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RESUMO

Investigacdes foram feitas no sentido de verificar o comportamento morfolégico e
bioquimico de Cunninghamella elegans Lendner UCP 542 no meio de cultura
contendo diferentes niveis de salinidade e concentragcbes de glicose e de
sacarose. C. elegans foi isolada do sedimento de mangues do Municipio de Rio
Formoso, Pernambuco, Brasil. Uma curva de crescimento foi estabelecida em
funcdo da biomassa, do consumo de glicose e pH, em meio Hesseltine &
Anderson (1957) com glicose a 2, 4 e 6%. Em func&o do planejamento fatorial o
crescimento micelial de C. elegans foi observado e foram analisados o consumo
de glicose, sacarose, NaCl e variacdo do pH no meio. As analises morfologicas
foram realizadas acompanhando as alteragdes na forma dos esporangiolos,
presenga ou auséncia de clamiddsporos utilizando microscopia de luz. Observou-
se que as condi¢cdes com elevadas taxas de NaCl aumentaram o numero de
clamiddsporos, reduziram a quantidade e alteraram a forma dos esporangiolos. A
massa micelial obtida foi submetida ao processo de extracdo de quitina e
quitosana realizado através do tratamento alcali-acido e o seu liquido metabdlico
submetido a determinacdo do consumo de carboidratos totais. Os resultados
obtidos pelo planejamento fatorial demonstraram que as condigbes do meio com
(1, 2,5 e 4%) NaCl ndo impedem o desenvolvimento do microrganismo nem o
consumo das fontes de carbono e em presenca de 2,5 a 4% NaCl e a quantidade
de esporangiolos globosos diminui. Os resultados obtidos para quitina foram
41,5% na condicdo 2 (glicose 4g/L, sacarose 1g/L e NaCl 1%). Entretanto na
condigao 8 (glicose 4g/L, sacarose 2g/L e NaCl 4%), a quitosana atingiu valores
de até 18,3%. Esses resultados demonstram que a 4% de NaCl e altas
concentragdes de glicose ocorre uma diminuigdo da quitina e um aumento da
quitosana. A sacarose nao produz efeitos semelhantes. Os resultados obtidos séo

promissores para a produ¢éo dos co-polimeros quitina e quitosana.
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ABSTRACT

Investigations were carried out to verify the morphologic and biochemical behavior
of Cunninghamella elegans Lendner UCP 542 in the medium of culture containing
different salinities and glucose concentrations and sucrose. C. elegans was
isolated from mangrove sediments of Rio-Formoso-Pernambuco city of Brazil. A
growth curve was established in function of the biomass, of the glucose
consumption and pH, in medium Hesseltine & Anderson (1957) using glucose 2, 4
and 6% concentration. In function of the factorial design the micelial growth of C.
elegans was observed and they were analyzed of the glucose consumption,
sucrose, NaCl and the pH in the medium. The morphologic analyses were
accomplished the alterations in the form of the sporangioles, the presence or
absence of chlamydospores using light microscopy. It was observed that the
conditions with high taxes of NaCl increased the chlamydospores number, and it
was reduced the amount and the form of the esporangioles. The biomass obtained
was submitted to the process extraction of chitin and chitosan by the treatment of
alkali-acid solutin. The liquid metabolic was submitted to the consumption of total
carbohydrates. The results obtained by the factorial design demonstrated that the
conditions of the medium with (1, 2.5 and 4%) NaCl not inhibited the development
of the microorganism or the consumption of the carbon sources and in presence of
2.5 to 4% NaCl concentrations and the amount of globose esporangioles for in
decreases. The results obtained for chitin were 41.5% in the assay 2 (glucose
4g/L, sucrose 1g/L and NaCl 1%). However the assay 8 (glucose 4g/L, sucrose
2g/L and NaCl 4%), the chitosan reached maximum values of up to 18.3%. Those
results demonstrated, that to 4% of NaCl and high glucose concentrations induced
to of chitin decrease and increase of the chitosan production. The sucrose does
not produced similar effects. The results obtained are promising for the production

of the co-polymeric chitin and chitosan.
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1. INTRODUCAOQO

Os fungos representam um grande grupo que biotecnologicamente,
desperta um relevante interesse no mundo cientifico. Eles s&o capazes de viverem
nos mais diversos habitat, influenciando e sendo influenciados pelos fatores
bidticos e abidticos. Os Zygomycetes, em especial, sdao fungos que se
caracterizam por produzirem esporos de resisténcia, com parede espessa como 0
zigoésporo que se desenvolve no interior de um zigosporangio (Alexopoulos et al.
1996).

O género Cunninghamella pertence a Classe Zygomycetes, Ordem
Mucorales, Familia Cunninghamellaceae e tem como caracteristica a presenga de
quitina e quitosana em sua parede celular (Bartnicki-Garcia 1968; Campos-Takaki
1984), podendo ser encontrado em varios ambientes, como dunas (Moreau &
Moreau 1941), pradarias (Orput & Curtis 1957), turfeiras (Pavlenco 1996), aguas
poluidas (Cole et al. 1973), solos de deserto (Ali et al. 1975) e sedimento de
estuarios (Borut & Johnson, 1962; Gomes et al. 2000). O género Cunninghamella
possui mais de 12 espécies descritas (Benny et al. 1992), sendo caracterizado por
causar patologias conhecidas como zigomicoses, podendo na sua maioria ser
constituido de espécies saprobias, utilizando matéria organica, como substrato, €
0 caso da espécie Cunninghamella elegans.

Estudos taxonémicos do género Cunninghamella baseiam-se apenas em
aspectos morfofisioldgicos, contudo as espécies C. elegans e C. bertholletiae,
particularmente, apresentam estruturas reprodutivas similares, dificultando
consequentemente a identificagdo (Weitzman 1984). Novos recursos surgem para
auxiliar a taxonomia morfofisiolégica, como o estudo com marcadores
bioquimicos. Esta metodologia tem contribuido para a resolugdo de varios
problemas relacionados com a classificagdo e aspectos filogenéticos (Gusméo
1990; Muller et al. 1994; Shiosaki et al. 2001).

Estudos relatam que a adaptagdo dos fungos as condi¢gdes de estresse
ambiental, causam um processo de sele¢cao natural (Park et al. 1993), podendo

esses efeitos serem mediados pela temperatura (Mcalister & Finkelstein 1980;
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Faber & Brown, 1990), salinidade (Edgley & Brown, 1983; Beever & Laracy 1986;
Park et al. 1993), pressao osmatica (Mert & Dizbay 1977; Mert & Ekmekci 1987),
dentre outros. As condigdes de estresse podem alterar a fisiologia da germinacéo,
do crescimento e da producao de esporos (Borut & Johson 1962).

Segundo Radwan et al. (1984) & Torzilli (1997), é importante conhecer a
adaptacdo e o comportamento dos fungos a situagbes de estresse ambiental,
sabendo que diversos microrganismos, possuem a capacidade de produzir
metabdlitos secundarios de consideravel valor biotecnologico. Além disso, eles
tém aplicagdes industriais promissoras especialmente na biorremediagéo (Kirk,
1993; Reid, 1995). Por outro lado, espécies consideradas halofilicas e/ou
halotolerantes tém seus processos metabdlicos aumentados com a elevagédo da
salinidade do meio e podem apresentar grande valor industrial, desde que
demonstrem habilidade de produzir importantes metabdlitos secundarios (Radwan
et al. 1984).

A quitina € um dos mais abundantes polissacarideos encontrados na
natureza, constitui o exoesqueleto dos crustaceos, insetos e a parede celular dos
fungos (Andrade et al., 2000; Canela & Garcia, 2001). E um biopolimero composto
de residuos de N- acetil-D-glicosamina (GIcNAc), em ligacdes 3 1,4.

Segundo Davis & Bartnicki-Garcia (1984), a quitosana € um produto
derivado da N-acetilagdo da quitina pela enzima quitina deacetilase e € um
polissacarideo que desperta um grande interesse das industrias bioquimicas e
farmacoldgicas (Tharanathan & Kutter, 2003), podendo ser encontrada na
natureza, na parede celular dos Zygomycetes e em algas do género Chlorella
(Mihara, 1961).

Ambos os compostos apresentam uma vasta aplicabilidade, tais como: na
remogao e recuperacao de diferentes residuos (Muzzarelli 1977; Ramachandran &
Madhaven, 1982), na biotransformacgao de pesticidas (Thome & Van Daele, 1986),
na degradacdo de corantes (Mckay et al., 1982; Venkatrao et al., 1986),
aminoacidos (No & Meyers, 1989) e proteinas (Knorr, 1991). A quitosana é
utilizada ainda na Bio-medicina, Biotecnologia, Agricultura, fabrica de shampoos,

pasta de dente, lentes de contato, recuperacdo de proteinas, tratamento da
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poluicdo, industria de adesivos, clarificacao de sucos (Imeri & Knorr, 1988) e na
producédo de filmes biodegradaveis para fabricagdo de embalagens (Mayer et al.,
1989) e cosméticos (Synowiecki, 1986).

Considerando as observagdes morfofisiolégicas descritas por (Santiago
2004) para C. elegans UCP 542. Este estudo foi desenvolvido visando os

seguintes objetivos:

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar o comportamento morfolégico e bioquimico de Cunninghamella elegans
Lendner UCP 542 no meio de cultura contendo diferentes salinidades e
concentragdes de glicose e de sacarose.

2.2 Especificos

> Avaliar o perfil de crescimento de C. elegans no meio contendo diferentes

salinidades e concentragdes de glicose e de sacarose;

> Avaliar o comportamento morfolégico de C. elegans no meio com

diferentes salinidades e concentragdes de glicose e de sacarose;
> Analisar possiveis efeitos do meio contendo diferentes salinidades e
concentragbes de glicose e sacarose no conteudo dos polimeros (quitina e

quitosana) de C. elegans;

> Caracterizar fisico-quimicamente os polimeros quitina e quitosana.
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3._REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Os Zygomycetes

A Classe dos Zygomycetes possui representantes em varios ambientes
como: solo, agua, fezes, graos estocados, frutos, folhas, vegetais vivos, outros
fungos e animais vertebrados e invertebrados (Cardoso et al., 1992) e tém como
caracteristicas principais hifas cenociticas com septos apenas para diferenciar as
estruturas reprodutivas, esporangios ou gametangios, rizéides que fixam o fungo
ao substrato e estolées. A reprodugcdo dos Zygomycetes ocorre assexuada ou
sexuadamente, pela producédo de esporangiosporos no interior de esporangios ou
por copulagdo gametangial, respectivamente. Algumas espécies produzem
clamidosporos, podendo ser saprobias, outras simbiontes como as micorrizas e
parasitas de outros fungos, animais e plantas (Alexopoulos et al., 1996).

Os Zygomycetes sao fungos que podem produzir esporos de resisténcia, de
parede celular rigida, chamado de zigosporo cujo desenvolvimento se da no
interior de zigosporangios apos a fusdo completa entre dois gametangios que em

alguns casos surgem do mesmo micélio.

3.1.1 O Género Cunninghamella

O género Cunninghamella encontra-se dentro da ordem Mucorales. O
habitat dessas espécies € geralmente o solo e outros substratos orgéanicos. Os
representantes exibem colénias com crescimento rapido, coloracéo variando entre
branca a cinza, esporangioforo ereto, ramificado e na extremidade de cada
ramificagdo formam-se vesiculas piriformes ou globosas com diversos
esporangiolos. O micélio quando jovem ndo exibe septo. A septacéo esta
associada a idade da cultura (Baijal & Mehrotra, 1980; Domsch,1980).

Os esporos podem ser globosos ou ovais com paredes lisas ou com
espiculas, geralmente unicelulares. As espécies podem formar zigosporos

globosos, escuros e tuberculados que s&o formados entre células suspensoras,
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geralmente heterotalicas, clamidésporos podem ocasionalmente ser formados
(Domsch et al., 1980).

De modo geral, os aspectos morfolégicos correspondem a elementos
fundamentais na identificagdo dos fungos. Do ponto de vista taxonémico, espécies
de Cunninghamella podem ser identificadas por sua habilidade em responder a
variacdées no meio de cultivo. Contudo, a separacado das espécies € complexa e
alguns estudos foram realizados para identificar caracteres de valor taxonémico
como, exemplo, a forma do esporangiolo analisada por microscopia Optica
(O’Donnel, 1979; Shipton & Lunn, 1980; Alexopoulos et al., 1996; Carlile &
Watkinson, 1996).

3.1.2 Cunninghamella elegans Lendner 1907

Apresenta colbnias a principio brancas tornando-se cinzas. Vesiculas
subglobosas e esporangiolos, globosos a subglobosos, apresentando coloragao
marrom palida, quando maduros, e espinhosos. Rizdides presentes. Zigosporos
globosos amarronzados (Baijal & Mehrotra, 1980). Domsch et al.,1980 descreve
que os esporangioforos podem atingir até 20,0 ym em comprimento e que as
vesiculas terminais podem chegar a 40,0 ym de didmetro e as laterais de 10-30
pum. Shipton & Lunn (1980) reportaram que os esporangiolos de varios isolados de

C. elegans apresentaram formas globosas, subglobosas e raramente elipsoidais.

3.2 Estresse Salino

A germinagcdo e o crescimento dos fungos sao sensiveis a uma grande
variedade de condigbes ambientais incluindo a disponibilidade de nutrientes,
temperatura, condi¢des de umidade, salinidade e concentragdo de hidrogénio
(Park et al., 1966).

Foram estudados os efeitos da temperatura e salinidade na esporulagao
assexual de duas amostras de Saprolegnia parasitica e constatada uma alta

tolerancia a salinidade em se tratando do crescimento vegetativo em ambas as
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amostras. Em relagdo a temperatura, a germinagédo dos zoosporos s6 diminuiu
apos 12 horas (Harrison et al 1971).

Jones (1963) estudou os efeitos da salinidade no crescimento de
Cremasteria cymaitilis, Sporidesmium salinum e Lutworthia floridana em meio de
cultura contendo 10-100% de agua do mar. Os resultados mostraram que a taxa
de crescimento de Cremasteria foi afetada pela variagdo da salinidade do meio,
tendo este fungo exibido elevada halotolerancia. As outras espécies estudadas
tiveram seu crescimento aumentado em relacdo a elevagcdo da concentragao
salina demonstrando, portanto, comportamento halofilico.

