ANNALES
UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKLODOWSKA

LUBLIN—POLONIA
VOL. XX, 16 SECTIO C 1965

Z Katedry Systematyki i Geogratii Roslin Wydzialu Biologii i Nauk o Ziemi UMCS
Kierownik: prof. dr Jb6zef Motyka

Jacek MALICKI

Wplyw kwasow porostowych na mikroorganizmy glebowe. Czes¢ L
Wyplukiwanie kwasow do gleby

Bauanye AMImIAMHMKOBBIX KHUCJIOT Ha IOYBEHHbIE MMKPOOPraHU3MBI.
Yacts 1. BelMbIBaHME KMCJIOT B NOYBY

The Effect of Lichen Acids on the Soil Microorganisms. Part I.
The Washing down of the Acids into the Soil

Porosty wytwarzajg pewng ilos¢ zwigzkéw organicznych, ktére majg
charakter kwasow i wlasciwosci bakteriologiczne (3, 4, 7, 8). Kwasy te
stosunkowo latwo mozna wyekstrahowa¢ z porostow réznymi roz-
puszczalnikami (1, 9). Celem niniejszej pracy jest zbadanie mozliwosci
dostawania sie substancji porostowych z wodg deszczowg do gleby.

Najlepiej poznang substancjg porostowg o wlasciwosciach antybio-
tycznych jest kwas usninowy. Dziala on hamujgco na wzrost bakterii
Gram-ujemnych, Gram-dodatnich i pratkéw kwasoopornych (8). Dzia-
lanie bakteriostatyczne tego kwasu jest dos¢ znaczne (patrz tab. 1).
Wystepuje on w 3 postaciach optycznych: prawoskretnej, lewoskretnej
i racemicznej o praktycznie takiej samej sile dzialania bakteriostatycz-
nego. Nie rozpuszcza sie w wodzie, slabo rozpuszcza sie w nizszych
alkoholach, dobrze w chloroformie, benzenie, acetonie i wodnych roz-
tworach zasad. Nie traci wlasciwosci antybiotycznych nawet po kilku-
nastu latach przechowywania w warunkach laboratoryjnych (5, 7).

Kwas ten znajduje sie w wielu rodzajach porostéw, miedzy innymi
w porostach naziemnych:

Cladonia deformis Hoffm. 3%
Cladonia alpestris (L.) Rabenh. 0,6%
Cladonia mitis Sandst. 0,2%
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Cladonia sylvatica (L.) Hof fm. 0,2%
Alectoria ochroleuca (Hoffm.) Mass. 4%
Cetraria islandica (L.) Ach. 0,04%
Cetraria cucullata (Bell) Ach. 0,6%

(zestawienie wg Sawicza, 7)

Tab. 1. Poréwnanie sily bakteriostatycznej kwasu usninowego z penicyling
A comparison of the bacteriostatic action of usnic acid with that of penicillin

Stez. hamujgce Stez. hamujgce
] penic. w g/ml. kwasu w pg/ml.
RS Wkt baktern' Inhibiting coicentra- Inhibiting cotcentra-
ok Name of bacteria tion of penicillin tion of usnic acid
in pg/ml. in pg/ml.
1 | Bacillus subtilis 0,027 6,240
2 | Corynebacterium sp. 0,250—4,800 0,015
3 | Mycobacterium phlei 21,600 5,000
4 | Myc. smegmatis 405,000 4,600
6 | Myc. tuberculosis 12,000 6,000
6 | Micrococcus pyogenes 5,100 7,000
7 | Streptococcus sp. 252,000 7,000

Przeliczen dokonano na podstawie danych zawartych u Korzybskiego (4)
i Sawicza (7), przyjmujac za jednostke penicyliny aktywno$é przeciwbakte-
ryjna, zawarta w 0,6 pg najczystszego preparatu krystalicznej soli sodowej peni-
cyliny benzylowej.

