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WSTĘP

W ostatnich latach ukazało się wiele prac na temat hamującego dzia
łania antybiotyków na rozwój grzybów, a w tym również wielu rodzajów 
drożdży. Wynikało to z potrzeby wprowadzenia takich antybiotyków 
zarówno do lecznictwa, jak i do przemysłu fermentacyjnego.

Zainteresowanie ze strony lecznictwa spowodowała duża liczba za
chorowań wywołanych przez drożdże z rodzaju Candida i Cryptococcus 
(1, 2, 7, 46, 57). Pewien spadek liczby zachorowań notuje się od czasu 
wprowadzenia do lecznictwa antybiotyku przeciwdrożdżowego — nysta
tyny (17, 19, 20, 40), szczególnie aktywnej wobec drożdży chorobotwór
czych (11, 12, 22, 32, 33, 60). Ponadto w badaniach przeprowadzonych 
w skali laboratoryjnej otrzymano pozytywne wyniki z takimi antybio
tykami, jak: pimarycyna (52), kandycydyna (6, 28, 36), kandydyna (55, 
65), alomycyna (61, 62, 63), amfoterycyna (18, 48, 49, 64) i wielu innymi.

Wprowadzenie antybiotyków przeciwdrożdżowych do przemysłu fer
mentacyjnego rozwiązałoby wiele trudności w kontroli mikrobiologicz
nej czystych kultur drożdży produkcyjnych, jak również w kontroli pro
duktów i półproduktów zawierających mikroflorę mieszaną. W takich 
przypadkach zahamowanie wzrostu drożdży produkcyjnych, które utrud
niają wczesne wykrycie zakażeń bakteryjnych, ma wyjątkowo duże zna
czenie dla prawidłowego przebiegu procesów technologicznych (23). Wy
daj e się, że pewne antybiotyki przeciwdrożdżowe o szerokim zakresie
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działania mogłyby odegrać rolę w przemyśle spożywczym jako ewen
tualne środki konserwujące (41, 42).

Dane zawarte w literaturze wskazują na możliwość praktycznego za
stosowania do tych celów głównie dwóch antybiotyków: aktydionu i ny
statyny.

Aktydion (9, 15, 27, 58, 59) działa przede wszystkim na gatunki 
drożdży stosowane w przemyśle fermentacyjnym. Właściwość tę posta
nowiono wykorzystać w kontroli mikrobiologicznej (5, 39), w przemyśle 
piwowarskim (16, 31) i piekarniczym (3, 34). Zwrócono również uwagę 
na możliwość zastosowania aktydionu przy konserwacji moszczów i win 
(25, 37, 43).

Nystatyna aktywna wobec drożdży chorobotwórczych, okazała się 
równie silnym inhibitorem wzrostu przemysłowych drożdży winiarskich. 
Przeprowadzone w skali laboratoryjnej próby zastosowania tego anty
biotyku do konserwacji moszczów i win dały dobre wyniki (38, 44).

Równie dobrym środkiem stabilizującym wina okazały się: wirydyna 
(38, 44) i frekentyna (13, 38). Ponadto na wyróżnienie zasługują dwa 
antybiotyki, których zakres działania obejmuje zarówno drożdże z ro
dzaju Saccharomyces, jak i rodzaje Kloeckera i Schizosaccharomyces. Są 
to askozyna (21) i azaseryna (4, 14, 50). Poza antybiotykami przeciw- 
drożdżowymi, do zahamowania wzrostu drożdży technicznych próbowano 
użyć antybiotyki powszechnie znane, takie jak: chloramfenikol, peni
cylina i streptomycyna (26, 43, 47). W pewnych przypadkach penicy
lina (51) i streptomycyna (30, 45, 53, 54) dawały dobre rezultaty. Nie 
wydaje się jednak, aby te antybiotyki znalazły zastosowanie w przemyśle 
fermentacyjnym, jako ewentualne środki konserwujące, ponieważ jest 
to sprzeczne z ustawodawstwem żywnościowym wielu krajów. Z tego 
powodu uważa się za celowe prowadzenie badań nad poszukiwaniem 
nowych antybiotyków przeciwdrożdżowych.

