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The Production of the Antifungal Antibiotic Substance by Streptomyces sp. No 121

WSTEP

W ostatnich latach ukazalo sie¢ wiele prac na temat hamujgcego dzia-
lania antybiotykéw na rozwoéj grzybow, a w tym réwniez wielu rodzajow
drozdzy. Wynikalo to z potrzeby wprowadzenia takich antybiotykow
zaréwno do lecznictwa, jak i do przemystu fermentacyjnego.

Zainteresowanie ze strony lecznictwa spowodowalta duza liczba za-
chorowan wywolanych przez drozdze z rodzaju Candida i Cryptococcus
(1, 2, 7, 46, 57). Pewien spadek liczby zachorowan notuje sie od czasu
wprowadzenia do lecznictwa antybiotyku przeciwdrozdzowego — nysta-
tyny (17, 19, 20, 40), szczegolnie aktywnej wobec drozdzy chorobotwor-
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 antybiotykéw przeciwdrozdzowych do przemystu fer-
mentacyjnego rozwigzaloby wiele trudnosci w kontroli mikrobiologicz-
nej czystych kultur‘drozdzy produkcyjnych, jak rowniez w kontroli pro-
duktow i poélproduktow zawierajacych mikroflore mieszang. W takich
przypadkach zahamowanie wzrostu drozdzy produkcyjnych, ktére utrud-
niajg wczesne wykrycie zakazen bakteryjnych, ma wyjatkowo duze zna-
czenie dla prawidlowego przebiegu proceséw technologicznych (23). Wy-
daje sig, ze pewne antybiotyki przeciwdrozdzowe o szerokim zakresie
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dzialania moglyby odegraé¢ role w przemysle spozywczym jako ewen-
tualne srodki konserwujace (41, 42).

Dane zawarte w literaturze wskazujg na mozliwos¢ praktycznego za-
stosowania do tych celow gléwnie dwoch antybiotykéw: aktydionu i ny-
statyny.

Aktydion (9, 15, 27, 58, 59) dziala przede wszystkim na gatunki
drozdzy stosowane w przemysle fermentacyjnym. Wlasciwos¢ te posta-
nowiono wykorzysta¢ w kontroli mikrobiologicznej (5, 39), w przemysle
piwowarskim (16, 31) i piekarniczym (3, 34). Zwrécono réwniez uwage
na mozliwosé zastosowania aktydionu przy konserwacji moszczéw i win
(25, 37, 43).

Nystatyna aktywna wobec drozdzy chorobotwoérczych, okazala sie
réwnie silnym inhibitorem wzrostu przemystowych drozdzy winiarskich.
Przeprowadzone w skali laboratoryjnej proby zastosowania tego anty-
biotyku do konserwacji moszczéw i win daly dobre wyniki (38, 44).

Roéwnie dobrym srodkiem stabilizujgcym wina okazaly sie: wirydyna
(38, 44) i frekentyna (13, 38). Ponadto na wyrdznienie zasilugujg dwa
antybiotyki, ktérych zakres dzialania obejmuje zaréwno drozdze z ro-
dzaju Saccharomyces, jak i rodzaje Kloeckera i Schizosaccharomyces. Sg
to askozyna (21) i azaseryna (4, 14, 50). Poza antybiotykami przeciw-
drozdzowymi, do zahamowania wzrostu drozdzy technicznych prébowano
uzy¢ 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) dawaly dobre rezultaty. Nie
wydaje sie jednak, aby te antybiotyki znalazly zastosowanie w przemysle
fermentacyjnym, jako ewentualne Srodki konserwujace, poniewaz jest
to sprzeczne z ustawodawstwem zywnosSciowym wielu krajow. Z tego
powodu uwaza sie za celowe prowadzenie badan nad poszukiwaniem
nowych antybiotykéw przeciwdrozdzowych.

Celem pracy bylo otrzymanie przeciwdrozdzowej substancji antybio-
tycznej ze szczepu Streptomyces sp. nr 121.

MATERIAL I METODY BADAN

Uzyty do badanh szczep Streptomyces sp. nr 121 wyizolowano z gleby lessowej,
pochodzacej z Lublina.