The author made calculations in the strenght of the data after Korzyb- .
ski (4) and Sawicz (7) taking for the penicillin unit that degree of anti-
bacterial activity which is contained in 0.6 pg of the purest preparation of crystallin
sodium benzyl penicillin.

Dosé czesto gléwny skladnik runa w borze sosnowym, zwlaszcza
w podzespole P.-v. myrtilli cladonietosum, rosngcym na suchych i lek-
kich piaskach, stanowig Cladonia sylvatica i Cladonia rangiferina (za-
wierajgca kwas protocetrariowy). Mozna tu takze spotkaé bardzo rzadka
Cladonia alpestris. Na piaszczystych wydmach s$rodladowych podczas
optymalnej fazy zespolu Corynephoretum canescentis wystepuja dosé
licznie chrobotki, rosnie tu takze Cetraria islandica. Poza tym chro-
botki spotyka sie w wielu zespotach roslinnych porastajacych goéry.

W naszym klimacie najwieksze obszary zajmuje bor sosnowy
z Cladonia sylvatica i Cladonia rangiferina ‘panujgc niemal wylgcznie
na glebach ubogich. W niektoérych wiekszych lasach péinocnej czesci
woj. lubelskiego razem z poprzednio wymienionymi gatunkami rosnie
rowniez Cladonia alpestris. Poniewaz Cladonia sylvatica i Cladonia
alpestris wytwarzajq znaczne ilosci kwasu usninowego, uzylem je do
swoich badan.
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Ryc. 1. Hamowanie wzrostu Staphylococcus aureus przez grudki kwasu usnino-
wego (72 godz. 30°C); a — wzrost bakterii, b — strefa hamowania wazrostu,
¢ — grudki kwasu usninowego; pow. 10 X
The inhibition of the growth of Staphylococcus aureus by fragments of usnic acid
(72 hrs. 30°C); a — growth of the bacteria, b — zone of the inhibited growth,
¢ — fragments of usnic acid; magn. 10 X

MATERIAL

Badania prowadzilem na Cladonia sylvatica i Cladonia alpestris oraz
na glebie pobranej spod zwartych kepek tych porostow. Materiat byt
zbierany: 1) w borze chrobotkowym, znajdujagcym sie na zachod od
szosy Lubartéw — Kock, w poblizu jeziora Firlej, 2) w borze chrobot-
kowym, lezgcym w odleglosci 8 km na poludnie od Wilodawy, 3) na
wydmach piaszczystych, lezgcych na wschéd od miejscowosci Brody,
nad rzekg Wieprz.

METODY

Glebe pobieralem w ten sposéb, ze usuwalem porosty i warstwe lezacych pod
nimi nie zbutwialych cze§ci roSlin, po czym wybieralem glebe warstwami o gru-
bosci 5 cm, do glebokosci 1,5 m. Z wydm piaszczystych pobralem tylko warstwe
powierzchniows3.

Na caly §wiezy krzaczek porostu wkraplalem z wysoko$ci 10 cm 150 ml
wody destylowanej, po czym w rozdzielaczu ekstrahowalem z wody kwas usni-
nowy chloroformem i oznaczalem jego obecno$¢ wedlug nastepujacych metod:
1) odczynnikiem Ehrlicha, 2) chromatografia bibulowa, 3) metodg mikrokrysta-
liczng.
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Ad 1. Substancje pozostajacg po catkowitym odparowaniu chloroformu zada-
walem odczynnikiem (0,125 g n-dwumetyloaminobenzoaldehydu, 65 ml stezonego
kwasu siarkowego i 35 ml wody destylowanej — Moisiewa, 5). Podgrzewalem
az calo§¢ uzyskala barwe ciemnoczerwong. Po ostudzeniu do temperatury. poko-
jowej wlewalem delikatnie po §ciankach naczynia alkohol etylowy az do uzyskania
w pier§cieniu barwy niebieskiej.