A taxa de crescimento dos Pyrenomycetes Gaumannomyces graminis e
Lulworthia meduza em salinidades de 0-28 %, foi alvo dos estudos de Davidson
(1974). Embora ambas as espécies pudessem crescer dentro da faixa da
salinidade testada, o crescimento de G. graminis foi mais rapido em meio de agua
oceanica, sendo o oposto verdadeiro para a L. meduza, a qual cresceu em meios
de concentragdes salinas elevadas.

Os efeitos da salinidade no crescimento de Aspergillus niger e Paecilomyces
lilacinum, isolados de solo, foi realizada por Mert & Dizbay (1977). Coldnia
crescidas por quatorze dias em meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) foram
transferidos para o meio liquido Extrato de Malte contendo 1, 2, 3, 5, 7 e 9% de
NaCL e incubadas por quatorze dias a 27°C. O peso seco foi determinado
gravimetricamente e a pressdao osmotica do meio determinada com “Knauer
osmometer”. Os resultados mostraram que o crescimento vegetativo nas duas
espécies foi maximo em meios com 3% de NaCl e 15,5-15,75 atm, sendo reduzido
com a elevagao da concentracao salina dos meios de cultura.

Ekundayo (1979) observou o comportamento de determinadas espécies de
fungos patogénicos ao homem como Aspergillus fumigatus, Blastomyces
dermatitidis, Candida albicans, Epidermophyton floccosum, Geotrichum candidum,
Hormodendrum compactum, Microsporum audouinii, Nectria cinnabarina e
Sporotrichum schenckii, foi pesquisado em Sabouraud modificado com 0,85; 1,7;

3,4 e 6,8% de NaCl ou agua do mar e verificou que a maioria das espécies
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cresceram em até 3,4% de NaCl e na agua do mar, porém, quatro espécies
cresceram a 6,8% NacCl.

Griffin (1981) verificou o crescimento de diversos fungos em diferentes
salinidades, criando variados potenciais osmaéticos. Os resultados mostraram que
varias espécies de fungos podem exibir tolerancia a uma ampla variagdo de
salinidade e potenciais osmoticos entre -5 e -40 Mpa. Espécies xerotolerantes
como Aspergillus nidulans foram caracterizados por um 6timo crescimento radial
em resposta a um potencial osmatico igual ou inferior a -5 Mpa (0,8 M NaCl).

Radwan et al (1984) desenvolveram estudos com fungos em 3 solos salinos
egipcios e 1 solo controle. O numero de isolados no solo controle superou os dos
solos salinos. Quatro isolados de Penicillium mostraram um comportamento
halofilico. Fusarium spp e Aspergillus terreus sao tolerantes a 9 e 10% de NaCl.
Alguns isolados tiveram tolerancia de 30% de cloreto de sédio no meio nutritivo
como é o caso do Penicillium notatum.

Um estudo sobre germinagédo dos zodsporos de Lagenidium giganteum, sob
varias concentragdes de cloreto de sodio (0, 0,2, 0,4 e 0,6g/L), foi desenvolvido
por Lord & Roberts (1985), os quais utilizaram cinco amostras isoladas de
diferentes espécies de mosquito em varias regides dos EUA. Em todos os isolados
houve um decréscimo na germinagdo dos zodsporos devido o aumento da
salinidade em relagdo ao controle (meio sem NaCl). Na presenga de 0,6g/L de
NaCl os zodsporos de todos as amostras praticamente ndo germinaram. Apenas
uma amostra apresentou germinagao em 0,2 e 0,4g/L de NaCl.

O fungo Debaryomyces marama foi isolado de presunto defumado fabricado
na Espanha por Monte et al., (1986). O efeito do NaCl foi investigado a partir da
inoculagao de esporos no meio YEPD adicionado de 4, 8, 12, 16 e 20% de cloreto
de sddio. D. marama foi capaz de crescer em todas as salinidades testadas, com
a reducao do crescimento em elevada concentracédo de sal do meio de cultura.

Os efeitos da salinidade e da pressao osmatica no crescimento vegetativo e
reprodutivo de Aspergillus flavus e Penicillium chrysogenum foram observados por
Mert & Ekmekci (1987). O crescimento vegetativo de ambas espécies foi superior

quando aumentada a quantidade de NaCl no meio nutritivo. O crescimento
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maximo vegetativo foi observado em A. flavus e em P. chrysogenum no meio
nutritivo contendo 9% de NaCl, comparado ao controle. A salinidade e presséo
osmotica tém inibido a produgdo de conidios de A. flavus, porém, em P.
chrysogenum essas condi¢des sao estimulantes.

Para verificar os efeitos da salinidade na germinacdo de Glomus mosseae,
Estaun (1989) plaqueou clamidésporos deste fungo em Agar Agua 1% ajustado
osmoticamente para seis diferentes concentracées de NaCl e pH 7. Cada placa,
contendo de cinco a seis esporos viaveis, foi incubada no escuro na temperatura
de 25°C e a germinacao verificada depois de 3, 6, 14 e 22 dias. O crescimento do
tubo germinativo foi verificado pela adicédo do trypan-blue com a ajuda de uma
grade 50um x 50 ym. Os resultados mostraram que baixas concentragdes de NaCl
(até 2mg de NaCl/mL) ndo afetaram significativamente a taxa de germinacao dos
esporos. A germinagao foi afetada com a adigdo de 4 mg de NaCl/mL, tornando-se
praticamente nula com a concentragao de 8 mg de NaCl/mL.

Park et al (1993), pesquisaram a adaptacdo do Aspergillus niger em
condicoes de estresse salino em meio PDB (batata dextrose liquido) com
diferentes concentragdes de NaCl ao meio de cultura e observaram que com
0,25% e 0,5% NaCl houve crescimento. Com 0,75%, o crescimento manteve-se
lentamente, com 1,0 % houve uma interrupgédo de apenas 30 minutos voltando em
seguida a crescer. Com 1,5%, ndo houve crescimento.

Ravishankar et al. (1994), observaram influéncia de diferentes salinidades
(34,5 %o; 20,7 %o; 6,9 %o0) sob a composicdo dos acidos graxos de um fungo
marinho Cirrenella pygmea. Esse estudo revelou que a composigdo dos acidos
graxos de fungos marinhos ¢é alterada por fatores externos tais como a salinidade
e que tais alteragbes sao similares aquelas registradas por alguns fungos
halofilicos.

As estratégias, dos fungos marinhos, estudadas por Clipson & Hooley (1995)
sao utilizadas para resistirem a grandes concentragdes de sal no mar, acumulando
solutos como glicerol, manitol, ions Na e CI no seu citoplasma que permitirdo o

influxo da agua pela célula fungica.
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Um estudo sobre o crescimento de fungos decompositores de alimentos em
um meio de cultura sélido em varias temperaturas (5, 10, 15, 20, 25,30 e 37 °C) e
concentragdes de NaCl( 0; 0,1; 0,4; 1,0; 3,0; 5,0 e 7,0%), foi estudado com o
objetivo de relacionar a taxa de crescimento com a temperatura e a concentragao
de sal ( Cuppers et al. 1997).

Quarenta amostras de Aspergillus fumigatus isoladas do solo e &gua,
salgados foram mantidas em meio contendo diferentes concentragdes de NaCl ,
glicose e temperaturas de 30°C e 50°C por Tepisic et al (1997). Posteriormente
determinaram a produgdo de micotoxinas importantes como verruculogen,
fumitremorginas B e C e fumigaclavina A, através da cromatografia de camada
delgada (TLC) e cromatografia liquida de alta performance (HPLC).

Castillo & Demoulin (1997) relacionaram os efeitos da temperatura e
salinidade ao crescimento dos basidiomicetos Microporus xanthopus, Pycnoporus
sanguineus e Schizophyllum commune. Os resultados indicam que M. xanthopus,
P. sanguineus s&o sensiveis a salinidade, porém P. sanguineus se destaca por
apresentar uma alta tolerancia a variagdes de temperatura e S. commune por
resistir a grandes variagdes de temperatura e salinidade.

Edwards et al (1998) desenvolveram um estudo morfolégico e fisiologico em
Dendryphiella salina e D. arenaria em relagdo a sua capacidade de adaptagao no
oceano, sendo observadas alteragdes no crescimento das colénias desses fungos
e na forma de seus esporos. Foram utilizados cinco diferentes isolados de cada
espécie os quais foram inoculados em “Agar corn meal” (CMA) contendo
diferentes concentragbes de NaCl (0-10 M). Quando crescidos em CMA com
elevadas concentragcdes de cloreto de soédio, foram produzidos conidios mais
curtos em ambas as espécies.Todos os isolados foram capazes de crescer na
concentragdo de 0,5 M de NaCl, embora houvesse uma significante inibicao
quando comparados ao controle (CMA sem NaCl). Diferentes isolados
apresentaram comportamento variados, com um dos isolados de D. salina
mostrando-se marcadamente menos tolerante a salinidade.

A influéncia da salinidade no crescimento do basidiomiceto Nia vibrissa foi

verificada por Helmholz et al., (1999). O meio utilizado foi Hagem Agar adicionado
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de 0, 10, 25, 50, 100 e 150%0 de NaCl e pH 7,5. Os resultados mostraram que Nia
vibrissa é capaz de crescer em todas as concentracdes utilizadas excetuando-se a

de 150%o, tendo o fungo demonstrado preferéncia por salinidades entre 5-25%e.

3.3 Quitina e Quitosana

Os polissacarideos, também denominados de glicanos, diferem entre si na
identidade de suas unidades monossacaridicas, nos tipos de ligagdo que os unem,
no comprimento de suas cadeias, e ainda, no grau de ramificagdo das mesmas
(Figura 1).

Em recentes estudos, varias espécies fungicas tém sido identificadas como
fontes alternativas na produgao de quitina e quitosana, entre estas: Phycomyces
blakeslleanus, Mucor rouxii, Colletotrichum lindemuthianum, Absidia coerulea e
Cunninghamella blakeslleana ( Muzzarelli, 1977; Knorr et al., 1989).

Em fungdo do amplo campo de aplicacdo da quitina e quitosana, estes
polissacarideos tém sido extensivamente estudados na atualidade. A fonte
tradicional para obtenc¢do de quitina sdo os exoesqueletos de crustaceos, contudo,
existem varias limitagdes em relagdo a utilizagdo destes animais, tais como: a
adaptacédo ao clima, os locais de confinamento e o processamento em larga
escala associado com a conversdo quimica de quitina em quitosana, que limitam a
viabilidade do processo de obtencédo para estes polissacarideos (White et al.,
1979; Mathur & Narang, 1990).

A quitosana é derivada da N-desacetilagdo da quitina, podendo o grupo N-
acetil sofrer varios graus de desacetilagdo, gerando assim diversos derivados da
quitosana. A molécula de quitosana (poli- B-(1-4)-D-glucosamina) tem um grupo
amino e um grupo hidroxil os quais podem ser modificados pelo uso de drogas,
desta forma pode-se modificar as propriedades da quitosana (Sano et al. 1991).

A quitina, com excecdo da celulose é o polissacarideo mais abundante e
largamente  distribuido, servindo como elemento estrutural encontrado
especialmente em animais invertebrados e na parede celular de fungos (Kent,
1964; Kafetzopoulos, 1993).
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Schembri & Klemm (1998), relataram a ocorréncia de sitios de ligagcao para
metais pesados na superficie celular de microrganismos que se tornam alvos
especificos para estes elementos, em um mecanismo que pode ser comparado ao
processo chave-fechadura, que ocorre com as enzimas, devido a composicao
destas moléculas.

Chitnis & Deshpande (2002) estudaram os parametros para o isolamento e
regeneracao de protoplastos em células leveduriformes e filamentosas de um
Zygomycete dimorfico denominado Benjaminiella poitrasii.

O método por cromatografia em camada liquida de alta performence (HPLC),
foi utilizado por Zhu et al (2005) para quantificar a glucosamina e verificar a
pureza da quitina em materiais bioldgicos e produtos alimenticios. O método foi

escolhido por ter boa linearidade, preciséo.

B
R
H OH H | H H OH
NH
H_ o H_ o
0 Ho—7H
HO - L HO - 0
H
NH NH
H 2H H “H
H oH
R=H or COCH; QUITOSANA

Figura 1: Formula estrutural da quitina (A) e quitosana (B). Campos-Takaki (2005).
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ABSTRACT

In this work, studies were carried out evaluating the influence of the salinity (0, 1.0, 2.5
and 4.0 % of NaCl), associated the glucose (1.0, 2.5 and 4.0 g/L) and sucrose (1.0, 1.5,
2.0 g/L), in the growth and the morphology of isolated Cunninghamella elegans
isolated from mangrove sediments of city Rio Formoso-PE-Brazil. The growth was
carried out in the medium Hesseltine & Anderson, added of different concentrations of
NaCl and carbon sources. The morphologic analyses was realized following the
alterations in the form and size of the sporangioles caused for the stress conditions of
saline, exactly in the presence of the carbon sources glucose and sucrose. It was still
observed, a reduction in the growth of C. elegans mainly, with the concentrations of 2.5
and 4.0% of NaCl. The observations using the light microscope had demonstrated
alterations in the sporangioles, verifying themselves that, in concentration 1.0% of
NaCl. The number of ellipsoids sporangioles increased of 10%. In the concentrations of
2.5 and 4.0% of NaCl the globose sporangioles showed a discrete reduction from 68%
for 44%, while that the ellipsoids increased of 5% for 10 and 11%, respectively. And
still, in conditions 2.5 and 4% of NaCl were observed the presence of chlamidospores
and small ramifications of the mycelium. The results were contributed for a better
knowledge of the decurrent biological phenomena of stresses it for the salinity, in fungi

from mangrove.

Key words: Cunninghamella elegans, morphology, salinity, glucose and sucrose
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RESUMO

Neste trabalho, estudos foram realizados avaliando a influéncia da salinidade (0, 1,0, 2,5 ¢
4,0 % de NaCl), associada a concentragdo da glicose (1,0, 2,5 e 4,0 g/L) e sacarose (1,0,
1,5, 2,0 g/L) no crescimento e na morfologia de Cunninghamella elegans isolada do
sedimento de mangue no municipio de Rio Formoso-PE-Brasil. O crescimento foi realizado
no meio Hesseltine & Anderson, adicionado de diferentes concentracdes de NaCl e fontes
de carbono. As analises morfologicas foram realizadas acompanhando as alteracdes na
forma e tamanho dos esporangiolos causadas pelas condigdes de estresse salino, mesmo na
presenca das fontes de carbono glicose e sacarose. Observou-se ainda, uma redug¢do no
crescimento de C. elegans principalmente, com as concentragdes de 2,5 e 4,0% de NaCl.
As observagdes ao microscopio de luz demonstraram alteragdes nos esporangiolos,
verificando-se que na concentragdo 1,0% de NaCl, o numero de esporangiolos elipsdides
aumentou de 10%. Nas concentracdes de 2,5 e 4,0% de NaCl os esporangiolos globosos
sofreram uma discreta reducdo de 68% para 44%, enquanto que os elipsdides aumentaram
de 5% para 10 e 11%, respectivamente. E ainda, nas condigoes 2,5 ¢ 4% de NaCl observou-
se a presenga de clamidésporos e pequenas ramificacdes do micélio. Os resultados
contribuiram para um melhor conhecimento dos fendmenos microbioldgicos decorrentes do

estresse pela salinidade, em fungo de manguezal.

