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

D a d d a w a  als o k n o w n a s ir u , a m o n g t h e Y or u b a s i n S o ut h- w est Ni g eri a, i s a 
p o p ul ar c o n di m e nt us e d as t a st e a n d fl a v o ur e n h a n c er i n s o u p a n d di s h es i n 
Afri c a. D a d d a w a  i s tr a diti o n all y pr o d u c e d fr o m l o c u st b e a n s (P a r ki a bi gl o b o ss a) 
s e e d s. T h e tr e e i s a l e g u mi n o u s pl a nt f o u n d i n t h e S a v a n n a h r e gi o n of Afri c a, 
S o ut h E a st Asi a a n d S o ut h A m eri c a ( E g wi m et. al ., 2 0 1 3). T h e tr e e i s a p er e n ni al 
pl a nt wit h p o d s r a n gi n g fr o m pi n k, br o w n t o d ar k br o w n, w h e n m at ur e d. 
N utriti o n all y, Afri c a n l o c u st b e a n is a n o ut st a n di n g s o ur c e of pl a nt pr ot ei n 
( El e m o et al., 2 0 1 1). H o w e v er, l o c u st b e a n tr e es ar e g oi n g i nt o e xti n cti o n fr o m 
t h eir n at ur al h a bit at b e c a u s e t h e y ar e n ot c ulti v at e d.  Li m a b e a n (P h as e ol us 
l u n at u s) i s a n u n d er- utili z e d l e g u m es, w h os e s e e d s ar e g o o d s o ur c e of pr ot ei n, 
di et ar y fi br e, p ot a ssi u m, ir o n, c o p p er, p h os p h or o u s, m a g n esi u m a n d t hi a mi n 
(W H F o o ds, 2 0 1 0 ). Pr e vi o u s st u d y h a s s h o w n t h at Li m a b e an c o ul d b e u s e d i n 
pr o d u cti o n of d a d d a w a  (F a ri n d e et al ., 2 0 1 1). 
Bi o c h e mi c al m et h o d h a s b e e n t h e c o n v e nti o n al m et h o d f or i d e ntifi c ati o n of 
i s ol at es i n f er m e nt ati o n pr o c ess t o pr o d u c e d a d d a w a  ( A bi o s e et al ., 1 9 8 6; 
B a r b e r  et al., 1 9 8 8; A c hi, 1 9 9 2; B a ri m al a a et al., 1 9 9 4; O m af u v b e et al ., 
2 0 0 0, 2 0 0 2; F a ri n d e et al ., 2 0 1 1). T hi s m et h o d m a y n ot a c c o u nt f or mi n or 
mi cr o bi al p o p ul ati o n s, str ess e d or i nj ur e d c ells t h at m a y b e pr es e nt i n l o w 
n u m b er ( Fl e et, 1 9 9 9). T h e bi o c h e mi c al m et h o d m a y n ot gi v e a c o m pl et e 
r e pr es e nt ati o n of f o o d mi cr o bi al c o m m u nit y ( K es m e n et al ., 2 0 1 2). I n t h e l a st 
d e c a d es, i nt er est s i n mi cr o bi al e c ol o g y h a v e i n cr e a s e d d u e t o a d v a n c es i n 
m ol e c ul ar bi ol o g y s u c h a s a d v e nt of p ol y m er a s e c h ai n r e a cti o n a n d D N A 
s e q u e n ci n g ( C o c oli n a n d E r c oli ni, 2 0 0 9 ). S u c c essi o n of mi cr o or g a ni s ms 
i n v ol v e d i n f er m e nt ati o n of Afri c a n l o c u st b e a n s e e d s u si n g c ult ur e d e p e n d e nt 
t e c h ni q u es h a v e b e e n st u di e d b y v ari o u s r es e ar c h ers (A bi o s e  et al., 1 9 8 6; A c hi, 
1 9 9 2; O m af u v b e  et al., 2 0 0 4; A d el e k a n a n d N w a di ut o, 2 0 1 2; A d e w u n mi et al., 
2 0 1 3 ) a n d it h a s b e e n s h o w n t h at t h e m aj or mi cr o or g a ni s ms i n v ol v e d i n t h e 
f er m e nt ati o n pr o c ess ar e t h e B a cill u s  s p e ci es. M ol e c ul ar g e n ot y pi n g t e c h ni q u es 
ar e c o n si d er e d t o b e eff e cti v e a n d r a pi d t o ol f or i d e ntifi c ati o n a n d 
c h ar a ct eri z ati o n of B a cill u s  (M o rt e n et al ., 2 0 0 0; Mi a m bi et al ., 2 0 0 3). 
T h es e t e c h ni q u es i n cl u d e r estri cti o n fr a g m e nt l e n gt h p ol y m or p hi s m ( R F L P) f or 
t h e gr o u pi n g a n d t y pi n g of t h e i s ol at e s at s p e ci es l e v el ( J o u n g a n d C ot e, 2 0 0 2), 
1 6 Sr D N A s e q u e n ci n g f or t h e d es cri pti o n of p h yl o g e n eti c r el ati o n s hi p s ( As h et 
al ., 1 9 9 2) a n d p uls e fi el d g el el e ctr o p h or esi s ( P F G E) f or t h e diff er e nti ati o n of 
i s ol at es at str ai n l e v el ( Li u a n d C h e n, 1 9 9 7; M e n d o et al., 2 0 0 0).  I d e ntifi c ati o n 
a n d s u c c essi o n of mi cr o or g a ni s ms i n v ol v e d i n f er m e nt ati o n of Li m a b e a n t o 

pr o d u c e d a d d a w a  u si n g m ol e c ul ar m et h o d i s y et t o b e d o c u m e nt e d. T h e pr es e nt 
st u d y t h er ef or e e m pl o y e d m ol e c ul ar m et h o d t o i d e ntif y t h e pr e d o mi n a nt b a ct eri a 
d uri n g n at ur al f er m e nt ati o n of Li m a b e a n t o pr o d u c e d a d d a w a .  

M A T E RI A L S A N D M E T H O D S 

M at ur e d dri e d li m a b e a n s e e d s w er e p ur c h a s e d at It a- o g b ol u, O n d o St at e, 
Ni g eri a . C al a b a s h es, c o o ki n g p ot s, w a s hi n g b o wls a n d s a m pl e di s h es w er e 
o bt ai n e d fr o m a l o c al m ar k et i n I b a d a n, Ni g eri a. T h e m e di a u s e d w er e o bt ai n e d 
fr o m O x oi d ( U K) a n d L A B M ( U K). Pri m ers a n d r e a g e nt s f or m ol e c ul ar a n al ys es 
w er e o bt ai n e d fr o m I n q a b a Bi ot e c h n ol o g y, S o ut h Afri c a. 

Li m a b e a n f e r m e nt ati o n 

Li m a b e a n f er m e nt ati o n w a s c arri e d o ut a c c or di n g t o t h e m et h o d u s e d b y  
F a ri n d e  et al. ( 2 0 1 4). Li m a b e a n s e e d s w er e r o a st e d, d e h ull e d a n d c o o k e d f or 4 0 
mi n. T h e c o o k e d b e a n s w er e dr ai n e d a n d p o ur e d w hil e still w ar m i nt o cl e a n 
c al a b a s h li n e d wit h cl e a n b a n a n a l e a v es, c o v er e d wit h b a n a n a l e a v es b ef or e 
c o v eri n g wit h a n ot h er c al a b a s h . O n e c al a b a s h w a s pr e p ar e d f or e a c h f er m e nt ati o n 
st a g e. T h e c al a b a s h es  wit h t h eir c o nt e nt w er e pl a c e d i n a n i n c u b at or f or 
f er m e nt ati o n t o t a k e pl a c e at 3 5 o C ± 2 o C f or 7 2 h. S a m pli n g of t h e Li m a b e a ns 
u n d er f er m e nt ati o n w a s c arri e d o ut at 2 4 h i nt er v al s i n tri pli c at es. 

Mi c r o bi al a n al y si s 

T ot al vi a bl e c o u nt ( T V C) w a s d et er mi n e d u si n g t h e m et h o d d es cri b e d b y A bi o s e  
et al . ( 1 9 8 6) a n d O m af u v b e  et al. ( 2 0 0 0). Ali q u ot ( 1. 0 ml) of a p pr o pri at el y 
dil ut e d s a m pl e w a s pl at e d i n tri pli c at es o n n utri e nt a g ar ( N A) pl at es. T h e pl at es 
w er e t h e n i n c u b at e d a er o bi c all y at 3 5 o C ± 2 o C f or 2 4 h. C ol o ni es w er e c o u nt e d 
a n d e x pr ess e d a s c ol o n y f or mi n g u nit p er gr a m ( cf u g - 1) of t h e s a m pl e. 
R e pr es e nt ati v e c ol o ni es w er e str e a k e d r e p e at e dl y t o o bt ai n p ur e i s ol at es. 
Pr eli mi n ar y i d e ntifi c ati o n of t h e b a ct eri al i s ol at es w a s b a s e d o n c ult ur al 
c h ar a ct eri sti c s, Gr a m st ai ni n g r e a cti o n s ( H a r ri g a n a n d M c C a n c e, 1 9 7 6; 
H a r ri g a n, 1 9 9 8) .  

T h e di v ersit y  a n d s u c c essi o n of  b a ct eri a d uri n g t h e n at ur al  f er m e nt ati o n of li m a b e a n (P h a s e ol u s l u n at u s ) t o pr o d u c e d a d d a w a ( a 
f er m e nt e d c o n di m e nt) w a s st u di e d u si n g m ol e c ul ar m et h o d ( 1 6 Sr R N A g e n e a n al ysi s) wit h a vi e w t o d e v el o p a fr a m e w or k f or 
pr o d u cti o n of d a d d a w a  of c o n si st e n c e q u alit y wit h st art er c ult ur e of B a cill u s  s p e ci es.  Li m a b e a n w a s f er m e nt e d f or 7 2 h, d uri n g w hi c h 
is ol ati o n of b a ct eri a a n d e xtr a cti o n of D N A w er e c arri e d o ut. T h e e xtr a ct e d D N A of t h e b a ct eri al i s ol at es w a s t est e d f or q u ali t y usi n g 
a g ar os e g el el e ctr o p h or esi s. T h e r es ult s of t h e 1 6 Sr R N A g e n e a n al ysi s w er e m at c h e d wit h t h e e xi sti n g si mil ar s e q u e n c es i n d at a b a s e. 
T w e nt y si x ( 2 6) pr es u m pti v e i s ol at es of B a cill u s  o bt ai n e d at 2 4 h i nt er v al d uri n g t h e n at ur al f er m e nt ati o n pr o c ess w er e i d e ntifi e d. T h e 
r es ult of t h e r ati o of a b s or b a n c es of t h e e xtr a ct e d D N A at 2 6 0 a n d 2 8 0 n m s h o w e d t h at 7 3 % of t h e i s ol at es h a d p ur e D N A w hil e t h e 
r es ult of t h e g el el e ctr o p h or esi s s h o w e d w ell d efi n e d b a n d s of t h e a m pli c o ns f or t h e i s ol at es. T h e B L A S T r es u lt i d e ntifi e d t h e i s ol at es a s 
B a cill u s a m yl oli q u e f a ci e n s, B. s u btilis, B. p u mil u s, B. c e r e u s a n d B. a nt hr a si s  wit h B.  s u btili s  b e e n t h e m ost pr e d o mi n a nt. B a cill u s 
a m yl oli q u ef a ci e n s, B. s u btili s a n d B. p u mil u s  o c c urr e d t hr o u g h -o ut t h e f er m e nt ati o n pr o c ess.  T h e st u d y est a bli s h e d t h e i d e ntit y of t h e 
i m p ort a nt B a cill u s  s p e ci es i n v ol v e d i n f er m e nt ati o n of li m a b e a n i nt o d a d d a w a  u si n g m ol e c ul ar t e c h ni q u e. T h es e m aj or B a cill u s  s p e ci es 
c o ul d f urt h er b e t est e d a n d d e v el o p e d a s p ot e nti al st art ers f or i m pr o v e d pr o d u ct i o n of d a d d a w a  fr o m li m a b e a n. 

A R TI C L E I N F O  

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

P u bli s h e d 1. 6. 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 .6 .1 2 2 8 -1 2 3 2  
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M ol e c ul a r i d e ntifi c ati o n of B a ct e ri al i s ol at e  
 
T h e i s ol at e d b a ct eri a w er e i d e ntifi e d u si n g t h e m et h o d d es cri b e d b y A d el e k a n 
a n d N w a di ut o ( 2 0 1 2) . T h e e x p eri m e nt s w er e  c arri e d o ut  at N ati o n al C e nt er f or 
G e n eti c R es o ur c es a n d Bi ot e c h n ol o g y ( N A C G R A B ) a n d I nt er n ati o n al I n stit ut e of 
Tr o pi c al A gri c ult ur e ( II T A), b ot h i n I b a d a n, Ni g eri a. T h e m et h o d i n v ol v es D N A 
e xtr a cti o n, P C R a m plifi c ati o n a n d D N A s e q u e n ci n g . 
 
D N A e xt r a cti o n  a n d q u alit y  v e rifi c ati o n  
 
D N A w a s e xtr a ct e d u si n g D N A e xtr a cti o n kit . Z R F u n g al/ B a ct eri al D N A 
Mi ni Pr e p T M  pr ot o c ol ( Z Y M O R es e ar c h) f oll o wi n g m a n uf a ct ur er’s i n str u cti o n s. 
M o difi e d m et h o d of A d el e k a n a n d N w a di ut o ( 2 0 1 2)  w a s u s e d. L ysi n g of 
b a ct eri al c ells t o bri n g o ut t h e D N A w a s d o n e u si n g b a s hi n g b e a d s a n d l ysi s 
s ol uti o n s u p pli e d i n t h e D N A e xtr a cti o n kit i n st e a d of t h e m et h o d of fr e e zi n g -
t h a wi n g c y cl es u s e d b y A d el e k a n a n d N w a di ut o ( 2 0 1 2). T h e e xtr a ct e d D N A w a s 
v erifi e d f or p urit y a n d q u alit y u si n g q u a ntit ati v e a n d q u alit ati v e m et h o ds . 
Q u a ntit ati v e m et h o d w a s c arri e d o ut u si n g N a n o dr o p s p e ctr o p h ot o m et er.  D N A 
s a m pl e ( 1 μl) w a s l o a d e d u si n g mi cr o pi p ett e i nt o t h e N a n o dr o p 
s p e ctr o p h ot o m et er a n d t h e a b s or b a n c e s of t h e s a m pl es w er e r e a d at 2 6 0 a n d 2 8 0 
n a n o m et er. T h e c o n c e n tr ati o n of t h e e xtr a ct e d D N A a n d t h e r ati o of t h e 
a b s or b a n c e w er e a ut o m ati c all y g e n er at e d a n d di s pl a y e d o n t h e e q ui p m e nt. T h e 
c o n c e ntr ati o n m u st n ot b e l ess t h a n 1 0 n g/ µl ( L e ni n g e r, 1 9 7 5; Bi o b a n k, 2 0 0 4). 
T h e r ati o of t h e a b s or b a n c e i s als o i m p ort a nt d uri n g  P ol y m er a s e c h ai n r e a cti o n 
( P C R). It m u st b e b et w e e n 1. 8 a n d 2. 2 f or o pti m u m D N A c o n c e ntr ati o n of hi g h 
p urit y ( L e ni n g e r, 1 9 7 5; B r o w n, 1 9 9 3; Bi o b a n k, 2 0 0 4). 
Q u alit ati v e m et h o d w a s c arri e d o ut u si n g a g ar os e g el el e ctr o p h or esi s. A g ar os e 
( 1 %) w a s pr e p ar e d i n Tri s b ori c E D T A b uff er ( T B E) a n d m elt e d i n a mi cr o w a v e  
a n d c o ol e d t o 5 0 o C.  T h e m o lt e n a g ar os e w a s st ai n e d wit h G el Gr e e n ( 2 0 μl). G el 
G r e e n fl u or es c e u n d er U V li g ht. S t ai n e d a g ar ose w a s p o ur e d i nt o g el c ast er  i n 
w hi c h c o m b h a d  b e e n pl a c e d at o n e e n d. T h e g e l w a s all o w e d t o s oli dif y. T h e 
s oli d g el w a s pl a c e d i n el e ctr o p h or es i s t a n k c o nt ai ni n g T B E b uff er a n d th e c o m b 
w a s g e ntl y r e m o v e d. D N A ( 1 μl) w a s mi x e d wit h l o a di n g d y e ( 7 μl) a n d l o a d e d 
i nt o w ells cr e at e d b y t h e c o m b. T h e  e l e ctr o p h or esi s w a s all o w e d t o r un at 1 3 0  
v olt s  f or a b o ut 1 h o ur 3 0 mi n d uri n g w hi c h D N A m ol e c ul es mi gr at e d t hr o u g h t h e 
a g ar os e g el i n t h e b uff er.   
 
P h ot o g r a p hi n g t h e g el  
 
T h e g el w a s r e m o v e d fr o m t h e el e ctr o p h or esi s t a n k a n d pl a c e d u n d er U. V li g ht i n 
a d o c u m e nt ati o n u nit a n d vi e w e d u si n g a pr ot e cti v e e y e gl a ss es. A P ol ar oi d 
c a m er a w a s pl a c e d o v er t h e d o c u m e nt ati o n b o x a n d t h e g el w a s p h ot o gr a p h e d . 
S h ar p b a n d s i n di c at e d q u alit y D N A.  
 
A m plifi c ati o n of D N A b y p ol y m e r as e c h ai n r e a cti o n  
 
S p e cifi c r e gi o n of 1 6 Sr R N A g e n e of i s ol at e d D N A w a s a m pli fi e d b y r e a cti n g t h e 
c ell s ol uti o n (t e m pl at e D N A)  ( 1 µl) wit h p ol y m er a s e c h ai n r e a cti o n ( P C R)  m ast er 
mi x ( 8 µl) , pri m ers ( 1 µl) a n d n u cl e a s e fr e e w at er ( 6 µl ) a n d r u n ni n g t h e r e a cti o n 
c y cl es i n a P C R t h er m o c y cl er m a c hi n e ( L e x u s Gr a di e nt – E p p e n d orff A G).  T h e 
pri m ers u s e d i n t hi s st u d y w er e u ni v ers al pri m ers, s y nt h esi z e d c o m m er ci all y b y 
I n q a b a Bi ot e c h n ol o g y, S o ut h Afri c a. T h e p air of pri m er c o n si st s of f or w ar d 
pri m er F 2 7 h a vi n g n u cl e oti d e s e q u e n c e A G A G T T T G A T C( A/ C) T G G C T C A G 
a n d  r e v ers e  pri m er  R  1 4 9 2  h a vi n g  n u c l e oti d e  s e q u e n c e 
T A C G G( C/ T) T A C C T T G T T A C G A C T T.  C o ntr ol t u b e ( P C R r e a cti o n mi xt ur e 
mi n u s t e m pl at e D N A) w a s als o s et al o n g wit h t h e r e a cti o n t u b es. T h e r e a cti o n 
w a s all o w e d t o r u n 3 5 c y cl es at c o n diti o n s of 9 4 o C f or 3 mi n ut es (I niti al 
D e n at ur ati o n) , 9 4 o C f or  1 mi n ut e ( Fi n al D e n at ur a ti o n), 5 5  o C f or 3 0 s e c o n ds 
( A n n e ali n g), 7 2  o C f or 2 mi n ut e ( E xt e n si o n)  a n d 7 2  o C f or 4 mi n ut es ( Fi n al 
e xt e n si o n) .  
 All P C R pr o d u ct s w er e v erifi e d u si n g 1 % a g ar os e g el el e ctr o p h or esi s a s 
pr e vi o u sl y d es cri b e d. T h e s a m pl es w er e l o a d e d al o n g wit h T h e m o - s ci e ntifi c 
G e n e r ul er/ l a d d er ( 1 k b p).  
 
D N A s e q u e n ci n g a n d I d e ntifi c ati o n of i s ol at e s  
 
Bi g D y e T er mi n at or C y cl e s e q u e n ci n g kit pr ot o c ol w a s u s e d f or s e q u e n ci n g t h e 
a m pli c o n s a n d t h e g el w a s r u n o n 3 1 3 0 X 1. 1 6 c a pill ari es g e n eti c a n al y z er fr o m 
A p pli e d Bi os yst e ms. T h e r es ult a nt s e q u e n c es w er e s u b mitt e d t o D at a b a s e 
( G e n b a n k, G er m a n y) of N ati o n al c e nt er f or bi ot e c h n ol o g y I nf or m ati o n ( N C BI) , 
t h e s e q u e n c es w er e gi v e n a c c essi o n n u m b ers. T h e s e q u e n c es w er e t h e n m at c h e d 
wit h  e xi sti n g d at a  i n D at a b a s e u si n g t h e B a si c l o c al ali g n m e nt s e ar c h t o ol 
(B L A S T ) al g orit h m. B L A S T  all o ws ali g n m e nt of s e ar c h s e q u e n c e t o t h o u s a n ds 
of diff er e nt s e q u e n c es i n t h e d at a b a s e ( Alts c h ul et al ., 1 9 9 7). S p e ci es w hi c h h a d 
l ess t h a n 9 0 % s e q u e n c e i d e ntit y wit h k n o w n r e pr es e nt ati v e s e q u e n c e i n d at a b a s e 
w er e cl a ssifi e d a s u n k n o w n s p e ci es a n d s e q u e n c es wit h m or e t h a n 9 0 % s e q u e n c e 
i d e ntit y w er e cl a ssifi e d a s k n o w n s p e ci es. 
 
 
 

R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  
 
Mi c r o bi al C o u nts d u ri n g N at u r al F e r m e nt ati o n of Li m a B e a n t o P r o d u c e 
D a d d a w a   
 
T h e r es ult of t h e T ot al vi a bl e c o u nt of mi cr o or g a ni s ms d uri n g n at ur al 
f er m e nt ati o n of Li m a b e a n t o pr o d u c e d a d d a w a  i s s h o w n i n Fi g ur e 1.T ot al vi a bl e 
c o u nt i n cr e a s e d fr o m 4. 6 5 l o g cf u g -1 at 0 h t o 7. 1 5 l o g cf u g -1 at 2 4 h, r e a c h e d its 
p e a k (l o g arit h mi c p h a s e) at 4 8 h of f er m e nt ati o n ( 8. 0 8 l o g cf u  g -1 )  aft er w hi c h 
t h e c o u nt dr o p p e d t o 7. 4 0 l o g cf u  g-1 at 7 2 h of f er m e nt ati o n. Si mil ar tr e n d of a n 
i niti al i n cr e a s e i n t ot al vi a bl e b a ct eri a c o u nt b et w e e n 0 a n d 4 8 h of f er m e nt ati o n 
a n d s u b s e q u e nt dr o p i n t h e c o u nt at 7 2 h of f er m e nt ati o n d uri n g pr o d u cti o n of  
d a d d a w a h a v e b e e n r e p ort e d ( A bi o s e et al ., 1 9 8 6; O m af u v b e et al. , 2 0 0 0; 
O m af u v b e et al. , 2 0 0 2; E n uj ui g b a et al.  2 0 0 8; F a d a h u nsi a n d Ol u b u n mi, 
2 0 1 0) . I n cr e a s e i n t h e t ot al c o u nt at i niti al f er m e nt ati o n ph a s e i s pr o b a bl y d u e t o 
a v ail a bilit y of n utri e nt s i n f or m of c ar b o n a n d nitr o g e n s o ur c es.  
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F e r m e nt ati o n ti m e

  

Fi g u r e 1 T ot al Vi a bl e C o u nt of Mi cr o or g a ni s ms d uri n g N at ur al F er m e nt ati o n of 

li m a b e a n 

Li m a b e a n h a s b e e n r e p ort e d t o h a v e t h es e n utri e n t s i n g o o d q u a ntiti es ( Y ell a vil a 
et al ., 2 0 1 5). T h e dr o p i n T V C aft er 4 8 h w a s pr o b a bl y d u e t o d e pl eti o n of 
n utri e nt s a n d a c c u m ul ati o n of m et a b olit es . A m o n g t h e li k el y m et a b olit es of 
pr ot ei n h y dr ol ysi s ar e s h ort p e pti d es a n d a m m o ni a c al c o m p o u n d s w hi c h g a v e  t h e 
pr o d u ct it s d esir e d fl a v or. T h es e m et a b olit es w er e li k el y m or e t h a n t h e 
m et a b olit es pr o d u c e d fr o m h y dr ol ysi s of f at a n d c ar b o h y dr at es pr es e nt i n t h e 
li m a b e a n s. T h e p ossi bl e eff e ct of t h es e m et a b olit es i s t h e al k ali n e p H v al u es 
w hi c h t h e mi cr o or g a ni s m s mi g ht p ossi bl y b e a bl e t o t ol er at e u p t o 4 8 h of 
f er m e nt ati o n, aft er w hi c h s o m e of t h e mi cr o or g a ni s ms m a y fi n d t h e i n cr e a s e d 
al k ali n e e n vir o n m e nt u nf a v or a bl e f or t h eir gr o wt h a n d pr olif er ati o n a n d s o t h e 
t ot al n u m b er of mi cr o or g a nis ms d e cli n e d. 
 
P r eli mi n a r y i d e ntifi c ati o n of b a ct e ri al i s ol at es  
 
B a ct eri a i s ol at e d fr o m n at ur al f er m e nt ati o n of li m a b e a n t o pr o d u c e d a d d a w a  ar e 
s h o w n  i n T a bl e 1. T h e i s ol at es w er e Gr a m p ositi v e, r o d s, c at al a s e p ositi v e a n d 
s p or e f or m ers. T h es e c h ar a ct eri sti c s all o w e d pr eli mi n ar y i d e ntifi c ati o n of 
B a cill u s  ( H a r ri g a n a n d M a c C a n c e, 1 9 7 6; H a r ri g a n, 1 9 9 8) . B a ct eri al i s ol at es 
3, 9, 1 9 a n d 2 3 h a d r hi z oi d s h a p e, i s ol at es 7, 1 3, 1 6, 1 8 a n d 2 0 h a d cir c ul ar s h a p e 
w hil e t h e r est of t h e b a ct eri al i s ol at es ( 1, 2, 4, 5, 6, 8, 1 0, 1 1, 1 2, 1 4, 1 5, 1 7, 2 1, 
2 2, 2 4, 2 5 a n d 2 6) h a d irr e g ul ar s h a p e o n a g ar  pl at e.  Si mil ar pr eli mi n ar y 
p h e n ot y pi c i d e ntifi c ati o n of b a ct eri al i s ol at es fr o m  i r u, afiti ri n a n d s o nr u a s 
b el o n gi n g t o g e n u s B a cill u s  w a s r e p ort e d b y A z o k p ot a et al. ( 2 0 0 7). T hi s 
pr eli mi n ar y i d e ntifi c ati o n w hi c h s h o w e d t h e b a ct eri al  i s ol at es a s B a cill us  w a s 
u s e d t o s e ar c h f or t h e a p pr o pri at e pri m ers f or t h e m ol e c ul ar i d e ntifi c ati o n of 
b a ct eri a i s ol at es.  
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T a bl e 1 Pr eli mi n ar y i d e ntifi c ati o n of B a ct eri al Is ol at es fr o m N at ur al F er m e nt ati o n of Li m a B e a n t o Pr o d u c e D a d d a w a  

Is ol at e 
n u m b e r  

A p p e a r a n c e o n a g a r 
pl at e  

S h a p e  G r a m’s r e a cti o n  C at al a s e r e a cti o n  
P r e s e n c e of 

s p o r e 
1  Irr e g ul ar R o d  + v e  + v e  + v e  
2  Irr e g ul ar R o d  + v e  + v e  + v e  
3  R hi z oi d  R o d  + v e  + v e  + v e  
4  Irr e gul ar  R o d  + v e  + v e  + v e  
5  Irr e g ul ar R o d  + v e  + v e  + v e  
6  Irr e g ul ar R o d  + v e  + v e  + v e  
7  cir c ul ar  R o d  + v e  + v e  + v e  
8  Irr e g ul ar R o d  + v e  + v e  + v e  
9  R hi z oi d  R o d  + v e  + v e  + v e  
1 0  Irr e gul ar  R o d  + v e  + v e  + v e  
1 1  Irr e g ul ar R o d  + v e  + v e  + v e  
1 2  Irr e g ul ar R o d  + v e  + v e  + v e  
1 3  Cir c ul ar  R o d  + v e  + v e  + v e  
1 4  Irr e g ul ar R o d  + v e  + v e  + v e  
1 5  Cir c ul ar  R o d  + v e  + v e  + v e  
1 6  Cir c ul ar  R o d  + v e  + v e  + v e  
1 7  Irr e g ul ar R o d  + v e  + v e  + v e  
1 8  Cir c ul ar  R o d  + v e  + v e  + v e  
1 9  R hi z oi d  R o d  + v e  + v e  + v e  
2 0  Cir c ul ar  R o d  + v e  + v e  + v e  
2 1  Irr e g ul ar R o d  + v e  + v e  + v e  
2 2  Irr e g ul ar R o d  + v e  + v e  + v e  
2 3  R hi z oi d  R o d  + v e  + v e  + v e  
2 4  Cir c ul ar  R o d  + v e  + v e  + v e  
2 5  Irr e g ul ar R o d  + v e  + v e  + v e  

2 6  Irr e g ul ar R o d  + v e  + v e  + v e  

 
 
S e q u e n ci n g a n d B L A S T r e s ult  
 
F or w ar d pri m er 2 7 F a n d r e v ers e pri m er 1 4 9 2 R w er e u s e d t o a m plif y t h e 
1 6 Sr R N A g e n e of e a c h of t h e b a ct eri al i s ol at es w hi c h r es ult e d i n w ell d efi n e d 
a m pli c o n s. W h e n t h e a m pli c o n s w er e s e q u e n c e d, t h e b a s e s e q u e n c es r a n g e d fr o m 
9 1 1 i n i s ol at e n u m b er 8 t o 1 1 9 9 b a s e s e q u e n c e i n i s ol at e n u m b er 9 ( T a bl e 2).  
W h e n t h e s e q u e n c es w er e m at c h e d wit h alr e a d y e xi sti n g si mil ar s e q u e n c es i n 
G e n e B a n k D at a b a s e, all t h e i s ol at es h a v e t h eir i d e ntit y b et w e e n 9 4 a n d 9 8 % as 
s h o w n i n T a bl e 2 . S p or e f or mi n g B a cill u s s p e ci es w er e i d e ntifi e d a s t h e m aj or 
b a ct eri a pr es e nt d uri n g t h e f er m e nt ati o n pr o c ess. F o ur i s ol at es (i s ol at es 1 2, 1 3, 1 5 
a n d 2 4) di d n ot m at c h a n y  i d e ntit y. T h e i d e ntifi e d i s ol at es f ell i nt o 5 s p e ci es of 
B a cill u s  ( T a bl e 3).T h es e i n cl u d e B a cill u s a m yl oli q u e f a ci e n s, B a cill u s s ubtili s,  
B a cill u s p u mil u s, B a cill u s c e r e u s a n d B a cill u s a nt h r a ci s.   
 Fr o m t h e B L A S T r es ult , B a cill u s s u btili s  w a s i d e ntifi e d a s t h e m ost pr e d o mi n a nt 
s p e ci es d uri n g t h e f er m e nt ati o n of li m a b e a n t o pr o d u c e d a d d a w a  ( T a bl e 3). 
A z o k p ot a et al.  ( 2 0 0 7), w h o u s e d I T S –  P C R –  R F L P a n al ysi s t o i d e ntif y t h e 

b a ct eri a i s ol at e d fr o m t hr e e d a d d a w a  pr o d u ct s ( i r u, afiti ri n a n d  s o n r u ), r e p ort e d 
t h at B a cill u s s u btili s  gr o u p r e pr es e nt e d t h e d o mi n a nt s p e ci es i n t h e t hr e e 
c o n di m e nt s  (i r u, afiti ri n a n d  s o n r u ). A d e w u n mi  et al . ( 2 01 3)  als o r e p ort e d t h at 
t h e r es ult of p ol y m er a s e c h ai n r e a cti o n –  d e n at uri n g gr a di e nt g el el e ctr o p h or esi s 
( P C R-D G G E) i d e ntifi e d B a cill u s s u btili s  a s t h e  c o n si st e nt b a ct eri a l s p e ci es 
a ss o ci at e d wit h f er m e nt ati o n of i r u. Pr e vi o u s st u di es b y s e v er al a ut h ors u si n g 
c ult ur e d e p e n d e nt m et h o d s a n d bi o c h e mi c al c h ar a ct eri z ati o n h a v e als o r e p ort e d 
B a cill u s s u btili s  a s b ei n g pr e d o mi n a nt d uri n g f er m e nt ati o n of b e a n s t o pr o d u c e  
 
                                                       

 
 
 
 

 
T a bl e 2  R es ult of t h e 1 6 S r R N A S q u e n c e A n al ysi s of t h e B a ct eri al Is ol at e  

Is ol at e I d e ntit y  ( %) Si mil a rit y B a s e s e q u e n c e  A c c e ssi o n N u m b e r  

1  B. a m yl oli q u e f a ci e n s Str ai n F G Y M 6  9 8  1 1 7 3  J N 9 9 9 8 5 3. 1  
2  B. s u btili s  Str ai n o v  9 8  1 1 9 6  G U 5 8 5 5 7 9. 1  
3  B a cill u s s p.  Str ai n O S 1   9 8  1 1 8 1  E F 4 2 8 9 7 0. 1  
4  B. a nt h r a ci s  Str ai n R 5 -3 3 1  9 7  1 1 2 0  J Q 6 5 9 7 3. 1  
5  B. a nt h r a ci s  Str ai n y x c 1 -1  9 7  1 0 5 0  J F 7 0 1 9 6 2. 1  
6  B. s u btili s  Str ai n C 3  9 5  1 1 7 9  J X 1 2 0 5 0 8. 1  
7  B. c e r e u s  Str ai n 2 5  9 5  1 0 8 9  D Q 4 2 1 7 6. 1  
8  B. s u btili s  Str ai n 3 0 L 1 -2  9 4  9 1 1  J N 3 6 6 7 9 5. 1  
9  B a cill u s  s p.  Str ai n E G Y -W C P 9  9 5  1 1 9 9  K F 5 6 2 3 3 6 1. 1  
1 0  B. s u btili s  Str ai n B G -B 7  9 7  1 1 6 4  E U 8 6 9 2 4 8  
1 1  B. a nt h r a ci s  Str ai n R 5 -3 3 1  9 7  1 1 9 3  J Q 6 5 9 7 3 2. 1  
1 4  B. p u mil u s  Str ai n D L -0 0 6  9 8  1 1 5 1  KJ 6 0 8 5 4 8. 1  
1 6  B. c e r e u s  Str ai n  VI T -A VJ  9 7  1 1 7 4  KJ 4 3 7 4 8 9. 1  
1 7  B. a m yl oli q u e fi ci e n s 9 7  1 1 4 7  K C 4 9 2 0 5 2  
1 8  B. c e r e u s  Str ai n H C 2 3  9 7  1 1 7 5  KJ 2 0 6 0 8 1. 1  
1 9  B a cill u s s p.   Str ai n H B 3 8  9 6  1 1 9 1  K F 8 6 3 8 3 3 7. 1  
2 0  B. c e r e u s  Str ai n 4 0 0  9 8  1 1 4 5  D Q 4 2 0 1 8 7. 1  
2 1  B. a m yl oli q u e f a ci e n s Str ai n D. 1 8  9 8  1 1 4 6  A B 8 1 3 7 1 6. 1  
2 2  B. a m yl oli q u ef a ci e n s  Str ai n N K 3 -1  9 8  1 1 5 8  H Q 8 3 1 3 9 1. 1  
2 3  B a cill u s. s p.  Str ai n H B 3 8  9 7  1 1 7 1  K F 8 6 3 8 3 7. 1  
2 5  B. a nt h r a ci s  Str ai n R 5 3 3 1  9 4  1 1 5 4  J Q 6 5 9 7 3 2. 1  
2 6  B. s u btili s  Str ai n A B 3 0  9 7  1 1 4 2  J X 1 8 8 0 6 5. 1  

B - B a cill u s  
 
c o n di m e nt s  ( A nt ai a n d I b r a hi m, 1 9 8 6; O d u nf a a n d  O y e w ol e, 1 9 8 6; N’ di r et 
a l., 1 9 9 4; O m af u v b e et  al ., 2 0 0 0; O m af u v b e et al ., 2 0 0 2; O u o b a et al ., 2 0 0 4;  
O k p a r a et al ., 2 0 1 3).  B a cill us s p e ci e s  h a v e b e e n r e p ort e d t o b e a ss o ci at e d wit h 
f er m e nt ati o n of v e g et a bl e pr ot ei n s ( A bi o s e et al ., 1 9 8 6:  Ki e r s et al ., 2 0 0 0; 

O m af u v b e et al ., 2 0 0 2; E n uji u g h a, 2 0 0 9; Oji n a k a a n d Oji m el u k w e, 2 0 1 3). 
I n a bilit y t o i d e ntif y 1 5 % of t h e t ot al i s ol at es c o ul d pr o b a bl y b e li n k e d wit h s o m e 
i n a d e q u a ci es i n t h e n u cl e oti d e s e q u e n c e i n t h e g e n es of t h e r e pr es e nt ati v e 
c hr o m os o m es wit h w hi c h t h e pri m ers c o ul d bi n d. A z o k p ot a et al.  ( 2 0 07 ) als o 
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r e p ort e d t h at 1 6 % of is ol at es fr o m i r u a n d s o n r u  (d a d d a w a -li k e) c o ul d n ot b e 
i d e ntifi e d wit h m ol e c ul ar m et h o d.  
B a cill u s s u btili s , B a cill u s a m yl oli q u e f a ci e n s, B a cill u s p u mil u s  w er e f o u n d t o 
o c c ur t hr o u g h o ut t h e f er m e nt ati o n p eri o d ( T a bl e 4 ). T h e o c c urr e n c e of B a cill u s 
s u btili s t hr o u g h o ut t h e f er m e nt ati o n p eri o d a n d it s pr e d o mi n a n c e i n f er m e nti n g 

b e a n s h a s b e e n r e p ort e d b y v ari o u s a ut h ors ( O g u e k e a n d A ri at u, 2 0 0 4; A c hi, 
2 0 0 5; O m af u v b e, 2 0 0 8; A d el e k a n a n d N w a di ut o, 2 0 1 2) .  B a cill u s s u btilis  w a s 
i d e ntifi e d a s t h e b est st art er c ult ur e f or f er m e nt ati o n of s o y b e a n t o pr o d u c e 
d a d d a w a  ( O m af u v b e et  al ., 2 0 0 2).  Of p arti c ul ar i nt er est i s B a cill u s 
a m yl oli q u e f a c e n s w hi c h als o o c c ur  

 
T a bl e 3  S p e ci e s  of B a cill u s  i d e ntifi e d b y 1 6 Sr R N A S e q u e n c e A n al ysi s Usi n g B a si c L o c al Ali g n m e nt S e ar c h T o ol ( B L A S T)  

 

Is ol at e n u m b e r  % si mil a rit y   B a ct e ri al s p e ci e 

1, 1 7, 2 1, 2 2  9 8, 9 8, 9 8 a n d 9 8 r es p e cti v el y  B a cill u s a m yl oli q u e f a ci e n s 

2, 6, 8, 1 0, 2 6  9 8, 9 4, 9 4, 9 7 a n d 9 7 r es p e cti v el y  B a cill u s s u btili s  

3, 9, 1 9 a n d 2 3  9 8, 9 5, 9 6 a n d 9 7 r es p e cti v el y  B a cill u s s p e ci e s  

1 4  9 8  B a cill u s p u mil u s  

7, 1 6, 1 8, 2 0  9 5, 9 7, 9 7 a n d 9 8 r es p e cti v el y  B a cill u s c e r e u s  

4, 5, 1 1, 2 5  9 7, 9 7, 9 7 a n d 9 4 r es p e cti v el y  B a cill u s     a nt h r a ci s  

1 2, 1 3, 1 5 a n d 2 4  N o m at c h e d i d e ntit y  

 
T a bl e 4  B a ct eri al S u c c essi o n d uri n g N at ur a l F er m e nt ati o n of Li m a B e a n t o Pr o d u c e D a d d a w a  

 

B a ct e ri a  
F e r m e nt ati o n ti m e ( h)  

0  2 4  4 8  7 2  

B a cill u s s u btili s  +  +  +  +  

B. a m yl oli q u e f a ci e n s +  +  +  +  

B. p u mil u s  +  +  +  +  

B. c e r e u s  +  +  - - 

B. a nt h r a ci s  +  +  - - 

+ = pr es e nt                                          -  =  n ot pr es e nt  
 
t hr o u g h-o ut t h e f er m e nt ati o n pr o c ess . B a cill u s a m yl oli q u ef a ci e n s  i s a pl a nt 
a ss o ci at e d b a ct eri u m w hi c h i s k n o w n f or it s a bilit y t o pr o m ot e h ost pl a nt gr o wt h 
t hr o u g h pr o d u cti o n of sti m ul ati n g c o m p o u n d s a n d s u p pr essi o n of s oil b or n e 
p at h o g e n s b y s y nt h esi zi n g a nti b a ct eri al a n d a ntif u n g al m et a b olit es  ( Ni a zi et al. , 
2 0 1 4) . Of c o n c er n i s t h e o c c urr e n c e B a cill u s c e r e u s  a n d B a cill u s a nt h r a ci s  i n t h e 
f er m e nt ati o n pr o c ess a s t h eir pr es e n c e i n t h e f er m e nt e d pr o d u ct c o ul d p os e p u bli c 
h e alt h pr o bl e ms (A d el e k a n a n d N w a di ut o, 2 0 1 2 ). O c c urr e n c e of t h es e 
or g a ni s ms di d n ot e x c e e d 2 4 h of f er m e nt ati o n, a n i n di c ati o n t h at t h e y ar e n ot 
i m p ort a nt i n t h e f er me nt ati o n of li m a b e a n.  A d el e k a n a n d N w a di ut o ( 2 0 1 2) 
si mil arl y r e p ort e d o c c urr e n c e of B a cill u s c e r e u s  a n d B a cill u s a nt h r a ci s  d uri n g 
t h e first 4 8 h of f er m e nt ati o n of l o c u st b e a n t o pr o d u c e d a d d a w a .  B a cill u s c e r e us  
a n d B a cill u s a nt h r a ci s h a v e b e e n r e p ort e d t o b e m e m b ers of c ulti v a bl e b a ct eri a 
a ss o ci at e d wit h f er m e nt e d b e a n s  ( C h o m a a n d G r a n u m, 2 0 0 2; O u o b a et al ., 
2 0 0 4;  O g u nt o yi n b o et al. , 2 0 1 0).  
T h e o c c urr e n c e of B a cill u s c e r e u s  a n d  B a cill u s a nt h r a ci s  or a n y ot h er p at h o g e n 
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I S O L A TI O N O F L I P O L Y T I C B A C T E RI A F R O M C O L O M B I A N A N D E A N S OI L S : A T A R G E T F O R B I O P R O S P E C T I N G 
 

P a ol a A n d r e a P al a ci o s J a r a mill o 1, 3 , D a ni el B o r d a-M oli n a, 1, 4 , J o s é S al v a d o r M o nt a ñ a *1 S a n d r a B a e n a 1, 2   
 
A d d r ess ( e s):  
1 D e p art m e nt of Mi cr o bi ol o g y, P o ntifi ci a U ni v ersi d a d J a v eri a n a, , B o g ot á, C ol o m bi a . 
2 U ni d a d d e S a n e a mi e nt o y Bi ot e c n ol o gí a A m bi e nt al, D e p art a m e nt of Bi ol o g y, P o ntifi ci a U ni v ersi d a d J a v eri a n a, B o g ot á, C ol o m bi a . 
3 D e p art m e nt  of Bi ol o g y a n d N or di c C e nt er f or E art h E v ol uti o n ( N or d C E E), U ni v ersit y of S o ut h er n D e n m ar k, O d e n s e, D e n m ar k . 
4  I n stit ut e of A ni m al S ci e n c e. A ni m al N utriti o n Gr o u p. U ni v ersit y of H o h e n h ei m. St utt g art, G er m a n y . 
 
