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(57) KIVONAT

A Bacillus subtilis fermentéldséval elgallitott tj MBI
600 antibiotikum jellemzdje tobbek kozott, hogy
proteint és lipidet tartalmaz, méitdmege koriilbeliil 63
500 dalton, és gombak és Gram-pozitiv baktériumok
ellen van, Gram-negativ baktériumok ellen nincs anti-
biotikus aktivit4sa.

A talalmény novényvéds szerekre is vonatkozik,
amelyek fenti antibiotikumot és/vagy a fenti antibioti-
kumot termel$ Bacillus subtilis sejteket és/vagy sporé-
kat és hordoz6- vagy higitéanyagot tartalmaznak.

A leirds terjedelme: 12 oldal
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A talilmény tirgya eljarés a MBI 600 jelolési 1] antibi-
otikum elé4llitaséra Bacillus subtilis fermentilésival,
valamint a fenti antibiotikumot és/vagy az antibiotiku-
mot fermentil6 Bacillus subtilist tartalmazé fungicid
novényvédd szerek.

A Bacillus subtilis

torzsek tulajdonsdgait a 0 276 132 szamon kozzétett
eur6pai szabadalmi leirds ismerteti. Ezeket a torzse-
ket 1986. 12. 22-én (NCIB 12375 és 12376), illetve
1987. 12. 24-6n (NCIB 12616) helyeztck letétbe a
National Collections of Industrial and Marine Bacte-
ria Ltd.-nél (NCIB) (Torry Research Station, P. O.
Box 31, 135 Abbey Road, Aberdeen, AB9 8DG, Scot-
land). :
Felismertiik, hogy a Bacillus subtilis NCIB 12375,
12376 és 12616 torzsek antifungidlis tulajdonséiga egy
@ij antibiotikumnak tulajdonithat6, amelyet a lefrdsban
MBI 600-nak jelolink.

A Bacillus faj torzsei 4ltal termelt antibiotikumo-
Kkat mér korsbban ismertették [Bérdy J.: Advances in
Applied Microbiology, 18, 308-406 (1974)]. Abban
az esetben, ha ezeket jellemezték, 4ltaldban azt ta-

pasztaltak, hogy ezek az antibiotikumok kis peptidek -

vagy peptidolipidek, m6ltomegiik 270 dalton és 4500
dalton kozott véltozhat, Egyetlen olyan antibiotikum
ismert csak, amelynek méltsmege 100 000 daltonnél
nagyobb, ezt a Bacillus subtilis APPL-1 torzs termeli
[Baker C. J. és Stavely J. Ru 4 582 704 szémd
amerikai egyestilt 41lamokbeli szabadalmi lefrés], egy
kés6bbi publikéci6 szerint azonban a méltdmege csak
5000-10 000 dalton [Baker és munkatérsai: Phytopat-
hology 73, 1148-1152 (1983)1: A Bacillusok 4ltal
termelt antibiotikumok t6bbsége Gram-pozitiv bakté-
riumok ellen hatésos, de kevés olyan antibiotikum is
ismert, amelynek Gram-negativ baktériumok, élesz-
t6k vagy gombik elleni hatésa van [Katz E. és Dema-
in A. L. Bacteriological Reviews, 41, 449-474
(1977)]. -

Az Gsszes eddigi ismert, B. subtilis torzsek 4ltal
termelt antifungélis hatdsi antibiotikum az antibioti-
Kkum lokaliz4l6d4s4t6l (a bakteriélis sejten beliil vagy
kiviil) és a molekula szerkezetét6l fiiggen megkii-
I6nbéztetett hirom csoport egyikébe tartozik [Sharon
N. és munkatérsai: Nature 174, 1190-1191 (1954);
Besson F. és munkatérsai: Journal of Antibiotics 29,
1043-1049 (1976); Besson és munkatérsai: Journal of
Antibiotics 31, 284-288 (1978)]. Ezek a csoportok az
aldbbiak:

1. intracellul4ris ciklusos peptidolipidek,
2. extracelluléris ciklusos peptidolipidek, és
3. extracellul4ris ciklusos peptidek.

Az egyetlen fent emlftett kivételtd] eltekintve ezek-
nek az antibiotikumoknak méltémege 4500 daltonndl
kisebb. A B. subtilis torzsek 4ltal termelt ismert anti-
fungélis antibiotikumokat az 1. tibl4zatban foglaljuk

ossze.

NCIB 12375, 12376 és 12616
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1. tdbldzat
B. subtilis torzsek 4ltal termelt antifungélis
antibiotikumok

Vegyiilet tipusa Neve Irodalom

intracellul4ris ciklusos ~mikoszubtilin @

peptidolipidek ,

extracelluléris ciklusos  Aspergillus faktor ®)

peptidolipidek - bacillomicin A ©

bacillomicin B @
bacillomicin D ()
bacillomicin F ®
bacillomicin L @
bacillomicin R (h)

- bacillomicin S @
eumicin )]
fengicin &)
iturin A (e)

. toximicin ()

extracellulris peptidek  ketomacin (m)

fungisztatin ()
mikobacillin (o)
Rhizoctonia faktor  (b)

(a) Walton R. B. és Woodruff H. B.: J. of Clinical
Tnvest. 28, 924-926 (1949)

(b) Michener H. D. és Snell N.: Archives of Bioche-

* mistry 22, 208-214 (1949)

(c) Cercos A. P: Rev. Invest. Agric. 4, 325-335
(1950)

(d) Shibasaki I és Terui G. T.: Journal of Fermentati-
on Technology 32, 115-118 (1954)

(¢) Peypoux E. és munkat4rsai: Journal of Antibiotics
33, 1146-1149 (1980)

(® Michel G. és munkatérsai: Fermentation and In-

- dustrial Chemistry 16, 19 (1983)

(g) Landy M. és munkatdrsai: Proceedings of the So-
ciety of Experimental Biology, New York, 67,539
(1948) '

“(h) Babad J. és munkatdrsai: Nature 170, 618-619
(1952) :

(i) Esterhuizen B.: Aspects of the action of bacil-
lomycin S, doktori értekezés, University of Stel-
lenbosch (1974)

() JohnsonE. A.és Burdon K. L.: Jorunal of Bacteri-
ology 51,591 (1946)

(k) Vanittanokom N. és Loeffler W.: Journal of Anti-
biotics 39, 888-901 (1986)