Palavras-Chave: Cunninghamella elegans, morfologia, salinidade, glicose e sacarose
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INTRODUCAO

Os fungos constituem um grupo de organismos cosmopolitas que podem
ser encontrados em diversos ambientes em condi¢cbes favoraveis ou ndo a sua
sobrevivéncia. S&o eucaridticos, simbiontes, parasitas e/ou saprébios e
reproduzem-se por meio de esporos de origem assexual ou sexual. Estes
microrganismos podem apresentar-se morfologicamente com hifas septadas ou
cenociticas (com raros septos delimitando as estruturas de reprodugéo) e sua
parede celular caracteriza-se por possuir quitina, um polissacarideo encontrado na

maioria dos fungos [2,14, 31].

Dentre os fungos atuantes como biorremediadores de ambientes poluidos,
destacam-se os da Ordem Mucorales (Zygomycetes), que compreendem
microrganismos com um rapido crescimento em condigdes de cultivo,

considerados patdégenos oportunistas para o homem e animais [1].

A adaptagdo dos fungos as condi¢gbes de estresse ambiental € um processo
bioldgico importante. Muitos estudos tém citado essa adaptagdo em ambientes
salinos [6, 9, 20]. Entretanto, o crescimento e a producédo de esporos podem ser

influenciados por esses ambientes salinos [34].

E fundamental o conhecimento do comportamento dos fungos em situacdes de
estresse ambiental, ja que nessas condi¢des, diversos microrganismos produzem

metabdlicos secundarios de consideravel valor biotecnolégico [19, 24, 33].
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Esse trabalho tem como objetivos obter o perfil de crescimento de
Cunninghamella elegans e avaliar o comportamento morfolégico em meio

contendo diferentes concentragdes de NaCl, de glicose e de sacarose.

MATERIAL E METODOS

Microrganismo - A pesquisa foi realizada com Cunninghamella elegans Lendner isolado
do sedimento de mangues no Municipio de Rio Formoso-PE, depositada no Banco de
Culturas da Universidade Catdlica de Pernambuco — UNICAP [11], catalogada sob o

numero 542 ¢ mantida em meio BDA (BIOLIFE®).

Curva de crescimento - A curva de crescimento de C. elegans (UCP 542) foi
desenvolvida a partir do inoéculo 10" esporangiolos/mL obtidos do meio de
esporulacdo Yeast Malt Agar-YMA, transferidos para Erlenmeyers de 250 mL de
capacidade contendo 50 mL do meio de Hesseltine e Anderson [14], com
diferentes concentracdes de glicose (2, 4, 6%) e sacarose (2, 4%). Os frascos
foram incubados a 30° C durante 96 horas sob agitacdo orbital de 150 rpm.
Aliquotas foram retiradas a cada 12 horas nas primeiras 48 horas e
posteriormente, com intervalos de 24 horas até 96 horas. As culturas foram
filtradas (filtro nylon silkscreen 120F) e, posteriormente, a biomassa foi colocada
em frascos previamente tarados, submetida ao processo de liofilizagdo mantida
em dessecador a vacuo, a temperatura ambiente. A curva de crescimento foi
determinada por gravimetria. Os liquidos metabdlicos foram submetidos a

determinac&o do consumo de glicose.
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Determinagdo do Consumo de Glicose e Sacarose - O consumo de glicose e
sacarose foi realizado com aliquotas retiradas e submetidas ao método enzimatico

colorimétrico (Lab-Test) determinado por leitura em absorbancia de 510 nm [13].

Avaliagao do crescimento e morfologia de C. elegans - As colbnias crescidas
no meio de Hesseltine e Anderson [14] adicionado cloreto de sédio (1, 2,5 e 4%),
glicose (1, 2,5, 4g/L) e de sacarose (1, 1,5 e 2g/L), de acordo com o planejamento
fatorial de 2°, foram incubadas a temperatura de 30° C. As placas foram
observadas com o auxilio de uma lupa para analise da morfologia, em relagdo ao
aspecto macroscoépico, levando-se em consideragédo a coloragao e aspecto geral
das colbénias. Para a observagdo dos aspectos microscépicos das alteragdes
morfologicas foi feita cultura em |lamina em quatro dias, coradas com azul de
Amann, sendo observados através de microscopia de Iluz forma dos
esporangiolos, esporangios e a presenga de estruturas de resisténcia. Os
esporangiolos foram observados em microscopio 6tico com aumento de 400X e
contados utilizando-se uma suspensdo de 10’, tendo sido avaliados um total de

200 esporangiolos para cada concentragao de salinidade.

Planejamento Fatorial - Um planejamento fatorial completo 2° com 8 ensaios e 4
repeticdbes no ponto central, foi realizado, com o objetivo de avaliar o efeito das
concentragdes de glicose, cloreto de sodio e sacarose. A Tabela 1 mostra os
valores das variaveis +1, -1 e ponto central.

Influéncia da salinidade no crescimento de C. elegans de acordo com a Matriz do
planejamento fatorial completo 2° - O crescimento de C. elegans (UCP 542) foi

desenvolvido a partir do inéculo 10 esporangiolos/mL obtidos do meio de esporulacao
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Yeast Malt Agar-YMA, transferidos para Erlenmeyers de 125 mL de capacidade, contendo
25 mL do meio Yeast Malt Broth - YMB. Os frascos foram incubados a 30°C durante 48
horas sob agitacdo orbital de 150 rpm. A biomassa crescida por 48h foi transferida para
Erlenmeyers de 250 mL de capacidade contendo 25 mL do meio Hesseltine e Anderson
[14] e mantida em agitagdo constante por 48 horas, servindo de pré-inoculo nos
experimentos subsequentes. Apods esse periodo, toda a biomassa foi transferida para
Erlenmeyers de 1000 mL contendo 300 mL do meio Hesseltine e Anderson [14], de acordo
com planejamento fatorial de 2°. Os frascos foram mantidos sob agitacio orbital de 150
rpm durante 72 horas. Apds esse periodo, a biomassaa foi obtida por filtragdo utilizando
filtro de nylon silkscreen 120F Em seguida, a biomassa foi transferida para frascos
previamente tarados, submetida ao processo de liofilizacdo e mantida em dessecador a
vacuo, a temperatura ambiente. A biomassa foi determinado por gravimetria. Os liquidos

metabdlicos foram submetidos a determinacdo do consumo de carboidratos totais e pH.

Determinagcdao do pH - O acompanhamento do pH do liquido metabdlico dos
distintos ensaios foi determinado por potenciometria (Potencidmetro digital Quimis

Mod.400 A).

Determinagcdo do Consumo de Carboidratos Totais - O consumo de
carboidratos totais foi determinado pelo método fenol-sulfurico descrito por Dubois
et al. [8]. As leituras foram efetuadas em espectrofotdmetro digital (Spectronic
Mod. Genesys 2) no comprimento de onda de 490nm, utilizando glicose como

padrao.
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Tratamentos estatisticos - a influéncia das varias concentracbes de NaCl, em
associacao com glicose e sacarose na morfologia dos esporangiolos de C.
elegans foi utilizada analise de variancia de Kruskal-Wallis [29]. A influéncia de
glicose e da sacarose sobre o estresse causado pela salinidade no crescimento e
na morfologia dos esporangiolos de C. elegans foi avaliado utilizando-se uma

analise de variancia binomial (ANOVA), de acordo com Ayres et al. [4].

RESULTADOS E DISCUSSAO

Influéncia da glicose no crescimento de C. elegans

O perfil de crescimento de C. elegans esta apresentado nas Figuras 1, 2, 3,4 ¢ 5
utilizando a determinac¢do do consumo de glicose (2, 4 e 6%) e sacarose (2, 4%), producao
da biomassa e determinagdo do pH no decorrer das 96 horas de fermenta¢do. Na Figura 2
observa-se maior producdo de biomassa (5,77g/L), com 96 horas na curva de crescimento
com glicose a 2%.

Rast et al. [25] durante seus estudos utilizando amostra de Mucor rouxii demonstraram
rendimentos em torno de 9,0 a 14,0 g/L, apresentando resultados muito superiores aos aqui
obtidos. Utilizando o mesmo microrganismo, Synowieck e Al-Khateeb [31] encontraram
valores em torno de 4,0 g/LL apds 48 horas de crescimento. Porém, Leafo et al. [16],
obtiveram um peso seco de biomassa maximo de 0,05 g/l com Halophytophtora vesicula
durante 48 horas, resultando em valor inferior ao encontrado neste trabalho.

Outro trabalho foi desenvolvido por Andrade et al. [3] utilizando C. elegans
apresentando resultados em torno de 10,0 a 14,0 g/L apos 96 horas de cultivo, cujos

rendimentos foram superiores aos resultados obtidos nesta pesquisa. O comportamento do
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pH no decorrer do periodo de 96 horas de cultivo demonstrou discreta oscilacao
apresentando valores entre de 4,0 e 5,0, concordando com os resultados obtidos por Franco
(10).

O crescimento de C. elegans em meio de cultura com diferentes valores de pH estd
representado na Tabela 2. Observou-se que o pH variou de 4,0 a 7,0, conforme os dados
descritos por Leano [16]. O crescimento micelial somente foi possivel com pH variando
entre 6,0 a 8,0, no entanto Franco [10], descreve valores que oscilaram entre 4,0 a 5,0, para
o maior conteudo de biomassa.

Influéncia da salinidade associada as fontes de carbono glicose e sacarose no
crescimento de C. elegans

O crescimento de C. elegans em meios de cultura com diferentes concentragdes de
NaCl, associado a glicose e sacarose apos 96 horas de fermentacdo, estd apresentado na
Tabela 2. Na presenga de NaCl a 1 %, os valores da biomassa sao 4,67 g/L e 4,12 g/L nas
condicdes 2 e 4, respectivamente. Nessas condi¢des, a concentragdo da glicose ¢ superior a
da sacarose mostrando a importancia da glicose para o crescimento do fungo. Em relagado
ao NaCl a 4%, as melhores condigdes de crescimento continuam sendo aquelas que
apresentam uma concentracao de glicose superior a da sacarose cujos valores sdo: 4,42 g/L.
e 4,68g/L (condicdo 6 e 8, respectivamente). Porém o mais alto valor de crescimento
micelial foi o da condi¢do 9, apresentando 5,10 g/L. A figura 6 mostra que em todas as
condicdes estudadas, mesmo ocorrendo maior concentragdo de sal a glicose foi consumida
satisfatoriamente. Supde-se que as células mantiveram o consumo para garantir a sua
sobrevivéncia.

Estudos com leveduras e com altas concentracdes de NaCl sugerem resultados bem

diferentes destes aqui descritos. Prapailong e Fleet [23] estudaram 30 leveduras de
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alimentos apodrecidos em meio contendo 7,0 a 20,0% de NaCl e 12,0 e 45% de sacarose.
Nove ensaios cresceram a 20,0% de NaCl e os menos tolerantes cresceram na faixa de 7,5 a
10%. Em relagdo a fonte de carbono todas as espécies cresceram na presenga de sacarose,
semelhantes aos resultados aqui obtidos. Llorente et al [17], pesquisaram o efeito do NaCl
em leveduras ¢ mostraram um retardo no crescimento em todas as amostras testadas na
presenca de NaCl entre 6 a 15%. O crescimento de uma levedura halofilica mutante em
meio contendo 2% de glicose e 3-12% de NaCl foi avaliado por Yoshikawa et al [35],
observando que, o melhor meio para crescimento foi verificado com 6,0 a 12% de NaCl.

Estudos feitos por Marshall et al [18] analisaram a influéncia de 1,0 a 10% de NaCl no
crescimento e na sobrevivéncia de Propionibacterium freudenreichii, Bacillus pumilus e
Saccahromyces cerevisiae. Apenas S. cerevisiae sofreu um retardo no seu crescimento na
presenca de 2,0 a 10,0% de NaCl, semelhante aos estudos de Llorente et al [17].

Sterflinger e Krumbein [30] estudaram fungos dematiaceos em meio contendo
concentragdes de NaCl a 2,0, 3,5 e 7,0%, todos apresentaram crescimento nesta faixa de
salinidade, mostrando a sua holotolerancia, similar aos resultados obtidos neste trabalho.
Efeitos da salinidade no crescimento e na morfologia de C. elegans na presenca das
fontes de carbono glicose e sacarose

As colonias foram analisadas macroscopicamente durante 3 dias. As colonias de C.
elegans apresentaram um micélio aéreo branco inicialmente e posteriormente, acinzentado,
com auséncia das zonas de crescimento, sendo esses resultados semelhantes a Baijal e
Mehotra [5] e Santiago [27].

A presenca de clamidosporos nos micélios de C. elegans crescida nos meios com

salinidades de 2,5 e 4,0%, sugere como uma resposta do fungo ao estresse salino. Esse
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fendmeno de resisténcia a salinidade esta relacionado com o seu habitat em sedimento de
mangue, ambiente onde existe uma consideravel variacdo salina.

As colonias de C. elegans observadas ao microscopio de luz e representadas nas Figuras
7 e 8, exibiram alteragdes nos esporangiolos nas concentragdes de 2,5 e 4,0% de NaCl.
Verificou-se que no meio controle (Figura 7A), o micélio apresentou-se bastante ramificado
sem clamidosporos e com 68% de esporangiolos globosos superando os 5% de
esporangiolos elipsoides, na concentragdo de 1,0% de NaCl o niimero de esporangiolos
elipsoides subiu para 10% e nas concentracdes de 2,5 e 4,0% NaCl observou-se que os
esporangiolos globosos sofreram um discreto decréscimo para 44% e os elipsoides para 10
e 11%, respectivamente.