Celem pracy było otrzymanie przeciwdrożdżowej substancji antybio- 
tycznej ze szczepu Streptomyces sp. nr 121.

MATERIAŁ I METODY BADAfJ

Użyty do badań szczep Streptomyces sp. nr 121 wyizolowano z gleby lessowej, 
pochodzącej z Lublina.

Testowane drobnoustroje otrzymano z następującej kolekcji: szczepy drożdży 
technicznych i pleśni z muzeum szczepów Katedry Technologii Rolnej WSR, szczep 
Candida albicans z Katedry Mikrobiologii Weterynaryjnej WSR, szczepy bakterii 
z Katedry Mikrobiologii Ogólnej UMCS. Drobnoustroje przechowywano na nastę
pujących pożywkach: szczep Streptomyces sp. nr 121 na pożywce sporulacyj- 
nej (35), szczepy drożdży technicznych na pożywce złożonej z wyciągu słodowego 
z 2% agaru, szczep Candida albicans na pożywce Sabourauda (40), szczepy bakterii 
i pleśni na agarze odżywczym.
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Badanie aktywności antybiotycznej szczepu Streptomyces sp. nr 121 przepro
wadzono na dwuwarstwowym agarze brzęczkowym (warstwa podstawowa: wyciąg 
słodowy z 2% agaru, warstwa górna: wyciąg słodowy z 0,5% agaru), w doświad
czeniu ze szczepem C. albicans na dwuwarstwowym agarze Sabourauda (warstwa 
podstawowa z 2% dodatkiem agaru, warstwa górna z 0,5% agaru), natomiast aktyw
ność wobec szczepów bakteryjnych i pleśni oznaczono na dwuwarstwowym agarze 
odżywczym.

Pomiary aktywności antybiotycznej oznaczono metodą bloczkową. Na po
wierzchnię pożywki z testowanymi drobnoustrojami układano bloczki agarowe 
(o średnicy 20 mm) z 10-dniową hodowlą szczepu Streptomyces sp. nr 121. Po 
7 dniach inkubacji w temp. 27° mierzono strefy zahamowania wzrostu testowanych 
drobnoustrojów.

W celu określenia przynależności systematycznej szczepu Streptomyces sp. nr 121 
wysiewano go na następujące pożywki: syntetyczną (35), skrobiową, Czapeka, glu- 
kozowo-asparaginową, tyrozynową, celulozową (56), agar odżywczy, bulion z glikozą, 
żelatynę, mleko z lakmusem, azotanową (10), bloczki z marchwii i ziemniaka (29). 
Pożywki doprowadzano do pH 7 i wyjaławiano w aparacie Kocha lub w autoklawie.

W celu doboru podłoża odpowiedniego do syntezy substancji antybiotycznej 
w hodowlach głębinowych zastosowano podłoża: Blieckefeldta (24), Emersona i gli- 
cerolo-peptonowe (56), które zaszczepiano zawiesiną konidiów i strzępek (około 
75 X 105 na 100 ml) szczepu Streptomyces sp. nr 121. Hodowlę prowadzono na wy
trząsarce w temp. 27° i od 2 do 6 dnia hodowli oznaczano przyrost biomasy grzybni 
(wagowo), aktywność antybiotyczną (metodą cylinderkową) oraz pH hodowli.

Otrzymywanie substancji antybiotycznej z grzybni 
szczepu Streptomyces sp. nr 121

Antybiotyk ekstrahowano alkoholem metylowym z grzybni 4-dniowej hodowli 
w podłożu Blieckefeldta. Po 24 godz. ekstrakcji w temp. 0—5° grzybnię oddzielano 
od metanolu, wyciąg metanolowy zagęszczano pod zmniejszonym ciśnieniem 
w temp. 30°. W celu częściowego oczyszczenia antybiotyku rozpuszczano pozostałość 
bezalkoholową w mieszaninie wody i eteru (1 : 10), odbierano frakcję wodną, wodę 
odparowywano w temperaturze pokojowej i określano aktywność antybiotyczną 
proszku (metodą cylinderkową) wobec szczepu Saccharomyces cerevisiae rasy As. 
W ten sposób otrzymaną substancję antybiotyczną przechowywano w chłodni, 
w obecności CaCl2.