Ad. 2. Substancje pozostajaca po niecatkowitym odparowaniu chloroformu
nanosilem na bibule chromatograficzng Whatman nr 1. Chromatogram rozwijatem
metoda zstepujacg w ukladzie butanol — aceton — woda (5:1:2) wg Ramauta (6).
Plamy ogladalem w $§wietle UV (lampa model SL 2537 zakres 300—400 ). Jako
wzorzec postuzyl kwas usninowy, otrzymany metoda Sawicza (7). Bakteriosta-
tyczne dzialanie tego preparatu przedstawiono na ryc. 1. Na ryc. 2 przedstawiono
krysztaly tego preparatu.

Ryc. 2. Krysztaly kwasu usninowego otrzymane metodg Sawicza; pow. 1500 X
Crystals of usnic acid obtained by the Sawicz method; magn. 1500 X

Ad 3. Substancje pozostajacg po niecalkowitym odparowaniu chloroformu
nanosilem na podstawowe szkielko mikroskopowe i odparowywalem chloroform
do konca. Na dolng powierzchnie szkietka nakrywkowego dawalem krople lodo-
watego kwasu octowego wymieszanego z gliceryng w stosunku 3:1 i szkielkiem
tym nakrywatem substancje znajdujaca sie na szkieltku podstawowym (2). Po pod-
grzaniu szkielka nad malym plomieniem palnika spirytusowego §ledzilem pod
mikroskopem powstawanie krysztaléw.

Pokruszone porosty (3 krzaczki Cladonia alpestris) moczylem w 250 ml wody
destylowanej przez okres 18 godz. w temperaturze pokojowej. Po wstepnym
oczyszczeniu na saczku z bibuly filtracyjnej wwode te przepuszczalem partiami
po 50 ml przez saczki jenajskie (1Gl, 1G2, 1G3, 1G4 i 1G5). W przesagczu po
ekstrakcji chloroformem szukalem kwasu usninowego metoda mikrokrystaliczng.
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Obecno$é¢ kwasu usninowego w pobranych prébkach gleby badatlem w sposéb
nastepujgcy: 1) prébki gleby przemywatem chloroformem w aparacie Soxleta
(ok. 100 g gleby i 250 ml chloroformu), 2) prébki gleby przemywatem chloro-
formem w kolumnach szklanych (ok. 100 g gleby i 200 ml chloroformu), 3) ok.
250 g gleby przygotowywalem jak do analizy skiadu mechanicznego metodg sedy-
mentacyjng, po czym z tej cze$ci uzytej wody, ktéra zawierata czastki sptawialne,
ekstrahowalem chloroformem w rozdzielaczu kwas usninowy.

We frakcji chloroformowej kwas usninowy oznaczalem odczynnikiem Ehrlicha,
chromatografia bibulowa i metodg mikrokrystaliczng.

WYNIKI

Pozostalos¢ po odparowaniu chloroformu w doswiadczeniach, gdzie
uzylem calych porostow skraplanych wodg, dawala w przypadku
Cl. sylvatica i Cl. alpestris charakterystyczng dla kwasu usninowego
reakcje barwng z odczynnikiem Ehrlicha.

Na chromatogramie otrzymalem plame o barwie ciemnofioletowej,
R; wyniést 0,87 jak w przypadku kwasu usninowego, otrzymanego me-
todg Sawicza (ryc. 3).

*
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Ryc. 3. Chromatogram uzyskany metodg zstepujaca w ukladzie aceton — buta-
nol — woda (5:1:2); R — ekstrakt wodny z ro§liny, U — kontrolny kwas usninowy,
otrzymany metodg Sawicza
Chromatogram obtained by the descending method in the system: aceton — buta-
nol — water (5:1:2); R — water extract from the plant, U — control usnic acid
obtained by the Sawicz method
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Ryc. 4. Krysztaly kwasu usninowego wyekstrahowane woda z Cl. alpestris;
pow. 1500 X
Crystals of usnic acid extracted with water from Cl. alpestris; magn. 1500 X

Metoda mikrokrystaliczng uzyskalem krysztaly przedstawione na
ryc. 4. Podczas ogladania tych krysztaléw w mikroskopie wyposazo-
nym w zrodlo Swiatlta UV mialy one przy filtrze UG 1/1,5, prze-
puszczajgcym fale 301—405 mr, barwe ciemnofioletows.