Os resultados apresentados na Figura 9 mostraram que o aumento da salinidade dos
meios de cultura foi acompanhado por modificagdes na forma dos esporangiolos. A
quantidade de globosos diminuiu, porém houve uma pequena elevacdo dos subglobosos,
subglobosos para elipsoides e elipsoides. A producdo de esporangiolos na maioria globosa
e minoria elipsdide foram também observadas por Shipton e Lunn [28] e Santiago [27],
concordando com os resultados aqui obtidos.

Sugere-se ainda, que o aumento de NaCl nos meios de cultura, tenha a funcdo de
induzir alteragdes morfologicas que podem estar relacionadas a disfungdes associadas aos
mecanismos controladores da permeabilidade celular, fazendo com que sejam produzidas
células morfologicamente diferentes.

Por outro lado, a inibi¢do observada no crescimento de C. elegans sdo apoiadas por
Prista et al [22] pesquisaram sobre o transporte intracelular do Na' de Debaryomyces
hansenii, e Rodrigues e Sant’Anna [26] usando Saccharomyces cerevisiae demonstrando a

influéncia do NaCl no crescimento micelial e na producdo de proteinas extracelulares
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totais em fun¢do do deslocamento de aminodcidos do meio intracelular para o meio
extracelular.

Outros estudos com S. cerevisiae, Olz et al [20] investigaram o desenvolvimento celular
mediante estresse salino de 0 a 0,9M NaCl. Os resultados revelaram que a presenca do
NaCl inibiu o crescimento das células em 25%, quando comparado ao controle.. Resultados
semelhantes foram observados por Gustafsson ¢ Larsson [12] avaliando o crescimento de S.
cerevisiae na presenca de 0,7M NaCl, confirmando os resultados obtidos com C. elegans.

Ali [2], observou crescimento apenas vegetativo em Saprolegnia parasitica na presenca
de determinadas concentra¢des de NaCl e acido ascorbico. O NaCl e o acido ascérbico
combinados melhoram a tolerancia de S. parasitica ao sal. A formagao dos esporangios e a
sua liberagdo foram sensiveis até nas baixas taxas de salinidade.

Christian e Waltho [7]; Tempest et al.[31]; Rodrigues e Sant’Anna [26], supdem que a
reducdo do crescimento celular pela presenca de NaCl no meio, esteja ligada diretamente a
saida da 4gua para o meio externo devido a pressdao osmotica desempenhada pelo NaCl,
contudo, essa perda de agua pelas células para o meio mais concentrado, causa um aumento
na quantidade de aminoécidos intracelulares [26]. As informagdes da literatura além de
apoiar os resultados obtidos com C. elegans permitem esclarecer parte dos fendmenos

bioldgicos que ocorrem com o efeito do estresse salino.
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Tabela 1. Matriz do planejamento fatorial completo 2

NIVEL Glicose Sacarose ~ NaCl (%)

(g'L) (g/L)
1 1 1 1
2 4 1 1
3 1 2 1
4 4 2 1
5 1 1 4
6 4 1 4
7 1 2 4
8 4 2 4
9 2,5 1,5 2,5
10 2,5 1,5 2,5
11 2,5 1,5 2,5
12 2,5 1,5 2,5

As variaveis utilizadas foram codificadas com os seguintes valores: Glicose, 1,0g/L (-1) e
4,0g/L (+1); Sacarose, 1,0 g/L (-1) e 2,0 g/L (+1); NaCl, 1,0% (-1) e 4,0% (+1). Os valores
dos pontos centrais foram: Glicose, 2,5 g/L; Sacarose, 1,5g/L; NaCl 2,5%.
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Tabela 2: Valores de pH, NaCl, biomassa e carboidratos totais apos 72 horas de
incubacdo a 30°C, seguindo as diferentes concentragbes indicadas no

planejamento fatorial.

Condigées | pH (inicial)| pH (final) | Salinidade(%o) Salinidade(%o.) Biomassa(g/L
(inicial) (final)
1 5,3 7,1 6,0 4,5 3,22
2 5,3 7,2 7,0 4,5 4,67
3 5,3 4,0 6,0 5,5 3,40
4 5.3 4,0 9,0 8,0 4,12
5 5,3 3,9 10,0 7,0 3,42
6 5,3 4,2 10,0 6,0 442
7 5,3 6,6 10,0 6,0 3,92
8 5,3 6,6 11,0 6,0 4,68
9 5,3 6,9 9,0 5,0 5,10
10 5,3 6,8 9,0 5,0 4,99
11 5,3 6,5 9,0 5,0 4,87
12 5,3 6,9 9,0 5,0 5,00

As variaveis utilizadas foram codificadas com os seguintes valores: Glicose, 1,0g/L (-1) e
4,0g/L (+1); Sacarose, 1,0 g/L (-1) e 2,0 g/L (+1); NaCl, 1,0% (-1) e 4,0% (+1). Os valores
dos pontos centrais foram: Glicose, 2,5 g/L; Sacarose, 1,5g/L; NaCl 2,5%.
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Figura 1: Curva de Crescimento de C. elegans (UCP 542), em meio contendo glicose a 2%

descrito por Hesseltine e Anderson [14].

~

Biomassa(g/L
S — WAL
1

0 12 24 36 48 72 9
Tempo (H)

—e—pH —&— Biomassa (g/L)‘

Figura 2: Curva de Crescimento de C. elegans (UCP 542), em meio contendo glicose a 4%

descrito por Hesseltine e Anderson [14].
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Figura 3: Curva de Crescimento de C. elegans (UCP 542), em meio contendo glicose a 6%

descrito por Hesseltine ¢ Anderson [14].
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Figura 4: Curva de Crescimento de C. elegans (UCP 542), em meio contendo sacarose a

2% descrito por Hesseltine ¢ Anderson [14].
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Figura 5: Curva de Crescimento de C. elegans (UCP 542), em meio contendo sacarose a

4% descrito por Hesseltine e Anderson [14].

O Carb. Totais Oh (g/L)

Consumidos(g/L)

Carb. Totais (g/L)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Condigoes

Figura 6: Carboidratos Totais no liquido metabdlico de C. elegans (UCP 542) cultivada
em meio Hesseltine e Anderson [14] adicionado de diferentes concentracdes de NaCl,

glicose e sacarose, de acordo com o planejamento fatorial.
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Figura 7: Variagbes morfologicas de C. elegans: A. Meio H&A controle; B. Condigao 1 (Glicose 1,0
g/L, Sacarose 1,0 g/L, NaCl 1,0 %); C. Condigéo 2 (Glicose 4,0 g/L, Sacarose 1,0 g/L, NaCl 1,0 %);
D. Condicdo 3 (Glicose 1,0 g/L, Sacarose 2,0 g/L, NaCl 1,0 %); Formacado de clamidésporos: E.
Condicao 4 (Glicose 4,0 g/L, Sacarose 2,0 g/L, NaCl 1,0 %) (400X).
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Figura 8: Variacdes morfolégicas de C. elegans. Formacdo de clamiddsporos: A. Glicose 1,0 g/L,
Sacarose 1,0 g/L, NaCl 4,0 B. Glicose 4,0 g/L, Sacarose 1,0 g/L, NaCl 4,0 %; C. Glicose 1,0 g/L, Sacarose
2,0 g/L, NaCl 4,0 %; Columelas Dilatadas: D. Glicose 4,0 g/L, Sacarose 2,0 g/L, NaCl 4,0 %; E. Glicose

2,5 g/L, Sacarose 1,5 g/L, NaCl 2,5 % (400X).
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Figura 9: Variagdes morfoldgicas dos esporangiolos de C. elegans (UCP 542),

Anderson [14] controle e modificado pelas médias das condi¢des de acordo com o planejamento fatorial.
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RESUMO

O presente estudo tem como objetivo verificar a influéncia do NaCl e das fontes de carbono
na produg¢do de quitina e quitosana por Cunninghamella elegans (UCP 542). A producado de
quitina e quitosana foi avaliada utilizando-se um planejamento fatorial 2%, com 4 pontos
centrais para analisar os efeitos principais e as interagdes das varidveis: concentracdo de
glicose, de sacarose e de cloreto de sodio. O crescimento do fungo foi realizado durante 96
horas sob agitagdo (125rpm) a 28°C, usando o meio descrito por Hesseltine & Anderson
(1957), adicionado de NaCl, glicose e sacarose, segundo condi¢cdes descritas no
planejamento fatorial. A biomassa produzida ao final do cultivo apds liofilizacdo, foi
submetida ao processo de extragdo de quitina e quitosana utilizando-se tratamento alcali-
acido. Os polissacarideos foram caracterizados através de Espectroscopia ao raio de
Infravermelho. O melhor rendimento de quitosana (18,3%) foi obtido na condi¢ao 8 (2g/L
sacarose, 4g/L glicose e 4% NacCl), enquanto que o de quitina (41,5%) na condi¢do 2 (1g/L
sacarose, 4g/L glicose e 1% NaCl). A produ¢do de quitina foi influenciada negativamente
pela concentracdo de sacarose, glicose e NaCl no meio de cultura, porém, o efeito de
interagdo entre estes fatores apresentou influencia positiva. Por outro lado, a producao de
quitosana foi influenciada positivamente pela presenca de glicose e concentragdo de NaCl
contudo, a sacarose nao apresentou influéncia. Os resultados obtidos demonstram a
possibilidade de uso de NaCl e glicose como um método adequado para o aumento da

producdo de quitina e quitosana.

Palavra-Chave: Cunninghamella, glicose, quitina, quitosana, sacarose e salinidade
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ABSTRACT

The present study has as objective to verify the influence of the NaCl and the carbon
sources in the chitin and chitosan production by Cunninghamella. elegans (CPU 542).
The production of chitin and chitosan was evaluated using an factorial design 2%, with 4
central points to analyze the main effect and the interactions of the variable:
concentration of glucose, sucrose and sodium chloride. The growth of fungi was carried
out during 96 hours under agitation (125rpm) 28°C, using the method described by
Hesseltine & Anderson (1957), added of NaCl, glucose and sucrose, according to
described conditions in the factorial design. The biomass produced to the end of the
culture after liophylization, was submitted to the process of extraction of chitin and
chitosan using itself alkali-acid treatment. The polysaccharides had been characterized
through spectroscopy to the Infra-red ray. The best income of chitosan (18,3%) was
obtined in condition 8 (2g/L sucrose, 4g/L glucose and 4% NaCl), while that of chitin
(41,5%) in condition 2 (1g/L sucrose, 4g/L. glucose and 1% NaCl). The chitin
production was influenced negative by the concentration of sucrose, glucose and NaCl in
the culture, however, the effect of interaction between these factors presented positive
influences. On the other hand, the chitosan production was influenced positively by the
presence of glucose and concentration of NaCl. However, sucrose did not present
influence. The results obtained demonstrate to the possibility of use of NaCl and

glucose as a method adjusted for the increase of the chitin production and chitosan.

Key- Words: Cunninghamella, glucose, chitin, chitosan, sucrose e salinity
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Os fungos consistem em um grupo de organismos com um grande interesse pratico e
cientifico (Wang et al. 2000). Os comportamentos dos fungos em situagdes de estresse
ambiental, vem sendo amplamente estudados, uma vez que muitos microrganismos, nessas
situagdes, produzem metabolicos secundarios de importante valor biotecnoldgico (Radwan

et al. 1984; Torzilli, 1997).

O crescimento dos fungos ¢ sensivel a uma grande variedade de condi¢des ambientais,
incluindo a disponibilidade de nutrientes, temperatura (Weits et al., 2001; Loureiro et al.,
2002; Plaza et al., 2003), condi¢des de umidade e salinidade (Tekere et al., 2001; Diaz et
al., 2002). Todavia, alguns podem crescer bem em ambiente salino, como dgua do mar e
salmoura de industria de conservantes (Edgley e Brown, 1980). Estudos tém mostrado a
adaptacdo de fungos em condicdes de tensdo ambiental, inclusive os efeitos das fontes de

carbono e salinidade (Edgley e Brown, 1980; Jonathan e Fasidi, 2003).

Em estudos morfologicos e fisiologicos com fungos, varios autores relatam alteragdes no
crescimento das colonias e na forma dos esporos, assim como aumento da tolerancia a
salinidade com a elevagao da temperatura de cultivo (Castilo e Demoulin, 1997; Edwards et
al., 1998; Cimerman et al., 2000). A presenga de altas concentragcdes de NaCl no meio
altera a pressdo osmotica da célula microbiana, influenciando de forma sensivel o
metabolismo ¢ a producdo de biomassa (Mert e Dizbay, 1997; Rodrigues e Santana, 2001;
Santos et al 2001; Lenartovicz et al., 2003).

Recentes avancos em tecnologias de fermentacdo sugerem que o cultivo de fungos
selecionados possa prover uma fonte alternativa de quitina e quitosana (Andrade et al.
2003; Nadarajah et al. 2001; Pochanavanich e Suntomsuk, 2002). As quantidades desses
polissacarideos dependem das espécies de fungos e condi¢des de cultivo. Normalmente, os
Zygomycetes tém quantidades mais altas de quitina e quitosana em suas paredes celulares,
quando comparada a outras classes de fungos ( Andrade et al. 2000; Campos-Takaki, 2005;
Franco et al. 2005).

Varias pesquisam utilizando fungos como fonte alternativa de quitina e quitosana relatam
rendimentos iguais ou superiores, destes polimeros, aos obtido quando utilizadas fontes
tradicionais (Synowiecki e Al-khateeb, 1997; Nadarajah et al. 2001; Pochanavanich e
Suntomsuk, 2002). Em recentes estudos, tem se estabelecido métodos de otimizagdo para

processos de obtencdo de quitina e quitosana a partir de massa micelial de Cunninghamella
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elegans, sendo relatados rendimentos de quitosana entre 5 e 8%, e de quitina em torno de
13 a 24% (Andrade et al., 2000, Amorim et al., 2001; Andrade et al., 2003; Franco et al.,
2005).

A quitina ¢ um polimero natural, insoltivel em agua, linear que apresenta 0 mesmo tipo de
unidade monomérica B-1,4 N-acetilglucosamina ¢ o segundo polissacarideo natural mais
abundante (depois de celulose). Encontra-se no exoesqueleto de crustidceo, cuticula de
insetos e parede celular de alguns fungos (Andrade et al. 2003; Synowiecki e Al-Khatteb,
2003; Franco et al. 2005). A quitosana ¢ um polissacarideo amino catidnico,
essencialmente composto de ligagdes B-1,4 D-glucosamina (GIcNAc) unido a residuos de
N-acetil-D-glucosamina (Andrade et al. 2000; Campos-Takaki, 2005), e deriva-se da N-
deacetilacdo da quitina (Tharanathan e Kittur, 2003; Amorim et al, 2005).