Testowane drobnoustroje otrzymano z nastepujacej kolekcji: szczepy drozdzy
technicznych i pleéni z muzeum szczepéw Katedry Technologii Rolnej WSR, szczep
Candida albicans z Katedry Mikrobiologii Weterynaryjnej WSR, szczepy bakterii
z Katedry Mikrobiologii Ogélnej UMCS. Drobnoustroje przechowywano na naste-
pujgcych pozywkach: szczep Streptomyces sp. nr 121 na pozywce sporulacyj-
nej (35), szczepy drozdzy technicznych na pozywce zloZzonej z wyciagu stodowego
z 2% agaru, szczep Candida albicans na pozywce Sabourauda (40), szczepy bakterii
i pleéni na agarze odzywczym.
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Badanie aktywno$ci antybiotycznej szczepu Streptomyces sp. nr 121 przepro-
wadzono na dwuwarstwowym agarze brzeczkowym (warstwa podstawowa: wycigg
stodowy z 2% agaru, warstwa goérna: wyciag stodowy z 0,5% agaru), w doswiad-
czeniu ze szczepem C. albicans na dwuwarstwowym agarze Sabourauda (warstwa
podstawowa z 2% dodatkiem agaru, warstwa gérna z 0,5% agaru), natomiast aktyw-
no§é wobec szczepéw bakteryjnych i ple§ni oznaczono na dwuwarstwowym agarze
odzywczym.

Pomiary aktywnosci antybiotycznej oznaczono metodg bloczkowsa. Na po-
wierzchnie pozywki z testowanymi drobnoustrojami uktadano bloczki agarowe
(0o $rednicy 20 mm) z 10-dniowg hodowlg szczepu Streptomyces sp. nr 121. Po
7 dniach inkubacji w temp. 27° mierzono strefy zahamowania wzrostu testowanych
drobnoustrojow.

W celu okre§lenia przynaleznoS$ci systematycznej szczepu Streptomyces sp. nr 121
wysiewano go na nastepujace pozywki: syntetyczng (35), skrobiowg, Czapeka, glu-
kozowo-asparaginowg, tyrozynowa, celulozowg (56), agar odzywczy, bulion z glikozg,
zelatyne, mleko z lakmusem, azotanowa (10), bloczki z marchwii i ziemniaka (29).
Pozywki doprowadzano do pH 7 i wyjalawiano w aparacie Kocha lub w autoklawie.

W celu doboru podloza odpowiedniego do syntezy substancji antybiotycznej
w hodowlach giebinowych zastosowano podtoza: Blieckefeldta (24), Emersona i gli-
cerolo-peptonowe (56), ktére zaszczepiano zawiesing konidi6w 1 strzepek (okolo
75 X 105 na 100 ml) szczepu Streptomyces sp. nr 121. Hodowle prowadzono na wy-
trzasarce w temp. 27° i od 2 do 6 dnia hodowli oznaczano przyrost biomasy grzybni
(wagowo), aktywno§é antybiotyczng (metodg cylinderkowg) oraz pH hodowli.

Otrzymywanie substancji antybiotycznej 2z grzybni
szczepu Streptomyces sp. nr 121

Antybiotyk ekstrahowano alkoholem metylowym z grzybni 4-dniowej hodowli
w podiozu Blieckefeldta. Po 24 godz. ekstrakcji w temp. 0—5° grzybnie oddzielano
od metanolu, wycigg metanolowy zageszczano pod zmniejszonym ci$nieniem
w temp. 30°. W celu cze$ciowego oczyszczenia antybiotyku rozpuszczano pozostalosé
bezalkoholowg w mieszaninie wody i eteru (1:10), odbierano frakcje wodng, wod¢
odparowywano w temperaturze pokojowej i okreslano aktywno$¢ antybiotyczng
proszku (metodg cylinderkowg) wobec szczepu Saccharomyces cerevisiae rasy As.
W ten spos6b otrzymang substancje antybiotyczng przechowywano w chlodni,
w obecnoéci CaCl,.

WYNIKI BADAN

Uzyty w pracy szczep Streptomyces sp. nr 121 wybrano sposréd 135
wyizolowanych szczepow promieniowcéw ze wzgledu na wybitne wlas-
nosci antybiotyczne w stosunku do wielu gatunkéw drozdzy. W tab. 1
zestawiono dane dotyczgce spektrum dzialania tego szczepu. Uzyskane
warto$ci stref zahamowania wzrostu organizméw testowych wykazaty
specyficzne dzialanie szczepu wylacznie wobec drozdzy i brak dzialania
na bakterie i plesnie.