* C orr es p o n di n g a ut h or:  j os e. m o nt a n a @j a v eri a n a. e d u. c o 

 
A B S T R A C T  

 
K e y w o r ds:  1 6 S r D N A, F e d -b at c h f er m e nt ati o n, li p a s e, p s y c hr otr o p h s  

 
 
I N T R O D U C T I O N 
 
Li p a s es ar e i m p ort a nt bi o c at al yst s wit h i n n u m er a bl e a p pli c ati o n s i n f o o d, d air y, 
d et er g e nt a n d p h ar m a c e uti c al i n d ustri es. T h e bi ol o gi c al f u n cti o n of t h es e 
e n z y m es i s t o c at al y z e t h e h y dr ol ysi s of tri a c yl gl y c er ols t o r el e a s e fr e e f att y 
a ci d s, di a c yl gl y c er ols, m o n o -a c yl gl y c er ols a n d gl y c er ol ( P atil et al ., 2 0 1 1). 
Li p ol yti c e n z y m es i n cl u d e est er a s es c o m m o nl y d efi n e d a s c ar b o x y est er a s es ( E C. 
3. 1. 1. 1) a n d li p a s es, ori gi n all y c all e d tr u e li p a s es ( S a n g e et h a et al.,  2 0 1 1 ). O v er 
t h e l a st f e w d e c a d es, li p a s es h a v e g ai n e d s p e ci al att e nti o n f or t h eir a bilit y t o a ct 
i n mi cr o-a q u e o u s e n vir o n m e nt s a n d c at al y z e est erifi c ati o n, tr a n s -est erifi c ati o n, 
a mi n ol ysi s a n d a ci d ol ysi s r e a cti o ns ( J o s e p h et al ., 2 0 0 8). 
B a ct eri al li p a s es h a v e v al u a bl e pr o p erti es s u c h a s a wi d e v ari et y of s u b str at es, 
s el e cti vit y, st a bilit y i n or g a ni c s ol v e nt s, a n d a cti vit y i n h ars h c o n diti o n s. Ot h er 
a d v a nt a g es t h at pr o m ot e r es e ar c h o n t h es e e n z y m es ar e t h eir hi g h yi el d, l o w 
pr o d u cti o n c ost s a n d t h e p ossi bilit y of g e n eti c m a ni p ul ati o n (Gl o g a u e r et al ., 
2 0 1 1; M eill e u r et al ., 2 0 0 9).  M ost of t h e li p a s es i n i n d u str y ar e li p o pr ot ei n s 
f o u n d i n g e n er a s u c h a s: A c h r o m o b a ct e r, A ci n et o b a ct e r, B a cill u s, B u r k h ol d e ri a, 
Ps e u d o m o n a s, St a p h yl o c o c c u s, C h r o m o b a ct e ri u m, a m o n g ot h ers ( C a still a et al ., 
2 0 1 7; S oli m a n et al ., 2 0 0 7). T h es e li p a s es c a n b e u s e d i n diff er e nt a p pli c ati o n s 
i n cl u di n g pr o d u cti o n of f at s a n d oils, d et er g e nt s, fi n e c h e mi c als, p h ar m a c e uti c al 
dr u gs, p ul p a n d p a p er, a s w ell a s u s e i n bi or e m e d i ati o n, w a st e tr e at m e nt, oil 
bi o d e gr a d ati o n a n d m e di c al a p pli c ati o n s ( St e r gi o u et al ., 2 0 1 3).  
T h e l o w st a bilit y of w ell -c h ar a ct eri z e d m es o p hili c e n z y m es u n d er e xtr e m e 
c o n diti o n s h a s pr o m pt e d t h e s e ar c h f or n e w e n z y m es wit h b ett er pr o p erti es 
( Ti r a w o n g s a r oj et al ., 2 0 0 8; Ji m é n e z et al.,  2 0 1 2; L ó p e z et al.,  2 0 1 4) . T h u s, t h e 
i s ol ati o n of n o v el mi cr o or g a ni s ms c a p a bl e of pr o d u ci n g st a bl e li p a s es f or 
i n d ustri al a p pli c ati o n s i s r e q uir e d ( M e ssi a s a et al ., 2 0 0 9; A b ol et al ., 2 0 1 6). 
E xtr e m e e n vir o n m e nt s wit h l o w t e m p er at ur es ar e t h e m ost c o m m o n pl a c es t o 
fi n d p s y c hr o p hili c b a ct eri a wit h li p ol yti c a cti vit y ( D e P a s c al e et al ., 2 0 1 2; D e 
S a nti et al ., 2 0 1 6). C ol d -a d a pt e d mi cr o or g a ni s ms pr o d u c e li p a s es w hi c h f u n cti o n 
eff e cti v el y at c ol d t e m p er at ur es wit h hi g h r at es of c at a l ysi s, i n c o m p aris o n t o 
t h os e li p a s es s y nt h esi z e d b y m es o p hil es or t h er m o p hil es t h at s h o w l o w, or n o 
a cti vit y at l o w t e m p er at ur es  ( J o s e p h et al.,  2 0 0 8). S o m e of t h e a d a pt ati o n s f o u n d 

i n e n z y m es fr o m e xtr e m e e n vir o n m e nt s i n cl u d e str u ct ur al fl e xi bilit y, hi g her 
c o nt e nt of al p h a h eli x c o m p ar e d t o b et a - s h e et s a n d t e m p er at ur e i n d e p e n d e nt 
r e a cti o n r at es ( D al m a s o et al., 2 0 1 5). 
Pr e vi o u s st u di es h a v e r e p ort e d dir e ct f u n cti o n al s cr e e ni n g t o i s ol at e li p ol yti c 
mi cr o or g a ni s ms t hr o u g h e nri c h m e nt c ult ur es wit h li pi d s u b s tr at es i n cl u di n g oils 
( oli v e oil, p al m oil, oil mill), f att y a ci d s a n d gl y c er ol ( Y a o et al ., 2 0 1 3; G o m b e rt 
et al ., 1 9 9 9). H e n c e t h e e nri c h m e nt c ulti v ati o n i n oli v e oil u s e d i n t hi s st u d y, w a s  
c arri e d o ut b a s e d o n t h e a ss u m pti o n t h at mi cr o or g a ni s ms a bl e  t o s ur vi v e o n t hi s 
s u b str at e c a n s y nt h esi z e li p a s es ( G a o a et al ., 2 0 0 0). O n e of t h e a d v a nt a g es of t hi s 
t e c h ni q u e is t h e a c c u m ul ati o n of mi cr o or g a ni s ms wit h u s ef ul e n z y m es i n gr o wt h-
c o ntr oll e d c o n diti o n s ( E k k e r s et al ., 2 0 1 2).  
T h e m aj or ai m of t hi s st u d y w a s t o i s ol at e li p ol yti c b a ct eri a fr o m l o w t e m p er at ur e 
e n vir o n s f o u n d i n t h e p ar a m o a n d gl a ci er s oils fr o m “ L o s N e v a d o s ” N ati o n al 
N at ur al P ar k. T h e s cr e e ni n g of li p ol yti c b a ct eri a t hr o u g h t h e e nri c h m e nt c ult ur e 
str at e g y, f oll o w e d b y t h e b a ct eri al i d e ntifi c ati o n b y  1 6 s r D N A s e q u e n ci n g,  a n d 
t h e pr eli mi n ar y e n z y m e c h ar a ct eri z ati o n at diff er e nt c o n diti o n s (t e m p er at ur es, p H 
a n d s u b str at es) w er e t h e m ai n st e p s t h at all o w e d u s t o bi o pr os p e ct f or p ut ati v e 
n o v el li p a s es.  
 
M A T E RI A L S A N D M E T H O D S  
 
S oil s a m pl e s  
 
S a m pl es w er e t a k e n fr o m t w o c ol d e n vir o n m e nt s i n “ L o s N e v a d o s ” N ati o n al 
N at ur al P ar k ( M a ni z al es –  C ol o m bi a). T h e gl a ci er s oil s a m pl e ( 4 ° 4 7´ 4 4. 9 8 ” L N  
7 5 ° 2 1´ 5 2. 3 3 ” L W at 5 2 0 0 M A M S L) r e gi st er e d 4, 1 ° C a n d p H 4, 1 8. T h e s a m pl e 
fr o m P ar a m o, r hi z os p h er e-a ss o ci at e d  ( 4° 5 1´ 5 1. 1 ” L N  7 5 ° 2 1´ 1 3. 7 ” L W at 4 3 2 2 
M A M S L) r e gi st er e d 9 ° C  a n d p H 4, 8 8. B ot h s a m pl es w er e t a k e n b et w e e n 1 0 a n d 
1 5 c e nti m et ers d e pt h. T h e p h ysi c o -c h e mi c al s oil a n al ysi s w a s d et er mi n e d 
a c c or di n g t o T e d e s c o  et  al.,  ( 1 9 9 5) i n cl u di n g: p H, s oil t e xt ur e, el e ctri c al 
c o n d u cti vit y E. C. ( d s/ m), c ati o n  e x c h a n g e c a p a cit y C. E. C ( m e/ 1 0 0), or g a ni c 
c ar b o n p er c e nt a g e ( % O C), p h os p h or u s, p ot a ssi u m, s ulf ur, c al ci u m, ir o n, a n d 
m a g n esi u m. All s a m pl es w er e st or e d at 4 ° C u ntil t h e y w er e u s e d.  

Mi cr o bi al e nri c h m e nt s wit h a s u b str at e of i nt er est c o ul d e n h a n c e t h e p ossi bilit y of fi n di n g c ert ai n d esir e d m et a b oli c a cti vit i es. As li p a s es 

ar e o n e of t h e m ost i m p ort a nt e n z y m es i n i n d u stri al a p pli c ati o n s, t h e C ol o m bi a n A n d e a n s oils  w er e e x pl or e d a s a s o u r c e of li p ol yti c 

mi cr o or g a ni s ms. T w o A n d e a n s oils u n d er l o w t e m p er at ur es w er e s a m pl e d: p ar a m o a n d gl a ci er s oils fr o m “ L o s N e v a d o s ” N ati o n al 

N at ur al P ar k. B ot h s oils w er e e nri c h e d t hr o u g h a f e d -b at c h f er m e nt ati o n u si n g oli v e oil a s t h e i n d u ct or s u b str at e. F ort y -t hr e e li p ol yti c 

i s ol at es w er e o bt ai n e d a n d t h eir t a x o n o mi c a ssi g n m e nts w er e p erf or m e d o n t h e b asi s of 1 6 S r D N A g e n e s e q u e n ci n g. I n b ot h c a s es , t h e 

p h yl u m Pr ot e o b a ct eri a r e pr es e nt e d t h e m aj orit y of t h e i s ol at es . Q u alit ati v e a ss a ys t o m e a s ur e t h e li p ol y ti c a cti vit y w er e p erf or m e d b y 

u si n g tri b ut yri n, tri ol ei n or oli v e oil ( 1 %). T w o i s ol at es i d e ntifi e d a s Ps e u d o m o n a s p s y c h r o p hil a a n d St e n otr o p h o m o n a s r hi z o p hil a 

pr o d u c e d t h e l ar g est h y dr ol ysi s h al os, wit h a n o pti m al a cti vit y at p H 8 a n d 5 0 ° C. O nl y t h e S. r hi z o p hil a  e xtr a c ell ul ar fr a cti o n 

h y dr ol y z e d s h ort a n d l o n g c h ai n p N P -est ers, i n cl u di n g p N P -p al mit at e. T h e br o a d er s u b str at e s p e cifi cit y of t his is ol at e i s pr o b a bl y d u e t o 

t h e si m ult a n e o u s pr es e n c e of li p a s e a n d est er a s e a cti vit y i n t h e cr u d e e xtr a ct. T hi s i s t h e first r e p ort of li p ol yti c a cti vit y i n S. r hi z o p hil a , 

a n d t h e first pr eli mi n ar y c h ar a ct eri z ati o n of t h e n o v el li p ol yti c a cti vit y i n S. r hi z o p hil a  a n d P. p s y c h r o p hil a.  F urt h er w or k i s n e e d e d t o 

p urif y a n d c o m pl et el y c h ar a ct eri z e t h e est er a s es a n d li p a s es pr o d u c e d b y b ot h s p e ci es.  

A R TI C L E I N F O  

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

R e vi s e d 8. 3. 2 0 1 7  

A c c e pt e d 1 0. 4. 2 0 1 7  

P u bli s h e d 1. 6. 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 .6 .1 2 5 0 -1 2 5 6  
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http://dx.doi.org/10.15414/jmbfs.2017.6.6.1250-1256
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E n ri c h m e nt c ult u r e s  
 
T h e i n o c ul u m pr e p ar ati o n st art e d wit h t h e s a m pl es b ei n g w a s h e d i n mi n er al s alt 
m e di u m ( M S M), s u p pl e m e nt e d wit h t w e e n 2 0 ( 0. 5 %) a n d oli v e oil 1 %. T his 
pr o c e d ur e w a s p erf or m e d wit h ei g ht gr a ms of s oil f or e a c h e n vir o n m e nt, 
f oll o w e d b y a 24 h o urs i n c u b ati o n at 1 4 0 r p m a n d at 2 2 ° C ( W a n g et al ., 2 0 0 5). 
Aft er s e di m e nt ati o n, t h e s u p er n at a nt w a s u s e d a s i n o c ul u m ( 1 0 %) f or t h e 
e nri c h m e nt c ult ur e. T hi s w a s p erf or m e d wit h t h e s a m e s u p pl e m e nt e d m e di u m, i n 
a f er m e nt er b at c h a dj u st e d t o 1 L bi or e a ct or. T h e eff e cti v e v ol u m e w a s 7 0 %, a n d 
t h e c ult ur es c o n diti o n s w er e 2 2º C, 1 4 0 r p m, p H 6. 9 a n d 1. 6 L mi n -1  of a er ati o n 
d uri n g 3 w e e k s (L a ns e r et al ., 2 0 0 2; H e n n e et al., 2 0 0 0).  E v er y 5 d a ys t h e 
bi or e a ct or w a s f e d wit h M S M e n s uri n g t h e fi n al eff e cti v e v ol u m e. C F U m L -1  w a s 
esti m at e d i n n utri e nt a g ar ( M o Bi o), ( K ö hl e r, 2 0 0 7; Wa n g  et al., 2 0 0 5).   
 
Is ol ati o n a n d m o r p h ol o gi c al d es c ri pti o n  
 
F u n cti o n al s cr e e ni n g w a s c arri e d o ut at t h e e n d of t h e e nri c h m e nt i n M S M a g ar 
s u p pl e m e nt e d wit h oli v e oil or tri b ut yri n at 2 2 ° C aft er  t hr e e d a ys ( B u nt e r n g s o o k 
et al ., 2 0 1 0; E rt u g r ul et al ., 2 0 0 7) . C ol o ni es wit h h y dr ol ysi s h al os w er e i s ol at e d 
a n d pr es er v e d i n 1 5 % gl y c er ol s ol uti o n at -8 0 ° C. T h e m or p h ol o gi c al d es cri pti o n 
of c ol o ni es w a s p erf or m e d a n d Gr a m st ai ni n g w a s als o i n cl u d e d t o v erif y c ell 
s h a p e a n d c ell w all pr o p erti es.  
 
Li p a s e a ss a y  
 
Li p a s e pr o d u cti o n a n d s e cr eti o n w a s e v al u at e d i n tri pli c at e b y a g ar diff u si o n 
a ss a y.  Bri efl y, M S M a g ar pl at es w er e s u p pl e m e nt e d wit h 1 % of tri b ut yri n, oli v e 
oil or tri ol ei n ( C h a k r a v a rt h y & N a r a s u, 2 0 1 2). As pr ei n o c ul u m, o n e f ull l o o p 
of t h e i s ol at e d c ol o ni es w a s tr a n sf err e d i n 1 0 ml L B br ot h at 2 0 ° C  f or 2 4 h o urs. 
Aft er i n c u b ati o n, 5 μl of t h e i n o c ul u m w a s t h e n tr a n sf err e d o n filt er p a p er di s k s 
a n d i n c u b at e d o n a g ar pl at es at 2 0 ° C f or 8 d a ys. T h e str ai n s w er e e x a mi n e d d ail y 
f or t h eir a bilit y t o pr o d u c e cl arifi e d z o n es ( G ol a ni et al.,  2 0 1 6) .  
 
D N A e xt r a cti o n, a m plifi c ati o n a n d s e q u e n ci n g of 1 6 S r D N A g e n e  
 
T ot al D N A w a s e xtr a ct e d fr o m t h e i s ol at es a s pr e vi o u sl y d es cri b e d ( S p a n e v ell o 
et al ., 2 0 0 2). U ni v ers al pri m ers 2 7 F ( 5’ -A G A G T T T G A T C M T G G C T C A G -3’) 
a n d 1 4 9 2 R ( 5’ -G G T T A C C T T G T T A C G A C T T -3’) ( S a r k a r et al.,  2 0 1 4) w er e 
u s e d t o o bt ai n a P C R pr o d u ct of 1. 5 K b. A 1 0 0  μ L r e a cti o n c o nt ai n e d b uff er 1 X, 
M g Cl 1. 5 m M, d N T Ps 0. 2 m M, 0. 3 μ M of e a c h pri m er, 0. 5 % of B S A a n d T a q 
P ol y m er a s e Pr o m e g a 1 U. P C R w a s c arri e d o ut b y a n i niti al d e n at ur ati o n at 9 4º C 
f or 5 mi n; t h e n 3 0 c y cl es of d e n at ur ati o n at 9 4º C f or 3 0 s e c, a n n e ali n g at 5 7º C f or 
4 5 s e c, e xt e n si o n at 7 2º C f or 1 mi n y 3 0 s e c a n d fi n all y a n e xt e n si o n c y cl e at 
7 2º C f or 7 mi n. P C R pr o d u ct s w er e a n al y z e d b y el e ctr o p h or esi s 1. 5 % ( wt/ v ol) 
a g ar os e g els wit h S y B R -s af e (I n vitr o G e n T M ). T h e P C R pr o d u ct s w er e s e q u e n c e d 
vi a t h e  S a n g er m et h o d b y M a cr o g e n I n c. K or e a . 
 
S e q u e n c e ali g n m e nts a n d p h yl o g e n eti c a n al y si s  
 
T h e  1 6 S  r D N A s e q u e n c es  w er e  a n al y z e d  u si n g  B L A S T 
(htt p:// w w w. n c bi. nl m. ni h. g o v/ B L A S T ) a n d t h e b est hit w a s a ssi g n e d t o t h e 
q u er y. Di st a n c e tr e es w er e c o n str u ct e d u si n g t h e U P G M A al g orit h m, ( Bis ht & 
P a n d a, 2 0 1 1)  wit h t h e M E G A 7. 0 ®  p a c k a g e. T h e ali g n m e nt s w er e p erf or m e d 
t hr o u g h  C L U S T A L  o m e g a htt p:// w w w. e bi. a c. u k/ T o ols/ ms a/ cl u st al o 0 w 2 /). 
B o ot str a p r es a m pli n g a n al ysi s f or 1 0 0 0 r e pli c at es w a s p erf or m e d t o esti m at e t h e 
c o nfi d e n c e of tr e e t o p ol o gi es ( F el s e nst ei n, 1 9 8 5). T h e s e q u e n c es w er e s u b mitt e d 
t o t h e E ur o p e a n M ol e c ul ar  Bi ol o g y  L a b or at or y  ( E M B L-E N A)  N u cl e oti d e  
S e q u e n c e D at a b a s e (htt p:// w w w. e bi. a c. u k/ e m bl/ S u b mi ssi o n/ w e bi n. ht ml ).  T h e 
a c c essi o n n u m b ers of t h e n u cl e oti d e s e q u e n c e d at a ar e li st e d i n T a bl e 1.  
 
G r o wt h c u r v e e x p e ri m e nts  
 
T h e t hr e e str ai n s t h at pr o d u c e d t h e l ar g est h y dr ol ysi s h al os, St e n ot r o p h o m o n as 
r hi z o p hil a  (str ai n U S B A 8 4 3 E), Ps e u d o m o n a s p s y c h r o p hil a  (str ai n s U S B A 
8 4 4 A, U S B A 8 4 6 E) w er e i n o c ul at e d i n Bi os cr e e n ®  pl at es i n tri pli c at e wit h 2 0 0 
μl a s fi n al v ol u m e a n d a n O D 5 4 0 a dj u st e d t o 0. 0 2. O pti c al d e n sit y w a s d et er mi n e d 
at 2 0 ° C e a c h 6 h f or 8 0 h o urs i n or d er t o o bt ai n t h e t h eir gr o wt h c ur v es.  
 
Li p a s e a cti vit y  
 
U S B A 8 4 3 E,  U S B A 8 4 4 A a n d U S B A 8 4 6 E str ai n s w er e c ult ur e d i n L B br ot h 
s u p pl e m e nt e d wit h oli v e oil 1 % a s i n d u ct or s u b str at e at 2 0 ° C f or 7 2 h o urs a n d 
1 4 0 r p m. T h e n, t h e y w er e c e ntrif u g e d at 1 0. 0 0 0 r p m f or 7 mi n ut es t o r e c o v er t h e 
s u p er n at a nt.  T h e pr ot ei n c o nt e nt w a s d e t er mi n e d u si n g t h e Br a df or d m et h o d 
( B r a df o r d, 1 9 7 6) a n d t h e e n z y m ati c r e a cti o n w a s m e a s ur e d i n tri pli c at e i n t h e 
Bi os cr e e n ® . F or t hi s r e a cti o n, 2 0 μl  of s u p er n at a nt w er e a d d e d t o 1 8 0 μl of b uff er 
Tri s -H Cl 0. 1 M a n d 0. 1 m M of li pi d s u b str at e e m ulsifi e d i n i s o pr o p a n ol ( R a s hi d 
et al ., 2 0 0 1). T h e p N P -est ers e v al u at e d w er e: a c et at e, b ut yr at e, d e c a n o at e a n d 
p al m yt at e at 5º C, 1 0º C, 2 0º C, 3 0º C, 4 0º C, 5 0º C a n d 6 0º C. T h e o pti m u m p H of 
li p ol yti c a cti vit y of t h e str ai n s w a s d et er mi n e d b et w e e n 3 a n d 9, u si n g 0. 1 M 

G l y ci ne -H Cl p H 3; 0. 1 M A c et at e p H 4 a n d 5; 0. 1 M p h os p h at e p H 6; 0. 1 M Tri s -
H Cl p H 7. 8 a n d 9. T hi s a ss a y w a s c arri e d o ut f or 1 h at 3 0 ° C i n cl u di n g bi ol o gi c al 
tri pli c at es. T h e a cti vit y w a s e v al u at e d m e a s uri n g t h e li b er at e d p -nitr o p h e n ol at 
4 0 5 n m. O n e u nit of a cti vit y w a s d efi n e d a s t h e a m o u nt of e n z y m e n e e d e d t o 
r el e a s e 1 μ m ol of p-nitr o p h e n ol p er mi n.  
 
St ati sti c al a n al y s e s  
 
T h e r es ult s o bt ai n e d fr o m t h e li p a s e a cti vit y a ss a y w er e a n al y z e d t hr o u g h t h e 
S P S S s oft w ar e ( v ersi o n 1 2. 0). T h e a n al ys es w er e p erf or m e d u si n g t h e S h a pir o -
Wil k N or m alit y T est, a n d t h e p air wi s e  c o m p ari s o n Kr u s k al -W alli s ( N o n -
p ar a m etri c) t est t o est a bli s h diff er e n c es b et w e e n t h e t hr e e s u b str at es. T h e 
h o m o g e n e o u s s u b gr o u p s t est w a s u s e d t o s el e ct t h e str ai ns wit h t h e b est li p ol yti c 
a cti vit y.  
 
R E S U L T S  
 
P h y si c o -c h e mi c al s oil p r o p e rti e s  
 
T h e P N N gl a ci er s oil h a d s p e ci al p h ysi c o c h e mi c al pr o p erti es d u e t o it s l a c k of 
v e g et ati o n, l o w t e m p er at ur e ( 4. 1 °), a ci dit y ( 4. 1 8), l o a m y t e xt ur e, l o w p er c e nt a g e 
of or g a ni c C ar b o n ( 0, 2 3 % ), hi g h c o n c e ntr ati o n of ir o n ( 3 8 5 p p m), p h os p h or us 
( 9 4 p p m) a n d s ulf at e ( 8 8 p p m). M or e o v er, P ar a m o s oil s h o w e d a si mil ar p H 
( 4. 8 8), b ut a silt l o a m t e xt ur e, wit h hi g h er c o n c e ntr ati o n s of p ot a ssi u m ( 8 5 p p m), 
c al ci u m ( 3 3 3 p p m) m a g n esi u m ( 5 8 p p m), a n d or g a ni c c ar b o n ( 5, 7 %), pr o b a bl y 
i nfl u e n c e d b y t h e pr es e n c e of v e g et ati o n li k e Es p el eti a a n d C al a m a g r o sti s . 
 

E n ri c h m e nt c ult u r e a n d i s ol ati o n of li p ol yti c b a ct e ri a  
 
T h e i niti al p H w a s a dj u st e d t o 7 +  0. 2, a n d it d e cr e a s e d ar o u n d 6. 0 aft er 3 d a ys. 
R e g ar di n g c ell d e n sit y, t h e p ar a m o e nri c h m e nt c ult ur e i n cr e a s e d it s i niti al c ell 
c o u nt fr o m 1 0 5  C F U m L -1  t o 1 09  C F U m L -1 , w hil e t h e gl a ci er e nri c h m e nt 
i n cr e a s e d fr o m 1 03  C F U m L -1  t o 1 08  C F U m L -1 . Aft er t h e s cr e e ni n g  a t ot al of 4 3 
c ol o ni es w er e i s ol at e d, 3 0 fr o m t h e p ar a m o e nri c h m e nt a n d 1 3 fr o m t h e gl a ci er.  
 
M o r p h ol o gi c al d e s c ri pti o n  
 
T h e m ost c o m m o n c ol o n y m or p h ol o gi es f or t h e b a ct eri al i s ol at es w er e: wri n kl e d, 
m u c oi d, vi s c o u s, a n d tr a n sl u c e nt, wit h irr e g ul ar a n d r e g ul ar s h a p es, a n d wit h 
w hit e, p al e y ell o w or y ell o w t o n es. E x o p ol ys a c c h ari d e pr o d u cti o n w a s o b s er v e d 
i n s o m e i s ol at es. S o m e c ol o ni es c o ul d c h a n g e t h e m or p h ot y p e aft er tr a n sf erri n g 
t o a n e w a g ar pl at e. N e v ert h el ess, t h e mi cr os c o pi c o b s er v ati o n s h o we d t h e s a m e 
Gr a m -n e g ati v e, r o d -s h a p e d b a ct eri a.   
 
Li p a s e a ss a y  
  
Aft er 8 d a ys of i n c u b ati o n at 2 0º C, si x of t h e 4 3 i s ol at es pr es e nt e d si g nifi c a nt 
h y dr ol ysi s h al os (st ati sti c al a n al ysi s). Is ol at es U S B A 8 5 1 A ( Ps e u d o m o n a s fr a gi ), 
U S B A 8 5 2 C ( R al st o ni a pi c k ettii ), U S B A 8 4 3 E (St e n ot r o p h o m o n a s r hi z o p hil a ), 
a n d U S B A 8 4 4 A ( Ps e u d o m o n a s p s y c h r o p hil a ) pr o d u c e d t h e m aj or h y dr ol ysi s 
h al os i n t h e tri b ut yri n a g ar pl at es wit h di a m et ers b et w e e n 7 m m t o 1 1 m m 
( E x cl u di n g t h e c ol o n y di a m et er). I n tri ol ei n, t h e i s ol at es U S B A 8 4 4 A a n d U S B A 
8 4 6 E ( Ps e u d o m o n a s p s y c h r o p hil a ) s h o w e d h al os b et w e e n 8 m m a n d 1 0 m m. I n 
oli v e oil, t h e i s ol at es U S B A 8 5 1 A ( Ps e u d o m o n a s f r a gi ), U S B A 8 5 1 D 
(Ps e u d o m o n a s f r a gi ) a n d U S B A 8 4 6 E (Ps e u d o m o n a s p s y c h r o p hil a ) pr o d u c e d 
h al os b et w e e n 5 a n d 7 m m of di a m et er ( Fi g 1).  
 

 

Fi g u r e 1  H y dr ol ysi s h al os o bt ai n e d i n tri b ut yri n a g ar pl at es: a. U S B A 8 5 1 A b. 
U S B A 8 5 2 C c. U S B A 8 4 4 A. Tri ol ei n: d. U S B A 8 5 1 A e. U S B A 8 4 4 A f. U S B A 
8 4 6 E. Oli v e oil: g. U S B A 8 5 1 A h. U S B A  8 5 1 D i. U S B A 8 4 6 E  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://www.ebi.ac.uk/embl/Submission/webin.html


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

 

 

  
1 2 5 2  

 

  

As pr e vi o u sl y m e nti o n e d, St e n ot r o p h o m o n a s r hi z o p hil a  a n d Ps e u d o m o n as 
p s y c h r o p hil a, a m o n g ot h er i s ol at es,  pr o d u c e d t h e l ar g est h y dr ol ysi s h al os o n t h e 
e v al u at e d s u b str at es. W e n ot e t hi s f a ct b e c a u s e t h e li p ol yti c a cti vit y fr o m 
St e n ot r o p h o m o n a s r hi z o p hil a  h a s n ot b e e n r e p ort e d u ntil  n o w. T hi s s p e ci es of 
St e n ot r o p h o m o n a s  i s c h ar a ct eri z e d b y t h e a b s e n c e of li p a s e a n d β -gl u c osi d a s e 
pr o d u cti o n ( W olf et al., 2 0 0 2 ). A d diti o n all y, t h e li p ol yti c a cti vit y of 
Ps e u d o m o n a s p s y c h r o p hil a  h a s b e e n r e p ort e d b ut it h a s n ot b e e n e v al u at e d. T hi s 
fi n di ng l e d u s t o c h o os e t h es e i s ol at e s ( U S B A 8 4 3 E, U S B A 8 4 4 A/ U S B A 8 4 6 E) 
t o p erf or m t h e e n z y m ati c a cti vit y a ss a ys o n, i n or d er t o fi n d n o v el li p a s es fr o m 
p s y c hr o p hili c b a ct eri a.  

S e q u e n c e ali g n m e nts a n d p h yl o g e n eti c a n al y si s  
 
T h e 1 6 S r D N A g e n e s e q u e n c es w er e c o m p ar e d wit h s e q u e n c es r e p ort e d i n t h e 
G e n e B a n k d at a b a s e u si n g B L A S T a n d t h e Ri b os o m al D at a b a s e Pr oj e ct  ( R D PII), 
i n or d er t o d et er mi n e t h e t a x o n o mi c a ssi g n m e nt of t h e 4 3 i s ol at es. T h e p er c e nt 
i d e ntiti es o bt ai n e d w er e 9 9 % a n d 1 0 0 %, w hil e t h e e -v al u e w a s e q u al t o z er o ( T a b 
1).  
 

 

T a bl e 1 T a x o n o mi c a ssi g n m e nt of li p ol yti c b a ct eri al i s ol at es u si n g B L A S T N a n d a c c essi o n n u m b ers.  

        C o d e               N e ar est B L A S T  ( A C N C BI) % I d e ntit y  A c c essi o n n u m b ers  

            
Gl a ci er  

   

U S B A 8 4 9 A  Ps e u d o m o n a s m a n d elii ( L T 6 2 9 7 9 6. 1) 9 9 %  L T 6 2 7 0 8 6  

U S B A 8 4 3 A  St e n ot r o p h o m o n a s r hiz o p hil a ( K Y 4 7 4 3 4 0. 1) 9 9 %  L T 6 2 7 0 8 7  

U S B A 8 5 0 A  B u r k h ol d e ri a f u n g o r u m ( L N 8 6 8 2 6 6. 1) 1 0 0 %  L T 6 2 7 0 8 8  

U S B A 8 5 2 A  R al st o ni a pi c k ettii ( K T 3 5 4 6 5 5. 1) 1 0 0 %  L T 6 2 7 0 8 9  

U S B A 8 4 3 B  St e n ot r o p h o m o n a s r hiz o p hil a ( K Y 4 7 4 3 4 0. 1) 9 9 %  L T 6 2 7 0 9 0  

U S B A 8 5 2 B  R al st o ni a pi c k ettii ( K T 3 5 4 6 5 0. 1) 1 0 0 %  L T 6 2 7 0 9 1  

U S B A 8 4 9 B  Ps e u d o m o n a s m a n d elii ( K U 9 2 1 5 6 3. 1) 1 0 0 %  L T 6 2 7 0 9 2  

U S B A 8 4 3 C  St e n ot r o p h o m o n a s r hiz o p hil a ( K R 0 6 5 7 2 1. 1) 1 0 0 %  L T 6 2 7 0 9 3  

U S B A 8 5 1 A  Ps e u d o m o n a s f r a gi ( K X 5 8 8 5 9 2. 1) 9 9 %  L T 6 2 7 0 9 4  

U S B A 8 5 2 C  R al st o ni a pi c k ettii ( K Y 5 2 3 5 7 0. 1) 1 0 0 %  L T 6 2 7 0 9 5  

U S B A 8 5 1 B  Ps e u d o m o n a s f r a gi ( K X 5 8 8 5 9 1. 1) 1 0 0 %  L T 6 2 7 0 9 6  

U S B A 8 5 1 C  Ps e u d o m o n a s f r a gi ( K X 0 6 8 6 2 5. 1) 9 9 %  L T 6 2 7 0 9 7  

U S B A 8 5 3 A  D e r m a c o c c u s ni s hi n o mi y a e n si s ( C P 0 0 8 8 8 9. 1) 9 9 %  L T 6 2 7 0 9 8  

  P ar a m o     

U S B A 8 4 1 A  A e r o m o n a s bi v al vi u m ( K Y 1 2 4 1 6 9. 1) 9 9 %  L T 6 2 7 0 9 9  

U S B A 8 4 2 A  A e r o m o n a s v e r o nii ( K Y 1 2 4 1 6 9. 1) 9 9 %  L T 6 2 7 1 0 0  

U S B A 8 4 2 B  A e r o m o n a s v e r o nii ( K Y 1 2 4 1 6 9. 1) 9 9 %  L T 6 2 7 1 0 1  

U S B A 8 4 3 D  St e n ot r o p h o m o n a s r hiz o p hil a ( K R 0 6 5 7 2 1. 1) 9 9 %  L T 6 2 7 1 0 2  

U S B A 8 4 3 E  St e n ot r o p h o m o n a s r hiz o p hil a ( K M 1 1 4 9 5 1. 1)  9 9 %  L T 6 2 7 1 0 3  

U S B A 8 4 3 F  St e n ot r o p h o m o n a s r hiz o p hil a ( K M 1 1 4 9 5 1. 1)  9 9 %  L T 6 2 7 1 0 4  

U S B A 8 4 4 A  Ps e u d o m o n a s p s y c h r o p hil a ( L T 6 2 9 7 9 5. 1)  1 0 0 %  L T 6 2 7 1 0 5  

U S B A 8 4 3 G  St e n ot r o p h o m o n a s r hiz o p hil a ( K R 0 6 5 7 2 1. 1)  9 9 %  L T 6 2 7 1 0 6  

U S B A 8 4 3 H  St e n ot r o p h o m o n a s r hiz o p hil a ( K Y 4 7 4 3 4 0. 1)  9 9 %  L T 6 2 7 1 0 7  

U S B A 8 4 9 C  Ps e u d o m o n a s m a n d elii ( L T 6 2 9 7 9 6. 1)  9 9 %  L T 6 2 7 1 0 8  

U S B A 8 4 3I  St e n ot r o p h o m o n a s r hiz o p hil a ( K R 0 6 5 7 2 1. 1)  9 9 %  L T 6 2 7 1 0 9  

U S B A 8 4 3J  St e n ot r o p h o m o n a s r hiz o p hil a ( K M 1 1 4 9 5 1. 1)  9 9 %  L T 6 2 7 1 1 0  

U S B A 8 4 3 K  St e n ot r o p h o m o n a s r hiz o p hil a ( K R 0 6 5 7 2 1. 1)  9 9 %  L T 6 2 7 1 1 1  

U S B A 8 4 3 L  St e n ot r o p h o m o n a s r hiz o p hil a ( K R 2 5 9 2 2 5. 1)  9 9 %  L T 6 2 7 1 1 2  

U S B A 8 4 3 M  St e n ot r o p h o m o n a s r hiz o p hil a ( K R 2 5 9 2 2 5. 1)  9 9 %  L T 6 2 7 1 1 3  

U S B A 8 4 6 A  Ps e u d o m o n a s p s y c h r o p hil a ( K U 1 7 3 8 2 7. 1)  9 9 %  L T 6 2 7 1 1 4  

U S B A 8 4 2 C  A e r o m o n a s v e r o nii ( K Y 1 2 4 1 6 9. 1)  9 9 %  L T 6 2 7 1 1 5  

U S B A 8 4 6 B  Ps e u d o m o n a s p s y c h r o p hil a ( L T 6 2 9 7 9 5. 1)  1 0 0 %  L T 6 2 7 1 1 6  

U S B A 8 4 5 A  Ps e u d o m o n a s li ni ( K M 1 1 4 9 3 0. 1)  1 0 0 %  L T 6 2 7 1 1 7  

U S B A 8 4 6 C  Ps e u d o m o n a s p s y c h r o p hil a ( L T 6 2 9 7 9 5. 1)  9 9 %  L T 6 2 7 1 1 8  

U S B A 8 4 6 D  Ps e u d o m o n a s p s y c h r o p hil a ( L T 6 2 9 7 9 5. 1) 9 9 %  L T 6 2 7 1 1 9  

U S B A 8 5 1 D  Ps e u d o m o n a s f r a gi ( K X 5 8 8 5 9 2. 1) 1 0 0 %  L T 6 2 7 1 2 0  

U S B A 8 4 6 E  Ps e u d o m o n a s p s y c h r o p hil a ( L T 6 2 9 7 9 5. 1)  1 0 0 %  L T 6 2 7 1 2 1  

U S B A 8 4 7 A  Ps e u d o m o n a s j e ss e nii ( K U 7 2 5 9 4 6. 1)  9 9 %  L T 6 2 7 1 2 2  

U S B A 8 4 3 N  St e n ot r o p h o m o n a s r hiz o p hil a ( K R 0 6 5 7 2 1. 1)  9 9 %  L T 6 2 7 1 2 3  

U S B A 8 4 3 O  St e n ot r o p h o m o n a s r hiz o p hil a ( K R 2 5 9 2 2 5. 1)  9 9 %  L T 6 2 7 1 2 4  

U S B A 8 4 3 P  St e n ot r o p h o m o n a s r hiz o p hil a ( K R 0 6 5 7 2 1. 1)  9 9 %  L T 6 2 7 1 2 5  

U S B A 8 4 8 A  Ps e u d o m o n a s c o n g el a n s ( L N 7 7 4 2 2 4. 1)  9 9 %  L T 6 2 7 1 2 6  

U S B A 8 4 3 Q  St e n ot r o p h o m o n a s r hiz o p hil a ( K Y 4 7 4 3 4 0. 1)  9 9 %  L T 6 2 7 1 2 7  

U S B A 8 4 9 D  Ps e u d o m o n a s m a n d elii ( J X 1 2 2 1 6 2. 1)  9 9 %  L T 6 2 7 1 2 8  

 
T h e di st a n c e tr e e fr o m gl a ci er e nri c h m e nt c ult ur e i n cl u d es 4 cl a d es fr o m t h e 
p h yl u m  Pr ot e o b a ct eri a, w hi c h ar e  a ss o ci at e d wit h t h e g e n er a Ps e u d o m o n a s, 
St e n ot r o p h o m o n a s, R alst o ni a a n d  B u r k h ol d e ri a. T h e fift h cl a d e b el o n gs t o t h e 
p h yl u m  A cti n o b a ct eri a, r e pr es e nt e d b y t h e g e n u s D e r m a c o c c u s  ( Fi g 2 a). T h e 
p ar a m o e nri c h m e nt c ult ur e tr e e s h o w e d o nl y 3 cl a d es. T h e i s ol at es b el o n g t o t h e 

p h yl u m  Pr ot e o b a ct eri a r e pr es e nt e d b y t h e g e n er a A e r o m o n a s, Ps e u d o m o n a s a n d  
St e n ot r o p h o m o n a s ( Fi g 2 b).  
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Fi g u r e 2 P h yl o g e n eti c t r e e s g e n e r at e d wit h t h e 1 6 S r D N A g e n e s e q u e n c e 
f r o m a) gl a ci er e nri c h m e nt c ult ur e b)  p ar a m o e nri c h m e nt c ult ur e, c o m p ar e d wit h 
s el e ct e d r ef er e n c e s e q u e n c es: P. m a n d elii  G e 0 2 ( K R 0 8 8 3 6 9. 1 ), P. a e r u gi n os a  
V R F P A 0 4 ( C P 0 0 8 7 3 9. 2), S. m alt o p hili a  A T C C 1 9 8 6 1 ( N R _ 0 4 0 8 0 4. 1 ), B. 
f u n g o r u m B H 3 7 0 ( L N 8 6 8 2 6 6. 1 ), R. pi c k ettii  S M V 2 0 6 -4 2 ( K T 3 5 4 6 5 5. 1 ), D. 
ni s hi n o mi y a e n si s  D S M 2 0 4 4 8  ( N R _ 0 4 4 8 7 2. 1 ), P.  p s y c h r o p hil a  P P 0 2 
( K U 1 7 3 8 2 7. 1), A. v e r o nii  P T 2 2 ( K Y 1 2 4 1 6 9. 1 ), a n d A e r o m o n a s s p. R D E-1 
(K Y 3 6 5 5 1 3. 1 ). T h e tr e es w er e g e n er at e d u si n g t h e U P G M A m et h o d a n d w er e 
r o ot e d wit h M et h a n o g e ni u m f ri gi d u m  (N R _ 1 0 4 7 9 0. 1 ) a n d B a cill u s s u btillis  
(J Q 4 3 3 8 7 5. 1 ) a s o ut gr o u p s. S c al e b ar i n di c at es n u m b er of s u b stit uti o n s p er sit e 
a n d t h e b o ot str a p a n al y si s w a s p erf or m e d o n t h e b a si s of 1 0 0 0 r e pli c at es  

G r o wt h c u r v e e x p e ri m e nts  

T h e l at e st ati o n ar y p h a s e fr o m t h e i s ol at es U S B A 8 4 3 E ( St e n ot r o p h o m o n as 
r hi z o p hil a ), U S B A 8 4 4 A a n d U S B A 8 4 6 E (Ps e u d o m o n a s p s y c h r o p hil a ) w a s 
r e a c h e d aft er 7 2 h o urs of i n c u b ati o n. I n  t hi s p h a s e, t h e e xtr a c ell ul ar fr a cti o n w a s 
o bt ai n e d t o p erf or m t h e p -nitr o p h e n yl est er a ss a ys.  
 
Li p a s e a cti vit y  
 
T h e pr ot ei n c o n c e ntr ati o n s o bt ai n e d fr o m t h e e xtr a c ell ul ar fr a cti o n w er e: 0. 1 0 8 
m g m L -1  f or t h e str ai n U S B A 8 4 3 E (S. r hi z o p hil a ), 0. 1 2 6 m g m L-1  f or U S B A 
8 4 4 A ( P. p s y c h r o p hil a ) a n d 0. 0 9 2 m g m L-1  f or U S B A 8 4 6 E (P. p s y c h r o p hil a ). 
T h e li p a s e a cti vit y ess a y w a s c arri e d o ut f or 1 h at 3 0 ° C wit h f o ur li pi d 
s u b str at es: p N P -a c et at e, p N P -b ut yr at e, p N P -d e c a n o at e a n d p N P -p al mit at e. S h ort -
c h ai n p N P -est ers ( C 2 a n d C 4) w er e h y dr ol y z e d f or t h e t hr e e i s ol at es.  O nl y t h e 
U S B A 8 4 3 E ( S. r hi z o p hil a ) s h o w e d a cti vit y wit h t h e f o ur s u b str at es i n cl u di n g 
p N P -p al mit at e. T h e br o a d er s u b str at e s p e cifi cit y of t hi s i s ol at e i s pr o b a bl y d u e t o 
t h e si m ult a n e o u s pr es e n c e of li p a se a n d est er a s e a cti vit y i n t h e cr u d e e xtr a ct ( Fi g 
3).  
 
Eff e ct of t e m p e r at u r e o n e n z y m e a cti vit y  
 
T h e U S B A 8 4 3 E ( S. r hi z o p hil a ) e n z y m e fr a cti o n s h o w e d m a xi m al a cti vit y at 
5 0 ° C i n t h e f o ur li pi d s u b str at es. It s hi g h est a cti vit y w a s i n s h ort c h ai n ( C 2 a n d 
C 4)  f att y a ci d s. T h e e xtr a c ell ul ar fr a cti o n fr o m U S B A 8 4 4 A ( P. p s y c h r o p hil a ) 
h a d hi g h a cti vit y at 5 0 ° C i n p N P -b ut yr at e a n d at 4 0 ° C i n p N P -a c et at e.  Fi n all y, 
t h e U S B A 8 4 6 E (P. p s y c h r o p hil a ) s h o w e d it s o pti m u m a cti vit y at 5 0 ° C i n p N P-
a c et at e, p N P -b ut yr at e a n d p N P -d e c a n o at e, a n d it s hi g h est a cti vit y w a s i n s h ort 
c h ai n ( C 2 a n d C 4) f att y a ci d s ( Fi g 3). T h e p H u s e d d uri n g t h e t e m p er at ur e a ss a ys 
w a s 7.   
 