A quitina e quitosana possuem um grande valor econdomico devido as suas atividades
bioldgicas versateis e aplicagdes, principalmente médicas (Synowiecki e Al-Khatteb, 2003;
Murugan e Ramakrishna, 2004; Yadav e Bhise, 2004) e farmacéuticas (Takeuchi et al.
2001; Kato et al. 2003). O grande numero de aplicacdes destes polimeros foi estudado
extensivamente (Yadav e Bhise, 2004; Campos-Takaki, 2005). Quitina e quitosana
mostram propriedades como: biodegradagdo, biocompatibilidade, bioagdo, permeabilidade
seletiva, agdo de polieletrolicos, propriedades de troca idnica, antitumoral e atividade
antimicrobiana (Santos et al. 2003; Chung et al. 2004; Yadav e Bhise, 2004), e capacidade
de adsorcao (Shigemasa e Minaml, 1996; Tharanathan e Kittur, 2003; Franco et al. 2004).
Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a influéncia do estresse salino, na
presenca de sacarose e glicose, na producdo de quitina e quitosana por C. elegans (UCP
542). Neste sentido, na metodologia foi investigada a influéncia do efeito destes fatores e a

interagdo entre os mesmos utilizando um planejamento fatorial.

MATERIAL E METODOS

Microorganismo

Cunninghamella elegans (UCP 542) foi isolada do sedimento de mangue do
Municipio de Rio Formoso, Brasil, catalogada e depositada no Nucleo de Pesquisa

em Ciéncias Ambientais — NPCIAMB- Universidade Catolica de Pernambuco —



Silva, M. C. F. Efeitos da salinidade e de fontes... 59

UNICAP (Gomes et al., 2000). A linhagem foi mantida em meio de cultivo Batata
Dextrose Agar (BDA) a 5°C.

Condicoes de cultivo

Os esporangiolos de C. elegans cresceram durante sete dias a 28°C em placas de Petri
contendo o meio Yeast Malt Agar (YMA). Utilizando-se uma cultura monosporica de C.
elegans, foi realizada a padronizagao de indculo através de contagem de esporangiolos em
hematocitdmetro para uma concentragdo final de 10’ esporangiolos/mL. Cerca de 10mL
do ino6culo foi transferido para frascos Erlenmeyers de 250mL contendo 100mL do meio de
cultura descrito por Hesseltine ¢ Anderson (1957), adicionado de concentragdes distintas
de sacarose, glicose e NaCl, segundo as condicdes estabelecidas pelo planejamento
fatorial, seguido de incubagdo a 28°C, por 48 horas, sob agitacao orbital de 150 rpm. Em
seguida, apds o tempo de incubagdo os frascos foram transferidos para frascos de 1000 mL,
contendo 200 mL do mesmo meio, incubados a temperatura de 28°C , sob agitagdo orbital
de 150 rpm, durante 72 horas. Ao final do crescimento a biomassa foi coletada por filtracao
em membrana de fibra sintética de silkscreen (120 F), seguida de duas lavagens com agua

deionizada, submetida a liofilizacdo e posterior determinagao do peso seco.

Métodos Analiticos

Extracao de Quitina e Quitosana

O processo de extragdo da quitina e quitosana foi realizado de acordo com Franco et al,
(2004). O processo constou de desproteinizagdo da biomassa pelo tratamento com uma
solugdo de hidroxido de sodio a 2% w/v (30:1 v/w, 90°C, 2 h). Em seguida, separagdo da
fracdo alcali-insoluvel (AIF), através de centrifugacdo (5000g, 15 min.), extracdo da
quitosana (AIF) sob refluxo com uma solucdo a 10% v/v de acido acético (40:1 v/w, 60°C,
6 h). A separagdo de quitina foi realizada por centrifugacao (5000 g, 15 min.), precipita¢ao
da quitosana a pH 9.0, ajustado o pH com uma solucdo de NaOH a 4 M . Osco-polimeros
obtidos quitina e quitosana foram lavados com &agua destilada, etanol, acetona e secos a

temperatura de 20°C.
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Caracterizacio da Quitina e Quitosana

Espectroscopia de Infravermelho

Dois miligramas de amostras de quitina e quitosana que foram secas overnight a 60°C sob
pressao reduzida foram completamente homogeinizadas com 100mg de KBr. Os discos de
KBr prepardos foram secos por 24h a 110°C, sob pressdo reduzida. A espectroscopia ao
raio infravermelho foi realizada utilizando-se espectrometro com transformada de Fourier
(FTIR), BRUKER Mod. IFS. Discos de KBr foram utilizados como referéncia. A

intensidade das faixas de absor¢do maxima foi determinada pelo método de linha base.

Planejamento Fatorial

Realizou-se um planejamento fatorial 2 com 4 pontos centrais para analisar os efeitos
principais do estresse salino e interagdes das variaveis concentracdo de sacarose e glicose,
sobre a produ¢do de quitina e quitosana por C. elegans (UCP 542). A Tabela 1 apresenta as
variaveis e os niveis estudados no referido planejamento. O erro experimental estimado foi
calculado por quatro repeticoes do ponto central. Os calculos de todos os testes foram
realizados com a ajuda do programa STATISTICA versdao 6.0 da Statsoft Inc., USA. e
apenas, as relacdes com p value menor ou igual a 0,05 foram consideradas estatisticamente

significantes.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1 apresenta os rendimentos de quitina e quitosana extraidas do micélio de C.
elegans (UCP 542) nas diferentes condigdes de cultivo, estabelecidas pelo planejamento
fatorial.

Os melhores rendimentos, valores percentuais médios, da produ¢do de quitina e quitosana
foram obtidos na presenga de 4% de glicose. A producdo de quitina foi acentuada na
presenca de 1% de sacarose e de 1% de NaCl (Figura 1A), enquanto que a produgdo de
quitosana foi maior com 2% de sacarose e 4% de NaCl (Figura 1B), sendo os rendimentos,

respectivamente de 41,5% e de 18,3%.
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Esses dados estdo de acordo com os resultados de Pochanavanich e Suntornsuk (2002) e
Nadarajah et al (2001) que reportam sobre a producdo de quitosana por fungos ¢
dependente das condigdes de cultivo, incluindo as fontes de carbono.

E ainda, Andrade et al. (2000) e Franco et al (2004) propuseram que C. elegans como
sendo uma promissora fonte de quitina e quitiosana. Para Chung et al. (2004) o processo de
producdo de quitina e quitosana por via microbiologica, demonstra que o contetido destes

polissacarideos na parede celular de fungos ¢ geralmente maior em Zygomycetes.

Os resultados de producdo da quitina e da quitosana (Figura 1) obtidos neste trabalho, nas
condicdes 2 e 8, respectivamente, sdao superiores aos descritos por Synowiecki; Al-
Khateeb (1997), que obtiveram rendimentos de quitosana a partir da biomassa de Mucor
rouxii, em torno de 9 % e 7,3%, e de quitina, em torno de 8,9%. Contudo, a produgdo de
quitosana obtida na condicdo 8 (18%) ¢ similar as descritas por Pochanavanich e
Suntornsuk (2002) e Nadarajah et al (2001), os quais reportam rendimentos de quitosana
por Rhizopus sp em torno de 19%.

Os resultados obtidos nesta pesquisa para rendimento de quitina e quitosana a partir de
micélio de C. elegans (UCP 542) mostraram-se equivalentes quando comparados com
experimentos conduzidos com outros microrganismos, como também, considerando as
fontes tradicionais de quitina como os crusticeos (Synowieck e Al-Khateeb, 2003;
Tharanathan e Kittur, 2003).

A Figura 2 mostra que a producdo de quitina foi influenciada negativamente pela
concentracdo de sacarose, glicose e NaCl no meio de cultivo, embora a interacdo entre
esses componentes apresente influéncia positiva. Por outro lado, a producdo de quitosana
foi influenciada positivamente pela concentracao de glicose e NaCl; contudo, a sacarose
apresentou influéncia estatisticamente significativa.

Andrade et al. (2000) e Andrade et al (2003) realizaram planejamentos fatoriais para
otimizar, respectivamente, a producao de quitina e quitosana por C. elegans (IFM 46109),
modificando a composicdo do meio de cultivo em relacdo a concentracdo de glicose,
asparagina e tiamina. Os autores observaram que o aumento da concentragcdo de glicose
promoveu maior rendimento de quitina e quitosana, respectivamente, de 24% e 8%. Franco

et al. (2005), relatam rendimentos de quitina, em torno 28% e de quitosana de 7,8% a partir
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da massa micelial de C. elegans (IFM 46109), crescida na presenga de 6% de glicose.
Andrade et al (2003) ao estudarem a producdo de quitina por Mucor javanicus, em meio de
cultivo com 6% de glicose, obtiveram valores em torno de 23,9%. Amorim et al (2001),
descreve rendimento de quitosana extraida de Mucor racemosus de 40% e de C. elegans
(URM 46109) de 20%, em meio de cultivo contendo 2% de glicose.

A caracterizacao pelo espectro infravermelho da quitina e quitosana obtidas por C. elegans
em meio descrito por Hesseltine e Anderson (1957) de acordo com as condigdes 2 e 8 do
planejamento fatorial, foram similares aquelas registradas na literatura (Amorim et al,
2001; Andrade et al, 2000; Franco et al, 2005). Os resultados mais significativos nesta
analise foram aqueles demonstrados pelas bandas amida, aproximadamente 1658, 1559 and
1378 cm™ (Figura 3), que pode ser apontado para o acoplamento com C=0, a deformagio
N- H no plano CONH e a ligagdo CN com deslocamento de CH;. Do mesmo modo, a
quitina de C. elegans mostra bandas amida na regio I, que foram 1559 ¢ 1558 cm™. Estes
resultados sdo apoiados pelas pesquisas realizadas por Shigemasa e Minami (1996).
Andrade et al (2003) e Franco et al (2005), os quais registraram que a estrutura da quitina
contém dois tipos de grupos amida e que ambos formam C=O""'N-H bandas
intermoleculares ligadas, que sdo também receptores para o grupo CH,OH .

Segundo Santos et al (2003) a deacetilagdo e o processo de regeneragdo, causam disfuncdes
no reticulo cristalino da quitina, induzindo uma reordenacao nas ligagdes de hidrogénio em
quitosana. Isto pode ser observado na banda central aproximadamente 3483 cm™ e 3305
cm’, na regido de deformacdo axial de OH, que aparece sobrepondo as bandas de
deformagdo axial de NH, indicando a formacao da ligacao de hidrogénio, e o deslocamento
da alta freqiiéncia de banda indica um decréscimo na ordem estrutural. Estes dados estdo de
acordo com a literatura de Amorim et al, 2001; Andrade et al, 2000; Pochanavanich e
Suntornsuk, 2002; Santos et al, 2003; Franco et al, 2005 quando comparados ambos
polissacarideos, quitina e quitosana, obtidas pelos métodos microbioldgicos e
caracterizados pelo espetro infravermelho. Os resultados obtidos com o aumento de quitina
e quitosana mediados pelo efeito do estresse salino e presenca de glicose vem ressaltar a
importancia do método na produgdo microbioldgica dos co-polimeros, considerando as suas

amplas aplica¢des industrial, ambiental e na drea médica.
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TABELAS

Tabela 1: Matriz do planejamento fatorial que estuda a influéncia de 3 fatores na producao
de quitina e quitosana por C. elegans. As condic¢des 9 a 12 referem-se ao ponto central, que

equivale as médias dos dois niveis extremos.

Niveis

Condicoes Glicose Sacarose NaCl
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9° 0 0 0
10° 0 0 0
1 0 0 0
12° 0 0 0

Concentragao de glicose: 1,0g/L nivel( —1); 2,5g/L nivel (0); 4,0g/L nivel (+1); Concentragdao de
sacarose: 1,0 g/L nivel ( —1); 1,5 g/L nivel (0); 2,0 g/L nivel (+1); Concentracao de NaCl: 1,0 %
nivel (-1); 2,5% nivel (0); 4,0% nivel (+1); *: Repetigdes.
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FIGURAS
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Figura 1: Quitina (A) e Quitosana (B) produzidas por C. elegans UCP 542 e crescidas
durante 72 horas apos o pré-inoculo, em meio Hesseltine ¢ Anderson, variando a

concentragdo de glicose, sacarose e NaCl, de acordo com o planejamento fatorial.
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Figura 2. O grafico de Pareto mostra o efeito da concentracdo da glicose, sacarose and
NaCl e os efeitos da interacdo entre esses fatores em quitina (A) e quitosana (B) produzidas

por C. elegans UCP 542.
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Figura 3: Espectroscopia de Invravermelho de quitina (A) e quitosana (B) extraidos de
Cuninghamella elegans (UCP 542) crescido em meio Hesseltine & Anderson de acordo

com as condicdes 2 e 8 do planejamento fatorial, respectivamente.
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CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos com Cunninghamella elegans com o estresse

salino e fontes de carbono, conclui-se:
Artigo |

B Cunninghamella elegans (UCP 542) cresce na presenca de NaCl
associado as fontes de carbono de acordo com o planejamento fatorial,

porém o seu crescimento é retardado;

B Na presenca de NaCl associado as fontes de carbono, os esporangiolos
globosos sofrem uma redugdo na quantidade, enquanto os subglobosos e

elipsdides aumentam.

B A producdo de clamidésporos € decorrente do estresse salino nas

concentragdes de 2,5 e 4,0%;

B O consumo de carboidratos totais pelo fungo ocorre nas condi¢gdes de

estresse salino e funciona como estratégia metabdlica de sobrevivéncia.
Artigo Il

B As concentragcdes de NaCl ( 2,5 e 4,0%) associado as fontes de carbono
glicose e sacarose influenciam diretamente a produgcdo de quitina e

quitosana;

B A sacarose € o constituinte do meio de cultura que menos influencia no

aumento da producgéo da quitina e quitosana;

B O NaCl associado a glicose sdo os constituintes que mais influenciam no

aumento da producao da quitosana;

B Os trés componentes, juntos, NaCl, D-glicose e sacarose influenciam

apenas a producgao da quitina;
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B Os resultados obtidos permitem indicar que o estresse salino, associado as
fontes de carbono D-glicose e sacarose, sdo condigdes importantes para a

producdo dos biopolimeros quitina e quitosana.
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example below.
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Steinbuchel, A. 1995 PHB and other polyhydroxyalkanoic acids. In
Biotechnology, 2nd edn, Vol 6, ed. Rehm, H.—J. Weinheim: WCH Publishers.

