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wyniku_hodowli na podiozu standardowym, jakim byl agar maltozowy o
skladzie: 20 g ekstraktu ,Malto”, 25 g agaru, 1000 cm® wody destylowancj
wkolbach 250 em’,
W objetodci 100 cm? plynnej pozywki zawierajacej 2 g wyciagu slodowego
Malto” firmy Warta w Sremie, w 100 cm® wody destylowanej. Po trzech dniach
wzrostu metoda ia (70 wahat dod: do
kultury 10 mg cholesterolu rozpuszczonego w 1 cm? acetonu. Wszystkic proby
wykonywano w lrzcch powlommach wobee proby kontrolnej — kultury bez
24°C i przy wyjéciowym pH
pozywki ok. 46 trwai 7 dni. Po lym okresie ekstrahowano produkty reakcji
chloroformen, a otrzymane wyciagi po osuszeniu siarczanem sodu zageszczano
do objetosci ok. | cm?® i badano metoda chromatografii cienkowarstwowej. Ta
droga sposrod 20 badanych szczepow wyselekcjonowano 4, wprzypadku
ktérych na ych plam,
nieobecnych w kontroli:

Botrytis cinerea Persoon, a — szczep wyizolowany ze §ci6lki lesnej lasu
lisciastego typu gradu (nr 92 w kolekcji Zakladu), b — szczep wyizolowany z
przewodu pokarmowego pluskwiaka Pyrrhocoris apterus (nr 441 w kolekcji
Zakladu), ¢ — szczep pochodzacy z pedow slonecznika (nr 443 w kolekcji
Zakladu),

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, szczep pochodzacy z nasion stoneczni-
ka (nr 442 w kolekji Zakladu).

Chromatografia cienkowarstwowa

Chromatogramy rozwijano na plytkach powleczonych zelem krzemionko-
wym firmy Merck (DC-Ferti Kieselgel) w eksper dobranym
ukladzie eter naftowy: aceton 5:1 w czasie ok. l godziny, wobec pmb

oraz roztworu oly-
wano stgzonym kwasem siarkowym z 5% dodalknem metanolu i og!adano w
Swietle UV.

W toku dalszych prac wy rowniez
w ukladzie benzen : octan etylu 9:1 (Claude 1966) oraz bibulowa w ukladzie
kwas octowy: woda 84:16 (Copius Peereboom iin 1961).

Pasazowanic s2czepow

Proby zwickszenia aktywnosci grzybow wzgledem cholesterolu przeprowa-
dzono droga wl:lokmmcgo pasazowania szczepow na pozywce maltozowo-
agarowej z pei stgzenia
wynoszacego 0,5% oraz czasu trwania jednego pasazu ustalonego na 16 dni przy
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temperaturze 24°C. Oznaczenia suchej masy grzybni dokonano na 10-dniowych
kulturach.

Analiza kolorymetryczna

Przebieg reakcji kontrolowano oznaczajac kolorymetrycznie ilosé choleste-
rolu w wyciagach ekstrakeyjnych metoda oparta na reakcji Liebermanna-
Burcharda (Jerzmanowska 1967, w ktorej chloroformowy (2 cm?)
roztwér cholesterolu w obecnosci bezwodnika kwasu octowego (2 cm?) i
stgzonego kwasu si 0.1 cm®) daje roz one zabarwienie,
przechodzace poprzez bigkitne w zielone. Ekstynkcje mierzono po 10 minutach
od chwili wkroplenia kwasu siarkowego, na kolorymetrze ,Spekol”, przy
dlugoici fali . = 550 nm, uzywajac jako odnosnika wyciagu chloroformowego z
hodowli bez Wyniki y 2 krzywej Laczng
masg i ia y
metoda analizy wagowej wg F.PIV.

Chromatografia kolumnowa

nanoszac wyciagi chlo-
roformowe ekstraktéw pohodowlanych na kolumng wysokodci23 cm, o érednicy
25 em, wypelniona zelem krzemionkowym firmy Merck do chromatografii
kolumnowej o érednicy oczek 100/200. Faza ruchoms byl uklad eter nafto-
wy:aceton 5: 1. Frakcje objetosci ok. 2 cm? odbi do momentu stwi

braku steroidow w wycieku.