Eff e ct of p H o n li p a s e a cti vit y  
 
T h e t hr e e i s ol at es s h o w e d t h eir o pti m al li p ol yti c a cti vit y at p H 8 i n all t h e li p i d 
s u b str at es e x c e pt f or p N P -b ut yr at e t h at w a s hi g hl y h y dr ol y z e d at p H 9. F or t h e 
i s ol at e U S B A 8 4 3 E (S. r hi z o p hil a ), t h e h y dr ol yti c a cti vit y w a s o b s er v e d at p H 7 
i n C 2 a n d C 4, p H 8 i n all t h e li pi d s u b str at es, a n d p H 9 i n C 4 a n d C 1 0 ( Fi g 3). 
T h e li p a s e fr o m U S B A 8 4 4 A ( P. p s y c h r o p hil a ) s h o w e d a cti vit y at p H 7-8 i n C 2, 
a n d at p H 8 -9 i n C 4 ( Fi g 3). F or t h e i s ol at e U S B A 8 4 6 E ( P. p s y c h r o p hil a ), t h e 
C 2 h y dr ol ysi s w a s c arri e d o ut at p H 6 t o 9; of C 4 at p H 8 -9 a n d C 1 0 at p H 8 ( Fi g 
3). T h e t e m p er at ur e us e d d uri n g t h e p H a ss a ys w a s 2 0 ° C.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 P.fr a gi U S B A 8 5 1 B

 P.fr a gi U S B A 8 5 1 A

 P.fr a gi U S B A 8 5 1 C

 P. m a n d elii U S B A 8 4 9 A

 P. m a n d elii U S B A 8 4 9 B

 P. m a n d elii G e 0 2

 P. a er u gi n o s a V R F P A 0 4

 S. m alt o p hili a A T C C 1 9 8 6 1

 S.r hi z o p hil a U S B A 8 4 3 C

 S.r hi z o p hil a U S B A 8 4 3 B

 S.r hi z o p hil a U S B A 8 4 3 A

 B.f u n g or u m U S B A 8 5 0 A

 B.f u n g or u m B H 3 7 0

 R. pi c k ettii U S B A 8 5 2 C

 R. pi c k ettii S M V 2 0 6- 4 2

 R. pi c k ettii 8 5 2 A U S B A

 R. pi c k ettii U S B A 8 5 2 B

 D. ni s hi n o mi y a e n si s U S B A 8 5 3 A

 D. ni s hi n o mi y a e n si s D S M 2 0 4 4 8

 M.fri gi d u m D S M 1 6 4 5 8 T

7 5

9 9

1 0 0

1 0 0

1 0 0

1 0 0

7 8

8 8

8 7

1 0 0

1 0 0

1 0 0

1 0 0

1 0 0

9 6

1 0 0

0. 0 0 00. 0 5 00. 1 0 00. 1 5 00. 2 0 00. 2 5 0

 

 P. p s y c hr o p hil a P P 0 2

 P. p s y cr o p hil a U S B A 8 4 6 A

 P.fr a gi U S B A 8 5 1 D

 P. p s y cr o p hil a U S B A 8 4 6 E

 P. p s y cr o p hil a U S B A 8 4 6 D

 P. p s y cr o p hil a U S B A 8 4 6 B

 P. p s y cr o p hil a U S B A 8 4 6 C

 P. p s y cr o p hil a U S B A 8 4 4 A

 P. c o n g el a n s U S B A 8 4 8 A

 P.j e s s e nii U S B A 8 4 7 A

 P. m a n d elii U S B A 8 4 9 D

 P. m a n d elii G e 0 2

 P.li ni U S B A 8 4 5 A

 P. m a n d elii U S B A 8 4 9 C

 P. a er u gi n o s a V R F P A 0 4

 A. bi v al vi u m U S B A 8 4 1 A

 A. v er o nii P T 2 2

 A er o m o n a s s p. R D E- 1

 A. v er o nii U S B A 8 4 2 B

 A. v er o nii U S B A 8 4 2 A

 A. v er o nii U S B A 8 4 2 C

 S. m alt o p hili a A T C C 1 9 8 6 1

 S.r hi z o p hil a U S B A 8 4 3 H

 S.r hi z o p hil a U S B A 8 4 3 Q

 S.r hi z o p hil a U S B A 8 4 3 M

 S.r hi z o p hil a U S B A 8 4 3 O

 S.r hi z o p hil a U S B A 8 4 3 L

 S.r hi z o p hil a U S B A 8 4 3 J

 S.r hi z o p hil a U S B A 8 4 3I

 S.r hi z o p hil a U S B A 8 4 3 E

 S.r hi z o p hil a U S B A 8 4 3 N

 S.r hi z o p hil a U S B A 8 4 3 K

 S.r hi z o p hil a U S B A 8 4 3 P

 S.r hi z o p hil a U S B A 8 4 3 F

 S.r hi z o p hil a U S B A 8 4 3 D

 S.r hi z o p hil a U S B A 8 4 3 G

 B. s u btilli s N G 0 5

5 3

6 5

9 5

9 6

6 3

9 5

7 6

6 4

6 9

5 5

9 7

5 4

1 0 0

1 0 0

1 0 0

1 0 0

1 0 0

8 1

0. 0 0 00. 0 5 00. 1 0 00. 1 5 0
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Fi g u r e 3 Li p ol yti c a cti viti es  fr o m t h e i s ol at es U S B A 8 4 3 E, U S B A 8 4 4 A a n d U S B A 8 4 6 E at diff er e nt t e m p er at ur es a n d p H.  

 
DI S C U S SI O N  
 
E nri c h m e nt of e n vir o n m e nt al s a m pl es wit h a s u bstr at e of i nt er est ai m e d t o 
e x p os e mi cr o or g a ni s ms u n d er a s el e cti o n pr ess ur e. H er e t h e “s ur vi v al of t h e 
fitt est ” t a k es pl a c e u n d er diff er e nt p h ysi c al, c h e mi c al a n d n utriti o n al c o n diti o ns 
( Li et al ., 2 0 0 9). T h e a d a pt ati o n of n at ur al a n d c o m pl e x mi cr o bi al c o m m u niti es 
t o s p e cifi c c o n diti o n s ( e. g. d e gr a d ati o n of oli v e oil) c a n i n cr e a s e t h e pr e v al e n c e 
of mi cr o b es c arr yi n g s p e ci al m et a b oli c c a p a citi es s u c h as li p ol yti c a cti vit y 
( D e A n g eli s et al ., 2 0 1 0).  
Ps e u d o m o n a s  a n d St e n ot r o p h o m o n a s  w er e t h e m ost a b u n d a nt g e n er a r e c o v er e d 
fr o m t h e e nri c h m e nt s, a n d t h e y als o e x hi bit e d t h e l ar g est h y dr ol ysi s h al os. T his 
s h o ws h o w t h eir a bilit y t o m et a b oli z e t h e gi v e n s u b str at e all o w e d t h e m t o 
i n cr e a s e t h eir p o p ul ati o n c o m p ar e d t o ot her li p ol yti c b a ct eri a. B a r d g ett et al . 
( 2 0 0 5) r e p ort e d t h at t h e di v ersit y t e n d s t o f all w h e n t h e b ett er -a d a pt e d 
mi cr o or g a ni s m d o mi n at es t h e c o m m u nit y. I n o ur c a s e, t h e b ett er -a d a pt e d 
mi cr o or g a ni s ms wit h t h e a bilit y a n d r e q uir e d e n z y m es t o d e gr a d e t h e n o n -
c o n v e nti o n al s u b str at e, d o mi n at e d t h e e nri c h m e nt c ult ur e c o m m u niti es.  
F urt h er m or e, w h e n w e c o m p ar e d t h e li p ol yti c i s ol at es fr o m b ot h s oils, w e f o u n d 
gr e at er s p e ci es di v ersit y i n t h e gl a ci er e nri c h m e nt c ult ur e t h a n t h e o n e o bt ai n e d 
fr o m p ar a m o. T hi s i s c o u nt er i nt uiti v e  t o e x p e ct ati o n if w e c o n si d er t h at t h e 
o pti m al e n vir o n m e nt al c o n diti o n s, i n t er ms of t e m p er at ur e, h u mi dit y a n d n utri e nt 
a v ail a bilit y w er e pr es e nt i n t h e p ar a m o s oil ( B u yt a e rt et al ., 2 0 0 6). I n t hi s c a s e it 
i s n e c ess ar y t o t a k e i nt o a c c o u nt t h at t h e e nri c h m e nt m et h o d i n v ol v e d c h a n g es i n 
t h e d y n a mi c s of t h e c o m m u nit y. T hi s c o ul d b e c a u s e d pr e d o mi n a ntl y b y t h e 
mi cr o bi al i nt er a cti o n s wit hi n t h e bi or e a ct or a n d t h e s el e cti o n pr ess ur e i n oli v e oil 
( B a r d g ett et al ., 2 0 0 5).  
T h e  p h yl a  Pr ot e o b a ct eri a  a n d  A cti n o b a ct eri a  ( wit h D e r m a c o c c u s 
ni s hi n o mi y a e n si s  a s t h e o nl y i s ol at e)  i d e ntifi e d i n t h e gl a ci er e nri c h m e nt c ult ur es 
h a v e b e e n r e p ort e d fr o m ot h er c ol d e n vir o n m e nt s ( C h e n g & F o g ht, 2 0 0 7; 
St e v e n et al ., 2 0 0 7; N e uf el d et al ., 2 0 0 4; S hi v aji et al ., 2 0 0 6). H o w e v er, s o m e 
st u di es als o i n di c at e t h e pr es e n c e of diff er e nt t a x a s u c h a s B a ct er oi d et es a n d 
Fir mi c ut es. T h e y als o r e p ort t h e pr es e n c e of p s y c hr o p hili c a n d li p ol yti c b a ct eri a 
i n cl u di n g Ps e u d o m o n a s, A e r o m o n a s, B u r k h ol d e ri a a n d  R al st o ni a , ( Y u a n et al ., 
2 0 1 0; J o s e p h et al ., 2 0 0 8; H e m a c h a n d e r & P u v a n a k ri s h n a n, 2 0 0 0) w hi c h 
w er e als o f o u n d i n o ur e nri c h m e nt c ult ur es.  
O n e p arti c ul ar fi n di n g i n o ur st u d y w a s t h e i s ol ati o n of b a ct eri a wit h diff er e nt 
c ol o n y m or p h ot y p es. T hi s p ol y m or p hi s m c o m pli c at e d t h e m a cr os c o pi c 
d es cri pti o n of s o m e of t h e i s ol at es, b ut aft er fi ni s hi n g t h e b a ct eri al i d e ntifi c ati o n, 

t hi s c h a n g e w a s o b s er v e d o nl y f or t h e Ps e u d o m o n a s  i s ol at es. W o r k e nti n e et al . 
( 2 0 1 0) d es cri b e d t h at Ps e u d o m o n a s c a n c h a n g e it s c ol o n y m or p h ot y p e  d e p e n di n g 
o n t h e c ult ur e c o n diti o n s.    
I n t er ms of li p ol yti c a cti vit y, t hi s p ot e nti al f or Ps e u d o m o n a s f r a gi a n d  R alst o ni a 
pi c k etti  w a s c o nfir m e d b y t h e l ar g e h y dr ol ysi s h al os pr o d u c e d i n t h e f att y 
s u b str at es ( Fi g 1 a n d 3). T h es e s p e ci es h a v e b e e n pr e vi o u s l y r e p ort e d f or t h eir 
li p ol yti c a cti vit y a n d st a bilit y at l o w t e m p er at ur es ( J o s e p h et al ., 2 0 0 8; 
H e m a c h a n d e r & P u v a n a k ri s h n a n, 2 0 0 0) . T h e ot h er t w o i s ol at es wit h 
i nt er esti n g a cti vit y w er e Ps e u d o m o n a s p s y c h r o p hil a a n d St e n ot r o p h o m o n as 
r hi z o p hil a.  T h e y w er e c h os e n t o p erf or m e n z y m ati c a cti vit y a ss a ys, n ot o nl y f or 
t h e pr o d u cti o n of h y dr ol ysi s h al os, b ut als o f or t h eir “ n o v elt y ” v al u e. B ai  & R ai 
Vitt al. ( 2 0 1 4) st u di e d t h e r el ati o n s hi p b et w e e n pr ot e a s e a n d li p a s e pr o d u cti o n 
wit h q u or u m s e n si n g m ol e c u l es i n P. p s y c h r o p hil a P S P F 1 9 . T h eir o bj e cti v e w a s 
t o i n hi bit t h e e x o e n z y m e pr o d u cti o n. T h er ef or e, t h e y n e v er c h ar a ct eri z e d t h e 
li p a s es or pr ot e a s es pr o d u c e d b y t h e str ai n P S P F 1 9.  T h e cl os est r e p ort of t h e 
li p ol yti c a cti vit y i n P. p s y c h r o p hil a,  w a s p erf or m e d b y Y u m ot o et al . ( 2 0 0 1) 
wit h Ps e u d o m o n a s f r a gi li p a s e, w hi c h h a s a cl os e p h yl o g e n eti c a ss o ci ati o n wit h 
P. p s y c h r o p hil a. I n c o n cl u si o n, o ur st u d y i s t h e first t o d at e t o p erf or m t h e 
pr eli mi n ar y c h ar a ct eri z ati o n of it s li p ol yti c a cti vit y.  
I n 2 0 0 2 W olf et  al. di d t h e w h ol e c h ar a ct eri z ati o n of St e n ot r o p h o m o n a s 
r hi z o p hil a, a n o v el pl a nt -a ss o ci at e d b a ct eri u m. I n t h eir st u d y t h e y r e p ort e d t h at 
t h e t hr e e str ai n s e v al u at e d s h o w e d a hi g h a ntif u n g al a cti vit y a n d n o li p a s e or β -
gl u c osi d as e pr o d u cti o n, w hi c h diff ers  fr o m t h e c h ar a ct eri sti c s o b s er v e d fr o m t h e 
1 3 str ai ns of S. m alt o p hil a.  I n a d diti o n, t h e gr o wt h r at e of S. r hi z o p hil a  at 4º C 
w a s 6. 2 5 ti m es hi g h er t h a n t h e o b s er v e d wit h S. m alt o p hil a, w hi c h l e a d u s t o 
pr e di ct a n e v e n hi g h er p ot e nti al f or t h e p urifi e d e n z y m e of S. r hi z o p hil a at l o w 
t e m p er at ur es. Aft er t hi s p u bli c ati o n, H a s a n -B ei k d a s hti et al. ( 2 0 0 8) o pti mi z e d 
t h e c ult ur e c o n diti o n s t o pr o d u c e t h e S. m alt o p hil a li p a s e t o h y dr ol y z e c a p s ai ci n 
a n d pr o d u c e v a nill yl a mi n e, w hi c h h a s a nti b a ct eri al a n d a nti -i nfl a m mat or y 
pr o p erti es. Li et al.  i n 2 0 1 3 a n d 2 0 1 6 cl o n e d a n d c h ar a ct eri z e d t h e li p a s es: 
C G M C C 4 2 5 4 ( n o v el c ol d -a cti v e a n d or g a ni c s ol v e nt -t ol er a nt li p a s e), a n d t h e 
G S 1 1 ( c ol d -a cti v e, s ol v e nt -t ol er a nt a n d al k ali n e) als o fr o m S. m alt o p hil a . 
N e v ert h el ess, t hi s i s t h e first st u d y t h at r e p ort s t h e li p ol yti c a cti vit y i n S. 
r hi z o p hil a .  
T h e o pti m al c o n diti o n s f or t h e t hr e e e v al u at e d str ai n s w er e 5 0º C a n d p H 8  ( Fi g 
8). T h os e t e m p er at ur es a n d p H c o n diti o n s h a v e b e e n alr e a d y e v al u at e d i n 
Ps e u d o m o n a s a e r u gi n o s a ( D h a r mst hiti et al ., 1 9 9 8), Ps e u d o m o n a s fl u o r e s c e ns  
( K ul k a r ni et al ., 2 0 0 2), Ps e u d o m o n as s p. I N K 1  i s ol at e d i n t h e A nt ar cti c ( P a r k et 
al ., 2 0 1 2). O ur p ossi bl e “ n o v el ” al k ali n e e n z y m es s h o ul d b e p urifi e d a n d t est e d 
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I N T R O D U C T I O N 
 
T h er e h a s b e e n i n cr e a si n g d e m a n d f or n e w a nti mi cr o bi al c o m p o u n d s i n r es p o n s e 
t o c o nti n u o u s e v ol uti o n of mi cr o bi al p at h o g e n s i n a nti bi oti c -r esi st a n c e. M ari n e 
e n vir o n m e nt h a s b e e n c o n si d er e d a m o n g t h e m ost pr o mi si n g s o ur c es of 
a nti mi cr o bi al c o m p o u n d s, a s n u m er o u s s e a  or g a ni s ms pr o d u c e bi o a cti v e 
m et a b olit es i n r e s p o n s e t o e n vir o n m e nt al str ess  a n d d e v el o p c h e mi c al str at e g y f or 
d ef e n s e a n d s ur vi v al ( M h a d h e bi et al ., 2 0 1 2 ). A l ar g e n u m b er of  n e w a cti v e 
a nti mi cr o bi al c o m p o u n d s h a v e b e e n i s ol at e d fr o m m ari n e s o ur c es. B ut , t h e 
m aj orit y of t h es e c o m p o u n d s h a s n ot b e e n y et c h ar a ct eri z e d ( S a n m u k h et al ., 
2 0 1 4 ). 
M ari n e mi cr o al g a e c o n stit ut e attr a cti v e s o ur c e s of n o v el a n d a cti v e m et a b olit es , 
c o m pri si n g pr ot ei n s, e n z y m es, pi g m e nt s a n d p ol y u n s at ur at e d f att y a ci d s ( P U F A ) 
t h at c o ul d b e e x pl oit e d i n p h ar m a c e uti c al, f o o d, f e e d a n d c os m eti c i n d ustri es 
(M e n d e s et al ., 2 0 0 3 ; C a r d o z o et al ., 2 0 0 7 ; S u r e n d hi r a n et al ., 2 0 1 4 ). 
C o m p o u n d s  wit h p h ar m a c e uti c al  c h ar a ct eri sti c s,  a s a nti o xi d ati v e, 

a nti i nfl a m m at or y, a nti mi cr o bi al or a nti t u m or al pr o p erti es, h a v e  b e e n i d e ntifi e d; 
s o m e of t h e m h a v e b e e n  i n t h e cli ni c al tri al st at e (G u e d e s et al ., 2 0 1 1 ; K w a k  et 
al.,  2 0 1 4 ). A nti mi cr o bi al a cti vit i es ar e  a m o n g  t h e m ost r es e ar c h e d f e at ur es i n 
n at ur al e xtr a ct s. T h e y  h a v e  b e e n  attri b ut e d t o diff er e nt  c o m p o u n d s, i n cl u di n g , 
i n d ol es, t er p e n e d eri v ati v es, a c et o g e ni n s, p h e n ols, f att y a ci d s a n d h y dr o c ar b o ns 
(B h a k u ni a n d R a w at, 2 0 0 5 ; S a nt o y o et al ., 2 0 0 9 ).  
S el e ct e d e x a m pl es fr o m t h e st u di e d a nti mi cr o bi al a cti viti es i n mi cr o al g a e ar e 
s u m m ari z e d i n T a bl e 1. H o w e v er, t o o ur k n o wl e d g e, t h er e ar e n o d at a a v ail a bl e 
o n t h e a nti mi cr o bi al p ot e nti al of  mi cr o al g a e , i s ol at e d fr o m t h e M or o c c a n 
c o a stli n es. I n or d er t o e v al u at e t hi s p ot e nti al, ni n e mi cr o al g a e, c oll e ct e d fr o m 
t h es e c o a stli n es a n d i d e ntifi e d, w er e e xtr a ct e d wit h et h a n ol; t h e c oll e ct e d e xtr a ct s 
w er e e x a mi n e d a g ai n st mi cr o bi al t ar g et s. T h e o bt ai n e d r es ult s ar e d es cri b e d 
h er e a ft er, a n d di s c u ss e d wit h c o n si d er ati o n t o t h e pr e vi o u sl y d et er mi n e d c o nt e nt s 
of t h e mi cr o al g al e xtr a ct s  i n f att y a ci d s, c ar ot e n oi d s a n d p h e n oli c c o m p o u n ds 
(M a a d a n e et al ., 2 0 1 5 ). 
 

 
T a bl e 1  E xtr a ct s a n d c o m p o u n d s fr o m mi cr o al g a e wit h a nti mi cr o bi al a cti vit y   

Mi c r o al g al s p e ci e s  A cti v e e xt r a cts/ c o m p o u n ds  T a r g et mi c r o o r g a ni s ms  R ef e r e n c e s 

P h a e o d a ct yl u m t ri c o r n ut u m  Ei c os a p e nt a e n oi c a ci d  

Li s t o n ell a a n g uill a r u m 
L a ct o c o c c u s g a r vi e a e  
St a p h yl o c o c c u s a u r e u s  

Vi b ri o s p. 

(D e sb oi s et al. , 2 0 0 9 ) 
 
(S mit h et al. , 2 0 1 0 ) 

D u n ali ell a s ali n a  F at y a ci d s  
St a p h yl o c o c c u s a u r e u s  

C a n di d a al bi c a n s  
(H e r r e r o et al. , 2 0 0 6 ) 

H a e m at o c o c c u s pl u vi ali s  
S h ort c h ai n f att y a ci d s ( b ut a n oi c 

a ci d, m et h yl l a ct at e ) 

Es c h e ri c hi a c oli  
St a p h yl o c o c c u s a u r e u s C a n di d a 

al bi c a n s  
(S a nt o y o et al. , 2 0 0 9 ) 

C hl o r o c c u m h u mi c ol a  
 
 
 
S pi ril u n a pl at e nsi s  
 

Pi g m e nt s  

E . c oli  
St a p h yl o c o c c u s a u r e u s  

B a cill u s s u btili s  
St r e pt o c o c c u s s p. 

B a cil u s  s p. 
Ps e u d o m o n a s s p. 

(B h a g a v at h y  et al ., 2 0 1 1 ) 
 
(M ut h ul a ks h mi et al. , 2 0 1 2 ) 
 

T h e pr es e nt i n v esti g ati o n ai m e d t o st u d y a nti mi cr o bi al a cti viti es i n  m ari n e mi cr o al g a e , s cr e e n e d fr o m M or o c c a n c o a stli n es. E t h a n oli c 

e xtr a ct s w er e pr e p ar e d  fr o m t h e mi cr o al g a e a n d e v al u at e d  e a c h  a g ai n st  t he  b a ct eri a : 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  a n d 

St a p h yl o c o c c u s a u r e u s , t h e y e a st C a n di d a al bi c a n s  a n d t h e f u n g u s As p e r gill u s ni g e r . T h e hi g h est a nti b a ct eri al a cti vit y w a s f o u n d i n t h e 

e xtr a ct of T et r a s el mi s s p. w hi c h e x hi bit e d a n i n hi bit or y eff e ct a g ai n st t h e t hr e e b a ct eri a  wit h a MI C of 2 .6 t o 3 . 0 m g e xtr a ct p er m L 

c ult ur e . E xtr a ct s fr o m t h e ot h er mi cr o al g a e: D u n ali ell a S ali n a , N a n n o c hl or o p si s g a dit a n a , D u n ali ell a s p., P h a e o d a ct yl u m t ri c o r n ut u m  

a n d Is o c h risi s s p. e a c h s h o w e d i n hi bit or y a cti vit y  a g ai n st E. c oli  or P. a er u gi n o s a  wit h a MI C of  2 .6 t o 4 .3  m g e xtr a ct p er m L. T h e 

e xtr a ct of N . g a dit a n a  als o i n hi bit e d S. a u r e u s  gr o wt h.  H o w e v er, t h e e xtr a ct s fr o m t h e mi cr o al g a e, C h a et o c e r o s s p. a n d C hl o r ell a s p. 

s h o w e d n o eff e ct u n d er t h e a p pli e d e x p eri m e nt al c o n diti o n s. All t h e t est e d e xtr a ct s i n hi bit e d t h e gr o wt h of C. al bi c a n s ; t h e hi g h est 

a cti vit y w a s o bt ai n e d fr o m N . g a dit a n a wit h a MI C of 4 . 0 m g e xtr a ct p er m L c ult ur e. As p e r gill u s ni g e r  a p p e ar e d t o b e r esi st a nt t o t h e 

eff e ct of t h e e xtr a ct s . T h e o b s er v e d a nti mi cr o bi al a cti viti es w er e li n k e d t o t h e c o nt e nt s of t h e e xtr a ct s i n f att y a ci d s, c ar ot e n oi d s a n d 

p h e n oli c c o m p o u n d s . I n c o n cl usi o n, t h e st u di e d mi cr o al g a e co ul d  b e c o n si d er e d a s a p ot e nti al n at ur al s o ur c e of bi o a cti v e c o m p o u n d s 

wit h a nti mi cr o bi al a cti viti es.  

A R TI C L E I N F O  

R e c ei v e d 1 5. 9. 2 0 1 5  

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

A c c e pt e d 1 4. 4. 2 0 1 7  

P u bli s h e d 1. 6. 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 .6 .1 2 5 7 -1 2 6 0  
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St a p h yl o c o c c u s s p. 
E. c oli  

A n a b e n a s p h a e ri c a  
Os cill at o ri  ali m e nti c a  
S pi r uli n a pl at e nsi s  
 

P ol y p h e n ols  
E . c oli  

St a p h yl o c o c c u s a u r e u s  
(Kl ej d us et al. , 2 0 1 0 ) 
(H ett a et al. , 2 0 1 4 ) 

Pit h o p h o r a o e d o g o ni u m  Et h a n ol i c e xtr a ct  
S al m o n ell a  

St a p h yl o c o c c u s s p. 
(D a n y al et al. , 2 0 1 3 ) 

T et r a s el mi s s u e ci c a  F att y a ci d s  

Vi b ri o c h ol e r a e,  
Kl e b si ell a  p n e u m o ni a e, 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. 

Pr ot e u s s p. 
St r e pt o c o c c u s p y o g e n s, 

St a p h yl o c o c c u s a u r e u s, B a cill u s 
m e g at eri u m  

B a cill u s s u btili s  

(D o o sli n  M e r c y B ai a n d 
K ri s h n a k u m a r , 2 0 1 3 ) 

 
 
M A T E RI A L S A N D M E T H O D S  
 
Mi c r o al g a e a n d c ult u r e c o n diti o ns  
 
Ni n e m ari n e mi cr o al g a e w er e s el e ct e d f or t hi s st u d y fr o m t h e c oll e cti o n of 
M or o c c a n F o u n d ati o n f or A d v a n c e d S ci e n c e, I n n o v ati o n & R es e ar c h ( M A S cI R, 
R a b at). T h e y w er e i d e ntifi e d (M a a d a n e et al ., 2 0 1 5 ) a s: N a n n o c hl o r o p sis 
g a dit a n a, D u n ali ell a s ali n a, D u n ali ell a s p.,  P h a e d a ct yl u m t ri c o r n ut u m, 
Is o c h r ysi s s p.,  N a vi c ul a s p.,  C h a e ot o c e r o s s p.,  C hl o r ell a s p.  a n d T et r a s el mi s s p. 
C ult uri n g c o n diti o n s  of t h e mi cr o al g a e w er e pr e vi o u sl y d es cri b e d (M a a d a n e et 
al ., 2 0 1 5 ). Bri efl y, b at c h c ult ur es w er e r e ali z e d i n 5 L fl a s k s c o nt ai ni n g st eril e 
n at ur al s e a w at er, e nri c h e d wit h F/ 2 m e di u m n utri e nt s ; t h e c ult ur es w er e a git at e d 
b y air b u b bli n g  at 2 5 ° C, u n d er c o nti n u o u s ill u mi n ati o n at i nt e n sit y of 1 5 0 
μ m ol. m -2 .s e c -1 ; m i cr o al g al bi o m ass es  w er e  h ar v est e d b y c e ntrif u g ati o n, fr e e z e -
dri e d a n d st or e d at -2 0 ° u ntil u s e.  
 
E xt r a cti o n of mi c r o al g al s u bst a n c e s  
 
Cr u d e  e xtr a ct s fr o m t h e mi cr o al g a e w er e pr e p ar e d b y e xtr a cti n g  1  g of dri e d 
bi o m ass wit h 1 0 0 ml of et h a n ol f or 3 h at r o o m t e m p er at ur e, i n t h e d ar k n ess. T h e 
e xtr a cti o n w a s r e p e at e d t wi c e  f or e a c h al g a; c oll e ct e d e xtr a ct s  w er e c o m bi n e d 
i nt o o n e s a m pl e. T h e s a m pl es  w er e t h e n filt er e d a n d c o n c e ntr at e d u n d er r e d u c e d 
pr ess ur e i n a r ot ar y e v a p or at or.  T h e r es ulti n g c o n c e ntr at e d e xtr a ct s  w er e st or e d at 
-2 0 ° C u ntil u s e.  
 
E xt r a ct a nti mi c r o bi al a cti vit y e v al u ati o n  
 
T h e mi cr o al g al  e xtr a ct s w er e t est e d a g ai n st fi v e mi cr o or g a ni s ms , i n cl u di n g t w o 
Gr a m -n e g ati v e  b a ct eri a: Es c h e ri c hi a  c oli ( A T C C-8 7 3 9) , Ps e u d o m o n as 
a e r u gi n o s a ( A T C C-9 0 2 7) , o n e Gr a m -p ositi v e b a ct eri u m, St a p h yl o c o c c u s a u r e us 
( A T C C-6 5 3 8), t h e y e a st C a n di d a al bi c a n s  ( A T C C-1 0 2 3 1) a n d  t h e m ol d  
As p e r gill u s ni g e r ( A T C C-1 6 4 0 4 ). Sp or es of t h e m ol d w er e h ar v est e d i n t o st eril e 
di still e d w at er fr o m m o n o c o ni di al c ult ur es , d e v el o p e d o n p ot at o d e xtr os e at 2 4 ° C 
d uri n g 7 d a ys.  
T h e mi ni m u m i n hi bit or y c o n c e ntr ati o n s ( MI C s) of t h e e xtr a ct s w er e d et er mi n e d 
a g ai n st all t h e t est e d mi cr o or g a ni s ms u si n g t h e br ot h mi cr o dil uti o n m et h o d 
(S c o r z o ni et al., 2 0 0 7 ). Mi cr o bi al s a m pl es w er e pr e p ar e d b y dil uti o n wit h gr o wt h 
m e di a  t o o bt ai n i n o c ul a at 1 05  c ol o n y f or mi n g u nit s ( C F U)  p er m L  c ult ur e . T h e 
t est cult ur e s w er e p erf or m e d i n M ull er Hi nt o n  br ot h f or b a ct eri a , or  i n S a b o ur a u d 
d e xtr os e br ot h f or C . al bi c a n s or A. Ni g e r . T h e c ult uri n g  m e di a w er e 
s u p pl e m e nt e d wit h 0. 5 % T w e e n -2 0. S a m pl es of t h e e xtr a ct s w er e pr e p ar e d b y 

diff er e nt dil uti o n s i n D M S O, a n d t est e d at  a fi n al c o n c e ntr ati o n r a n gi n g fr o m 0. 5 
t o 5 m g e xtr a ct p er m L c ult ur e. Mi cr o bi al gr o wt h w a s all o w e d i n 9 6 -w ell mi cr o -
titr ati o n pl at es b y di s p e n si n g i nt o e a c h w ell 1 8 0 µ L of mi cr o bi al c ult ur e a n d 2 0 
µ L of mi cr o al g al e xtr a ct s a m pl e at  v ari o u s c o n c e ntr ati o n s. T h e fi n al D M S O 
a m o u nt, b ei n g l ess t h a n 4 %, w a s wit h o ut gr o wt h i n hi biti o n eff e ct.  S a m pl e bl a n ks 
w er e pr e p ar e d f or all t h e e xtr a ct s b y a d di n g 2 0 µ L of e a c h e xtr a ct  s a m pl e t o 1 8 0 
µ L of M u e ll er Hi nt o n ( or S a b o ur a u d d e xtr os e) br ot h m e di u m . T h e pl at es w er e 
i n c u b at e d at 3 7° C , 2 4 h f or t h e b a ct eri a a n d 4 8  h f or C.  al bi c a n s  or A. ni g er . T h e 
a nti bi oti c s, c hl or a m p h e ni c ol a n d a m p h ot eri ci n B w er e u s e d a s p ositi v e  c o ntr ols 
a g ai n st t h e b a ct eri a or C . al bi c a n s  a n d A . ni g e r , r es p e cti v el y. T h e vi a bilit y of t h e 
e x a mi n e d mi cr o or g a ni s ms w a s a ss ess e d b y m e a s uri n g  a b s or b a n c e of  c ult ur e s at 
6 0 0 n m  a g ai n st t h e M u e ll er Hi nt o n or t h e S a b o ur a u d d e xtr os e br ot h , usi n g a 
M ulti s c a n S p e ctr o p h ot o m et er ( T h er m o -Fi s h er S ci e ntifi c  I n c). Ass a ys w er e 
c arri e d o ut i n tri pli c at e, a n d r e p e at e d t wi c e. Mi cr o bi al gr o wt h i n hi biti o n w a s 
e x pr ess e d i n p er c e nt a g e t er m a c c or di n g t o t h e e q u ati o n:  

 
A c o ntr ol : a b s or b a n c e of t h e c ullt ur e c o ntr ol ; A s a m pl e: a b s or b a n c e of t h e c ult ur e t est 
s a m pl e; A s a m pl e bl a n k: a b s or b a n c e of t h e e xtr a ct  s a m pl e i n t h e n utri e nt br ot h . 
 
 
R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  
 
T h e  a nti mi cr o bi al a cti vit y l e v el i n t h e et h a n oli c e xtr a ct s of t h e e x a mi n e d  
mi cr o al g a e v ari e d d e p e n di n g o n t h e t ar g et e d mi cr o or g a nis m a n d t h e mi cr o al g al  
str ai n  ( T a bl e 2). T h e  e xtr a ct of T et r a s el mi s s p.  e x hi bit e d a n a nti mi cr o bi 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 wit h t h e l o w est MI C 
v al u es , r a n gi n g fr o m 2 .6 t o 3 .0  m g  p er m L c ult ur e . M e a n w hil e, t h e et h a n oli c 
e xtr a ct fr o m D u n ali ell a s ali n a s h o w e d a n a nti b a ct eri al a cti vit y a g ai n st  o nl y  t h e 
Gr a m -n e g ati v e b a ct eri a , E. c oli  a n d P. a er u gi n os a . H o w e v er, t h e e xtr a ct s fr o m  N. 
g a dit a n a , D u n ali ell a s p. P. t ri c o r n ut u m , a n d Is o c h r y si s s p . s h o w e d r el ati v el y 
m o d er at e a nti b a ct eri al a cti viti es  at t h e u s e d e xtr a ct c o n c e ntr ati o n s. C hl o r ell a s p. 
a n d C h a et o c e r o s s p. di d  n ot e x hi bit a n y i n hi bit or y a cti vit y a g ai n st t h e t est e d 
b a ct eri a,  e v e n at  t h e c o n c e ntr ati o n of 5 . 0 m g  e xtr a ct p er m L .  

 

 
T a bl e 2  A nti mi cr o bi al a cti vit i es of et h a n ol i c e xtr a ct s of mi cr o al g a e, i s ol at e d fr o m M or o c c a n c o a stli n es.  
MI C v al u e s ar e  pr es e nt e d a s m e a n s ± S D ( n = 6). T h e a nti mi cr o bi al a cti vit y w a s d et er mi n e d i n a c ult ur e a ss a y of 0. 2 m L , c o m p os e d of 0.1 8 m L 
m e di u m a n d 0. 0 2 m L e xtr a ct s a m pl e.  

Mi c r o al g a e  
 MI C  ( m g e xt r a ct  p e r m L  c ult u r e )  

E. c oli  P. a e r u gi n o s a  S. a ur e us  C. al bi c a ns  A. ni g e r  
T et r a s el mi s s p . 2. 6 ± 0. 2  2. 9 ± 0. 9  3 ± 0. 1  > 5  - 
D u n ali ell a S ali n a  3. 4 ± 0. 4  2. 6 ± 0. 8  - > 5  - 
N a n n o c hl o r o p si s g a dit a n a  3. 4 ± 0. 2  > 5  4. 5 ± 0. 6  4. 0 ± 0. 6  - 
C hl o r ell a s p. - - - > 5  - 
D u n ali ell a s p. > 5  4. 3 ± 0. 1  > 5  > 5  - 
N a vi c ul a s p. > 5  > 5  > 5  > 5  - 
P h a e o d a ct yl u m t ri c o r n ut u m  4. 3 ± 0. 1  > 5  > 5  4. 7 ± 0. 1  - 
C h a et o c e r o s s p. - - - > 5  - 
Is o c h ri si s s p. 3. 5 ± 0. 2  > 5  - > 5  - 

> 5: MI C i s e x p e ct e d t o b e hi g h er t h a n 5 m g e xtr a ct p er m L c ult ur e. -: a b s e n c e of a nti mi cr o bi al eff e ct at t h e hi g h est ex a mi n e d e xtr a ct 
c o n c e ntr ati o n, 5 m g p er m L c ult ur e.  
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O nl y, N. g a dit a n a  a n d P. t ri c o r n ut u m  s h o w e d a n a cti vit y a g ai n st C. al bi c a ns  
( T a bl e 2). E xtr a ct s of t h e ot h er mi cr o al g a e h a d w e a k a cti vit y a g ai n st t hi s y e a st, a s 
at t h e m a xi m al c o n c e ntr ati o n u s e d i n t h e t est, b ei n g 5. 0 m g p er m L c ult ur e, t h e 
gr o wt h i n hi biti o n w a s l ess t h a n 5 0 %. T h er ef or e, t h e  MI C s of t h es e e xtr a cts 
a g ai n st C. al bi c a n s  w er e e x p e ct e d t o b e hi g h er t h a n t hi s c o n c e ntr ati o n. 
P ar a d o xi c all y, n o a ntif u n g al a cti vit y w a s o b s er v e d i n all t h e e xtr a ct s a g ai n st A. 
ni g e r  at t h e t est e d c o n c e ntr ati o n s.  
As n oti c e d u n d er t h e a p pli e d c ult ur e c o n d iti o n s, t h e MI C s of t h e p ositi v e c o ntr ols 
ar e i n m e a n v al u es: 0. 0 8 5, 0. 1 4 5 a n d 0. 5 7 1  m g c hl or a m p h e ni c ol p er m L c ult ur e 
f or r es p e cti v el y S . a u r e u s , E . c oli  a n d P . a e r u gi n o s a . T h e MI C of a m p h ot eri ci n 
a g ai n st C . al bi c a n s  w a s m u c h hi g h er, b ei n g 1 .6 m g p er m L c ult ur e. F or t h e 
mi cr o al g a e t h at e x hi bit e d a nti mi cr o bi al a cti viti es, t h e r e gi st er e d MI C s, w hi c h 
w er e of 2. 6 t o 4. 7  m g e xtr a ct p er m L ( T a bl e 2) ar e b y c o m p ar i s o n t o t h os e of t h e 
a nti bi oti c s hi g h er . H o w e v er , t h e y mi g ht b e p h ar m a c e uti c all y si g nific a nt, if t h e 
cr u d e st at e of t h e t est e d e xtr a ct s  w a s c o n si d er e d , a s t h es e e xtr a ct s  c o nt ai n e d  
diff er e nt s u b st a n c es, a n d o nl y s o m e of t h e m h a d  i n hi bit or y eff e ct. T h e r e gi st er e d 
d at a w er e  i n f a ct c o n c or d a nt wit h lit er at ur e-p u bli s h e d o b s er v ati o n s, c o n c er n e d 
wit h t h e a nti mi cr o bi al a cti viti es  of mi cr o al g al e xtr a ct s , a s t h os e of C h a et o c e r os 
m ull e ri  (M e n di ol a et al ., 2 0 0 7 ), C hl o r ell a v ul g a ri s (Pl a z a et al ., 2 0 1 2 ) a n d 
N o st o c  s p. (S al e m et al ., 2 0 1 4 ).  
T h e a nti mi cr o bi al a cti viti es d es cri b e d a b o v e c o ul d b e attri b ut e d t o diff er e nt 
c o m p o u n d s, c o m pri si n g t h os e pr e vi o u sl y d et er mi n e d  (M a a d a n e et al ., 2 0 1 5 ): 
f att y a ci d s, c ar ot e n oi d s a n d p h e n oli c c o m p o u n d s . F att y a ci d s , w hi c h c o nstit ut e  
m aj or p art s of t h e e xtr a ct e d bi o m ass es , ar e  p arti c ul arl y c o n si d er e d b e c a u s e t h eir 
a nti mi cr o bi al eff e ct s h a v e b e e n l o n g r e c o g ni z e d ( e. g., G al b r ait h et al ., 1 9 7 1 ; 
D e s b oi s et al. , 2 0 0 9 ; C a k m a k et al ., 2 0 1 4 ).  
T h e e xtr a ct fr o m T et r a s el mi s s p . c o nt ai n s hi g h  a m o u nt s of ol ei c a ci d ( ci s -9 -
o ct a d e c e n oi c a ci d)  ( 4 8. 8 % of t h e et h a n ol-e xtr a ct e d f att y a ci d s), li n ol ei c a ci d (ci s , 
ci s -9, 1 2 -o ct a d e c a di e n oi c a ci d) ( 3 6. 4 %) a n d p al miti c a ci d ( h e x a d e c a n oi c a ci d) 
( 1 8. 6 %). T h es e f att y a ci d s w er e d et er mi n e d a s m aj or c o m p o n e nt s i n t h e 
et h a n oli c -e xtr a ct or h e x a ni c -e xtr a ct of  D u n ali ell a s ali n a (H e r r e r o et al ., 2 0 0 6 ), 
a n d r e p ort e d t o b e r es p o n si bl e , i n a m ai n p art, of t h e a nti mi cr o bi al a cti vit y, 
e x er ci s e d a g ai n st E. c oli , S. a u r e u s , a n d C. al bi c a n s . B esi d es, t h e a nti b a ct eri al 
a cti viti es o b s er v e d i n t h e al g al s p e ci es, N o st o c s p o n gif o r m e, Os cill at o ri a t e ni u s 
a n d C hl or o c o c c u s s p . w er e li n k e d t o t h eir c o nt e nt s i n f att y a ci d s (S u r e s h et al ., 
2 0 1 4 ). C o n si d eri n g t h es e lit er at ur e-d at a, t h e a nti b a ct eri al a cti vit y of T et r as el mis 
s p. ( T a bl e 2 ) c a n b e li n k e d, f or a m aj or  p art, t o it s c o nt e nt i n p al miti c, ol ei c a n d 
li n ol ei c a ci d s. 
T h e a n al ysi s of t h e et h a n oli c e xtr a ct fr o m D.  s ali n a  s h o w e d t h at t hi s mi cr o al g a 
c o nt ai n s t h e hi g h est a m o u nt of et h a n ol e xtr a ct a bl e P U F A , b ei n g 7 6. 9 % of w hi c h 
li n ol e ni c a ci d (all -ci s -9, 1 2, 1 5 -o ct a d e c atri e n oi c a ci d) c o n stit ut es a hi g h p art 
( 4 5. 3 %) (M a a d a n e et al ., 2 0 1 5 ). A c c or di n g t o L e e et al . (2 0 0 2 ), t h e 
a nti mi cr o bi al a cti vit y of li n ol e ni c a ci d w a s hi g h a g ai n st Gr a m -p ositi v e b a ct eri a, 
b ut l o w a g ai n st Gr a m -n e g ati v e b a ct eri a. T h e et h a n oli c e xtr a ct of D. s ali n a  ( T a bl e 
2) s h o w e d a nti b a ct eri al a cti vit y a g ai nst t h e Gr a m -n e g ati v e b a ct eri a, E. c oli  a n d P. 
a e r u gi n o s a  a n d n o a cti vit y a g ai n st t h e Gr a m -p ositi v e b a ct eri u m S. a u r e u s . If t hi s 
a cti vit y w a s m ai nl y attri b ut e d t o t h e li n ol e ni c a ci d w hi c h w a s f o u n d t o b e 
a b u n d a nt i n t h e t est e d e xtr a ct, t h e n o ur o b s er v ati o n s r e g ar di n g S . a u r e u s  ar e  i n 
c o ntr a st t o t h os e b y L e e et al . (2 0 0 2 ). 
T h e e xtr a ct fr o m N. g a dit a n a w a s s h o wn t o c o nt ai n  i m p ort a nt a m o u nt s  of 
p al mit ol ei c a ci d ( cis -9 -h e x a d e c e n oi c a ci d) ( 2 8 %), p al miti c a ci d ( 2 4. 1 %), ol ei c 
a ci d ( 1 5. 3 %) a n d ei c os a p e nt a e n oi c a ci d  ( 1 4 %). Als o, P. t ri c o r n ut u m  e xtr a ct w a s 
s h o w n t o b e ri c h i n t h es e a ci d s. T h e ir a nti mi cr o bi al a cti vit i es a g ai n st b a ct eri a a n d 
C. al bi c a n s  ( T a bl e 2 ) mi g ht b e d u e f or a gr e at p art t o t h es e d o mi n a nt f att y a ci ds, 
i n a gr e e m e nt wit h p u bli s h e d o b s er v ati o n s (S u r e n d hi r a n et al ., 2 0 1 4 ), c o n c er n e d 
wit h t h e a nti b a ct eri al a cti vit y of t h e C 1 6 -C 2 0 f att y a ci d s -ri c h e xtr a ct fr o m N. 
o c ul at a . Es p e ci all y, ei c os a p e nt a e n oi c a ci d , d o mi n a nt  i n e xtr a ct s of P. 
t ri c o r n ut u m m u st h a v e c o n si d er a bl e a nti mi cr o bi al eff e ct (D e sb oi s et al ., 2 0 0 9 ). 
Ast a x a nt hi n , a c ar ot e n oi d pi g m e nt, w a s d e m o n str at e d t o h a v e a si g nifi c a nt eff e ct 
a g ai n st b ot h Gr a m -n e g ati v e a n d Gr a m -p ositi v e b a ct eri a ( Us h a k u m a ri a n d 
R a m a n uj a m, 2 0 1 3 ). B esi d es, diff er e nt e xtr a ct e d c ar ot e n oi d s fr o m mi cr o al g a e, 
c o m pri si n g D. s ali n a  (H e r r e r o et al ., 2 0 0 6 ) a n d C hl o r o c o c c u m h u mi c ol a  
(B h a g a v at h y et al ., 2 0 1 1 ) h a v e b e e n r e p ort e d t o p oss ess  i m p ort a nt a nti mi cr o bi al 
a cti viti es, e ff e cti n g Gr a m-p ositi v e a n d Gr a m -n e g ati v e b a ct eri a a n d C. al bi c a n s . 
A c c or di n g t o o ur pr e vi o u s d at a (M a a d a n e et al ., 2 0 1 5 ), o nl y  th e et h a n oli c 
e xtr a ct s fr o m D u n ali ell a s p., P. t ri c o r n ut u m  a n d T et r a s el mi s  s p. c o nt ai n e d  
c ar ot e n oi d s at si g nifi c a nt a m o u nt s, b ei n g  1 0. 8,  6. 3 , a n d 4. 6  m g p er g e xtr a ct, 
r es p e cti v el y. C o n s e q u e ntl y,  th e o b s er v e d a nti mi cr o bi al a cti viti es of t h es e e xtr a ct s 
c o ul d b e d u e n ot o nl y t o t h eir f att y a ci d s, b ut als o t o t h eir c ar ot e n oi d s , i n 
c o n c or d a n c e  wit h t h e  r ef er e n c e d d at a. B esi d es , t h e et h a n ol e xtr a ct s fr o m N. 
g a dit a n a , T et r a s el mi s s p. a n d P. t ri c o r n ut u m  c o nt ai n e d hi g h  c o nt e nt of p h e n oli c 
c o m p o u n d s ( p ol y p h e n ols), b ei n g 3 2 , 2 5. 5  a n d 1 6. 8 m g, e x pr ess e d i n g alli c a ci d 
e q ui v al e nt p er g e xtr a ct e d bi o m a ss, r es p e cti v el y. T h es e e xtr a ct s e x hi bit e d t h e 
hi g h est a nti mi cr o bi al a cti vit y ( T a bl e 2 ) w hi c h c o ul d b e attri b ut e d, f or a p art, t o 
t h eir p h e n oli c c o m p o u n d s i n a gr e e m e nt wit h p u bli s h e d o b s er v ati o n s  (e. g.,  P a n e  
et al., 2 0 1 5 ). 
Bi o a cti v e c o m p o u n d s r el e a s e d b y mi cr o al g al c ells ar e eit h er b a ct eri ci d al or 
b a ct eri ost ati c ( F al ai s e et al.,  2 0 1 6 ). T h eir a cti o n m e c h a ni s ms ar e still p o orl y 
u n d erst o o d . H o w e v er , a cti o n m o d es  h a v e b e e n s u g g est e d f or gr o wt h i n hi biti o n or 
killi n g of b a ct eri a b y s o m e of t h e f u n cti o n al m ol e c ul es  (S h a n n o n a n d A b u -

G h a n n a m, 2 0 1 6 ). I n t hi s, ph yt o c h e mi c als, c o m pri si n g mi cr o al g al s u b st a n c es , 
m a y a ct b y i n d u ci n g c ell ul ar m e m br a n e p ert ur b ati o n s, i nt erf er e n c e wit h c ert ai n 
mi cr o bi al m et a b oli c pr o c ess es, m o d ul ati o n of si g n al tr a n s d u cti o n or g e n e 
e x pr essi o n. F r e e f att y a ci d s c o ul d i niti at e p er o xi d ati v e pr o c ess es , a n d  pr e cl u d e 
t h e s y nt h esi s of b a ct eri al f att y a ci d s (Z h e n g et al ., 2 0 0 5 ; D e s b oi s a n d S mit h, 
2 0 1 0 ). B esi d es, fr e e f att y a ci d s mi g ht i nt er a ct wit h c ell ul ar m e m br a n es of 
mi cr o bi al c ells, c a u si n g l e a k a g e of m ol e c ul es fr o m t h es e c ells, r e d u cti o n of t h eir 
n utri e nt u pt a k e or i n hi biti o n of t h eir r es pir ati o n ( S u r e s h et al. , 2 0 1 4 ).  
I n t h e pr es e nt st u d y t h e a nti mi cr o bi al a cti viti es of t h e st u di e d mi cr o al g al e xtr a cts 
w er e  attri b ut e d t o t h eir c o nt e nt s of f att y a ci d s, c ar ot e n oi d s  a n d p ol y p h e n ols , a s 
di s c u ss e d a b o v e. T h es e s u b st a n c es pr o b a bl y  a ct t o g et h er, eit h er i n an  i n d e p e n d e nt 
or s y n e r gi sti c m a n n er. W h at e v er t h eir a cti o n m o d e, t h e d at a, d es cri b e d h er e, 
d e m o n str at e d  t h e pr es e n c e of p h ar m a c e uti c all y pr o mi si n g a nti b a ct eri al 
c o m p o u n d s i n t h e s cr e e n e d mi cr o al g a e  fr o m t h e M or o c c a n c ostli n es. 
 