(1) Stessel G. L. és munkatfrsai: Mycologia 45, 325

334 (1953) )
(m) Tautorus T. E. és Townsley P. M.. Applied Envi-
ronmental Microbiology 47, 775-779 (1984)
(n) Hobby G. L. és munkatérsai: Journal of Clinical
Investigations 38, 927-933 (1949)
(o) Majumdar S. K. és Bose S. K. Nature 181, 134-
135 (1958)
Az 1. tablazatban felsorolt antibiotikumok egy ré-
szének fizikai tulajdonsdgait is ismertett€k. Az iturin-
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csoportba tartozé antibiotikumok vizben oldhatatlanok,
és néhiny koziilik acetonban oldédik [Sharon N. és
munkatirsai: Nature, 174, 1190-1191 (1954); Besson
F. és munkatirsai: J. of Antibiotics 29, 1043-1049
(1976); Peypoux F. és munkatirsai: J. of Antibiotics 33,
11461149 (1980)]. Az iturin A és bacillomicin F elekt-
roforetikus vizsgélatok szerint neutrlis peptidolipid
[Peypux F. és munkatirsai: J. of Antibiotics 33, 1146
1149 (1980)]. Az iturin A és a bacillomicin L pH=3 és
10 kozotti értéken hdével szemben stabilak, azonban
egyéb pH-értékeken nem [Sharon N. és munkatérsai:
Nature 174, 1190 (1954); Landy M. és munkatirsai:
Proc. Soc. Exp. Biol. N. Y. 67, 539 (1948); és Delcam-
be L.: Bull. Soc. Chim. Bleg. 74, 315-328 (1965)]. A
bacillomicin L semleges pH-n nem oldédik butanolban
[Barr J. G.: J. Appl. Bacteriol. 39, 1-13 (1976)]. Az
intracelluléris peptidolipidek kozé tartozé mikoszubti-
lin metanolban, etanolban és butanolban nem oldédik
[Sharon N. és munkatérsai; Nature 174, 1190 (1954) és
Walton R. B. és Woodruff H. B.: J. Clin. Inv. 28, 924
(1949)]. A mikobacillin és ketomacin acetonban oldéd-
nak, de az el6bbi vizben nem oldédik pH=7 vagy ez
alatti értéken [Tautorus T. E.: és Townsley, P. M.: Appl.
Environm. Microbiol. 47, 775 (1984) és Majumdar S.
K. és Bose S. K.: Nature 181, 134 (1958)]. A Rhizocto-
nia faktor etanolban és butanolban oldhatatlan, és csak
pH=2 értéken van hdstabilitdsa [Sharon N. és munka-
tarsai: Nature 174, 1190 (1954) és Michener H. D. és
Snell N.: Arch. Biochem. 22, 208 (1949)]. A fungiszta-
tin amfoter peptid, amely vizzel érintkezve inaktiv gélt
képez [Cercos A. P.; Rev. Invest. Agric. 4, 325 (1950)].

A Bacillus subtilis B-3 térzs tenyészetébdl izoldl-
haté egy antifungélis antibiotikumok elegyét tartal-
mazé aktiv frakcié [McKeen C. D. és munkatérsai:
Phytopathol. 76, 136-139 (1986)]. Az antibiotikume-
legy a proteinek kimutatdsédra szolgalé ninhidrinvizs-
gélatban pozitiv reakciét ad. Az elegynek csak 5,0
alatti pH-értékeken van hdstabilitdsa, ami kapcsolat-
ban lehet azzal a megfigyeléssel, hogy az elegy eta-
nolban, metanolban és izopropanolban oldédik, de
etil-acetdtban, acetonban, dietil-éterben vagy meti-
1én-kloridban nem.

A B. subtilis APPL-I torzs tenyészetébdl izoldlt anti-
biotikum-frakcié hdstabil, és 95% proteinbdl és 5%
szénhidratbél 4l [Baker C. J. és munkatirsai: Phyto-
pathol. 73, 1143 (1983)1.

Az jturin A, fengicin és bacillomicin F és L lipid-
komponensének zsirsav-osszetételét is meghatéroztik
[Vanittanokom N. és Loeffler W.: J. Antibiotics 39, 888
(1986); Peypoux F. és munkatérsai: Tetrahedron 29,
3455-3459 (1973); Mhammedi A. és munkatérsai: J. of
Antibiotics 35, 306-311 (1982) és Peypoux F. és mun-
katérsai: Biochem, 17, 3992-2996 (1978)]. A zsirsavak
metiloldallincot tartalmaznak, és 13-16 szénatomosak,
és — a fengicin kivételével — B-aminosavak Gsszetevéi.

A taldlmény szerinti eljirs a Bacillus subtilis NCIB
12375, 12376 és 12616 torzsek fermentaldsaval elGalli-
thaté dj MBI 600 antibiotikum el54llitdséra vonatko-
zik, amely az ismert, B. subtilis torzsek 4ltal termelt
antibiotikumoktél hatdrozottan eltéré tulajdonségokat
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mutat. A taldlméany szerinti eljirdssal elG4llitott antibio-

tikum az alabbi tulajdonsigokkal rendelkezik:

(1) antibiotikus aktivitdssal rendelkezik gombédk és

Gram-pozitiv baktériumok ellen, de Gram-negativ

baktériumok ellen nem hat; )

méltdmege 63 000+3700 dalton, standard globuli-
ris proteinekkel kalibralt gélsziréses kromatogra-
fids meghatdrozés szerint;

pozitiv reakciét ad az aldbbi proteinkimutatasi

vizsgélatokban: Lowry, fényabszorpcié 280 nm-

en, biuret és ninhidrin;

proteintartalménak aminosav-Gsszetétele:

aszparaginsav, treonin, szerin, glutaminsav, prolin,

alanin, valin, izoleucin, leucin és tirozin;
proteintartalma rezisztens a proniz E enzimmel
végzett emésztésre;

lipidtartalménak zsirsavjai 14-17 szénatomosak;

pH-optimuma 6,0-7,0;

(8) aktivitdsat megtartja 110 °C-on pH=5,0-9,0 érté-
ken végzett 10 perces kezelés utén is;

(9) vizben old6dik 5,0-nél magasabb pH-értékeken;

(10) metanolban, etanolban oldédik, butanolban és di-
metil-szulfoxidban korldtozottan oldédik;

(11) acetonban, petroléterben, kloroformban, toluolban
€s hexénban nem oldédik.

(12) ultraibolya-spektruméban 265 nm-nél egy bemé-
lyedés, 275 nm-nél cstcs és 285 nm-nél ezen a
csticson egy vall van,

A B. subtilis NCIB 12376 torzs a B. subtilis NCIB
12375 t0rzsb6l szdrmazik. Az NCIB 12375 térzs egy
mutinsa vagy szdrmazéka, amely szintén képes az
MBI 600 antibiotikum termelésére, az NCIB 12616
torzs. Mind az NCIB 12376, mind az NCIB 12616
torzs az NCIB 12375 torzzsel rokon, MBI 600 antibio-
tikum-termelG tdrzsnek tekinthetS. Szakemberek sz4-
méra magitdl értet6d6, hogy egyéb B. subtilis torzse-
ket vagy més fajokat is lehet taldlni, amelyek képesek a
taldlmény szerinti eljirdssal elGallitott MBI 600 antibi-
otikum termelésére.

A talalmény szerinti eljirdssal eléallitott MBI 600 .
antibiotikumot névények gombis fert6zések elleni vé-
delmére haszndlhatjuk. Az MBI 600 antibiotikumot
tartalmazé mikroorganizmusok tenyészetét kozvetlentl
ripermetezhetjiik a novény levélzetére annak érdeké-
ben, hogy a levélzet gomb4s fert6zéseitél megévjuk a
ndvényt. Bizonyos esetekben nagyobb hatést érhetiink
el, ha a megfeleld tenyészetekbdl az MBI 600 antibioti-
kumot tartalmazé frakci6kat haszniljuk a teljes te-
nyészlé helyett. Ezek a frakciék a mikroorganizmus
spérdit is tartalmazhatjék. Sok névénynek olyan a le-
vélzete, amelyen nehéz a ndvényvéds szerekkel j6
diszperzit vagy adhézi6t elémi; ilyen esetekben a te-
nyészlevet vagy az MBI 600 antibiotikumot tartalmaz6
frakcikat eldnydsen a diszpergélédést és adhézitt eld-
segitG anyagokkal készitménnyé alakitjuk. A formaldsi
eljérdsok szakember szdmdra j6l ismertek,

A taldlmény szerinti eljérdssal el6allitott MBI 600
antibiotikumot talajbél ered§ gomba4s fertézések ellen
is hasznilhatjuk a novényvédelemben. Az MBI 600
antibiotikumot tartalmazé mikroorganizmusok tenyé-
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szetét vagy az abbdl nyert antibiotikum-frakci6kat a
magok bevondsira hasznélhatjuk, ezéltal védelmet biz-
tositunk a névénynek a talajbél eredd gombis fertdzé-
sek ellen. A tenyészlevet vagy az MBI 600 antibioti-
kum- frakci6kat kozvetlenil a talajra is révihetjik a
magok kérnyezetében. Erre a célra folyékony és szilard
készitményeket is hasznélhatunk.