‘Wyciggi wodne przesgczane przez saczki jenajskie, po odparowaniu
chloroformu dawaly krysztaly kwasu usninowego nawet po przepuszcze-
niu przez sgczek 1G5, chociaz w mniejszej o wiele ilosci niz po uzyciu
sgczk6w z wiekszg przepustowoscig. Krysztaly uzyskane z przesgczu
przez sgczek 1G5 powstawaly dopiero po 2 dniach.

Substancja otrzymana w wyniku przemywania gleby chloroformem
w aparacie Soxleta miala po odparowaniu chloroformu barwe ciemno-
brgzowozielonawg i mocno zywiczng won. Zabarwienie substancji byto
tym jasniejsze, im glebiej lezaly badane probki. Reakcja z odczynnikiem
Ehrlicha wskazywala na obecnos¢ kwasu usninowego w glebie z boru
obok jeziora Firlej do glebokosci ok. 45 cm, a z boru kolo Wilodawy
do glebokosci ok. 65 cm. Postugujgc sie metoda mikrokrystaliczng
i metodg chromatografii bibulowej nie stwierdzilem w tej substancji
obecnosci kwasu usninowego.

Pozostalos¢ po odparowaniu chloroforinu, w przypadku doswiadcze-
nia, w ktéorym uzylem kolumn szklanych, miata zapach i barwe po-
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dobng do zapachu i barwy substancji uzyskanej przy pomocy aparatu
Soxleta, z wyjatkiem gleby z wydm (nie ekstrahowanej w aparacie
Soxleta), gdzie ekstrakt mial zapach siana. Reakcja z odczynnikiem
Ehrlicha wskazywala na obecno$s¢ kwasu usninowego w glebie, z boru
obok jeziora do giebokosci srednio 40 cm, z boru kolo Wlodawy do
gtebokosci 70 cm, a z wydm w calej badanej probce (do gtebokosci
10 cm). Stosujagc metode mikrokrysztalow i metode chromatografii
bibulowej nie stwierdzilem w wyzej wymienionej substancji obecnosci
kwasu usninowego.

Po ekstrakeji chloroformem substancji zawartych w wodzie z czast-
kami splawialnymi gleby i po odparowaniu chloroformu pozostalosé
miala barwe jasniejsza niz poprzednio opisane, uzyskane samym chlo-
roformem. Utrzymywat sie jednak zapach. Substancja ta nie byla
przebadana odczynnikiem Ehrlicha, a chromatografia bibulowa nie wy-
kazala w niej obecnosci kwasu usninowego. Natomiast metodg mikro-
krystaliczng w prébkach gleby ze wszystkich stanowisk stwierdzilem
obecnosé substancji dajacej krysztaty (ryc. 5).

3
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Ryc. 5. Krysztaly wyekstrahowane z gleby; pow. 1650 X
Crystals extracted from the soil; magn. 1650 X

Krysztaly te powstaja bardzo wolno, niekiedy dopiero po kilku
dniach. Otrzymalem je tylko z wierzchnich warstw gleby do 10 cm
glebokosci. W mikroskopie z UV nie majg barwy ciemnofioletowej, za-
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chowujgc barwe widoczng w mikroskopie ze zwyklym oswietleniem.
Natomiast silnie czerwonoceglang barwe posiada substancja, w ktorej
znajdujg sie te krysztaly.

