 0 5 ). T h e y c a n als o p e n etr at e t h e 
e xt e n si v e m es h w or k of p e pti d o gl y c a n i n t h e b a ct eri al c ell w all wit h o ut vi si bl e 
c h a n g es a n d r e a c h t h e b a ct eri al m e m br a n e l e a di n g t o it s di si nt e gr ati o n. T hi s c a n 
pr o b a bl y b e e x pl ai n e d b y t h e str o n g f a bri c of t h e c ell w al l of Gr a m-p ositi v e 
b a ct eri a, w hi c h m ai nt ai n t h eir str u ct ur e i n s pit e of s u b st a nti al h y dr ost ati c t ur g or 
pr ess ur e wit hi n t h e b a ct eri a ( B e r gss o n et al.,  2 0 0 2; S h a n m u g a p ri y a a n d 
R a m a n at h a n , 2 0 1 1 ). 
 
C O N C L U SI O N S  
 
Fr o m t h e pr es e nt e d r es ult s it c a n b e c o n cl u d e d t h a t t h e e xtr a ct of c y a n o b a ct eri u m, 
S. pl at e nsi s , c o nt ai n s p ot e nti al bi o a cti v e c o m p o u n d wit h a n eff e cti v e a nti b a ct eri al 
a cti vit y. T hi s c o m p o u n d c a n b e utili z e d f or t h e d e v el o p m e nt of n at ur al a nti bi oti c s 
a g ai n st m ulti dr u g r esi st a nt b a ct eri a.  
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I N T R O D U C T I O N 
 
P a st e u r el l a m ult o ci d a ( P. m ult o ci d a) , t h e Gr a m n e g ati v e b a ct eri u m i s r es p o n si bl e 
f or n u m er o u s  e c o n o mi c all y si g nifi c a nt di s e a s es i n a v ari et y of h ost s li k e c attl e , 
b uff al o, s h e e p, g o at, d o m esti c f o wl, t ur k e y, h ors e, c a m el , wil d a ni m als a n d wil d 
bir d s  (S ni p e s et al ., 1 9 8 8;  B o y c e et al ., 2 0 0 4 ). P ast e ur ell osi s i s a p ersi st e nt 
pr o bl e m i n d e v el o pi n g c o u ntri es es p e ci all y i n S o ut h E ast Asi a  a n d Afri c a . P. 
m ult o ci d a h a v e m a n y s er ot y p es, of w hi c h S er ot y p e A i s m ai nl y r es p o n si bl e f or 
c a usi n g F o wl C h ol er a or A vi a n p ast e ur ell osi s.  
S e v er al vir ul e n c e st u di es h a d b e e n c o n d u ct e d b y m a n y  r es e ar c h ers t o q u a ntif y t h e 
vir ul e n c e of P a st e u r ell a  t hr o u g h v ari o u s r o ut es (Ri ml e r a n d Gli ss o n, 1 9 9 7 ). All 
t h e st u di es e c h o o n e t hi n g t h at t h e vir ul e n c e of b a ct eri a i s c o m pl e x, m ulti-
f a ct ori al a n d it c a n v ar y d e p e n di n g o n t h e str ai n u s e d, h ost st u di e d, r o ut e , d os e of 
a d mi ni str ati o n  a n d m a n y ot h er u n k n o w n c o nf o u n di n g v ari a bl es . Vir ul e n c e of a 
p at h o g e n i s m e a s ur e d i n s uit a bl e e x p eri m e nt al a ni m als, t h e e n d r es ult of w hi c h is 
d e at h . Vir ul e n c e t esti n g f or m s a n i nt e gr al p art of v a c ci n ol o g y  a n d p h ar m a c ol o g y , 
es p e ci all y  f or c o m p uti n g t h e c h all e n g e d os e d uri n g p ot e n c y t esti n g of v a c ci n e s 
a n d v ari o u s dr u gs . Fift y p er c e nt l et h al d os e or L D 5 0  i s d efi n e d a s t h e n u m b er of 
b a ct eri a r e q uir e d t o kill h alf of t h e e x p os e d h ost s a n d i s s h o w n t o b e a pr a cti c al 
a n d r eli a bl e m e a s ur e of p at h o g e ni cit y  (T h o m a s a n d El ki nt o n, 2 0 0 4 ).  
T h e st u d y w a s d o n e t o a ss ess t h e vir ul e n c e of a vi a n ori gi n P a st e u r ell a  m ult o ci d a 
A: 1  str ai n  i n t hr e e diff er e nt a ni m al h ost m o d els  ( 1) o n e m o nt h ol d  d u c kli n gs  ( 2) 
si x m o nt h s ol d d u c k s a n d ( 3) ei g ht w e e k s ol d al bi n o mi c e.  
 
M A T E RI A L S A N D M E T H O D S  
 
B a ct e ri al st r ai n  
 
T h e  P . m ult o ci d a A: 1 str ai n w a s i s ol at e d fr o m a v er y s e v er e o ut br e a k of 
p a st e ur ell osi s at  Nir a n a m D u c k  f ar m, P at h a n a mt hitt a Di strict, K er al a St at e, I n di a. 
T h e i s ol at e w a s bi o c h e mi c all y i d e ntifi e d a n d s er ot y p e d  a s  P. m ult o ci d a s er ot y p e 
A, bi o v ar 1 at I n di a n V et eri n ar y R es e ar c h In stit ut e  (I V RI), I z at n a g ar, I n di a. T h e 
i s ol at e w a s n a m e d a s D P 1 a n d m ai nt ai n e d i n fr e e z e dri e d f or m at t h e D e p artm e nt  
of V et eri n ar y Mi cr o bi ol o g y , C oll e g e of V et eri n ar y a n d A ni m al S ci e n c es 
( C O V A S), M a n n ut h y, K er al a, I n di a. 
 
 

E x p e ri m e nt al a ni m al s  
 
U n v a c ci n at e d  o n e m o nt h ol d d u c kli n gs ( n = 5 4) (A n a s  pl at y r h y n c h o s , K utt a n a d 
v ari et y ) a n d 6 m o nt h s ol d K utt a n a d d u c k s ( n = 5 4) w er e p r o c ur e d fr o m a pri v at e 
br e e d er at T hri ss ur , K er al a, I n di a. S wi ss al bi n o f e m al e mi c e  (M u s  m u s c ul u s ), 
ei g ht w e e k s of a g e ( n = 5 4) w er e pr o c ur e d fr o m t h e S m all A ni m al Br e e di n g 
St ati o n, C O V A S, M a n n ut h y.  T h e d u c kli n gs w er e r a n d o ml y a ssi g n e d i nt o ni n e 
gr o u p s, wit h  si x d u c kli n gs i n e a c h gr o u p. T h e d u c k s a n d mi c e w er e als o si mil arl y 
arr a n g e d i nt o ni n e gr o u p s.  T h e first ei g ht gr o u ps s er v e d a s t h e t est gr o u p s w hil e 
t h e ni nt h gr o u p s er v e d a s c o ntr ol gr o u p, i n all t h e t hr e e tri als. E a c h gr o u p of bir ds 
w a s h o u s e d s e p ar at e l y i n l o c all y m a d e i s ol at or c a g es ( of di m e n si o n s 6 × 3 × 3 c u bi c 
f e et) w hi c h w er e arr a n g e d i n t w o a dj a c e nt r o o ms  ( 4 c a g es i n e a c h r o o m). T h e 
c o ntr ol bir d s w er e k e pt i n a s e p ar at e r o o m i n or d er t o a v oi d a n y c h a n c es of cr oss 
c o nt a mi n ati o n. E a c h c a g e h a d s e p ar at e  w at er ers a n d f e e d ers a n d t h e fl o or b ei n g 
c o v er e d wit h s a w d u st a s litt er m at eri al. T h e bir ds w er e pr o vi d e d wit h 
c o m m er ci al d u c k f e e d (f or m ul at e d at U ni v ersit y P o ultr y F ar m, C O V A S) a n d 
w at er a d li b it u m. T h e gr o u p s of mi c e w er e k e pt i n pl a sti c s h o e b o x c a g e s a n d 
pr o vi d e d wit h c o m m er ci al mi c e f e e d (f or m ul at e d at S m all A ni m al Br e e di n g 
St ati o n, C O V A S)  a n d w at er a d li b it u m. T h e a ni m als w er e h o u s e d i n t h eir 
r es p e cti v e c a g es o n e w e e k  pri or t o t h e b e gi n ni n g of t h e e x p eri m e nt  f or 
a c cli m ati z ati o n . T h e a ni m als a n d bir d s w er e o b s er v e d f or si g n s of a n y di s e a s e 
b ef or e t h e st art of e x p eri m e nt.   
All t h e a ni m al e x p eri m e nt s w er e p erf or m e d wit h t h e pri or a p pr o v al of t h e 
I n stit uti o n al A ni m al Et hi c s  C o m mitt e e  (I A EC) of C O V A S, M a n n ut h y , w hi c h 
f oll o ws t h e g ui d eli n es l ai d b y C o m mit t e e f or t h e P ur p os e of C o ntr ol a n d 
S u p er vi si o n of E x p eri m e nt s o n A ni m als ( C P C S E A), Mi nistr y of E n vir o n m e nt 
a n d F or est s, G o v er n m e nt of I n di a . 
 
M e di a n l et h al d os e ( L D5 0 ) t e sti n g 
 
F or d et er mi n ati o n of L D 5 0 , t h e fr e e z e dri e d P . m ult o ci d a  A: 1 w a s r e c o n stit ut e d  
i n 0. 1 ml Tr y pt o n e s o y a br ot h ( Hi m e di a, M u m b ai, I n di a) a n d c ult ur e d o n  t o 
d e xtr os e st ar c h a g ar ( D S A ) ( Hi m e di a, M u m b ai, I n di a) at 3 7 ° C f or 2 4 h. T h e 
gr o wt h o n D S A w a s h ar v est e d, w a s h e d t hri c e i n p h os p h at e b uff er e d s ali n e ( P B S, 
p H 7. 4) b y c e ntrif u g ati o n at 3 0 0 0 × g f or 1 5 mi n a n d r e -s u s p e n d e d i n t h e s a m e 
b uff er t o c o nt ai n 3 × 1 0 9  C F U  ml -1  u si n g M c F arl a n d st a n d ar d s  (6 0 0 n m ). T h e n 

P a st e u r ell a  m ult o ci d a i s a Gr a m n e g ati v e b a ct eri u m c a u si n g s e v er e di s e a s e i n a m ultit u d e of h ost s ; t h e A: 1 str ai n of t h i s b a ct eri u m  i s 

e xtr e m el y vir ul e nt t o  h ost s. I n t hi s st u d y, t h e vir ul e n c e of  P . m ult o ci d a A: 1  str ai n  w a s a ss ess e d i n o n e m o nt h ol d d u c kli n gs, si x m o nt h s 

ol d  d u c ks  a n d ei g ht w e e k s ol d al bi n o mi c e . T h e gr o u p s of e x p eri m e nt al a ni m als  w er e i n o c ul at e d wit h t h e diff er e nt dil uti o n s of t h e 

b a ct eri a  t hr o u g h s u b c ut a n e o u s r o ut e. T h e c o ntr ol gr o u p s w er e s h a m i n o c ul at e d wit h st eril e p h os p h at e b uff er e d s ali n e vi a r es p e cti v e 

r o ut es. M ort alit y w a s r e c or d e d f or t w o w e e k s p ost i n o c ul ati o n. All t h e d e a d a ni m als a n d bir d s w er e e x a mi n e d f or s p e cifi c gr oss l esi o n s  

of p a st e ur ell osi s  a n d att e m pt e d r e -i s ol ati o n of t h e or g a ni s m o n bl o o d a g ar fr o m t h eir i nt er n al or g a n s. T h e m e di a n l et h al d os e w a s 

c al c ul at e d u si n g R e e d a n d M u e n c h m et h o d. F or d u c kli n gs, t h e m e di a n l et h al d os e w a s 1 3  c ol o n y f or mi n g u nit s  a n d t h e dil uti o n gi vi n g 

5 0 %  e n d p oi nt wit h 0. 1 ml s u b c ut a n e o u s d os e w a s 1 0 -7. 4 . T h e m e di a n l et h al d os e  c o ul d n ot b e arri v e d at f or mi c e a n d a d ult d u c k s a s t h e 

str ai n ki ll e d all t h e i n o c ul at e d mi c e e v e n i n t h e l o w est dil uti o n t est e d, w hil e m ost of t h e a d ult d u c k s w er e r esi st a nt t o i nf e cti o n . 