A talflményt kozelebbrdl az aldbbi példékkal ismer-

tetjik.

1. példa
MBI 600 antibiotikum elédllftdsa és tisztitdsa
B. subtilis NCIB 12376 torzset folyékony tipkdzeg-
“ben, 30 °C-on rézégéppel rézatva 72 6rén keresztil
tenyésztiink. Tépkozegként az alabbi két, kémiailag
defini4lt tipkozeg egyikét hasznéljuk:

1. tApkozeg
glik6z 10g
KHPOs 20g
MgSOs4 05g
KCl1 05g
MnCl2 00lg
FeSOs 001g
glutaminsav 5g
viz 1 literre

2. tipkozeg
szorbit 20¢g
KHPOs 10g
MgSO4 05¢g
KCl 05g
MnClL 001ig
FeSO4 001lg
glutaminsav 25¢g
aszparagin 25g
viz 1 literre

A tenyészlébdl 10 000 g-vel 20 percen keresztiili 7

centrifugéldssal eltdvolitjuk a baktériumsejteket és

spérdkat, és a sejtmentes kozeg pH-jét s6savoldattal |

2,0-re 4llitjuk be. A kicsapédott antibiotikumot magas
fordulatszmit centrifugéléssal elvélasztjuk. A kapott
iiledéket kevés, 0,1 m6V/1 koncentriciéjd n4trium-hid-
roxid-oldatban tjraoldjuk, vizet adunk hozz4, és pH-
j4t 8-ra csdkkentjitk. Az igy kapott vizes készitményt
azonos térfogatd butanollal hiromszor kirfzzuk, mig
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LKB 7000 frakci6szeds segitségével. A frakci6k anti-
biotikus aktivitdsit a 3. példéban lefrtak szerint hatd-
rozzuk meg.

Csak a 11-14. frakci6kban mutathat6 ki antibiotikus
aktivit4s. Az oszlopot ismert molekulatomegd vegyile-
tekkel (globuléris proteinekkel: marhaszérum-albumin-
nal, tojésalbuminnal, kimotripszinnel és citokrém C-
vel) kalibrdlva kimutathat6, hogy az MBI 600 antibio-
tikum méltémege 63 50033700 dalton. Linedris dext-
rdnokkal végezve a kalibral4st, az antibiotikum molt6-
mege 35 000 dalton. Nem mutathat6 ki antibiotikus
akfivitds sem a 4500 daltonndl kisebb méltomegnek
megfeleld frakcitkban, sem a kizért térfogatban, ahol a
molekuldk méltomege nagyobb, mint 100 000 dalton.

Ha a baktériumot az 1. tipkdzegben tenyésztjik, az
antibiotikus aktivitssal rendelkezd gélsziiréses frakcib
vizsgélataink szerint proteint, lipidet és szénhidratot
(1,2 mg/ml) tartalmaz. Ha a baktériumot a 2. tipkdzeg-
ben tenyésztjiik, az antibiotikus aktivitdssal rendelkez6
frakci6 lényegesen kevesebb szénhidrétot (0,1 mg/ml)
tartalmaz, de az antibiotikus aktivitds nem csokken.

- Ebbé] arra kovetkeztethetiink, hogy az MBI 600 antibi-
otikum protein- és lipidkomponensekbdl 4ll.
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az antibiotikus aktivitds m4r csak a szerves fézisban -

mutathaté ki. ,

A szerves fizisokat ezutin egyesitjik és rotdci6s
bepérl6 segitségével, vékuumban, 40 “C-on szérazra
péroljuk. Az MBI 600 antibjotikumot tartalmaz6 mara-
dékot kélium-foszfét-pufferben (pH=6,0) djraoldjuk. A
gélszirést 50 ml Sephadex® G-100 oszlopon végezzik.
Az oszlopot két oszloptérfogatnyi 0,25 m6V1 koncent-
réci6ji nétrium-foszfat-pufferrel (pH=7,0) ekvilibrél-
juk, majd az oszlop tetejére bevisziink 0,5 ml részlege-
sen tisztitott MBI 600 antibiotikum-oldatot. Az oszlo-
pot 0,25 m6V/1 koncentrici6ji nétrium-foszfat-pufferrel
(pH~7,0) eluéljuk és 1,5 ml-es frakcitkat szedink,
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2. példa

MBI 600 antibiotikum tisztftdsa gyors protein

folyadékkromatogrdfids eljdrdssal (FPLC) -
Az MBI 600 antibjotikumot tartalmaz6 frakci6t az 1.
példaban lefrtak szerint gllftjuk el6, a B. subtilis NCIB
12376 glitk6ztartalmd tipkozeges tenyészetéb6l. A
frakci6t a 6. példsban lefrtak szerint prondz E-vel ke~
zeljiik, ezzel a proteolizisre érzékeny proteineket hid-
rolizdljuk.

A frakcié proteintartalmd komponenseit anjoncse-
££16 FPLC-vel vélasztjuk szét, 5 ml Q Seph FF oszlo-
pon (Pharmacia terméke). A frakci6bél 100 pl-t vi-
sziink az oszlopra, és 1 ml/perc sebességgel eludljuk,
20 mmél/I koncentréci6j Tris-pufferrel (pH~8,0) és
natrium-klorid gradienssel (kiindulédsi koncentrécié
0, végkoncentricié 1 mél/l, a gradiens Ossztérfogata
56 ml). A detektdlést 254 nm-en végezziik, a detektor
érzékenysége 0,45 abszorpcios -egység (AU). Négy
csticsot mutatunk ki. A négy frakei6 mindegyikét
1000-szeres mennyiségd desztilldlt vizzel szemben
dializ4ljuk, majd vakuumban bepérolva kétszeresére
koncentréljuk. A dializ4lt frakci6k antibiotikus aktivi-
thsét ezutdn a 3. példdban lefrtak szerint hatrozzuk
meg. Antibiotikus aktivitdst csak az oszloprél negye-
dikként elul6d6 frakci6ban taldltunk.

. 3.példa . P

Antibiotikus aktivitds meghatdrozdsa biolgiai iiton

Diffiizi6s meghatrozést végzink, tivegtilcdkon
16v6 agar feliiletén taldlhat6 a tesztorganizmust tartal-
maz6 réteg, és a vizsgélt mintit az agarba végott lyuk-
ba tessziik: Az antibjotikum diffizi6ja kovetkeztében a
tesztorganizmus szaporodéséban gétlasi z6ndk figyel-
het6k meg, €s a gatlési z6na dtmérGje kozelitSleg ari-
nyos az antibiotikum-koncentraci6 logaritmuséval. Az
antibiofikumot ily m6don kvantitative mérhetjik.
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Felhasznal4s el6tt az tiveglapokat (20420 cm) metil-
alkohollal mossuk, majd 200 ml olvasztott Sabouraud-
féle glitkkézos agart ontiink rd és hagyjuk megszildrdul-
ni, ez adja az alapréteget.

Botrytis cinerea konidiumszuszpenzi6t készitiink oly
médon, hogy a B. cinerea spérés szildrd tenyészetét tar-
talmazé lombikba 20 m! steril desztillilt vizet mériink, a
konidiumokat steril drétkaccsal kapargatva elvélasztjuk a
téptalaj feliiletétdl, és a kapott szuszpenziét steril koze-
gen dtszdrjik. A szirletet elontjik, és a spérdkat steril
desztillalt vizzel kétszer mossuk, majd 2000 g-vel 3 per-
cen keresztiil centrifugéljuk. A konidium-koncentriciét
hemocitométeres szdmlédlassal meghatirozzuk, és steril
desztillalt vizzel higitva 110%ml-re 4llitjuk be a konidi-
um-koncentriciét. Az igy kapott szuszpenzié 10 ml-ét
100 ml 40 °C-ra lehttott olvasztott Sabouraud-féle glik6-
zos agarhoz adjuk, a beoltott agart a fenti alaprétegre ont-
jiik, és hagyjuk megszilardulni. Az agarba 4-es méretid
dugéfiréval lyukakat vigunk, 6 sorb6l, soronként 6 lyuk-
bol 4116 sablon szerint.

