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Antagonistyczne oddzialywanie bakterii z ryzosfery lucerny na wybrane grzyby
glebowe. Cz. III. Niektore wlasciwosci substancji antybiotycznej ekstrahowanej
z podloza hodowlanego szczepu bakterii Pseudomonas sp.

AHTaroHucTHYecKoe JieHcTBHe GakTepuii 3 pu30chephl JFOLEPHLI Ha HEKOTOPHIE NOYBEHHBIE IPHOBI.
Yacte III. M3bpannelie cBOWCTBA aHTHOMOTHYECKOrO BELIECTBA, 3KCTPArHPOBAHHOIO W3
NUTATEIbHOM cpe/ibl TamMma Gakrepuit Pseudomonas sp.

Antagonistic Effect of Bacteria From the Rhizosphere of Lucerne on Selected Soil Fungi.
Part II1. Selected Propertied of Antibiotic Substance Extracted from Culture Medium of Bacteria
Strain, Pseudomonas sp.

Powszechnie wiadomo, ze wsrod bakterii gramoujemnych zasiedlajacych
ryzosferg roélin licznie reprezentowany jest rodzaj Pseudomonas, ktory stanowi
niekiedy 40-50% ogolnej populacji bakterii ryzosferycznych.

Zdaniem wielu autorow (1, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 11) bakterie z tego rodzaju moga
by¢ antagonistami patogenow roslinnych, co czesto zwiazana jest z ich uzdol-
nieniem do produkcji antybiotykow.

Jak stwierdzono w poprzedniej pracy (10), Pseudomonas sp. szczep nr 94
wydzielal do podloza stalego substancje barwne o dzialaniu przeciwgrzybowym.
Celem wigc niniejszej pracy bylo podjecie prob ekstrakcji wymienionego
barwnika z podtoza pohodowlanego badanej bakterii oraz okreslenie niektorych
jego wlasciwosci.

MATERIAL I METODY*

Ze wzgledu na ujemne wyniki, jakie zyskano w badaniach aktywnosci antybiotycznej plynow
pohodowlanych bakterii Pseudomonas sp. szczep nr 94 (10) podjeto proby wyekstrahowania
substancji oddziatujacych hamujaco na wzrost grzybow ze stalego podloza pohodowlanego tej

* Panu doc. dr hab. Janowi Jaroszowi serdecznie dzigkuje za udostepnienie szczepow baktcm
testowych.
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bakterii. Dla uzyskania odpowiedniej ilosci materiatu doswiadczalnego, hodowle bakterii prowa-
dzono w kilkudziesigciu rownoleglych powtorzeniach na stalej pozywce mineralnej o skladzie:
glukoza 1 g; K,HPO, — 1 g; KNO,; — 0,5 g; MgSO,-7H,0 — 0,2 g; CaCl,-6H,0 — 0,1 g;
FeCl; — 0,01 g; woda dest. 1000 cm?; agar 15 g.

Zgodnie z wcze$niejszymi obserwacjami (10) do ekstrakcji substancji o dzialaniu antybio-
tycznym przystgpowano wowczas, gdy w podlozu stwierdzano™ nagromadzenie si¢ rézowo-
-czerwonego barwnika. Po odrzuceniu czgsci pozywki objetej wzrostem bakterii Pseudomonas sp.
pozostatos¢ homogenizowano z dodatkiem réznych rozpuszczalnikow organicznych, jak acteon,
eter etylowy, benzen, n-heksan, cykloheksan, n-oktan, eter naftowy. Nast¢pnie ekstrakty te
sprawdzono pod wzgledem aktywnosci antybiotycznej nanoszac jednakowe ich ilosci na krazki
bibutowe. Przed wylozeniem na pozywke zaszczepiona organizmem testowym (Penicillium sp. nr 95,
5; Verticillium album nr 118) rozpuszczalniki z krazkéw bibulowych catkowicie odparowano.
Poniewaz ekstrakt benzenowy wydawatl si¢ we wstepnych probach najbardziej obiecujacy, stanowit
on podstawg¢ do dalszych badan. Ekstrakt ten odparowywano w temp. ok. 20°C, a nast¢pnie
osuszano nad chlorkiem wapnia i przechowywano w szczelnie zamknigtych naczyniach w temp.
+5°C. Otrzymana po odparowaniu surowa substancj¢ antybiotyczna oznaczono symbolem Ps 94.

