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Antokyanové farbivo ako potenciilny bifidogénny faktor
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Sthrn. Sledovali sme vplyv médil na rast biomasy réznych kmenov bifidobaktérif.
Na médiu VF s 0,5 %-nym pridavkom kanavitu je tvorba biomasy vysia a intenzivnejsia
ako na médiu MRS. Vplyv koncentrdtu antokydnového farbiva z ardnie ¢iernoplodej
na tvorbu biomasy bifidobaktérii: Bifidobacterivum bifidum, Bifidobacterium longum a Bi-
fidobacterium breve sme testovali na srvdtkovom médiu s 1 %-om kvasni¢ného autolyzdtu
aditivovanéhos 5 %-amikoncentrdtu antokydnového farbiva zardnie ¢iernoplode;. Zistili
sme jeho pozitivny vplyv na tvorbu biomasy testovanymi bifidobaktériami. Ndrast biomasy
je vys$8i o 2 az 3 rddy vodi neaditivovanej pdde a vy3si o takmer 2 ridy v porovnani's pddou
aditivovanou zahustenou $pendtovou $tavou.

Intestindlna mikrofléra je vyvaZzend s dominantnou populdciou uZi-
to¢nych, najma bifidobaktérif, laktobacilov a nicktorych druhov enterokokov.
Tieto rody produkuju vitaminy, enzymy, antimikrobidlne substancie, de-
toxikuju intestindlny trakt, zabranuju kolonizdcii patogénov a stimulujd imu-
nitnd responzibilitu. Tdto vyvdZenost sa menf's vekom Cloveka (obr.1.). MozZe
oyt viak destabilizovand nespocetnymi vonkajSimi aj vnidtornymi faktormi,
nouzivanim antibiotik a chemoterapeutik, hygienou, fyzickou a psychickou
«ondiciou.

Opitovné vybilancovanic v prospech uvedenych uzitocnych baktérif
sa dosahuje bud intenzivnym pouzivanim rdznych probiotickych prepardtov

bsahujucich Zivé baktérie uvedenych druhov, Specidlnou diétou, ktord je
zlozend z potravin obsahujicich uvedené druhy baktérif alebo su aditivované
Specidlnymi komponentami, ktoré podporuji najmi rast bifidobaktérif.
Sd zndme ako bifidogenné faktory. Z najzndmejsich doteraz identifikovanych
sd to najmii fruktooligosacharidy, glukozaminy, fruktozaminy, karotenoidy,
nvdrolyzaty protefnov a glykoproteinov [2-5]. Mnohé z nich nasli uplatnenie
2] pri priemyselnej vyrobe probiotickych prepardtov ako vyznamnd zloZka
‘ermentacného média.
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Obr.1. Zmena intestindlnej mikrofldry v zdvislosti na veku ¢loveka (T. Mitsouka, 1982).
Fig. 1. Change of intestinal microflora in dependence of the age of a man (T. Mitsouka, 1982).
1 - Log of bacteria number to g of feces, 2 - Borning, 3 - 5 days, 4 - Suckling, 5 - Child,

6 - Adult, 7 - Old man.

Vyskum novych bifidogénnych faktorov ma vzrastajicu tendenciu, najmi
v oblasti prirodnych zdrojov.

V rdmci vyvoja novych technolégii vyroby prirodnych farbiv z rastlinnych
zdrojov sme v naSich predchddzajicich pracach odskusali icinky koncentratov
po extrakcii chlorofylu z viiate Spendtu a petrzlenu, ako aj inych medziproduk-
tov z navrhovanych technolSgif na rast bifidobaktérif [7]. Aj vzhladom k tomu,
Ze v literatire bola popisand biologickd tcinnost antokydnov [5], sme v tejto
préci testovali vplyv nami pripraveného koncentrdtu antokydnového farbiva
na rast Bifidobacterium bifiduin, Bifidobacterium longum a Bifidobacterium
breve.

Matceridl a metody

Mikroorganiziny
V pricisme pouzili zbicrkové kmene: Bifidobacterium longum CCM 4238,
Bifidobacterium bifidum CCM 3702 a Bifidobacterium breve CCM 4237.