A R TI C L E I N F O  

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

R e vi s e d 2 6. 2. 2 0 1 7  

A c c e pt e d 6. 3. 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 0 9 -1 2 1 2  

http://www.fbp.uniag.sk/
mailto:drrajgopsvet@gmail.com
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s eri al t e nf ol d dil uti o n s w er e m a d e w hi c h w er e q u a ntit ati v el y a ss ess e d b y pl at e 
c o u nti n g r etr os p e cti v el y . 
T h e t est gr o u p s of d u c kli n gs w er e i n o c ul at e d wit h t h e pr e p ar e d dil uti o ns of t h e 
b a ct eri a at t h e r at e of  0. 1 ml p er bir d s u b c ut a n e o u sl y at wi n g w e b r e gi o n . T h e 
a d ult d u c k s w er e als o i n o c ul at e d vi a wi n g w e b r o ut e b ut wit h  a n i n cr e a s e d d os e 
of 0. 5 ml . T h e first ei g ht gr o u p s of mi c e w er e i n o c ul at e d wit h t h e dil uti o n s,  0. 1 
ml p er mi c e , i ntr a p erit o n e all y. T h e c o ntr ol gr o u p s w er e s h a m i n o c ul at e d wit h 
c orr es p o n di n g  v ol u m es  of st eril e P B S ( p H 7. 4)  vi a  r es p e cti v e r o ut es. M ort alit y 
w a s r e c or d e d u p  t o t w o w e e k s p ost i n o c ul ati o n  ( PI).  
All t h e d e a d bir d s a n d a ni m als  w er e e x a mi n e d f or s p e cifi c gr oss l esi o n s c a u s e d 
b y  P. m ult o ci d a  a n d att e m pt e d r e -i s ol ati o n of t h e or g a ni s m o n bl o o d a g ar fr o m 
h e art bl o o d, li v er a n d s pl e e n  u n d er 5 -1 0 % c ar b o n di o xi d e t e n si o n . T h e li v e  bir ds  
a n d a ni m als aft er 1 4 d a ys PI  w er e e ut h a ni z e d a n d b a ct eri ol o gi c all y e x a mi n e d.  
Bl o o d s m e ars a n d or g a n i m pr essi o n s m e ars  (s pl e e n a n d li v er) w er e a ls o 
e x a mi n e d f oll o wi n g L ei s h m a n s st ai ni n g. 
T h e m et h o d d es cri b e d b y R e e d a n d M u e n c h  (1 9 3 8 ) w a s u s e d f or L D 5 0  
c al c ul ati o n  fr o m t h e r e c or d e d c u m ul ati v e m ort alit y r at es . M e di a n l et h al d os e w a s 
c al c ul at e d fr o m t h e pr o p orti o n at e di st a n c e ( P D) u si n g t h e f or m ul a li st e d b el o w.   
T h e c al c ul ati o n of m e di a n l et h al d os e fr o m P D i s a s f oll o ws,  
 
  ( % m ort alit y at dil uti o n n e xt a b o v e 5 0 %) - 5 0 %  
  
P D = -------------------------------------------------------------------------------------------  
 ( % m ort alit y at dil uti o n n e xt a b o v e 5 0 %) - ( % m ort alit y at dil uti o n 
n e xt b el o w 5 0 %)  
 
L o g L D 5 0     = (l o g arit h m of dil uti o n n e xt a b o v e 5 0 % m ort alit y + ( P D × l o g 
dil uti o n f a ct or)  
 
 
L e si o n s c o ri n g  
 
T o a ss ess t h e l esi o n s, a c o m pr e h e n si v e p ost m ort e m e x a mi n ati o n w a s p erf or m e d 
o n e a c h bir d a n d t h e l esi o n s w er e s c or e d ( 0 -3) f or si x or g a n s i n cl u di n g i nt esti n e, 
l u n gs, p eri c ar di u m, h e art, li v er a n d s pl e e n a s p er t h e crit eri a li st e d i n T a bl e 1 . T h e 
s a m e p ers o n n el s c or e d t h e l esi o n s of all d e a d bir d s t o bri n g d o w n t h e err or w hil e 
j u d gi n g t h e l esi o n s a n d c ar e w a s t a k e n t o d o t h e s c ori n g u n d er s u nli g ht. St ati sti c al 
a n al ys es f or l esi o n s c or es w er e c o n d u ct e d u si n g o n e w a y A n al ysi s of V ari a n c e. 
D u n c a n’s m ulti pl e r a n g e t est w a s u s e d t o c o m p ar e m e a n s  ( D u n c a n, 1 9 5 5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

T a bl e 1 S c ori n g s yst e m f or l esi o n s i n d u c e d b y P. m ult o ci d a  i n diff er e nt or g a n s 

Or g a n  S c or e  D es cri pti o n of l esi o n  

I nt esti n e 

0  N o l esi o n s  
1  C at arr h al e nt eriti s 
2  M o d er at e e nt eriti s wit h p et e c hi al h a e m orr h a g e  
3  E xt e n si v e s er os al a n d m u c os al h a e m orr h a g e  

L u n g  

0  N o l esi o n s  
1  C o n g esti o n of l u n gs  
2  P ul m o n ar y o e d e m a  
3  P n e u m o ni c l u n gs  

P eri c ar di u m  
0  N o l esi o n s  
1  P eri c ar di al eff u si o n  
2  Tr a n sl u c e nt p eri c a r di u m, m o d er at e p eri c ar diti s 

 3  O p a q u e p eri c ar di u m, s e v er e p eri c ar diti s  

Li v er  

0  N o l esi o n s  
1  C o n g esti o n of li v er  
2  Pi n p oi nt n e cr osi s, h e p at o m e g al y  

3  E xt e n si v el y n e cr os e d a n d p al e li v er  

S pl e e n  

0  N o l esi o n s  
1  C o n g esti o n of s pl e e n  
2  Mil d n e cr osi s a n d s pl e e n o m e g al y  
3  M ottli n g / h a e m orr a h g e i n s pl e e n  

H e art  

0  N o l esi o n s  
1  H y p ertr o p h y of h e art/ sli g ht h a e m orr h a g e  
2  M o d er at e  h a e m orr h a g e o n e pi c ar di u m  
3  S e v er e e pi c ar di al a n d e n d o c ar di al h a e m orr h a g es  

 
R E S U L T S  
 
M e di a n l et h al d os e i n d u c kli n g s  
 
T h e dil uti o n gi vi n g 5 0 %  e n d p oi nt wit h 0. 1 ml s u b c ut a n e o u s d os e w a s 1 0 -7. 3 6 . 
T h e L D 5 0  of t h e i s ol at e w a s 1 3  c ol o n y f or mi n g u nit s ( C F U)  w h e n t est e d i n o n e 
m o nt h ol d d u c kli n gs. T h e  p er c e nt a g e of a ni m als d e a d a n d ali v e i n e a c h gr o u p of 
d u c kli n gs i s  f ur ni s h e d i n T a bl e 2  a n d t h e d et ail e d c al c ul ati o n s ar e pr es e nt e d i n 
l e g e n d s e cti o n of T a bl e 2 . 
T h e gr oss l esi o n s o b s er v e d i n e x p eri m e nt all y i nf e ct e d d u c kli n gs w er e 
h a e m orr h a g es o n e pi c ar di u m, s er o u s y ell o w fl ui d i n p eri c ar di u m ( Fi g. 1 A ) pi n 
p oi nt a n d e xt e n si v e n e cr o si s o f li v er ( Fi g. 1 B ), pi n p oi nt a n d e c h y m oti c  
h a e m orr h a g es i n i nt esti n al s er os a a n d m u c os a ( Fi g. 1 C ), n e cr osi s a n d p et e c hi al 
h a e m orr h a g e i n s pl e e n a n d p ul m o n ar y o e d e m a.  T h e gr oss p at h ol o gi c al l esi o n s 
o b s er v e d i n diff er e nt gr o u p s of i n o c ul at e d d u c kli n gs a n d t h e l esi o n s c or es ar e 
pr es e nt e d i n T a bl e 3 . B a ct eri ol o gi c al e x a mi n ati o n r e v e al e d bi p ol ar or g a ni s ms 
fr o m bl o o d a n d or g a n i m pr essi o n s m e ars a n d c ol o ni es s u g g esti v e of P. m ult o ci d a 
fr o m i nt er n al or g a n s of all t h e s u c c u m b e d d u c kli n gs. T h e c o ntr ol bir d s di d n ot 
r e v e al a n y b a ct eri al gr o wt h f oll o wi n g or g a n c ult ur e.  
 

T a bl e 2 M e di a n l et h al d os e of D P 1 i n o n e m o nt h ol d d u c kli n gs  

Gr o u p  
C F U p er  
0. 1 ml  
i n o c ul u m 

N o: of 
bir d s 
t est e d 

N o: 
di e d  

N o: 
ali v e  

C u m ul ati v e *  

M ort alit y r at e  %  m ort alit y  

D e a d  Ali v e  T ot al  

1  2. 9 × 1 0 7  6  6  0  4 1  0  4 1  4 1/ 4 1  1 0 0  
2  2. 9 × 1 0 6  6  6  0  3 5  0  3 5  3 5/ 3 5  1 0 0  
3  2. 9 × 1 0 5  6  6  0  2 9  0  2 9  2 9/ 2 9  1 0 0  
4  2. 9 × 1 0 4  6  6  0  2 3  0  2 3  2 3/ 2 3  1 0 0  
5  2. 9 × 1 0 3  6  6  0  1 7  0  1 7  1 7/ 1 7  1 0 0  
6  2. 9 × 1 0 2  6  6  0  1 1  0  1 1  1 1/ 1 1  1 0 0  
7  2. 9 × 1 0 1  6  4  2  5  2  7  5/ 7  7 1. 4  
8  2. 9 × 1 0 0  6  1  5  1  7  8  1/ 8  1 2. 5  

L e g e n d:  * C u m ul ati v e t ot al v al u e f or d e a d a n d li v e bir d s w a s o bt ai n e d b y a d di n g i n t h e dir e cti o n of l o w est t o t h e hi g h est v al u es (s h o w n  b y 
s oli d arr o ws).   

 
T a bl e 3  L esi o n s c or e of t h e d u c kli n gs p ost i n o c ul ati o n wit h D P 1  
Gr o u p  I nt esti n e * * L u n gs * *  P eri c ar di u m * *  H e art * *  Li v er * *  S pl e e n *  
1  2. 6 7 ± 0. 8 2 a 1. 8 3 ± 0. 4 1 a 1. 3 3 ± 0. 5 2 a b 3. 0 0 ± 0. 0 0 a 2. 1 7 ± 0. 7 5 a 0. 5 0 ± 0. 5 5 a 
2  2. 3 3 ± 0. 5 2 a 1. 5 0 ± 0. 5 5 a b 0. 5 0 ± 0. 5 5 c d 2. 8 3 ± 0. 4 1 a b 3. 0 0 ± 0. 0 0 b  1. 5 0 ± 1. 3 8 a b 
3  2. 6 7 ± 0. 5 2 a 1. 1 7 ± 0. 7 5 a b c  1. 8 3 ± 0. 4 1 a 2. 5 0 ± 0. 5 5 a b 2. 0 0 ± 0. 8 9 a 2. 0 0 ± 1. 1 0 b  
4  2. 1 7 ± 0. 4 1 a 1. 3 3 ± 0. 5 2 a b 0. 6 7 ± 0. 5 2 b c d  2. 8 3 ± 0. 4 1 a b 2. 1 7 ± 0. 4 1 a 0. 8 3 ± 0. 4 1 a 
5  2. 8 3 ± 0. 4 1 a 1. 0 0 ± 0. 6 3 b c d  1. 1 7 ± 0. 9 8 a b c  2. 3 3 ± 0. 5 2 b  1. 6 7 ± 0. 8 2 a 0. 5 0 ± 0. 5 5 a 
6  2. 8 3 ± 0. 4 1 a 0. 3 3 ± 0. 5 2 d  0. 3 3 ± 0. 5 2 d  1. 1 7 ± 0. 4 1 c 3. 0 0 ± 0. 0 0 b  1. 0 0 ± 0. 6 3 a b 
7  1. 5 0 ± 0. 5 8 b  0. 5 0 ± 0. 5 8 c d 0. 2 5 ± 0. 5 0 d  1. 5 0 ± 0. 5 8 c 1. 5 0 ± 0. 5 8 a 0. 5 0 ± 0. 5 8 a 

L e g e n d:  V al u es e x pr ess e d a s m e a n ± st a n d ar d d e vi ati o n  (f or gr o u p s 1-6, n = 6  a n d f or gr o u p 7, n = 4)  
L ett ers wit h diff er e nt s u p ers cri pt wit hi n a c ol u m n diff er si g nifi c a ntl y .  * *  ( P ≤ 0. 0 1) a n d *( P ≤ 0. 0 5). 
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Fi g u r e 1  Gr oss  l esi o n s i n d u c kli n gs f oll o wi n g i n o c ul ati o n wit h P. m ult o ci d a  ( A) 
E pi c ar di al p et e c hi a e a n d s er o u s p eri c ar di al eff u si o n (l esi o n s c or e 1) ( B) Li v er of 
d u c kli n g s h o wi n g pi n p oi nt n e cr osi s ( diff u s e w hit e s p ot s) (l esi o n s c or e 2)  ( C) 
N or m al h e art fr o m a c o ntr ol bir d ( D) Li v er fr o m c o ntr ol bir d s h o wi n g n o gr oss 
l esi o n s (E ) E xt e n si v el y n e cr os e d a n d p al e li v er (l esi o n s c or e 3 ) (F ) M ulti pl e 
h a e m orr h a gi c  s p ot s i n i nt esti n al s er os a a n d m u c os a of d e a d d u c kli n gs (l esi o n 
s c or e 3)  ( G) I nt esti n e of c o ntr ol bir d wit h o ut a n y gr oss l esi o n.  
 