WYNIKI BADAŃ

Użyty w pracy szczep Streptomyces sp. nr 121 wybrano spośród 135 
wyizolowanych szczepów promieniowców ze względu na wybitne włas
ności antybiotyczne w stosunku do wielu gatunków drożdży. W tab. 1 
zestawiono dane dotyczące spektrum działania tego szczepu. Uzyskane 
wartości stref zahamowania wzrostu organizmów testowych wykazały 
specyficzne działanie szczepu wyłącznie wobec drożdży i brak działania 
na bakterie i pleśnie.

W tab. 2 zebrano wyniki doświadczeń, które miały na celu określenie 
przynależności systematycznej szczepu Streptomyces sp. nr 121. Według 
klasyfikacji Waksmana i H e nr ic ie go (8) badany szczep Stre-



36 Izabela Szajer

ptomyces można zaliczyć do rodzaju Streptomyces, do grupy promie
niowców nie wytwarzających rozpuszczalnego pigmentu w podłożu ho
dowlanym. W obrębie tej grupy badany szczep wykazywał stosunkowo 
największe podobieństwo do Streptomyces globisporus.

Tabl. 1. Własności antybiotyczne szczepu Streptomyces 
sp. nr 121 wobec różnych mikroorganizmów 

Antibiotical properties of Streptomyces sp. No 121 
against various microorganisms

Mikroorganizmy
Microorganisms

Średnie strefy 
zahamowania

wzrostu w mm 
Average inhibition 

zones in mm

Saccharomyces cerevisiae 
— piekarnicze rasa As 40,0
— browarniane rasa R-41 39,0
— gorzelnicze rasa G-2 38,0
Sacch. cerevisiae var. ellipsoideus 

rasa Tokay 22 39,0
rasa Sherry 42,0

Saccharomyces pastorianus 43,0
Kloeckera apiculata 40,0
Schizosaccharomyces pombe 34,0
Schizosaccharomyces acidodevoratus 41,0
Candida utilis 25,0
Candida mycoderma 24,0
Candida albicans 24,0
Bacillus subtilis 0
Proteus vulgaris 0
Escherichia coli 0
Sarcina lutea 0
Staphylococcus aureus 0
Penicillium sp. 0
Aspergillus niger 0

W oparciu o wyniki poprzedniej pracy (66) do syntezy antybiotyku 
wybrano następujące podłoża: Blieckefeldta, Emersona i glicerolo-pepto- 
nowe. Wstępne hodowle (tab. 3) miały zadecydować o wyborze najbar
dziej odpowiedniego podłoża, które pozwoliłoby skrócić czas hodowli 
i uzyskać możliwie wysoką aktywność antybiotyku.

Najlepsze wyniki uzyskano na podłożu Blieckefeldta (tab. 3), z któ
rego grzybnie 4-dniowych hodowli posłużyły do ekstrakcji substancji 
antybiotycznej (tab. 4). Otrzymana substancja miała strukturę bezpo
staciowego, matowego proszku, barwy żółtozielonej. Substancję tę okre-
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Tab. 3. Ilość grzybni i aktywność antybiotyku wytworzonego przez szczep 
Streptomyces sp. nr 121 w różnych warunkach hodowlanych 

Yields of mycelium and the antibiotic activity of Streptomyces sp. No 121 
in various culture media

Podłoże hodowlane — culture medium
Blieckefeldt Glicerol — peptone Emerson

Inoculum 75X105 72X105 78X105

Dni
hodowli 
Days of 
growth

pH

sucha
masa
mg % 
dry 

weight 
mg %

strefa za
hamowania

wzrostu
w mm
average

inhibition
zones-mm

pH

sucha
masa 
mg % 
dry 

weight 
mg %

strefa za
hamowania

wzrostu
w mm
average

inhibition
zones-mm

pH

sucha
masa 
mg % 
dry 

weight 
mg %

strefa za
hamowania

wzrostu
w mm
average

inhibition
zones-mm

2 7,0 225 14,8 7,0 182 12,0 7,2 188 14,2
3 7,5 295 16,6 7,6 261 15,8 7,9 290 18,0
4 8,2 332 22,4 8,0 304 16,0 8,5 260 18,0
5 8,6 287 16,2 8,5 256 14,4 8,8 224 12,0
6 8,9 196 12,0 8,8 193 0 9,0 178 0