W tab. 2 zebrano wyniki doswiadczen, ktore miaty na celu okreslenie
przynaleznoSci systematycznej szczepu Streptomyces sp. nr 121. Wedlug
klasyfikacji Waksmana i Henriciego (8) badany szczep Stre-
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ptomyces mozna zaliczy¢ do rodzaju Streptomyces, do grupy promie-
niowcéw nie wytwarzajacych rozpuszczalnego pigmentu w podiozu ho-
dowlanym. W obrebie tej grupy badany szczep wykazywal stosunkowo
najwieksze podobienstwo do Streptomyces globisporus.

Tabl. 1. Wiasno§ci antybiotyczne szczepu Streptomyces
sp. nr 121 wobec réinych mikroorganizméw
Antibiotical properties of Streptomyces sp. No 121
against various microorganisms

Srednie strefy
zahamowania
wzrostu w mm
Average inhibition
zones in mm

Mikroorganizmy
Microorganisms

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
Escherichia coli
Sarcina lutea
Staphylococcus aureus
Penicillium sp.
Aspergillus niger

(= — = — R =)

W oparciu o wyniki poprzedniej pracy (66) do syntezy antybiotyku
wybrano nastepujace podloza: Blieckefeldta, Emersona i glicerolo-pepto-
nowe. Wstepne hodowle (tab. 3) mialy zadecydowaé o wyborze najbar-
dziej odpowiedniego podloza, ktére pozwoliloby skroéci¢ czas hodowli
i uzyskaé mozliwie wysoka aktywnos¢ antybiotyku.

Najlepsze wyniki uzyskano na podlozu Blieckefeldta (tab. 3), z kto-
rego grzybnie 4-dniowych hodowli postuzyly do ekstrakeji substancji
antybiotycznej (tab. 4). Otrzymana substancja miata strukture bezpo-
staciowego, matowego proszku, barwy zoéltozielonej. Substancje te okre-
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Tab. 3. Ilo$¢ grzybni i aktywno$¢ antybiotyku wytworzonego przez szczep
Streptomyces sp. nr 121 w r6znych warunkach hodowlanych
Yields of mycelium and the antibiotic activity of Streptomyces sp. No 121
in various culture media

Podtoze hodowlane — culture medium
Blieckefeldt | Glicerol — peptone l Emerson
Inoculum 75X 10 | 72 X 10 | 78X 10
| strefa za- strefa za- strefa za-
. SUCha hamowania sugha hamowania sugha hamowania
e X masa’l  warostu Taase wzrostu masal g zrostu
hodowli pH mg % W mm pH mg % W mm pH mg % W mm
Days of df'y average d_ry average d.ry average
growth weight ; hibition weight' ; hibition weight ) ibition
mS 2| zones-mm | mg % zones-mm mg % 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 79| 290 18,0
4 8,2 | 332 22,4 8,0 | 304 16,0 8,6| 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| 1178 0
Drobnoustréj testowy — Tested strain: Saccharomyces cerevisine var. As;

pH pozywek — medium 6,8—6,9

Tab. 4. Ilo§¢ suchej masy grzybni i antybiotyku w hodowlach szczepu
Streptomyces sp. nr 121 w podlozu Blieckefeldta
Yields of dry mycelium and antibiotic of Streptomyces sp. No 121
in the Blieckefeldt culture

. Wydajno$é antybio-
= Ilo$¢ suchej | Ilosé substancji tyku z 1 g suchej
Dni x| masy grzybni antybiotycznej masy grzybni
hodowli v/ ulum| pH | Dry weight Antibiotic Yield of antibiotic
La af in mg in mg from 1 g of dry
growth _ mycelium
ze 100 ml pozywki — from 100 ml of medium
0 74X10° | 69 — — | —
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 l 28.9
6 8,8 182 2,2 | 1251
1

Slono mianem surowego preparatu antybiotyku. Wydajno$¢ preparatu
wynosila ok. 20 mg% (tab. 4).