Analiza spektralna

Wyizolowany produkt biotransformacji poddano analizie widma w podczer-

wieni (Pye Unicam P 1000) i ultrafiolecie (Specord UV/VIS), porownujac
wykresy z y

DYSKUSJA WYNIKOW

Na podstawic i ji icznej i
wykorzystane do badan szczepy do rodzajow Fusarium, Curvularia, Neurospora,
Botrytis i Sclerotinia. Wstepne badania screeningowe wylonily sposrod 20 trzy
szczepy Botrytis cinerea Persoon (nr 92, 441, 443) oraz szczep Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary (Nr 442), w przypadku kiérych chromatografia
cienkowarstwowa w ukladzie cter naftowy:aceton 5:1 wykazala obecnosé

j plamy o Rf =046 (R =0,5). Plamy takicj
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nie $my na 2 hodowli
szczepow bez chiolesterolu.
Przepmwadzana analiza kolorymetryczna wykazata rosnace w czasic ubytki
jace sig na poziomie ok.
2-3Y% dla szcmpbw nr 441, 442, 443, a wyisze, ok. 12% dla szczepu nr 92.
Analiza singows wkazati atvioske 7 saiessrinach poreakeyych 2wias
kéw nie dajacych reakeji Licbermanna-Burcharda. Uzyskane wyniki pozwalaja
przypuszczad, ze uiyty jako substrat cholesterol w toku reakeji mogl ulec
do nie j warunkéw reakcji Licbermanna-

Burcharda.

Miala wydajnosé biotransformaci uzyskana w efekcie badafiscreeningowych
starano si¢ zwigkszy¢ poprzez
szczepow na pozywee o duzej zawartoci cholesterolu. W picrwszej fazie
doéwiadczenia okreslono graniczna dawke, na ktdrej badane szczepy jeszcze
rosng. Hodujac szczepy na pozywce z dodatkiem rosnacych stezef cholesterolu
0,0,1,022,05,0,0.7.08,09, 1,0%) stwierdzono, ze steenic 0.5% bylo graniczne
do uzyskania chociaz wzrostu grzybni wszyst-
kich 4 szczepéw (tab. 1). Przyjmujac to stezenie jako dawke stala, przeprowa-
dzono w podanych uprzednio warunkach dziewieé pasazy, otrzymujac w efekcie
Kultury grzybow, ktore rosly ciagle na podiozu zawierajacym 0,5% cholesterolu
przez 128 dni. Najlepsze efekty uzyskano w wypadku szczepu Botrytis cinerea nt
92, u ktorego w wyniku ydaj
procesu transformacji cholesterolu do ok. 22%,.

Poniewai porostale 3 szczepy pracowaly w dalszym ciagu ze Sladowa

jak wplywa na wzrost badanych szczepow,

Tabola 2 - Tadle 2
#phyw cholestorolu na suchq mase Erzybal badanych ssczepéw
s rodsaju Botrytis 1 Sclerotinta /martosct $rednte z traech powtdrzed/
he 1nflueace of cholesterol on 4ry welght of tested fuigal strains
from the genere Botxytis and Sclerotinta /sean value of thrse exporisents

Huner szozepu

2 u1 2 ;

Nuzber of strain # 2,

Sucka sasa

oy wetgnt % |5 % |5 | |5 |=]|5
o 59, |10 [1,7]100,0 [550,7 [100,0 510,5]100,0

0,00 [198,6 | 35,5 [105,5] 60,3 |122,1 23,0 [161,2] 1,8
0,015 [156,8 | 28,0 79,2| 45,3 [106,7 | 19,8 | 95,3] 30,2

0,02 08,2 | 19,3 | 77,0| 8,3 | 62,6 | 11,8 | 01,2] 25,0

7 chotesvarels
% of cholesterol
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okreslajac sucha mas¢ grzybni. Wyeliminowano w ten sposob przypadek, w
Ktorym szczep pracowalby z wydajnoscig wigksza niz Borrytis cinerea nr 92, a

izsz¢ wyniki bylyby sp znacznym wzrostu grzybni
przez cholesterol. W tym celu do plynnej pozywki dodawano 0.01%, 0015%,
0,027 dawki jako nie p ydluzenia czasu hodowli (tab.