L et h al d o s e 5 0 i n a d ult d u c ks 
 
O nl y o n e d u c k di e d , w hi c h w a s i n o c ul at e d wit h 3 × 1 0 8 C F U/ ml s u b c ut a n e o u sl y. 
T h e  ot h er  d u c k s di d n ot s u c c u m b  a n d h e n c e it w a s n ot p ossi bl e t o arri v e at t h e 
m e di a n l et h al d os e. T h e d e a d d u c k r e v e al e d si mil ar gr oss  l esi o n s a s t h os e 
o b s er v e d i n t h e c a s e of d u c kli n gs. A d diti o n all y, e xt e n si v e p et e c hi ati o n of t h e  
p erit o n e u m w a s n oti c e d ( Fi g. 2 ). D es pit e t h e s u c c essf ul  i s ol ati o n of t h e or g a ni s m 
fr o m t h e d e a d d u c k, n o n e of t h e li v e bir d s fr o m t est gr o u p s r e v e al e d a n y of th e 
gr oss l esi o n s . N o gr o wt h w a s o b s er v e d f or li v e bir d s o n t h e m e di a f oll o wi n g 
or g a n c ult ur e.  T h e i n o c ul at e d bir d s s h o w e d s o m e i niti al s y m pt o ms of  d ull n ess 
a n d dr o o pi n g  w hi c h s u b si d e d aft er o n e d a y p ost -i n o c ul ati o n.  
 

 
Fi g u r e 2 E xt e n si v e  n e cr osi s of li v er  a n d p et e c hi a e i n p erit o n e al c a vit y of d u c ks 
e x p eri m e nt all y i nf e ct e d wit h P. m ult o ci d a  (2 B ) c o m p ar e d t o n o gr oss l esi o n s i n 
c o ntr ol bir d s ( 2 A) . 
 
L et h al d o s e i n mi c e  
 
P a st e u r ell a m ult o ci d a  A: 1 str ai n kill e d all t h e i n o c ul at e d mi c e wit hi n 2 d a ys, 
e v e n i n l o w er dil uti o n s, w hil e all t h e mi c e i n t h e c o ntr ol gr o u p r e m ai n e d 
u n aff e ct e d. B e c a u s e of t h e e xtr e m e p at h o g e ni cit y of t h e b a ct eri a i n mi c e, t h e 
m e di a n l et h al d os e c o ul d n ot b e o bt ai n e d. T h e gr oss l esi o n s o b s er v e d i n t h e 
i n o c ul at e d mi c e w er e fl ui d a c c u m ul ati on i n p erit o n e al c a vit y, p et e c hi al 
h a e m orr h a g es i n t h e e pi c ar di u m, p ul m o n ar y o e d e m a a n d g e n er al c o n g est i o n of 
all t h e vi s c er al or g a n s. It w a s i nt er esti n g t o n ot e t h at t h e mi c e c o n sist e n tl y 
s h o w e d p erit o n e al eff u si o n s u nli k e d u c kli n gs a n d t h e s e v er e i nt esti n al l esi o n s 
s h o w n b y d u c kli n gs w er e n ot c o nsi st e nt  i n mi c e. Bi p ol ar or g a ni s ms w er e 
d et e ct e d fr o m bl o o d s m e ars , or g a n i m pr essi o n s m e ars  a n d t h e or g a ni s m w a s  
s u c c essf ull y i s ol at e d fr o m t h e i nt er n al or g a n s of d e a d mi c e. T h e e ut h a ni z e d 
c o ntr ol mi c e r e v e al e d n o gr oss l esi o n s a n d n o or g a ni s ms i s ol at e d.  
 
DI S C U S SI O N  
 
P a st e u r ell a m ult o ci d a  p oss ess a m ultit u d e of s p e cifi c vir ul e n c e f a ct ors li k e 
h y al ur o ni c a ci d c a p s ul e, li p o p ol ys a c c h ari d es, ir o n r e g ul at e d o ut er m e m br a n e 
pr ot ei n s (I R O M Ps ) et c. T hi s m a k es t h e h ost -b a ct er i u m i nt er a cti o n v er y c o m pl e x 

a n d t h e vir ul e n c e d e p e n d s o n t h e b a ct eri al str ai n b ei n g st u di e d, h ost m o d el u s e d 
a n d m a n y ot h er e v e nt s o c c urri n g i n vi v o, m ost of w hi c h ar e y et t o b e el u ci d at e d. 
T h e gr oss l esi o n s o b s er v e d i n d u c kli n gs  w e r e i n a gr e e m e nt wit h M b ut hi a et al . 
(2 0 0 8 ) a n d S hil p a  et al . (2 0 0 5 ).  
C olli ns (1 9 7 3 ) o pi n e d t h at a n o v er w h el mi n g i n cr e a s e i n t h e n u m b er of or g a ni s ms 
i n vi s c er al or g a n s w a s t h e c a u s e of d e at h of mi c e w h e n e x p eri m e nt all y 
i n o c ul at e d. R a m d a ni  et al . (1 9 9 0 ) o bs er v e d  t h at o n i nj e cti n g a P . m ult o ci d a  t y p e 
B  str ai n i nt o B A L B/ c mi c e, a s f e w a s 2 0 C F U  pr o d u c e d a n o v er w h el mi n g 
s e pti ca e mi a i n mi c e i n l ess t h a n 3 0 h,  t h er e b y r e v e ali n g a v er y r a pi d i n vi v o 
m ulti pli c ati o n r at e . T h e P . m ult o ci d a  A : 1 str ai n  u s e d i n t hi s st u d y  kill e d t h e mi c e 
wit h l ess t h a n 3  C F U  a n d c o n s e q u e ntl y w e c o ul d n ot arri v e at a m e di a n l et h al 
d os e, d e pi cti n g a v er y hi g h p at h o g e ni cit y . S ot o o d e h ni a  et al . (S ot o o d e h ni a et al ., 
2 0 0 4 ) als o r e p ort e d si mil ar r es ult s wit h i n a bilit y t o arri v e at m e di a n l et h al d os e 
b e c a u s e of v er y hi g h vir ul e n c e of a vi a n P . m ult o ci d a  i n mi c e. T h e p ost m ort e m 
l esi o n s e x hi bit e d b y d e a d mi c e w er e i n c o nj u n cti o n  wit h t h os e r e p ort e d b y 
A nt o n y et al . (2 0 0 7 ). T h e y als o o b s er v e d t h at t h e P ast e u r ell a  str ai n s i s ol at e d 
fr o m d u c k s i n K er al a w hi c h di d n ot e v e n p oss es a n y vir ul e n c e pl a s mi d, kill e d 
mi c e.  R a m a n at h a  (1 9 9 4 ) d et er mi n e d L D 5 0  of P. m ult o ci d a  A: 1 i n mi c e a n d 
o bt ai n e d a m e a n v al u e of 1 4. 3 2 + 0. 0 8 3 C F U . 
T h e m e a n l esi o n s c or e f or i nt esti n e w a s si mil ar f or all t h e gr o u p s e x c e pt t h e 
s e v e nt h gr o u p f or w hi c h it  w a s l o w er. T h e l esi o n s c or e w a s i n c o n si st e nt f or 
p eri c ar di u m a n d s pl e e n. H e art l esi o n s w er e m or e s e v er e i n t h e gr o u p s i n o c ul at e d 
wit h m or e n u m b er of or g a ni s ms.  Li v er w a s e q u all y aff e ct e d i n b ot h l o w er a n d 
hi g h er dil uti o n s. T h e l u n g l esi o n s c or e w a s r e d u c e d f or gr o u p s i n o c ul at e d wit h 
l ess c o n c e ntr at e d i n o c ul u m s. It w a s i nt er esti n g t o n ot e t h at l u n g l esi o n s i n d u c e d 
b y o ur str ai n w er e n ot t h at s e v er e c o m p ar e d t o ot h er or g a n s a n d t hi s i s u n u s u al a s 
P. m ult o ci d a i s r e g ar d e d pri m aril y a s a r es pir at or y p at h o g e n. W e c o ul d dr a w a  
c orr el ati o n  b et w e e n t h e n u m b er of or g a ni s ms i n t h e i n o c ul u m a n d t h e l esi o n 
s e v erit y f or or g a n s li k e h e art, i nt esti n e a n d li v er.  
C ol o ni z ati o n a n d di s e a s e c a u s ati o n i n a p arti c ul ar h ost t e n d s t o b e a ss o ci at e d wit h 
h o w w ell th e b a ct eri a g et a d a pt e d t o t h e h ost a n d it s a bilit y t o o v er w h el m t h e h ost 
d ef e n s es. R esi st a n c e t o i nf e cti o n s is d e p e n d e nt u p o n a c o m pl e x e q uili bri u m 
b et w e e n m a n y c o n stit uti v e a s w ell a s a d a pti v e d ef e n s e  m e c h a n i s ms w hi c h m a y 
b e diff er e nt f or e a c h h ost or e v e n a n at o mi c al sit e of i nf e cti o n a n d f or diff er e nt 
p at h o g e n s ( S hil o, 1 9 5 9 ). H u nt e r a n d W o b e s e r  (1 9 8 0 ) d e m o n str at e d t h at m all ar d 
d u c k s  ol d er t h a n 1 1 w e e k s ar e l ess v ul n er a bl e t o P. m ult o ci d a  i nf e cti o n t h a n 
y o u n g er  o n es . Si mil ar a g e s u s c e pti bilit y w a s r e p ort e d i n f a mil y d u c k s b y 
M b ut hi a  et al . (2 0 0 8 ) a n d o pi n e d  t h at m or e n u m b er of cli ni c al si g ns wit h 
i n cr e a s e d s e v erit y w er e s h o w n b y 4 a n d 8 w e e k s ol d d u c kli n gs t h a n t h e ol d er a g e 
gr o u p s . T hi s cl e arl y i n di c at es t h at bir d s a b o v e 4 m o nt h s h a v e c o n si d er a bl e 
r esi st a n c e t o p a st e ur ellosi s a n d l o w er d os es of b a ct eri a will b e cl e ar e d b y t h e h ost 
i m m u n e s yst e m. P. m ult o ci d a  l os es it s vir ul e n c e o n st or a g e a n d m ulti pl e s u b-
c ult uri n g. T h e vir ul e n c e c a n b e e n h a n c e d b y a n i n vi v o  p a ss a g i n g i n a li vi n g h ost 
li k e mi c e. I n t h e pr es e nt st u d y, i n vi v o p a ss a gi n g w a s d o n e pri or t o i n o c ul ati o n t o 
d u c kli n gs b ut n ot b ef or e i n o c ul ati o n t o d u c k s. It m a y h a v e i nfl u e n c e d t h e 
o ut c o m e of t h e st u d y, b ut it i s u n s ur e w h et h er t h at al o n e c o ntri b ut e d t o t h e l ar g e 
v ari ati o n i n vir ul e n c e i n o n e m o nt h a n d si x m o nt h ol d d u c k s.  A c c or di n g t o 
M ats u m ot o a n d St r ai n ( 1 9 9 3 ), P. m ult o ci d a  s er ot y p es w er e a bl e t o i n cr e a s e 
t h eir p at h o g e ni cit y b y bir d t o bir d tr a n s mi ssi o n. I n t h eir st u d y, t h e e n c a ps ul at e d 
ori gi n al i s ol at e r e v e al e d a m e a n i nf e cti o u s d os e of m or e t h a n 1 0 8. 2  C F U w hi c h  
aft er fi v e p a ss a g es pr o d u c e d 6 7 p er c e nt m ort alit y wit h a 1 0 2 C F U d os e. I n t h e 
pr es e nt st u d y, o nl y o n e d u c k di e d e v e n i n t h e hi g h est d os e of c h all e n g e. Fr o m 
t hi s it i s o b vi o u s t h at K utt a n a d  d u c k s ar e f airl y r esi st a nt t o p a st e ur ell osi s a s a g e 
a d v a n c es a n d t h e y pl a u si bl y h ar b ou r s o m e di s e a s e r esi st a nt g e n es w hi c h pr o vi d e  
i n h er e nt i m m u nit y t o di s e a s es pr e v al e nt i n K utt a n a d , K er al a. P er u s al of a v ail a bl e 
lit er at ur e di d n ot r e v e al a n y  g e n eti c st u di es o n di s e a s e r esi st a n c e of K utt a n a d  
d u c k s  or r esi st a n c e of d u c k s  i n g e n er al t o p a st e ur ell osi s a n d s o it w arr a nts 
e xt e n si v e st u di es o n t h eir g e n eti c pr ofil e a n d di s e a s e r esi st a n c e t o p a st e ur ell o si s. 
T h e o nl y a d ult d u c k t h at di e d PI  r e v e al e d si mil ar gr oss l esi o n s a s t h at of 
d u c kli n gs b ut a d diti o n all y r e v e al e d e xt e n si v e p et e c hi ati o n of m u c o u s m e m br a n es 
of a b d o mi n al c a vit y .  
 