Dane na temat wplywu temperatury na trwalosé¢ otrzymanej sub-
stancji przedstawiono w tab. 5. Antybiotyk przechowywany w chlodni
w temp. 0—5° w obecnosci CaCl, wykazywal najwickszg stabilnosé.
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Tab. 5. Wplyw temperatury na aktywno&é substancji antybiotycznej ze szczepu
Streptomyces sp. nr 121
The effect of temperature on the antibiotical activity of Streptomyces sp. No 121

Przechowywano — Storage ™
w roztworze wodnym w stanie wysuszonym
Temp. in water solution as a dry matter
30 min 48 godz.| 3 tyg. 48 godz. | 3 tyg. 8 tyg. 6 mies.
‘| 48 h 3 weeks| 48 h 3 weeks | 8 weeks |6 months
|
31,5 21,6 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 32,6 31,5 30,5 31,6
- 30,5 21,0 33,0 31,0 31,0 31,2
© ]
(<t > 30,0 19,0 31,6 30,0 27,0 13,0
Gl ) 30,5 19,0 30,0 29,6 27,3 12,8
18°C © 3 29,6 18,8 31,8 30,2 26,8 13,2
Pt 29,8 19,2 31,2 30.4 27,0 12,8
30,2 19,0 31,0 30,0 27,0 13,0
Q -
5 30,0 30,0
Z Z 30,2 29,6
30°C | 305 29,8
o ©
30,8 % < 30,2 - g E @ E E
31,0 - 'g ) 30,0 i .g < E B 'g
o @ 3% aw T
10,8 10,5 o ..6 8 ’g S @ -on o .a
10,6 10,6 zz 273 Z 2 ZZ z z
60°C 10,0 10,0 'g =
10,5 10,0 0%
10,0 10,0 Z Z
WNIOSKI

1. Wyizolowany szczep Streptomyces sp. nr 121 wykazywal silne

wlasnosci antybiotyczne wobec wielu gatunkow drozdzy i brak dzialania
na bakterie i plesnie.

2. Proba klasyfikacji szczepu Streptomyces sp. nr 121 wykazala jego
pewne podobienstwo do Streptomyces globisporus.

3. Maksymalne nagromadzenie substancji antybiotycznej uzyskiwano
podczas hodowli szczepu w podlozu Blieckefeldta metoda glebinows.

4. W wyniku ekstrakcji grzybni alkoholem metylowym i czeSciowego
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oczyszczenia otrzymano substancje antybiotyczng w postaci surowego
preparatu.

5. Preparat antybiotyczny przechowywany w stanie suchym w ni-
skiej temperaturze nie tracit aktywnosci przez dluiszy czas.
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OG0pa3zoBanue NPOTUBOAPOMKIKEBOr0 aHTUOMOTUIECKOTO BELIECTBA
urrammom Streptomyces sp. Ne 121

Pe3womMe

U3 néccoBoit mouyBbLl oKpecTHocTeir JloGamHa Oblio Beigeneno 135
IITAMMOB aKTMHOMMLIETOB, M3 KOTOPBIX IuTaMM Ne 121 cuabHee Bcex TOp-
MO3MJ pocT mpoxikeir Saccharomyces cerevisiae pacbl As (mekapckue),
R-41 (nuBueie), G-2 (BuHOKypeHHBIE), Saccharomyces cerevisiae var.
ellipsoideus Tokay 22 u Sherry, Saccharomyces pastorianus, Kloeckera
apiculata, Schizosaccharomyces acidodevoratus, Schizosaccharomyces
pombe, Candida utilis, Candida mycoderma, Candida albicans.

Illtamm Ne 121 He TOpMO3Ma pocrta cienymoumx OGaxrepuit: Bacillus
subtilis, Proteus vulgaris, Escherichia coli, Sarcina lutea, Staphylococcus
aureus, a Takwxe niecenu Penicillium sp., Aspergillus niger. Brimenen-
HBIIf IITaMM ObLT MOX0X Ha Bup Streptomyces globisporus.

AHTHOMOTMK ObLT MOJYYEH U3 MULEJNA YETHIPEXJHEBHOM KYyJbTYpBI
B muraTeabHoi cpefe Blieckefeldta. B pesyabTaTe SKCTpaKiMy MUILIEJIsT
METUJIOBBIM CIIMPTOM M YAaCTUYHOTO OYMIIEHUS IIOJYy4YEeHO aHTMbuoTH-
YyecKoe BElIeCTBO, MpeACTaBJAoLIee Co00it MaTOBBIA IIOPOIIOK KEJTO-
3€JIEHOTO IBETa. OTO BEIECTBO OBLIIO HAa3BAaHO MMEHEM CBIDOrO aHTHM-
6uoruka. IIpoAyKTMBHOCTL mperapara cocraBiasanaa oxoso 20 mr%. Xpa-

HMMBIA npu TeMmnepatype 0—5° aHTUGMOTMK He Tepan cBoeit adderTHs-
HOCTM B TeueHue 6 mecsaAues.
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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),
Sach. 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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