Przy badaniu wlasciwosci otrzymanej substancji z uzyskanego ekstraktu sporzadzano roztwor
macierzysty — 1 cm?® roztworu zawieral 1000 mecg surowego ekstraktu badanej substancji.
Wyekstrahowany barwnik poddano badaniom, oznaczajac niektore jego wlasciwosci, mianowicie:

1) wpltyw pH pozywki na aktywno$¢ antybakteryjna badanej substancji okreslano metoda
seryjnych podwojnych rozcienczen (2) w agarze odzywczym o pH 6,0; 6,5; 7,0; 8,0. Pozywke
z okreslonymi dawkami badanej substancji (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78 mcg/cm?
pozywki) zaszczepiono powierzchniowo zawiesina bakterii testowej — Sarcina lutea* — o gestosci
ok. 10° komérek/cm?® (inokulum 0,05 cm?®). Po 24 godz. okre$lano minimalna hamujaca kon-
centracj¢ (MIC) badanej substancji wobec bakterii testowej;

2) okreslenie wrazliwosci badanej substancji na temperaturg. Roztwor macierzysty zawierajacy
1000 mcg/cm? badanej substancji wstawiono do tazni z gotujaca si¢ woda. Po uplywie 5, 15 i 30 min.
przetrzymywania badanej substancji w lazni metoda seryjnych podwojnych rozcienczen w agarze
odzywczym (pH-6,5) okre$lono minimalng hamujaca koncentracj¢ (MIC) substancji Ps 94 wobec
Sarcina lutea;

3) spektrum antybiotyczne i MIC badanej substancji wobec wybranych szczepow bakterii
gramododatnich i gramoujemnych oraz drozdzy okreslano metoda podana w punkcie 1.

OMOWIENIE WYNIKOW

W tabeli 1 przedstawiono wyniki obrazujace wptyw pH pozywki hodowlane;j
na aktywno$¢ antybakteryjna substancji Ps 94. Dzialalnos¢ antybakteryjna
substancji Ps 94 uwidocznila si¢ najwyrazniej przy pH 6,5 gdzie wynosita 4,68
mcg/cm? pozywki. Natomiast przy wyzszych warto$ciach pH 7 i 8 substancja ta
dziatata juz ok. 3 razy stabiej niz przy pH 6,5.

Wplyw czasu przytrzymywania badanej substancji we wrzacej wodzie na jej
aktywnos¢ antybakteryjna przedstawiono w tabeli 2.

Po czasie 5i 15 min przetrzymywania badanej substancji w gotujacej wodzie
MIC substancji Ps 94 hamujaca wzrost Sarcina lutea wynosita 6,25 mcg/cm’
pozywki. Natomiast po 30 min. aktywno$¢ antybakteryjna substancji Ps 94 byla
2 razy mniejsza i wynosita 12,5 mcg/cm?® pozywki. Jak z tego wynika wysokie
temperatury oslabiaja aktywnos$¢ antybiotyczna preparatu Ps 94. Metoda
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Tab. 1. Wplyw wartosci pH pozywki na dzialalno$¢ antybakteryjna substancji Ps 94 ;
The influence of pH medium on antibacterial activity of Ps 94

pH podloza MIC substancji Ps 94 w mcg/cm?® wobec Sarcina lutea
6,0 6,25
6,5 4,68
7,0 12,5
8,0 12,5

Tab.2. Wrazliwo$¢ substancji Ps 94 na temperature
Sensitiveness of the substance of Ps 94 to temperature

