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Wpływ witamin w pożywce na intensywność wytwarzania substancji j 
antybiotycznych przez niektóre szczepy bakterii mlekowych 

Influence of Vitamins Contained in the Culture Medium on the Intensity of the 
Production of Antibiotic Substances by some Strains of Milk Bacteria 

Mimo przeprowadzenia wielu badań, zmierzających do wyjaśnienia 
roli czynników wpływających na antybiotyczną aktywność bakterii mle- 
kowych, nie uzyskano dotychczas zadowalających wyników. Dlatego na- 
dal poszukuje się odpowiednich pożywek, na których wspomniane szczepy 
bakterii mlekowych utrzymywałyby przez możliwie najdłuższy czas zdol- 
ność wytwarzania substancji hamujących wzrost innych mikroorganiz- 
mów (1, 2, 4, 5). 

Celem niniejszej pracy jest sprawdzenie, jaki wpływ mają niektóre 
witaminy z grupy B dodane do pożywek hodowlanych na intensywność 
produkcji antybiotyków przez bakterie mlekowe. 

BADANIA WŁASNE 

Materiał i metody 

Spośród wyosobnionych bakterii mlekowych (3) wytwarzających antybiotyki, 
wybrano do dalszych badań 3 najaktywniejsze pod tym względem szczepy. Były to 
paciorkowce zbliżone do Streptococcus lactis. Jako organizmów testowych użyto 
dzikie szczepy Bacillus subttilis, Escherichia coli i Pseudomonas fluorescens. 

W pracy posługiwano się metodami i pożywkami, które zostały opisane w po- 
przednich publikacjach (3, 4). 

W niniejszej pracy do pożywek dodawano: witaminę B complex, a następnie 
oddzielnie: tiaminę, ryboflawinę, amid kwasu nikotynowego i kwas foliowy. 

Opierając się na wcześniej przeprowadzonych doświadczeniach (4), jako źródła 
azotu użyto peptonu, a źródła węgla — laktozy z glikozą. Pożywki te nazwano 
podstawowymi. Na tak przygotowanych pożywkach z określonym dodatkiem lub 
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bez dodatku witamin, hodowano wybrane szczepy bakterii mlekowych. Po 72-go- 
dzinnej hodowli usuwano przez wirowanie komórki bakterii mlekowych, a płyn 
pohodowlany uzupełniano w składniki pokarmowe. W ten sposób spreparowana 
pożywka, nazywana doświadczalną, służyła do hodowli bakterii testowych. Równo- 
legle prowadzono hodowle kontrolne szczepów testowych na płynnych pożywkach 
podstawowych z dodatkiem i bez dodatku witamin. 

We wstępnej próbie doświadczenia posłużono się pożywką hodowlaną, do której 
dodano odpowiednio rozcieńczoną witaminę B complex. W 1 1 tej pożywki było: 
tiaminy — 5 ug, ryboflawiny — 10 ug, witaminy B; — 10 ug, amidu kwasu niko- 
tynowego — 100ug kwasu pantotenowego — 15ug. Na tak sporządzonej pożywce 
podstawowej hodowano przez 3 doby wybrane szczepy paciorkowców mlekowych. 
Po odwirowaniu komórek bakterii i uzupełnieniu płynów pohodowlanych w skład- 
niki pokarmowe poddano pożywki pasteryzacji. Uzyskaną w ten sposób pożywkę 
doświadczalną zaszczepiano bakteriami testowymi. Po 72-godzinnej inkubacji 
w temp. 289C określano nefelometrycznie wzrost mikroorganizmów testowych. 

Wyniki badań 

Wzrost mikroorganizmów testowych na uzupełnionych w składniki po- 
karmowe płynach pohodowlanych był wyraźnie hamowany, a więc był 
znacznie mniejszy niż na pożywkach kontrolnych. 