C O N C L U SI O N S  
 
T h e m e di a n l et h al d os e of P . m ult o ci d a A: 1 i s ol at e d fr o m Nir a n a m w a s 1 3  C F U  
i n o n e m o nt h ol d d u c kli n gs. D u e t o i n h er e nt di s e a s e r esi st a n c e a n d e xtr e m e 
l et h alit y of t h e b a ct eri a, it w a s n ot p ossi bl e t o arri v e at a m e di al l et h al d os e i n 
a d ult d u c k s a n d mi c e r es p e cti v el y.  T h e d e a d bir ds a n d mi c e r e v e al e d all t h e 
cl a ssi c al l esi o n s of p a st e ur ell osi s o n p ost m ort e m e x a mi n ati o n a n d or g a ni s m 
c o ul d b e r e -i s ol at e d fr o m t h e vi s c er al or g a n s. T h e a ni m al  m o d el s h o ul d b e 
c ar ef ull y s el e ct e d w hil e p erf or mi n g l et h al d os e st u di es f or it will h u g el y a n d 
si n gl e h a n d e dl y i nfl u e n c e t h e o ut c o m e a s e vi d e n c e d i n t hi s st u d y. M o u s e is n ot a 
s uit a bl e m o d el f or hi g hl y vir ul e nt str ai n s of P.  m ult o ci d a  a n d if u s e d c a n l e a d  t o 
f util e w a st a g e of m o n e y, r es o ur c es a n d a ni m al li v es.  T h e a g e of t h e a ni m al h ost 
s h o ul d b e o pti m all y s el e ct e d a n d c orr e ctl y j u d g e d a s it c a n als o a ct a s a criti c al 
d et er mi n a nt i n o bt ai ni n g g o o d r es ult s.  
 
A c k n o wl e d g e m e nts: T h e a ut h ors ar e gr at ef ul t o t h e  D e a n, C oll e g e of V et eri n ar y  
a n d A ni m al S ci e n c es, M a n n ut h y, K er al a, I n di a f or pr o vi di n g t h e n e c ess ar y 
f a ciliti es f or c o n d u cti n g t hi s st u d y. T h e h el p r e n d er e d b y Dr. A m bil y . R, 
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Assi st a nt Pr of ess or , d uri n g t h e s a m pl e c oll e cti o n a n d pr o c e d ur es i s gr at ef ull y 
a c k n o wl e d g e d.  W e als o t h a n k t h e h el p ers a n d a ni m al h a n dl ers of t h e D e p art m e nt 
f or t h e r o uti n e m a n a g e m e nt of t h e a ni m als a n d bir d s.  T h e a ut h ors a c k n o wl e d g e 
t h e I n di a n C o u n cil of A gri c ult ur al R es e ar c h  (I C A R), N e w D el hi, I n di a f or 
pr o vi di n g fi n a n ci al s u p p ort u n d er t h e All I n di a N et w or k Pr o gr a m m e o n 
H a e m orr h a gi c  S e pti c a e mi a  ( AI N P-H S)  ( Pr oj e ct N o. R 3/ 6 6 9 0 8/ 2 0 0 0) a n d t h e 
D e a n, C oll e g e of V et eri n ar y a n d A ni m al S ci e n c es, M a n n ut h y f or t h e i ntr a-m ur al 
f u n di n g. 
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A B S T R A C T  

 
K e y w o r ds:  C ell ul a s e, Mi cr o w a v e m ut a g e n esi s, T h er m ost a bilit y, Fl u or es c e n c e s p e ctr os c o p y  

 
 
I N T R O D U C T I O N 
 
T h e p art of el e ctr o m a g n eti c r a di ati o n c orr es p o n di n g t o t h e fr e q u e n c y r a n g e of 
3 0 0 M H z –  3 0 0 G H z i s k n o w n a s t h e mi cr o w a v e ( M W) r e gi o n. T h er m al eff e ct of 
t h e M W r a di ati o n i s w ell est a bli s h e d. H o w e v er, t h er e h a s b e e n a h e at e d 
c o ntr o v ers y r e g ar di n g t h e p ossi bl e at h er m al ( M W s p e cifi c el e ctr o m a g n eti c 
eff e ct s) eff e ct s of t h e M W r a di ati o n ( T ri v e di et al ., 2 0 1 1). Lit er at ur e c o nt ai ns 
r e p ort s i n di c ati n g pr es e n c e (P o r c elli et al., 1 9 9 7 ) a s w ell a s a b s e n c e (S a s a ki et 
al ., 1 9 9 5) of t h e at h er m al eff e ct s of t h e M W r a di ati o n. F e w r e p ort s ( G o s ai et al ., 
2 0 1 4 ) h a v e als o a p p e ar e d d es cri bi n g t h e m ut a g e ni c p ot e nti al of M W r a di ati o n.  
Br e v i b a cill us p a r a b r e vi s i s a gr a m-v ari a bl e, a er o bi c, r o d s h a p e d ( L o g a n a n d 
V o s, 2 0 0 9)  b a ct eri u m k n o w n f or its c ell ul ol yti c a cti vit y ( Si n g h a n d B a ns al, 
2 0 1 3 ). C ell ul a s es ar e e n z y m es of hi g h i n d u stri al si g nifi c a n c e, p arti c ul arl y 
t h er m ost a bl e c ell ul a s es ar e of sp e ci al i nt er est. Eit h er t h e c ell ul ol yti c t h er m o p hili c 
mi cr o b es or t h e p urifi e d t h er m ost a bl e c ell ul a s es c a n b e of gr e at u s e i n al c o h oli c 
f er m e nt ati o n of li g n o c ell ul osi c w a st es (V a n M a ri s et al , 2 0 0 6). T h e pr es e nt 
st u d y ai m e d at o bt ai ni n g a c ell ul a s e o v er pr o d u ci n g m ut a nt of B. p a r a b r e vi s  u si n g 
M W r a di ati o n a s m ut a g e ni c a g e nt. B esi d es t hi s t h er m ost a bilit y of t h e c ell ul a s e 
pr o d u c e d b y t h e wil d t y p e B. p a r a b r e vi s w a s als o i n v esti g at e d.   
 
M A T E RI A L S A N D M E T H O D S  
 
T e st O r g a ni s m  
 
Br e vi b a cill us p a r a b r e vi s  ( M T C C 2 7 0 8) w a s pr o c ur e d fr o m Mi cr o bi al T y p e 
C ult ur e C oll e cti o n ( M T C C) C h a n di g ar h.  
 
Mi c r o w a v e T r e at m e nt  
 
B a ct eri al s u s p e nsi o n w a s pr e p ar e d i n st eril e n or m al s ali n e, fr o m a n a cti v e c ult ur e 
gr o wi n g o n n utri e nt a g ar ( Hi M e di a, M u m b ai). I n o c ul u m d e n sit y w a s a d j ust e d t o 
t h at of 0. 5 M c F arl a n d st a n d ar d i. e., 0. 0 8-0. 1 0 at 6 2 5 n m. T est c ult ur e ( 5 m L) i n 
st eril e s cr e w c a p p e d gl a ss vi als ( 1 5 m L, M er c k) w a s e x p os e d t o M W r a di ati o n 
( 9 0 W; 2 4 5 0 M H z) i n a d o m esti c M W a p p ar at u s ( El e ctr ol u x ®  E M 3 0 E C 9 0 S S). 
M W tr e at m e nt at 9 0 W w a s gi v e n f or t hr e e diff er e nt ti m e d ur ati o n s vi z. 2, 4, a n d 
6 mi n. Vi als i n si d e t h e M W a p p ar at u s w er e pl a c e d i n a n i c e -c o nt ai ni n g b e a k er, s o 
a s t o a v oi d/ mi ni mi z e a n y t h er m al h e ati n g. T e m p er at ur e of t h e mi cr o bi al 
s u s p e n si o n aft er M W tr e at m e nt at 9 0 W di d n ot g o b e y o n d 1 4º C; w h e n 9 0 W 
tr e at m e nt w a s gi v e n f or 6 mi n, t e m p er at ur e of t h e tr e at e d mi cr o bi al s u s p e n si o n 
w a s f o u n d t o b e 1 3. 3 ± 0. 5º C. T h e w h ol e M W tr e at m e nt w a s p erf or m e d i n a n air -
c o n diti o n e d r o o m. U ntr e at e d i n o c ul u m w a s u s e d a s c o ntr ol. B ef or e M W 

tre at m e nt all, t h e i n o c ul u m vi als (i n cl u di n g c o ntr ol) w er e p ut i n i c e f or 5 mi n t o 
n ullif y a n y v ari ati o n s i n i niti al t e m p er at ur e. T est or g a ni s m w a s i m m e di at el y (i n 
l ess t h a n 5 mi n) i n o c ul at e d o nt o t h e m e di u m f or s cr e e ni n g of c ell ul ol yti c 
p ot e nti al ( G u pt a et al , 2 0 1 2), f oll o wi n g M W tr e at m e nt. T hi s gr o wt h m e di u m 
c o nt ai n e d 0. 5 g/ L K H 2 P O 4 ( M er c k, M u m b ai), 0. 2 5 g/ L M g S O 4 . 7 H2 O ( M er c k), 
0. 2 g/ L c o n g o r e d ( S. d. fi n e -c h e mi, M u m b ai), 2 g/ L c ell ul os e ( S. d. fi n e -c h e mi), 2 
g/ L g el ati n, 1 5 g/ L a g ar -a g ar ( Hi M e di a, M u m b ai), p H 6. 8 -7. 2.I n c u b ati o n w a s 
m a d e at 3 5º C f or 2 4 h.  
 
E sti m ati o n of c ell ul a s e a cti vit y  
 
B. p a r a b r e vi s  w a s gr o w n i n a C M C ( c ar b o x y m et h yl c ell ul os e; M er c k) 
s u p pl e m e nt e d br ot h ( P e pt o n e 0. 5 g/ L; N a Cl 0. 5 g/ L; B e ef e xtr a ct 0. 5 g/ L; Y e a st 
e xtr a ct 0. 5 g/ L; C M C -N a 2 0 g/ L). I n c u b ati o n of t h e e x p eri m e nt al t u b es w a s 
c arri e d o ut at 3 5 0 C f or 6 5 h, u n d er s h a ki n g c o n diti o n ( 8 0 r p m). T h e c ell fr e e 
s u p er n at a nt o bt ai n e d aft er c e ntrif u g ati o n of t h e c ult ur e br ot h ( 1 0, 0 0 0 r p m; 9, 3 9 0 
g f or 1 5 mi n) w a s u s e d a s cr u d e c ell ul a s e pr e p ar a ti o n. 0. 5 m L of t h e s u p er n at a nt 
w a s mi x e d wit h 0. 5 m L of 1 % C M C, f oll o w e d b y i n c u b ati o n at 5 0º C f or 3 0 mi n. 
T h e a m o u nt of gl u c os e r el e a s e d a s a r es ult of c ell ul a s e a cti vit y w a s q u a ntifi e d 
u si n g D N S A c ol ori m etri c a ss a y. T h e i nt er n ati o n al u nit s (I U) of t h e c ell ul a s e w a s 
c al c ul at e d a s: I U = ( µ g of gl u c os e)/ 1 8 0 x 3 0 x 0. 5 ( Ni g a m a n d A y y a g a ri, 2 0 0 8 ). 
 