A c k n o wl e d g m e nts : T h e pr es e nt st u d y i s a p art of t h e a ut h ors’ pr oj e ct, ai m e d at 
t h e i n v esti g ati o n of t h e p h ar m a c e uti c al p ot e nti al of M or o c c a n c ostli n es-s cr e e n e d 
mi cr o al g a e. T hi s pr oj e ct h a s b e e n f u n d e d b y t h e M or o c c a n F o u n d ati o n f or 
A d v a n c e d S ci e n c e I n n o v ati o n a n d R es e ar c h ( M A S cI R). T h e a ut h ors ar e gr at e f ul 
t o t h e M A S cI R f or t hi s f u n di n g. 
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M O L E C U L A R I D E N TI F I C A TI O N A N D A N T I B I O G R A M  O F E nt er o c o c c us  s p p . I S O L A T E D O N E N T E R OC O C C U S 
S E L E C TI V E D I F F E R E N T I A L ( E S D) M E DI A F R O M M E A T, M E A T P R O D U C T S A N D S E A F O O D I N LI B Y A  
 

H es h a m T. N a a s 1 , Z ai d Al m aj d o u bi1 , A b o u b a k e r M. G a r b aj1 , S al a h M. Az w ai2 , F ati m T. G a m m o u di2 , S ai d K. A b ol g h ait3 , As h r af A. 
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K e y w o r ds:  1 6 S r D N A, a nti bi o gr a m, e nt er o c o c ci, fo o d, Li b y a  

 
 
I N T R O D U C T I O N 
 
E nt e r o c o c c u s  s p p. i s a g e n u s of l a cti c a ci d b a ct eri a of t h e p h yl u m Fir mi c ut es t h at 
p oss ess L a n c efi el d gr o u p D a nti g e n a s s o m e of str e pt o c o c ci.  E nt er o c o c ci ar e 
Gr a m -p ositi v e c o c ci, oft e n o c c ur i n p airs ( di pl o c o c ci) or s h ort c h ai n s b a ct eri a of 
t h e g a str oi nt esti n al tr a ct of h e alt h y h u m a n i nt esti n al fl or a (A a r e st r u p et al ., 
2 0 0 1 ). E nt er o c o c ci ar e a bl e t o s ur vi v e i n e xtr e m es of t e m p er at ur e ( 5 t o 6 0 ° C), 
p H ( 4. 6 t o 9. 9) a n d hi g h s o di u m c hl ori d e ( 6. 5 % w/ v) (M u r r a y, 1 9 9 0 ). T h e y ar e 
c a p a bl e of gr o wt h i n t h e pr es e n c e of bil e s alt s ( 4 0 % w/ v) (Fi s h e r a n d P hilli ps, 
2 0 0 9 ) a n d t h e y c o m m o nl y o c c ur i n f o o d s, es p e ci all y t h os e of a ni m al ori gi n s u c h 
a s m e at a n d mil k (Gi r aff a, 2 0 0 3 ). 
Pr e vi o u sl y, all str e pt o c o c ci of f e c al ori gi n t h at pr o d u c e gr o u p D a nti g e n w er e 
c o n si d er e d a s e nt er o c o c ci (H a rt m a n et al. , 2 0 0 1). M ol e c ul ar bi ol o g y st u di es 
(i n cl u di n g oli g o n u cl e oti d e c at al o gi n g of 1 6 S r R N A, D N A-D N A a n d D N A -r R N A 
h y bri di z ati o n), c o m bi n e d wit h p h ysi ol o gi c al st u di es s h o w e d m or e d et ail e d 
cl a ssifi c ati o n (S c hl eif e r  a n d Kil p p e r -B äl z , 1 9 8 7). M e m b ers of t hi s g e n u s ar e: E. 
a vi u m , E. c a ss elifl a v u s , E. d u r a n s , E. f a e c alis , E. f a e ci u m , E. g alli n a r u m , E. 
hi r a e , E. m al o d o r at u s  a n d E. m u n dtii (H a rt m a n et al. , 2 0 0 1). 
Pr e vi o u s st u di es h a v e s h o w n t h at m e at a n d m e at pr o d u ct s r e pr es e nt a c o nti n u o us 
s u p pl y of c o m m e n s al b a ct eri a, i n cl u di n g e nt er o c o c ci (C h oi a n d W o o, 2 0 1 3 ; 
S h a rifi et al. , 2 0 1 3; S p a r o et al. , 2 0 1 3). E. f a e c ali s  a n d E. f a e ci u m  ar e c o m m o n 
c o m m e n s al or g a ni s ms i n t h e i nt esti n es of h u m a n s w er e s h o w n t o b e t h e 
pr e d o mi n a nt is ol at es i n r a w m e at ( b e ef a n d p or k c ar c a ss es) (K n u dts o n a n d 
H a rt m a n, 1 9 9 3 ). M e a n w hil e, E. f a e c ali s  w a s t h e m ost fr e q u e nt i s ol at e a m o n g 
t h e Gr a m-p ositi v e c o c ci f o u n d i n c hi c k e n m e at (T u rt u r a a n d L o r e n z elli, 1 9 9 4 ). 
I n pr o c ess e d m e at, t h e pr es e n c e of e nt er o c o c ci r efl e ct s t h e e xt e nt of i niti al f e c al 
c o nt a mi n ati o n (H oll e y et al ., 1 9 8 8). 
E nt er o c o c ci ar e r e c o g ni z e d a s o p p ort u ni sti c h u m a n p at h o g e n s a n d l at el y h a v e 
di sti n g ui s h e d t h e ms el v es a s m aj or n os o c o mi al p at h o g e n s c a u si n g b a ct er e mi a, 
e n d o c ar diti s , uri n ar y tr a ct, c e ntr al n er v o u s s yst e m, i ntr a-a b d o mi n al a n d p el vi c 
i nf e cti o n s (F r a n z et al.,  1 9 9 9 ). I n a d diti o n, e nt er o c o c ci c a n b e als o u s e d a s a n 
e nt eri c c o nt a mi n ati o n i n di c at or (F o ul q ui e M o r e n o et al ., 2 0 0 6).   

E nt er o c o c ci ar e als o k n o w n f or t h eir c a p a bilit y t o e x c h a n g e g e n eti c i nf or m ati o n 
b y c o nj u g ati o n (D u n n y, 2 0 0 7 ) a n d m a y s pr e a d a nti bi oti c r esi st a n c e g e n es a m o n g 
n o n -p at h o g e ni c or g a ni s ms (C o c c o n c elli et al.,  2 0 0 3 ; Fi s h e r a n d P hilli ps, 2 0 0 9 ). 
T h u s, t h er e i s a c o n c er n a b o ut t h eir pr es e n c e i n u n c o o k e d f er m e nt e d m e at s 
b e c a u s e of t h e c o ntri b uti o n t h e y m a y h a v e t o t h e b a s eli n e l e v el of a nti bi oti c 
r esi st a n c e i n ot h er g e n er a a n d t h e p ot e nti al f or tr a n sf er of a nti bi oti c r esi st a nt 
b a ct eri a fr o m t h e i n di g e n o u s a ni m al mi cr ofl or a t o t h e h u m a n g a str oi nt esti n al tr a ct 
(M at h u r a n d Si n g h, 2 0 0 5 ), als o l e a di n g c a u s es of hi g hl y a nti bi oti c -r esi st a nt a n d 
h os pit al -a c q uir e d i nf e cti o n (A a r e st r u p et al.,  2 0 0 1 ). E nt er o c o c ci ar e r e c o g ni z e d 
a s o p p ort u ni sti c h u m a n p at h o g e n s, a n d a s i n di c at or f or f e c al c o nt a mi n ati o n. D u e 
t o l a c k of g o o d h y gi e ni c pr a cti c e i n t h e Li b y a n sl a u g ht er h o u s es a n d m e at r et ail 
m ar k et s, t h er ef or e, t h e o bj e cti v es of t hi s st u d y w er e t o e v al u at e t h e pr es e n c e of 
e nt er o c o c ci i n m e at, m e at pr o d u ct s of diff er e nt a ni m al s p e ci es a n d s e af o o d fr o m 
diff er e nt Li b y a n l o c aliti es a n d f or t h eir a nti bi oti c r esi st a n c e pr ofil es.  
 
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 e p a r ati o n of sa m pl e s  
 
A t ot al of 1 0 4 s a m pl es ( T a bl e 1) i n cl u d e d: r a w m e at s a m pl es ( 5 1), m e at pr o d u cts 
( 3 0) a n d s e af o o d ( 2 3), w er e r a n d o ml y c oll e ct e d fr o m diff er e nt citi es i n Li b y a 
(Tri p oli, R e g d ali n, J a n z o ur a n d T o br u k). T h e s a m pl es w er e p a c k e d i n st eril e 
pl a sti c b a gs, st or e d i n a n i n s ul at e d i c e b o x a n d tr a n sf err e d a s q ui c kl y a s p ossi bl e 
t o F o o d H y gi e n e a n d C o ntr ol L a b or at or y D e p art m e nt, F a c ult y of V et eri n ar y 
M e di ci n e, U ni v ersit y of Tri p oli.  All s a m pl es w er e s u bj e ct e d t o E nt e r o c o c c us  
s p p. mi cr o bi ol o gi c al e n u m er ati o n a n d i s ol ati o n t e c h ni q u es. D e ci m al dil uti o ns, 
c ult uri n g a n d e n u m e r ati o n t e c h ni q u es w er e p erf or m e d a c c or di n g t o t h e m et h o ds 
d es cri b e d b y t h e A m eri c a n P u bli c H e alt h Ass o ci at i o n ( A P H A) (D o w n e s et al. , 
2 0 0 1 ). Bri efl y, 2 5 g fr o m e a c h s a m pl e w a s a s e pti c all y tr a n sf err e d i nt o a st eril e 
st o m a c h er b a g ( S e w ar d M e di c als, U K) a n d h o m o g e ni z e d ( St o m a c h er 4 0 0, 
S e a w ar d M e di c als, U K) wit h 2 2 5 m L of st eril e p e pt o n e w at er 0. 1 % ( w/ v) ( P ar k 
S ci e ntifi c, U K) at 2 3 0 r p m f or 2 mi n.  
 

T hi s st u d y w a s c o n d u ct e d t o i n v esti g at e t h e pr es e n c e of E nt e r o c o c c u s  s p p. i n m eat,  m e at pr o d u cts a n d s e af o o d.  A h u n dr e d a n d f o ur 

s a m pl es w er e r a n d o ml y c oll e ct e d fr o m diff er e nt g e o gr a p hi c l o c aliti es i n Li b y a.  T h e s a m pl es w er e s u bj e ct e d t o mi cr o bi ol o gi c al a n al ysi s 

f or e n u m er ati o n a n d i s ol ati o n of E nt e r o c o c c u s s p p. b y c o n v e nti o n al c ult ur al  a n d m ol e c ul ar i d e ntifi c ati o n u si n g P C R a n d p arti al 

s e q u e n ci n g of 1 6 S r D N A t e c h ni q u es. O ut of 1 0 4 s a m pl es, 7 3 ( 7 0. 2 %) i s ol at es w er e f o u n d t o b e e nt er o c o c ci b a s e d o n t h eir c ult ur al  

c h ar a ct eri sti c s o n E S D m e di u m . H o w e v er, o ut of 3 6  s a m pl es s u bj e ct e d t o m ol e c ul ar i d e ntifi c ati o n, o nl y si x i s ol at es w er e c o nfir m e d t o 

b e E nt e r o c o c c u s  s p p. u si n g P C R a n d p arti al s e q u e n ci n g of 1 6 S r D N A t e c h ni q u e. All e nt er o c o c ci str ai n s t est e d f or t h eir a nti bi oti c 

s e n siti vit y pr ofil es s h o w e d hi g h p er c e nt a g e of m ulti -r esi st a n c e p h e n oty p e. T h es e r es ult s c a n b e us e d f or f urt h er st u di es o n e nt er o c o c ci a s 

a n e m er gi n g f o o d b or n e p at h o g e n a n d its r ol e i n h u m a n i nf e cti o n i n Li b y a a n d w o ul d  s u g g est t h at m e at, m e at pr o d u ct s a n d s e af o o d 

mi g ht pl a y a r ol e i n t h e s pr e a di n g of e nt er o c o c ci t hr o u g h t h e f o o d c h ai n wit h a nti mi cr o bi al r esi st a n c e c h ar a ct eri sti c s.  

A R TI C L E I N F O  

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

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

A c c e pt e d 1 4. 5. 2 0 1 7  

P u bli s h e d 1. 6. 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 .6 .1 2 6 4 -1 2 6 8  
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E n u m e r ati o n a n d is ol ati o n of E nt e r o c o c c us  s p p. 
 
E n u m er ati o n a n d i s ol ati o n of  e nt er o c o c ci w er e p erf or m e d u si n g e nt er o c o c ci 
s el e cti v e diff er e nti al a g ar m e di u m  ( E S D) (Eft h y mi o u et al. , 1 9 7 4). E S D pl at es 
w er e s e e d e d b y s urf a c e s pr e a di n g of 0. 1 m L of a p pr o pri at e ti ss u e h o m o g e n at e 
s eri al dil uti o n s a n d t h e n i n c u b at e d at 3 7 ° C f or 2 4 h. E S D pl at es w er e e x a mi n e d 
f or t h e pr es e n c e of eit h er m a g e nt a, r o u n d, 2 -3 m m di a m et er c ol o ni es ( E . 
f a e c ali s), or w hit e, r o u n d, 2-3 m m di a m et er c ol o ni es ( E . f a e ci u m), or pi n k, r o u n d, 
2 -3 m m di a m et er c ol o ni es ( E . i nt er m e di at e). Is ol at es w er e i d e ntifi e d t o t h e 
s p e ci es l e v el b y u si n g A PI 2 0 Str e p s yst e m ( bi o M éri e u x ® , Fr a n c e). 
 
I d e ntifi c ati o n of e nt e r o c o c ci b y P C R a n d p a rti al se q u e n ci n g of 1 6 S r D N A  
D N A e xt r a cti o n a n d a m plifi c ati o n of 1 6 S r D N A  
 
D N A e xtr a cti o n of e nt er o c o c ci i s ol at es w a s p erf or m e d b y G F -1 b a ct eri al D N A 
e xtr a cti o n kit ( C at. # G F -B A -1 0 0, Vi v a nti s, M al a ysi a) a s d es cri b e d i n a pr e vi o u s 
st u d y ( A z w ai et al ., 2 0 1 6). T h e 1 6 S r D N A w a s a m plifi e d u si n g t h e u ni v ers al 
oli g o n u cl e oti d es  pri m ers  f or w ar d:  S -D -B a ct -0 3 4 1 -b -S -1 7  5′ -
C C T A C G G G N G G C W G C A G -3′  a n d  R e v ers e:  S -D -B a ct -0 7 8 5 -a -A -2 1  5′ -
G A C T A C H V G G G T A T C T A A T C C -3′ (H e rl e m a n n et al. , 2 0 1 1). 
 
El e ct r o p h o r e si s, g el e xt r a cti o n a n d D N A se q u e n ci n g  
 
T h e a m plifi e d 1 6 S r D N A P C R fr a g m e nt ( 4 6 4 b p) w a s e x ci s e d fr o m t h e g el a n d 
t h e D N A w a s p urifi e d usi n g G F-1 A m bi Cl e a n kit ( C at.  # G F -G C -1 0 0, Vi v a nti s, 
M al a ysi a) a s d es cri b e d i n pr e vi o u sl y ( A z w ai et al ., 2 0 1 6). T h e p urifi e d 1 6 S 
r D N A a m pli c o n s u n d er w e nt  c y cl e s e q u e n ci n g wit h Bi g D y e ® T er mi n at or v 1. 1 
kit ( A B A p pli e d Bi os ci e n c e, T E C H N E, T C -5 1 2, U S A) a n d w er e s e q u e n c e d o n 
f o ur c a pill ar y A BI P RI S M ® 3 1 3 0-A v a nt G e n eti c A n al y z er at I Z S L E R Istit ut o 
Z o o pr ofil atti c o S p eri m e nt al e D ell a L o m b ar di a e d ell‘ E mili a R o m a g n a, Br es ci a, 
It al y. S e q u e n c es w er e a ss e m bl e d a n d e dit e d u si n g t h e S e q M a n m o d ul e wit hi n 
L a s er g e n e p a c k a g e, ( D N A St ar I n c., M a di s o n, WI, U S A).  T h e o bt ai n e d 
c o n s e n s u s s e q u e n c es w er e s u bj e ct e d t o B L A S T s e ar c h b ot h at N C BI 
(htt p:// w w w. n c bi. nl m. ni h. g o v/ p u b m e d ) a n d at 1 6 S b a ct eri al c ult ur es Bl a st S er v er 
f or t h e i d e ntifi c ati o n of pr o k ar y ot es (htt p:// bi oi nf o. u ni c e.fr/ bl a st/ ). 
 
A nti bi o g r a m of is ol at e d st r ai ns 
 
I n o c ul u m Pr e p a r ati o n  
 
U p o n c o nfir m ati o n b y P C R a n d p arti al s e q u e n ci n g of 1 6 S r D N A g e n e i s ol at e d 
str ai n s of e nt er o c o c ci w er e pr es er v e d b y fr e e zi n g at -8 0 ° C i n vi als c o nt ai ni n g 
Br ai n H e art I nf u si o n br ot h ( B HI, Dif c o, Mi c hi g a n, U S A) s u p pl e m e nt e d wit h 
3 0 % ( v/ v) gl y c er ol.  T o pr o p a g at e t h e c ult ur e, fr o z e n vi al w a s t h a w e d at r o o m 
t e m p er at ur e, a n d 0. 5 m L of t h a w e d c ult ur e w a s tr a n sf err e d t o 5 m L of B HI br ot h 
a n d i n c u b at e d f or 2 4 h at 3 7 ° C.  T h e i n o c ul u m w a s pr e p ar e d fr o m t h e s e c o n d 

tr a n sf er of t h at c ult ur e ( 0. 5 m L) t o a n ot h er 5 m L of B HI br ot h a n d i nc u b at e d f or 
1 6 –  1 8 h at 3 7 ° C.  Aft er t h e o v er ni g ht i n c u b ati o n M ull er Hi nt o n a g ar pl at es 
( O x oi d, H a mp s hir e, U K) w er e s urf a c e s w a b b e d, t h e n t h e s el e ct e d a nti bi oti c di s c s 
w er e di s p e n s e d a n d li g htl y pr ess e d o nt o t h e i n o c ul at e d a g ar s urf a c e a c c or di n g t o 
(C o yl e, 2 0 0 5 ) t h e n i n c u b at e d at 3 7 ° C f or 2 4 h. 
 
A nti bi oti c a ss a y 
 
T h e s el e cti o n of a nti bi oti c s w a s b a s e d o n  t h eir c o m m o n u s e i n f o o d a ni m al 
pr a cti c e a n d i n cl u d e d: ( o x yt etr a c y cli n ( 3 0 µ g), str e pt o m y ci n ( 1 0 µ g) a n d 
v a n c o m y ci n ( 3 0 µ g)).  T h e a nti bi oti c di s c s w er e p ur c h a s e d fr o m O x oi d wit h t h e 
e x c e pti o n of t h e e nr ofl o x a ci n ( 5 µ g), a m o xi cilli n ( 2 5 µ g) o bt ai n e d fr o m A r c o m e x 
Ar a b ( M e di c al Di a g n osti c s C O., A m m a n, J or d a n), w hil e c oli sti n ( 1 0 µ g), 
d o x y c y cli n e ( 3 0 µ g), g e nt a m y ci n ( 1 0 µ g), er yt hr o m y ci n ( 1 0 µ g), w er e o bt ai n e d 
fr o m M a st Di a g n osti c s ( Ma st gr o u p lt d., M ers esi d e, U K).  T h e cl e ar z o n es ar o u n d 
a nti bi oti c di s c s t h at h a s n o gr o wt h, r ef err e d t o a s t h e z o n e of i n hi biti o n, w er e 
m e a s ur e d a n d s c or e d a s s e n siti v e, i nt er m e di at e (r e d u c e d s u s c e pti bilit y) or 
r esi st a nt a c c or di n g t o t h e Cli ni c al a n d L a b or at or y St a n d ar d s I n stit ut e  g ui d eli n es  
(C L SI, 2 0 1 5 ). 
 
R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  
 
Is ol ati o n a n d e n u m e r ati o n of E nt er o c o c c us  s p p. 
 
O n e h u n dr e d a n d f o ur s a m pl es fr o m v ari o u s r e gi o n s of Li b y a c o m pri si n g r a w 
m e at ( 5 1), m e at pr o d u ct s of diff er e nt s p e ci es ( 3 0) a n d s e af o o d ( 2 3) w er e t est e d 
f or t h e pr es e n c e of E nt e r o c o c c u s  s p p.  b y u si n g E S D m e di u m ( T a bl e 1).  
E nt e r o c o c c u s  s p p. w er e i s ol at e d fr o m t h e  s a m pl es of r a w m e at : b e ef  1 2/ 1 7 
( 7 0. 5 %), c a m el 1 3/ 2 2 ( 5 9 %) a n d c hi c k e n m e at  1 1/ 1 2 ( 9 1. 6 %)  r es p e cti v el y, a n d 
fr o m t h e s a m pl es of s e af o o d : fi s h 5/ 1 3 ( 3 8. 4 %) a n d s hri m p  3/ 6 ( 5 0 %)  
r es p e cti v el y, wit h c o u nt s r a n g ed  fr o m 8. 7 x1 0  t o 4. 2 x1 0 4 C F U/ g a n d t h e m ost 
c o m m o n i s ol at e w a s E . f a e c ali s. N o is ol at e w a s d et e ct e d fr o m cl a m s a m pl es.  As 
f or m e at pr o d u ct s, i s ol ati o n r at e of E nt e r o c o c c u s  s p p. o n E S D a g ar pl at es fr o m 
3 0 s a m pl es of m e at pr o d u ct s of diff er e nt a ni m al s p e ci es w a s 1 0 0 %, e x c e pt f or 
b e ef b ur g er, t h at w a s 8 7. 5 % ( 7/ 8) wit h c o u nt s r a n g e d  fr o m 7 x1 0 3  t o 6. 8 x 1 0 6 

C F U/ g.  T h e m a xi m u m m e a n c o u nt of e nt er o c o c ci w a s r e c or d e d i n c hi c k e n b ur g e r 
3. 8 x 1 0 6 C F U/ g; w hil e t h e mi ni m u m m e a n c o u nt w a s i n s hri m p 1. 1 x 1 0 3 C F U/ g 
( T a bl e 1). T h e o c c urr e n c e of E nt e r o c o c c u s  s p p. w a s 8 7. 5 % i n b e ef b ur g er wit h 
c o u nt s r a n gi n g fr o m 1. 7 x 1 0 5  t o 1. 4x 1 0 6  C F U/ g a n d t h e m e a n c o u nts w a s 
7. 6 x 1 0 5 C F U/ g, m e a n w hil e, i n b e ef k e b a b t h e i s ol ati o n r at e w a s 1 0 0 % wit h c o u nts 
r a n gi n g fr o m 2x 1 0 4  t o 1. 8x 1 0 5 C F U/ g a n d t h e m e a n c o u nt w a s 9 x 1 0 4  C F U/ g 
( T a bl e 1). D et e cti o n of e nt er o c o c ci i n c hi c k e n b ur g er w a s 1 0 0 % wit h c o u nts 
r a n gi n g fr o m 7. 7x 1 0 5  t o 6. 8x 1 0 6  C F U/ g wit h a m e a n c o u nt s 3. 8 x 1 0 6  C F U/ g. 
W hil e, i n gr o u n d c hi c k e n t h e r at e w a s 1 0 0 % wit h c o u nt s r a n gi n g fr o m 9 x 1 0 3  t o 
8 x 1 0 4  C F U/ g a n d t h e m e a n c o u nt s w a s 4. 5 x 1 0 4  C F U/ g.  
 

 
T a bl e 1  C o m p ari s o n b et w e e n gr o wt h o n E S D m e di u m a n d p arti al s e q u e n ci n g of 1 6 S r D N A t e c h ni q u e f or i d e ntifi c ati o n of E nt e r o c o c c u s  s p p. 

T y p e of S a m pl e  
N o. of 

S a m pl e s  

N o. of S us p e ct e d 
E nt e r o c o c c us  s p p. 

G r o wt h o n E S D ( %)  

A v e r a g e C o u nt ( C F U/ g ) 
of E nt e r o c o c c us  s p p. o n 

E S D  

N o. of 
S e q u e n c e d 

Is ol at e s 

N o. of P o siti v e 
E nt e r o c o c c us s p p. b y 

1 6 S r D N A S e q u e n ci n g  

R a w m e at       

B e ef  1 7  1 2 ( 7 0. 5)  2. 2 × 1 0 4  4  N o n e  

C a m el m e at  2 2  1 3 ( 5 9)  1. 6 × 1 0 4  4  N o n e  

C hi c k e n m e at  1 2  1 1 ( 9 1. 6)  4 × 1 0 3  4  N o n e  

Cl a m  4  0  - - - 

Fi s h  1 3  5 ( 3 8. 4)  4. 4 × 1 0 3  2  N o n e  

S hri m p  6  3 ( 5 0)  1. 1 × 1 0 3  2  N o n e  

M e at p r o d u cts       

C hi c k e n b ur g er  8  8 ( 1 0 0)  3. 8 × 1 0 6  4  3  

C hi c k e n k e b a b  2  2 ( 1 0 0)  9 × 1 0 4  2  N o n e  

C hi c k e n s a u s a g e  2  2 ( 1 0 0)  9 × 1 0 4  2  N o n e  

B e ef b ur g er  8  7 ( 8 7. 5)  7. 6 × 1 0 5  4  1  

B e ef k e b a b  2  2 ( 1 0 0)  9 × 1 0 4  2  1  

B e ef s a u s a g e  2  2 ( 1 0 0)  8 × 1 0 4  2  N o n e  

Gr o u n d b e ef  2  2 ( 1 0 0)  9 × 1 0 3  2  N o n e  

Gr o u n d c hi c k e n  4  4 ( 1 0 0)  4. 5 × 1 0 4  2  1  

T ot al  1 0 4  7 3  ( 7 0. 2)  3 6  6  

 
I d e ntifi c ati o n of e nt e r o c o c ci s p p. b y P C R a n d s e q u e n ci n g of p a rti al 1 6 S 
r D N A g e n e  
 
A  t ot al of 3 6 ( 1 6 r a w m e at s a m pl es a n d 2 0 m e at pr o d u ct s s a m pl es) r a n d o ml y 
s el e ct e d i s ol at es ( 3 6 o ut of 7 3 i s ol at es w er e f o u n d t o b e e nt er o c o c ci b a s e d o n 
t h eir c ult ur al c h ar a ct eri sti c s o n E S D m e di u m)  w er e s e nt f or p arti al s e q u e n ci n g of 

1 6 S r D N A ( 4 6 4 b p) of e nt er o c o c ci str ai n s u si n g t h e u ni v ers al oli g o n u cl e oti d es 
pri m ers ( F O R.: S -D -B a ct -0 3 4 1 -b -S -1 7 a n d R E V.: S -D -B a ct -0 7 8 5 -a -A -2 1) ( Fi g. 
1).  O nl y si x i s ol at es ( 1 6. 6 %) ( T a bl e 2) w er e i d e ntifi e d a s E nt e r o c o c c us  s p p. 
T h es e i s ol at es of e nt er o c o c ci w er e all i s ol at e d fr o m m e at pr o d u ct s ( b e ef b ur g er, 
b e ef k e b a b, gr o u n d c hi c k e n a n d c hi c k e n b ur g er) ( T a bl e 3).  
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
http://bioinfo.unice.fr/blast/
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Fi g u r e 1  R e pr es e nt ati v e g el of p arti al a m plifi c ati o n of 1 6 S r D N A ( 4 6 4 b p) 
pr o d u ct s of i s ol at e d E nt er o c o c ci str ai n s u si n g t h e u ni v ers al oli g o n u cl e oti d es 
pri m ers.  First a n d l a st l a n es c o nt ai n D N A m ar k er ( M).  
 
T a bl e 2  C o n v e nti al a n d m ol e c ul ar i d e ntifi c ati o n of s u s p e ct e d E nt e r o c o c c u s  s p p. i n diff er e nt m e at pr o d u ct s s a m pl es ( C F U/ g)  

T y p e of S a m pl e  
S us p e ct e d G r o wt h  of  

E nt e r o c o c c us s p p. o n E S D  
N o. of S us p e ct e d 

Is ol at e s G r o wt h o n E S D  
N o. of S e q u e n c e d 

Is ol at e s 
N o. of P o siti v e  E nt er o c o c c us s p p.  b y 

1 6 S r D N A S e q u e n ci n g  

C hi c k e n b u r g e r  
E. i nt e r m e di at e  4  2  0  

E. f a e c ali s  4  2  3  

C hi c k e n k e b a b  
E. i nt e r m e di at e  1  1  0  

E. f a e c ali s  1  1  0  

C hi c k e n s a us a g e  
E. i nt e r m e di at e  1  1  0  

E. f a e c ali s  1  1  0  

B e ef b u r g e r  
E. i nt e r m e di at e  3  2  0  

E. f a e c ali s 4  2  1  

B e ef k e b a b  
E. i nt e r m e di at e  1  1  1  

E. f a e c ali s  1  1  0  

B e ef s a us a g e  
E. i nt e r m e di at e  1  1  0  

E. f a e c ali s  1  1  0  

G r o u n d b e ef  
E. i nt e r m e di at e  1  1  0  

E. f a e c ali s  1  1  0  

G r o u n d c hi c k e n  
E. i nt e r m e di at e  2  1  0  

E. f a e c ali s  2  1  1  

T ot al   2 9  2 0  6  

 
T a bl e 3  I d e ntit y of s u s p e ct e d i s ol at e aft er s e q u e n ci n g b y bl a st N C BI 

Bl a st N C B I  
I d e ntit y 

( %) 
Is ol at e C o d e  

S us p e ct e d Is ol at e o n 
E S D  

T y p e of S a m pl e  
St o r a g e 

C o n diti o n  
S o u r c e  

E nt e r o c o c c us d ur a ns  1 0 0  4 2 0 3. 1  E nt er o c o c ci  B e ef b ur g er  Fr o z e n  S u q alj u m a, Tri p oli  
E nt e r o c o c c us f a e ci u m  1 0 0  4 2 0 9. 2  E nt er o c o c ci  C hi c k e n b ur g er  Fr o z e n  S al a h el di n Tri p oli  
E nt e r o c o c c us d ur a ns  1 0 0  4 2 1 0. 1  E nt er o c o c ci  B e ef k e b a b  C hill e d  S al a h el di n Tri p oli  
E nt e r o c o c c us f a e c ali s  1 0 0  6 2 0 5  E nt er o c o c ci  Gr o u n d c hi c k e n  C hill e d  S u q alj u m a, Tri p oli  
E nt e r o c o c c us f a e ci u m  1 0 0  7 2 0 2. 1  E nt er o c o c ci  C hi c k e n b ur g er  Fr o z e n  A b u s ett a, Tri p oli  
E nt e r o c o c c us d ur a ns  1 0 0  7 2 0 2. 2  E nt er o c o c ci  C hi c k e n b ur g er  Fr o z e n  A b u s ett a, Tri p oli  

 
A nti bi oti c s R esi st a nt P h e n ot y p e  
 
T h e r es ult s ( T a bl e 4) s h o w e d t esti n g of t h e si x c o nfir m e d e nt er o c o c ci is ol at es 
fr o m m e at pr o d u ct s a g ai n st ni n e a nti mi cr o bi al a g e nt s ( a m o xi cilli n, c oli sti n, 
d o x y c y cli n e,  e nr ofl o x a ci n,  er yt hr o m y ci n,  g e nt a m y ci n,  o x yt etr a c y cli n , 
str e pt o m y ci n a n d v a n c o m y ci n).  A nti bi oti c r esi st a n c e pr ofil e s h o w e d t h at, E. 
d u r a n s  f o u n d i n b e ef b ur g er a n d E. f a e ci u m  f o u n d i n c hi c k e n b ur g er w er e 
r esi st a nt t o fi v e out of ni n e a nti bi oti cs ( 5 5. 5 %).  M e a n w hil e, E . d u r a n s  fr o m b e ef 
k e b a b a n d E . f a e c ali s fr o m c hi c k e n b ur g er b ot h w er e r esi st a nt t o s e v e n o ut of 
ni n e a nti bi oti c s ( 7 7. 7 %) . O n t h e ot h er h a n d E . f a e c ali s fr o m gr o u n d c hi c k e n 

s h o w e d r esi st a n c e t o ei g ht o ut of ni n e ( 8 8. 8 %),  l a stl y E . d u r a n s  fr o m c hi c k e n 
b ur g er w a s r esi st a nt t o si x  o ut of ni n e ( 6 6. 6 %).  I n c o n cl u si o n, e nt er o c o c ci 
i s ol at es e x hi bit e d r esi st a n c e t o at l e a st fi v e o ut of ni n e ( 5 5.5 %) of t h e t est e d 
a nti bi oti c s. All si x e nt er o c o c ci i s ol at es ( 1 0 0 %) w er e r esi st a nt t o c oli sti n.  W hil e 
fi v e o ut of si x t est e d i s ol at es ( 8 3. 3 %) w er e r esi st a nt t o a m o xi cilli n, e nr ofl o x a ci n , 
er yt hr o m y ci n a n d str e pt o m y ci n.  R esi st a n c e t o o x yt etr a c y c li n a n d d o x y c y cli n e 
w a s r e c or d e d a m o n g 6 6. 6 % of t h e i s ol at es. H o w e v er, o nl y t w o i s ol at es ( 3 3. 3 %) 
w er e r esi st a nt t o g e nt a m y ci n a n d v a n c o m y ci n ( T a bl e 4).  
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T a bl e 4  S e n siti vit y of si x str ai n s of e nt er o c o c ci  t o ni n e a nti bi oti c s 

E nt e r o c o c ci St r ai ns  

Isolate Co
des

 

A nti bi oti c Dis cs ( m m) 

R %  S %  

E
 (10 

µg) 

C
O

 (1
0 

µg) 

A
M

O
 (25 

µg) 

S
 (1

0 
µg) 

E
N

R
 (5 

µg) 

D
O

X
 (3

0 
µg) 

Ge
n

 (10 
µg) 

Va
n 

(30 
µ
g) 

O
T 

(30 
µg) 

E nt e r o c o c c us d ur a ns  4 2 0 3. 1  
2 0  
( S) 

( R) ( R) ( R) 
9  

( R) 
2 5  
( S) 

1 2  
( R) 

2 0  
( S) 

2 1  
( S) 

5 5. 5  4 4. 5  

E nt e r o c o c c us f a e ci u m  4 2 0 9. 2  
1 2  
( R) 

( R) ( R) ( R) 
1 2  
( R) 

2 3  
( S) 

1 6  
( S) 

1 9  
( S) 

2 1  
( S) 

5 5. 5  4 4. 5  

E nt e r o c o c c us d ur a ns  4 2 1 0. 1  
1 1  
( R) 

( R) ( R) ( R) 
1 3  
( R) 

1 0  
( R) 

1 5  
( S) 

1 7  
( S) 

( R) 7 7. 7  2 2. 3  

E nt e r o c o c c us f a e c ali s  6 2 0 5  ( R) ( R) 
1 6  
( S) 

( R) 
1 6  
( R) 

( R) ( R) ( R) ( R) 8 8. 8  1 1. 2  

E nt e r o c o c c us f a e ci u m 7 2 0 2. 1  ( R) ( R) ( R) ( R) 
1 3  
( R) 

1 0  
( R) 

1 5  
( S) 

1 7  
( S) 

( R) 7 7. 7  2 2. 3  

E nt e r o c o c c us d ur a ns  7 2 0 2. 2  ( R) ( R) ( R) 
2 0  
( S) 

2 0  
( S) 

( R) 
2 3  
( S) 

( R) ( R) 6 6. 6  3 3. 4  

R %   8 3  1 0 0  8 3  8 3  8 3  6 6. 6  3 3. 3  3 3. 3  6 6. 6    
S %   1 7  0  1 7  1 7  1 7  3 3. 4  6 6. 6  6 6. 6  3 3. 4    

( S): S e nsiti v e, ( R): R e sist a nt, E: er yt hr o m y ci n, C O: c olisti n, A M O: a m o xi cilli n, S: str e pt o m y ci n, E N R: e nr ofl o x a ci n, D O X: d o x y c y cli n e, G e n: g e nt a m y ci n, V a n: v a n c o m y ci n, a n d O T: 
o x yt etr a c y cli n.  