References to articles in conference proceedings should include the author's
name; year of publication; article title; editor's name (if any); title of proceedings;
first and last page numbers; place and date of conference; publisher and/or
organization from which the proceedings can be obtained; place of publication;
ISBM number, in the order given in the example below.

Charnley, A K. 1992 Mechanisms of fungal pathogenesis in insects with
particular reference to locusts. In Biological Controls of Locusts and
Grasshoppers: Proceedings of an intemational workshop held at Cotonou, Benin,
ed Lomer, C.J_ & Prior, C. pp. 181-190. Oxford: C A B_ Intermnational . ISBN
0—-5198779-6.

Feferences to articles in periodicals should include the author's name; year of
publication; article title; full title of periodical; volume number (issue number
where appropriate); first and last page numbers, in the order given in the
example below.

Saha, B.C. & Zeikus, J.G. 1989 Improved method for preparing high maltose
conversion syrups. Biotechnology and Bicengineering 34, 2899-303.

References to technical reports or doctoral dissertations, which must be in the
public domain, should include the author's name; year of publication; title of
report or dissertation; institution; location of institution, in the order given in the
example below.

Singh, K L 1997 Physiological and biochemical studies an microbes isolated
from the harsh conditions. Ph.D Thesis, BHU, Yaranasi, India.

Figure Legends
Figure legends should follow the references on a separate page and precede the
tables. Each figure should be mentioned in the text.

Tables

Each table should be numbered consecutively (1, 2, etc.). Please provide a short
explanatory caption (without abbreviations) to each table, refer to the table in the
text and note its approximate location in the margin. Finally, please place the
tables after the figure legends in the manuscript. In tables, footnotes are
preferable to long explanatory material in either the heading or body of the table.
Such explanatory footnotes, identified by superscript letters, a, b, c etc_, should
be placed immediately below the table.
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Figures

All photographs, graphs and diagrams should be referred to as a 'Figure' and
they should be numbered consecutively (1, 2, etc.). Multipart figures ought to be
labelled with lower case letters (a, b, etc ). Please insert keys and scale bars
directly in the figures. Relatively small text and great variation in text sizes within
figures should be avoided as figures are often reduced in size. Figures may be
sized to fit approximately within the columnis) of the journal. Provide a detailed
legend (without abbreviations) to each figure, refer to the figure in the text and
note its approximate location in the margin. Please place the legends in the
manuscript after the references.

Policy on Colour Figures:

Springer treats the inclusion of color figures on a per article basis and offers two
options 1) Free Online Color, the color figures will only appear in color on the
Jjournals’ website and b/w in the printed version of the journal 2) Cnline and
Printed Color which comes at a charge of BEuro 950/ USD 1150 per article. The
color figures will appear in color on the website and in the printed version of the
Jjournal.

Symbols and Units

Only recommended Sl units should be used. Authors may use either superscript
presentations (mg ml™ ) or the solidus (") presentation (mg/ml}). When giving the
concentration of a solution in a solvent the correct description is, for example, 10
g glucose/ 100 ml, not 10 g/100 mil glucose The term 9% used fo express a
concentr’atmn rﬂust be used carrectly, i.e. g per 100 g solution; otherwise % (viv)
or % (wiv) should be used for sclutions of concentration greater than 1%. For
solvent mixtures use, for example, butan—1-ol/acetic acidfwater (4:1:1, by vol.) or

chloraform/methanol (2:1, wiv).

Nomenclature

Chemical and biochemical nomenclature should follow the IUPAC-IUB
Commission guidelines; appropriate guidelines are given in, for example, Palicy
af the Journal and Instructions to Authors, The Biochemical Society, 59 FPortland
Place, London W1N 3AJ, UK and references therein. This document is available
online at http:/fwoeaw biochemj.org/bj/bjiza.htm. The Enzyme Commission (EC)
number for enzymes should be given at the first time of mention; see Enzyme
MNomenclature (1992), Academic Press; Londan & New York, or visit

http:fwaww expasy.orglenzyme!. Microorganisms must be correctly named using
the current codes for bacteria, yeasts, fungi, algae and protozoa; (see
Microbiology 1999, 145 (January), p. viil). Guidelines for genetic nomenclature
are quoted in the same publication. For further information on quantities and
units, see Table 2 at the end of this document.
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Proofs

Froofs will be sent to the corresponding author by e-mail (if no e-mail address is
available or appears to be cut of arder, proofs will be sent by regular mail).

Your response, with or without corrections, should be sent within 72 hours!

Corrections should be sent as an e-mail attachment to:
proofscorrection@springer—-sbm.com.

Always quote the four-letter journal code and article number from your proof
in the subject field of yvour e-mail.

Offprints

Fifty (50) offprints of each article will be provided free of charge. Additicnal
offprints (both hard copies and POF files) can be ordered by means of an offprint
order form supplied with the proofs.

Page Charge
Mo page charges are levied on authors or their institutions.

Copyright

Authors will be asked, upon acceptance of an article, to transfer copyright of the
article to the Publisher (see section Manuscript Submission). This will ensure the
widest possible dissemination of information under copyright laws.

Permissions

It is the responsibility of the author to obtain written permission for a quotation
from unpublished material. or far all quotations in excess of 250 words in one
extract or words in total from any work still in copyright, and for the reprinting of
figures, tables or poems from unpublished or copyrighted material.

Manuscript Submission

The World Jowrmal of Microbiology and Biotechnology has a fully web-enabled
manuscript submission and review system. This system offers authors the option
of tracking in real time the review process of their manuscripts. The online
manuscript and review system offers easy and straightforward login and
submission procedures. This system supports a wide range of submission file
formats:

For manuscripts - Word, WordPerfect, RTF, TXT and LaTeX
For figures - TIFF, EPS, PS5, GIF, JPEG and PPT
PDF is NOT a recommended format.
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Manuscripts should be submitted to:
hittp/Awibiedmagr.com

Authors are requested to download the Caonsent to Publish and Transfer of
Copyright form from this system.

Flease send a completad and signed form either by mail or fax to the Warld
Jawmal! of Microbiology and Biotechnology Office.

The World Journal of Microbiclogy and Biotechnology,
Springer, Journals Editorial Office

Van Godewijckstraat 30

3311 GX Dordrecht

The Metherlands

Fax: (+31) 78 6576254

MNOTE: By using the online manuscript submission and review system, it is NOT
necessary to submit the manuscript alsc as printout + disk. In case you
encounter any difficulties while submitting vour manuscript online, please get in
touch with the responsible Editorial Assistant by clicking on "CONTACT US" from
the toolbar. The conventional way of submitting yvour manuscript {e.g. mailing
printout + disk) is NOT possible.

Submitted manuscripts should not be in consideration in whale or in part by
another journal. Nor has it already appeared in print, in whole or in part, in any
language, in any other journal.

IMPORTANT: Please supply the names in the Enter Comments box of Editorial
Manager of not less than three suitably qualified persons whom the editors might
wish to consider as possible reviewers of your manuscript.

Table 1: abbreviations and Conventions. These abbreviations may be used without definition.

(i) General

ADF, CDP, S-pyrophosphates of

GDP, IDP, adencsing, cytidine,

DR, XOP, guancosing, inosineg,

dTDF uridine, xanthosineg,
thymidine

AMP aic. adencsing 5-phosphate, eic.

ATP etc. adencsing 5 -iriphosphate, etc

Appro. approximately (not c. or ca.)

Ad. agqueous

BSA hovine serum albumin

Ch-celiulose
CoA, CoASH
conc.

Cyclic AMP

carboxymethylcsllulose
coenzymsa A&
concentrated
adenosing 35 -cyclic



cANMF, etc.
DEAE-
celiulose
DMA
cDMNA
DMAase
DMSO
EDTA
FaD

FhAMN

GS5H, GS5G

gz, lgh, etc.

i.r
LF3
LDsg

pRGRR
pRoGRpo
PEG
PMSF
RMNA
mRMNA
rRMA
IRMA
RMAass
sDs
L.
#-gal

{ii) Scintillants

BBOT
Butyl-FED
Dimethyi-
FPOPOP
POPOP
FFO

(iii} Buffers
Aces
Ada
Bes
Bicine
Caps
Chaps
Ches
Hepes
Hepps
Mes
Mops
FBS
Fipas
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monophosphate, et
digthylaminosthyiceliuloss

deoqyribonucieic acid
complamentary deoxyribonucleic acid
deoxyribonucieass

dimethyl sulphoxide
ethylenadiaminetetra-acetate
flavin-adenine dinucleotide

flavin mononuclectide

glutathione, reduced and cxidized forms
immunaglobulin G, M, etc.

infrared

lipopolysaccharide

median lethal dose

minimal inhibitory concentration

nicotinamide-adenine dinucleotide, oxidized (NADH for reduced form)
nicotinamide-adenine dinuclaotide phosphate, oxidized (NADFPH for reduced

form}
M-methyl-A-nitro-M-nitrosoguanidine
orthophosphate, pyrophosphate
guancsing 3'-diphosphate &'-diphosphate
guanosing 3'-diphosphate & -triphosphate
polyethyiens alycol
phenyimethanaesulphonyl fluoride
ribonucleic acid

messanger ribonucieic acid

ribosomal ribonucleic acid

transfar ribonucleic acid

rihonuciaasse

sodium dodecyl sulphate

ultra-violet

S-hromo-4-chlaro-2-indelyl B-D-galacto-pyranosids

A-di-2-{4-methyl-5-FOPOF phenyioxazolyly benzene
1. 4-di-2-{5-phanyloxazolyl) benzaene
2 5-diphenyloxazole

MN-{Z-acetamido)-2-aming ethanesulphonic acid

MN-{Z-acetamido) iminodiaceticacid

MNON-Bis{2-hydroxyethyl -2-amino ethanssulphonic acid
MNON-Ris{2-hydroxyethyliglycine
A-cyclohexylaminopropanesuiphonic acid
2-[{3-cholamidopropyhdimethylammoniol-1-propane sulphonic acid
2-loyclohexylaminoiethans suiphonic acid
MN-Z-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulphonic acid
N-2-hydroxyethylpiperazine-

MN-F-propanssulphonic acid 2-(MW-morpholinoiethans suiphonic acid
2-(MN-morpholine)propane sulphonic acid

phosphate-buffered saline (but composition must be soecified 1)
piperazine-N N-bis-2Z-ethane sulphonic acid
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Tes M-misthydrosymethylimethyl-Z-aminoethanssulphonic acid
Tricing M-tris-(hydroogmethyl) methyl glycine
Tris ris{hydrosoymethyl methylamine

{iv) Technigques

ELISA enzyme-linked immunosorhant assay

ESR electron spin {paramagnetic) rescnance

(or EPR)

FPLC fast protein gquid chromatography

SC gas chromatography (or gas-liquid chromatography)
(or GLC)

GC-MS gas chromatography combined with mass spectrometry
HFLC high-pressure {parfarmance) liquid chromatography
HFTLC high-pressurea thin-layver chromatography

MIC minimum inhibitory concentration

M mass spaeciromeainy

MNKME nuclear magneatic resonance

FAGE oolyacrylamide gel electrophoresis

FCR polymerase chain reaction

Fy-MZ oyrolysis mass spectrometry

Pw-GC pyrolvsis gas chromatography

RlA radicimmunoassay

TLC thin-layer chromatography

(v) Units

b Irase pairs

cfu colony-farming units

C.p.am. counts per minuie

Da, kDa, daltons, kilodalions,

MDa megadaitons

d.p.m disintegrations par minuts

ford.ps.) (second)

klz {or kpb? kilobase pairs

p.fu. plague-forming units

rewdmin ; revolutions per minute

rev. min~ '}

Table 2 Selecied Symbols for quantities and units

{i}YSpace, time and related quantities

Quantity Linit .

! lenath m, mm, wm {not ull, non(not A ), etc.

W wvolume | {or dm™), mi for cm™), wl {or mrr1'3j:n aic.

A wavelength nm (ot mil or A

t timea h {not hry, min {not mn}, s (not sec), ms, etc.
v, T frequency Hz

{iilMechanical and related gquantities

Cruantity Uinit

m mMass ka, g, mg, etc.

F force Mikg m s}

E anergy J {not cal) -

o, P nressure Fa (N/m~1 1 bar="1C" Pa; 1 aim = 101328 Pa;
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= sedimentation S =10" 5 rad™®
cosfficient

o canrifugal {(9.81 m s
figld

(iii) Molecular and related quantities

Cyuantity Linit

m malecular mass Daddalton), kDa, =c

i amount of substance mol, mmaol, etc.

A Moiar mass afmaol or kadfmaol

M relative -

{0 molecular mass

{iv)Chemical reactions

Siuantity Linit

s aquilibrivm constant

o Michaelis constant ML, mM, elc.

B inhibition constant B, mM, elc.

Mo dissociation constant M, mM, eic.

& rate constant s-", ar M s )
W rate of reaction M {ormM, etc.} s°
— Snyme aciivity kat .
W rate of enzyme M {ormM, etc.) s

catalysed reaction at
infinite concantration of substrate

{v) Electricity, maanetism and electromagnetic radiation

Cruantity Linit
I alectric current A
= raesisiance 9]
! luminous intensity cd
T transmittance {Iflo} —
A abwsorhance {-log T} —
o attenuance — )
£ malar absorption M e
coefficient )
— radicactivity Bqgi=1 dis. s )or Ci{327 CBqg)
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AIMS AND SCOPE

The Editors aim to ensure efficient publication of high quality papers that are original and provide a significant contri-

bution to microbial ecology. The journal contains Research Articles and Mini Reviews on fundamental aspects of the ecology
of microorganisms in natural soil, air and aguatic habitats, or in artificial or managed environments, Articles describing work
on pure cultures must fully relate the work to the environments they are designed to investigate. Research papers on plant
pathology, medical or veterinary microbiology will be published only if they provide valuable information on microbial
ecology in general.
Papers can deal with any sort of microorganisms: bacteria, filamentous fungl and veasts, protozoa, algae or viruses. Papers
should be complete in themselves and adequately be supported by experimental detail; they should not be preliminary
versions of communications to be published elsewhere. Descriptions of new methods are acceptable, and the Editors are
also prepared to consider papers that put forward new hypotheses. However, papers that provide confirmatory evidence or
merely extend observations firmly established in one species or field site to another will not be accepted unless there are
strong reasons for doing so.