Dodatek witaminy B complex do pożywki podstawowej wzmógł wy- 
twarzanie przez paciorkowce mlekowe antybiotyku powstrzymującego 
wzrost Bacillus subtilis i Pseudomonas fluorescens. Natomiast wzrost 
Escherichia coli był bardziej hamowany na pożywkach, do których nie 
dodawano witaminy niż na pożywkach z witaminą B complex (tab. la). 
Celem uniknięcia przypadkowych wyników próbę powtórzono, uzyskując 
w zasadzie potwierdzenie wyników, jakie otrzymano uprzednio. Należy 
jednak podkreślić, że nastąpił pewien spadek aktywności antybiotycznej 
badanych szczepów w stosunku do Bacillus subtilis i Pseudomnas fluo- 
rescens, co można by tłumaczyć tym, że podczas hodowli w warunkach 
laboratoryjnych bakterie mlekowe tracą na ogół w pewnym stopniu uzdol- 
nienia do produkcji antybiotyków. W porównaniu z pierwszą próbą za- 
skakujący jest natomiast wzrost antybiotycznej aktywności w stosunku 
do Escherichia coli. I w powtórzeniu tej próby pożywka bez witamin 
silniej hamowała wzrost tego organizmu testowego niż pożywka wita- 
minowa (tab. 1b). 

Ponieważ dodatek witaminy B complex wprowadza do pożywki ze- 
staw witamin z grupy B w proporcjach niekoniecznie optymalnych dla 
rozwoju bakterii mlekowych, w przeprowadzonej równolegle próbie do- 
dawano do 1 l pożywki podstawowej oddzielnie: ryboflawiny — 100 ug, 
amidu kwasu nikotynowego — 100 ug, oraz kwasu foliowego — 2 000 ug. 
Dodatek tych witamin umożliwił prześledzenie wpływu każdej z nich na 
produkcję antybiotyku przez badane szczepy bakterii mlekowych. 
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Tab. 1. Wpływ dodatku witaminy B-complex na antybiotyczną aktywność 
badanych szczepów bakterii mlekowych 

Influence of vitamin B complex added to the culture medium on the antibiotic 
activity of the studied strains of milk bacteria 

a. Właściwe doświadczenie — experiment proper 
 

Różnice w przepuszczalności światła 
hodowli kontrolnej w porównaniu 

 

 

 

 

 Szczep Pożywka z doświadczalną w %% 
testowy z dodatkiem: 

Szczep nr 1 Szczep nr 2| Szczep nr 3] 

ż =. 0 14,0 17,0 13,0 Bacillus subtilis k < z 
p witaminy B-complex 20,0 | 20,5 20,5 

e s 0 16,0 16,5 17,0 Escherichia coli ; £ 8 
witaminy B-complex 13,0 10,0 11,5 

Pseudomonas 0 1380 | 145 12,0 
fluorescens witaminy B-complex 15,0 18,0 16,0 

   
 

b. Powtórzenie doświadczenia — replication of experiment 
 

 

 

   > a 0 9,0 10,5 8,5 Bacillus subtilis $ c 3 
witaminy B-complex 14,0 14,0 14,0 

Escherichia coli Mae 35,0 36,0 36,0 witaminy B-complex 29,0 29,0 29,0 

Pseudomonas 0 9,0 10,0 8,0 
fluorescens witaminy B-complex 14.0 14,0 12,0 

  
 

 

Objaśnienia: 0 — bez dodatku witamin 
Explanations: 0 — no vitamins added 

Podobnie jak w poprzednio przeprowadzonych próbach, także i w tej 
obserwuje się słabsze hamowanie wzrostu Escherichia coli na pożywkach 
zawierających dodatek każdej z witamin niż na pożywce bezwitaminowej. 
W przypadku pozostałych dwóch organizmów testowych wzrost ich był 
bardziej tłumiony właśnie w pożywkach z witaminami. Wydaje się, że 
dodatek do pożywki podstawowej amidu kwasu nikotynowego wpływał 
najkorzystniej na wytwarzanie w podłożu substancji antybiotycznych 
przez badane szczepy paciorkowców mlekowych (tab. 2a). 

Także i tę próbę powtórzono, włączając do doświadczenia tiaminę 
w ilości 5ug na 1 1 pożywki. Uzyskano pełne potwierdzenie otrzymanych 
uprzednio wyników. Także i tu występuje niższa aktywność nagroma- 
dzonej w pożywce substancji hamującej wzrost Escherichia coli przy do- 
datku poszczególnych witamin, w porównaniu z pożywką bezwitami- 
nową (tab. 2b). 