Kultivacné média a podmienky kultivacie
Pre pripravu inokula sme pouzili:

a) zdkladné médium VI (Imuna, SariSsk¢ Michalany) nasledovného
zloZenia: 10 g trypton, 5 g kvasnicny extrakt, 5 g glukéza, 5 g K3POg4, 1000 g
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destilovand voda. K tejto pdde sme po sterilizdcii pridali asepticky 1 ml
xanavitu (Slovakofarma, Hlohovec),

= médium MRS, ktoré obsahovalo: 5 g peptdn, 5 g kvasni¢ny autolyzat, 20 g
glukéza, 5 ml Tween, 2 g KoHPO4, 5 g octan sodny, 2 g citronan aménny,
1.2 g MgSOy4, 0,5 g MnSO4, 1000 ml destilovanej vody.

pH kultivénych médif bolo upravené na 6,5 az 7,0, sterilizované 20 minut
= 115 °C. Kultivovali sme staticky pri teplote 37 °C 24 hodin.
Pre sledovanie ucinku potencidlneho bifidogénneho faktora sme
~pravili kultivaéné médium na bidze ultrafiltritu zo srvdtky obohateného
wvasniény autolyzdat. Médium obsahovalo: 700 ml ultrafiltritu zo srvdtky,
=« mlvody a 10 g kvasni¢ného autolyzdtu. Po dprave pH na 6,5 - 7,0 a nasle-
Zownej sterilizdcii za tych istych podmienok sme asepticky pridali 50 g koncen-
~2tu antokydnového farbiva z ardnic Ciernoplodej. Kultivovali sme 48 hodin
-1 teplote 37 °C staticky.
Koncentrit z antokydnovcho farbiva z ardnie Ciernoplodej sme ziskali
~ostupom vyvinutym pracovnikmi VUP [9]. Pripravu zahustenej $tavy
2o Spendtu sme publikovali v predchddzajicej praci [7].

Stanovenie celkového poctu viabilnych buniek
Celkovy pocet viabilnych bunick sme stanovili od¢itanim koldnif vyras-
‘=nych na platniach s agarizovanou pddou VI bezprostredne po inokuldcii

= po ndraste za 24 hodin pri teplote 37 °C.

Stanovenie $pecifickej rastovej richlosti - p
Specificku rastovi rychlost sme definovali vypoctom podla Mileka [10].

Vysledky a diskusia

V prvej Casti experimentu sme overovali tvorbu biomasy na VF
s pridavkom roztoku 0,5 % kanavitu a MRS médidch.

Z tabulky 1. je zrejmé, Zc tvorba biomasy bola rychlejSia na VF médiu
50,5 % kanavitu ako na MRS. Preto sme na pomnoZenice bifidobaktérif pouZili
v naSich experimentoch toto médium. MnoZstvo inokula z 15 hodin kultivicie
pre dalsiu inokuldciu média pouZit¢ho na testovanic vplyvu koncentrétu far-
biva sme volili tak, aby poCiato¢nd koncentricia bunick v testovanej pdde bola
vo vietkych experimentoch rovnakd - raidovo 10%/ml.

Sledovanie vplyvu koncentrdtu antokydnového farbiva z arénie Cier-
noplodej sme uskutocnili na médiu zo srvitky aditivovanej iba 1 %-om kvas-
ni¢ného extraktu a 5 % uvedencho koncentritu farbiva, resp. 10 % zahustene;j
Spendtovejstavy. Pouzitic ultrafiltritu zo srvitky ako zdkladného média pri od-
skusavani bifidofaktorov je popisand aj v literatire [3]. Ultrafiltrdt zo srvatky
sme pouzili na kultivdciu bifidobaktCrif aj v nasej predchddzajicej prdci [11].
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Tabulka 1. Tvorba biomasy réznymi druhmi bifidobaktérii na VF médium
s pridavkom 0,5 % kanavitu a MRS médiu.

Table 1. Formation of biomass of various bifidobacteria types on VF medium
with 0.5 % of vitamin K and on MRS medium.