MINIREVIEWS

MiniReviews are concise articles covering topics of current interest or controversial aspects of subjects within the scope of
the journal. The style for MiniReviews is the same as for the rest of the journal with the following amendments: the
raximuim length of the text is about 12 printed pages (7000 words): a combined total of six figures and tables is allowed.
The number of references should normally not excesd 30, Colour figures or diagrams are encouraged and will be printed in
the journal free of charge providing the Editor believes that the use of colour adds value to the MiniReview. There is no rigid
format for MiniReviews but they should generally include an Abstract and a brief Introduction in which the background to
the article is presented. It is then helpful if the remainder of the text is arranged under a single, or a maxinmum two levels of
subheading, finishing with a Conclusion or Outlook section.

MiniReviews are normally invited, but prospective authors are encouraped to contact the Chief Editor to discuss possible
contributions.
An account for Manuscript Central will be created for authors invited to write a MiniReview.

SUBMISSION PROCEDURES

Manuscripts should be submitted to the Chief Editor or an Editor with appropriate scientific interests through Manuscript
Central® hitp e mannseripteen tral comdfems, which is a web-based manuscript submission, reviewing and tracking system
used by FEMS. Manuscript Central shortens the time nesded for processing and peer reviewing manuscripts and so leads to
an improved service o authors,

Authors who do not have the technology to submit papers in this way should submit three paper copies of their manuscript
amd a disk with all files to: FEMS Publications Office, ¢/o Chief Editor FEMS Microbiology Ecology, Keverling Buismanweg
4, 2628 CL Delft, The Netherlands.

First-time nsers should generate a user account. Please also fill in vour telephone and fax number in the account fields. Select
FEMS Microbiology Ecology when logging-in.

To submit a manuscript, go to the Submitting Author Center. From there vou can click on the Submit a Manuseript link in
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the Menu Bar, which takes vou to step | of the seven-step process of submitting a manuscript. The progress bar on the lett
side of the screen will help vou navigate the process.

Fill i the boxes in each siep with the appropriate information {required flelds {req) are indicated). Use the “Next” button to
move from step to step, backtrack to correct errors with the “previous™ button or use the progress bar on the left side of the
scresn. You can copy and paste large amounts of text like the title and abstract to save dme.

You muost specily preferred amd non-preferved reviewers amd preferred Editors for vour manuseript. Jowrnal Editors, when
assigring reviewsars for vour manuscript, take preferred and pon-preterred reviewers into consideration.

It the submitting {contact) author 15 not the same as the formal corresponding author, this can be indicatad in step 3. Please
be sure to have this correctly stated on the ttle page.

After uploading vour manuscript fles {sending them to FEMS via the Manuwscript Central online svstem), vou reach the last
step {Review & Submit), You must check that the mamsscript bas been accurately convertad to a PDE and HTML file before
using the " Submit™ button o activate submission to the Chiet Editor, I vou do not receive cmail eonfirmation of vour
subimission within 24 hours contact mailto: submission@tems-microbiolomeore You should keep a copy of botk the original
document and the PDF file generated by the system. A manwseript number will be assigned to vour submitted manuscript,
which will be used in all correspondence.

More instructions on the submission procedure can be tound in the "FEMS Submission Instructions™, which can be reached
via the “lestructions and Forms™ button at the top right of all Manuseript Central pages.

Memibers of the Editonal board and other appropriate experts will referee the papers. Editors handling papers will make
decisions on acceptance/ revision/rgjection independently based on the referees’ reports.

PREPARATION OF MANUSCRIPTS

A recent issue of FEMS Microbinlogy Ecology should be consulted for guidance on format and styvle. Please download a
recent sample copy from hitpdwww elsevier.coandocatefemsecol. Up-to-date Notes to Authors are also available via the
Journals page of the FEMS Website {hitp owww. femsnicrobiolopy . oref),

I Lawnguage

Papers should be in English {either British or American spelling). Authors who are unsure of correct English usage should
have their manuscripts checked by someone proficient in the language | manuscripts that are deficient in this respect may be
returned to the author for revision before scizntific review.

Authors in Japan please note: Upon request, Elsevier Japan will provide suthors with a list of people who can check and
unprove the English of their paper (before submission). Please contact our Tokyo office: Elsevier, 4F Higashi-Azabu,
U Chome Bldg, 1915 Higashi-Azabu, Minato-ku, Tokyo 106-0044; phone: +81 {03p5561-5032; fax: +81 {U3)-5561-
SEE eemuail: jpoinfoielsevier.com.

20 Presentation of manuseripts . preferved format

It is possible to submit mapuscripts ina variety of ways through our submission interface. However, FEMS Microbislogy

Eealogy strongly recommends that vou compile your manuscript in MS Word and save it as a DOC file, using the

following lay<our.

al Start with the title page, followed by the absteact, main body and references,

bl MNext add the tables within the same document, starting each new table on a separate page.

¢l Follow the tables with the fipure legends.

dl Finally add the figures, putting each figure on a separate page ensuring that the fgure is at least the size it will be i the
final printed document (try not to resize ), Add the fgore number (e.g. Fig. 1) toeach page well outside the boundary off
the space vocupied by the figure. Check that the incorporated figures can be printed as close as possible o the original
pesodution of the hgum i me packapge in 'u.lmh th;e\» were generatad. IF vou wish to upload separate fipure files,

¥ \\ lm'».rh and fgure files inte one fils, Plages ansure that yo ur)ln\ﬂ
the hgmm only onee, Le. glther embedded n lhe iy body witl rm;urea embedded or without it you upload the figures

separately,

el Pven though our online submission procedure is electronic, peer reviewing will often be based on a print-out. 1t 15
theretiore essential that page and line numbering are both active in the submuttied document,

1 The right-hand margin justiication should be switched off. Artticial word breaks at the end of lines must be avoided.
The manuscript should be doublespaced {including references, tables and legends for figures) with wide margins, The
beginning of each new paragraph must be clearly indicated by indentation,

b vou do not use MS Word then save in M3 Word format in the word processor that you use.
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kl Please use standard fonts {Arial, Times New Roman, Svinbol, Helvetica, Times), otherwise symbols might change or go
missing in case the font vou used 15 converted to a standard font, In vour Word document, on the Tools menw, click
Options, and then click the Save tab. Select the Embed TrueType fonts check bow.

3. Length

Thereis wo maximum length for papers, but the length should be consistent with the original content and authors are wrged
to be concise, Excessively long reference lists should be avoided. Repetition of information in the text and ilhastrations should
not occur, Very short papers {less than 2000 words including all) should not be submitted. Short communications shoold
pormally be submitizd o FEMS Microbiology Letters. Oceasionally, short papers may be published in FEMS Micrabislogy
Eeafogy it they offer o significant, though small, increase in krowledge or understanding of the field

4. Revision

Papers may be returned o authors for modification of the saennfic content and/or for shortening and lanpuags corrections,
Revised versions must be submitted through the online svstem Manuscript Central. For this purpose vou will find that yvou
can chek “ereate revision” on the Lst of manpuscripts with a decision, We need a source file {DOC or BTF tformat) to be
uploaded. to be able to use your files tor producton. You must submit one file for each figure clearly mdicating the chanpes
that have been made. Figures should be submitted in separate files at sufficient resoluvon for publication at this stage (see
sacton K.

Sugpestions by the Editors about revision do not imply that a revised version will necessarily be accepted. 16 a paper that is
returned to the authors for amendment is not resubmitted within two months it will be regarded as having been withd rawn.
Ay revised version received subsequently will be treated as a newly submitted manuseript and the date of receipt will be
altered accordingly. Authors who fegl that there are substantial grounds for disagreement with an Editor's decisions should
contact the Chist Editor, whose decision will be final.

S Tidde, awthors and Levwords

The paper should not form pan of & numbered series but should be headed by a concise, informative utle. Authors are
reminded that titles are widely wsed n information-retrieval syvstems.

The dtle should be followed by the namel(s) of the author(s) {with first or middle names in full and including all initals) and
by the name(s) and address{es) of the institute(s) where they worked during the study. For multiple suthors with ditferent
affiliations, please indicate the relevant atfiliatons, The name and full postal sddress, elephone and fax numbers, as well as
the email address of one corresponding author should be provided ina footnote.

A list of three o six kevwords must be included on the first page. Authors are requested to consult the subject indices of
FEMS Microbislogy FEeology or the list of subject headings from fdex Medicws for preterred svnonyms and standard
abbreviations, Plural terms should be avoided. The title is not wsed tfor preparing the index, so umportant words and
plirases may appear in both the tde and kevwords, General erms such as "Enzvine’, "Membrane”, "Transport’, etc., should
be avoided or qualified, e.p. 'Enzvme activaton’, "Membrane phosphorvlation”, ‘lon trapsport’.

A, Creverad arrangement of papers

Papers should be written mainly in the past tense, but the present tense can be wsed to comvey authors” ideas and penerally

accepted intormation. Hence, Mawrials and methods and Resudts are normally written in the past ense and the present

tense 18 oocasionally wsed in the fareoduction and Discussion,

al  Afwrace. This should be about 100 words and only one paragraph. Some ahstracting services use authors” summaries
without modification so this section must be able to be intelligible without reterence to the tull paper. References
should mot be cited.

bl Abfreviarions should be avoidad, but if they have to be used, they must be defined the first time they are used in the
main body,

¢l atroduction, This should state the objectives but should not contain a summary of the results, Sofficient information
should be given to explan the background o pon-speaahists but thers s wsually po nead tor a comprehensive literaturs
SUVEY,

dl Marerialy and methods, Sufficient detail must be provided to allow the work t be repeated. Suppliers and manufac-
turers of materials and a brief’ address should be mentioned.

2l Reswls {the presentation of data is given below).

11 Disewssion, This should not simply recapitulate the Resulis. A combined results and discussion section is encouraged
when appropriate.

gl Adokmowledgenients can be made w funding agencies, colleagues who assisted with unpublished data or reading the
review, members of @ laboratory who provided data previously unpublished, e,
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h)  References (the style and format are given below).

7. Preparavion of supplementary dara

Elsevier now accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research. Supplementary files
offer the author additional possibilities to publish supporting applications, movies, animation sequences, high-resolution
images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be published online alongside the
electronic version of your article in Elsevier web products, including Science Direct: http:dwww.sciencedirect.com. In order
to ensure that vour submitted material is directly usable, please ensure that data is provided in one of Elsevier's recom-
mended file formats (http:Vauthors elsevier.com). Authors should submit the material in electronic format together with the
article. Select “ Supporting Documentation”™ or ““MultiMedia™ for vour file designation when uploading the file through the
onling submission system. Do not forget to upload separately a DOC file, listing concise and descriptive captions of each file
uploaded as supplementary data. Please also indicate that vou have uploaded these files in vour cover letter. For more
detailed instructions please visit Elsevier's Author Gateway at http/anthors.elsevier.com,

& Presemarion of data

Tables and figures should be selected to illustrate specific points. Do not tabulate or illustrate points that can be adeguately
and concisely described in the text. Do not repeat information in both tables and figures. Together with the legend (and/or
footnote) they should be understandable on their own without reference o the text.

{a) Tables. Tables and legends should be typed double-spaced. Explanatory footnotes should be related to the legend or table
using superscript, lower-case letters. All abbreviations should be defined after the footnotes below the table or by reference to
a previous table in the same paper.

Tabbs 1
Girowth rates of B pafuseris straing on BA, 3-, 2, and 4-CHA as the sole carbon source under anoxic conditions in the ght
Strzin® Maximum specific growth mate (b ') on®:

Pamntal strain Wariant

BA 3-CHA 2.CHA 4-CHA
AR (L0610 0029 0005 0003
K 0.074 0019 {LO02F NG
BI&10 (L0539 0020 (L0045 (02
WELT 0.062 0020 0L008 0002
MNCTHEZRR 0L073 0018 i 0003
MCTMBAE2S2 0L032 (L0106 0005 MG

AN parental straing were only able to degrade 3- and 2-CHA when BA (1 mM) was present s a co-substmate.
PBA was uwsed 2t 2 mM fnal concentration and 3., 2., and 4-CBA were wsed st 1 mM final concentration. The data shown an mean valws of duplicate

eag el
“Growth started only alter 5 weeks of incu bation.
MG, no growth (ODg, o< 01

(b)) Line art is an artwork tvpe commonly used for graphs and charts containing selentific dara as well as hand-drawn images.
Figures should be designed for maximuwn clarity, to economise on space and to take account of the dimensions of the
column or page. Columns are 8.5 cm wide and pages are 17.8 cm wide. Line art must be drawn following these specifi-
cations:
- Figures should be 17 cm in width {twice their final size) with wide margins.
- All lines should be drawn at 1.5 point (0.5 mm wide), broken line stvles may be used to differentiate nultiple plot lines if
desired.
- Letters and nwnbers should be 16 point {capitals 4 mm high) non-serif.
- Svmbols should be 3 mm in diameter; the following are preferred: . @, O W A, &, ¥, ¥ Lines drawn to
accompany the points should not go through hollow symbols.
- Girid lines should not be used.
- Numbers used a3 axis labels should kave minimum significant figures; amounts less than unity must carry a preceding
zaro fz.g. 003 not 3).
- Theuse of concise explanatory labels aids interpretation and so is encouraged instead of incorporating symbaols in the
typed legend printed below the figure or as a separate drawn legend within the figure,
- Larger composite figures may be designed to occupy 2 columns when this can achieve an overall saving in space. The
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character, line and svimbol sizes should be adjusted accordingly to achisve the same sizes on the printed page. For
example, with a 24 o wide figure the sizes would be: characters, 12 point, capitals, 3 mm high: lines, T point, 035
svimbols, 2.3 mm in diameter.

(e} Malfcrone and eolovr figwees, Halfetone ilestrations should be very sharp with maxionum contrast. Magnification showld
be indicated where appropriate by inclusion of & bar marker. Non-essential areas of photographs should be cut offl
Photographs of electrophoretograms, ete., in which there is poor contrast may be better replaced by line drawings, but
it this case the photographs should be submited for scrutny by the BEditors, If photographs have been digitally processed
to enhance their quality, this should be stated. Colour illustrations will be published free of charge peovided colour is essential
for the undersstanding of the information, Authors of MiniReviews are encowraged to make optimal use of the freg-colour
feature. If, together with vour accepted article, vou submit wsable colour fgures then Elsevier will ensure, at no additional
charge, that these fgures will appear in colour on the web {e.g., Sciencelirect and other sites) regardless of whether or not
these illustrations are reproduced in colour o the printed version, For colour reproduction m print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after rer:elpt of your ameptesd article. For further information on the
preparation of electromic artwork, please see g vier o (
Contributions of colour pictores (and black and white figures of course) serving as cover illustrations tor the journal are also
welcome.