S c r e e ni n g f o r m ut a nts  
 
F oll o wi n g t h e M W tr e at m e nt of B. p a r a b r e vi s s u s p e n si o n, t h e tr e at e d i n o c ul u m 
w a s str e a k e d o n t h e s cr e e ni n g m e di u m pl at e ( 1 5 0 m m) c o nt ai ni n g c o n g o r e d, a n d 
i n c u b at e d at 3 5 ° C f or 4 2-4 5 h. Aft er t h e i n c u b ati o n 3 c ol o ni es fr o m e a c h pl at e 
c orr es p o n di n g t o diff er e nt M W tr e at m e nt s w er e pi c k e d (s el e cti o n of t h e c ol o ni es 
w a s m a d e b a s e d o n t h e di a m et er of t h e z o n e of c ell ul os e h y dr ol ysi s s urr o u n di n g 
t h e c ol o n y), a n d e a c h c ol o n y ( a s e p ar at e c o d e w a s gi v e n t o e a c h pi c k e d c ol o n y) 
w a s str e a k e d o n t o a s e p ar at e n utri e nt a g ar (s u p pl e m e nt e d wit h 0. 5 % C M C) pl at e. 
D a u g ht er p o p ul ati o n s t h u s g e n er at e d ( aft er 4 2 -4 5 h i n c u b ati o n at 3 5 ° C) fr o m a 
si n gl e p ar e nt c ol o n y w er e t h e n i n o c ul at e d i nt o t h e li q ui d m e di u m d es cri b e d i n t h e 
pr e c e di n g s e cti o n f or esti m ati o n of e n z y m e a cti vit y, f oll o w e d b y i n c u b ati o n at 
3 5 ° C f or 6 5 h u n d er s h a ki n g c o n diti o n ( 8 0 r p m). Aft er i n c u b ati o n, c ell ul a s e 
a cti vit y w a s esti m at e d f or all t h e M W tr e at e d i n o c ul u ms. T h e n t h e pl at es 
c orr es p o n di n g t o t h e M W tr e at m e nt yi el di n g hi g h er c ell ul a s e a cti vit y w er e 
s el e ct e d f or f urt h er e x p eri m e nt s. S u b c ult uri n g w a s d o n e fr o m t h e pl at es of 
c ell ul a s e o v er pr o d u ci n g m ut a nt(s), a n d d a u g ht er p o p ul ati o n r es ulti n g fr o m e a c h 
s u b c ult uri n g w a s c h e c k e d f or it s c ell ul a s e a cti vit y (i n c o m p ari s o n t o t h e wil d 
t y p e), u p t o 5 g e n er ati o n s.  

Mi cr o w a v e m ut a g e n esi s of Br e vi b a cill u s p a r a b r e vi s f or e n h a n c e d c ell ul a s e pr o d u cti o n w a s att e m pt e d. T h o u g h mi cr o w a v e tr e at m e nt 

c o ul d alt er t h e c ell ul a s e a cti vit y of t h e t est b a ct eri u m, n o n e of t h e m ut a nt s o bt ai n e d w er e f o u n d t o b e g e n eti c all y st a bl e, i n di c ati n g t h e 

r e v ersi bl e n at ure of mi cr o w a v e -i n d u c e d m ut ati o n(s). T h er m al st a bilit y of t h e B. p a r a b r e vi s c ell ul a s e w a s als o i n v esti g at e d. T hi s e n z y m e 

w a s f o u n d t o b e c a p a bl e of r et ai ni n g it s a cti vit y e v e n aft er h e at tr e at m e nt ( 5 0 -1 2 1º C, f or 3 0 -6 0 mi n). Fl u or es c e n c e s p e ctr u m r e v e al e d a 

r e d s hift i n t h e e mi ssi o n m a xi m a of t h e h e at-tr e at e d e n z y m e pr e p ar ati o n s, i n di c ati n g s o m e str u ct ur al c h a n g e u p o n h e ati n g, b ut n o m aj or 

l oss of a cti vit y w a s o b s er v e d. T hi s e n z y m e w a s f o u n d t o b e a cti v e o v er a br o a d t e m p er at ur e r a n g e, wit h 9 0º C a s t h e o pti m u m t e m p, 

w hi c h i s i nt er esti n g a s t h e pr o d u ci n g or g a ni s m i s a m es o p hil e.  

A R TI C L E I N F O  

R e c ei v e d 2 7. 1. 2 0 1 6  

R e vi s e d 1 6. 3. 2 0 1 7  

A c c e pt e d 2 0. 3. 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 3 -1 2 1 7  
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P a rti al p u rifi c ati o n of t h e e n z y m e p r e p a r ati o n  
 
B. p a r a br e vi s  w a s i n o c ul at e d i nt o C M C c o nt ai ni n g br ot h, i n 5 0 0 m L fl a s k s. 
V ol u m e of t h e gr o wt h m e di u m i n t h e fl a s k w a s k e pt 2 5 0 m L. I n c u b ati o n w a s 
c arri e d o ut at 3 5 ºC u n d er s h a ki n g c o n diti o n ( 8 0 r p m) f or 6 5 h. C ell fr e e 
s u p er n at a nt o bt ai n e d aft er c e ntrif u g ati o n of t h e B. p a r a b r e vi s  c ult ur e br ot h w a s 
s u bj e ct e d t o a m m o ni u m s ul p h at e ( C D H, N e w D el hi) pr e ci pit ati o n, w h er ei n 
a m m o ni u m s ul p h at e w a s a d d e d at t h e r at e of 6 9 0 g/ L. W hil e a d di n g a m m o ni u m 
s ul p h at e [( N H 4 )2 S O 4 ], t h e v ess el c o nt ai ni n g t h e s u p er n at a nt w a s k e pt s urr o u n d e d 
b y i c e, a n d f oll o wi n g t h at a 2 0 mi n i n c u b ati o n i n si d e r efri g er at or w a s c arri e d o ut . 
T hi s w a s f oll o w e d b y c e ntrif u g ati o n at 7, 5 0 0 r p m f or 4 5 mi n at 4 ºC. T h e 
r es ulti n g p ell et c o nt ai ni n g t h e pr e ci pit at e d pr ot ei n c o nt e nt w a s di ss ol v e d i n 2 5 
m M p h os p h at e b uff er. T hi s s ol uti o n w a s s u bj e ct e d t o di al ysi s ( 1 1 K D p or e si z e, 
3 3 m m wi d e; Si g m a Al dr i c h), w h er ei n t h e di al ysi s b a g w a s k e pt s u s p e n d e d i n 
2 5 m M p h os p h at e b uff er f or 1 2 h u n d er r efri g er ati o n. At t h e e n d of di al ysi s t h e 
c o nt ai n i n si d e b a g w a s c e ntrif u g e d at 1 0, 0 0 0 r p m ( 1 5 mi n; 4 ºC), a n d t h e r es ulti n g 
s u p er n at a nt w a s u s e d a s p arti all y p urifi e d  c ell ul a s e pr e p ar ati o n.  
 
Fi n di n g t h e eff e ct of t e m p e r at u r e o n e n z y m e -s u bst r at e i nt e r a cti o n  
 
0. 5 m L of t h e p arti all y p urifi e d e n z y m e w a s mi x e d wit h 0. 5 m L of 1 % C M C, 
f oll o w e d b y i n c u b ati o n f or 3 0 mi n at diff er e nt t e m p i n t h e r a n g e 4 0 -1 0 0 ° C. T h e 
a m o u nt of gl u c os e r el e a s e d a s a r es ult of c ell ul a s e a cti vit y w a s q u a ntifi e d u si n g 
D N S A c ol ori m etri c a ss a y, a n d fr o m t h at t h e i nt er n ati o n al u nit s (I U) of t h e 
c ell ul a s e w a s c al c ul at e d. A p pr o pri at e c o ntr ols c o nt ai ni n g o nl y s u b str at e ( wit h n o 
e n z y m e), a n d o nl y e n z y m e ( wit h n o s u b str at e) w er e als o i n cl u d e d i n t h e 
e x p eri m e nt.  
 
I n v e sti g ati n g t h e r m o st a bilit y of t h e e n z y m e  
 
T h e p arti all y p urifi e d e n z y m e w a s s u bj e ct e d t o h e ati n g i n w at er b at h f or 1 h at 
diff er e nt t e m p vi z. 5 0º C, 8 0º C, a n d 1 0 0º C. B esi d es t his it w a s als o s u bj e ct e d t o 
a ut o cl a vi n g f or 3 0 mi n. O n e b at c h of t h es e h e at e d e n z y m e pr e p ar ati o ns w a s 
i m m e di at el y s u bj e ct e d t o esti m ati o n of c ell ul a s e a cti vit y. A n ot h er b at c h fr o m t h e 
s a m e l ot w a s all o w e d t o c o ol a n d u n d er g o r e n at ur ati o n f or 2 h. F oll o wi n g 
r e n at ur ati o n thi s w a s als o s u bj e ct e d t o esti m ati o n of c ell ul a s e a cti vit y. 
A d diti o n all y t h e r e n at ur e d s a m pl e w a s als o s u bj e ct e d t o fl ur o m etri c a n al ysi s t o 
fi n d o ut w h et h er t h e r e a nt ur e d s a m pl e h a s u n d er g o n e a n y str u ct ur al c h a n g e a s 
c o m p ar e d t o t h e u n h e at e d c o ntr ol. Fl u or es c e n c e s p e ctr os c o p y e x p eri m e nt s w er e 
p erf or m e d u si n g c ar y e cli p s e fl u or es c e n c e s p e ctr o p h ot o m et er, A gil e nt t e c h n ol o g y 
( U S). E x cit ati o n w a v el e n gt h u s e d w a s 2 8 0 n m, a n d t h e e mi ssi o n w a s r e c or d e d i n 
t h e r a n g e 3 0 0-4 0 0 n m.  
  
St ati sti c al a n al y si s   
 
All t h e e x p er i m e nt s w er e p erf or m e d i n tri pli c at e, a n d m e a s ur e m e nt s ar e r e p ort e d 
a s m e a n ± st a n d ar d d e vi ati o n ( S D). St atisti c al si g nifi c a n c e of t h e d at a w a s 
e v al u at e d b y a p pl yi n g t-t est u si n g Mi cr os oft E x c el® . P  v al u es l ess t h a n 0. 0 5 w er e 
c o n si d er e d t o b e st ati sti c all y si g nifi c a nt. 
 