Az egyes lyukakba 100 ul vizsgiland6 oldatot mé-
riink, lemezenként minden egyes oldatbél legaldbb 3
pérhuzamos beméréssel. A vizsgiland6 oldatokat a be-
mérés eldtt 0,45 pm pérusméretdi membrénsziirén 4t-
sziirjiik. A lemezeket lefedjiik, és 18 °C-on 3 napon
keresztiil inkubdljuk.

Az inkubilis befejezése utin a gatlési z6ndk &tmé-
rdjét sublerral mérjitk. A zénékat vizes tripAnkékkel 1
percen keresztiil festve, majd csapvizzel gyorsan ledb-
litve tessziik l4that6va.

4. példa

Protein kimutatdsa az MBI 600 antibiotikumban

Az MBI 600 antibiotikumot tartalmazé frakci6t az 1.
példdban leirtak szerint 4llitjuk elS, B. subtilis NCIB
12376 giikéztartalmi tipkozeges tenyészetébdl. A
frakcié proteintartalmit az aldbbi médszerek pozitiv
eredményei valészindsitik: Lowry, biuret, ninhidrin és
280 nm-en mért abszorpci6. A Lowry, biuret és ninhid-
rin vizsglatokat az irodalomban ismertetett mddon
végezziik [Journal of Biological Chemistry 193, 265
(1951); Journal of Biological Chemistry 177, 751
(1949); és Jorunal of Biological Chemistry 176, 367
(1948)1. A fényabszorpciét 280 nm-en spektrofotomé-
terrel mérjik.

5. példa

MBI 600 antibiotikum aminosav-0sszetétele

Az MBI 600 antibiotikumot tartalmaz6 frakciét az 1.
példéban leirtak szerint allitjuk eld, B. subtilis NCIB
12376 gliikéztartalmi tipkozeges tenyészetébSl. A
frakci6t savas hidrolizisnek vetjitk ald, oly médon,
hogy 5,75 mé6l/1 koncentrdciéban sésavat adunk hozz4,
és nitrogénatmoszféréban 100 °C-on 4 6rén keresztil
melegitjiik. A hidrolizdlt mint4t bepéroljuk, vizben j-
raszuszpenddljuk, és nétrium-hidroxiddal semleges
pH-ra 4llitjuk. Az aminosav-dsszetételt LKB 4400 ami-
nosav-analizdtorral hatdrozzuk meg, 2504 mm-es,
Aminex A9 gyantdval toltott oszlopon, és standard
litium-citrat-puffer eliciés rendszert alkalmazva.
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Osszesen 10, aminosavaknak tulajdonithaté csdcsot
kapunk, amelyek mélardnyét a 2. tibldzatban ismertet-
jik. 5 olyan cstcs is ldthat6, amelyek nem felelnek
meg egyetlen kozdnséges, proteineredeti aminosavnak
sem. A fenti csiicsoknak megfelel§ vegyiileteket nem
sikerlilt azonositanunk.

6. példa

Prondz E-vel végzett emésztéssel szembeni

rezisztencia

Az MBI 600 antibiotikumot tartalmazé frakci6t az
1. példéban leirtak szerint allitjuk elS, B subtilis
NCIB 12376 glikéztartalmi tipkozeges tenyésze-
téb4l.

A frakci6t 1 mg prondz E-t tartalmazé 0,25 mél/]
20 °C-on 3 6rén keresztiil inkubéljuk. A prondz E-t
ezutdn a minta 10 percen 4t tart6 forraldsaval inakti-
véljuk. A mintit butanollal megosztjuk, az 1. példa-
ban leirtak szerint. Mind a vizes, mind a szerves
fazisok antibiotikus aktivitdsdt meghatdrozzuk, a 3.
példdban ismertetett médon; csak a szerves fazisban
taldlunk aktivitdst, amelyet ezutin védkuumban sz4-
razra pérolunk. A szildrd anyagot kevés, 1 mél/1 kon-
centrdci6jd nitrium-hidroxid-oldatban tjraoldjuk, és
az oldat pH-jat sésavval 7-re 4llitjuk.

Az oldatot Sephadex G-100 oszlopon gélszdréses
kromatografids eljaréssal tisztitjuk, az 1. példdban
leirt médon. A 63 500 dalton méltdmegnek megfeleld
frakcidkat osszegydjtjiik és a pH-értéket 1 mél/1 kon-
centrdci6ji sésavoldattal 2-re beéllitva kicsapjuk az
antibiotikumot. A 3. példdban végzett vizsgilattal
megerdsitjiik az antibiotikus aktivitis jelenlétét. A
csapadékot a fent ismertetett médon djraoldjuk. A
mint4t savasan hidrolizdljuk, és az aminosav-dsszeté-
telt az 5. példdban ismertetett médon meghatirozzuk.
A prondz E-vel végzett kezelés nem okoz lényeges
valtozast az aminosavak moélardny4ban (2. tibldzat),
ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy az MBI 600 antibio-
tikum ezzel a protedzzal végzett emésztéssel szemben .
ellenéllé.

2. tablazat
MBI 600 antibiotikum aminosav-dsszetétele

Aminosav Mélardny*
Kezeletlen  Prondzzal kezelt

aszparaginsav 51 7,0
treonin 1,8 2,2
szerin 2,1 28
glutaminsav 8,0 82
prolin 1,4 1,5
alanin 1,0 1,0
valin 3,4 4,1
izoleucin 1,1 1,1
leucin 6,2 3,7
tirozin 4,4 1,5