 
DI S C U S SI O N  
 
E nt e r o c o c c u s s p p. ar e wi d el y di stri b ut e d i n n at ur e a n d ar e a ss o ci at e d wit h t h e 
s p oil a g e of m e at a n d m e at pr o d u cts (H u g a s et al. , 2 0 0 3). C urr e nt st u d y w a s 
c o n d u ct e d t o i s ol at e E nt e r o c o c c u s  s p p. fr o m 1 0 4 s a m pl es of diff er e nt m e at, m e at 
pr o d u ct s of diff er e nt a ni m al s p e ci es a n d s e af o o d, c oll e ct e d fr o m v ari o u s 
g e o gr a p hi c al pl a c es i n Li b y a. T hi s st u d y r e p ort e d t h e pr es e n c e of E nt e r o c o c c us  
s p p.  i n m ost m e at a n d all l o c al u n-h e at tr e at e d m e at pr o d u ct s s a m pl es e x c e pt o n e 
s a m pl e of b e ef b ur g er b y c o n v e nti o n al c ult ur al m et h o d. G e n er all y, t h e i n ci d e n c e 
of E nt e r o c o c c u s s p p. all o v er t h e c oll e ct e d s a m pl es of r a w m e at w a s 7 0. 5 % 
( 3 6/ 5 1) a n d s e af o o d w a s 34 % ( 8/ 2 3). H o w e v er, t h e i n ci d e n c e r at e of e nt er o c o c ci 
i n m e at pr o d u ct s w a s 9 6. 6 % ( 2 9/ 3 0); t hi s hi g h i n ci d e n c e i n m e at pr o d u ct s c o ul d 
b e attri b ut e d t o l o w h y gi e ni c pr a cti c e a n d cr oss c o nt a mi n ati o n d uri n g pr e p ar ati o n 
of s u c h pr o d u ct s . T h e r es ult s s h o w e d t h at t h e c o nt a mi n ati o n wit h E nt er o c o c c u s  
s p p. i n m e at of diff er e nt a ni m al s p e ci es a n d m e at pr o d u ct s  w a s hi g h er t h a n t h at i n 
s e af o o d. T h e hi g h er v al u es c o ul d b e a s a r es ult of c o nt a mi n ati o n fr o m t h e 
pr o c essi n g ar e a, e q ui p m e nt u s e d, als o t h e m e a n s of tr a n s p ort ati o n w hi c h w a s 
u s e d i n bri n gi n g t h e pr o d u c e t o t h e m ar k et c e nt ers a n d t h e h y gi e ni c pr a cti c e 
e m pl o y e d b y m e at s ell ers a n d b ut c h ers. T h e m e at d uri n g it s pr e p ar ati o n r e m ai n s 
i n t h e gr o u n d f or a lo n g ti m e w hi c h cr e at es a  g o o d e n vir o n m e nt  f or mi cr o bi al 
p at h o g e n s t o pr olif er at e o n it. O n t h e ot h er h a n d, s e af o o d w er e s ol d at t h e s e af o o d 
m ar k et fr es hl y wit h b ett er h y gi e ni c c o n diti o n s t h at r e d u c e t h e p ossi bilit y fr o m 
b ei n g c o nt a mi n at e d  (F r a n z et al.,  2 0 0 3 ).  
T h e o c c urr e n c e of E nt e r o c o c c u s  s p p. i n m e at of diff er e nt a ni m al s p e ci es a n d 
s e af o o d ( 7 3) w a s i n b e ef, c a m el, c hi c k e n, fi s h a n d s hri m p 7 0. 5 %, 5 9 %, 9 1. 6 %, 
3 8. 4 a n d 5 0 % r es p e cti v el y, wit h c o u nt s r a n gi n g fr o m 1. 5 x 1 0 4 t o 6. 8x 1 0 6 C F U/ g 
( T a bl e 1). T h e a v er a g e c o u nt s of E nt e r o c o c c u s  s p p. i n c a m el m e at w a s 1. 6 x 1 0 4 

± 1. 2 x 1 0 4 C F U/ g. H u g a s et al.  ( 2 0 0 3) r e p ort e d t h at t he n u m b ers of vi a bl e c o u nt of 
e nt er o c o c ci i n c o nt a mi n at e d b e ef, p o ultr y a n d p or k ar e u s u all y i n t h e r a n g e of 1 0 2  
–  1 0 4  C F U/ g. M e a n w hil e, o ur st u d y di d n ot d et e ct e nt er o c o c ci a m o n g f o ur  
e x a mi n e d s a m pl es of cl a m ( bi v al v e s h ellfi s h).  I n c o ntr ar y t o M o nti el et al.  
( 2 0 1 3) w h o f o u n d  e nt er o c o c ci i n all s a m pl es of cl a m e x a mi n e d wit h t h eir 
d e n siti es g e n er all y hi g h er i n cl a ms t h a n s e di m e nt a n d w at er. O ur r es ult c o ul d b e 
d u e t o E nt e r o c o c c u s  s p p. w er e r e m o v e d fr o m h ar d s h ell cl a ms b y d e p ur ati o n 
o c c urr e d at t h e fi s h m ar k et w h er e t h e s a m pl es w er e c oll e ct e d ( L o v e et al ., 2 0 1 0). 
O n t h e ot h er h a n d, 3 0 s a m pl es of m e at pr o d u ct s r e v e al e d a n i n ci d e n c e of 1 0 0 % 
E nt e r o c o c c u s  s p p., e x c e pt i n b e ef b ur g er w a s 8 7. 5 % ( T a bl e 1).  T h e m e a n c o u nts 
of e nt er o c o c ci w er e 2. 2 x 1 0 4 C F U/ g i n  b e ef, 3. 8 x 1 0 6  C F U/ g i n c hi c k e n b ur g er, 
9 x 1 0 4 C F U/ g i n c hi c k e n k e b a b a n d b e ef K e b a b, c hi c k e n s a u s a g e a n d gr o u n d b e ef, 
8 x 1 0 4 C F U/ g i n b e ef s a u s a g e, a n d 4. 5 x 1 0 4 C F U/ g i n gr o u n d c hi c k e n . O ur st u d y 
r e v e al e d t h at, t h e hi g h est e nt er o c o c ci c o u nt w a s i n c hi c k e n b u r g er 3. 8 x 1 0 6 

C F U/ g, h o w e v er, t h e l o w est c o u nt 1. 1 x 1 0 3  C F U/ g w a s r e c or d e d i n s hri m p . T h e 
m ost c o m m o n e nt er o c o c ci r e c or d e d i n o ur i n v esti g ati o n i n m e at pr o d u ct s w er e E. 
d u r a n s, E. f a e c ali s a n d  E. f a e ci u m, w hil e, (J a h a n et al ., 2 0 1 3; S a d e g hif a r d et 
al.,  2 0 1 5 ) r e p ort e d E. f a e c ali s  a s a pr e d o mi n a nt i s ol at e i n all m e at s a m pl es. I n 
a gr e e m e nt wit h o ur fi n di n gs, N a a s et al.  ( 2 0 0 9 a,b)  r e c or d e d hi g h e n u m er ati o n of 
e nt er o c o c ci i n all t est e d s a m pl es t h at i n cl u d e d b e ef b ur g er a n d b e ef s a u s a g e at 
r at e of 2 x 1 0 7  a n d 9 x 1 0 6 C F U/ g r es p e cti v el y.  As f or m ol e c ul ar c o nfir m ati o n o nl y 
si x o ut of 3 6  r a n d o ml y s el e ct e d e nt er o c o c ci i s ol at es w er e i d e ntifi e d a n d 
c o nfir m e d b y p arti al s e q u e n ci n g of 1 6 S r D N A, ( 8. 2 %) w er e c o nfir m e d a s 
E nt e r o c o c c u s  s p p. i n p arti c ul ar E . d u r a n s , E . f a e c ali s a n d E . f a e ci u m ( T a bl e 3). 

E nt er o c o c ci r ais e m aj or c o n c er n d uri n g t h e l a st d e c a d es, a s t h e y ar e b e c o mi n g 
o n e of t h e m ost i m p ort a nt n os o c o mi al i nf e cti o n s c a u si n g s eri o u s ill n e ss es  i n 
h u m a n.  T h e pr es e n c e of E nt e r o c o c c u s  s p p. i n f o o d s m a y a ct a s r es er v oir of 
a nti bi oti c r esi st a n c e g e n es ( V al e n z u el a et al.,  2 0 0 9 ).  T h e s u s c e pti bilit y of 
e nt er o c o c ci i s ol at es t o diff er e nt a nti bi oti c s w a s t est e d ( T a bl e 4) a n d t h e hi g h est 
i n ci d e n c e of r esi st a n c e w a s r e c or d e d t o c oli sti n ( 1 0 0 %), c oli sti n i s a l a st-r es ort 
a nti bi oti c i n b ot h a ni m als a n d h u m a ns, t hi s a nti bi oti c i s u s e d a g ai n st p arti c ul arl y 
d a n g er o u s t y p es of m ulti r esi st a nt b a ct eri a t h at c a n wit h st a n d m a n y ot h er 
a nti bi oti c s. T h e e xi st e n c e of s u c h i s ol at es i n t h e f o o d c h ai n of h u m a n s is of a 
gr e at c o n c er n n ot o nl y t o p u bli c h e alt h b ut als o b e c a u s e of t h e e a s e of r esi st a n c e 
g e n e tr a n sf er t o ot h er b a ct eri a.  L o w er r esi st a n c e r at es ( 8 3 %) w er e r e c or d e d 
a g ai n st er yt hr o m y ci n, a m o xi cilli n, str e pt o m y ci n a n d e nr ofl o x a ci n w hil e it w a s 
( 6 6. 6 %) t o o x yt etr a c y cli n a n d d o x y c y cli n. O nl y 3 3. 3 % of t h e i s ol at es w er e 
r esi st a nt t o v a n c o m y ci n a n d g e nt a mici n, si mil ar r es ult s w er e r e c or d e d b y J a h a n 
et al.  ( 2 0 1 3). V a n c o m y ci n r esi st a nt e nt er o c o c ci ( V R E) ar e n os o c o mi al p at h o g e n s 
t h at h a v e b e e n d et e ct e d i n e n vir o n m e nt al h a bit at s i n cl u di n g s oil, w at er a n d 
wil dlif e f a c es. T h e s pr e a d of o p p ort u ni sti c p at h o g e n s h ar b ori n g V R g e n es b e y o n d 
h os pit als i nt o c o m m u nit y i s a p ot e nti al t hr e at t o p u bli c h e alt h a s v a n c o m y ci n is 
u s e d a s l a st -r es ort a g ai nst m a n y i nf e cti o n s. M ost of t h e is ol at e d e nt er o c o c ci 
str ai n s w er e r esi st a nt t o m or e t h a n fi v e a nti bi oti c s o ut of ni n e ( 5 5. 5 %). I n t h e 
c o ntr ar y t o F r a c al a n z z a  et al. ( 2 0 0 7) w h o f o u n d o v er all p er c e nt a g es of 
a nti mi cr o bi al r esi st a nt of i s ol at es w er e: 3 1. 2 % t o t etr a c y cli n e, 2 3. 8 % t o 
er yt hr o m y ci n, 1 1. 3 % t o str e pt o m y ci n, 4. 3 % t o c hl or a m p h e ni c ol, 3. 9 % t o 
g e nt a mi ci n, 1. 4 % t o e nr ofl o x a ci n a n d 0. 4 % t o a m pi cilli n. I n a n ot h er w or k, Kli bi 
et al.  ( 2 0 1 3) st u di e d e nt er o c o c ci str ai n s i s ol at e d fr o m m e at s a m pl es t h at s h o w e d 
1 4 % r esi st a n c e t o str e pt o m y ci n a n d 1 0 0 % t o str e pt o m y ci n a n d t etr a c y cli n e.  
 
C O N C L U SI O N  
 
I n c o n cl u si o n, o ur fi n di n gs d e m o n str at e d t h e pr es e n c e of E nt e r o c o c c u s  s p p. i n 
m e at, m e at pr o d u cts of diff er e nt a ni m al s p e ci es a n d s e af o o d.  V a n c o m y ci n 
r esi st a nt e nt er o c o c ci w er e als o i s ol at e d fr o m l o c al m e at pr o d u ct s s ol d i n diff er e nt 
citi es i n  Li b y a.  M or e o v er, c o n v e nti o n al c ult ur al m et h o d s o n E S D m e di u m w er e 
l ess si g nifi c a nt t h a n u si n g t h e m ol e c ul ar t e c h ni q u es a s p arti al s e q u e n ci n g of 1 6 S 
r D N A t e c h ni q u es f or i d e ntifi c ati o n of e nt er o c o c ci. O nl y si x e nt er o c o c ci i s ol at es 
c ult ur e d o n E S D m e di u m w er e c o nfir m e d t o b e E nt e r o c o c c u s  s p p. b y P C R a n d 
p arti al s e q u e n ci n g of 1 6 S r D N A. T h e o c c urr e n c e of r esi st a nt str ai n s of 
e nt er o c o c ci i n f o o d of a ni m al ori gi n s h o ul d b e c o n si d er e d a s i m p ort a nt t hr e at t o 
p u bli c h e alt h.  
 
A c k n o wl e d g m e nts: T hi s st u d y w a s p art of a  pr oj e ct titl e d “ G e n eti c 
a ut h e nti c ati o n of b a ct eri al i s ol at es fr o m m e at a n d mil k pr o d u ct s i n Li b y a a n d 
est a bli s hi n g t h e F o o d -b or n e Li b y a n -t y p e B a ct eri al C oll e cti o n ( F L B C) ” t h at w a s 
s u p p ort e d b y a gr a nt pr o vi d e d b y t h e Li b y a n A ut h orit y f or R es e ar c h, S ci e n c e  a n d 
T e c h n ol o g y ( L A R S T). A ut h ors ar e gr at ef ul t o V er o ni c a P a pi ni, a t e c h ni ci a n i n 
Istit ut o Z o o pr ofil atti c o S p eri m e nt al e d ell a L o m b ar di a e d ell’ E mili a R o m a g n a, 
Br es ci a, It al y, w h o p erf or m e d t h e s e q u e n ci n g of t h e p arti al 1 6 S r D N A.  
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&  B a g er, F. ( 2 0 0 1). Eff e ct of a b oli s h m e nt of t h e u s e of a nti mi cr o bi al a g e nt s f or 
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N e el a b h,  K a r u n a Si n g h  
 
A d d r ess ( e s): K ar u n a Si n g h,  
D e p art m e nt of Z o ol o g y, M a hil a M a h a vi d y al a y a, B a n ar a s Hi n d u U ni v ersit y, V ar a n a si -2 2 1 0 0 5 . 
 
* C orr es p o n di n g a ut h or:  k ar u n a si n g h 5. b h u @ m ail. c o m  

 
A B S T R A C T  

 
K e y w o r ds:  C r y pt o c o c c u s n e of o r m a ns ; Gri s e of ul vi n; I n sili c o; I n vit r o  v ali d ati o n  

 
 
I N T R O D U C T I O N 
 
C r y pt o c o c c u s  n e of o r m a n s i s c o m m o nl y k n o w n f or c a u si n g cr y pt o c o c c osis a n d 
cr y pt o c o c c al m e ni n giti s. M ost c o m m o nl y t h e i nf e cti o n of C. n e of o r m a n s  st art s 
wit h l u n gs b ut p ati e nt s h a vi n g a d v a n c e d i m m u n e s u p pr essi o n e n d u p wit h 
m e ni n gitis ( C e nt e r s f o r di s e a s e c o nt r ol a n d P r e v e nti o n, 2 0 1 4 ). T h e g e n er al 
tr e at m e nt f or cr y pt o c o c c osi s i n p ati e nt s s uff eri n g fr o m a s y m pt o m ati c or mil d t o 
m o d er at e p ul m o n ar y i nf e cti o n s i s fl u c o n a z ol e. T hi s i s sli g htl y diff er e nt fr o m t h e 
tr e at m e nt  pl a n of t h os e w h o h a v e s e v er e l u n g i nf e cti o n s i n w hi c h a m p h ot eri ci n B 
i s pr es cri b e d i n c o m bi n ati o n wit h fl u c yt osi n e (C e nt e r s f o r di s e a s e c o nt r ol a n d 
P r e v e nti o n , 2 0 1 4 ). B ut i n t h e r e c e nt p ast, s o m e i s ol at es of C. n e of o r m a ns  h a v e 
s h o w n r esi st a n c e a g ai n st t h es e dr u gs a n d p ati e nt s h a v e wit n ess e d r el a p s e or 
f ail ur e o n tr e at m e nt wit h fl u c yt osi n e, fl u c o n a z ol e a n d a m p h ot eri ci n B ( L o p e z -
J o d r a et al., 2 0 0 0 ). 
Gri s e of ul vi n i s a n a ntif u n g al dr u g k n o w n t o b e pr o d u c e d b y 3 s p e ci es of 
P e ni cilli u m  vi z. P. p at ul u m, P. g ri s e of ul v u m a n d P. j a n c z e w s kii  (D r u gs. c o m, 
2 0 1 5 ). It h a s b e e n u s e d f or t h e tr e at m e nt of h u m a n a n d a ni m al d er m at o p h yti c 
i nf e cti o n s. T h e r e a s o n f or it s s u c c ess a g ai n st d er mat o p h yt es i s d u e t o it s p e c uli ar 
p h ar m a c ol o gi c al pr o p ert y t h at aft er or al a d mi ni str ati o n it i s l o c ali z e d i n t h e 
k er ati ni z e d c ells of s ki n, h airs a n d n ails. T h e gr o wt h of t h e d er m at o p h yt es 
p ar a siti zi n g t h es e c ells i s t h u s i n hi bit e d a n d r e m o v e d b y d es q u a m ati o n 
(D r u g s. c o m, 2 0 1 5 ). M a n y s e n siti vit y st u di es h a v e b e e n d o n e o n t h e a cti vit y of 
gri s e of ul vi n a g ai n st s u p erfi ci al f u n g al i nf e cti o n s ( Milli k a n, 2 0 1 6 ). B ut  
a nti cr y pt o c o c c al a cti vit y o f gri s e of ul vi n h a s n ot b e e n r e p ort e d y et.  
M a n y st u di es a d v o c at e t h e i n vit r o  e n d ors e m e nt of t h e i n sili c o  r es ult s, o wi n g t o 
t h e t e c h ni c al li mit ati o n s of bi oi nf or m ati c s a p pr o a c h. F or i n st a n c e, N y a r a d y et al 
( 2 0 0 5) v ali d at e d t h e r es ult s of i n sili c o  pr e di cti o n of e pit o p es b y a m ulti pi n 
E LI S A. Si mil arl y, t h e m e c h a ni s m of s eri n e h y dr o x y m et h yltr a n sf er a s e  ( S H M T) 
i n hi biti on b y p e m etr e x e d w a s v ali d at e d b y  i n vit r o a ss a ys a n d t h e c al c ul at e d 
i nt er a cti o n e n er g y of p e m etr e x e d i n t h e a cti v e sit e of S H M T a n d t h e 
c orr es p o n di n g pr e di ct e d bi n di n g e n er g y w er e f o u n d t o b e i n g o o d a gr e e m e nt wit h 
t h e val u es of K d  a n d Ki o bt ai n e d i n Is ot h er m al Titr ati o n C al ori m etr y ( D ai d o n e et 
al., 2 0 1 1 ).  
T h e g e n er al m o d e of a cti o n of gri s e of ul vi n i s t o i nt er a ct wit h t u b uli n m ol e c ul e i n 
t h e f u n g al c ells (R o n n e st et al., 2 0 1 2 ). H e n c e, i n t h e c urr e nt m a n u s cri pt t h e 
a cti vit y of gri s e of ul vi n a g ai n st t h e t u b uli n pr ot ei n of C . n e of o r m a n s  h a s b e e n 
t est e d i n sili c o  a n d v ali d ati o n of t h e s a m e h a s b e e n d o n e t hr o u g h t h e m i ni m u m 
i n hi bit or y c o n c e ntr ati o n a ss a y ( MI C) f oll o wi n g t h e Cli ni c al a n d L a b or at or y  
St a n d ar d s  I n stit ut e (C L SI , 2 0 0 8) g ui d eli n es. 

M A T E RI A L S  A N D M E T H O D S  
 
R et ri e v al of t h e st r u ct u r e of g ri s e of ul vi n a n d t u b uli n  p r ot ei n   
 
T h e str u ct ur e of gri s e of ul vi n ( Dr u g d at a b a n k I D: D B 0 0 4 0 0 ) w a s o bt ai n e d fr o m 
dr u g d at a b a n k ( htt p:// w w w. dr u g b a n k. c a/) w h er e a s r ef er e n c e str u ct ur e of t u b uli n 
of  S u s s cr of a  ( wil d b o ar) w a s o bt ai n e d fr o m t h e Pr ot ei n d at a b a n k ( P D B) ( P D B 
I D: 1 T U B). T h e s e q u e n c e of b et a c h ai n of t u b uli n of C. n e of o r m a n s w a s o bt ai n e d 
fr o m N ati o n al C e nt er f or Bi ot e c h n ol o g y I nf or m ati o n ( N C BI) ( A c c essi o n n u m b er: 
X P _ 5 6 8 2 4 4. 1) . M o d elli n g w a s d o n e b y P h yr e 2 w e b s er v er wit h d ef a ult 
p ar a m et ers.  
 
D et e r mi n ati o n of t h e a cti v e sit e r e gi o n of t h e t u b uli n p r ot ei n a n d d o c ki n g 
st u di e s 
 
C A S T p s er v er , a n o nli n e w e b s er v er w hi c h d et er mi n es t h e str u ct ur al p o c k et s a n d 
c a viti es wit h t h e h el p of  D el a u n a y tri a n g ul ati o n a n d t h e al p h a c o m pl e x f or s h a p e 
m e a s ur e m e nt s w a s u s e d i n or d er t o d et er mi n e t h e a cti v e sit e r e gi o n s o n t h e 
t u b uli n pr ot ei n. T h e d o c k i n g st u di es w er e p erf or m e d t hr o u g h A ut o d o c k 4. 0 
(htt p:// a ut o d o c k.s cri p p s. e d u/ ). F urt h er,  Bl u u es  si m ul ati o n  s oft w ar e 
( htt p:// pr ot ei n. bi o. u ni p d.it/ bl u u es/) w a s u s e d t o a n al ys e t h e str u ct ur al st a bilit y of 
t h e m o d el. It  c al c ul at es t h e t ot al e n er g y of t h e str u ct ur e o n t h e b a si s of 
g e n er ali z e d B or n at o m r a dii .  
 
I n vit r o  st u di e s of g ri s e of ul vi n a g ai nst i s ol at e s  of  C. n e of o r m a ns  
 
Dr u g gri s e of ul vi n u n d er t h e br a n d n a m e of G RI S O VI N -F P w a s o bt ai n e d fr o m 
Gl a x o S mit h Kli n e  a n d a m p h ot eri ci n B ( A M B) ( br a n d n a m e A M P H O T R E T) w a s 
o bt ai n e d fr o m B h ar at S er u ms a n d V a c ci n es Li mit e d.  
 
Mi c r o -o r g a ni s ms  
 
O n e r ef er e n c e str ai n ( R ef 1 4 3 1), t w o e n vir o n m e nt al i s ol at es ( N C BI  a c c essi o n n o. 
KJ 1 7 5 1 9 2 a n d KJ 1 7 5 1 9 3 ) a n d fi v e cli ni c al i s ol at es ( 4 CI 2, 4 9, C S F 2,  C N S  a n d  
C N S 4 5)  of C. n e of o r m a n s w er e u s e d i n t h e st u d y .   
 
 
 
 

Gri s e of ul vi n i s a w ell k n o w n dr u g a g ai n st d er m at o p h yt es. It i s p arti c ul arl y pr es cri b e d f or a n i nf e cti o n c all e d s cr a p ri n g w or m  or ti n e a 
c a piti s. I n g e n er al, gri s e of ul vi n i n hi bit s t h e t u b uli n pr ot ei n t h at i s r es p o n si bl e f or t h e c ell di vi si o n. N ot m u c h i s k n o w n a b o ut t h e eff e ct 
of gri s e of ul vi n o n C r y pt o c o c c u s n e of o r m a n s. T h er ef or e , t h e a ut h ors m a d e a n eff ort t o c h e c k t h e a cti vit y of gri s e of ul vi n a g ai n st it.  
 T h e  w e b s er v ers  ( T-C off e e , Bl u u es si m ul ati o n a n d C A S T p) a n d s oft w ar e ( A ut o d o c k 4. 0)  h a v e b e e n u s e d i n or d er t o d et er mi n e t h e 
a cti vit y of  gri s e of ul vi n a g ai n st t h e b et a s u b u nit of t u b uli n pr ot ei n of C.  n e of o r m a n s . T h e r es ult s o bt ai n e d fr o m t h e i n sili c o  st u di es s h o w 
a hi g h affi nit y of gri s e of ul vi n t o w ar d s t h e b et a c h ai n of t u b uli n pr ot ei n . T h e n e g ati v e v al u e of bi n di n g e n er g y (-9. 0 2 k c al/ m ol) als o 
s h o ws t h at t h e c o m pl e x i s t h er m o d y n a mi c all y f a v o ur a bl e a n d st a bl e. T h es e i n sili c o r es ult s w er e f urt h er v ali d at e d  b y MI C a ss a y 
s h o wi n g 7 4. 1 % i n hi biti o n of  C.  n e of or m a n s  (is ol at e n o. 5 ) a g ai n st gri s e of ul vi n .  
T h e pr es e nt st u d y r e p ort s t h at a p art fr o m d er m at o p h yt es, t h e dr u g h a s si g nifi c a nt eff e ct o n C.  n e of o r m a n s  a n d it m a y b e u s e d i n t h e 

c o m bi n at ori al t h er a p y a g ai n st t h e s a m e. 

A R TI C L E I N F O  

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

R e vi s e d 2 8. 3. 2 0 1 7  

A c c e pt e d 1 9. 4. 2 0 1 7  

P u bli s h e d 1. 6. 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 .6 .1 2 8 0 -1 2 8 3  
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A nti mi c r o bi al a g e nt  
 
A st o c k s ol uti o n of gri s e of ul vi n i n di m et h yl s ulf o xi d e ( D M S O) at a c o n c e ntr ati o n 
of 1 0 0 % w a s pr e p ar e d ( B ril h a nt e et al. , 2 0 1 4 ). T hr e e c o ntr ols vi z. n e g ati v e, 
v e hi cl e ( D M S O ) a n d p ositi v e ( a m p h ot eri ci n B), w er e us e d  i n t h e c urr e nt 
e x p eri m e nt al pl a n. T h e c o n c e ntr ati o n r a n g e of gri s e of ul vi n a g ai n st w hi c h t h e 
gr o wt h of t h e f u n gi h a s b e e n t est e d i s fr o m 2 μ g/ ml t o 1. 0 2 4 m g/ ml. . 
 
P r e p a r ati o n of i n o c ul u m  
 
T h e i n o c ul a of C . n e of o r m a n s  w er e pr e p ar e d fr o m t h e  fr es h c ult ur es m ai nt ai n e d 
i n S a b o ur a u d D e xtr os e A g ar ( S D A) m e diu m  f or 4 8 ho u rs at 3 70 C. E a c h f u n g al 
c ult ur e w a s a d d e d t o 0. 9 % st eril e s ali n e s ol uti o n, e n s uri n g g e ntl e s cr a p pi n g of t h e 
f u n g al c ol o ni es with t h e ai d of t h e  i n o c ul ati o n l o o p t o f or m a f u n g al s u s p e n si o n. 
T h e r es ulti n g f u n g al s u s p e nsi o n w a s a dj u st e d t o 0. 5 M c F arl a n d s c al e of t ur bi dit y. 
T hi s s u s p e n si o n w a s f urt h er dil ut e d i n t h e r ati o of 1: 1 0 wit h R P MI m e di u m  t o 
o bt ai n t h e fi n al c o n c e ntr ati o n of 1. 0 -5 * 1 0 6 C F U/ ml .  
 
I n vit r o  s us c e pti bilit y t e sti n g  
 
T h e s u s c e pti bilit y t esti n g of C . n e of o r m a n s  a g ai n st gri s e of ul vi n w a s p erf or m e d 
a c c or di n g t o t h e g ui d eli n es iss u e d b y C L SI f or t h e br ot h m a cr o -dil uti o n  m et h o d  
M 2 7 -A 3 ( C L SI, 2 0 0 8 ) wit h a f e w m o difi c ati o n s. A n i n c u b ati o n ti me s p a n of 7 2 
h o urs a n d 3 5º C t e m p er at ur e w a s f oll o w e d i n t h e e x p eri m e nt.  A d diti o n all y,  a ll 
t h e s a m pl es w er e t est e d i n tri pli c at e.  
 
D et e r mi n ati o n of MI C  
 
MI C of all i s ol at es of C. n e of o r a ms  w a s d et er mi n e d u si n g br ot h m a cr o -dil uti o n   
m et h o d  (C L SI , 2 0 0 8). T h e o pti c al d e n sit y of all t h e s a m pl es w a s m e a s ur e d at 
4 2 0 n m u si n g s p e ctr o p h ot o m et er ( T h er m o S ci e ntifi c U V 1) . 
 
St ati sti c al a n al y si s 
 
T h e O D r e a di n gs o bt ai n e d at diff er e nt c o n c e ntr ati o n s of gri s e of ul vi n f or e a c h 
i s ol at e w er e st ati sti c all y a n al ys e d b y F t est f oll o w e d b y H ol m Si d a k t est.  
 
R E S U L T S  
 
Gri s e of ul vi n i s k n o w n t o i nt er a ct wit h t u b uli n pr ot ei n w hi c h pl a ys a n i m p ort a nt 
r ol e d uri n g t h e c ell di vi si o n. T h e str u ct ur e of t h e al p h a b et a t u b uli n of C . 
n e of o r m a n s  w a s u n a v ail a bl e, t h er ef or e, a m ulti pl e s e q u e n c e ali g n m e nt w a s 
p erf or m e d b et w e e n t h e e u k ar y oti c t u b uli n pr ot ei n s e q u e n c es h a vi n g k n o w n 
str u ct ur es wit h C .n e of o r m a n s t u b uli n s e q u e n c e. T-C off e e s oft w ar e w a s u s e d t o 
c arr y o ut t h e m ulti pl e s e q u e n c e ali g n m e nt pr o c ess ( N ot r e d a m e et al. , 2 0 0 0 ). A 
v er y hi g h y s e q u e n c e si mil arit y ( 9 9 % ) w a s f o u n d b et w e e n t h e t u b uli n pr ot ei n of 
C. n e of o r m a n s  a n d S u s s c r of a  ( Fi g 1).  

 
Fi g u r e 1  M S A of b et a t u b uli n of S.  s cr of a  a n d C . N e of o r m a n s  

H e n c ef ort h, 1 T U B, t h e r es p e cti v e t u b uli n pr ot ei n of S . s cr of a w a s t a k e n as 
r ef er e n c e i n t h e c urr e nt st u d y. T o p 1 0 a cti v e sit es w er e d et er mi n e d o n 1 T U B . 
T h es e a cti v e sit es w er e d o c k e d wit h gri s e of ul vi n . It w a s o b s er v e d t h at t h e b est 
bi n di n g e n er g y w a s o bt ai n e d at p o c k et I D: 1 6 7 h a vi n g a n ar e a of 3 8 1. 6 a n d a 
v ol u m e of 5 9 0. 9 ( F i g 2). T h e d o c k e d str u ct ur e of gri s e of ul vi n o n t hi s p o c k et h a s 
b e e n s h o w n i n fi g 3  a n d t h e d o c ki n g p ar a m et ers h a v e b e e n pr o vi d e d i n t a bl e 1 . 

 
Fi g u r e 2   Pr e di cti o n of a cti v e sit e of t u b uli n pr ot ei n of S . s cr of a 
 

 
Fi g u r e 3  B est s tr u ct ur e o bt ai n e d aft er d o c ki n g gri s e of ul vi n o n t u b uli n pr ot ei n of 
S . s c r of a  

 
T a bl e 1   P ar a m et ers of t h e b est d o c k e d str u ct ur e of gri s e of ul vi n o n t u b uli n 
pr ot ei n ( 1 T U B) of S . s cr of a  

P a r a m et e r s  V al u e s  
Esti m at e d Fr e e E n er g y of Bi n di n g  -9. 0 2 k c al/ m ol  
Esti m at e d I n hi biti o n C o n st a nt ( Ki)   2 4 3. 8 4 n M ( n a n o m ol ar)  
Fi n al I nt er m ol e c ul ar E n er g y  -9. 9 2 k c al/ m ol  
v d W + H b o n d + d es ol v E n er g y  -9. 8 4 k c al/ m ol  
El e ctr ost ati c E n er g y  -0. 0 8 k c al/ m ol  
Fi n al T ot al I nt er n al E n er g y  -0. 4 5 k c al/ m ol  
T orsi o n al Fr e e E n er g y  + 0. 8 9 k c al/ m ol  
U n b o u n d S yst e m's E n er g y  -0. 4 5 k c al/ m ol  

 
Esti m at e d Fr e e E n er g y of Bi n di n g or Δ G bi n d  i s t h e m ost i m p ort a nt p ar a m et er 
a m o n gst  v ari o u s p ar a m et ers s h o w n i n t a bl e 1. It i s w ell k n o w n t h at o nl y t h e 
n e g ati v e Δ G bi n d ar e e n er g eti c all y f a v o ur a bl e. H er e, t h e Δ G bi n d =  -9. 0 2, h e n c e t hi s is 
e n er g eti c all y f a v o ur a bl e a n d t h e r es ult a nt c o m pl e x f or m e d i s t h er m o d y n a mi c all y 
st a bl e. D o c ki n g r es ult of t h e r ef er e n c e pr ot ei n s u g g est e d t h at gri s e of ul vi n h a d a 
hi g h er affi nit y t o bi n d t h e b et a c h ai n  of t u b uli n i n c o m p ari s o n t o it s al p h a c h ai n 
t h er ef or e, s uit a bl e s e q u e n c e of t u b uli n b et a c h ai n of C. n e of o r a m a n s  w a s s e ar c h e d 
f or m o d elli n g it.. T h e m o d ell e d str u ct ur e h a s b e e n s h o w n i n fi g 4. 



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

 

 

  
1 2 8 2  

 

  

 
Fi g u r e 4  M o d ell e d str u ct ur e of b et a t u b uli n of C . n e of o r m a n s o bt ai n e d b y P h yr e 2  
w e b s er v er  
 
T h e o bt ai n e d n e g ati v e t ot al e n er g y a ss ur e d t h at t h e m o d el c o ul d b e s af el y u s e d 
f or f urt h er d o c ki n g a n al ysi s. T h e diff er e nt p ar a m et ers o bt ai n e d t hr o u g h t h e 
Bl u u es s oft w ar e h a v e b e e n pr o vi d e d i n t a bl e 2.  
 
T a bl e 2  Pr ot ei n st a bilit y  p ar a m et ers pr e di ct e d b y Bl u u es s oft w ar e  

P a r a m et e r s  V al u e s  
B or n s elf e n er g y:  -1 6 1 6 9. 4 7 6 5 2 1 ( k J)  
C o ul o m b e n er g y:  -1 0 9 4 1 6. 9 4 7 9 0 9 ( k J)  
El e ctr ost ati c s ol v ati o n e n er g y:  -4 7 1 9. 4 5 3 9 4 5 ( k J/ m ol)  
T ot al e n er g y:  -1 1 2 1 3 9. 7 9 4 2 0 2 ( k J/ m ol)  

 
A g ai n t h e b est 1 0 a cti v e sit es  f or t h e m o d ell e d str u ct ur e of b et a t u b uli n w er e 
d et er mi n e d a n d gri s e of ul vi n w a s d o c k e d o n all t h es e 1 0 sit es.  It w a s o b s er v e d 
t h at p o c k et I D 1 0 3 ( a cti v e sit e r e gi o n of b et a t u b uli n of C. n e of o r m a n s ) h a vi n g a n 
ar e a of 2 1 9. 5 a n d a v ol u m e of 2 5 8. 6 s h o w e d  t h e hi g h est bi n di n g e n er g y w h e n 
d o c k e d wit h gri s e of ul vi n  ( Fi g 5 a n d Fi g 6). T h e p ar a m et ers r el at e d t o t h e b est 
d o c ki n g str u ct ur e o bt ai n e d fr o m A ut o d o c k 4. 0 h a v e b e e n pr o vi d e d i n t a bl e 3.  

 

 
Fi g u r e 5  Pr e di cti o n of a cti v e sit e o n m o d ell e d t u b uli n pr ot ei n of  C . n e of o r m a n s  

 

 
Fi g u r e 6  B est str u ct ur e o bt ai n e d of d o c ki n g g ri s e of ul vi n o n b et a t u b uli n s u b u nit 
C . n e of o r m a n s  
 
 

T a bl e 3   P ar a m et ers of t h e b est d o c k e d str u ct ur e  
P a r a m et e r s  V al u e s  
Esti m at e d Fr e e E n er g y of Bi n di n g  -7. 0 5 K c al/ m ol  
Esti m at e d I n hi biti o n C o n st a nt ( Ki)  6. 7 5 u M ( mi cr o m ol ar)  
Fi n al I nt er m ol e c ul ar E n er g y  -7. 9 5 k c al/ m ol  
v d W + H b o n d + d es ol v E n er g y  -7. 9 4 k c al/ m ol  
El e ctr ost ati c E n er g y  -0. 0 1 k c al/ m ol  
Fi n al T ot al I nt er n al E n er g y  -0. 5 2 k c al/ m ol  
T orsi o n al Fr e e E n er g y  + 0. 8 9 k c al/ m ol  
U n b o u n d S yst e m's E n er g y  -0. 5 2 k c al/ m ol  

 
T a bl e 3 s h o ws t h at Δ G bi n d =   -7. 0 5 w hi c h i s e n er g eti c all y f a v o ur a bl e h e n c e 
pr o vi di n g e vi d e n c e t h at c o m pl e x f or m e d w o ul d b e str u ct ur all y f a v o ur a bl e.   
 
F urt h er, MI C of gri s e of ul vi n a g ai nst  ei g ht i s ol at es of  C . n e of o r m a n s  (o n e 
r ef er e n c e, t w o e n vir o n m e nt al a n d fi v e cli ni c al) w a s  f o u n d t o i n hi bit t h e gr o wt h of 
t h e str ai n 4 CI 2, C N S, R ef 1 4 3 1,  9, 4 9, C S F 2, 5 a n d C N S 4 5   b y 3 5 %, 4 3 %, 4 5 %, 
3 9. 5 %, 5 4 %, 6 6. 6 %, 7 4. 1 % a n d 4 9 % r es p e cti v el y o n c o m p ari s o n wit h t h eir 
r es p e cti v e c o ntr ols ( T a bl e 4). 
 
T a bl e 4  MI C  of gri s e of ul vi n a g ai n st  ei g ht is ol at es of  C. n e of o r m a n s   

D r u g  Is ol at e R a n g e  MI C  
% i n hi biti o n 
at t hi s MI C  

Gr
is

eo
fu

lv
in

 

C. n e of o r m a n s 
R ef 1 4 3 1  

6 4 µ g/ ml -
1. 0 2 4 m g/ ml  

1 2 8 
µ g/ ml  

4 5 %  

C. n e of o r m a n s 
4 CI 2  

6 4 µ g/ ml -
1. 0 2 4 m g/ ml  

1. 0 2 4 
µ g/ ml  

3 5 %  

C. n e of o r m a n s 
C N S  

6 4 µ g/ ml -
1. 0 2 4 m g/ ml  

1 2 8 
µ g/ ml  

4 3 %  

C. n e of o r m a n s 9  
6 4 µ g/ ml -

1. 0 2 4 m g/ ml  
6 4 µ g/ ml  3 9. 5 %  

C. n e of o r m a n s 4 9  2 -6 4 µ g/ ml  1 6 µ g/ ml  5 4 %  
C. n e of o r m a n s 
C S F 2  

6 4 µ g/ ml -
1. 0 2 4 m g/ ml  

2 5 6 
µ g/ ml  

6 6. 6 %  

C. n e of o r m a n s  5  
6 4 µ g/ ml -

1. 0 2 4 m g/ ml  
5 1 2 

µ g/ ml  
7 4. 1 %  

C. n e of o r m a n s 
C N S 4 5  

6 4 µ g/ ml -
1. 0 2 4 m g/ ml  

1 2 8 
µ g/ ml  

4 9 %  

 
DI S C U S SI O N  
 
Gri s e of ul vi n w a s t h e o nl y dr u g a v ail a bl e f or tr e at m e nt of Ti n e a c a piti s , a f u n g al 
i nf e cti o n c a u s e d b y d er m at o p h yt es u ntil t h e a p pr o v al of ter bi n afi n e i n 2 0 0 7 
(G u pt a a n d S u m m e r b ell , 2 0 0 0;  S e e b a c h e r et al., 2 0 0 7 ). It i s k n o w n t o i n hi bit 
mi cr ot u b ul e a ss e m bl y a n d t h e gr o wt h of t h e c ells b y i n d u ci n g a b n or m al mit osis 
a n d bl o c ki n g t h e c ells at G 2 / M p h as e of c ell c y cl e (P a n d a et al. , 2 0 0 5; R e b a c z et 
al. , 2 0 0 7 ). T ub uli n i s a m aj or str u ct ur al c o m p o n e nt of mi cr ot u b ul e a n d c o nsi st of 
α a n d β s u b u nit s ( L u d u e n a et al. , 1 9 7 7 ). It h a s alr e a d y b e e n r e p ort e d t h at 
gri s e of ul vi n d o es n ot di sr u pt t h e mi cr ot u b ul es , (W ats o n, 2 0 0 4 ) i n st e a d it 
i nt er a ct s wit h t u b uli n or wit h o n e or m or e a ss o ci at e d pr ot ei n s of mi cr ot u b ul es 
(Sl o b o d a  et al. , 1 9 8 2;  R o o b ol et al ., 1 9 7 7;  C h a u d h a ri a n d L u d u e n a , 1 9 9 6 ).  
I n t h e pr es e nt st u d y, a nti cr y pt o c o c c al a cti vit y of gri s e of ul vi n w a s p erf or m e d 
a g ai n st ei g ht i s ol at es of C . n e of o r m a n s  a n d si g nifi c a nt ( 7 4. 1 %) i n hi biti o n w a s 
o b s er v e d a g ai n st i s ol at e n u m b er 5. H o w e v er, MI C of gri s e of ul vi n w a s f o u n d t o 
b e v er y hi g h t h a n MI C of  a m p h ot eri ci n B b ut l o w t o xi cit y a n d p h ar m a c o ki n eti c 
p ar a m et ers li k e hi g h eli mi n ati o n r at e of gri s e of ul vi n t h a n a m p h ot eri ci n B 
s u g g es t s t h at it c o ul d b e a b ett er dr u g. 
I n t h e pr es e nt st u d y, d u e t o u n a v ail a bilit y of s tr u ct ur e of t u b uli n pr ot ei n of  
C .n e of o r m a n s , str u ct ur e of t u b uli n al p h a b et a di m er of S . s cr of a  w a s t a k e n a s 
r ef er e n c e. Gri s e of ul vi n w a s f o u n d t o effi ci e ntl y bi n d wit h b et a d o m ai n of t u b uli n. 
T e n gri s e of ul vi n bi n di n g sit es o n t u b uli n w er e als o pr e di ct e d. U nli k e, 
R at hi n a s a m y et al. ( 2 0 1 0) , t h e bi n di n g sit e at P o c k et I D: 1 6 7 g a v e t h e b est 
bi n di n g r es ul t s. H o w e v er, i n c a s e of m o d ell e d str u ct ur e of b et a t u b uli n of C . 
n e of o r m a n s  t h e b est d o c ki n g w a s o bt ai n e d at P o c k et I D: 1 0 3. 
K e e pi n g i n vi e w, t h e a bilit y of gri s e of ul vi n t o i n hi bit mit osi s i n f u n g al c ells, t o 
st a bili z e mi cr ot u b ul e d y n a mi c s a n d its hi g h eli mi n ati o n r at es, it c a n b e s u g g est e d 
t h at t h e dr u g m a y b e u s e d i n c o m bi n ati o n t h er a p y f or t h e tr e at m e nt of 
cr y pt o c o c c osi s. F urt h er, it s l o w t o xi cit y a n d w e a k bi n di n g t o m a m m ali a n br ai n 
t u b uli n (W e hl a n d, 1 9 7 7; P a n d a  et al. , 2 0 0 5 ) m a k es it s af er f or h u m a n u s e.   
H e n c ef ort h, t hi s st u d y will c ert ai nl y b e h el pf ul i n d esi g ni n g m or e p ot e nt a n d 
s p e cifi c a n al o g u es of gri s e of ul vi n a g ai n st t h e t u b uli n d o m ai n s of C . n e of or m a n s  
wit h l e a st si d e eff e ct s t o t h e h ost a n d will pr o vi d e u n d erst a n di n g a b o ut t h e 
u ni q u e n ess of bi n di n g sit e of gri s e of ul vi n.    
 
C O N C L U SI O N  
 
Gri s e of ul vi n i s a w ell -k n o w n  dr u g a g ai n st d er m at o p h yt es b ut it s a cti vit y a g ai n st 
C . n e of o r m a n s  i s n ot k n o w n. T h e a cti vit y of gri s e of ul vi n h a s b e e n t est e d a g ai n st 
ei g ht  i s ol at es of t h e s a m e. I n sili c o  d o c ki n g r es ult s h a v e b e e n v ali d at e d b y 
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m i ni m u m i n hi bit or y c o n c e ntr ati o n a ss a y. T h e hi g h i n hi biti o n i n gr o wt h gi v es a n 
u n d erst a n di n g t h at gri s e of ul vi n i s eff e cti v e a g a i n st C . n e of o r m a n s . T h e r es ult s 
o bt ai n e d i n t hi s st u d y  c a n b e e xt e n d e d a n d gri s e of ul vi n c a n f urt h er b e 
i n v esti g at e d f or it s eff e ct i n i n vi v o c o n diti o n  .It s u s e a s c o m bin at ori al t h er a p e uti c 
i s als o s u g g est e d.   

 
A c k n o wl e d g e m e nts: O n e of t h e a ut h ors ( N e el a b h) gr at ef ull y a c k n o wl e d g es 
I C M R, N e w D el hi, I n di a f or pr o vi di n g t h e J u ni or R es e ar c h f ell o ws hi p.  T h e 
a ut h ors ar e als o t h a n kf ul t o T h e Pri n ci p al, M M V, B H U f or pr o vi di n g 
i nfr a str u ct ur e f a ciliti es. 
 