R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  
 
Mi c r o w a v e m ut a g e n e si s  
 
F oll o wi n g M W tr e at m e nt of t h e B. p a r a b r e vi s  i n o c ul u m, it w a s str e a k e d o n t o 
c o n g o r e d c o nt ai ni n g s cr e e ni n g m e di u m, a n d t h e c ol o ni es s urr o u n d e d b y z o n e of 
c ell ul os e h y dr ol ysi s bi g g er t h a n t h at of c o ntr ol ( T a bl e 1) w er e s el e ct e d f or f urt h er 
e x p eri m e nt ati o n. E a c h of t h e ni n e c ol o ni es s h o w n i n T a bl e 1 w a s str e a k e d o n t o a 
s e p ar at e n utri e nt a g ar (s u p pl e m e nt e d wit h 0. 5 % C M C) pl at e. D a u g ht er 
p o p ul ati o n s t h u s g e n er at e d ( aft er 2 4 h i n c u b ati o n at 3 5 ° C) fr o m a si n gl e p ar e nt 
c ol o n y w er e t h e n i n o c ul at e d i nt o t h e li q ui d m e di u m d es cri b e d i n t h e s e cti o n f or 
esti m at i o n of e n z y m e a cti vit y, f oll o w e d b y i n c u b ati o n at 3 5 ° C f or 6 5 h u n d er 
s h a ki n g c o n diti o n ( 8 0 r p m). Aft er i n c u b ati o n, c ell ul a s e a cti vit y w a s esti m at e d f or 
all t h e M W tr e at e d i n o c ul u ms ( T a bl e 2). T h e n t h e pl at es c orr es p o n di n g t o t h e 
M W tr e at m e nt yi el di n g hi g h er c ell ul a s e a cti vit y w er e s el e ct e d f or f urt h er 
e x p eri m e nt s. S u b c ult uri n g w a s d o n e fr o m t h e pl at es of c ell ul a s e o v er pr o d u ci n g 
m ut a nt s (i. e. 4 A, 6 A, 6 B, a n d 6 C), a n d d a u g ht er p o p ul ati o n r es ulti n g fr o m e a c h 
s u b c ult uri n g w a s c h e c k e d f or it s c ell ul a s e a cti vit y  (i n c o m p ari s o n t o t h e wil d 
t y p e), till a n y si g nifi c a nt hi g h er c ell ul a s e a cti vit y w a s o b s er v e d ( T a bl e 3). O ut of 
t h e f o ur m ut a nt str ai n s el e ct e d, n o n e c o ul d m ai nt ai n t h e tr ait of c ell ul a s e 
o v er pr o d u cti o n aft er t hir d s u b c ult uri n g. Still w e c o nti n u e d t h e e x p eri m e nt s till 
fift h s u b c ult uri n g, a n d f o u n d all t h e m ut a nt s t o r e v ert b a c k t o t h e p ar e nt 
p h e n ot y p e wit h r es p e ct t o c ell ul a s e a cti vit y.  
T h o u g h t h e M W r a di ati o n c o ul d e x ert it s m ut a g e ni c eff e ct o n  B. p a r a b r e vis 
c ell ul a s e a cti vit y, t h e m ut a nt s o bt ai n e d w er e n ot f o u n d t o b e g e n eti c all y st a bl e. It 
c a n b e s ai d t h at t h e M W i n d u c e d m ut ati o n s i n t h e c ell ul a s e s y nt h esi zi n g/ s e cr eti o n 
m a c hi n er y o b s er v e d i n t h e st u d y w er e of r e v ersi bl e n at ur e. Lit er at ur e c o nt ai n s 
r e p ort s i ndi c ati n g t h e M W i n d u c e d m ut ati o n s t o b e st a bl e, a s w ell a s t h os e 
i n di c ati n g ot h er wi s e. P a si u g a et al . ( 2 0 0 7) r e p ort e d di s a p p e ar a n c e of l o w-l e v el 
M W i n d u c e d eff e ct s aft er f e w g e n er ati o n s i n Dr o s o p hill a m al e n o g a st e r . K ot h a ri 

et al. ( 2 0 1 4) als o s h o w e d m ut a g e n i c eff e ct of M W r a di ati o n o n 
e x o p ol ys a c c h ari d e pr o d u cti o n i n X a nt h o m o n a s c a m p e st ri s  t o b e of r e v ersi bl e 
t y p e. 
W h at e v er alt er ati o n s i n gr o wt h a n d c ell ul a s e a cti vit y of M W e x p os e d B. 
p a r a b r e vi s  w er e o b s er v e d i n t h e st u d y, s e e m l ar g el y o wi n g t o t h e n o n -t h er m al 
eff e ct s of M W r a di ati o n, a s M W tr e at m e nt i n t h e st u d y w a s pr o vi d e d at r el ati v el y 
l o w p o w er ( 9 0 W) a n d t h e t e m p er at ur e of t h e M W tr e at e d s u s p e n si o n di d n ot g o 
b e y o n d  1 4 ° C. M u c h c a n n ot b e s ai d wit h c ert ai nt y r e g ar di n g t h e m o d e of a cti o n 
of M W r a di ati o n o n  li vi n g s yst e ms. B oll et et al.  ( 1 9 9 1) r e p ort e d alt er ati o n i n t h e 
c ell m e m br a n e p er m e a bilit y o wi n g t o M W tr e at m e nt, w hi c h i n p art m a y 
c o ntri b ut e t o t h e n o n -t h er m al eff e ct s of M W o n mi cr o bi al c ells. B esi d es t h er m al 
a n d n o n -t h er m al eff e ct s, mi cr o-t h er m al eff ect s i n c or p or ati n g ‘ u n d et e ct a bl e’ 
t h er m al m e c h a nis m m a y als o b e r es p o n si bl e f or t h e bi ol o gi c al eff e ct s of 
mi cr o w a v e r a di ati o n ( S h a mi s et al ., 2 0 1 2).  
 
T a bl e 1 R es ult s of q u alit ati v e s cr e e ni n g of t h e c ell ul ol yti c p ot e nti al o n c o n g o r e d 
m e di u m  

D u r ati o n of M W 
t r e at m e nt  at 9 0 W 
( mi n) 

C ol o n y 
C o d e  

Di a m et e r of Z o n e 
of h y d r ol y si s  

( m m) 
( M e a n ± S D) 

% i n c r e a s e 
c o m p a r e d t o 

c o nt r ol  

0 ( C o ntr ol)   8 ± 1  0. 0  

 
2  

2 A  1 5  8 7. 5  

2 B  1 3  6 2. 5  

2 C  1 5  8 7. 5  

 
4  

4 A  1 1  3 7. 5  

4 B  1 0  2 5  

4 C  1 0  2 5  

 
6  

6 A  1 0  2 5  

6 B  9  1 2. 5  

6 C  1 0  2 5  

 
T a bl e 2 Q u a ntifi c ati o n of c ell ul a s e a cti vit y of t h e p o p ul ati o n g e n er at e d fr o m 
s el e ct e d c ol o ni es  
 

C ol o n y 
C o d e  

C ell d e nsit y at 
h a r v e st  
( O D6 6 0 ) 

( M e a n ± S D) 

% C h a n g e 
c o m p a r e d 
t o c o nt r ol 

C ell ul a s e 
a cti vit y  
(I U/ m L) 

% C h a n g e 
c o m p a r e d 
t o c o nt r ol 

C o ntr ol  0. 7 1 6 ± 0. 0 4  0. 0 0  0. 0 2 0  0. 0 0  

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

2 B  0. 6 1 4 ± 0. 0 1  -1 4. 2 4  0. 0 1 8  -1 0  

2 C  0. 6 2 3 ± 0. 0 1  -1 2. 9 8 *  0. 0 2 3  1 5  

4 A  0. 7 2 9 ± 0. 0 5  1. 8 1  0. 0 5 0  1 5 0 * *  

4 B  0. 5 7 7 ± 0. 0 1  -1 9. 4 1 *  0. 0 2 1  5  

4 C  0. 6 9 5 ± 0. 0 0  -2. 9 3  0. 0 2 3  1 5  

6 A  0. 7 4 9 ± 0. 0 6  4. 6 0  0. 0 3 9  9 5 * *  

6 B  0. 7 3 7 ± 0. 0 2  2. 9 3  0. 0 4 7  1 3 5 * *  

6 C  0. 6 9 3 ± 0. 0 0  -3. 2 4  0. 0 4 9  1 4 5 * *  

p < 0. 0 5; * * p < 0. 0 1; mi n u s si g n i n di c at es a d e cr e a s e o v er c o ntr ol  
 
Eff e ct of t e m p e r at u r e o n t h e a cti vit y of B. p a r a b r e vi s c ell ul a s e  
 
Fi n di n g  t h e eff e ct of t e m p e r at u r e o n e n z y m e-s u bst r at e i nt e r a cti o n  
 
T hi s e x p eri m e nt w a s d o n e i n t w o s et s. F or t h e first s et or g a ni s m w a s gr o w n i n a 
m e di u m c o nt ai ni n g 0. 5 % c ell ul os e a s t h e m aj or c ar b o n s o ur c e, a n d W h at m a n 
p a p er di s cs ( 5 di s cs of di a m et er 5 m m, a m o u nti n g t o 1 0. 6 8 ± 0. 1 6 m g, i n e a c h 
e x p eri m e nt al t u b e) w er e u s e d a s t h e s u b str at e d uri n g e n z y m e a ss a y. I n t h e s e c o n d 
s et, or g a ni s m w a s gr o w n i n a m e di u m c o nt ai ni n g 2 % C M C a s t h e m aj or c ar b o n 
s o ur c e, a n d 1 % C M C w a s u s e d a s t h e s u b str at e d uri n g e n z y m e a ss a y.  
T e m p er at ur e at w hi c h a n i n c u b ati o n f or 3 0 mi n w a s m a d e all o wi n g t h e e n z y m e t o 
w or k o n s u b str at e r a n g e d fr o m 4 0 -1 0 0 ° C. C ell ul a s e a cti vit y o bt ai n e d at diff er e nt 
t e m p f or b ot h s et of e x p eri m e nt s i s s h o w n i n T a bl e 4 a n d Fi g ur e 1. I n t h e first 
e x p eri m e nt al s et  t h e c ell ul a s e a cti vit y w a s f o u n d t o b e m a xi m u m at 9 0º C. 
E n z y m e a cti vit y at 4 0º C w a s st ati sti c all y e q ui v al e nt t o t h at of 9 0º C. At all ot h er 
t e m p er at ur es t h e e n z y m e a cti vit y w a s f o u n d t o b e l ess er ( 3 0-7 0 % of t h at f o u n d at 
9 0º C). I n t h e s e c o n d s et of e x p eri m e nt s, m a xi m u m e n z y m e a cti vit y w a s o b s er v e d 
at 9 0º C, h o w e v er t h e c ell ul a s e a cti vit y i n t h e w h ol e r a n g e of 4 0 -1 0 0º C w a s 
al m ost si mil ar. T h o u g h st ati sti c all y si g nifi c a nt b ut mi n or d e cr e a s e i n a cti vit y w a s 
o bt ai n e d at 5 0º C a n d 6 0º C. T hi s e x p eri m e nt w a s als o p e rf or m e d wit h u n p urifi e d 
cr u d e e n z y m e (i. e. t h e c ell fr e e s u p er n at a nt u s e d dir e ctl y a s a n e n z y m e s o ur c e), 
a n d m a xi m u m a cti vit y w a s o b s er v e d at 9 0 0 C ( d at a n ot s h o w n). T h e l e v el of 
c ell ul a s e a cti vit y i n s e c o n d s et ( u si n g C M C as t h e s u b str at e f or e n z y m e a ss a y)  of 
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e x p eri m e nt s i s al m ost d o u bl e t h a n t h at o b s er v e d i n t h e first s et ( u si n g W h at m a n 
p a p er a s t h e s u b str at e f or e n z y m e a s s a y). T hi s m a y p ossi bl y b e d u e t o diff er e nt 
affi niti es of t h e B. p a r a b r e vi s  c ell ul a s e f or t w o diff er e nt s u b str at es. M a n y f a ct ors 
c o ntri b ut e i n d et er mi ni n g h o w c h all e n gi n g c ell ul a s e a cti vit y a ss a ys c a n b e. F e w 
a m o n g t h es e f a ct ors ar e t h e d e gr e e of h o m o g e n eit y a n d p urit y of t h e c ell ul a s e 

s a m pl e; s ol u bilit y of t h e s u b str at e; t h e c o m pli c at e d r el ati o n s hi p b et w e e n p h ysi c al 
h et er o g e n eit y of t h e c ell ul osi c m at eri als, a n d t h e c o m pl e xit y of c ell ul a s e e n z y m e 
s yst e ms (s y n er g y a n d/ or c o m p etiti o n) ( Z h a n g et al ., 2 0 1 5). 
 