* alaninhoz viszonyitva
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7. példa 4, tibldzat
MBI 600 antibiotikum zsirsav-Osszetétele pH hatésa az MBI 600 antibiotikum héstabilitdsdra
Az MBI 600 antibiotikumot tartalmaz6 frakciét az 1.
példéban lefrtak szerint 4llitjuk el6, B. subtilis NCIB pH Antibiotikus aktivitds*
12376 gliiké6zos tipkozeges tenyészetébol. 5
A frakciét 5% kénsavat tartalmazé vizmentes meta- 4,0 0
nollal 2 6rén 4t 72 “C-on inkubélva elszappanositjuk. 5,0 118
Az elszappanositott mintét oktanollal extrahdljuk, és az 6,0 17,8
extraktum  zsirsav-Osszetételét ~gézkromatografidval 70 19,6
kombinalt tomegspektrometrids eljérdssal GcmMs) 10 3,0 19,6
meghatérozzuk Hewlett Packard GC/MS rendszer és 9,0 16,0
az azzal Gsszekapesolt 24 méteres BP20 omlesztett 100 0
szilicium-dioxid kapilléris oszlop segitségével. Hét 6
csiicsot mutatunk ki, amelyek a 3. t4blézatban ismerte- * gatlési z6na 4tlagos 4tmérdje (mm) B. cinerea
tett zsirsavaknak felelnek meg. A zsirsavak linchossza 15 tesztorganizmus esetén
14 &s 17 szénatom kozott véltozik, és dgy tinik, hogy
mind teljesen telitett. A fenti zsirsavak koziil hirom 9. példa
val6szindleg metiloldalldncot tartalmaz, de az elégazds Antibiotikus aktivitds pH-optimuma
helyét nem ismerjiik pontosan. Az elszappanositisra B. subtilis NCIB 12375 torzset folyékony tipkozeg-
 alkalmazott eljérdssal az észterkdtések hidrolizélhatok, 50 ben tenyésztiik, és a pH-t a 8. példéban ismertetet
de a pepﬁdkﬁtések val6szinileg nem hasadnak el. médon 4,0 és 10,0 kozotti tartoményban véltoztatva
Ezért nagyon val6szind, hogy a zsirsavak az MBI 600 beallitjuk. A mintdkat 0,45 pm-es membrénszirdn 4t-
antibiotikum Proteinkomponenséhez észterkotéssel sziitjiik, majd meghatdrozzuk az antibiotikus aktivitast
kapcsolédnak. Igy ezek nem B-aminosavak osszetev6i, a 3. példaban lefrtak szerint. Az antibiotikus aktivits
ellentétben a legtobb, egyéb B. subtilis trzsbol izolélt o5 pH-optimuma pH~=6,0-7,0 (lsd 5. t4bldzat). Az5,0-nél
antibiotikummal. alacsonyabb, vagy 5,0 pH-értéken az MBI 600 antibio-
tikum kicsap6dik az oldatbol.
3. tdblazat
MBI 600 antibiotikum zsfrsav-Gsszetétele 5. téblézat
30_ Antibiotikus aktivitds pH-optimuma
Zsfrsav %-0s ardnya
pH Antibiotikus aktivitds*
14:07
15:09 4,0 8,0
15:0 (metiloldallinc) 36 35 50 12,0
16:0 23 6,0 21,8
16:0 (metiloldallanc) 4 7,0 21,8
17:06 8,0 18,8
17:0 (metiloldall4nc) 15 9.0 18,8
40 10,0 17,8
8. példa * gflasi z6na 4tlagos ftméréje (mm) B. cinerea
MBI 600 antibiotikum hostabilitdsa tesztorganizmus esetén
A B. subtilis NCIB 12375 tdrzset élesztSs pepton-
glikéz tapkozegben (5 g élesztdkivonat, 5 g pepton, 45 10. példa
20 g glikoz, desztilldlt vizzel 1 lre feltoltve, MBI 600 antibiotikum oldhatbsdga
pH=6,8) 30 °C-on rézatva 72 6rén keresztill tenyészt- B. subtilis NCIB 12375 torzset az 1. példdban
jitk. A baktériumsejteket és spérakat 10 000 g-vel 20 ismertetett 1. tipkozegben tenyésztjiik, amely tépko-
percen keresztilli centrifugéldssal tAvolitjuk el a te- zeget 5 g L-glutaminsavval egészitiink ki. A tenyész-
nyészléb6l. A feliiltisz6bol vett alikvotok pH-jét hig 50 tést 30 °C-on 72 6rén keresztiil rézatva végezzik. A
sésavoldattal vagy hig nétrium-hidroxid-oldattal 4 és tenyészetet centrifugéljuk és az antibiotikumot savas
10 kozotti pH-értékre 4llitjuk be. Az egyes mintsk kicsapéssal, majd butanolos megosztéssal extrahéljuk
egy részét ezutén McCartney-lombikokba visszik, és az 1. példaban lefrtak szerint. 10 ml butanolos extrak-
110 °C-on 10 percen keresztiil autokldvozzuk. Lehd- tumot 40 °C-on vikuumban szérazra prolunk, és a
1és utdn meghatérozzuk a minték antibiotikus aktivi- 55 maradékot hdromszor 10 ml oldészerrel mossuk. Az
t4s4t a 3. példdban ismertetett eljardssal. Az aktivitds old6szereket a 6. tiblazatban soroljuk fel. A moséssal
elveszik, ha a mintskat pH=4,0 vagy pH=10,0 érté- kapott oldatokat egyesitjik, €s vékuumban bepérol-
ken melegitjikk, mig 5,0-9,0 pH-tartoményban valé juk. A kapott extraktumot 1 ml kélium-foszfét-puffer-
melegftés utén aktivitdsuk megmarad. Az eredménye- ben (pH=6,0) djraoldjuk. A mosott extraktum mara-
ket a 4. tibldzatban foglaljuk dssze. 60 dékat is djraoldjuk 1 ml pufferben. A minték antibio-
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tikus aktivitdsit a 3. példdban ismertetett médon
meghatérozzuk. Az eredményeket a 6. tébldzatban
ismertetjiik.

6. tibl4zat
MBI 600 antibiotikum oldhatéséga
Oldészer Antibiotikus aktivitis*
oldészerben oldhatatlan
maradékban
steril desztilldltviz 17,3 0
metanol 17,8 0
etanol 17,0 0
butanol 14,8 10,0
dimetil-szulfoxid 15,5 11,5
aceton 0 17,0
petroléter 0 16,3
kloroform 0 16,5
toluol 0 16,3
hexén 0 14,5

* ghtldsi z6na 4tlagos 4tmérje (mm) B. cinerea
tesztorganizmus esetén

A fenti eredmények szerint az MBI 600 antibioti-
kum vizben, metanolban, etanolban j6l oldédik, buta-
nolban és dimetil-szulfoxidban kevésbé j6l old6dik, és
acetonban, petroléterben, kloroformban, toluolban és
hex4nban oldhatatlan,

11. példa

B. subtilis NCIB 12375 antibiotikus aktivitdsdnak

dsszehasonlitdsa mds B. subtilis torzsekével,

invitro

A B. subtilis NCIB 12375 antibiotikus aktivitdsat a
B. subtilis NCIB 8872 (bacillomicin L-t termel6 torzs)
és a B, subtilis BD-1 (iturin A-t termeld torzs) antibio-
tikus aktivitdsdval hasonlitjuk dssze in vitro vizsgélat-
ban,

Mind a hdrom baktériumtorzset élesztSs peptonglii-
kéz folyékony tépkozegben vagy az 1. példa szerinti
glitk6zos miniméltdpkozegben tenyésztjiik 30 °C-on,
lengd riz6gépen 72 6rén keresztiil rizatva. A tenyész-
levekb6l 10 000 g-vel 20 percen keresztiil centrifugél-
va eltdvolitjuk a baktériumsejteket és spérakat. A sejt-
mentes tenyészlevek antibiotikus aktivitdsat a 3. péld4-
ban ismertetett agardifftiziés eljérdssal hatdrozzuk
meg, tesztorganizmusként egy laboratériumunkban
izol4lt Penicillium chrysogenum torzset haszn4lunk.
Kétféle agart hasznalunk: Sabouraud-féle glikézos
agart és V8-tipkdzeges agart. Az ut6ébbi 200 ml V8
taplébol (Campbell’s Soup Ltd.), 800 ml desztillalt
vizb6l és 20 g Oxoid agarb6l (No 3) 41l. Az eredménye-
ket a 7. tdbl4zatban ismertetjitk.
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7. tablazat
Kiilonféle B. subtilis tdrzsek antibiotikus aktivitisa
in vitro

Folyékony Agar- Gatlési z6na 4tmérdije (cm)*

tdpkozeg diffdziéss NCIB  NCIB BD-1
szubsztrdt 12375 8872
élesztés V8 1,93 1,40 2,43
pepton Sabouraud 1,83 1,27 2,50
glikézos V8 2,00 1,86 2,46
minim4l  Sabouraud 2,60 2,60 2,80 -
* 6 parhuzamos mérés 4tlaga

A B. subtilis NCIB 12375 torzs ltal termelt MBI
600 antibiotikum in vitro aktivitdsa a bacillomicin L
és az iturin A kozétt van eszerint a vizsgélat szerint.
Megkiséreltik az aktivitisok Osszehasonlitdsat
Botrytis fabae, Gauemannomyces graminis és Fusari-
um oxysporum ellen is, el§inkubélt lemez médszert
alkalmazva. Mindegyik antibiotikum aktivnak bizo-
nyult mindhdrom gombatdrzs ellen, de nem lehetett
mennyiségi meghatérozést végezni a mikrobaszapo-
rod4s morfolégi4djiban meglévd lényeges kiilonbsé-
gek miatt.