R E F E R E N C E S  
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C H A R A C T E R I Z A TI O N A N D I S O L A T I O N O F P E P TI D E  M E T A B O LI T E S O F A N A N TI F U N G A L B A C T E R I A L 
I S O L A T E I D E N T I FI E D A S B A CI L L U S A M Y L O LI Q U E F A CI E N S S U B S P E C I E S P L A N T A R U M S T R AI N F Z B 4 2  
 

A bi o d u n A di bi 1 * , E v a n R. R e e s 2 , S a u di a M c C a rl e y 1 # , Vi n c e nt P. Si c a 2  a n d Ni c h ol a s H. O b erli es 2   
 
A d d r ess ( e s):  
1 D e p art m e nt of Bi ol o gi c al S ci e n c es, H a m pt o n U ni v ersit y, H a m pt o n, V A 2 3 6 6 8  U S A  7 5 7 -7 2 7 -5 0 1 7 . 
2 D e p art m e nt of C h e mi str y a n d Bi o c h e mi str y, U ni v ersit y of N ort h C ar oli n a at Gr e e n s b or o, Gr e e n s b or o, N C 2 7 4 0 2 U S A . 
# M e h ar r y M e di c al C oll e g e, N a s h vill e, T N 3 7 2 0 8 U S A . 
 
* C orr es p o n di n g a ut h or:  A bi o d u n. A di bi @ h a m pt o n u. e d u   

 
A B S T R A C T  

 
K e y w o r ds:  A ntif u n g al ; B a cill u s a m yl oli q u ef a ci e ns ; p e pti d e  m et a b olit es; pr e p ar ati v e H P L C  

 
 
I N T R O D U C T I O N 
 
Diff er e nt t y p es of b a ct eri a ar e s o ur c es of i n d u stri al e n z y m es a n d c o m p o u n d s t h at 
h a v e a ntif u n g al or a nti b a ct eri al pr o p erti es . I n a st u d y of 1 2 0 0 i s ol at es of l a cti c 
a ci d b a ct eri a b y M a g n uss o n et al. ( 2 0 0 3) , 3 7 i s ol at es s h o w e d i n hi bit or y a cti vit y 
a g ai n st diff er e nt t y p es of fil a m e nt o us f u n gi a n d a g ai n st t h e y e a st R h o d ot o r ul a 
m u cil a gi n o s a . A c c or di n g t o s e v er al st u di es , a ntif u n g al a g e nt s ar e pr o d u c e d b y 
v ar i o u s s p e ci es of B a cill u s .  I n 2 0 1 4,  O y e d el e et  al . i s olat e d B a cill u s s u btili s, B. 
m e g at eri u m, B. li c h e nif o r mi s a n d B. p u mi l u s fr o m diff er e nt f o o d s o ur c es.  Ni n e 
str ai n s of t h e i s ol at e d B. s u btili s  s h o w e d a ntif u n g al a cti viti es a g ai n st a v ari et y of 
fil a m e nt o u s f u n gi.  S o m e of t h e ot h er st u di es t h at s h o w e d a ntif u n g al a cti viti es of 
B a cill u s  s p e ci es i n cl u d e Isl a m et al., 2 0 1 2  (B a cill u s s u btili s ); M u ni m b a zi  a n d 
B ull e r m a n, 1 9 9 8  (B a cill u s p u mil u s ); Q a z i et al., 2 0 0 9 a n d  Pl e b a n et al. , 1 9 9 7  
(B. c e r e u s  ); T e n d ul k a r et al. , 2 0 0 7 , T r a c h u k et al. , 1 9 9 6  a n d T a k a y a n a gi et 
al., 1 9 9 1  (B. li c h e nif o r mi s ); W at a n a b e et al. , 1 9 9 0  (B. ci r c ul a n s ). Ot h er b a ct eri a l 
g e n er a h a v e als o b e e n r e p ort e d t o pr o d u c e a ntif u n g al c h e mi c als. As w a s r e p ort e d 
b y F g ui r a et al., 2 0 0 5  a n d R h e e , Ki-H y e o n g, 2 0 0 3 , fil a m e nt o u s s oil b a ct eri a 
b el o n gi n g t o t h e g e n u s St r e pt o m y c e s  e x hi bi t e d a ntif u n g al a n d a nti b a ct eri al 
a cti viti es r es ult i n g fr o m pr o d u cti o n of n o n -pr ot ei n c o m p o u n d s .  L a v e r mi c o c c a et 
al. ( 2 0 0 0)  i s ol at e d n o v el a ntif u n g al c o m p o u n d s fr o m L a ct o b a cill u s pl a nt a r u m  
a ss o ci at e d wit h s o ur d o u g h. Si mil arl y, C h e r ni n et al. ( 1 9 9 5)  s h o w e d t h at 
E nt e r o b a ct e r a g gl o m er a n s, a s oil -b or n e b a ct eri u m, w a s a nt a g o ni sti c t o m a n y 
pl a nt f u n gi a s a r es ult of pr o d u cti o n of c hiti n ol yti c e n z y m es t h at h y dr ol ys e f u n g al 
c ell w all .  Th e a ntif u n g al a g e nt s pr o d u c e d b y diff er e nt b a ct eri al i s ol at es w er e  
c h ar a ct eri z e d ( Q a zi et al., 2 0 0 9) or  is ol at e d, p urifi e d a n d c h ar a ct eri z e d  ( F g ui r a 
et al., 2 0 0 5; L a v e r mi c o c c a et al., 2 0 0 0) .  M ost of t h e p urifi e d a n tif u n g al a g e nt s 
i n t h e st u di es ar e p ol y p e pti d es;  s o m e ar e c hiti n ol yti c e n z y m es  w hil e ot h ers ar e 
n o n -pr ot ei n  c o m p o u n d s , e a c h wit h diff er e nt pr o p erti es .  S u c h a ntif u n g al a g e nt s 
h a v e p ot e nti al u s es i n a gri c ult ur e w h er e t h e y c o ul d s er v e a s alt er n ati v es t o 
c h e mi c al f u n gi ci d es t h at ar e u s e d t o pr e v e nt pl a nt fu n g al di s e a s e s of a gri c ult ur al 
pr o d u ct s a n d pl a nt s .  P urifi e d a ntif u n g al a g e nt s  als o h a v e p ot e nti al us e s i n c ell 
c ult ur e a n d a s f o o d pr es er v ati v es.  
I n t h e c urr e nt st u d y, nutri e nt a g ar pl at es w er e  e x p os e d t o air a n d i n c u b at e d at 
r o o m t e m p er at ur e. O n e of t h es e pl at es w a s o v er gr o w n wit h a fil a m e nt o u s f u n g u s 

e x c e pt ar o u n d a b a ct eri al c ol o n y  w h er e t h er e w a s i n hi biti o n of f u n g al gr o wt h 
(Fi g u r e 1 ). T h e ai ms of t hi s st u d y ar e t o c h ar a ct eri z e a n d i d e ntif y  t h e a ntif u n g al 
b a ct eri al i s o l at e a n d als o t h e a ntif u n g al c h e mi c al pr o d u c e d b y t h e b a ct eri al 
i s ol at e.   
  

            
  
Fi g u r e 1  N utri e nt a g ar pl at e s h o wi n g a b a ct eri al c ol o n y wit h a ntif u n g al a cti vit y 
i n di c at e d b y a cl e ar zo n e ar o u n d t h e b a ct eri al c ol o n y  ( arr o w). 
 
M A T E RI A L S A N D M E T H O D S  
 
I niti al s c r e e ni n g of effi c a c y of b a ct e ri al a ntif u n g a l a cti vit y    
 
T h e a ntif u n g al b a ct eri u m w a s s u b c ult ur e d o n L B a g ar t o o bt ai n a p ur e c ult ur e.  
T h e e ffi c a c y of t h e b a ct eri al i s ol at e o n f u n g al gr o wt h w a s d o n e u si n g a g ar 
diff u si o n m et h o d.  S a b o ur a u d d e xtr os e a g ar pl at es w er e pr e p ar e d a n d s e p ar at e 
pl at es w er e i n o c ul at e d wit h a wil d y e a st , C a n di d a al bi c a n s  a n d diff er e nt t y p es of 
fil a m e nt o u s f u n gi; t h e pl at es w er e i n c u b at e d at 2 5 C.  W h e n f u n g al gr o wt h w a s 
e vi d e nt o n e a c h of t h e pl at es, t h e b a ct eri al i s ol at e w a s t h e n i n o c ul at e d 
a p pr o xi m at el y o n e i n c h dir e ctl y o p p osit e t h e f u n g al gr o wt h; t h e pl at es w er e 
i n c u b at e d f urt h er.  
  

S o m e b a ct eri a pr o d u c e a nti mi cr o bi al c h e mi c als i n t h eir i m m e di at e e n vir o n m e nts.  T h es e a ntimi cr o bi al a g e nt s ar e  e n z y m es, p ol y p e pti d es 

or n o n -pr ot ei n  or g a ni c c o m p o u n ds.  I n t hi s st u d y, a b a ct eri al i s ol at e t h at pr o d u c es a ntif u n g al c h e mi c al(s) w a s i s ol at e d fr o m a n o v er 

i n c u b at e d n utri e nt a g ar pl at e t h at w a s e x p os e d t o air.  T h e b a ct eri u m is a er o bi c, Gr a m p ositi v e b a cilli;  c a p s ul e a n d e n d os p or e pr o d u ci n g . 

It f er m e nt s gl u c os e a n d s u cr os e b ut  n ot l a ct os e, g al a ct os e, m a n nit ol a n d s or bit ol; it  i s citr at e, i n d ol e, m et h yl r e d  a n d  V o g es P r a u s k a u er 

n e g ati v e.   Usi n g a g ar g el diff u si o n t e c h ni q u e, t h e c ell -fr e e c ult ur e s u p er n at a nt  r es ulti n g fr o m c e ntrif u g ati o n of a si x d a y b a ct eri al c ult ur e 

s h o w e d a ntif u n g al a cti vit y a g ai n st fil a m e nt o u s f u n gi b ut n ot y e a st s .  H e ati n g t h e c ell-fr e e s u p er n at a nt i n 9 0 ˚ C w at er b at h a n d di g esti o n 

wit h diff er e nt pr ot e a s es h a d n o n e g ati v e i m p a ct o n t h e a ntif u n g al a cti vit y. A s e g m e nt of 1 6 S r R N A g e n e of t h e b a ct eri al i s ol at e w a s 

a m plifi e d.  T h e n u cl e oti d e s e q u e n c e of t h e a m pli c o n w a s u s e d t o i d e ntif y t h e b a ct eri u m a s b ei n g v er y si mil ar t o  B a cill u s 

a m yl oli q u ef a ci e n s  s u b s p. pl a nt ar u m str ai n F Z B 4 2 .  F i v e b a ct eri al p e pti d es w er e i s ol at e d  a n d i d e ntifi e d fr o m c ell fr e e s u p er n at a nt of t h e 

b a ct eri al c ult ur e  u si n g  a s uit e of t e c h ni q u es, i n cl u di n g  fl a s h c hr o m at o gr a p h y, H P L C, N M R a n d m ass  s p e ctr o m etr y. O n e of t h e  fi v e 

p e pti d es  h a s b e e n pr e vi o u sl y r e p ort e d i n lit er at ur e t o p oss ess  a ntif u n g al a cti vit y . 

A R TI C L E I N F O  

R e c ei v e d 2 2. 5. 2 0 1 6  

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

A c c e pt e d 1 3. 5. 2 0 1 7  

P u bli s h e d 1. 6. 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 .6 .1 3 0 9 -1 3 1 3  

http://www.fbp.uniag.sk/
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http://dx.doi.org/10.15414/jmbfs.2017.6.6.1309-1313


J  Mi c r o bi ol Bi ot e c h F o o d S ci  / A di bi  et al. 2 0 1 7  : 6  (6 ) 1 3 0 9 -1 3 1 3  

 

 

  
1 3 1 0  

 

  

C h a r a ct e ri z ati o n  of b a ct e ri al a ntif u n g al c h e mi c al  
 
T h e b a ct eri al i s ol at e w a s i n o c ul at e d i nt o 5 0 0 ml of L B br ot h a n d i n c u b at e d at 2 5  
˚ C i n a s h a k er i n c u b at or.  C ell fr e e s u p er n at a nt w a s o bt ai n e d b y c e ntrif u g ati o n of 
t h e c ult ur e i n a B e c k m a n M o d el J 2-2 1 c e ntrif u g e u si n g J A 1 4 r ot or.  T h e 
s u p er n at a nt w a s f urt h er filt er e d u si n g 0. 4 5 µ M N al g e n e di s p os a bl e m e m br a n e 
filt er w ar e.  T h e r es ulti n g c ell-fr e e s u p er n at a nt w a s st or e d at 4 C.  A ntif u n g al 
a cti vit y of t h e s u p er n at a nt w a s d et er mi n e d u si n g  a g ar g el diff u si o n  m et h o d.  
T h e eff e ct of t e m p er at ur e o n t h e effi c a c y of t h e a ntif u n g al a g e nt w a s c arri e d o ut 
b y i n c u b ati n g t h e c ell -fr e e s u p er n at a nt at 4 0 ˚C , 5 0 ˚ C, 7 0 ˚ C a n d 9 0  ˚ C f or 3 0 
mi n ut e.  T hi s w a s f oll o w e d b y effi c a c y t est a g ai n st fil a m e nt o u s f u n g u s  u si n g a g ar 
g el diff u si o n .    
Eff e ct of e n z y m e tr e at m e nt o n t h e a ntif u n g al a g e nt w a s d o n e. T h e e n z y m es u s e d 
w er e li p a s e, pr ot e a s e, pr ot ei n a s e K, p e p si n a n d c h y m otr y p si n. C ult ur e 
s u p er n at a nt w a s s u bj e ct e d t o e n z y m e tr e at m e nt s f or 1 hr i n a 3 7  ˚ C w at er b at h 
aft er w hi c h t h e e n z y m e w a s i n a cti v at e d pri or t o d et er mi ni n g t h e effi c a c y of t h e 
pr o d u ct o n f u n g al gr o wt h.  Effi c a c y w a s d et er mi n e d  usi n g a g ar g el diff u si o n 
m et h o d  a s st at e d e arli er . 
 
M o r p h ol o gi c al a n d bi o c h e mi c al c h a r a ct e ri z ati o n of t h e a ntif u n g al a g e nt -
p r o d u ci n g b a ct e ri al i s ol at e  
 
M or p h ol o gi 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 w er e d et er mi n e d u si n g 
r o uti n e mi cr o bi ol o gi c al t est s i n cl u di n g Gr a m st ai n, e n d os p or e st ai n, c a p s ul e st ai n 
a n d m otilit y t est.  B i o c h e mi c al c h ar a ct eri z ati o n of t h e b a ct eri al i s ol at e i n cl u d ed  
t h e f oll o wi n g t est s:  f er m e nt ati o n of diff er e nt s u g ars, c at al a s e pr o d u cti o n, o xi d a s e 
t est, M R-V P t est, o x y g e n r e q uir e m e nt t est u si n g fl ui d t hi o gl y c oll at e br ot h, i n d ol e 
pr o d u cti o n , citr at e utili z ati o n , a n d pr o d u cti o n  of e x o e n z y m es f or h y dr ol y si s of 
st ar c h , pr ot ei n a n d l i pi d.  All t h e mi cr o bi ol o gi c al t est s w er e p erf or m e d a s ar e  
d es cri b e d  b y  L e b off e a n d Pi e r c e ( 2 0 0 8) .  
 
I d e ntifi c ati o n of b a ct e ri al i s ol at e 
 
T h e b a ct eri al i s ol at e w a s i d e ntifi e d b y a m plifi c ati o n a n d s e q u e n ci n g of s e g m e nt 
of  1 6 S  r R N A g e n e u si n g c ol o n y P C R a n d u ni v ers al pri m ers F -2 7 5’ -
A G A G T T T G A T C M T G G C T C A G -3’  a n d  R 1 5 2 5  5’ -
A A G G A G G T G W T C C A R C C -3’ .  T h e P C R c o n diti o n s w er e d e n at ur ati o n  at 9 4  
˚ C f or 5 mi n; 3 0 c y cl es: 9 4 ˚ C f or 3 0 s e c, 5 5 ˚ C f or 3 0 s e c, 7 2 ˚ C f or 1. 5 mi n; 
fi n al e xt e n si o n at 7 2  ˚ C f or 1 0 mi n.  T h e P C R pr o d u ct w a s cl o n e d i nt o T A 
cl o ni n g v e ct or f oll o wi n g t h e m a n uf a ct ur er’s pr ot o c ol ; t hi s w a s f oll o w e d b y 
tr a n sf or m ati o n.  R e c o m bi n a nt pl a s mi d s w er e pr e p ar e d fr o m s el e ct e d 
tr a n sf or m a nt s u si n g Qi a g e n Mi ni Pl a s mi d Pr e par ati o n  kit  a n d w er e  q u a ntit at e d 
u si n g N a n o D r o p S p e ctr o p h ot o m et er, N D-1 0 0 0 .  D N A se q u e n c i n g w a s d o n e b y 
I nt e gr at e d D N A T e c h n ol o gi es, I n c. T h e n u cl e oti d e s e q u e n c e o bt ai n e d w a s u s e d 
t o i d e ntif y t h e b a ct eri al i s ol at e u si n g t h e N ati o n al C e nt er f or Bi ot e c h n ol o g y 
I nf or m ati o n ( N C BI) g e n o mi c B L A S T. 
 
P u rifi c ati o n of a ntif u n g al m et a b olit e s 
 
A n e xtr a cti o n of  t h e c ell-fr e e s u p er n at a nt w a s p erf or m e d b y a d di n g C H Cl 3 -
C H 3 O H ( 4: 1). T h e mi xt ur e w a s stirr e d f or 3 0 mi n a n d t h e n tr a n sf err e d t o a 
s e p ar ati n g f u n n el.  T h e b ott o m l a y er w a s dr a w n off a n d e v a p or at e d t o dr y n ess.  
T h e r es ulti n g or g a ni c c o m p o n e nt w a s f urt h er e xtr a ct e d wit h e q u al v ol u m e of 
C H 3 O H -C H 3 C N a n d h e x a n es; t h e t w o l a y ers w er e dr a w n off , e v a p or at e d t o 
dr y n ess  u n d er v a c u u m  a n d t h e dri e d e xtr a ct s w er e w ei g h e d .  T hi s w a s f oll o w e d 
b y fl a s h c hr o m at o gr a p h y of t h e C H 3 O H -C H 3 C N e xtr a ct . T h e e xtr a ct w a s 
di ss ol v e d i n C H Cl 3  a n d tr a n sf err e d o nt o c elit e a n d all o w e d t o dr y. T h e c elit e w a s 
tr a n sf err e d a n d p a c k e d i n a c hr o m at o gr a p h y c artri d g e. At a 1 8 m L/ mi n fl o w r at e, 
a s ol v e nt gr a di e nt of 1 0 0 % h e x a n e t o 1 0 0 % C H Cl 3  t o 1 0 0 % C H 3 O H w a s fl o w e d 
t hr o u g h t h e c hr o m at o gr a p h y c artri d g e o v er 2 8 mi n. T h e s a m pl e w a s p o ol e d i nt o 
t hr e e fr a cti o n s a n d e v a p or at e d t o dr y n ess.  Fr a cti o n 2 w a s di ss ol v e d i n 1: 1 
C H 3 O H – di o x a n e a n d s u bj e ct e d t o pr e p ar ati v e H P L C. T h e m o bil e p h a s e w a s a 
gr a di e nt  of C H 3 C N – H 2 O wit h 0. 1 % f or mi c a ci d. T h e gr a di e nt fl o w e d at 1 5 -2 0 % 
C H 3 C N o v er 1 5 mi n t o 2 0 % i s o cr ati c C H 3 C N o v er 2 0 mi n at a 1 5 m L/ mi n fl o w 
r at e.  T h e c ol u m n u s e d w a s a n Atl a nti s Pr e p, O B D 1 9 x 2 5 0 m m c ol u m n, N o. 
1 8 6 0 0 4 0 2 6. T hi s yi el d e d fi v e i s ol at e d c o m p o u n d s.  
 
I d e ntifi cati o n of a ntif u n g al m et a b olit e s  
 
Hi g h r es ol uti o n m a ss s p e ctr o m etr y ( H R M S) w a s p erf or m e d u si n g a Q E x a cti v e 
Pl u s  ( T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c, S a n J os e, C A, U S A).  R es ol uti o n w a s 7 0, 0 0 0, 
a n d  M S/ M S w a s p erf or m e d wit h hi g h er e n er g y c olli si o n al di ss o ci ati o n ( H C D) at 
5 2. 5 0. A d diti o n all y, t h e 1 H N M R ( 4 0 0 M H z; J E O L Lt d., T o k y o, J a p a n) w a s 
p erf or m e d o n t h e i s ol at e d c o m p o u n d s t o c o nfir m t h e str u ct ur es.  
 
 
 
 
 
 

R E S U L T S  
 
S c r e e ni n g a n d c h a r a ct e ri z ati o n of a nti f u n g al m et a b olit e  
 
Str e a k of t h e b a ct eri al i s ol at e o p p osit e C a n di d a al bi c a n s  a n d fil a m e nt o u s f u n gi 
s h o w e d t h at t h e a ntif u n g al m et a b olit e s e cr et e d i nt o t h e c ult ur e m e di u m i n hi bit e d 
o nl y fil a m e nt o u s f u n gi . Fi g u r e 2  s h o ws i n hi biti o n of a fil a m e nt o u s f u n g u s b y t h e 
b a ct eri al i s ol at e aft er  i n c u b ati o n of t h e pl at e f or f o ur d a ys .  C ell -fr e e s u p er n at a nt 
o bt ai n e d fr o m c e ntrif u g ati o n of t he a ntif u n g al b a ct eri al i s ol at e i n L B br ot h als o 
s h o w e d gr o wt h i n hi biti o n of fil a m e nt o u s f u n gi ( Fi g u r e 3).  T h e r es ult s of h e at 
tr e at m e nt of t h e c ell -fr e e, c ult ur e s u p er n at a nt s h o w e d t h at t h e a ntif u n g al 
m et a b olit e i s h e at st a bl e  b e c a u s e t h e effi c a c y of t h e c ult ur e s u p er n at a nt w a s n ot 
a br o g at e d b y t h e tr e at m e nt s ( Fi g u r e 4 ).  Tr e at m e nt of t h e c ell-fr e e s u p er n at a nt 
wit h t h e e n z y m es u s e d i n t h e st u di es pr o d u c e d n o n e g ati v e eff e ct o n t h e effi c a c y 
a g ai n st fil a m e nt o u s f u n gi.  
   

 
 
Fi g u r e 2 . In hi biti o n of f u n g al gr o wt h  aft er f o ur d a y i n c u b ati o n at r o o m 
t e m p er at ur e.  I n hi biti o n i s s h o w n a s a str ai g ht li n e, b y  t h e a ntif u n g al b a ct eri al 
i s ol at e “A ”  i n o c ul at e d o n o n e si d e of f u n g al c ult ur e . B a ct eri u m “ B ” i s a n o n 
a ntif u n g al a g e nt pr o d u ci n g b a ct eri u m .    
  

 
 
Fi g u r e 3 . S a b o ur a u d d e xtr os e a g ar pl at e aft er  t w o d a y i n c u b ati o n s h o wi n g sli g ht 
i n hi biti o n of fil a m e nt o u s f u n g al gr o wt h a dj a c e nt t o a w ell t h at w a s fill e d wit h 
c ell -fr e e s u p er n at a nt fr o m t h e a ntif u n g al b a ct eri al i s ol at e c ult ur e.  T h e i n hi biti o n 
i s s h o w n a s a str ai g ht li n e a n d a d e cr e a s e i n t h e p eri p h er y of t h e f u n g al gr o wt h.  
 

 
 
Fi g u r e 4 . I n hi biti o n of f u n g al gr o wt h o p p osit e w ells fill e d wit h c ell -fr e e c ult ur e 
s u p er n at a nt s ( h e at e d at 9 5 ˚ C f or 3 0 mi n a n d u ntr e at e d c o ntr ol “ C ”).  T h e pl at e 
w a s i n c u b at e d at r o o m t e m p er at ur e f or m or e t h a n 8 d a ys d uri n g w hi c h t h e 
s u p er n at a nt s i n t h e t w o w ells w er e r e pl e ni s h e d s e v er al ti m es.  At t h e b ott o m of 
t h e pl at e i s n ot a w ell b ut a n a c ci d e nt al a g ar c hi p . 
                  
M o r p h ol o gi c al a n d bi o c h e mi c al c h a r a ct e ri z ati o n of a ntif u n g al b a ct e ri al 
i s ol at e    
 
T h e r es ult s of m or p h ol o gi c al a n d bi o c h e mi c al t est s of t h e b a ct eri al i s ol at e ar e 
s h o w n i n T a bl e I. T h e bi o c h e mi c al t est s w er e c arri e d o ut aft er a p pr o xi m at el y 2 4 - 
4 8 h o ur i n c u b ati o n.   
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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 sti c s of t h e a ntif u n g al b a ct eri al 
i s ol at e. 
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _                       
              T est s        R es ult s  
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  
        Gr a m St ai n    Gr a m p ositi v e, b a cilli  
        E n d os p or es st ai n                                    O v al a n d c e ntr all y l o c at e d  
        C a p s ul e st ai n    P ositi v e   
        M otilit y    P ositi v e  
        O x y g e n utili z ati o n                                 A er o bi c  
        C at al a s e    P ositi v e   
        O xi d a s e    P ositi v e  
        Citr at e utili z ati o n   N e g ati v e  
        I n d ol e pr o d u cti o n  N e g ati v e  
        M et h yl r e d            N e g ati v e  
        V o g es Pr os k a u er   N e g ati v e  
        H y dr ol ysi s of:  
             St ar c h    P ositi v e  
             Pr ot ei n    P ositi v e  
             Li pi d    N e g ati v e  
             D N A                                                 P ositi v e  
        F er m e nt ati o n of:  
             Gl u c os e    P ositi v e  
             S u cr os e    P ositi v e  
             L a ct os e    N e g ati v e  
             G al a ct os e    N e g ati v e  
             M a n nit ol    N e g ati v e  
             S or bit ol    N e g ati v e  
 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  
  
Id e ntifi c ati o n of b a ct e ri al i s ol at e . 
 
A s e g m e nt of 1 6 S r R N A w a s a m plifi e d u si n g u ni v ers al pri m ers F 2 1 a n d R 1 5 2 5 .   
T h e n u cl e oti d e s e q u e n c e ( 1 5 4 1 n u cl e oti d es) of t h e a m plifi e d s e g m e nt of 1 6 S 
r R N A g e n e of t h e b a ct eri al i s ol at e i s s h o w n i n Fi g u r e 5 .  T h e D N A s e q u e n c e w a s 
c o m p ar e d wit h N C BI g e n e b a n k d at a b as e u si n g B L A S T  al g orit h m. T h e r es ult 
s h o w e d a 9 9 % h o m ol o g y of t h e s e ar c h s e q u e n c e wit h B a ci ll us a m yl oli q u ef a ci e n s 
s u b s p. pl a nt ar u m str ai n F Z B 4 2 .  T h e n u cl e oti d e s e q u e n c e w a s d e p osit e d i n 
G e n B a n k u n d er a c c essi o n n u m b er  S U B 1 3 4 0 4 9 7 A F -1 K U 7 3 8 8 6 2.  
 

 
 
Fi g u r e 5   C o n s e n s u s n u cl e oti d e s e q u e n c e of t h e a m plifi e d s e g m e nt of 1 6 S r R N A 
g e n e of t h e a ntif u n g al b a ct eri al i s ol at e.  
 
P u rifi c ati o n a n d i d e ntifi c ati o n of a ntif u n g al m et a b olit e s 
 
T h e C H Cl 3 -C H 3 O H e xtr a ct fr o m t h e c ell-fr e e s u p er n at a nt yi el d e d 2 8 0 m g .  Fl a s h 
c hr o m at o gr a p h y o n t hi s e xtr a ct pr o d u c e d t hr e e fr a cti o n s t h at w ei g h e d 0. 2 0 m g , 
1 9  m g  a n d 2 2 0  m g. W hil e fr a cti o n t hr e e h a d t h e l ar g est yi el d, a n al yti c al H P L C 
r e v e al e d t h at it pri m aril y c o nt ai n e d s u g ars n ot s h o w n) . T h er ef or e o nl y fr a cti o n 2 
w a s p urs u e d f urt h er , w hi c h l e d t o t h e i s ol ati o n of c o m p o u n d s 1-5 .  T h es e 
c o m p o u n d s  w er e  t e nt ati v el y i d e ntifi e d usi n g hi g h r es ol uti o n  a n d t a n d e m  m ass 
s p e ctr o m etr y ( T a bl e 2). T h e str u ct ur es of t h e c o m p o u n d s w er e t h e n c o nfir m e d 
u si n g 1 H N M R  (Fi g u r e s S 1  { S u p pl e m e nt 1 }  t hr o u g h S 5  { S u p pl e m e nt 5 } ). All of 
t h e i s ol at e d c o m p o u n d s w er e s m all c y cli c p e pti d es ( Fi g u r e 6 ); t h e 
c h ar a ct eri z ati o n d at a f or e a c h c o m p o u n d w er e i n g o o d a gr e e m e nt wit h t h e 
lit er at ur e (C h e n et al., 2 0 0 9;  N a k a m u r a  et al., 2 0 0 6; St a r k  a n d H of m a n n,  
2 0 0 5) . 
 
 
 

T a bl e 2  Hi g h r es ol uti o n m ass s p e ctr o m etr y ( H R M S) a n d M S/ M S d at a of t h e 
i s ol at e d c o m p o u n ds.  
 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _   
  C o m p o u n d       [ M + H]-                           M S/ M S  Fr a g m e nt s  
                _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _    
                M e a s ur e d        C al c ul at e d  
 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _                              
  1           1 9 5. 1 1 2 8          1 9 5. 1 1 2 8           1 9 5, 9 8, 7 0  
 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  
  2           1 9 7. 1 2 8 4           1 9 7. 1 2 8 5           1 9 7, 1 6 9, 1 5 4, 1 4 1, 1 2 4,  1 0 0, 9 8, 7 2, 7 0  
 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  
  3            2 1 1. 1 4 4 0           2 1 1. 1 4 4 1          2 1 1, 1 8 3, 1 5 4, 1 3 8, 1 1 4, 9 8, 8 6, 7 0  
 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  
  4           2 1 1. 1 4 4 0           2 1 1. 1 4 4 1          2 1 1, 1 8 3, 1 5 4, 1 3 8, 1 1 4, 9 8, 8 6, 7 0  
 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  
  5           2 4 5. 1 2 8 4           2 4 5. 1 2 8 5          2 4 5, 2 1 7, 1 7 2, 1 5 4, 1 2 0, 9 8, 7 0  
 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  
 
  

 
 
Fi g u r e 6  Str u ct ur es of t h e fi v e i s ol at e d m et a b olit es of B a cill u s a m yl oli q u ef a ci e ns 
s u b s p e ci es pl a nt ar u m str ai n F Z B 4 2.  
 
 

 
 
Fi g u r e S 1  T h e str u ct ur e of cis -C y cl o( L -Pr o -L -Pr o) ( 1) wit h t h e M S/ M S 
fr a g m e nt ati o n ( H C D = 5 2. 5) a n d 1 H N M R ( C D Cl 3, 4 0 0 M H z).  
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Fi g u r e S 2  T h e str u ct ur e of ci s -C y cl o( L -Pr o -L -V al) ( 2) wit h t h e M S/ M S 
fr a g m e nt ati o n ( H C D = 5 2. 5) a n d 1 H N M R ( C D Cl 3, 4 0 0 M H z).  
 

 
 
Fi g u r e S 3  T h e str u ct ur e of ci s -C y cl o( L -Pr o -L -Il e) ( 3) wit h t h e M S/ M S 
fr a g m e nt ati o n ( H C D = 5 2. 5) a n d 1 H N M R ( C D Cl 3, 4 0 0 M H z).  
 
 

 
 
Fi g u r e S 4  T h e str u ct ur e of ci s -C y cl o( L -Pr o -L -L e u) ( 4) wit h t h e M S/ M S 
fr a g m e nt ati o n ( H C D = 5 2. 5) a n d 1 H N M R ( C D Cl 3, 4 0 0 M H z).  
 

 
 
Fi g u r e S 5  T h e str u ct ur e of ci s -C y cl o( L -Pr o -L -P h e) ( 5) wit h t h e M S/ M S 
fr a g m e nt ati o n ( H C D = 5 2. 5) a n d 1 H N M R ( C D Cl 3, 4 0 0 M H z).  
 
DI S C U S SI O N  
 
Mi cr o or g a ni s ms i n diff er e nt e n vir o n m e nt s ar e i n c o n st a nt c o m p etiti o n wit h e a c h 
ot h er f or n utri e nt s a n d ot h er m at eri als.  As a r es ult,  s o m e b a ct eri a pr o d u c e 
b a ct eri o ci n s t h at i n hi bit or kill ot h er b a ct eri a s p e ci es  w hil e  s o m e pr o d u c e 
f u ngi ci d al o r f u n gi st ati c m et a b olit es.  Si mil arl y, s o m e f u n gi pr o d u c e a nti b a ct eri al 
c h e mi c als.  A c c or di n g t o M e e n a  a n d K a n w a r  ( 2 0 1 5), “ B a cill u s g e n u s i s 
c o n si d er e d a s t h e f a ct ori es f or t h e pr o d u cti o n of bi ol o gi c all y a cti v e m ol e c ul es 
t h at ar e p ot e nti al i n hi bit ors of gr o wt h of p h yt o p at h o g e n s ” .  Thi s  st at e m e nt b y 
M e e n a a n d K a n w a r  i s s u p p ort e d b y t h e c urr e nt st u d y a n d b y t h e st u di es 
c o n d u ct e d b y Z h a o et al. ( 2 0 1 3) , B e ri c et al. ( 2 0 1 2) , C h e n ( 2 0 1 2) , Isl a m et al. 
( 2 0 1 2) a n d N ai r et al. ( 2 0 0 2) . B a ct eri a pr o d u c e a ntif u n g al m et a b olit es t h at 
i n cl u d e diff er e nt t y p es of p e pti d es ( M e e n a a n d K a n w a r, 2 0 1 5 ; D e L u c c a a n d 
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W al s h, 2 0 0 0 ).  I n t h eir st u d y, M u ni m b a zi a n d B ull e r m a n  ( 1 9 9 8) r e p ort e d t h at 
a n i s ol at e of B a cill u s p u mil u s  fr o m a s a m pl e of dri e d fi s h w a s t h e s o ur c e of a n 
a ntif u n g al a g e nt. T w o diff er e nt st u di es  s h o w e d t h at  B a cill us a m yl oli q u ef a ci e ns  
G AI ( A r g u ell e s-A ri a s et al., 2 0 0 9)  a n d B a cill u s a m yl oli q u ef a ci e n s  LJ 0 2 ( Li et 
al., 2 0 1 5)  pr o d u c e d  s e c o n d ar y m et a b olit es f or t h e bi o c o ntr ol of pl a nt p at h o g e n 
a n d f or c u c ur bit s p o w d er y mil d e w, r es p e cti v el y.  T h e a ntif u n g al a cti vit y of B. 
a m yl oli q u ef a ci e n s  G AI w a s d u e t o c y cli c li p o p e pti d es s urf a cti n, it uri n A a n d 
f e n g y ci n. T h e a ntif u n g al a g e nt pr o d u c e d b y t h e b a ct eri al i s ol at e, B a ci ll us 
a m yl oli q u ef a ci e n s  s u b s p. pl a nt ar u m str ai n F Z B 4 2, i n t h e c urr e nt st u d y i s si mil ar 
t o t h at pr o d u c e d b y B. p u mil u s  (M u ni m b a zi a n d B ull e r m a n , 1 9 9 8) i n t h eir 
i n hi bit or y eff e ct o n fil a m e nt o u s f u n gi a n d n ot y e a st s , r esi st a n c e t o h e at tr e at m e nt 
a n d r esi st a n c e t o d e n at ur ati o n b y h y dr ol yti c e n z y m es.   H o w e v er, u nli k e t h e 
c urr e nt st u d y w h er e t h e b a ct eri al a ntif u n g al a g e nt w a s i s ol at e d a n d i d e ntifi e d, 
M u ni m b a zi a n d B ull e r m a n  di d n ot i d e ntif y t h e a ntif u n g al a g e nt .  I n t hi s stu d y, 
fi v e c y cli c  di p e pti d es w er e i s ol at e d fr o m c ell -fr e e, c ult ur e s u p er n at a nt of B a cill us 
a m yl oli q u ef a ci e n s  s u b s p. pl a nt ar u m str ai n F Z B 4 2 . Th e fi v e p e pti d es w er e  
i d e ntifi e d a s: ci s -C y cl o( L -Pr o -L -Pr o)  ( 1), ci s-C y cl o( L -Pr o -L -V al)  ( 2), ci s -
C y cl o( L -Pr o -L -Il e) ( 3), ci s -C y cl o( L -Pr o -L -L e u)  ( 4) a n d ci s -C y cl o( L -Pr o -L -P h e)  
( 5). T hi s r e p ort t h at c y cli c p e pti d e i s r es p o n si bl e f or a ntif u n g al a cti vit y t h e 
b a ct eri a l i s ol at e i s s u p p ort e d b y M a g n uss o n et al. ( 2 0 0 3) ; t h e gr o u p r e p ort e d t h at 
t h e a ntif u n g al a cti vit y of L a ct o b a cill u s c or y nif o r mi s  str ai n S i 3 c o ul d b e d u e t o 
C y cl o( p h e -Pr o) a n d C y cl o( P h e -4 -O H -Pr o) t h at w er e i d e ntifi e d fr o m b a ct eri al 
c ult ur e s u p er n at a nt . W hil e o n e  of t h es e fi v e p e pti d es , ci s -C y cl o( L -Pr o -L -V al)  ( 2) 
i n t h e c urr e nt st u d y w a s pr e vi o u sl y r e p ort e d t o h a v e  a n a ntif u n g al eff e ct, t h e r ol e s 
of t h e ot h er f o u r m et a b olit es ar e n ot e x a ctl y k n o w n .  P urifi e d a ntif u n g al p e pti d es 
c o ul d b e a b ett er alt er n ati v e t o t h e us e of w h ol e b a ct eri al c ells a s i n hi bit ors of 
f u n g al p h yt o p at h o g e n s. Th e bi ol o gi c al a cti v e, a ntif u n g al p e pti d e c o ul d als o fi n d 
u s es i n t h e f o o d i n d u stri es a s pr es er v ati v es, i n c ell c ult ur e a n d  i n tr e ati n g h u m a n 
d er m at o p h yt es .   
 
C O N C L U SI O N  
 
It c a n b e c o n cl u d e d t h at t hi s st u d y s u p p ort s pr e vi o u s fi n di n gs t h at m e m b ers of t h e 
g e n u s B a cill u s  pr o d u c e a ntif u n g al a g e nt s. T h e  b a ct eri al i s ol at e t h at w a s i d e ntifi e d 
a s B a cill u s a m yl oli q u ef a ci e n s s u b s p e ci es pl a nt ar u m  str ai n F Z B 4 2 pr o d u c es fi v e 
p e pti d e m et a b olit es; at l e a st o n e of t h es e p e pti d e m et a b olit es  ( ci s-C y cl o( L -Pr o -L -
V al)  i s a k n o w n a n d u ni q u e a ntif u n g al a g e nt t h at i s r esi st a nt t o hi g h t e m p er at ur e 
a n d h y dr ol yti c e n z y m es. F ut ur e w or k i s t o s y nt h esi z e: ci s -C y cl o( L -Pr o -L -Pr o) 
( 1), ci s-C y cl o( L -Pr o -L -Il e) ( 3), ci s-C y cl o( L -Pr o -L -L e u) ( 4) a n d ci s -C y cl o( L -Pr o -
L -P h e) ( 5) a n d st u d y t h eir effi c a c y a g ai n st f u n gi a n d b a ct eri a.   
 
A c k n o wl e d g e m e nt s:  T h e a ut h ors ar e gr at ef ul t o Dr. I n d u S h ar m a of H a m pt o n 
U ni v ersit y f or h er a ssi st a n c e  wit h n u cl e oti d e s e q u e n c e a n al ysi s a n d G e n B a n k 
s u b mi ssi o n . W e als o t h a n k T yl er Gr af at t h e U ni v ersit y of N o rt h C ar oli n a, 
Gr e e n s b or o f or a ssi st a n c e i n t h e c hr o m at o gr a p hi c t e c h ni q u es a n d  Dr. G uij u n 
W a n g at Ol d D o mi ni o n U ni v ersit y  D e p art m e nt of C h e mi str y a n d Bi o c h e mi str y, 
f or h er i n p ut a n d a d vi s e t h at m a d e t his w or k a r e alit y.   
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A d d r ess ( e s):  
1 D e p art m e nt of Bi o m e di c al S ci e n c es, S c h o ol of Bi os ci e n c es a n d T e c h n ol o g y, VI T U ni v ers it y, V ell or e, T a mil N a d u, I n di a. 
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3 D e p art m e nt of Mi cr o bi ol o g y, B h ar at hi d a s a n U ni v ersit y, Tir u c hir a p p alli, T a mil N a d u, I n di a . 
 
 
* C orr es p o n di n g a ut h or:  dr p nr a m es h @ g m ail. c o m   

 
A B S T R A C T  

 
K e y w o r ds:  A m yl ol yti c, m ut a g e n esi s, m et all o e n z y m es, m et al i o n s, z y m o gr a m  

 
 
I N T R O D U C T I O N 
 
A m yl a s es ar e e xtr a c ell ul ar e n z y m es w hi c h h y dr ol y z e  t h e al p h a  1, 4 g l y c osi di c 
li n k a g es of st ar c h i nt o s u g ars. B a s e d o n t h e cl e a v a g e sit e, a m yl a s e w a s  cl a ssifi e d 
i nt o t hr e e t y p es n a m el y α- a m yl a s e, β - a m y l a s e a n d γ- a m yl a s e. A m o n g t h e m , α - 
a m yl a s e i s o n e of t h e si g nifi c a nt i n d ustri al e n z y m es w hi c h ar e wi d el y utili z e d f or 
t h e p ur p os e of br e wi n g, b a ki n g, t e xtil e a n d d et er g e nt ( G u pt a et al ., 2 0 0 3) . T h e 
bi ol o gi c all y a cti v e e n z y m e s ar e i m m e n s el y pr es e nt i n n at ur al r es o ur c es s u c h a s 
pl a nt s, a ni m als a n d mi cr o or g a ni s ms  ( M a g e s w a ri et al ., 2 0 1 2)  of w hi c h mi cr o bi al 
s o ur c e pl a ys a vit al r ol e si n c e it c a n b e pr o d u c e d i n h u g e q u a ntit y m e eti n g t h e 
d e m a n d s of t h e m ar k et ( P a n d e y et al ., 2 0 0 0) . B a cill u s t e q uil e n si s  i s a Gr a m-
p ositi v e , m otil e r o d s, pr o d u c es c e ntr al e n d os p or e i n u n s w oll e n  s p or a n gi a a n d it s 
p at h o g e ni cit y  w a s u n d et er mi n e d ( G ats o n et al ., 2 0 0 6) . S e v er al st u di es o n 
ultr a vi ol et ( U V) li g ht h a v e b e e n r e p ort e d t o b e m ut a g e ni c i n a v ari et y of 
or g a ni s m s . T h e i m p a ct of U V r a di ati o n s o n al p h a a m yl a s e pr o d u ci n g a bilit y of 
B a cill u s  s p e ci es w er e  st u di e d e arli er a n d att e m pt s h a v e b e e n m a d e f or t h e 
o v er pr o d u cti o n of mi cr o bi al e n z y m e b y i n d u c e d m ut a g e n esi s  ( D e mi r k a n, 2 0 1 1) . 
T h e i n cr e a s e i n a m yl a s e a cti vit y aft er e x p osi n g t o U V li g ht m a y b e d u e t o t h e 
c h a n g e s i n t h e pr o m ot er z o n e of a g e n e e n c o di n g f or t hi s  e n z y m e a n d als o  t h e 
tr a n s cri pti o n of m R N A c orr es p o n di n g t o t h e e n z y m e mi g ht h a v e d er e g ul at e d ( D e 
Ni c ol a s -S a nti a g o et al ., 2 0 0 6 ). T h e i m p a ct of ultr avi ol et r a di ati o n s o n B a cill us 
t e q uil e n si s pr o d u ci n g α -a m yl a s e w a s st u di e d f or t h e first ti m e a n d t h e c o m p ari s o n 
of m ut a nt a n d wil d ( p ar e nt al) str ai n f or i n cr e a s e d α -a m yl a s e a cti vit y w a s 
p erf or m e d.  
 