Czas przetrzymywania substancji Ps 94 w gotujacej si¢ wodzie

MIC substancji Ps 94 w meg/cm® wobec Sarcina lutea

5 min
15 min
30 min

6,25
6,25
12,5

Tab. 3. Spektrum antybiotyczne i minimalna hamujaca koncentracja (MIC) substancji Ps 94
Antibiotic spectrum and minimum inhibiting concentration (MIC) of the substance of Ps 94

Mikroorganizmy testowe

Bacillus circulans TP 5121
Bacillus brevis 1P 5286
Bacillus pumilus 1P 5286
Bacillus cereus ATCC 8145
Bacillus subtilis Oxford
Bacillus alvei TP 5248
Bacillus lentus 1P 5273
Micrococcus lysodeikticus
E. coli ROW

Sacrina lutea R 262
Staphylococcus albus
Streptococcus pyogenes
Proteus vulgaris
Pseudomonas fluorescens
Saccharomyces cerevisiae
Candida humicola
Rhodotorula rubra
Candida lipolytica
Mycoderma vini

Podloze hodowlane MIC substancji Ps 94 w mcg/cm?
agar odzywczy 4,68
» 1,56
» 3,12
» 1,56
o 4,68
» 4,68
» 4,68
» 9,37
» > 100
» 468
" 75
» 100
» > 100
» > 100
brzeczka 100
» 100
» > 100
» > 100
» > 100

seryjnych podwojnych rozcieniczen w pozywce okreslano takze spektrum
antybiotyczne i MIC badanej substancji wobec wybranych szczepow bakterii

1 drozdzy.

Wyniki zebrane w tabeli 3 wskazuja na duza wrazliwos¢ na substancje Ps 94
bakterii gromododatnich z rodzaju Bacillus. Szczeg6lnie wrazliwymi gatunkami
bakterii z tego rodzaju byly Bacillus brevis i Bacillus cereus, ktorych wzrost byl
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catkowice zahamowany w obecnosci 1,56 mcg/cm?® pozywki surowej substancii
Ps 94. Okazalo si¢ rowniez, ze niektore ziarniaki gramododatnie (Sarcina lutea,
Micrococcus lysodeicticus) byty takze bakteriami wrazliwymi na badana substan-
cje. Minimalna hamujaca koncentracja substancji Ps 94 dla Sarcina lutea
wynosita 4,68 mcg/cm?® pozywki, a dla Micrococcus lysodeikticus 9,37 mcg/cm?,
Natomiast bakterie Streptococcus pyogenes i Staphylocaccus albus byly mniej
wrazliwe na dzialanie badanej substancji (MIC od 75-100 mcg/cm® po-
zywki).

Oporniejszymi na dzialanie badanej substancji Ps 94 od bakterii gramo-
dodatnich okazaty si¢ bakterie gramoujemne oraz drozdze, u ktérych zahamo-
wanie wzrostu obserwowano dopiero przy koncentacji badanej substancji
wynoszacej 100 i powyzej 100 mcg/cm?® pozywki.

WNIOSKI

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna wyprowadzi¢ nastgpujace
wnioski:

1) dziatalno$¢ antybakteryjna substancji Ps 94 byla zalezna od pH podloza
hodowlanego i zaznaczyta si¢ najwyrazniej przy pH 6,5.

2) wysoka temperatura ostabiala aktywno$¢ antybakteryjna badanej sub-
stancji.

3) surowa substancja Ps 94 wykazywala silne dzialanie antybakteryjne
zwlaszcza dla bakterii gramododatnich.
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PE3IOME