12, példa .

B. subtilis NCIB 12376 antibiotikus aktivitdsdnak

Ssszehasonlitdsa mds B. subtilis torzsekével,

in vivo

Az antibiotikus aktivitds 11. példdban ismertetett in
vitro becslése bizonyos mértékben mesterséges, a val6-
shgot jobban megkdzelit§ adatok kaphaték in vivo
vizsgalatokkal.

A B. subtilis NCIB 12376, NCIB 8872 és BD-1
torzseket élesztds peptonglitkéz tipkozegben tenyészt-
jiik, 30 "C-on, leng6 rdz6gépen 72 6rén keresztiil rizat-
va. A tenyészlevek aktivitdsat Botrytis fabae ellen in
vivo az aldbbiak szerint hatdrozzuk meg.

Minden egyes B. subtilis tdrzs esetén négyleveles
fejlédési szakaszban 1évé bokorbabrél levesziink 12
kett8s levelet, és a tenyészlevekkel lefolyésig beperme-
tezzik, A kontrollokat vizzel permetezziik be. A levele-
ket szobahSmérsékleten levegével megszéritjuk. Min-
den egyes levélre felvisziink 25 15 pl-es cseppet a B.
fabae 10° spéra/ml koncentrici6ji vizes szuszpenzi6ja-
b6l. A leveleket 20 °C-on vildgosban inkubéljuk, majd
a levél fert6z6désbél eredd sériiléseinek szdmét kiérté-
keljik. Az eredményeket a 8. tdblézatban foglaljuk
Ossze,

Az eredményekb6l megallapithat6, hogy a fert6zés
utdn 4 nappal mindegyik vizsgalt antibiotikum azonos
mértéki aktivitdst fejt ki a Botrytis fabae ellen, azon-
ban a fert6z&s utdn 5 nappal a B. subtilis NCIB 12376
torzs 4ltal termelt MBI 600 antibiotikum fertzéssel
szembeni aktivitisa meghaladja a misik két antibioti-
kumét.
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8. tiblazat
B. subtilis torzsekbdl szdrmazd antibiotikumok
aktivitdsa in vivo

B. subtilis torzs  Kérosodés nélkili fertozott hely (%)

4 nappala 5 nappal a
fertézésutdn  fert6zés utdn
Kontroll 4 0
NCIB 12376 52 49
NCIB 8872 58 42
BD-1 51 38
13. példa

B. subtilis tenyészeteket tartalmazo készitmények

alkalmazdsa biiza lisgtharmat fertézése ellen

A B. subtilis NCIB 12376 torzset élesziGs peptong-
lik6z tapkozegben, 30 “C-on, leng® razégépen rizatva
72 érén keresztiil tenyésztjik. A tenyészetbol vett min-
takhoz a 9. tbldzatban ismertetett, formélédsra hasznélt
anyagokat adjuk az oft feltintetett koncentrdciékban,
és addig keverjik, mig azok diszpergdlédnak vagy
oldédnak, Az igy kapott készitményeket a biza liszt-
harmat fertézése (Erysiphe graminis) elleni hatds
szempontj4bél tigy vizsgaljuk, hogy a bizét (cv. Aqui-
la) kétleveles fejl6dési szakaszdban (Zadocks GS 12) 2
permetlé lefolyésaig bepermetezzilk a vizsgilandé ké-
szitménnyel, majd a novényt az E. graminis konidiu-
mok vizes szuszpenzi6jival megfert6zzik. Minden
egyes készitmény hatssinak vizsgélatira 20 cserép no-
vényt permeteziink be. Az azonos készitménnyel kezelt
20 cserép novény koziil 10 cserepet kddpadon alaposan
4tmedvesitiink 4 percen keresztiil, a permetezés utén 1
6réval. A cserepeket liveghdzban 14 napon keresztiil
inkubéljuk, majd kiértékeljik a fertGzottségi szinfet.
Az eredményeket a 9. tablézatban kozoljik.

A kapott eredmények szerint 2 tenyészeteket tartal-
maz6 készitmények csokkentik a novények fertGzésé-
nek mértékét, és bizonyos esetekben a kereskedelmi
forgalomban 16v6 fungicid hatdsi triadimefonnal &sz-
szehasonlithaté mértékid véddhatast fejtenek ki. A fer-
t6zés gatlasa még a lemosott ndvények esetén is megfi-
gyelhetd, ami azt jelzi, hogy a formélészerek csokken-
tik a hat6anyag lemosGdését.

9. t4bldzat
B. subtilis NCIB 12376 tenyészetet tartalmazé
készitmények lisztharmat elleni védShatésa bizin

Kezelés Fert6zottség mértéke
(fert6zott levélfelillet %-ban)
lemosatlan  lemosott
kezelés nélkil 2,0 56
triadimefon (2 g/) 02 0,1
formAlt tenyészetek:
0,025% Silwett L77 0,6 12

(szilikonalapii nedvesitdszer)
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Kezelés FertGzottség mértéke
(fertdzott levélfelillet %-ban)
lemosatlan  lemosott
2,0% Ashlade adjuvins 0,1 0,6
olaj (dsvinyolaj)
2,0% Chiltern Crospray 11E 0,3 0,2
(4svényolaj)
2,0% Sprayprover 0,3 0,2
(feliiletaktiv szer)
0,1% Sprayfast 1,0 1,2
(tapadist fokoz6 szer) .
1,0% Wilt-Pruf S-600 1,0 1,0
(feliiletaktiv szer)
14. példa

B. subtilis NCIB 12376, NCIB 12616, NI és NRI

torzsek antibiotikus aktivitdsa

A Bacillus subtilis NCIB 12376 trzs rifampicin- és
nalidixsav-rezisztens muténsait 4gy szelektaljuk, hogy
a baktérium éleszt6-peptonglitkéz folyékony tapkoze-
ges, 48 Orés tenyészetének kiilonboz6 higitésait 50,
100, 200 és 500 pg/1 antibiotikummal kiegészitett tip-
lemezre szélesztjik. A kovetkez6 tulajdonsdgd baktéri-
umokat izol4ljuk:

(1) 200 pg/l rifampicinnel szemben rezisztens: a torzs
jelzése NCIB 12616,

(2) 100 pg/l nalidixsavval szemben rezisztens: a torzs
jelzése N1, ,

(3) 200 pg/l rifampicinnel és 100 pg/l nalidixsavval
szemben rezisztens: a torzs jelzése NR1.

A fenti baktériumok Rhizoctonia solani Ag4 elleni
in vitro aktivités4t az al4bbi 10. téblézatban ismertet-
jitk. Léthat6, hogy mindegyik torzs rendelkezik antibi-
otikus aktivitdssal.

10. tablazat
Torzs Rhizoctonia szaporoddsi z6na 4tmérdje
(mm)
Inkubilsi id6 (nap)

2 4 6 8 10

kontroll 19 46 8 8 8
B.subtilisNCIB 12376 15 26 27 27 27
B.subtilis NCIB 12616 15 36 45 48 48
_ B. subtilis N1 18 35 .48 58 58
B. subtilis NR1 24 41 48 50 54

15. példa

55

60

B. subtilis NCIB 12376 és NCIB 12616 torzsek

antibiotikus aktivitdsa

Gyapotmagokat vetiink 0,5 tomeg% kukoricaliszt-
homok téptalajos Rhizoctonia solani tenyészetet tartal-
maz6 t6zegalapd komposztba. A magokat a vetés elott
B. subtilissel vonjuk be, a 16. példa szerinti talkumala-
pt készitménnyel, magonként kb. 10% telepképzbegy-
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ség koncentréci6ban. Az egyenként 5 magot tartalmazé
edényeket 24 °C-os nappali és 22 °C-os éjszakai hé-
mérsékleten tartjuk, 16 6rés megvildgitist biztositva, A
magok kikelését 7 nap milva értékeljiik, és a végsé
4llapotot a 14. napon hatrozzuk meg.