 
T a bl e 3 C ell ul a s e a cti vit y o v er m ulti pl e s u b c ult uri n gs of s el e ct e d o v er pr o d u ci n g m ut a nt s of B. p a r a b r e vi s 

C ol o n y 
d e si g n ati o n  
 

C ell d e nsit y at h a r v e st  
( O D6 6 0 ) 

( M e a n ± S D) 

% C h a n g e c o m p a r e d t o 
c o nt r ol  

 

C ell ul a s e a cti vit y  
(I U/ ml) 

% C h a n g e c o m p a r e d t o 
c o nt r ol  

 

1 st g e n er ati o n  
C o ntr ol  0. 7 1 ± 0. 0 4  0. 0 0  0. 0 2 0  0. 0 0  
4 A  0. 7 2 ± 0. 0 5  1. 8 1  0. 0 5 0  1 5 0 * *  
6 A  0. 7 4 ± 0. 0 6  4. 6 0  0. 0 3 9  9 5 * *  
6 B  0. 7 3 ± 0. 0 2  2. 9 3  0. 0 4 7  1 3 5 * *  
6 C  0. 6 9 ± 0. 0 0  -3. 2 4  0. 0 4 9  1 4 5 * *  

2 n d  g e n er ati o n  
C o ntr ol  0. 3 7 ± 0. 0 0  0. 0 0  0. 0 2 9  0. 0 0  
4 A  0. 4 2 ± 0. 0 0  1 2. 5 * *  0. 0 2 6  -1 0. 3 4  
6 A  0. 4 7 ± 0. 0 1  2 6. 3 2 * *  0. 0 4 5  5 5. 1 7  
6 B  0. 3 4 ± 0. 0 2  -9. 3 0 *  0. 0 4 3  4 8. 2 7 *  
6 C  0. 4 8 ± 0. 0 0  3 0. 0 5 * *  0. 0 3 6  2 7. 5 8 *  

3 r d g e n er ati o n  
C o ntr ol  0. 6 6 ± 0. 0 0  0. 0 0  0. 0 3 0  0. 0 0  
4 A  0. 5 3 ± 0. 0 7  -1 9. 8 8  0. 0 4 2  4 0 * *  
6 A  0. 6 1 ± 0. 0 0  -7. 6 2 * *  0. 0 4 2  4 0 * *  
6 B  0. 5 2 ± 0. 0 2  -2 4. 8 9 * *  0. 0 3 9  3 0  
6 C  0. 5 2 ± 0. 0 0  -2 4. 7 4 * *  0. 0 4 5  5 0  

4 t h g e n er ati o n  
C o ntr ol  0. 7 1 ± 0. 0 0  0. 0 0  0. 0 1 5  0. 0 0  
4 A  0. 7 6 ± 0. 0 2  7. 1 1  0. 0 1 7  1 3. 3 3  
6 A  0. 6 8 ± 0. 0 2  -4. 1 8  0. 0 2 3  5 3. 3 3  
6 B  0. 6 8 ± 0. 0 2  -4. 0 4  0. 0 2 2  4 6. 6 6  
6 C  0. 7 1 ± 0. 0 1  -0. 1 3  0. 0 2 0  3 3. 3 3  

5 t h g e n er ati o n  

C o ntr ol  0. 5 2 ± 0. 0 0  0. 0 0  0. 0 2 1  0. 0 0  
4 A  0. 4 9 ± 0. 0 2  -5. 7 1  0. 0 2 2  4. 7 6  
6 A  0. 5 0 ± 0. 0 2  -3. 2 3  0. 0 2 2  4. 7 6  
6 B  0. 4 8 ± 0. 0 0  -7. 6 1  0. 0 2 6  2 3. 8 0  
6 C  0. 5 0 ± 0. 0 2  -3. 6 1  0. 0 2 6  2 3. 8 0  

* p < 0. 0 5; * * p < 0. 0 1; mi n u s si g n i n di c at es a d e cr e a s e o v er c o ntr ol.  
 
C ell ul a s es c a p a bl e of a cti n g o n t h eir s u b str at e at hi g h t e m p er at ur es ar e of i nt er est 
f or v ari o u s i n d u stri al a p pli c ati o ns, as pr o c ess i s e m pl o yi n g c ell ul a s es at hi g h er 
t e m p er at ur e ar e l ess pr o n e t o c o nt a mi n ati o n. C ell ul ol yti c a cti vit y at hi g h 
t e m p er at ur e i s of s p e ci al i nt er est wit h r es p e ct t o al c o h ol pr o d u cti o n fr o m 
li g n o c ell ul osi c w a st es (V a n M a ri s et al ., 2 0 0 6). I n t h e pr es e nt st u d y, w e h a v e 
f o u n d t h e c ell ul a s e a cti vit y t o b e o pti m u m at a t e m p er at ur e a s hi g h a s 9 0º C, t his 
i s p arti c ul arl y i nt er esti n g c o n si d eri n g t h at t h e c ell ul a s e pr o d u ci n g or g a ni s m u s e d 
h er e i s m es o p hili c wit h a n o pti m u m gr o wt h t e m p er at ur e of 3 5º C. T hi s will als o 

b e i nt er esti n g t o i n v esti g at e w h y a m es o p hili c b a ct eri u m n e e d t o pr o d u c e a 
t h er m ot ol er a nt e n z y m e. G e n es c o di n g f or s u c h e n z y m es m a y als o b e u s ef ul w hil e 
pr a cti ci n g g e n eti c e n gi n e eri n g f or c o n str u cti o n of ot h er s u p eri or c ell ul a s e 
pr o d u ci n g str ai n s. M a n y mi cr o or g a ni s ms ar e k n o w n f or t h eir g o o d c ell ul ol yti c 
p ot e nti al, b ut t h eir c ell ul a s es ar e f u n cti o ni n g o pti m all y at m es o p hili c 
t e m p er at ur es. F or e x a m pl e, Li et al . (2 0 1 0 ) h a v e s h o w n o pti m u m t e m p er at ur e 
C M C a s e a cti vit y fr o m Tri c h o d e r m a vi ri d e  t o b e 5 0º C. 
 

 
T a bl e 4 C ell ul a s e a cti vit y a s a f u n cti o n of t e m p er at ur e.  

T e m p  
(0 C)  

S E T  I  S E T II  

I U / m L  
( M e a n ± S D) 

% of m a xi m u m ( c o nsi d e ri n g  
I U at 9 0 0 C a s c e nt p e r c e nt)  

I U/ m L  
( M e a n ± S D) 

 

% of m a xi m u m ( c o nsi d e ri n g 
I U at 9 0 0 C  a s  c e nt p e r c e nt)  

 

4 0  0. 0 5 0 ± 0. 0 0 0  9 2. 5 9  0. 1 0 4 ± 0. 0 0 0  9 5. 4 1  

5 0  0. 0 3 7 ± 0. 0 0 0  6 8. 5 1 * *  0. 1 0 3 ± 0. 0 0 1  9 4. 4 9 *  

6 0  0. 0 3 8 ± 0. 0 0 1  7 0. 3 7 * *  0. 1 0 1 ± 0. 0 0 1  9 2. 6 6 *  

7 0  0. 0 1 8 ± 0. 0 0 1  3 3. 3 3 * *  0. 1 0 5 ± 0. 0 0 0  9 6. 3 3  

8 0  0. 0 1 6 ± 0. 0 0 0  2 9. 6 2 * *  0. 1 0 2 ± 0. 0 0 3  9 3. 5 7  

9 0  0. 0 5 4 ± 0. 0 0 1  1 0 0  0. 1 0 9 ± 0. 0 0 0  1 0 0  

1 0 0  0. 0 2 3 ± 0. 0 0 2  4 2. 5 9 * *  0. 0 9 9 ± 0. 0 0 0  9 0. 8 2  

p < 0. 0 5; * * p < 0. 0 1;  
S et I: C ell ul os e a s gr o wt h s u b str at e, a n d W h at m a n p a p er a s s u b str at e d uri n g e n z y m e a ss a y.  
S et II: C M C a s gr o wt h s u b str at e, a s w ell a s s u b str at e d uri n g e n z y m e a ss a y.  
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Fi g u r e 1 C ell ul a s e a cti vit y a s a f u n cti o n of t e m p er at ur e.  
S et I  C ell ul os e a s gr o wt h s u b str at e, a n d W h at m a n p a p er a s s u b str at e d uri n g 
e n z y m e a ss a y.  
S et II  C M C a s gr o wt h s u b str at e, a s w ell a s s u b str at e d uri n g e n z y m e a ss a y  
 
 

I n v e sti g ati n g t h e r m o st a bilit y of t h e e n z y m e  
 
Aft er o b s er vi n g t h at t h e o pti m u m t e m p er at ur e of t h e B. p a r a b r e vi s  c ell ul a s e i s o n 
t h e hi g h er si d e, w e pr o c e e d e d f or i n v esti g ati n g w h et h er t hi s e n z y m e u n d er g o es 
a n y str u ct ur al m o difi c ati o n aft er b ei n g s u bj e ct e d t o h e ati n g. T h es e e x p eri m e nt s 
w er e p erf or m e d i n t hr e e diff er e nt s et s. S et I e m pl o y e d c ell ul os e a s t h e gr o wt h 
s u b str at e, a n d W h at m a n p a p er a s a s t h e s u bstr at e d uri n g e n z y m e a ss a y. S et II 
e m pl o y e d C M C a s t h e gr o wt h s u b str at e a s w ell a s s u b str at e d uri n g e n z y m e  a ss a y. 
S et III e m pl o y e d C M C a s t h e gr o wt h s u b str at e, a n d W h at m a n p a p er a s t h e 
s u b str at e d uri n g e n z y m e a ss a y.  H er e, w e s u bj e ct e d t h e p arti all y p urifi e d e n z y m e 
s ol uti o n t o h e ati n g at 5 0º C, 8 0º C, 1 0 0º C  f or 1 h, a n d 1 2 1º C ( a ut o cl a vi n g) f or 3 0 
mi n. R es ult s o f t h e c ell ul a s e a cti vit y a ss a y f or t h e e n z y m e pr e p ar ati o n(s) 
i m m e di at el y aft er t h e h e at tr e at m e nt, a n d f oll o wi n g c o oli n g ar e pr es e nt e d i n 
T a bl e 5 -7. Fl u or es c e n c e s p e ctr u m of t h es e c o ol e d e n z y m e s a m pl es (f or s et I a n d 
II) w er e als o g e n er at e d. 
 
 
 
 
 
 

T a bl e 5 C ell ul a s e a cti vit y of t h e h e at d e n at ur e d, a n d r e n at ur e d e n z y m e pr e p ar ati o n (s et I).  

D e n at u r ati o n T e m p (
0

C)  

D e n at u r ati o n  
(i n w at e r b at h f o r 1 h) R e n at u r ati o n ( 2 h at 3 5

0

C)  

I U / ml  

% a cti vit y 
r et ai n e d 

c o m p a r e d t o  
N ati v e  

I U/ ml  
% diff. c o m p a r e d t o 

d e n at u r e d  
% c o m p a r e d t o  

C o nt r ol  

5 0  0. 0 4 ± 0. 0 2  6 6  0. 0 5 ± 0. 0 0  2 5  8 3. 3  
8 0  0. 0 5 ± 0. 0 2  8 3. 3  0. 0 7 ± 0. 0 1  4 0  1 1 6. 6  
1 0 0  0. 0 6 ± 0. 0 1  1 0 0  0. 0 5 ± 0. 0 0  0  1 0 0. 0  
1 2 1  
( 3 0 mi n) 

0. 0 1 ± 0. 0 0  1 6 *  0. 0 4 ± 0. 0 0  3 0 0 *  6 6  

C ell ul a s e a cti vit y of t h e c o ntr ol s a m pl e ( n ot e x p os e d t o h e at) w a s 0. 0 6 ± 0. 0 0 I U/ m L;   * p < 0. 0 5  
 

T a bl e 6 C ell ul a s e a cti vit y of t h e h e at d e n at ur e d, a n d r e n at ur e d e n z y m e pr e p ar ati o n (s et II).  

D e n at u r ati o n T e m p ( 0 C)  

D e n at u r ati o n  
(i n w at e r b at h f o r 1 h) 

R e n at u r ati o n ( 2 h at 3 5 0 C)  

I U / ml  

% a cti vit y 
r et ai n e d 

c o m p a r e d t o  
N ati v e  

I U/ ml  
% diff. c o m p a r e d t o 

d e n at u r e d  
% c o m p a r e d t o  

C o nt r ol  

5 0  0. 0 9 9 ± 0. 0 0 1  9 0. 0 0 *  0. 1 0 4 ± 0. 0 0 2  5. 0 5  9 4. 5 4  
8 0  0. 0 9 6 ± 0. 0 0 1  8 7. 2 7 *  0. 1 0 0 ± 0. 0 0 3  4. 1 6  9 0. 9 0  
1 0 0  0. 0 9 8 ± 0. 0 0 1  8 9. 0 9 *  0. 1 0 1 ± 0. 0 0 2  3. 0 6  9 1. 8 1  
1 2 1  
( 3 0 mi n) 

0. 0 9 6 ± 0. 0 0 0  8 7. 2 7 *  0. 1 0 0 ± 0. 0 0 2  4. 1 6  9 0. 9 0  

C ell ul a s e a cti vit y of t h e c o ntr ol s a m pl e ( n ot e x p os e d t o h e at) w a s 0. 1 1 0 ± 0. 0 0 2I U/ m L; * p < 0. 0 5.  
 

T a bl e 7 C ell ul a s e a cti vit y of t h e h e at d e n at ur e d, a n d r e a nt ur e d e n z y m e pr e p ar ati o n (s et III).  