{d) Electronic subwmiission of Flgures, High-quality Apures are required when the final version of the manuscript is submitted
throuwgh Manwscript Central, and should be prepared using the following guidelines,

- Please use gquality graphic programs such as Adobe Photoshop or Adobe Hlustrator, When wsing other applications,
such as Corel Draw or Frechand, plesse export to TIFF (see also hurpfauthors elsevier.comfarmwork, application
guideline box, bottom lett corner).

- Please make sure vour electronic figure is at the desired size for the printed article.

- For halfones vou need a minimum of 300 dpi: combination artwork o minimum of 300 dpic and tor lins fgures
preferably W0 dpi to 1200 dpi.

- Combination artwork {artwork containing haltwone and line art elements, .. electrophoresis gels or Southem blots
with lane and fragment sizes labeled | must be i EPS. I case the combination artwork 15 scannad the preterred format
i5 TIFF with a resolution of minimal 300 dpi using LEW compression.

- The following fgure formats are acceptable tor our publisher {provided they are created with the instructions given
ahove):

- TIFF and EPS (please make sure o embead all used fonts)

< Word {DOC), Excel {(XLS1 or PowerPoint {PPT)

« Mustrator (A} or Photoshop files (PSD)

- For each figure one file must be submitted

You will find some more helptul and simplified guidelines by clicking the “FEMS Revision Instructions. including figures”
icon, which can be reached via the “Instructions and Forms™ button at the top right of all Manuscript Central pages. Further
detailed information can be found at http:Yauthorselseviercomfanwork.
In principle the electronic files will be used for producing the final publication, but the Publisher may request a set of high-
guality print-outs of vour figures for production purposes.
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Fig. 4. Correlstion betwoen potential srunonia oxidation and MOFUGFISH counts of AOB in the hecterial fractions extracted aler variows soil troats
ments, Each point represents mesn vadues for MOFUFISH and poten tia] snenonis oxidetion after the same trestment and incubation time.
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{e) Figure legends. Legends for both line-drawings and halfones must be given on a separate page. The legends should
consist of a preliminary sentence constituting a title, followed by a brief description of the way the particular experiment
was carried out (but not repeating the Materials and methods section), and any other necessary material describing the
symbols or lines. All abbreviations must be defined.

9. Reproducibility of results and statistical resis

Authors should state how many times experiments were repeated and whether mean or representative results are shown.
Variability should be indicated statistically wherever possible as part of, but not in place of, a proper statistical analysis. If
results are expressed as percentages, the absolute value corresponding to 100% must be stated. Avoid values with unjustified
numbers of significant figures; in most cases three significant figures is consistent with the accuracy attained in micro-
biological experiments.

Results of statistical tests should be presented wherever possible as evidence for conclusions. Such information must be
presented concisely to illuminate the results, but not o dominate them. The tests used should be briefly described in the
Materials and methods section. Details of the diagnostic checks made for the assumptions of the statistical tests and for the
validity of any transformations nsed should be stated clearly. Further information can be found in the following references:
{g) Sokal, R.E. and Rohlf, F.J. (1981). Biometrv. W.H. Freeman, San Francisco; (b) Fey, LC. (1993). Biological Data
Analysis: A Practical Approach. IRL Press, Oxford.

10 Nomenclature, abfire viations and writs

Authors should follow internationally accepted rules and conventions. Authors should provide evidence for thorough
identification of new isolates and use the most recent acceptable name.

Microorganisms. The spelling of bacterial names should follow the Approved Lists of Bacterial Names hitpJ/feww,
bacterio cict fid, If there is a reason to use a name that does not have smnding in romenclature, the name should be
enclosed in gquotation marks and an appropriate statement concerning the nomenclatural stams of the name should be
made in the text (for an example, see Int. 1. Syst. Bacteriol. (1980) 30, 347-336).

Firyses, Names wsed for viruses should be those approved by the International Committes on Taxonomy of Viruses
(ICTV) htpe Mwwew nebinlimenib gow/ICTVY IF desired, synonvims mav be added parenthetically when the name is first
mentionad. Approved generic (or group) and family names may also be used.

Enzymes. For enzymes, use the recommended (trivial) name assigned by the Nomenclatore Committee of the International
Union of Biochemistry and Molecular Biology as described in Enzyvme Nomenclature hitp Sheww chem gmw. ac, uk/in bim by
SnFvine’

(renes. Genetic nomenclature should essentially follow the recommendations of Demerec et al. (Genetics (1966) 34, 61-76),
and those given in the instructions to authors of the Jownal of Bacteriology and Molecular and Cellidar Biology (January
1551025).

Biochemical compounds, Consult the Evropean Journal of Biochemistry or the Nomenclature Committez of the Interna-
tional Union of Biochemistry and Molecular Biology, (htip:iwew.chem.gmw . acuk/inbmb/)

Abtreviations. Abbreviations should only be used as an aid 1o the general reader and their use should be strictly limited.
Define each abbreviation and introduce it in parentheses the first time it is used: e.g ‘cultures were grown in Eagle minimal
essential medinm (MEMY). Fliminate abbreviations that are not used at least six times in the manuscript.

In addition to abbreviations to the international system of units of measurements, other common units (e.g., bp, kb, Da),
chemical symbols for the elements, and the standard biochemical abbreviations (see Eur. 1. Biochem.) should be used without
definition.

It is often possible to use pronouns or to paraphrase a long word after its first use {e.g. ‘the drg’, ‘the substrate’).
Standard chemical symbols and trivial names or their symbols (folate, Ala, Leu, etc.) may be used for terms that appear in
full in the neighbouring text.

Abbreviations other than those recommended by the IUPAC-IUB (Biochemical Nomenclature and related Documents,
1978) should be used only when a case can be made for necessity, such as in tables and figures.

Reporting numerical data. The international system of units (S1) should be used: ml is acceptable in place of cm” for liguid
measures, The form for units is ug ml™” and not ugml; parentheses should be wsed to improve clarity, e.g ml (g dry wt
soily b, Multiplication of numbers should be indicated by a multiplication sign with spaces either side (e.g. 6.2 x 10%)
and of units by a space (e.g. mg 1),

The prefizes k, m, 1, n, and pshould be used in combination with the standard units for reporting length, weight, volume and
molarity for 107, 1%, 10°%, and 107'%, respectively. Use ug ml™ or ug mg”? instead of the ambiguous ppm.

Units of temperature are presented as follows: 37°C or 324 K.
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L1 References
These should be numbered sequentially in the order of their citation in the text and inserted between square brackets, e.g. [1],
[16-211. The list of reterences should follow the order of their citation and should be double-spaced. References o journals
should contain the names and initals of all authors, vear of publicaton i parentheses, utle of the paper. and the abbrevia-
tion of the title of the periodical according to fdex Medivus, These should be followed by the volume number and first and
last page numbers, References should not be given to work ‘in press’ unless it has been acceptad for publication and it so,
then journal pame and vear of publication should be provided. References to books should include the utle of the book, the
vear of publication, the publishing company and the place of publication.
Examples:

U} Therkildsen, M5, and Lomstem, H.A. (19931 Seasonal vanation m net benthie C-minerahzation m a shallow estuary, FEMS Micro-

hiol. Bool 12, 131-142.
12] Dinter, £, and van Morein, B, {19900 Viros Infections m Ruminants, 592 pp. Elsevier, Amsterdam.

G, Bds, Vol 4, ppe 23522572 Willlams and Wilkins, Balumere, MD,
Unpublished results and personal communications may be mentionad in the text provided that {a) the names and ininals of
all the persons involved are lstad, and (b} thev have all granted permission for the citation. Unpublished accession numbers
for pucleotide sequences and similar mformaton must be accompanied by sutficient details to allow the relevant information
o be retrigved,

120 Nueleotide and aming acid seguences

Nucleotide sequences should be fully determined by sequencing both strands of the DNA. Sequence informaton will be
acceptad for publicaton only i (a) it s relevant to & question of general interest, (b) there s additonal, complementary
information, or {¢) there 15 some partcalar, explicit reason for publicanon.

All pewly determined nucleotide and amino acid sequences must be deposited in an appropriate data bank. Authors are
encouraged to wse the EMBL Data Library but can also use other archives, such as GenBank. An accession number must be
obtained hefore subumission to the Fditor and this fact should be mentioned in the cover letter. The accession number should be
included in the main body at the end ot the Materials and methods section. Authors should also include the accession number
i the appropriate figere legend or refer to the Materials and methods section. The sequence data should be released to the
public no later than the onlne publication date. Authors wishing to enable other scientists to use the accession numbers cited
i their papers via links to these sources, should tvpe this information in the following manner:

Far each and every accession number cited in an article, suthors should tvpe the accession number in bold, ynderlined texe,
Letters in the accession number should alwayvs be capitalised (see example). This combination of letters and format will
enable Elsevier's typesetters to recognise the relevant texts as accession numbers and add the required link.

Pxample: “GenBank accession nos, AIGIISHL,  AIGIISIL. AIS3I2I98 and  BI223228), a B-cell mumor from a chronic
Iymplatic leukemia (GenBank accession no. BEATSIMS), and a T-cell lvmphoma {GenBank accession no. AAIGILETY™
Authors are encouraged to check accession numbers very carefullv. An ervor in a letter or mumber can resalt in a dead link. In
the final version of the printed article, the sceession number text will not appear bold or underlined. In the final version of the
electronic copy, the accession number text will be linked to the appropriate source in the NCUBI databases enabling readers to
go directly o that source from the article.

Nucleic acid and amino acid sequences submitted as figures should be as sharp and clear as possible and retain pertect
legibility atter reproduction. There should be no confusion between G and C. The width should be (close o) that of the
tvpesetting area (Le., 178 mm) or column width (85 mm). Any additional markings should be clearly added in black ink or
with a computer drawing package.

13, Carefid cheeling
Manuseripts should be checked caretully betore submission since substantial alterations made at the ‘proot” stage may be
charged for by the Publisher

14, Fhguiries and alterations
Cneeries will be reterred back by email to the corresponding author. The Editors reserve the nght to make minor alterations to
the text without altering the scientfic content.
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Manuscnpts recetved by the Publisher are considerad to be inits final form. One set of page proots in PDF format will be
sent by e-mail w the corresponding author, to be checked for typesettingfediting. A form with queries from the copyveditor
may accompany the proot. 1t s important to ensure that all corrections are sent back to Elsevier in one communication,
subseguent corrections will not be possible. The Publisher reserves the right w procesd with publication ifcorrections are not
communicated within two working davs.

OFFPRINTS

The corresponding author will receive, upon acceptance of an artcle by the publisher, a Copyright Transfer form {or
Licence Agreement) and an Offprint Order form, On the Offprint Order form one can indicate the address to which the free
offprints are to be sent and additional offprints may be ordered. Twentyv-five free offprints are available for each paper.

NO PAGE CHARGES

There s no page charge for peblication i any of the FEMS publications.

ETHICAL AND RELATED ASPECTS

The editors expect that new and vanant organisis, viruses and vectors describad in FEMS journals will be made available,
urder written request and for their own wse, w all gualified members of the scientific community. IF delavs in strain or vector
distribution are anticipated or if they are available from sources other than the authors, this should be indicated. The Editors
encourage authors to deposit important stramns in poblicly accesaible culture collections and to refer to the collections and
strain pumbers in the text. In the case of materials that have besn distributed by individuals, authors should indicate the
laboratory strain desigrations and name and address of the donor as well as the original culture collection identification
number, if any.

Papers describing experinental work with humans must include a statement that the Etlucal Commmittee of the mstitution in
which the work was done has approved it, and that the subjects gave informed consent to the work. Experiments with
animals or with genetically manipulated organisms muost have been done in accordance with the legal requirements of the
relevant local or mational authority, Procedures should be such that experimental aninals do pot suffer unnecessanly.
Submission of @ manescript implies thar the work described has not been published before {except in the form of an abstract
or @ part of a published lecture, review or academic thesis, in which case reference should be made in a footnote to the title)
and that it s eot ender corsideration tor peblicanon elsewhere, The corresponding author must cosure that its publication has
Besen appeovesd by all co-authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities in the laboratories where the work was
carricd out and that all persons entithed to authorship have been named, [P accepted, the article must not be published elsewhere
i the same form in either the same or another langrage, without the consent of the Editors and Publisher. Each named
author must be responsible for at least the part describing his or her contribution and must have seen the entire final text
betore submuission and any substantial subsequent revisions. The Editors must be notified in writing by the corresponding
author of any deviation from these rules. The articles published in FEMS Miceobiology Eeology represent the scientific
firdings and opinions of the avthors. Whilst the Editors and Publisher make everv etfort to ensure the accuracy of all
puhlished matter, they can accept no responsihility or lability, collectively or individually, for any erroneous, misleading or
urintentionally damaging statements, which may appear in the journal. Avthors must draw attention to chemical or
biological hazards that may be involved in materials and methods uwsed in experiments.

REQUESTS FOR PERMISSION TO REPRODUCE MATERIAL FROM PUBLISHED ARTICLES

Individuals wishing o reproduce figures, tables and excerpts of text (not exceading 230 words) from arucles published in
FEMS Micrabiology Ecology for non-commercial purposes may do so providing the original publication is acknowledged
accordingly and the authors approval s obtained, and in this case no special permission 15 needed from either the
Publisher or the Editors. Authors may also include the article in a thesis without special permission. In all other cases,
permissions may be sought directly from Elevier’s Rights Department in Oxford, UK: phone {(#44) 1885 B43830,
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fax (+44) 1865 853333, e-mail permissions@elsevier.com. Requests may also be completed on-line via the Elsevier home-
page (kttpdfwww.elsevier.com/locate/per missions).

INFORMATION FOR AUTHORS AND READERS

The Editors and Publisher are alwavs willing to hear from authors and readers and consider their views sympathetically.
Please note the following contact details:

o For helpful and simplified goidelines on the submission of high-guality figures for the final version of vour manuscript,
please refer to “FEMS Revizion Instructions. including fioures™ icon, which can always be reached via the “Instructions
and Forms™ button at the top right of all Manuscript Central pages. Further detailed information on figures can be
found at http:Vanthors elsaviercom/amwork

o Oueries related to submission: email submission @ fems-microbiology org
o Manuscripts under review: consult the Submitting Author Center at hitp Mmcmanuscripteenteal. comifemses

& Status of accepted articles: consult the Author Gateway from Elsevier at http J/authors. elsevier .com
& (Juestions arising after acceptance of an article: email authorsupporti@elsevier. com