Drobnoustrój testowy — Tested strain: Saccharomyces cerevisiae var. As.; 
pH pożywek — medium 6,8—6,9

Tab. 4. Ilość suchej masy grzybni i antybiotyku w hodowlach szczepu 
Streptomyces sp. nr 121 w podłożu Blieckefeldta 

Yields of dry mycelium and antibiotic of Streptomyces sp. No 121 
in the Blieckefeldt culture

Dni
hodowli 
Days of 
growth

Inoculum pH

Ilość suchej 
masy grzybni 
Dry weight 

in mg

Ilość substancji 
antybiotycznej 

Antibiotic 
in mg

Wydajność antybio
tyku z 1 g suchej 

masy grzybni
Yield of antibiotic 

from 1 g of dry 
mycelium

ze 100 ml pożywki — from 100 ml of medium

0 74X105 6,9 _ _
2 7,0 228 4,6 20,1
3 7,4 283 10,4 36,7
4 8,1 349 20,0 57,3
5 8,5 290 8,4 28,9
6 8,8 182 2,2 12,1

ślono mianem surowego preparatu antybiotyku. Wydajność preparatu 
wynosiła ok. 20 mg% (tab. 4).

Dane na temat wpływu temperatury na trwałość otrzymanej sub
stancji przedstawiono w tab. 5. Antybiotyk przechowywany w chłodni 
w temp. 0—5° w obecności CaCl2 wykazywał największą stabilność.
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Tab. 5. Wpływ temperatury na aktywność substancji antybiotycznej ze szczepu 
Streptomyces sp. nr 121

The effect of temperature on the antibiotical activity of Streptomyces sp. No 121

Temp.

Przechowywano Storage
w roztworze wodnym 

in water solution
w stanie wysuszonym 

as a dry matter

30 min. 48 godz. 
48 h

3 tyg.
3 weeks

48 godz. 
48 h

3 tyg.
3 weeks

8 tyg.
8 weeks

6 mieś.
6 months

31.5 21,5 33,0 32,0 31,5 30,6
31,0 22,0 33,5 31,0 32,0 31,0

0—5°C 30,0 20,5 32,8 32,0 31,5 30,2
32,0 20,0 32,5 31,5 30,5 31,5
30,5 21,0 33,0 31,0 31,0 31,2

° o
C ._ 30,0 19,0 31,5 30,0 27,0 13,0
CO F0 30,5 19,0 30,0 29,6 27,3 12,8

18’C ■a 3 29,6 18,8 31,8 30,2 26,8 13,2
& OT 29,8 19,2 31,2 30,4 27,0 12,8

30,2 19,0 31,0 30,0 27,0 13,0
<D *■

O 30,0 30,0
"Z. 2 30,2 29,5

30°C 30,5 29,8
30,8 no ie

d 30,2 O TJ no ie
d

no ie
d

31,0
CO

30,0 CO

"S 3
co "C

'S 3co -4-» ad
a

tu
d

XI Ot & OT OT
10,8 10,5 ® 5 g "S <u g O .21 o10,6 10,6 2 2 ■§ i 2 2 2 2 2 2

60°C 10,0 10,0 co Z*
10,5 10,0 .21 o
10,0 10,0 2 2

WNIOSKI

1. Wyizolowany szczep Streptomyces sp. nr 121 wykazywał silne 
własności antybiotyczne wobec wielu gatunków drożdży i brak działania 
na bakterie i pleśnie.

2. Próba klasyfikacji szczepu Streptomyces sp. nr 121 wykazała jego 
pewne podobieństwo do Streptomyces globisporus.

3. Maksymalne nagromadzenie substancji antybiotycznej uzyskiwano 
podczas hodowli szczepu w podłożu Blieckefeldta metodą głębinową.