D e n at u r ati o n T e m p ( 0 C ) 

D e n at u r ati o n  
(i n w at e r b at h f o r 1 h) 

R e n at u r ati o n ( 2 h at 3 5 0 C)  

I U / ml  

% a cti vit y 
r et ai n e d 

c o m p a r e d  
t o 

c o nt r ol  

I U/ ml  
% diff c o m p a r e d t o  

d e n at u r e d  
% c o m p a r e d t o 

c o nt r ol  

5 0  0. 2 2 3 ± 0. 0 0 0  8 3. 5 2 * *  0. 2 4 9 ± 0. 0 4  1 1 1. 6 5 *  9 3. 2 5  
8 0  0. 2 2 9 ± 0. 0 0 7  8 5. 7 6 *  0. 2 1 9 ± 0. 0 1 2  9 5. 6 3  8 2. 0 2 *  
1 0 0  0. 1 8 2 ± 0. 0 1 2  6 8. 1 6 *  0. 2 0 2 ± 0. 0 2 5  1 1 0. 9 8  7 5. 6 5  

1 2 1( 3 0 mi n)  0. 2 3 7 ± 0. 0 1 5  8 8. 7 6  0. 2 2 9 ± 0. 0 0 1  9 6. 6 2  8 5. 7 6 *  

C ell ul a s e a cti vit y of t h e c o ntr ol s a m pl e ( n ot e x p os e d t o h e at) w a s 0. 2 6 7 ± 0. 0 0 5 I U/ m L; * p < 0. 0 5 ; * *p < 0. 0 1  
 
 
D uri n g t h e e x p eri m e nt s of s et I, e n z y m e a cti vit y i n t h e s a m pl es h e at e d at 5 0 -
1 0 0º C w a s si g nifi c a ntl y n ot diff er e nt t h a n t h at i n u n h e at e d c o ntr ol. H o w e v er t h e 
a ut o cl a v e d e n z y m e pr e p ar ati o n s uff er e d a l oss of 8 3. 3 4 % a cti vit y c o m p ar e d t o 
t h e c o ntr ol; t hi s s a mpl e r e g ai n e d a cti vit y e q ui v al e nt t o t h e c o ntr ol aft er c o oli n g. 
T h u s e x c e pt f or a ut o cl a vi n g, t h e e n z y m e a cti vit y w a s n ot aff e ct e d b y h e ati n g. 
T h o u g h t h e a cti vit y of all t h e h e at tr e at e d e n z y m e s a m pl es ( aft er c o oli n g) w a s at 
p ar t o t h at of u n h e at e d c o ntr ol, str u ct ur es of t h e r e a nt ur e d e n z y m e s a m pl es di d 
n ot s e e m t o b e t h e s a m e, a s i n di c at e d b y a s hift i n t h eir fl u or es c e n c e s p e ctr u m. 
Fl u or es c e n c e s p e ctr u m of t h e n ati v e ( u n h e at e d c o ntr ol) e n z y m e pr e p ar ati o n 
e x hi bit e d a n e mi ssi o n m a xi m a at 3 4 1 n m, w h er e a s t hi s v al u e w a s hi g h er f or t h e 
r e n at ur e d e n z y m e s a m pl es ( w hi c h w er e pr e vi o u sl y s u bj e ct e d t o h e at tr e at m e nt) 
i n di c ati n g a r e d s hift ( Fi g. 2). F or t h e e x p eri m e nt s of s et II, t h er e w a s a mi n or 

( 1 1-1 3 %) d e cr e a s e i n t h e e n z y m e a cti vit y m e a s ur e d i m m e di at el y aft er h e at 
tr e at m e nt; h o w e v er f oll o wi n g r e n at ur ati o n u p o n c o oli n g t h e e x p eri m e nt al e n z y m e 
pr e p ar ati o n s s h o w e d n o si g nifi c a nt diff er e n c e wit h r es p e ct t o t h eir a cti vit y 
c o m p ar e d t o t h e c o ntr ol. Fl u or es c e n c e s p e ctr u m o bt ai n e d i n t hi s s et of 
e x p eri m e nt s (s p e ctr u m n ot s h o w n t o a v oi d r e d u n d a n c y) w a s si mil ar t o t h at 
o bt ai n e d f or s et I, e x hi biti n g a r e d s hift i n t h e e mi ssi o n m a xi m a of t h e h e at 
tr e at e d e n z y m e pr e p ar ati o ns. F or t h e t hir d s et of e x p eri m e nt s, e n z y m e a cti vit y 
aft er h e at tr e at m e nt s uff er e d m a xi m u m ( 3 2 %) d e cr e a s e at  1 0 0º C, h o w e v er 
f oll o wi n g c o oli n g it r e g ai n e d t h e a cti vit y e q ui v al e nt t o t h at of c o ntr ol.  
             Fr o m t h e a b o v e d es cri b e d e x p eri m e nt s r e g ar di n g t h er m ost a bilit y of t h e 
B. p a r a b r e vi s  c ell ul a s e, it is e vi d e nt t h at t hi s e n z y m e d o es n ot s h o w a n y m aj or 
si gnifi c a nt r e d u cti o n i n it s a cti vit y w h e n m e a s ur e d i m m e di at el y aft er h e at 
tr e at m e nt (i. e. r et ai n s c o n si d er a bl e a cti vit y e v e n aft er h e at tr e at m e nt), a n d u p o n 
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r e n at ur ati o n ( aft er c o oli n g) r e g ai n s a cti vit y al m ost at p ar t o t h at of n ati v e 
( u n h e at e d c o ntr ol). H o we v er t h e str u ct ur e of t hi s e n z y m e d o es u n d er g o s o m e 
c h a n g e(s) u p o n h e at tr e at m e nt, a s i n di c at e d b y t h e fl u or es c e n c e s p e ctr u m. B ut 
t hi s alt er e d str u ct ur e als o e x hi bit s c at al yti c effi ci e n c y al m ost e q ui v al e nt t o t h at of 
n ati v e str u ct ur e. It m a y b e a ss u m e t h at  t h e a cti v e sit e of t hi s c ell ul a s e i s n ot 
g etti n g di st ort e d e v e n aft er str u ct ur al alt er ati o n(s) o wi n g t o h e at tr e at m e nt, 
n eit h er it s a c c essi bilit y t o t h e s u b str at e i s r e d u c e d m u c h. I n o ur st u d y t h e 
fl u or es c e n c e s p e ctr u m of t h e h e at tr e at e d e n z y m e pr e p ar ati o n e x hi bit e d a n 
i n cr e a s e i n t h e e mi ssi o n m a xi m a a s c o m p ar e d t o t h at of n ati v e, a n d t h e m a g nit u d e 
of t hi s s hift i n cr e a s e d wit h i n cr e a s e i n t e m p ( Fi g 2). T hi s p h e n o m e n o n of r e d s hift 
c a n b e c o n si d er e d a s a n i n di c ati o n of u nf ol di n g a n d d e n at ur ati o n of t h e e n z y m e 
str u ct ur e, a n d r e v el ati o n of m or e h y dr o p h o bi c a mi n o a ci d t o t h e s urf a c e. T h e 
i n d ol e gr o u p of tr y pt o p h a n i s t h e d o mi n a nt fl u or o p h or e i n pr ot ei n s, w hi c h 
a b s or b s n e ar 2 8 0 n m, a n d e mit s n e ar 3 4 0 n m. T h e e mi ssi o n of i n d ol e m a y s hift t o 
l o n g er w a v el e n gt h s (re d s hift) w h e n t h e pr ot ei n i s u nf ol d e d ( J o s e p h et al ., 2 0 0 6). 
T h e i n d ol e gr o u p of tr y pt o p h a n r esi d u es i n pr ot ei n s i s a s ol v e nt -s e n siti v e 
fl u or o p h or e, a n d t h e e mi ssi o n s p e ctr a of i n d ol e c a n r e v e al t h e tr y pt o p h a n r esi d u es 
i n pr ot ei n s. T h e e mi ssi o n fr o m a n e xp os e d s urf a c e r esi d u e i s k n o w n t o o c c ur at 
l o n g er w a v el e n gt h s t h a n t h at fr o m a tr y pt o p h a n r esi d u e i n t h e pr ot ei n’s i nt eri or. 
T hi s p h e n o m e n o n a p p ar e nt i n Fi g ur e 2 i s c h ar a ct eri z e d b y a s hift i n t h e s p e ctr u m 
of a tr y pt o p h a n r esi d u e u p o n u nf ol di n g of a pr ot ei n, a n d t h e s u b s e q u e nt e x p os ur e 
of t h e tr y pt o p h a n r esi d u es t o t h e a q u e o u s p h a s e. B ef or e t hi s u nf ol di n g, t h e 
r esi d u e i s li k el y t o b e s hi el d e d fr o m t h e s ol v e nt b y t h e f ol d e d pr ot ei n. S u c h 
u nf ol di n g of a c ell ul a s e m a y n ot al w a ys aff e ct it s s u b str at e bi n di n g pr o p erti es. 
Bi n di n g b e h a vi or of Tri c h o d e r m a r e e s ei  c el ull a s es w a s s h o w n n ot t o b e 
a d v ers el y aff e cti n g at t e m p er at ur e a b o v e 5 0 0 C ( A n d r e a us et al ., 1 9 9 9). 
Tr y pt o p h a n r esi d u e h a s b e e n i n di c at e d a s k e y a mi n o a ci d i n t h e str u ct ur e of T. 
r e e s ei  c ell ul a s e ( N a k a m u r a  et al ., 2 0 1 3), a s w ell a s i n c ell ul a s e of B a cill us  
s p e ci es ( O z a ki et al ., 1 9 9 1). A n i n cr e a s e d fr e q u e n c y of e x p os e d ar o m ati c 
r esi d u es i s b eli e v e d t o u n d erli n e a st a bili zi n g eff e ct i n e n h a n ci n g t h er m al st a bilit y 
of pr ot ei n s ( C h a k r a v a rt y et al ., 2 0 0 2). 
 

 
 
Fi g u r e 2 Str u ct ur e of e n z y m e pr e p ar ati o n aft er r e n at ur ati o n ( S et I).  
 
C O N C L U SI O N  
 
T h e st u d y att e m pt e d at M W m ut a g e n esi s of B. p a r a b r e vi s  f or e n h a n c e d 
pr o d u cti o n of t h er m ost a bl e c ell ul a s e. T h o u g h n o n e of t h e f o ur o v er pr o d u ci n g 
m ut a nt li n es o bt ai n e d w er e f o u n d t o b e g e n eti c all y st a bl e, o ur st u d y p ositi v el y 
i n di c at e t h e p ossi bl e c o ntri b uti o n of at h er m al M W eff e ct s t o w ar d s t h eir 
m ut a g e ni c p ot e nti al. I n v esti g ati o n o n t h e t h er m ost a bilit y of t h e c ell ul a s e a cti vit y 
( p erf or m e d wit h t h e wil d t y p e) r e v e al e d t h at t h e en z y m e a cti vit y i s n ot d estr o y e d 
m u c h e v e n aft er h e at tr e at m e nt, d es pit e c ert ai n str u ct ur al c h a n g es (r e v e al e d fr o m 
fl u or es c e n c e s p e ctr u m) t a ki n g pl a c e o wi n g t o h e at tr e at m e nt. T his e n z y m e w a s 
f o u n d t o b e c at al yti c all y a cti v e o v er a br o a d r a n g e of t e m p er at ur e. T o t h e b est of 
o ur a w ar e n ess, t hi s i s t h e first d es cri pti o n r e g ar di n g t h er m ost a bilit y of t h e B. 
p a r a b r e vi s  c ell ul a s e. M or e d et ail e d i n v esti g ati o n o n t hi s c ell ul a s e i s w arr a nt e d t o 
u n d erst a n d t h e m ol e c ul ar b a si s u n d erli ni n g t h e t h er m ost a bl e n at ur e of t hi s 
pr ot ei n. C ell ul a s es c a p a bl e of w or ki n g at hi g h t e m p er at ur e a n d r et ai ni n g a cti vit y 
e v e n aft er c o n si d er a bl e h e at e x p os ur e c a n fi n d m a n y i nt er esti n g i n d u stri al 
a p pli c ati o n s ( H a ki et al ., 2 0 0 3). It i s n ot e w ort h y t h at t hi s t h er m ost a bl e c ell ul a s e 
i s n ot fr o m a t h er m o p hili c or g a ni s m, b ut fr o m a m es o p hil e. M es o p hil es ar e e a si er 
t o h a n dl e i n l a b a s w ell a s d uri n g l ar g e s c al e f er m e nt ati v e pr o c ess es. 
 
A c k n o wl e d g m e nts: A ut h ors t h a n k Nir m a E d u c ati o n a n d R es e ar c h F o u n d ati o n 
( N E R F) f or fi n a n ci al a n d i nfr a str u ct ur al s u p p ort; Mili D a s a n d h er st u d e nt s 
( P al a k P at el a n d Kr u p ali P ar m ar) f or t h eir h el p i n fl u or es c e n c e s p e ctr os c o p y.  
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