Az eredményeket a 11. tiblizatban ismertetjiik.
Mind a B. subtilis NCIB 12376, mind a NCIB 12616
torzs rendelkezik Rhizoctonia elleni antifunglis akti-
vitéssal.

11. tblézat
Kezelé Magok kikelése ~ Végsd é4llapot
a 7. napon (%) a 14. napon
(%)
1. 2 1. 2.
kontroll** 100 90 100 100
Rhizoctonia 38 58 0 0
Rhizoctonia+fungicid* 85 100 85 100
Rhizoctonia+B. subtilis 88 100 80 97
NCIB 12376
Rhizoctonia+B. subtilis 50 92 50 85
NCIB 12616

* karboxin, PCNB és metalaxil kombinéciéja

** Rhizoctonidval, fungiciddel és B. subtilissel nem
kezelt magok

a feltiintetett adatok 10 edényben mért értékek 4tlagai

16. példa

Csdvdzott magkészitmények elddllitdsa

A gyapotmagok Bacillus subtilis NCIB 12376 torzzsel
val6 bevon4séra kétféle médszert dolgoztunk ki.
(a) T6zegalapd inokulum
Steril, 6rolt tGzeget tartalmazé zsdkokat 120 mi
élesztékivont-peptonglitkéz (YPG) téptalajon te-
nyésztett B. subtilis NCIB 12376 48 érés tenyé-
szetével fertéziink, amely 9,25¢10% telepképzd
egység/ml baktériumot, 1,35¢10%ml spérét és 6,75
egység antibiotikumot tartalmaz. A tézeget 7 na-
pon keresztiil 30 °C-on inkubéljuk, majd szérazon
dsszekeverjilk a gyapotmagokkal, A fenti kezelés
eredményeként magonként 2,8+10% (43,4) telep-
képz6 egység baktériummal bevont magokat ka-
punk.
Talkumos készitmény
1 liter 48 6rds YPG-téptalajos tenyészetet — amely
ml-enként 9,2510° telepképzé egység baktéri-
umot, 17,35+108 spérat tartalmaz, és antibjotikum-
tartalma 6,75 egység — 16 000 g-vel centrifugé-
lunk. A kapott, sejteket és spérdkat tartalmaz6
tiledéket mossuk, centrifugéljuk és 10 ml steril,
desztilldlt vizben djraszuszpendéljuk. A kapott
szuszpenzi6t ezutdn steril talkummal alaposan
osszekeverjiik, 24 6rdn keresztiil 4llni hagyjuk,
majd finom porrd 6roljiik. A kapott port hasznél-
juk a magok szdraz bevondsira. Magonként
7,2¢107 (£3,1) telepképz6 egység baktériummal
bevont magokat kapunk.

(b)
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17. példa

Csdvdzont magkészitmények hatékonysdga

A 16. példa szerint B. subtilis NCIB 12376 torzset
tartalmaz6, t6zeg- és talkumalapd bevonattal magké-
szitményeket 4llitunk el6. A csévézott magokat 0,05%
Rhizoctonia solanival fertézott komposztba iiltetjik,
14 cm 4tmérdjd edényekbe. Kontrollként bevonat nél-
kiili magokat és kémiai fungiciddel (PCNB, metaxalil
és karboxin keverékével) csdvédzott magokat is dlte-
tiink. Az edényeket fiveghézban inkubaljuk, 24 °C nap-
pali és 22 °C éjszakai h6mérsékleten, 14 napon keresz-
tiil, majd a magok kikelését és a végsG 4llapotot érté-
keljiik. Az eredményeket a 12. tibldzatban ismertetjik.
Eszerint mindkét B. subtilis készitmény rendelkezik
fungicid aktivit4ssal.

12. tablédzat

Minta Magoncok Magoncok

megjelenése  végsé

(%) éllapota
(%)

kontroll (cs4vazatlan mag) 50(£2,2) 38(2,4)
fungiciddel csévézott mag 85 (£2,4) 85@H3.1)
t6zegalapd B. subtilis 80 (43,4 7539
készitménnye! csdvézott mag
talkumos B. subtilis 88 (£2,2) 85 3,1)

készitménnyel csdvazott mag

az adatok 10 edényben megfigyelt értékek 4tlagét
jelentik

a zér6jelben megadott szdmok a standard hibt je-
lentik

18. példa

B. subtilis NCIB 12376-ot tartalmazé cseppfolyds

készitmények elédllitdsa és hatékonysdga

A B. subtilis NCIB 12376 torzs folyékony élesztki-
vonat-pepton-burgonyakeményité tépkozeggel (5 g
élesztSkivonat, 5 g pepton, 20 g burgonyakeményitd,
desztillalt vizzel 1 l-re feltdltve, pH=6,8) késziilt tenyé-
szetét adjuvéns olajjal (Ashlade®) keverve a kovetkezd
Gsszetételd készitményeket allitjuk el6:

Készit-  Spéra/ml  Anti- Adjuvéns

mény biotikum olaj
aktivitdsa (térfogat%)

(egység)

A 4,00108 6,8 1,02

B 6,8+108 28,8 1,02

C 1,1.10° 91,7 1,02

D 1,3.10° 91,7 1,02

Az igy kapott készitmények Erysiphe graminis elle-
ni hatékonys4gt bizén vizsgaljuk dgy, hogy a ndvényt
a készitménnyel bepermetezziik, majd a patogén gom-
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ba vizes szuszpenzi6jéval fert6zzik. A novényeket 14
napon keresztiil {iveghézban tartjuk, majd meghatéroz-

- 14. tdblazat

zuk a levelek fertGzottségének mértékét. Minta Antibiotikum Antibiotikum
Az eredményeket a 13. tibldzatban ismertetjik. Az aktivitdsa hozama
eredmények azt mutatjdk, hogy a 4,0+10°-1,3-10° sp6- 5 (egység) (%)
ra/ml sp6rakoncentréci6jd, és 6,8-91,7 egység antibio-
tikum-aktivitisi készitmények képesek a novények 72 Grés tenyészet 7,83 100
gombafert6zésének megakadlyozésira. tjraoldott savas csapadék 3,74 478
- gélsziiréssel kapott frakci6 6,00 76,6
13. tibldzat 10 butanolos extraktum 3,99 51,0
' széritott butanolos extraktum 0,60 71,1
Kezelés Levelek fert6zésének pufferes oldata
mértéke (%) HRLC frakcié 0,31 4,0
kontroll (kezelés nélkiil) 9,4 15
Akészitmény 0 20. példa
B készitmény 05 Spéra-antibiotikum elegy elddllitdsa
Ckészitmény - 0 B. subtilis NCIB 12376 t0rzset éleszt-peptonglitk6z
D készitmény 04 tipkozegben tenyésztiink 72 6rén keresztiil, 30 °C-on, és
20 atenyészet pH-jt sésavoldattal 2,0-re 4llitjuk be. Asavas
tenyészetet centrifugaljuk, és a spérabél és antibiotikum-
19. példa b6l 4116 tiledéket kevés nétrium-hidroxid-oldatban tjra
MBI 600 antibiotikum tisztitdsa feloldjuk, majd pH-jit — amennyiben sziikséges — sbsa-
B. subtilis NCIB 12376 torzs élesztokivonat-peptong- voldattal 7,0-re 4llitjuk. A fenti m6don kapott spéra-anti-
likéz tapkozeggel készilt, 72 6rés tenyészetébl centri- 25 biotikum elegy hozama az eredeti tenyészetben 16v6 sp6-

fugAléssal eltavolitjuk a baktériumsejteket & spérékat, A
sejtmentes feliildsz6t sésavval pH=2,0 értékre savanyit-
juk, és a kicsapédott antibiotikumot centrifugéléssal
dsszegy(ijtjiik. A kapott tiledéket pAtrium-hidroxid-oldat-
ban tjraoldjuk, és a pH-t 8,0-ra Allitjuk. A vizes oldatot
butén-1-ollal extrahéljuk, amig csak a szerves fazisban
tudunk antibiotikus aktivitist kimutatni.