Tab. 2. Wpływ dodatku niektórych witamin z grupy B na antybiotyczną aktywność badanych szczepów bakterii 
mlekowych 

Influence of some vitamins of the B group on the antibiotic activity of the studied strains of milk bacteria 

a. Właściwe doświadczenie — experiment proper 
 

Szczep testowy Pożywka z dodatkiem: 

Różnice w przepuszczalności światła hodowli kon- 
trolnej w porównaniu z doświadczalną w % % 

 

Szczep nr 1 Szczep nr 2 Szczep nr 3 
 

 

 

     0 9,0 10,5 8,5 

boflawi 13,0 13,0 10,0 Bacillus subtilis RZN p 
amidu kwasu nikotynowego 19,0 21,0 22,0 

kwasu foliowego 11,0 10,0 11,0 

0 35,0 35,0 36,0 

boflawiny 31,0 1,0 30,0 Escherichia coli id JJ f ; 
amidu kwasu nikotynowego 32,0 32,0 33,0 

kwasu foliowego 32,0 31,0 30,0 

0 9,0 10,0 8,0 

yboflawi 11,0 10,0 9,0 Pseudomonas fluorescens YPOCAWDI 
amidu kwasu nikotynowego 12,0 13,0 15,0 

kwasu foliowego 12,0 12,0 11,0 
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b. Powtórzenie 

Szczep testowy 

doświadc. enia z uódanicm tiaminy - 

Pozywka z dodatkiem: 

replication of experiment. with thiamine added 

Rożnice w przepuszczalności światła hodowli kon- 
, trolnej w porównaniu z doświadczałlną wow” 

" Szczep nr 1 Szczep nr 2 Szczep nr 3 

  
1 

Bacnlus subtilis 

Eo oterrnia coli 

"unaoronus flnorczcens 

tiaminy 

rybrfiawiny 

sinidu kwasu nikotynowego 

kwasu foliowego 

tiaminy 

rybofiawinu 

amidu kwasu nikotynowega 

kwasu foliowego 

tiaminy 

ryboflawiny 
amiau kwasu nikotynowepga 

kwasu foliowcea 

10.0 | 110 9.0 
17.0 13.5 14,0 
15.0 13.0 13.0 
18.5 15.5 15,5 
15.0 12,0 13,0 

36.0 34,0 37,0 
34,5 31.5 29,5 
34.0 33.0 34.0 
34.0 32,5 32.5 
34.0 31,0 30,0 

2,0 10,0 9,0 
| 130 11.0 12,0 

| 13.0 | 12.0 12.0 
15.0 14.0 16.0 
13.0 10,0 10,0 
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DYSKUSJA 

Badane szczepy paciorkowców mlekowych, hodowane na pożywkach 
podstawowych z dodatkiem i bez dodatku witamin, zachowały przez 
dłuższy czas swoją antybiotyczną aktywność. Wprawdzie aktywność ta 
malała po upływie kilku tygodni ich hodowli, jednak nie do tego stopnia, 
by uniemożliwiło to przeprowadzenie dalszych prób (tab. lab). 

Z użytych w doświadczeniu organizmów testowych najwrażliwszy na 
wytworzone przez bakterie mlekowe antybiotyki był szczep Escherichia 
coli. Na uwagę zasługuje fakt wyraźnie większej wrażliwości Escherichia 
coli na znajdujący się w podłożu bezwitaminowym antybiotyk. W związku 
z tym nasuwa się przypuszczenie, że znajdujące się w podłożu witaminy 
prawdopodobnie chronią w pewnym stopniu Escherichia coli przed nie- 
korzystnym wpływem antybiotyku (tab. lab). Spośród użytych w do- 
świadczeniu witamin, tiamina najlepiej chroniła wzrost Escherichia coli 
przed ujemnym wpływem antybiotyku (tab. 1b). 