2). Na)wmzllwszy okazal sig szczep Sclerotinia sclerotiorum n 442, a najlepicj
znosit cholesterol w pozywce szczep Botrytis cinerea nr 441. Stwierdzono, ze
wrazliwo$é badanych szczepéw na cholesterol wyrazona przyrostem suchej masy
nie wiaZe si¢ u badanych szczepow z wyddjnoaqu reakcji. W toku dalszej pracy

si¢ wigc na nad szczepem nr 92, przy pomocy
ktorego taka ilos¢ k i ji, jaka pozwolila na
okreslenie jego wlasciwosci chemicznych.

Chromatografia cienkowarstwowa (C 1 0 u d e 1966) wykazala obecnosé w
mieszaninie poreakcyjnej zwiazku, ktdrego plama maskowania byla przez plame.
cholesterolu. Chromatografia bibulowa(Copius Peerebom iin. 1961)
w ukladzie umozliwiajacym rozdzial ponad 30 naturalnych steroli i niekt6rych
ich estrow, wykazala i oRl=0,75(Rf lu = 0,33). W
obu przypadkach prowadzenie hodowli w obecnosci cholesterolu powodowato
zmniejszenie liczby metabolitéw wlasnych szczepu, co sugeruje stymulujace
dzialanie steroidu.

W wyniku chromatografii kolumnowej zebrano 30 frakcji po ok. 2 em?, z
ktorych — jak wykazala chromatografia cienkowarstwowa — frakcje od nr 20
do 25 zawieraly i jacy nas produkt bi z
wyclqgow usunigto ruvpusuulmk organiczny, otrzymujac z6ta, nieco mazista

ze Sladami krysztak w eterze naftowym, acetonie i
chloroformie, nierozpuszczalng w wodzie.

Analiza IR otrzyman substancii wykazala obecnosé grupy ketonowej (1750
em~1, 1310 em ) przy zaniku pasma grupie
hydroksylowej (1050 cm ™). Analiza UV/VIS wykazala maksimum absorbancii
produktu A = 261.

WNIOSKI

Stwierdzono, 7e wyselekcjonowane w toku badafi screeningowych trzy
szczepy grzybow rodzaju Botrytis i jeden szczep rodzaju Selerotinia zdolne sa do

z jnoscia rzedu 2-12%, Wydajnosé procesu
zalezy od i i i szczepow w badaniach, nie
wine si¢ natomiast 7 przyrostem masy grzybni. Moilive jest zwickszenie

droga wi

szczepu na pozywee o duzym stezeniu tego zwiazku, jak wykazuie przyklad
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szczepu Botrytis cinerea nr 92. Wyniki analizy spektralnej pozwalaja twierdzic, z¢
efekiem biotransformacjijest utlenienic grupy hydroksylowq przy pierscieniu A
do grupy ketonowej, choleste-
rolu w cholest-d-¢n-3B-on. |

Puu wykonana na zlecenic Wiclkicgo pmmmn Badawczego m)mm Smdawxskl Polit.

ich
molckulame podstawy i technologia. Symbol podpwgnmu MR-II-15, grupa tematyczna 0401.

SUMMARY
“Three Botrytis spp. and one Selerotinia sp. sirains were sble to transform cholesterol with
2-12%,
y rang &
connected with an increment of dry weight. The repeated passaging of Botryis cinra srain 92 on
medium with a high cholesterol content increased the yield of biotransformation. The obtained
product has a keto group lacks a hydroxy group, and appears o be cholest-4-¢n-3 one.
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