DYSKUSJA I WNIOSKI

Badania niniejsze wykazaly, ze kwas usninowy 2z porostéw moze
by¢ wyplukiwany przez wode. Nawet sgczek 1G5 nie zatrzymuje cal-
kowicie kwasu usninowego. Mozna z tego wnioskowaé¢, ze albo wydostaje
sie on z porostow w postaci krysztaléw mniejszych niz 1,7uw, albo
w pierwotnej postaci przed przekrystalizowaniem z chloroformu ma
o wiele lepszg rozpuszczalno$¢ w wodzie niz kwas usninowy, otrzymany
metodg Sawicza (7)), Zopfa (9) i Asahina (1)

Obecnos¢ w glebie substancji tworzacej po odparowaniu chloro-
formu krysztaly z gliceryng i kwasem octowym wskazuje na mozliwosé
dostawania sie do gleby kwasu usninowego razem z wodg deszczowa.
Brak zmiany barwy tych krysztalow w swietle UV wynika prawdo-
podobnie z obecnosci czerwono swiecgcej substancji, stanowiacej w pew-
nej mierze filtr dla Swiatla o diugosci fali od 302 do 405 .

Ze wzgledu na fakt, ze odczynnik Ehrlicha daje z chloroformowym
wyciggiem ze szpilek sosnowych reakcje bardzo podobng do reakcji
z kwasem usninowym (kolor plynu po dodaniu alkoholu jest nieco
zielonawy, a nie niebieski) uwazam, ze w ilosciach wykrywalnych kwas
usninowy znajduje sie tylko w powierzchniowych warstwach gleby.

Negatywne wyniki badania wyciggu glebowego metodg chromato-
graficzng mogg pochodzi¢ z jej malej czulosci. Metoda ta daje wyniki
dodatnie dopiero przy zawartosci kwasu usninowego powyzej 10 ug.
Metoda mikrokrystaliczna jest 25-krotnie czulsza (2). Duze nalozenie
substancji na bibule chromatograficzng prowadzi do powstawania ogo-
néw i uniemozliwia odczytanie chromatogramu, a z gleby otrzymuje
sie substancje uwazang przeze mnie za kwas usninowy z ogromng
iloscig zywic i smot.

Celem nastepnych badan beda proby stwierdzenia, czy wyciagi
wodne z porostéow dzialaja na mikroorganizmy glebowe podobnie jak
czysty kwas usninowy.

Prof. drowi J. Motyce za cenne uwagi i wskazéwki oraz udostepnienie
literatury sktadam tg droga serdeczne podziekowanie.

PISMIENNICTWO

1. Asahina Y.: Mikrochemischer Nachweis der Flechtenstoffe. Journ. Japan.
Bot., vol. XIII, nr 7, Tokyo 1937.

2. Culberson Ch. F.: Sensitivities of some Microchemical Tests for Usnic
Acid and Atranorin. Microchem. Journ., vol. VII, nr 2, Durham 1963.



Wplyw kwaséw porostowych na mikroorganizmy glebowe... 247

3. Hess D.: Uber die Papierchromatographie von Flechtenstoffen. Planta, vol. 52,
1958.

4. Korzybski T, Kurytowicz W.: Antybiotyki. PWN, Warszawa 1959.

5. Moisiewa E. N.: Biochimiczeskije swojstwa liszajnikow i ich prakticzes-
koje znaczenije. Izdat. Akad. Nauk SSSR, Moskwa — Leningrad 1961.

6. Ramaut J. L, Schumacker R.: Etude par chromatographie de partage
sur papier des Lichens du genre Parmelia en Belgique. 1I. Parmelia de la
section ,,Amphigymnia” V ain. Revue Bryol. et Lichenol.,, t. XXX, fasc. 1—2,
Paris 1961.

7. Sawicz W. P. i wspélprac.: O nowom antibiotikie iz liszajnikow — na-
triewoj soli usninowoj kistoty. Sporowyje Rastienija. Izdat. Akad. Nauk
SSSR, Moskwa — Leningrad 1956.

8. Szemjakin M. M, Rassadina K. A, Chochotow A. S.: Chimija
antibioticzeskich wieszczestw. Gos. Naucz.,, Techn. Izdat. Chim. Literat.,, Mo-
skwa — Leningrad 1953.