M A T E RI A L S A N D M E T H O D S  
 
S a m pl e c oll e cti o n  
 
S a m pl es w er e c oll e ct e d fr o m t h e c o a st al e n vir o n m e nt i n P u d u k k ott ai di stri ct, 
( 1 0 ° 1’ 1 2 ” N ort h, 7 9 ° 1 3’ 3 5 ” E a st) T a mil N a d u, I n di a. U n d er st eril e c o n diti o n s , 

m u d s a m pl es w er e c oll e ct e d a n d  t h e s a m pl es w er e tr a n sf err e d t o th e l a b or at or y 
a n d st or e d at -2 0 ° C u ntil f urt h er pr o c essi n g. T h e s a m pl es w er e c oll e ct e d fr o m 
t hr e e diff er e nt s p ot s; [I] fr o m t h e t o p l a y er ( P D U-1), [II] fro m 1 0 c m d e pt h s 
( P D U-2) a n d [III] n e ar t h e tr e es ( P D U -3) . 
 
Is ol ati o n, s c r e e ni n g a n d i d e ntifi c ati o n of α -a m yl a s e p r o d u c e r  
 
C oll e ct e d s a m pl es w er e u s e d f or t h e i s ol ati o n of a m yl a s e pr o d u ci n g b a ct eri a. 
S a m pl es w er e pr o c ess e d b y t a ki n g o n e gr a m of m u d s a m pl e s u s p e n d e d i n 9. 0 m L 
of st eril e w at er a n d a git at e d f or a mi n. 0. 1 m L of t h e s u s p e n d e d s a m pl e w a s 
s pr e a d  pl at e d  o n t o n utri e nt st ar c h a g ar ( 2. 0 % st ar c h, 0. 7 5 % p e pt o n e, 0. 5 % b e ef 
e xtr a ct, 0. 5 % N a Cl , 1. 8 % a g ar) a n d i n c u b at e d at 3 7° C f or 2 4 h o urs. T o i d e ntif y 
t h e a m yl ol yti c b a ct eri a, pl at es w er e o v erl ai d wit h i o di n e r e a g e nt ( 0. 0 1 M I 2 -KI).  
B a s e d o n t h e st ar c h h y dr ol ysi s  pr o p erti es, i s ol at es w er e i d e ntifi e d b y t h e cl e ar 
z o n e f or m e d ar o u n d t h e i s ol at es. All t h e i s ol at es t h at pr o d u c e d a cl e ar z o n e of 
h y dr ol ysi s ( A m y +  a n d A m y -) w er e f urt h er s el e ct e d a n d s cr e e n e d f or a m yl a s e 
pr o d u cti o n. S el e ct e d p ositi v e i s ol at es ( A m y +) w er e s u b -c ult ur e d t w i c e f or p urit y 
a n d pr e -c ult ur es w er e m ai nt ai n e d i n n utri e nt a g ar sl a nt s ( -2 0 ° C). Si n gl e s el e ct e d 
i s ol at e B- P D U 2/ 2 w a s f urt h er i d e ntifi e d b y 1 6 S r R N A s e q u e n ci n g. D N A w a s 
i s ol at e d u si n g Hi-m e di a b a ct eri al D N A mi ni -pr e p kit as p er m a n uf a ct ur er ’s 
pr ot o c ol a n d a m plifi e d u si n g u ni v ers al 1 6 S r R N A pri m ers; 2 7 F: 5’ -
A G A G T T T G A T C  M T G G C T C A G - 3’  a n d  1 4 9 2 R:  5’ -
C G G T T A C C T T G T T A C G A C T T - 3’  ( P r a s a nt h et al ., 2 0 1 6) . S p e ci es l e v el 
i d e ntifi c ati o n w a s d o n e at w w w. n c bi. nl m. ni h. g o v/ B L A S T/ a n d B L A S T 
n u cl e oti d e s e q u e n c e si mil arit y wit h 9 8 % or  a b o v e w a s d e e m e d a s s uffi ci e nt f or 
s p e ci es i d e ntifi c ati o n.  
 
I n o c ul u m a n d c r u d e e n z y m e p r e p a r ati o n  
 
I n o c ul u m pr e p ar ati o n w a s d o n e b y i n o c ul ati n g o v er ni g ht gr o w n c ul t ur e fr o m 
st ar c h a g ar pl at es i n t o 5 0 m L of st ar c h br ot h a n d i n c u b at e d at 3 7° C f or 2 4 h o urs. 

T h e a m yl ol yti c e n z y m e pl a ys a v er y i m p ort a nt r ol e i n i n d u stri al a p pli c ati o ns. T hi s st u d y ai m e d t o s cr e e n a m yl a s e pr o d u ci n g B a cill u s  s p. 

a n d t o pr o m ot e it s a m yl ol yti c a cti vit y b y m ut a g e n esi s. S a m pl es w er e c oll e ct e d fr o m c o a st al m u d s a m pl es a n d st ar c h h y dr ol y z i n g 

i s ol at es w er e s cr e e n e d. A si n gl e i s ol at e h a vi n g t h e hi g h est e n z y m e a cti vit y w a s i d e ntifi e d a s  B a cill u s t e q uil e n si s  b y 1 6 S r R N A a n al ysi s . 

A s t ar c h m e di u m w a s o pti mi z e d a n d f er m e nt ati o n p eri o d st u di es r e v e al e d t h at t h e m ut a n t str ai n ( aft er 6 0 s e c of U V e x p os ur e) h a d 

hi g h er a cti vit y ( 8 6 8 U/ m L/ mi n) t h a n t h e p ar e nt al str ai n ( 4 1 8 U/ m L/ mi n) aft er 3 6 h o urs of i n c u b ati o n at 3 7 ° C, p H 7. 0. It w a s als o f o u n d 

t h at a m yl a s e fr o m i ntr a c ell ul ar m ut a nt str ai n h a d m a xi m u m a cti vit y; o n t h e ot her si d e p ar e nt al str ai n h a d m a xi m u m a cti vit y wit h a n 

e xtr a c ell ul ar e n z y m e. O pti mi z e d t e m p er at ur e, p H a n d s alt c o n c e ntr ati o n r e v e al e d t h at t h e i ntr a c ell ul ar a m yl a s e fr o m m ut a nt str ai n h a d 

t h e m a xi m u m a cti vit y of 9 7 8 U/ m L/ mi n, 9 8 5 U/ m L/ mi n, 9 6 0 U/ m L/ mi n r es pe cti v el y. V ar yi n g t h e s o ur c e of c ar b o n i n t h e m e di u m h a d a  

si g nifi c a nt i m p a ct o n e n z y m e a cti vit y. M et all o e n z y m es li k e a m yl a s e s w er e r e p ort e d t o h a v e str o n g a cti vit y t o w ar d s m et al i o n s , s o 

a m yl a s e a cti vit y w a s a n al ys e d b y  a d di n g diff er e nt m et al i o n s i n t h e m e di u m a n d f o u n d t h at c al ci u m i o n s str o n gl y pr o m ot e d a m yl a s e 

a cti vit y a n d F e 2 + , Z n2 + , C u2 + , M g2 + i n hi bit e d t h e a cti vit y. S D S-P A G E r es ult s s h o w e d  t h at t h e m ol e c ul ar w ei g ht of i s ol at e d a m yl a s e t o b e 

a p pr o xi m at el y 5 5. 0 k D a.  O ur st u d y s h o w e d t h e c a p a bilit y of m ut a nt B. t e q uil e n si s  str ai n t o pr o d u c e d o u bl e t h e a m o u nt of i ntr a c ell ul ar 

a m yl a s e t h a n t h e p ar e nt al str ai n.  

A R TI C L E I N F O  

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

R e vi s e d 1 4. 5. 2 0 1 7  

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

P u bli s h e d 1. 6. 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 .6 .1 3 1 4 -1 3 1 8  

http://www.fbp.uniag.sk/
mailto:drpnramesh@gmail.com
http://dx.doi.org/10.15414/jmbfs.2017.6.6.1314-1318


J  Mi c r o bi ol Bi ot e c h F o o d S ci  / M a n o h a r  et al. 2 0 1 7  : 6  (6 ) 1 3 1 4 -1 3 1 8  

 

 

  
1 3 1 5  

 

  

E x p o n e nti al p h a s e w a s a c hi e v e d t h at c o nt ai n e d 3. 0 X 1 0 8 C F U / m L a n d s uit a bl e 
v ol u m e fr o m t hi s s u s p e n si o n w a s u s e d f or t h e t est s. T o pr e p ar e cr u d e e n z y m es, 
i n o c ul at e d o v er ni g ht gr o w n c ult ur es i n st ar c h br ot h w er e  c e ntrif u g e d at 1 0, 0 0 0 
r p m f or 1 5 mi n a n d t h e s u p er n at a nt w a s u s e d a s a cr u d e e n z y m e f or t h e e n z y m e 
a ss a y f or d et e r mi n ati o n of  a cti vit y.  
 
E n z y m e a ss a y  
 
T h e e n z y m e a cti vit y w a s a ss a y e d b y u si n g t h e D N S m et h o d. Bri efl y, a r e a cti o n 
mi xt ur e c o nt ai n e d 0. 5 m L cr u d e e n z y m e s ol uti o n a n d 0. 5 m L s ol u bl e st ar c h ( 1  
g/ 1 0 0  m L - pr e p ar e d u si n g 0. 0 1 M p h os p h at e b uff er) t h at w a s i n c u b at e d f or 5 mi n 
a n d r e d u ci n g s u g ar  w a s m e a s ur e d. T h e r e a cti o n mi xt ur e wit h o ut c r u d e e n z y m e 
s er v e d a s a c o ntr ol  ( Mill e r, 1 9 5 9) . O n e u nit of a m yl a s e a cti vit y i s d efi n e d a s t h e 
a m o u nt of e n z y m e t h at pr o d u c es o n e mi cr o m ol e of r e d u ci n g s u g ar i n o n e mi n ut e 
at a c o n st a nt t e m p er at ur e u si n g s ol u bl e st ar c h a s s u b str at e. L o wr y’s pr ot ei n 
esti m ati o n m et h o d w a s u s e d f or t ot al pr ot ei n c o nt e nt d et er mi n ati o n ( L o w r y et al ., 
1 9 5 1) . 
 
M ut a g e ni c st u di e s  
 
T h e gr o w n o v er ni g ht b a ct eri al c ult ur e w a s c e ntrif u g e d at 1 0, 0 0 0  r p m f or 1 5 mi n 
a n d t h e  b a ct eri al c ells w er e r es u s p e n d e d i n 5 0 millilitr es of p e pt o n e w at er a n d 
f urt h er dil ut e d t o 1 0 6 ti m es a n d dil uti o n s w er e pl at e d, t h at s er v e d a s a c o ntr ol. T e n 
millilitr es fr o m t h e dil ut e d c ult ur e w a s tr a n sf err e d t o a n ot h er st eril e p etri pl at e. 
M ut a g e n esi s b y U V r a ys w a s st u di e d b y e x p osi n g t h e p etri pl at es at diff er e nt 
ti m e i nt er v als ( 3 0 s, 6 0 s, 9 0 s a n d 1 2 0 s) u n d er t h e U V l a m p. Aft er e x p osi n g t o pr e-
d et er mi n e d ti m e i nt er v als, 0. 5 m L of b a ct eri al c ult ur e w a s pl at e d  o n t o a st ar c h 
a g ar pl at e a n d i n c u b at e d at 3 7 ° C f or 2 4 -4 8 hrs a n d f urt h er u s e d f or e n z y m e a ss a y. 
T h e i ntr a c ell ul ar a n d e xtr a c ell ul ar a cti vit y of a m yl a s e w a s st u di e d f or b ot h 
p ar e nt al a n d m ut a nt str ai n s. T o e xtr a ct t h e i ntr a c ell ul ar a m yl a s e, c ells w er e 
s o ni c at e d a n d c e ntrif u g e d t o c oll e ct  t h e i ntr a c ell ul ar cr u d e e n z y m e.   
 
O pti mi z ati o n of p h y si o c h e mi c al a n d n ut riti o n al p a r a m et e r s  
 
P ar a m et ers t h at c a n i nfl u e n c e t h e a m yl a s e pr o d u cti o n w er e o pti mi z e d 
i n d e p e n de ntl y a n d i n di vi d u all y. S o, o pti mi z ati o n c o n diti o n s w er e u s e d 
s u b s e q u e ntl y f or all t h e e x p eri m e nt s b ot h f or t h e p ar e nt al a n d m ut a nt str ai n. F or 
t e m p er at ur e o pti mi z ati o n, t h e b a s al m e di u m w a s i n o c ul at e d a n d i n c u b at e d at 3 5, 
4 0, 4 5, 5 0, 5 5 ° C u n d er st a n d ar d a ss a y c o n diti o n s a n d f or e v er y 1 2 h o urs s a m pl es 
w er e wit h dr a w n t o st u d y t h e eff e ct of t h e i n c u b ati o n p eri o d. F or p H o pti mi z ati o n, 
t h e c ult ur e m e di u m w a s pr e p ar e d wit h v ari a bl e p H 5. 0 t o 9. 0 a n d a ss a y e d f or 
st a n d ar d a ss a y c o n diti o n s. T h e gr o wt h m e di u m w a s s u p pl e m e nt e d wit h v ar yi n g 
c o n c e ntr ati o n s of st ar c h ( 1 % t o 4 %) a n d als o wit h diff er e nt c ar b o n s o ur c es 
i n cl u di n g m alt os e, s u cr os e, l a ct os e, gl u c os e a n d fr u ct os e f or e n z y m e pr o d u cti o n. 
T o a n al ys e t h e eff e ct of s alt c o n c e ntr ati o n o n e n z y m e pr o d u cti o n v ar yi n g 
c o n c e ntr ati o n s of s o di u m c hl ori d e ( 1 % t o 6 %) w a s u s e d i n t h e gr o wt h m e di u m.  
 
Eff e ct of m et al i o ns o n e n z y m e a cti vit y  
 
M et al i o n s h a v e a str o n g i nfl u e n c e o n e n z y m e pr o d u cti o n a n d a cti vit y. T o 
i n v esti g at e t h e r ol e of m et al i o n s t o w ar d s a m yl a s e a cti vit y v ari o u s m et al i o n s, 
F e S O 4 , K Cl, C u S O4 , Z n S O4 , C a Cl2 , M g S O4  w er e u s e d at 2 5  m M c o n c e ntr ati o n. 
Diff er e nt m et al i o n s w er e a d d e d t o t h e m e di u m a n d e n z y m e a cti vit y w a s a ss a y e d 
i n st a n d ar d a ss a y c o n diti o n s  (D e mi r k a n , 2 0 1 1 ). 
 
S D S -P A G E a n d z y m o g r a m a n al y si s  
 
T h e m ol e c ul ar w ei g ht of t h e e n z y m e w a s esti m at e d b y s o di u m d o d e c yl s ul p h at e 
p ol y a cr yl a mi d e g el el e ctr o p h or esi s. T h e pr e p ar e d e n z y m e fr o m b ot h p ar e nt al a n d 
m ut a nt str ai n w a s l o a d e d al o n g wit h pr ot ei n m ar k er i n 1 2 % g el a n d p urit y of t h e 
pr ot ei n w a s c o nfir m e d ( L a em mli , 1 9 7 0) . A p pr o xi m at e m ol e c ul ar w ei g ht w a s 
d et er mi n e d aft er st ai ni n g wit h C B B a n d d e -st ai ni n g. Z y m o gr a m w a s d o n e wit h 
n ati v e -P A G E b y i n c u b ati n g i n 1 % st ar c h f or 1 h o ur a n d st ai ni n g wit h i o di n e 
s ol uti o n. 
 
Ki n eti c p r o p e rti e s of α -a m yl a s e a n d st ati sti c al a n al y si s  
 
T o a ss ess t h e ki n eti c pr o p er ti es, h y dr ol ysi s b y D N S  m et h o d wit h diff er e nt 
c o n c e ntr ati o n s of st ar c h w a s u s e d. K m a n d V m a x w er e  c al c ul at e d u si n g t h e 
Mi c h a eli s -M e nt e n e q u ati o n. All t h e e x p eri m e nt s w er e p erf or m e d  i n tri pl et s a n d 
t h e r es ulti n g v al u es w er e pr es e nt e d a s t h e m e a n of t hr e e i n d e p e n d e nt 
o b s er v ati o n s. Gr a p h P a d Pri s m 5. 0 s oft w ar e w a s u s e d f or c al c ul ati n g m e a n -
st a n d ar d d e vi ati o n f or e a c h e x p eri m e nt al r es ult.  
 
R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  
 
Is ol ati o n, s c r e e ni n g a n d i d e ntifi c ati o n of a m yl a s e p r o d u ci n g b a ct e ri al 
c ult u r e s  
 

B a ct eri al i s ol at es pr o d u ci n g cl e ar a m yl ol yti c z o n es w er e i niti all y i d e ntifi e d b y 
st ai ni n g t h e pl at es wit h i o di n e s ol uti o n. 1 6 i s ol at es w er e f o u n d t o pr o d u c e cl e ar 
z o n es i n t h e st ar c h -i o di n e pl at e o ut of w hi c h si x i s ol at es pr o d u c e d > 1. 7 c m z o n es 
t h at ar e c o n si d er e d a s si g nifi c a nt. S el e ct e d i s ol at es w er e r e a ss ess e d f or t h e z o n e 
of cl e ar a n c e b y a w ell -diff u si o n m et h o d. Is ol at es t h at s h o w e d t h e c o n st a nt z o n e 
of cl e ar a n c e wit hi n 5 -6 h o urs of i n c u b ati o n at  3 7 ° C w a s s el e ct e d f or f urt h er 
a n al ysi s. Is ol at e B -P D U 2/ 2 w a s s el e ct e d a n d f o u n d t o b e Gr a m-p ositi v e, m otil e 
a n d f a c ult ati v e a er o b e. It w a s f o u n d t o gr o w at p H 6. 0, 7. 0, 8. 0 a n d s alt 
c o n c e ntr ati o n s u p t o 7 %. A n al ysi s of 1 6 S r R N A s e q u e n c e r e v e al e d it s 9 8 % 
h o m ol o g y wit h B a cill u s t e q uil e n si s ( K T 7 6 0 4 0 2). 1 6 S r R N A i s a p o w erf ul 
m ol e c ul ar m ar k er f or s p e ci es -s p e cifi c i d e ntifi c ati o n at t h e mi cr os c o pi c  l e v el w a s 
pr o vi d e d e arli er ( Ti w a ri et al ., 2 0 1 4) . 
 
M e di u m s el e cti o n a n d m ut a g e ni c e x p e ri m e nts  
 
Gr o wt h c ur v e e x p eri m e nt s r e v e al e d t h at B -P D U 2/ 2 h a d a st e a d y st ati o n ar y p h a s e 
aft er 3 0 h o urs i n st ar c h br ot h w hil e ot h er n utri e nt br ot hs h a d 2 4 h o urs. 
E xtr a c ell ul ar a m yl a s e a cti vit y w a s f o u n d t o h a v e m a xi m u m a cti vit y/ pr o d u cti vit y 
at 3 6 h o urs i n st ar c h br ot h ( Fi g. 2). M ut a g e ni c st u di es wit h U V e x p os ur e at 
diff er e nt ti m e i nt er v als r e v e al e d t h at aft er 6 0 s e c s of U V e x p os ur e m a xi m u m 
a m yl a s e a cti vit y w a s a c hi e v e d i n t h e i ntr a c ell ul ar e n z y m e ( Fi g. 1). I nt er esti n gl y, 
t h e p ar e nt al str ai n h a d a m a xi m u m a cti vit y  of 4 1 8 U/ m L/ mi n  wit h e xtr a c ell ul ar 
e n z y m e w h er e a s  i ntr a c ell ul ar e n z y m e fr o m m ut a nt str ai n h a d a m a xi m u m a cti vit y  
of 8 6 8 U/ m L/ mi n . H e n c e, t h e st ar c h br ot h wit h t h e e xtr a c ell ul ar e n z y m e fr o m 
p ar e nt al str ai n a n d i ntr a c ell ul ar e n z y m e fr o m a m ut a nt str ai n ( 6 0 s e c s of U V 
e x p os ur e) w a s f urt h er t a k e n f or o pti mi z ati o n. Si mil arl y , hi g h er a cti vit y w a s 
o b s er v e d i n t h e m ut a nt str ai n t h a n i n it s p ar e nt al str ai n i n B. s u btili s  ( Z h a o a n d 
Qi r o n g , 1 9 9 4;  All a n et al ., 1 9 9 7) . I n s o m e c a s es, U V m ut a g e n esi s als o i n hi bit e d 
t h e a cti vit y of p ar e nt al str ai n t h at s h o w e d l o w er a cti vit y t h a n p ar e nt al str ai n i n 
c o ntr a st c h e mi c al m ut a g e n esi s h a d hi g h er a cti vit y  ( H a q et al ., 1 9 9 7) .  

 
Fi g u r e 1  C o m p ari s o n of a m yl a s e pr o d u c e d b y p ar e nt al a n d wil d t y p e str ai n s of 
B a cill u s t e q uil e n si s  i n st ar c h m e di u m at 4 5 ° C, p H 7 . 1 -p ar e nt al e xtr a c ell ul ar, 2 -
p ar e nt al i ntr a c ell ul ar, 3 -aft er 3 0 s of U V e x p os ur e i ntr a c ell ul ar, 4 -aft er 3 0 s of U V 
e x p os ur e e xtr a c ell ul ar , 5-aft er 6 0 s of U V e x p os ur e i ntr a c ell ul ar, 6 -aft er 6 0 s of 
U V e x p os ur e e xtr a c ell ul ar, 7 -aft er 9 0s of U V e x p os ur e i ntr a c ell ul ar, 8 -aft er 9 0s 
of U V e x p os ur e e xtr a c ell ul ar, 9 -aft er 1 2 0 s of U V e x p os ur e i ntr a c ell ul ar, 1 0 -aft er 
1 2 0 s of U V e x p os ur e e xtr a c ell ul ar.  

 
Fi g u r e 2  T ot al pr ot ei n c o nt e nt of B a cill u s t e q uil e n si s  c o m p ar e d wit h pr o d u cti o n 
of a m yl a s e i n m ut a nt ( 6 0 s e c U V e x p os ur e, i ntr a c ell ul ar) a n d p ar e nt al str ai n 
( e xtr a c ell ul ar). F er m e nt ati o n p eri o d a n al ysi s w a s m a d e i n st ar c h m e di u m at 4 5 ° C, 
p H 7. 0.  
   
Eff e ct of diff e r e nt t e m p e r at u r e  
 
E v al u ati o n of a m yl a s e a cti vit y a t diff er e nt t e m p er at ur es ( 3 5-6 5 ° C) s h o w e d t h at 
b ot h p ar e nt al e xtr a c ell ul ar a n d m ut a nt i ntr a c ell ul ar e n z y m e h a d  a  m a xi m u m 
a cti vit y of 5 2 2 a n d 9 7 8 U/ m L/ mi n at 4 5 ° C r es p e cti v el y. It als o s h o w e d t h at 
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i n cr e a s e i n t e m p er at ur e gr a d u all y d e cr e a s es t h e a cti vit y of a m yl a s e ( Fi g. 3,4). T h e 
te m p er at ur e w a s als o f o u n d t o h a v e a pr of o u n d eff e ct o n B a cill u s  s p. i n a m yl a s e 
pr o d u cti o n ( R a ul et al ., 2 0 1 4) . A n i n c u b ati o n t e m p er at ur e of 3 7 ° C w a s o pti m u m 
f or m ost B a cill u s  sp . t o pr o d u c e m a xi m u m a cti vit y of a m yl a s e t h o u g h s o m e 
t h er m ost a bl e a m yl a s e c a n s u st ai n t e m p er at ur es u p t o 4 5 –  9 0 ° C  (S o d hi et al ., 
2 0 0 5;  As g h e r et al ., 2 0 0 7) .  

 
Fi g u r e 3  Eff e ct of diff er e nt t e m p er at ur e o n e n z y m e a cti vit y a n d e n z y m e st a bilit y 
of p ar e nt al str ai n ( e xtr a c ell ul ar). E a c h i n di vi d u al p oi nt i s t h e r e pr es e nt ati o n of 
m e a n wit h st a n d ar d d e vi ati o n f or e a c h e x p eri m e nt al r es ult d o n e i n tri pli c at es.  

 
Fi g u r e 4  Eff e ct of diff er e nt t e m p er at ur e o n e n z y m e a cti vit y a n d e n z y m e st a bilit y 
of m ut a nt str ai n ( 6 0 s e c of U V e x p os ur e, i ntr a c ell ul ar). E a c h i n di vi d u al p oi nt is 
t h e r e pr es e nt ati o n of m e a n wit h st a n d ar d d e vi ati o n f or e a c h e x p eri m e nt al r es ult 
d o n e i n tri pli c at es. M ut a nt str a i n w a s f o u n d t o h a v e m or e e n z y m e a cti vit y as w ell 
a s pr o d u cti o n r at e c o m p ari n g wit h p ar e nt al str ai n.  
 
Eff e ct of diff e r e nt p H  
 
O pti mi z ati o n wit h diff er e nt p H ( 5. 0 –  9. 0) r e v e al e d t h at b ot h e xtr a c ell ul ar a n d 
i ntr a c ell ul ar a m yl a s e w er e  n ot st a bl e at str o n g er a ci di c a s w ell a s al k ali n e 
c o n diti o n s. Als o , p H of t h e m e di u m h a d a str o n g i nfl u e n c e o n e n z y m e a cti vit y 
( Fi g. 5, 6). At n e utr al p H 7. 0 e xtr a c ell ul ar a m yl a s e of p ar e nt al str ai n h a d a n 
a cti vit y of 5 3 8 U/ m L/ mi n a n d i ntr a c ell ul ar a m yl a s e fr o m t h e m ut a nt  str ai n ( 9 8 5 
U/ m L/ mi n) h a d m a xi m u m a cti viti es. B a cill u s  sp . u s e d f or i n d ustri al a m yl a s e 
pr o d u cti o n w a s f o u n d t o h a v e o pti m u m p H of 6. 0 t o 7. 0 (H a q et al ., 2 0 1 0). 
V ari ati o n i n p H als o i n di c at es t h e i niti ati o n a n d e n d of e n z y m e s y nt h esi s  
( F ri e d ri c h et al ., 1 9 8 9) . T h e i n c u b ati o n p eri o d of 3 6 h o urs w a s f o u n d t o h a v e 
m a xi m u m e n z y m e a cti vit y (fi g. 2) a n d i n cr e a s e i n i n c u b ati o n ti m e d e cr e a s es t h e 
e n z y m e a cti vit y t h at m a y b e d u e t o a n i nt er a cti o n of s y nt h esi z e d  e n z y m e wit h 
ot h er c o m p o n e nt s i n t h e m e di u m ( R a m e s h a nd L o ns a n e , 1 9 8 7) .  

 
Fi g u r e 5  Eff e ct of diff er e nt p H o n e n z y m e a cti vit y a n d e n z y m e st a bilit y of 
p ar e nt al str ai n ( e xtr a c ell ul ar). E a c h i n di vi d u al p oi nt i s t h e r e pr es e nt ati o n of m e a n 
wit h st a n d ar d d e vi ati o n f or e a c h e x p eri m e nt al r es ult d o n e i n tri pli c at es.  

 
Fi g u r e 6  Eff e ct of diff er e nt p H o n e n z y m e a cti vit y a n d e n z y m e st a bilit y of 
m ut a nt str ai n ( 6 0 s e c of U V e x p os ur e, i ntr a c ell ul ar). E a c h i n di vi d u al p oi nt i s t h e 
r e pr es e nt ati o n of m e a n wit h st a n d ar d d e vi ati o n f or e a c h e x p eri m e nt al r es ult d o n e 
i n tri pli c at es. M ut a nt str ai n w a s f o u n d t o h a v e m or e e n z y m e a cti vit y a s w ell a s 
pr o d u cti o n r at e c o m p ar e d t o p ar e nt al str ai n.  
 
Eff e ct of s alt c o n c e nt r ati o n o n e n z y m e p r o d u cti o n  
 
E n z y m e a cti vit y w a s f o u n d t o b e d e cr e a si n g a s s alt c o n c e ntr ati o n ( N a Cl) 
i n cr e a s es fr o m 1 %. T h ou g h b a ct eri al gr o wt h w a s o b s er v e d at hi g h er s alt 
c o n c e ntr ati o n s u p t o 7 % e n z y m e a cti vit y w a s i n hi bit e d wit h a n i n cr e a s e i n s alt 
c o n c e ntr ati o n ( Fi g. 7). A c c or di n gl y, t h e p ar e nt al str ai n h a d m a xi m u m a cti vit y at 
1 % ( 5 1 0 U/ m L/ mi n) a s s a m e a s t h e m ut a nt str ai n ( 9 6 0 U/ m L/ mi n).  

 
Fi g u r e 7  Eff e ct of diff er e nt s alt c o n c e ntr ati o n ( N a Cl) o n e n z y m e a cti vit y of 
p ar e nt al str ai n ( e xtr a c ell ul ar) a n d m ut a nt str ai n ( 6 0 s e c of U V e x p os ur e,  
i ntr a c ell ul ar). E a c h i n di vi d u al p oi nt is t h e r e pr es e nt ati o n of m e a n wit h st a n d ar d 
d e vi ati o n f or e a c h e x p eri m e nt al r es ult d o n e i n tri pli c at es.  
 
Eff e ct of diff e r e nt c a r b o n s o u r c e s  
 
T h e s t ar c h br ot h w a s f o u n d t o gi v e m a xi m u m e n z y m e a cti vit y/ pr o d u cti o n. A n y 
in cr e a s e or d e cr e a s e i n st ar c h c o n c e ntr ati o n ( 1 % t o 4 %) h a d a l ess er eff e ct o n 
e n z y m e a cti vit y o n b ot h p ar e nt al a n d m ut a nt str ai n s ( 5 1 0 U/ m L/ mi n a n d 9 6 0 
U/ ml/ mi n) w h er e a s  2 %  st ar c h  h a d m a xi m u m a cti vit y aft er 3 6 h o urs of i n c u b ati o n 
( Fi g. 8). S u p pl e m e nt e d wit h ot h er c ar b o n s o ur c es h a d aff e ct e d t h e e n z y m e a cti vit y 
i n t h at c a s e gl u c os e a n d fr u ct os e g a v e l ess er e n z y m e a cti vit y t h a n m alt os e, 
s u cr os e a n d l a ct os e ( m alt os e >l a ct os e > s u cr os e > gl u c os e >fr u ct os e). S o m e r e p ort s 
f o u n d m alt os e t o b e a g oo d i n d u c er of a m yl a s e a cti vit y (G ot o et al ., 1 9 8 8; 
N a r a n g a n d S at y a n a r a y a n a , 2 0 0 1 ). I n s o m e c a s es, gl u c os e w a s f o u n d t o r e pr ess 
a m yl a s e a cti vit y a n d als o gl u c os e w a s r e p or t e d t o b e a n i n d u c er (N o r m u r o d o v a 
et al ., 2 0 0 7) . V ar yi n g st ar c h c on c e ntr ati o n w a s als o r e p ort e d  i nfl u e n ci n g t h e 
e n z y m e a cti vit y ( Ti w a ri et al ., 2 0 1 4) .      
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Fi g u r e 8  Eff e ct of diff er e nt c ar b o n s o ur c es o n e n z y m e a cti vit y of p ar e nt al str ai n 
( e xtr a c ell ul ar) a n d m ut a nt str ai n ( 6 0 s e c of U V e x p os ur e, i ntr a c ell ul ar). E a c h 
i n di vi d u al b ars ar e t h e r e pr es e nt ati o n of m e a n wit h st a n d ar d d e vi ati o n f or e a c h 
e x p eri m e nt al r es ult d o n e i n tri pli c at es.  
 
Eff e ct of diff e r e nt m et al i o ns  
 
F or t h e st u d y of m et al i o n s , 2 5 m M e a c h of F e S O 4 , K Cl, Z n S O4 , C a Cl2 , C u S O4 , 
M g S O 4 w er e u s e d i n t h e m e di u m at o pti m u m t e m p er at ur e, p H a n d i n c u b ati o n 
p eri o d. O ut of w hi c h c al ci u m i o n s w a s f o u n d t o b e b est f or  a m yl a s e pr o d u cti o n. 
Ot h er i o n s F e 2 + , Z n2 + , C u2 + , M g2 + h a d sli g htl y d e cr e a s e d t h e e n z y m e a cti vit y 
c o m p ar e d t o C a 2 + i o n s ( Fi g. 9). It w a s fo u n d t h at c al ci u m i o n s i n cr e a s e  t h e a cti vit y 
of a m yl a s e c o m p ar e d t o c o ntr ol ( wit h o ut i o n s). T h e c at al yti c a cti vit y of 
a m yl ol yti c e n z y m es c a n b e aff e ct e d b y m o n o - a n d di v al e nt m et al i o n s b ut t his 
m et all o e n z y m e h a s  u p t o si x C a 2 +  at o ms at it s a cti v e sit e s o t h at c a n b e a cti v at e d  
b y c al ci u m i o n s ( As g h e r et al ., 2 0 0 7 ; N o r m u r o d o v a et al ., 2 0 0 7 ).  

 
Fi g u r e 9  Eff e ct of diff er e nt m et al i o n s o n e n z y m e a cti vit y of p ar e nt al str ai n 
( e xtr a c ell ul ar) a n d m ut a nt str ai n ( 6 0 s e c of U V e x p os ur e, i ntr a c ell ul ar). 1- 
P ar e nt al str ai n a n d 2 - M ut a nt str ai n. E a c h i n di vi d u al b ars ar e t h e r e pr es e nt ati o n 
of m e a n wit h st a n d ar d d e vi a ti o n f or e a c h e x p eri m e nt al r es ult d o n e i n tri pli c at es. 
 
St a bilit y of a m yl a s e a n d ki n eti c p r o p e rti e s  
 
St a bilit y of e n z y m e w a s p arti c ul arl y i m p ort a nt f or it s a p pli c ati o n i n i n d u stri es. 
A m yl a s e pr o d u c e d fr o m B. t e q uil e n sis  w a s f o u n d t o b e a cti v e a n d st a bl e at  4 5 ° C 
a n d p H 7. 0 t h at c orr el at es wit h it s hi g h er pr o d u cti o n r at e ( Fi g. 3, 4, 5, 6). Pr ot ei n 
c o nt e nt a n d a m yl a s e a cti vit y w er e  f o u n d t o b e str o n gl y i nfl u e n c e d b y t h e 
t e m p er at ur e a n d p H, alth o u g h t h e t e m p er at ur e w a s c o ntr oll e d b y i n c u b ati on 
c o n diti o n s a n d p H  i n t h e m e di u m. A m yl a s e fr o m B a cill u s  s pp. w a s als o r e p ort e d 
b ei n g  st a bl e at a ci di c as w ell a s al k ali n e  c o n diti o n s ( D e mi r k a n et al ., 2 0 0 5;  
D e mi r k a n , 2 0 1 1) . Mi c h a eli s-M e nt e n ki n eti c p ar a m et ers w er e c al c ul at e d t o b e 
1. 2 7 m g/ m L a n d 1. 9 7 m g/ m L f or K m a n d 1 2 1 U/ m L a n d 1 8 7 U/ m L f or V m a x  
r es p e cti v el y.  
 
S D S -P A G E a n al y si s a n d z y m o g r a p h y  
 
T h e m ol e c ul ar w ei g ht w a s d et er mi n e d  t o b e a p pr o xi m at el y 5 5. 0 k D a ( Fi g. 1 0) a n d 
a si n gl e b a n d i n S D S -P A G E c o nfir m e d t h e p urit y of a m yl a s e pr o d u c e d fr o m B. 
t e q uil e n si s. Al p h a-a m yl a s e fr o m B a cill u s  sp p. w a s f o u n d t o h a v e a m ol e c ul ar 
w ei g ht r a n gi n g fr o m 5 0 -6 0 k D a. A s i mil ar st u d y u si n g B. t e q uil e n si s  r e p ort e d 
m ol e c ul ar w ei g ht t o b e 6 7 k D a f or s y nt h esi z e d  a m yl a s e  ( Ti w a ri et al ., 2 0 1 4) . 
Z y m o gr a m  r es ult s als o i n di c at e d t h e pr es e n c e of a n a m yl ol yti c e n z y m e t h at 
h y dr ol ysi s t h e st ar c h. T h e cl e ar z o n e i n di c at es t h e pr es e n c e of a n e n z y m e  
( pr ot ei n) i n z y m o gr a p h y ( Fi g. 1 1). 

 
Fi g u r e 1 0  S D S -P A G E r es ult s f or a m yl a s e fr o m p ar e nt al a n d m ut a nt str ai n s of 
B a cill u s t e q uil e n si s . M- Pr ot ei n m ar k er, P -e xtr a c ell ul ar a m yl a s e fr o m p ar e nt al 
str ai n, M - i ntr a c ell ul ar a m yl a s e fr o m m ut a nt str ai n. M ol e c ul ar w ei g ht s w er e 
r e pr es e nt e d i n k D a a n d pr o d u c e d a m yl a s e w a s ~ 5 5. 0 k D a.  
 

 
Fi g u r e 1 1  Z y m o gr a m r es ult f or a m yl a s e fr o m B . t e q uil e n si s i n n ati v e P A G E t h at 
h y dr ol ys e d s ol u bl e st ar c h. A cl e ar w hit e r e gi o n ar o u n d t h e bl a c k b a c k gr o u n d 
i n di c at es t h e a m yl ol yti c a cti vit y. L a ne -1; e xtr a c ell ul ar a m yl a s e fr o m p ar e nt al 
str ai n, L a n e -2; i ntr a c ell ul ar a m yl a s e fr o m m ut a nt str ai n.  
 
C o nfli ct  of i nt e r e sts  
 
T h e a ut h ors d e cl ar e t h at t h er e i s n o c o nfli ct of i nt er est s r e g ar di n g t h e p u bli c ati o n 
of t hi s p a p er.  
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I N T R O D U C T I O N 
 
H e alt h -pr o m oti n g b a ct eri a c o m m o nl y r ef err e d t o a s pr o bi oti c s, h a v e b e e n s h o w n 
t o i m pr o v e t h e i nt esti n al mi cr o bi al b al a n c e a n d t h e pr o p erti es of t h e i n di g e n o u s 
mi cr ofl or a ( M attil a-S a n d h ol m et al., 1 9 9 9) . Pr o bi oti c s ar e d efi n e d a s ‘ Li v e 
mi cr o or g a ni s ms w hi c h w h e n a d mi nist er e d i n a d e q u at e a m o u nts c o nf er a h e alt h 
b e n efit o n h ost’ ( F A O/ W H O, 2 0 0 2). T h e t er m pr o bi oti c s r ef ers t o vi a bl e, n o n-
p at h o g e ni c mi cr o or g a ni s ms ( b a ct eri a or y e a st s) t h at, w h e n i n g est e d, ar e  a bl e t o 
r e a c h t h e i nt esti n e i n s uffi ci e nt n u m b ers t o d eli v er h e alt h b e n efit s t o t h e h ost 
( H a w a z, 2 0 1 4). L a cti c a ci d b a ct eri a ( L A B) ar e o n e of t h e gr o u p s of 
mi cr o or g a ni s ms t h at d o mi n at e f er m e nt e d f o o d s a n d ar e p ot e nti al pr o bi oti c 
c a n di d at es ( G u a s c h-J a n e et  al ., 2 0 0 5). L A B s ar e wi d el y u s e d a s i n a v ari et y of 
f o o d pr e p ar ati o n s i n cl u di n g d air y, m e at a n d v e g et a bl es ( Sil v a et al ., 2 0 1 3). T h e 
s p e ci es b el o n gi n g t o t h e gr o u p of L A B li k e L a ct o b a cill u s, L a ct o c o c c u s, 
P e di o c o c c u s, St r e pt o c o c c u s,  et c. a n d g e n u s Bifi d o b a ct e ri u m  ar e t h e m ost 
c o m m o nl y u s e d pr o bi oti c s ( S o c c ol et al ., 2 0 1 1; S a a d et al ., 2 0 1 3). P e di o c o c c us  
ar e gr a m p ositi v e, c o c c u s, b ei n g a bl e t o c ol o ni z e t h e di g esti v e tr a ct a n d c a n 
pr e v e nt c ar di o v a s c ul ar di s e a s es, pr e v e nt h ar mf ul p at h o g e n s fr o m a c c essi n g t h e 
g a str oi nt esti n al m u c os a a n d pr o v o k e i m m u n e r e a cti o n s ( N g h e a n d N g u y e n, 
2 0 1 4).  
Is ol ati o n a n d s cr e e ni n g of l a cti c a ci d b a ct eri a fr o m n at ur all y f er m e nt e d r ar e a n d 
n o v el f o o d pr o d u ct s h a v e al w a ys b e e n t h e m ost p o w erf ul m e a n s f or o bt ai ni n g 
u s ef ul c ult ur es f or s ci e ntifi c a n d c o m m er ci al p ur p os es. T h e pr o p er s el e cti o n a n d 
b al a n c e of l a cti c a ci d b a ct eri a u s e d f or st art er c ult ur e i s criti c al f or t h e 
m a n uf a ct ur e of f er m e nt e d f o o d pr o d u ct s wit h t h eir d esir a bl e t e xt ur e a n d fl a v or 
( S a n d e r s, 2 0 0 0). L A B ar e c o m m o nl y u s e d i n m ost pr o bi oti c s pr e p ar ati o n s d u e t o 
b ei n g t h e d esir a bl e m e m b ers of t h e i nt esti n al mi cr ofl or a a n d t h u s b e n efi ci all y 
a m e n d t h e b al a n c e of i nt esti n al mi cr ofl or a, i n hi bit t h e gr o wt h of h ar mf ul b a ct eri a, 
pr o m ot e g o o d di g esti o n, b o ost i m m u n e f u n cti o n a n d i n cr e a s e r esi st a n c e t o 
i nf e cti o n ( A h n et al. , 2 0 0 2). A p ot e nti al pr o bi oti c b a ct eri u m m u st q u alif y c ert ai n 
s el e cti o n crit eri a s u c h a s a ci d a n d bil e st a bilit y, a nti mi cr o bi al pr o d u cti o n a n d 
a nt a g o ni sti c a cti vit y a n d s h o ul d b e pr ef er a bl y of h u m a n ori gi n.  
C urr e ntl y , tr a diti o n al f er m e nt e d pr o d u ct s ar e r e c ei vi n g n e w att e nti o n f or t h eir 
h e alt h pr o m oti n g a n d di s e a s e pr e v e nti n g/ c uri n g eff e ct s, i. e., pr o bi oti c 
si g nifi c a n c e. T h es e pr o bi oti c str ai n s ar e a ci d t ol er a nt a n d m a y b e a d a pt a bl e t o 
i nt esti n al c o n diti o n s a n d s ur vi v e t h e p a ss a g e t hr o u g h t h e g a str oi nt esti n al tr a ct. 
T hi s o p e n s u p t h e p ossi bilit y t o u s e p ot e nti al pr o bi oti c str ai n s fr o m f er m e nt e d 

f o o d pr o d u ct s ot h er t h a n t h os e of a ni m al ori gi n t h at ar e c o m m o nl y u s e d 
( Li n dst r o m et al ., 2 0 1 2). T h e m ai n o bj e cti v es of t hi s stu d y w er e t o s cr e e n n o v el 
L A B fr o m L a s o d a b ari –  a r ar e a n d tr a diti o n al f er m e nt e d f o o d pr o d u ct of 
Hi m a c h al Pr a d es h f or it s s af et y b y a nti bi oti c s u s c e pti bilit y t est, h e m ol ysi s, 
D N a s e a n d g el ati n a s e e n z y m e pr o d u cti o n a bilit y a n d a ss ess m e nt of pr o bi oti c 
q u alit i es t h at i n cl u d e a ci d-bil e t ol er a n c e, a ut o -a g gr e g ati o n, h y dr o p h o bi cit y a n d 
a nt a g o ni sti c p ot e nti al.  
 