4. W wyniku ekstrakcji grzybni alkoholem metylowym i częściowego
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oczyszczenia otrzymano substancję antybiotyczną w postaci surowego 
preparatu.

5. Preparat antybiotyczny przechowywany w stanie suchym w ni
skiej temperaturze nie tracił aktywności przez dłuższy czas.
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O5pa3OBainie npOTMBO^pojKJKCBoro aHTMÓMOTMHecKoro BemecTBa 
uiTaMMOM Streptomyces sp. N° 121

P e 3 io m e

M3 jieccoBoił noHBbi OKpecTHOCTeił JIioGjiMHa Gbijio Bbi^eneHO 135 
IHTaMMOB aKTMHOMMIieTOB, M3 KOTOpbIX UITaMM N? 121 CMJlbHee BCeX TOp- 
mo3mji pocT npoJKJKeił Saccharomyces cerevisiae pacbi .As (nexapcKMe), 
R-41 (nMBHbie), G-2 (BMHOKypeHHbie), Saccharomyces cerevisiae var. 
ellipsoideus Tokay 22 m Sherry, Saccharomyces pastorianus, Kloeckera 
apiculata, Schizosaccharomyces acidodevoratus, Schizosaccharomyces 
pombe, Candida utilis, Candida mycoderma, Candida albicans.

IIlTaMM Ne 121 He topmo3mji pocTa cjienyiomMx GarcrepMM: Bacillus 
subtilis, Proteus vulgaris, Escherichia coli, Sarcina lutea, Staphylococcus 
aureus, a Taxxce njieceHM Penicillium sp., Aspergillus niger. Bbi^ejieH- 
Hbiił uiTaMM Gbui noxojK Ha bm/j Streptomyces globisporus.

AhtmGmotmk GbiJi noJiyneH m3 MupejiMH neTbipex^HCBHOM xyjibTypbi 
b nMTaTejibHOM cpe/ie Blieckefeldta. B pe3yjibTaTe SKCTpaKifMM MupejiMji 
MeTMJIOBbIM CnMpTOM M HaCTMHHOrO OHMUHeHMH nOJiyneHO aHTMGMOTH- 
vecKoe BeufecTBO, npencTaBJiaiomee coGoii MaTOBbiii nopomoK xcejiTO- 
3ejieHoro ifBeTa. 3to Bem,ecTBO Gbijio Ha3BaHo MMeHeM cbiporo 3htm- 
GMOTMxa. IIponyKTMBHOCTb npenapaTa cocTaBJiHJia okojio 20 Mr%. Xpa- 
HMMbiii npn TeMneparype 0—5° 3htm6motmk He Tepaji cBoeii acJxjoeKTMB- 
hoctm b TeveHMe 6 MecaifeB.
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The Production of the Antifungal Antibiotic Substance by
Streptomyces sp. No 121 

Summary

135 Streptomyces strains were isolated from the loess soil in the 
Lublin environs. Among them, strain 121 had the strongest inhibitory 
effect on the growth of the following yeasts: Saccharomyces cerevisiae 
strains As (baker yeast), R-41 (brewery yeast), G-2 (distillery yeast), 
Sack, cerevisiae var. ellipsoideus, strains Tokay 22 and Sherry, Sacch. 
pastorianus, Kloeckera apiculata, Schizosaccharomyces acidodevoratus, 
Schiz. pombe, Candida utilis, C. mycoderma, C. albicans.

Strain 121 did not inhibit the growth of Bacillus subtilis, Proteus 
vulgaris, Escherichia coli, Sarcina lutea, Staphylococcus aureus and that 
of fungi Penicillium sp. and Aspergillus niger.

Strain 121 was found to be similar to Streptomyces globisporus.
From a 4-day culture on Blieckefeldt medium an antibiotic substance 

was obtained, which was extracted from the mycelium with methyl 
alcohol, and partly purified in the form of yellow-green pulver. The 
yield of this antibiotic was about 20 mg%.

The antibiotic preserved its activity for a six-month period when 
stored at 0—5°.
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