MItamm Pseudomonas sp. Ne 94, OTIMYAIONIMICH CHIIbHBIMH AHTATOHHCTHYECKMMH CIIOCOD-
HOCTSIMH TI0 OTHOIIEHHIO K MOYBEHHBIM IPHOAM, BBUIENSET B MHTATEIbHYIO CPEIY MHIMEHT TpO-
THBOTPUOHOrO AEHCTBHSA. Bblla NPEANPUHATA NMONBITKA JKCTPAKIMK NMHIMEHTA W3 IHTATEIbHOM
cpeabl ucceayeMbix OakTepuif. JInsi SKCTpaKIMM aHTHOMOTHYECKOTO BeIeCTBA OBLIH MCIONb-
30BaHBl OpPraHMYeCKHe PACTBOPHTENH, a HMEHHO: alETOH, STHIOBLI 3bup, GeH3eH, n-rexcas,
LMKJIOTeKCaH, n-OKTaH, neTpoJeinsiii o¢pup. ITockoabky GeH3eHOBBIR KCTPAKT NMpeaCTaBiIsICS
HauboJiee NePCNeKTHBHBIM TOC/IE TIPOBE/ICHAS BCTYNHUTE/bHBIX P0G, OH M NPHMEHSJICS B Jalb-
HEHIIUX MCCIIe/I0BAHUAX.

[MonyyeHHoe TOCTE OTNAPEHHsS PACTBOPHMTENS CHIPOC AHTHOMOTHYECKOE BEIIECTBO OBLIO
obo3nayeno kak Ps 94.

W3B/1e4eHHBIN TyTeM JKCTPAKIIMH IMTMEHT HCCIIE/I0BANICS C NETbIO ONPE/eIeHHs HeKOTOPHIX
€ro CBOMCTB, @ HUMEHHO:

1) Bausuus pH nuTaTeILHOM Cpe/ibl HA AHTHOAKTEPHITHOE JICHCTBHE HOCAETYeMOro BellecTBa,

2) 4yBCTBUTEJBLHOCTH MCCJIEJYEMOrO BEIIECTBA K TeMnepaTtype,

3) aHTHOMOTHYECKOrO CNEKTPa M MHHMMAJIBLHOH TOPMO3HO#H KoHueHTpammm (MIC) mccie-
JIyeMOTO BEIIECTBA TI0 OTHOLICHHIO K H30PAHHBIM IPAMIIOIOKHTEILHBIM ¥ TPAMOTPHIIATEbHBIM
OakTepusM, a Takke JPOXKKaM.

AnTnGakTepuiinoe aeiicTeie Bemectsa Ps 94 nanbonee oTueTIMBO NposBHIOCH NPH pH 6,5,
re oHO aocTUrao 4,68 mir/cm® mUTaTENIBHON cpeabl. Bricokas Temneparypa ocnabuna aHTH-
GakTepuitHyio akTMBHOCTH BemecTBa Ps 94. Ero celpoe BeulecTBo mposBisiio CHIbHOE aHTH-
GakTepuitHOE JEHCTBHE TPEK/IC BCCIO MO OTHOWICHHIO K IPAMIIOJOXKHTEIbHBIM OaKTepHsiM.

SUMMARY

Pseudomonas sp. No. 94 which was characterized by strong antagonistic abilities toward soil
fungi, released colour substances with antimycotic activity to the solid medium. The purpose of the
present work was an attempt to extract a dye from post-cultivation medium of the investigated
bacterium. To extract the substance of antibiotic effect the following organic solvents were used:
acetone, diethyl ether, benzene, n-hexan, cyclo-hexan, n-octane, oil ether. Benzene extract consti-
tuted the bases for further investigations because in initial tests it appeared most promising.

The raw antibiotic substance obtained after the solvent was vaporized, was marked with the
symbol of Ps 94.

The extracted dye underwent examinations where some of its properties were marked, and
these were as follows:

1) the influence of pH culture medium on anti-bacterial effect of the invest. ted substance,

2) determinig sensitiveness of the investigated substance to temperature,
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3) determining the antibiotic spectrum and the minimum inhibiting concentration (MIC) of the
investigated substance, Ps 94, in relation to selected gram-positive, gram-negative bacteria, and yeast.

Antibacterial effect of Ps 94, was most visibly shown with pH 6,5, where it was 4,68 mcg/cm?
of the medium. High temperature attenuated antibacterial effect of Ps 94. Crude substance of
Ps 94 showed strong antibacterial effect, epsecially for gram-positive bacteria.