9. Zopf W.. Die Flechtenstoffe in chemischer, botanischer, pharmakologischer
und technischer Beziehung. Jena 1907.

PE3IOME

Hacrosamaa pabora mnpencraBaser co0oif pe3y.bTaThl MCCJEHOBAHUMI
HajZ BO3MOXHOCTbIO IPOXOXKAEHUS B €CTECTBEHHBIX YCJIOBUAX aHTU6MO-
THUUYECKMX cyOCTaHIMI! U3 JMIUIAMHUKOB BHYTPb IIOUBHI.

B kauecTBe MaTepuasa mcnosb3oBaHo JmiuaitHuku: Cladonia sylvatica
u Cladonia alpestris, a 'rakxe TMOYBBLI M3-TIOJ I3TUX K€ JULIANHUKOB
(Mectoobutanmsa, 1 — Gop Pineto cladonietosum u3 okpectHocteit Jlio-
G6aproBa, 2 — Gop Pineto cladonietosum u3 oxpecTHocTeit Bionassl,
3 — mecyaHble OIOHBI U3 MeCTHOCTH Bpozbl).

VI3 snMmaifHMKOB 3KCTPAarMpOBaHO YCHUHOBYIO XMUCJIOTY OECTMJILINPO-
BaHHOM BOMO#, Opolllasg BCe pacTeHMA BOJOM c BbicoThI 10 cMm, a Takxe
ocraBnAA pa3fapobJsieHHble pacTeHus B Boge B TeueHue 18 uacoB. YcHu-
HOBasA KucJsioTa Obljla mepeBefieHa U3 BOAbI B XJOPOGOPM M OmpejeJseHa
Npy IOMOLM peaxumu Dpauxa, METOAOM Xpomarorpadutieckum Ha Oy-
Mare ¥ MMKPOKPMCTAJIJIMYECKMM MeTonoM. Bce 3T MeTOABI HanM ITOJIO-
XKUTENbHBI OTBeT. VM3 mMoYBBI 9KCTParMpoBaHO YCHMHOBYIO KHUCJIOTY:
1) xnopocdopmom B ammapate Cokciera, 2) B CTeKJIAHHBIX TpyOkax,
3) nmoyBa roToBMJIaCh KaK K aHaJM3y MeXaHM4YeCKOro cocTaBa CeMMMeH-
TAaLMOHHBIM METOAOM; BOAY C YyaaJjsdeMbIMu HYaCTHMLAMM BCTPAXMBAJIU
B pacrnpegesnuTesie ¢ XJOPOoOPMOM, YTOGBI MOJYYMTb M3 3TOH bparLMM
YCHMHOBYIO KMCJIOTY. JIMIIb TOJIbKO MOCJIEAHUII METOA AAJl IOJIOKUTEJb-
Hble pe3yJIbTaThl.

PesyabsTaThl MCCJeNOBaHUM MAAIOT BO3MOXKHOCTb NPUUTH K 3aKJIO-
YEHMIO, UTO YCHMHOBAasf KMUCJOTa NPOXOAMT BMECTe C aTMOCGEPHBIMK
ocagzkamMu B ITOYBY.
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SUMMARY

The paper presents the results of investigating the possibility of the
washing down of antibiotic substances from the lichens into the soil.

The material used for the examination were Cladonia sylvatica,
Cladonia alpestris and soils on which the lichens grew. The material
came from the following places: Pineto cladonietosum in the environs
of Lubartéw, Wlodawa, and the dunes in Brody.

Usnic acid was extracted from the lichens with distilled water by
spraying the whole plants from the height of 10 cm, and by keeping
ground plants in distilled water for 18 hours. After the usnic acid had
been passed from the water into chloroform, it was determined by the
Ehrlich reagent, paper chromatography and the microcrystallographic
method. The results obtained were positive in all cases. Usnic acid
was extracted from the soil using chloroform in Soxhlet apparatus and
in glass columns. The soil was prepared through the sedimentation
method as for the analysis of the mechanical composition, and water
with silt fraction was shaken with chloroform in order to obtain usnic
acid from this fraction. Only the last method ensured positive results.

On the strength of the data obtained the conclusion may be reached
that usnic acid is washed down by rainfall into the soil.
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