Bifidobacterium
bifidum longum breve
Doba fermentdcie! [h] 5 | 3 | s [ 23] 15 ] 2

Médium? VF + 0,5 % kanavit® [OD 660]

0,300 | 0,290

0,310 ] 0,260

0,250 | 0,240

u (log féza")

0,20

0,18

0,26

Médium MRS [OD 660]

0,190 \ 0,190

0,180 | 0,160

0210 | 0,200

p (log féza)

0,08

0,05

0,08

1 - fermentation time, 2 - medium, 3 - vitamin K, 4 - log phase.

Kultivovali sme staticky 48 hodin pri 37 °C. Sledovali sme ndrast poctu buniek
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum a Bifidobacterium breve
na uvedenom médiu s pridavkom 5 % koncentritu dntokyanowho farbiva
z arénie &iernoplodej bez pridavku farbiva. Z grafu na obr.2. je zrejmé, Ze
pridavok koncentrdtu zvySuje ndrast bifidobaktérii o dva az tri rady voci
povodnej pode.

Porovnanie nédrastu Bifidobacterium bifidum na srvitkovom médius 5 %-
nym pridavkom zahustenej $pendtovej $tavy je zrejmé z grafu na obr.3.
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~=r.2. Ndrast bifidobaktérii v pritomnosti 5 % koncentrdtu antokydnového farbiva.
Fermentacné médium: riedend srvitka + 1 % kvasni¢ného autolyzditu + 5 % koncentrdtu
= okydnového farbiva z arénie Ciernoplodej, t = 37 °C, doba kultivdcie 48 hodin. Po¢iatoénd

'ntrécia buniek 10%/ml.

z.2. Bifidobacteria growth in presence of 5 % concentrate of unlhucyan colouring agent.
<rmentation medium: diluted whey + 1 % of yeast autolysate + 5 % of anthocyan colour
: ~emrate from black chookeberry, t = 37 °C, cultivating time 48 hours Initital concetration
" -stls 10 /ml

- number of viable cells/ml, 2 - growth without addition of anthocyan colouring agent.
g 3.4 gag

‘VI LAl 4
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or.3. Ndrast Bifidobacternium Difidion v pritomnosti pripravkov z rastlin.
“zrmentaéné médium: riedend srvitka - 1 %ckvasni¢ného autolyzitu + 5 % koncentrdtu an-
aanoveho farbiva (3) resp. 10 % z 1huslcm| Spendtove) Stavy (2) t = 37 °C, doba kultivdcie
% hodin. Podiatodnd koncentrdcia bunick 10%/ml.
=.2.3. Growth of Bifidobacterium bifidiun in presence of plant agents.

“zrmentation medium: diluted whey - 1 % of yeast autolysiate + 5 % of anthocyan colour

wentrate (3) or 10 % of thick spinach juice (2) t = 37 °C, cultivating time 48 hours. Initial
"wenlratlon of cells 10*/ml.

. - without addition, 2 - spinach juice 10 9, 3 - anthocyan colouring agent 5 %.
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Anthocyan colouring agent as a potential bifidogenic factor

LUDOVIT POLIVKA - BOHUMIL SKARKA -
ANNA KINTLEROVA - STANISLAV SILHAR

Summary. Influence of media on the growth of biomass of various bifidobacteria strain
has been investigated. Formation ol biomass is higher and more intensive on VF medium wit|
0.5 % addition of vitamin K (rather than on MRS medium). Impact of anthocyan colourin
agent concentrate from black chookeberry (Aronia melanocapa) on biomass formation of bi
fidobacteria: Bifidobacteriun bifidum, Bifidobacteriiun longum and Bifidobacterium breve hav
been tested on whey medium with 1 % of yeast autolysate added with 5 % of anthocyan colou
concentrate from black chookeberry (Aronia melanocarpa) Positive influence of anthocya
colouring agent on the formation of biomass by tested bifidobacteria has been detectec
In terms of order growth of biomass is 2 to 3 times higher compared to non-added mediur
and almost 2 times higher in comparison to the medium added with concentrated spinach juice
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