WNIOSKI OGÓLNE 

Z przeprowadzonych doświadczeń wynika, że: 
1. Dodatek witamin do pożywek hodowlanych na ogół podwyższał 

aktywność antybiotyczną badanych szczepów paciorkowców mlekowych 
wobec Bacillus subtilis i Pseudomonas fluorescens. 

2. Najbardziej stymulująco na produkcję antybiotyku przez badane 
szczepy bakterii mlekowych wpływał dodatek do pożywki hodowlanej 
amidu kwasu nikotynowego. 

3. Obecność stosowanych witamin, a szczególnie tiaminy, chroniła 
bakterie z gatunku Escherichia coli przed ujemnym wpływem antybio- 
tyków obecnych w pożywkach. 
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BuiuaHMe BUTAaMMHOB IMTATEJILHO CpEĄBI HA MHTEHCHBHOCTE OÓpaZOBAHNA 
AaHTUOMOTMIECKMX BEIIECTB HEKOTOPBIMM IHTAMMAMM MOJIOUHOKKCJIBIX 

6akrepnń 

Pezrome 

IIpoBeqeHbI 9KCIEPUMEHTBI, LIEJIbBIO KOTODBIX ÓbIJIO BbIACHEHME BJIMA- 
HMA NOOaBJIAeMBIX K IIMTATEJIbBHBIM CPEJXAM BMUTAMMHOB Ha aHTUOMOTMAEC- 
Kyło AKTUBHOCTb TpeX IITAMMOB MOJIOUHOKKCJIŁIX OGakrepnii. IIpuMme- 
HAJICA BUTaMMH B-Complex, a 3aTeM OTĄEJbHO: TMAMMH, puOOCDJIAaBH, 
AMM HUKOTMHOBOŃA KUCJIOTBI M CDOJIMEBAA KMCJIOTA (Taj. 2 m 2a). B Ka- 
HqeCTBe TECTOBBIX OpTAHU3MOB MCIIOJIBZBOBAJIACH JĘĄAKME LITAMMBI Bacillus 
subtilis, Escherichia coli «u Pseudomonas fluorescens. VcTaHoBJIeHo, uro 
npuOaBka BUTAMMHOB K IMTaTeJIbHOH cpeqqe CTMUMyJlpyeT OoOpa30oBaHe 
aHTUOMOTMKOB MCCJIEJFYEMBIMM IITAMMAMM MOJIOUHOKKCJIBIX OaKTepnińi, 3a- 
HepzxuBaroliux pocr Bacillus subtilis «u Pseudomonas fluorescens. Bo3- 
MO2KHO, UTO Hanu6OJIee AKTUBHBIM 3/Ą1€Cb ObIJI AMMJ] HUKOTMHOBOŃ KMCJIOTBI. 

Hanuune B IIMTATeJIBHOŃ CpEĄe BUTAMMHOB OKA3BIBAET 3ALNIMTHOE 1- 
crBue Ha pocr Escherichia coli, oxpaHaa ero oT oTpuiaTeJIbHOTO BJIIMAHKA 
aHTUOMOTUKOB. JdbdbeKTUBHE€ BCETO +eiCTBOBAJIA IpuOaBKA TMAMMHA. 

Influence of Vitamins Contained in the Culture Medium on the Intensity 
of the Production of Antibiotic Substances by some Strains of Milk 

Bacteria 

Summary 

The author carried out experiments aimed at elucidating the influence 
of vitamins added to culture media on the antibiotic activity of three 
strains of milk bacteria. The following substances were added to the 
media: vitamin B complex, and then, separately: thiamine, riboflavine, 
niacinamide and folic acid (Table 2 a and b). Wild strains of Bacillus 
subtilis, Escherichia coli and Pseudomonas fluorescens were used as test 
organisms. 

It was found that vitamins added to the culture media stimulated the 
production of antibiotics by the examined strains of milk bacteria, 
checking the growth of Bacillus subtilis and Pseudomonas fluorescens. 
It seems that niacinamide was the most active, since it had the strongest 
stimulating effect on the production of antibiotics. 

The presence of vitamins in the medium had a protective influence 
on the growth of Escherichia coli against the unfavourable action of 
antibioties. This protective influence was the most pronounced in the 
case of thiamine. 
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