A szerves fazisokat egyesitjik és rotici6s beparl6ké-
sziilék segitségével szérazra péroljuk. A maradékot kéli-
um-foszfat-pufferben (pH=6,0) oldjuk, &s G-100-zal t51-
tétt oszlopon gélsziitjik. Az antibiotikus aktivitdssal ren-
delkezé frakcidkat Ssszegydjtjik és butin-1-ollal addig
extrahaljuk, amig csak a szerves fAzisban tudunk antibio-
tikus aktivitast kimutatni. A szerves fazisokat egyesitjik
és szdrazra péroljuk. A maradékot 20 mm6l/1 koncentré-
cijii Tris-pufferben (pH=7,4) oldjuk és 0,45 pm pdrus-
méretd sziirdn keresztitlszirjik.

A sziiit antibiotikum-oldatot nagyfeloldédsi folya-
dékkromatografiss eljérdssal tisztitjuk (HRLC), MA7Q
anioncserél6 oszlopon, az elusldst maximélisan 1 mo6l/1
nétrium-klorid gradienst tartalmaz6 20 mméV1 kon-
centrici6jt Tris-pufferrel (pH=7,4) végezzik. Az anti-
biotikus aktivitdssal rendelkezé frakcickat Gsszegydijt-
jiik, egy éjszakén keresztill desztill4lt vizzel szemben
dializéljuk és vikuumban koncentrdljuk. Ily médon
tisztitott antibiotikumot nyeriink, amelynek fizikai 4l-
landéi az alébbiak:

M6ltomeg: 63 500£3700 dalton _

UV-spektrum: 265 nm-nél egy bemélyedés,

275 nm-nél csiics €s

285 nm-nél ezen a csticson egy véll van.

A tisztités kiilonboz6 szakaszaiban a frakci6k antibi-
otikus aktivitdsat mérjik, és kiszdmitjuk az antibioti-
kum hozamét. Az eredményeket a 14, tibldzatban fog-
laljuk Gssze.
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rikra nézve 60%, és az antibiotikumra nézve 40%.

A spbra-antibiotikum elegyet 1 tdmeg% végkon-
centréci6ban adott Ashlade adjuvéns olajjal forméljuk
készitménnyé. Az igy kapott, sporét és antibiotikumot
tartalmaz6 készitmény fungicid aktivitdsét dgy haté-
rozzuk meg, hogy a készitményt iiveghdzban nevelt
széles leveld babndvényre permetezzik. A permetezés
utdn 9 nappal a leveleket eltavolitjuk a novényrdl,
mifanyag dobozokba helyezzik, Botrytis cinerea-val
fertGzzik és inkub4ljuk. A B. cinerea-val végzett fert6-
zés utén 7 nappal a leveleken meghatdrozzuk a levelek
fertGzottségének mértékét.

A talilmény szerinti spéra-antibiotikum készit-
mény 70%-kal csokkenti a fertzottséget a kontroll-
novényekkel osszehasonlitva, amelyeket a spéra-anti-
biotikum készitmény helyett csak vizzel permetez-
tiink be.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras MBI 600 antibiotikum vagy antibiotikum-
frakei6 el64llitashra, amely antibiotikum az al4bbi tulaj-
donségokkal rendelkezik:

(i) gombék és Gram-pozitiv baktériumok ellen van,
Gram-negativ baktériumok ellen nincs antibioti-
kus aktivitdsa;

gélsziiréses kromatogréfidval meghatérozott mé6l-
tomege 63 500+3700 dalton, globuléris protei-
nekkel végzett kalibrélds esetén;

pozitiy reakci6t ad az alébbi proteinkimutatési
vizsgélatokban: Lowry, fényabszorpei6 280 nm-
en, biuret & ninhidrin;

proteintartalma az al&bbi aminosavakb6l 4ll: asz-
paraginsav, treonin, szerin, glutaminsav, prolin,
alanin, valin, izoleucin, leucin és tifozin;

(i)

(i)

(iv)
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(v) proteintartalma rezisztens proniz E enzimmel
végzett emésztéssel szemben;

(vi) lipidtartalma 14-17 szénatomos zsirsavakbol 4ll;

(vii) pH-optimuma 6,0-7,0;

(viii) 5,0-9,0 pH-tartoményban 110 °C-on 10 percen
keresztiili melegités utdn aktivitdsit megtartja;

(ix) 5,0-nél magasabb pH-értékeken vizben oldédik;

(x) metanolban, etanolban oldédik, butanolban és di-
metil-szulfoxidban korl4tozottan oldédik:

(xi) acetonban, petroléterben, kloroformban, toluol-
ban és hex4nban oldhatatlan, és

(xii) ultraibolya-spektruméban 265 nm-nél egy bemé-
lyedés, 275 nm-nél cstics és 285 nm-nél ezen a
csticson egy véll van, '

azzal jellemezve, hogy az MBI 600 antibiotikumot

termeld bacillus subtilist tenyésztjik, és az MBI 600

antibiotikumot vagy antibiotikum-frakci6t a tenyészet-

bél kinyerjik. (Elsébbsége: 1988. 03. 07.)

2. Az 1. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemezve,
hogy Bacillus subtilis NCIB 12375, 12376 vagy 12616
mikroorganizmust vagy ezek MBI 600 antibiotikumot
termeld muténsit vagy varidnsét tenyésztjitk. (Elsébb-
sége: 1988.03.07.)
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3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljirs, azzal
Jellemezve, hogy a sejteket a tenyészetbdl eltévolitjuk,
és a kapott sejtmentes kozeget megsavanyitva az
MBI 600 antibiotikumot kicsapjuk. (ElsGbbsége: 1988.
03.07.)

4. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljirés, azal
Jjellemezve, hogy a Bacillus subtilis tenyésztését addig
folytatjuk, mig a spéraképzd sejtek jutnak tilsilyba a
vegetativ sejtekkel szemben, a spérék és az MBI 600
antibiotikum a tenyészetben felszaporodnak, majd a
pH-t cstkkentve az MBI 600 antibiotikumot kicsapjuk,
és a szil4rd és folyékony fézist szétvélasztva a sporak és
az MBI 600 antibiotikum elegyét kinyerjiik. (Elsébbsé-
ge: 1989.03.07.)

5. Fungicid ndvényvédd szer, amely biolégiailag ak-
tiv hatéanyagot és szildrd vagy cseppfolyés hordozé-
anyagot és kivént esetben feliiletaktiv anyagot tartal-
maz, azzal jellemezve, hogy hatanyagként legfeljebb
95 tdmeg%-ban az 1. igénypont tirgyi kérében megha-
térozott tulajdonsagii MBI 600 antibiotikumot vagy an-
tibiotikum-frakciét, és/vagy ezeket tartalmaz6 Bacillus
subtilis sejteket és/vagy spérékat tartalmaz. (Els6bbsé-
ge: 1989.03.07.)
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