M A T E RI A L A N D M E T H O D S  
 
Is ol ati o n of L a cti c a ci d b a ct e ri a  
 
L A B str ai n w a s i s ol at e d fr o m L a s o d a b ari - a r ar e a n d tr a diti o n al f er m e nt e d f o o d 
pr o d u ct of Hi m a c h al Pr a d es h (s h o w n i n fi g ur e 1) u si n g D e M a n R o g os a a n d 
S h ar p e ( M R S) br ot h ( D e M a n et al ., 1 9 6 0) b y s eri al dil uti o n s m et h o d a n d 
i n c u b at e d at 3 5 ° C f or 2 4-4 8 h a n a er o bi c all y. L a s o d a b ari i s tr a diti o n all y 
pr e p ar e d fr o m L a s o d a ( C o r di a di c h ot o m a ) a n d bl a c k gr a m ( Vi g n a m u n g o ). 
L a s o d a b ari pr e p ar e d fr o m L a s o d a fr uit s, b ei n g ri c h m a n y m e di ci n al pr o p erti es 
vi z. a nti -i nfl a m m at or y, r e m e d yi n g t h e eff e ct s of a n i nfl a m e d c ol o n a n d li v er, 
di ur eti c, a nti -ul c er a n d a nti di a b eti c pr o p erti es h a v e b e e n e x pl or e d f or t h e firs t 
ti m e t o i s ol at e r ar e a n d p ot e nti al pr o bi oti c str ai n s. P ur e str ai n s, a s j u d g e d b y 
mi cr os c o pi c o b s er v ati o n s f or h o m o g e n eit y of c ell ul ar m or p h ol o g y, w er e 
m ai nt ai n e d i n 3 0 % gl y c er ol at 4 ° C. I n t ot al 8 i s ol at es w er e o bt ai n e d a n d w er e 
f urt h er t est e d f or Gr a m r e a cti o n, c at al a s e t est, c ell m or p h ol o g y a n d a nti mi cr o bi al 
a cti vit y. Is ol at es  L B -C C w a s s el e ct e d f or f urt h er st u d y o n t h e b a sis of it s 
a nt a g o ni sti c s p e ctr u m a g ai n st s p oil a g e a n d f o o d b or n e p at h o g e n s b y u si n g 
Bit/ di s c m et h o d. O n t h e b a si s of 1 6 S r R N A g e n e t e c h ni q u e L B-C C w a s i d e ntifi e d 
a s P e di o c o c c u s p e nt o s a c e u s.  T h e s e q u e n c es s o o bt ai n e d w er e s u b mitt e d i n 
N ati o n al C e nt er f or Bi ot e c h n ol o g y I nf or m ati o n ( N C BI) t o g et a n a c c essi o n 
n u m b er. P. p e nt o s a c e u s  L B -C C r e gi st er e d u n d er t h e a c c essi o n n u m b er 
K M 2 5 1 4 6 0.  

Pr o bi oti c l a cti c a ci d b a ct eri a ( L A B) ar e h e alt h pr o m oti n g mi cr o or g a nis ms w hi c h ar e r e c e ntl y b e e n u s e d a s f o o d a d diti v es a n d 

t h er a p e uti c s u p pl e m e nt s. R e c e ntl y, t h er e h a s b e e n a n i n cr e a s e of i nt er est r e g ar di n g t h e c o m m er ci al utili z ati o n of pr o bi oti c L A B str ai n s 

i s ol at e d fr o m tr a diti o n al a n d n at ur all y f er m e nt e d f o o d pr o d u ct s. T h er ef or e, t h e pr es e nt st u d y w a s ai m e d t o i s ol at e a n d s cr e e n  l a cti c a ci d 

b a ct eri a fr o m L a s o d a b ari –  a r ar e f er m e nt e d f o o d of Hi m a c h al Pr a d es h, f or t h e first ti m e f or t h eir pr o bi oti c p ot e nti al. T ot al ei g ht 

i s ol at es w er e o bt ai n e d o ut of w hi c h o n e i s ol at e w a s s el e ct e d b a s e d o n it s br o a d est a nt a g o ni sti c s p e ctr u m. T hi s str ai n w a s i d e ntifi e d u si n g 

1 6 S r R N A t e c h ni q u e a s P e di o c o c c u s p e nt os a c e u s L B -C C. T h e a n al ysi s of a ci d r esi st a n c e, bil e t ol er a n c e, a nti bi oti c s e n siti vit y, a ut o -

a g gr e g ati o n a n d mi cr o bi al a d h esi o n t o or g a ni c s ol v e nt s w er e est a bli s h e d. T h e r es ult s r e v e al e d n or m al gr o wt h of P. p e nt o s a c e u s L B -C C 

i n t h e pr es en c e of l o w p H, hi g h bil e s alt c o n c e ntr ati o n a n d a bilit y t o pr o d u c e a nti mi cr o bi al c o m p o u n d s. N o g el ati n a s e a n d D N a s e 

e n z y m e a cti vit y w a s d et e ct e d. N at ur al s u s c e pti bilit y t o t h e t est e d a nti bi oti c s w a s o b s er v e d. T h u s, a c c or di n g t o t h es e r es ult s , t hi s 

pr o bi oti c str ai n c o ul d b e pr o p os e d a s s af e p ot e nti al pr o bi oti c c ult ur e a n d c a n b e e x pl oit e d f or t h e pr o d u cti o n of n utr a c e uti c al a g e nt s. 

A R TI C L E I N F O  

R e c ei v e d 1 5. 1. 2 0 1 6  

R e vi s e d 9. 4. 2 0 1 7  

A c c e pt e d 2 7. 4. 2 0 1 7  

P u bli s h e d 1. 6. 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. 6. 1 3 2 3 -1 3 2 8  
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F i g u r e 1 L a s o d a b ari  
 
S af et y a ss e ss m e nt of L A B  
 
O n e of t h e m ost i m p ort a nt crit eri a f or b a ct eri al str ai n s i nt e n d e d f or u s e i n t h e 
f o o d i n d u str y i s c o n c er n f or t h eir s af et y.  
 
A nti bi oti c s us c e pti bilit y  
 
T h e a nti bi oti c s u s c e pti bilit y w a s d et er mi n e d t o w ar d s a n ti bi oti c s vi z. A m pi cilli n, 
A u g m e nti n, G e nt a m y ci n, C e p h al os p ori n, Cl o x a cilli n, C ef ot a xi m e, C ef o xiti n, 
Li n c o m y ci n, T etr a c y cli n, A m o x y cl a v e, C o -tri m o x a z ol e a n d C ef ur o xi m e. 
A nti bi oti c – i m pr e g n at e d di s c s ( Hi-m e di a, I n di a) w er e pl a c e d o n s e e d e d pl at es a n d 
t h e z o ne of gr o wt h i n hi biti o n w a s o b s er v e d aft er 2 4 h of i n c u b ati o n at 3 5 o C t o 
d et e ct t h eir s u s c e pti bilit y f or a nti bi oti c s.  
 
H e m ol yti c a cti vit y  
 
H e m ol yti c a cti vit y of s el e ct e d i s ol at e w a s d et er mi n e d b y s p ot i n o c ul ati n g fr es h 
o v er ni g ht b a ct eri al c ult ur e o n Bl o o d A g ar pl at es ( Hi M e di a) a n d i n c u b at e d at 3 5 
o C f or 2 4 -4 8 h ( Li n aj e et al ., 2 0 0 4).  
 
D N a s e p r o d u cti o n  
 
D N a s e e n z y m e pr o d u cti o n of pr o bi oti c i s ol at e w a s e v al u at e d b y f oll o wi n g G u pt a 
a n d M ali k ( 2 0 0 7).  A cl e ar pi n ki s h z o n e ar o u n d t h e c ol o ni es a g ai n st d ar k bl u e 
b a c k gr o u n d w a s c o n si d er e d a s p ositi v e r es ult f or D N a s e e n z y m e pr o d u cti o n.  
 
G el ati n a s e p r o d u cti o n  
 
G el ati n a s e e n z y m e pr o d u cti o n of i s ol at e  w a s d et er mi n e d b y str e a ki n g 2 4 h ol d 
c ult ur e o n pl at es c o nt ai ni n g M R S a g ar s u p pl e m e nt e d wit h 3 % g el ati n. 
D e v el o p m e nt of cl e ar z o n es ar o u n d t h e c ol o n y a g ai n st t h e o p a q u e b a c k gr o u n d 
i n di c at e d a p ositi v e r e a cti o n ( H a r ri g a n a n d M c C a n c e, 1 9 9 0).  
 
Ass ess m e nt of  p r o bi oti c att ri b ut e s:  
 
T ol e r a n c e t o L o w A ci d c o n diti o ns  
 
T o e v al u at e t h e l o w p H t ol er a n c e a bilit y of t h e c ult ur e t h e m et h o d of Li o n g a n d 
S h a h ( 2 0 0 4) w a s f oll o w e d wit h sli g ht m o difi c ati o n s. B uff ers of diff er e nt p H vi z. 
1, 2, 3 a n d 6. 5 w er e u s e d t o e v al u at e  t h e t ol er a n c e of s el e ct e d i s ol at e f or l o w p H 
f or 3 h. A ci d t ol er a n c e w a s d et er mi n e d b y c o m p ari n g t h e fi n al pl at e c o u nt aft er 
3 h wit h t h e i niti al pl at e c o u nt at 0 h.  
 
Eff e ct of bil e s alts o n t h e g r o wt h r at e of i s ol at e s  
 
Eff e ct of bil e o n t h e gr o wt h of s el e ct e d i s ol at es w a s st u di e d b y t h e m et h o d 
Giilil a n d a n d W al k e r ( 1 9 9 0).  Vi a bilit y of c ells i n M R S br ot h s u p pl e m e nt e d 
wit h 0. 3, 1 a n d 2 % bil e s alt s u pt o 8 h w a s o b s er v e d b y pl ati n g 1 0 0 µl of c ult ur e 
o nt o M R S a g ar pl at es a n d  i n c u b at e d at 3 5 o C f or 2 4 h. Gr o wt h of b a ct eri a w a s 
e x pr ess e d i n c ol o n y f or mi n g u nit s p er millilit er (l o g C F U/ ml) a n d t h e p er c e nt 
s ur vi v al of str ai n w a s t h e n c al c ul at e d.  
 
S u r vi v al i n si m ul at e d i n vit r o di g e sti o n  
 
S ur vi v al i n si m ul at e d g a stri c a n d i nt est i n al j ui c e w a s d et er mi n e d f oll o wi n g t h e 
m et h o d gi v e n b y C h a rt e ri s et al . ( 1 9 9 8). T h e p H i n h u m a n st o m a c h r a n g es fr o m 
1, d uri n g f a sti n g, t o 4. 5 aft er a m e al, a n d f o o d i n g esti o n c a n t a k e u p t o 3 -4 h. 
T h u s, t h e t ol er a n c e w a s a ss a y e d b y d et er mi ni n g t h e vi a bl e c o u nt i n si m ul at e d 
g a stri c j ui c e aft er t h e i n c u b ati o n f or diff er e nt ti m e i nt er v als u p t o 4 h. All t h e 
e x p eri m e nt s w er e c arri e d o ut i n tri pli c at es.  
 
 
 
 

A ut o -a g g r e g ati o n  
 
A ut o -a g gr e g ati o n a ss a y w a s p erf or m e d a s d es cri b e d b y D el R e et al . ( 2 0 0 0). 
O pti c al d e n sit y ( O D) of b a ct eri al c ells L B -C C s u s p e n d e d i n p h os p h at e b uff er 
s ali n e ( P B S) w a s s et t o 0. 5 at 6 0 0 n m f oll o w e d b y i n c u b ati o n at 3 5 o C f or 5 h. 
A ut o -a g gr e g ati o n % w a s m e a s ur e d a s 1 - ( At/ A 0) × 1 0 0, w h er e At r e pr es e nt s t h e 
a b s or b a n c e at ti m e t =  1, 2, 3, 4, 5 h a n d A 0 t h e a bs or b a n c e at t = 0 h (i. e. 0. 5)  
 
C o -a g g r e g ati o n  
 
C o -a g gr e g ati o n a bilit y of s el e ct e d is ol at e d  w a s d et er mi n e d b y f oll o wi n g t h e 
m et h o d d es cri b e d b y D el R e et al . ( 2 0 0 0). Mi xt ur es w er e m a d e f or t h e s el e ct e d 
i s ol at e wit h p at h o g e ni c b a ct eri a vi z. Li st e ri a m o n o c yt o g e n e s  M T C C 8 3 9, 
Cl o st ri di u m p e rfri n g e n s  M T C C 1 7 3 9 a n d B a cill us c e r e u s C RI  at 1: 1 r ati o. 
Pr o bi oti c b a ct eri al c ells a n d i n di c at or b a ct eri a w er e k e pt a s c o ntr ol a n d w er e 
i n c u b at e d at 3 5 o C f or 4 h. A b s or b a n c e at λ = 6 0 0 n m w a s o b s er v e d f or mi xt ur e 
a n d e a c h of i n di vi d u al str ai n. C o -a g gr e g ati o n % w a s c al c ul at e d a c c or di n g t o 
H a n dl e y’s e q u ati o n ( H a n dl e y et al.,  1 9 8 7).  
 
A nti mi c r o bi al a cti vit y  
 
A nti mi cr o bi al a cti vit y of c ell fr e e s u p er n at a nt of i s ol at e w a s c h e c k e d a g ai nst 
Li st e ri a m o n o c yt o g e n e s  M T C C 8 3 9, L e u c o n o st o c m e s e nt e r oi d e s M T C C 1 0 7, 
E nt e r o c o c c u s f a e c ali s  M T C C 2 7 2 9, B a cill u s c e r e u s C RI, Cl o st ri di u m 
p e rf ri n g e n s  M T C C  1 7 3 9 ,  P e ct o b a ct e ri u m  c ar ot o v o r u m M T C C  1 4 2 8, 
Es c h e ri c hi a c oli I G M C, Ps e u d o m o n a s s yri n g a e  I G M C a n d St a p h yl o c o c c us 
a u r e us I G M C. T h e w ell wit h t h e h ol di n g v ol u m e of 1 5 0 μ L w a s m a d e i n t h e 
c e nt er of t h e pl at e u si n g w ell c utt er. S a m pl es of 2 4 h ol d c ult ur es of i s ol at e w er e 
c e ntrif u g e d at 1 2, 0 0 0 x g f or 1 0 mi n, a n d 1 5 0 μ L of t h e  s u p er n at a nt w a s l o a d e d i n 
t h e w ell a n d t h e pl at es w er e i n c u b at e d at 3 5 º C f or 2 4 h ( Ki m u r a et al ., 1 9 9 8). 
T h e a nti b a ct eri al a cti vit y w a s d et er mi n e d a n d z o n es of i n hi biti o n w er e m e a s ur e d 
i n milli m et er ( m m). 
 
H 2 O 2 p r o d u cti o n  
 
Q u a ntit ati v e esti m ati o n of H y d r o g e n P er o xi d e ( H2 O 2 ) w a s d o n e b y f oll o wi n g t h e 
m et h o d gi v e n i n A O A C ( 1 9 9 5).   
 
H P L C - d et e r mi n ati o n of l a cti c a ci d  
 
As P e di o c o c c u s  ar e h o m o -f er m e nt ati v e b a ct eri a, m aj or e n d pr o d u ct of t h eir 
m et a b oli s m i s l a cti c a ci d. L a cti c a ci d pr o d u cti o n b y P. p e nt o s a c e u s L B -C C w a s 
d et e ct e d b y u si n g H P L C ( N o v a p a k C -1 8) c ol u m n , 4 9 0 E m ulti w a v el e n gt h U V 
d et e ct or, Mill e n ni u m 2 0 1 0 d at a pr o c ess or a n d R h e o d y n e i nj e ct or wit h 2 0 µl l o o p. 
M o bil e p h a s e u s e d w a s M et h a n ol : W at er ( d o u bl e di still e d) ( 9 5 : 5). St a n d ar d 
or g a ni c a ci d s ol uti o n i. e. 5 % of l a cti c a ci d ( Si g m a Al dri c h) w a s pr e p ar e d i n 
d o u bl e di still e d w at er. H P L C a n al ysi s w a s firstl y p erf or m e d wit h st a n d ar d 
or g a ni c s ol uti o n f oll o w e d b y t h e s a m pl es. T h e m o nit ori n g w a s d o n e at 2 1 0 n m.   
 
R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  
 
Is ol ati o n a n d bi o c h e mi c al c h a r a ct e ri z ati o n  
 
Ei g ht L a cti c a ci d b a ct eri a i s ol at es w er e o bt ai n e d fr o m L a s o d a b ari a n d 6 o ut of 8 
w er e c o nfir m e d a s r o d s w hil e 2 w er e c o nfir m e d a s c o c c u s (t etr a d) a s r e v e al e d b y 
mi cr os c o pi c e x a mi n ati o n, w er e n o n s p or ul ati n g, c at al a s e n e g ati v e, n ot a bl e t o 
utili z e citr at e, n o c a s ei n h y dr ol ysi s, n o ur e a s e pr o d u cti o n a n d n o i n d ol e 
pr o d u cti o n w er e o b s er v e d. O n t h e b a si s of mi cr os c o pi c e x a mi n ati o n i s ol at es w er e 
t e nt ati v el y i d e ntifi e d a s L a ct o b a cill u s  a n d P e di o c o c c u s  s p. O ut of ei g ht i s ol at es, 
L B -C C g a v e cl e ar h al os ar o u n d t h e i n di c at or p at h o g e ni c str ai n s u si n g bit/ di s c 
m et h o d wit h wi d est a nti mi cr o bi al s p e ctr u m a n d w a s s el e ct e d f or f urt h er st u d y.  
T h e l ar g est di a m et er of i n hi biti o n u pt o 2 3. 6 m m w a s o bt ai n e d a g ai n st s eri o u s 
f o o d b or n e a nd s p oil a g e p at h o g e n s vi z. L. m o n o c yt o g e n e s, S. a u r e u s a n d C . 
p e rf ri n g e n s , r e v e ali n g t h eir a nt a g o ni sti c p ot e nti al a n d u s e a s s af e bi o pr es er v ati v e.  
Si mil ar a nt a g o ni sti c p att er n w a s o b s er v e d b y N g h e a n d N g u y e n  ( 2 0 1 4) w h er e P. 
p e nt o s a c e u s  V T C C -B -6 0 1 s h o w e d eff e cti v e a nti mi cr o bi al eff e ct a g ai n st s eri o u s 
f o o d b or n e p at h o g e n s St a p h yl o c o c u s a u r e u s  A T C C 2 5 9 2 3, S al m o n ell a 
t y p hi m u ri u m A T C C 1 9 4 3 0, Ps e u d o m o n a s a e r u gi n o s a  A T C C 2 7 8 5 3 a n d 
Mi c r o c o c c u s l ut e u s  A T C C 1 0 2 4 0. H a w a z ( 2 0 1 4)  als o st u di es t h e a n ti mi cr o bi al 
a cti vit y of L a ct o b a cill u s  i s ol at es a g ai n st p at h o g e nti c b a ct eri a vi z. St a p h yl o c o c c u s  
s p., B a cill u s  s p., Ps e u d o m o n a s  s p. a n d E. c oli  a n d f o u n d t h e m t o s h o w i n vitr o 
i n hi bit or y z o n es. 
A n al ysi s of t h e 1 6 S r R N A s e q u e n c es r e v e al e d t h at l a cti c a ci d b a ct eri a i s ol at e d 
fr o m L a s o d a b ari di s pl a y e d 9 9 % h o m ol o g y wit h P e di o c o c c u s p e nt o s e c e us D S M 
2 0 3 3 6  a s s h o w n i n fi g ur e 2.  T h e 1 6 S r R N A g e n e s e q u e n c es w er e d e p osit e d i n 
g e n e b a n k u n d er a c c essi o n n o. K M 2 5 1 4 6 0 f or P e di o c o c c u s p e nt o s e c e u s L B -C C. 
N u m b er of n o d es i n n ei g h b or - j oi ni n g p h yl o g e n eti c tr e e ar e l e v els of b o ot str a p 
s u p p ort ( %) fr o m 1 0 0 0 r es a m pl e d at a b as e. T h e i s ol at e h a s b e e n r e p ort e d f or t h e 
v er y first ti m e fr o m L a s o d a b ari - a r ar e a n d n o v el f er m e nt e d f o o d pr o d u ct of 
Hi m a c h al Pr a d es h wit h a v er y g o o d pr o bi o ti c p ot e nti al.  
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 F i g u r e 2 N ei g h b or j oi ni n g p h yl o g e n eti c tr e e of P e di o c o c c u s p e nt o s a c e u s L B -
C C b as e d o n 1 6 S r R N A g e n e s e q u e n c e  u si n g M e g a 6  
 
S af et y a ss e ss m e nt of i s ol at e s  
 
P. p e nt o s a c e u s  L B -C C w a s f o u n d t o b e s e n siti v e t o all a nti bi oti c u s e d i n t h e 
st u d y ( T a b 1), t h er e b y pr es e nti n g it s i n a bilit y t o s h o w r esi st a n c e i n t h e pr es e n c e 
of a nti bi oti c s a n d t h u s t h eir s af e st at us. Is ol at e s h o w e d a n e g ati v e r es p o n s e i n t h e 
pr o d u cti o n of D N a s e a n d g el ati n a s e e n z y m es a s p at h o g e ni cit y f a ct ors. N o cl e ar 
z o n es ar o u n d c ol o ni es w er e o b s er v e d o n bl o o d a g ar m e di u m. H a e m ol yti c a cti vit y 
w o ul d br e a k d o w n t h e e pit h eli al l a y er w hil e t h e g el ati n a s e a cti vit y w o ul d d a m a g e 
t h e m u c oi d li ni n g. A b s e n c e of h a e m ol yti c a n d g el atin a s e a cti vit y i s a s el e cti o n 
crit eri o n f or pr o bi oti c str ai n s, i n di c ati n g t h at t h es e b a ct eri a ar e n o n -vir ul e nt 
( M a r r o ki a n d B o us m a h a-M a r r o ki, 2 0 1 4).   
 
 
 
 
 

T a bl e 1  A nti bi oti c s e n siti vit y of P. p e nt o s a c e u s  L B -C C  
S. 
N o  

A nti bi oti c s  C o n c e nt r ati o n ( µ g)  * S/ R  

1.  A m pi cilli n ( A M P)  3 0  S  
2.  A u g m e nti n ( A M C)  3 0  S  
3.  G e nt a mi ci n ( G E N)  1 0  S  
4.  C e p h al ot hi n ( C E P)  3 0  S  
5.  Cl o x a cilli n ( C O X)  1  S  
6.  C ef ot a xi m e ( C T X)  3 0  S  
7.  C ef o xiti n ( C X)  3 0  S  
8.  Li n c o m y ci n ( L)  2  S  
9.  T etr a c y cli n e ( T E)  3 0  S  
1 0.  A m o x y cl a v ( A M C)  3 0  S  

1 1.  
C o -tri m o x a z ol e 

( C O T) 
2 5  R  

1 2.  C ef ur o xi m e ( C X M)  3 0  S  
% S e n siti vit y  9 1. 6 6  

L e g e n d:  S -S e nsiti v e (I n hi bit e d b a ct eri al gr o wt h), R - R e sist a nt ( N o eff e ct o n b a ct eri al 
gr o wt h)  

 
A ci d a n d bil e t ol e r a n c e  
 
T o b e a s u c c essf ul pr o bi oti c, a b a ct eri al str ai n m u st r esi st h ars h c o n diti o n s i n 
st o m a c h a n d g ut r e gi o n a n d m u st b e a bl e t o c ol o ni z e i nt esti n al e pit h eli u m f or it s 
pr o bi oti c a cti o n. I n t hi s st u d y w e w er e a bl e t o o bt ai n is ol at e t h at w a s a bl e t o gr o w 
e v e n at p H 1 ( d uri n g f a sti n g) ( T a b 2). P. p e nt o s a c e u s  L B -C C t est e d f or s ur vi v al 
i n a ci di c e n vir o n m e nt at v ari e d p H l e v els s h o w e d a bilit y t o gr o w w ell e v e n at t h e 
mi ni m u m t est e d p H of 1. 0 f or 6 0 a n d 1 2 0 mi n of i n c u b ati o n, r es p e cti v el y. Si n c e 
t h e l a cti c a ci d b a ct eria pr o d u c e l a cti c a ci d d uri n g t h eir f er m e nt ati v e m et a b oli s m, 
it i s a k n o w n f a ct t h at t h e y w o ul d b e a bl e t o s ur vi v e i n g ut’s a ci di c e n vir o n m e nt. 
H o w e v er, t h e a ci di c p H i n si d e t h e g ut w o ul d b e fr o m 2 -4 i n n or m al c o n diti o ns 
( d uri n g f a sti n g it m a y r e a c h u p t o pH 1), t h e or g a ni s ms t h at c o ul d eff e cti v el y 
s ur vi v e t h e l o w est p ossi bl e p H ar e m or e pr ef err e d f or u s e i n t h e f o o d pr e p ar ati o ns 
( S u b h a s hi ni, 2 0 1 4). T h er ef or e, i n t h e pr es e nt st u d y, t ol er a n c e t o l o w p H b y P. 
p e nt o s a c e u s  L B -C C r e v e al e d it s s ur vi v al b est u n d er a ci di c c o n diti o n s.  
 

T a bl e 2 A ci d t ol er a n c e of P. p e nt o s a c e u s L B -C C  

 
p H  

I n c u b ati o n ti m e ( mi n)  

C ell s u r vi v al (l o g C F U/ ml) *  * * % C ell S u r vi v al  
0  6 0  1 2 0  1 8 0  M e a n  6 0  1 2 0  1 8 0  M e a n  

1. 0  9. 9 0  7. 3 0  0. 0 0  0. 0 0  4. 3 0  
7 1. 7 7 

( 5 7. 8 8)#  0. 0 0 ( 0. 0 0)  0. 0 ( 0. 0 0)  
2 3. 9 2 

( 1 9. 2 9) 

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

( 5 9. 6 3) 
7 1. 5 0 

( 5 7. 7 1) 
6 8. 2 

( 5 5. 6 5) 
7 1. 3 9 

( 5 7. 6 6) 

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

( 8 3. 7 1) 
9 6. 0 7 

( 7 8. 5 3) 
9 3. 6 5 

( 7 5. 3 7) 
9 6. 1 7 

( 7 9. 2 0) 

C o nt r ol  1 0. 1 4  1 0. 1 7  1 0. 2 0  1 0. 2 5  1 0. 1 9  
1 0 0 

( 8 9. 9 6) 
1 0 0 ( 8 9. 9 6)  

1 0 0 
( 8 9. 9 6) 

1 0 0 ( 8 9. 9 6)  

M e a n  9. 9 8  8. 7 8  6. 8 2  6. 7 1   
8 6. 2 6 

( 7 2. 7 9) 
6 6. 8 9 

( 5 6. 5 5) 
6 5. 4 6 

( 5 5. 2 4) 
 

C D 0. 0 5  

Tr e at m e nt( T) = 0. 4 9 5  
I n c u b ati o n Ti m e (I) = 0. 4 9 5 

T xI = 0. 9 9 1  

Tr e at m e nt ( T) = 0. 2 2 9  
I n c u b ati o n Ti m e (I) = 0. 1 9 8 

T xI = 0. 3 9 6  
*l o g C F U/ ml: M e a n of r es ult s fr o m t hr e e s e p ar at e e x p eri m e nt s  
* * % S ur vi v a bilit y = (l o g C F U/ ml p H 1, 2, 3/  l o g C F U/ ml p H6. 5  ) × 1 0 0 
# Tr a nsf or m e d v al u es ( Ar c si g n tr a nsf or m ati o n)   

 
T h e t o xi c eff e ct s of bil e o n b a ct eri al c ells ar e n ot w ell u n d erst o o d, b ut bil e s alt s 
ar e s urf a c e -a cti v e, a m p hi p at hi c m ol e c ul es wit h a p ot e nt a nti mi cr o bi al a cti vit y 
a n d t h e y a ct a s d et er g e nt s t h at disr u pt bi ol o gi c al m e m br a n es ( L e b e e r et al ., 
2 0 0 8).  T h e p h ys i ol o gi c al c o n c e ntr ati o n of bil e s alt s i n t h e s m all i nt esti n e i s 
b et w e e n 0. 2 - 2. 0 % ( G u n n, 2 0 0 0). I n t hi s st u d y, c o n c e ntr ati o n s of 0. 3, 1. 0 a n d 
2. 0 % bil e s alt s w er e u s e d a n d eff e ct of bil e s alt c o n c e ntr ati o n o n gr o wt h r at e of 
i s ol at e w a s st u di es. T h e c ult ur e w h e n gr o w n i n 0. 3, 1. 0 a n d 2. 0 % of bil e s alt 
c o n c e ntr ati o n s h o w e d 9 5. 0 4, 9 1. 6 1 a n d 9 1. 3 3 % s ur vi v al o n 8 h i n c u b ati o n a s 
d e pi ct e d i n fi g ur e 3. T h e d e cr e a s e i n vi a bl e c ells w a s o b s er v e d w h e n t h e 
c o n c e ntr ati o n of bil e s alt w a s i n cr e a s e d u pt o 2. 0 %. It w a s c o n si d er e d t h at bil e 
s alt c a u s es t h e i n cr e a s e i n p er m e a bilit y of b a ct eri al c ell m e m br a n es, a s t h e 
m e m br a n es ar e c o m p os e d of li pi d s a n d f att y a ci d s.  

 
Fi g u r e 3 Bil e s alt t ol er a n c e of P. p e nt o s a c e u s  L B -C C  
 
T ol e r a n c e t o si m ul at e d g a st ri c c o n diti o ns  
 
G a str oi nt esti n al tr a ct i s t h e m ai n l o c ati o n w h er e t h e vi a bilit y of l a cti c a ci d 
b a ct eri a g et s aff e ct e d a n d t h e a bilit y t o s ur vi v e i n GI tr a ct i s o n e of t h e m ai n 
d esir a bl e c h ar a ct eri sti c s r e q uir e d f or a pr o bi oti c. T h e s ur vi v al of P. p e nt os a c e us  
L B -C C at p H 2 . 0, 3. 0 c o nt ai ni n g p e p si n ( d e pi cti n g st o m a c h c o n diti o n s) a n d p H 
8. 0 c o nt ai ni n g p a n cr e ati n ( d e pi cti n g i nt esti n al c o n diti o n s) w a s o b s er v e d f or 4 h. 

9 4

9 5

9 6

9 7

9 8

9 9

1 0 0

0, 0 % 0, 3 % 1, 0 % 2, 0 %

4 h

8 h

Bil e s alt  c o n c e nt r ati o ns  

%
 C

el
l 

s
ur

vi
va

l
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1 3 2 6  

 

  

P. p e nt o s a c e u s  L B -C C e x hi bit e d g o o d s ur vi v al at p H 3 ( 5. 9 9 l o g C F U/ ml) u pt o 4 
h a n d r et ai n e d a m o d er at e r at e o f s ur vi v al at p H 2. 0 ( 5. 2 4 l o g C F U/ ml) aft er 1 h 
of i n c u b ati o n ( T a b 3). T h e r es ult s i n di c at e t h at P. p e nt o s a c e u s L B -C C  m a y r esi st  

t h e eff e ct s of p e p si n a n d p a n cr e ati n d uri n g t h e g a str oi nt esti n al ( GI) tr a n sit 
t h er ef or e c o ul d b e t h e p ot e nti al s o ur c e f or pr o bi oti c f or m ul ati o n s wit h eff e cti v e 
d eli v er y i n GI tr a ct.   

 
T a bl e 3  P er c e nt s ur vi v al of P. p e nt o s a c e u s L B -C C i n si m ul at e d g a stri c a n d i nt esti n al j ui c es  

G a st r o -
i nt e sti n al 
j ui c e s 

I n c u b ati o n Ti m e ( h)  
C ell s u r vi v al (l o g C F U/ ml)  C ell s u r vi v al ( %)  

0  1  4  M e a n  1  4  M e a n  
p H 2  9. 8  5. 2  0. 0  5. 0 0  4 9. 6 1 ( 4 4. 7 6) #  0. 0 0 ( 0. 0 0)  2 4. 8 0 ( 2 2. 3 8)  
p H 3  9. 4 3  7. 7 0  5. 9 9  7. 7 0  7 3. 4 7 ( 5 8. 9 7)  5 6. 2 9 ( 4 8. 5 9)  6 4. 8 8 ( 5 3. 7 8)  
p H 8  1 0. 1 9  9. 9  8. 0  9. 3 6  9 4. 4 6 ( 7 6. 3 5)  7 5. 1 8 ( 6 0. 0 9)  8 4. 8 2 ( 6 8. 2 2)  
C o nt r ol  1 0. 2 5  1 0. 4 8  1 0. 6 4  1 0. 4 5  1 0 0 ( 8 9. 9 6)  1 0 0 ( 8 9. 9 6)  1 0 0 ( 8 9. 9 6)  
M e a n  9. 9 1  8. 3 2  6. 1 5   7 9. 3 8 ( 6 7. 5 1)  5 7. 8 6 ( 4 9. 6 6)   

C D 0. 0 5  
Tr e at m e nt ( T) = 0. 0 3 6  

I n c u b ati o n Ti m e (I) = 0. 0 3 2 
T xI = 0. 0 6 3  

Tr e at m e nt ( T) = 0. 0 0 5  
I n c u b ati o n Ti m e (I) = 0. 0 0 4 

T xI = 0. 0 0 7  
* L o g cf u/ ml: M e a n of r es ult s fr o m t hr e e s e p ar at e e x p eri m e nt s 
* * % C ell S ur vi v al = (l o g C F U/ ml p H 2, 3, 8/ l o g C F U/ ml p H 6. 5) × 1 0 0  
#  Tr a nsf or m e d v al u e s ( Ar csi g n tr a nsf or m ati o n)  

 
A ut o -a g g r e g ati o n a n d C o -a g g r e g ati o n  
 
A ut o -a g gr e g ati o n w a s i n v esti g at e d o n t h e b a si s of s e di m e nt ati o n c h ar a ct eri sti c s 
a n d h a s b e e n s h o w n i n fi g ur e 4. T h e s e di m e nt ati o n r at e of i s ol at es w a s m e a s ur e d 
o v er a p eri o d of 5 h. R es ult s s h o w e d t h at P. p e nt o s a c e u s L B -C C e x hi bit e d str o n g 
a ut o -a g gr e g ati n g a bilit y ( 9 9 %). B ett er gr o wt h of t h e b a ct eri a o n M R S br ot h t h a n 
o n M R S a g ar c o ul d b e t h e r e a s o n f or sli g htl y b ett er a ut o -a g gr e g ati o n of c ells 
gr o w n o n M R S br ot h. T h e o b s er v e d a ut o -a g gr e g ati o n c o ul d b e r el at e d t o c ell 
s urf a c e c o m p o n e nt, b e c a u s e it w a s n ot l ost aft er w a s hi n g a n d s u s p e n di n g of t h e 
c ells i n p h os p h at e b uff er s ali n e ( P B S)  K o s et al ., 2 0 0 3). 
 

 
Fi g u r e 4 A ut o -a g gr e g ati o n a bilit y of P. p e nt o s a c e u s  L B -C C  
 
Pr o bi oti c a n d p at h o g e ni c b a ct eri a c a n c o m bi n e t o g et h er c all e d c o -a g gr e g ati o n. 
Pr o bi oti c s ar e a bl e t o c o -a g gr e g at e wit h p at h o g e n s a n d  will effi ci e ntl y i n hi bit a n d 
kill p at h o g e ni c b a ct eri a a s a nti mi cr o bi al c o m p o u n d s c a n m o v e dir e ctl y o n 
p at h o g e n s. P. p e nt o s a c e u s L B -C C  e x hi bit e d c o -a g gr e g ati v e pr o p erti es wit h all 
t h e p at h o g e ni c str ai n s t est e d aft er 4 h i n c u b ati o n at 3 5 o C. T h e a bilit y of P. 
p e nt o s a c e u s L B -C C  t o c o-a g gr e g at e wit h B. c e r e u s  ( 1 9. 0 %) w a s si g nifi c a ntl y 
b ett er t h a n t h at wit h ot h er t w o p at h o g e ni c str ai n s vi z. L . m o n o c yt o g e n e s a n d C. 
p e rf ri n g e n s  ( 1 8. 3 6 a n d 8. 1 6 %,r es p e cti v el y) t est e d (fi g ur e 5). 

 
Fi g u r e 5 C o -a g gr e g ati o n a bilit y of P. p e nt o s a c e u s  L B -C C wit h p at h o g e n s  

 
 
 
 
 
A nti mi c r o bi al p ot e nti al  
 
L a cti c a ci d p r o d u cti o n  
 
P. p e nt o s a c e u s  L B -C C  w a s a bl e t o i n hi bit t h e t est e d i n di c at or or g a ni s ms wit h 
v ari e d z o n es of i n hi biti o n. T h e i n hi bit or y a cti vit y of str ai n s a g ai n st p at h o g e ni c 
b a ct eri a i s s h o w n i n fi g ur e 6. S o m e s p e ci es of St a p h yl o c o c c u s a u r e u s , 
E n et r o c o c c u s , L e u c o n o st o c  a n d Li st eri a  ar e hi g h l y p at h o g e ni c t o h u m a n b ei n gs. 
T h e i s ol at e d P. p e nt o s a c e u s  L B -C C s h o w e d str o n g b a ct eri ci d al a cti vit y a g ai nst 
t h es e s p e ci es. Pr o bi oti c b a ct eri a e x hi bit e d i n hi bit or y z o n es a g ai n st p at h o g e ni c 
b a ct eri a i n t h e r a n g e of 1 4. 6  - 2 4 . 5 m m s h o wi n g hi g h i n hi bit or y a cti vit y ( > 1 0 m m) 
( S a v a g a d o et al ., 2 0 0 4). All t hi s i n di c at e d a q uit e br o a d a nt a g o ni sti c s p e ctr u m of 
t h e str ai n s.  

 
Fi g u r e 6 A nti mi cr o bi al a cti vit y of P. p e nt os a c e u s L B -C C a g ai n st i n di c at or 
str ai n s at u n -n e utr ali z e d p H  
 
T h e p H a n d titr at a bl e a ci d s i n t h e c ell fr e e c ult ur e s u p er n at a nt of P. p e nt os a c e us  
L B -C C a n d w er e 3. 4 3 a n d 0. 0 9 %, r es p e cti v el y. P e di o c o c c u s  ar e h o m o -
f er m e nt ati v e b a ct eri a w hi c h pr o d u c e m or e t h a n 8 5 % l a cti c a ci d fr o m gl u c os e 
b ei n g t h e m aj or pr o d u ct of f er m e nt ati o n. P. p e nt o s a c e u s L B -C C w a s h o m o -
f er m e nt ati v e c ult ur e f or l a cti c a ci d pr o d u cti o n w hi c h w a s q u a ntifi e d b y H P L C 
s yst e m ( N o v a p a k C -1 8) a n d h a s b e e n f o u n d t o b e 7. 8 4 4 m g/ L, aft er 2 4 h of 
i n c u b ati o n. Fi g ur e 7 s h o ws t y pi c al H P L C c hr o m at o gr a m of st a n d ar d an d l a cti c 
a ci d e xtr a ct e d fr o m c ult ur e s u p er n at a nt of P. p e nt o s a c e u s L B -C C r e v e ali n g t h eir 
a nti mi cr o bi al p ot e nti al.  
 

9 4, 5

9 5

9 5, 5

9 6

9 6, 5

9 7
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9 8
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9 9
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1 3 2 7  

 

  

 
F i g u r e 7 H P L C C hr o m at o gr a m of a) st a n d ar d s ol uti o n of l a cti c a ci d b) c ult ur e s u p er n at a nt of P. p e nt o s a c e u s L B -C C  

 
T h e a nti mi cr o bi als s e cr et e d b y l a cti c a ci d b a ct eri a ar e m ai nl y or g a ni c a ci ds 
pr o d u c e d fr o m t h e f er m e nt ati o n of s u g ars, w hi c h l e a d s t o t h e t y pi c al l o w p H of 
f er m e nt e d f o o d s. T hi s l o w p H i s a bl e t o i n hi bit t h e gr o wt h of m ost p at h o g e n s 
( B o s k e y et al ., 2 0 0 1). Ri b ei r o et al . ( 2 0 1 4) esti m at e d l a cti c a ci d c o n c e ntr ati o n 
pr o d u c e d b y P e di o c o c c u s a ci dil a cti ci  B 1 4 w hi c h w a s f o u n d t o b e 1. 1 % a n d 
r es p o n si bl e f or t h e a nti mi cr o bi al p ot e nti al of t h e str ai n. V o d n a r et al.  ( 2 0 1 0) 
e v al u at e d l a cti c a ci d pr o d u cti o n b y pr o bi oti c b a ct eri a o n m o d el M R S m e di u m 
d uri n g f er m e nt ati o n pr o c ess es u si n g H P L C a n d f o u n d t h at pr o bi oti c b a ct eri a vi z.  
L a ct o b a cill u s pl a nt a r u m  a c hi e v e d l a cti c a ci d c o n c e ntr ati o n cl os e t o 6. 0 8 g L -1 , 
L a ct o b a cill u s c a s ei  6. 1 6 g L -1 , Bifi d o b a ct e ri u m i nf a nti s 7. 0 9 g L -1  a n d 
Bifi d o b a ct e ri u m b r e v e  6. 1 7 g L -1  aft er 7 8 h of f er m e nt ati o n r es ulti n g t o t h eir 
a nti mi cr o bi al p ot e nti al.  
 
B a ct e ri o ci n p r o d u cti o n  
 
T h e b a ct eri o ci n a cti vit y of t h e pr o bi oti c i s ol at e w a s e v al u at e d b y a ss a yi n g s eri al 
t w o-f ol d dil uti o n s of a ci d n e utr ali z ed a n d c at al a s e tr e at e d c ult ur e filtr at e 
s u p er n at a nt ( C F S) a g ai n st L. m o n o c yt o g e n e s  a n d m a xi m u m b a ct eri o ci n 
pr o d u cti o n w a s o b s er v e d at 1 8 h of gr o wt h c y cl e wit h 6 6 6 A U/ ml a cti vit y u nits 
r e n d eri n g it s p ot e nti al t o b e u s e d as a s af e a n d effi ci e nt bi o -pr es er v ati v e a s 
c o m p ar e d t o h ar mf ul c h e mi c al pr es er v ati v e i n f o o d pr o d u ct. As t h e a cti vit y  w a s 
l ost aft er tr e at m e nt wit h tr y p si n, t his s u g g est s t h at t h e a cti vit y w a s c a us e d b y 
b a ct eri o ci n pr o d u c e d b y t h e is ol at es.  
 
H 2 O 2 p r o d u cti o n  
 
Pr o bi oti c i s ol at es P. p e nt o s a c e u s L B -C C w a s s cr e e n e d f or H 2 O 2 pr o d u cti o n a n d 
h a s b e e n r e p ort e d t o pr o d u c e 0. 5 2 g L -1 . H y dr o g e n p er o xi d e i s n or m all y pr o d u c e d 
b y v a gi n al l a ct o b a cilli i s ol at es, b ut m a y als o b e a ss o ci at e d wit h i nt esti n al 
l a ct o b a cilli or t h os e li vi n g i n t h e e n vir o n m e nt ( P a s c u al et al ., 2 0 0 6; M a rti n a n d 
S u a r e z, 2 0 1 0).  T hi s tr ait i s r ar el y r e p ort e d i n pr o bi o ti c L A B i s ol at e d fr o m 
f er m e nt e d f o o d pr o d u ct s. I n t hi s st u d y, P. p e nt o s a c e u s L B -C C h a s b e e n r e p ort e d 
f or t h e first ti m e t o pr o d u c e H 2 O 2  a s a n a nti mi cr o bi al a g e nt a g ai nst f o o d s p oil a g e 
p at h o g e n s. T h u s, t hi s tr ait m a y b e b e n efi ci al i n i m pr o vi n g v a gi n al h e alt h a n d i n 
pr e v e nti n g uri n o g e nit al i nf e cti o n s.  
O n t h e b a si s of t h es e r es ult s, it c a n b e h y p ot h esi z e d t h at t h e a nt a g o ni sti c a cti vit y 
of t hi s str ai n r eli es o n a ci dit y, l a cti c a ci d, H 2 O 2 a n d ot h er a nti mi cr o bi al 
c o m p o u n d s ( b a ct eri o ci n s), t h u s r e v e ali n g it s p ot e nti al a n d s af e us e a s 
bi o pr es er v ati v e a g e nt s i n f o o d a n d f er m e nt ati o n i n d u str y. Effi c a c y a n d 
eff e cti v e n ess of a nti mi cr o bi al p ot e nti al of P e di o c o c c u s  s p p. h a v e b e e n st u di e d 
wi d el y. M a n d al et al . ( 2 0 0 8) st u di e d t h e a nt a g o ni sti c p ot e nti al of P. a ci dil a cti ci 
L A B 5 a g ai n st s o m e f o o d s p oil a g e a n d h u m a n p at h o g e ni c b a ct eri a a n d pr o v e d t h e 
a nt a g o ni sti c effi c a c y of a nti b a ct eri al s u b st a n c e s e cr et e d b y t h e str ai n i. e. 
b a ct eri o ci n  a g ai n st  p at h o g e ni c  b a ct eri a  vi z. List e ri a,  St a p h yl o c o c c u s, 
St r e pt o c o c c u s, E nt e r o c o c c u s  a n d L e u c o n o st o c.  P. p e nt o s a c e u s  2 A 2 a n d 1 A 6 
i s ol at e d fr o m I n d o n esi a n l o c al b e ef e x hi bit e d a nti b a ct eri al a cti vit y a g ai n st E. c oli  
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