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Podil kyseliny3-hydroxypropionové na antimikrobialni
aktivité bakterii produkujicich reuterin

Souhrn

Laktobacily zahrnuji mnoho kment, které se vyuzivaji jako probiotické kultury. Patii mezi né
mimo jiné i Limosilactobacillus reuteri (syn. Lactobacillus reuteri). Laktobacily produkuji
antibakterialni metabolity, které ptispivaji ke konzervaci potravin, ¢ehoz se V potravinarstvi
vyuziva zejména pii vyrob€ kysanych mléénych vyrobkl. Témito antibakteridlnimi latkami je
mlécna Kkyselina, octova Kkyselina areuterin. L. reuteri metabolizuje glycerol za vzniku
reuterinu. Reuterin je dale metabolizovan na 1,3-propandiol a 3-hydroxypropionovou kyselinu
(3-HP). Pouze malo studii zkoumalo antimikrobialni aktivitu 3-hydroxypropionové kyseliny,
proto bylo cilem této prace ji otestovat proti vybranym gram-negativnim a gram-pozitivnim
bakteriim pfi nizkém pH. Byl proveden test minimalni inhibi¢ni koncentrace metodou fedéni
3-HP (nejvyssi koncentrace 33 mM) pii hodnotach pH 6,5; 5,5 a 4,8. Test minimalni inhibice
byl proveden celkem u 10 kment vybranych bakterii. Byl porovnan s propionovou kyselinou
(60 mM obdobn¢). Samotny producent reuterinu L. reuteri nebyl inhibovan pii zadné
z koncentraci. Pfedpokladany trend se potvrdil u gram-negativnich kment Escherichia coli
a u bifidobakterii byly zaznamenany kmenové odlisnosti. Potfebnda minimalni inhibi¢ni
koncentrace k potlaceni ristu klesala s hodnotou pH. Nicméné, je tieba zminit, Ze pocet kmenti
byl omezeny a pouzity postup vyzaduje optimalizaci. V druhé ¢asti této prace byl sledovan rtst
sedmi kmend (reuterin-pozitivnich a reuterin-negativnich) v ptitomnosti glycerolu
0 koncentraci 55 mM nebo 110 mM a bez glycerolu. Byla sledovana opticka denzita kazdou
hodinu po dobu sedmi hodin a nasledné po dvaceti ¢tyt hodinach. Bylo zjisténo, Ze ptitomnost
glycerolu neovlivnila ristovy profil bakterii, rychlost ristu jednotlivych kmenti se vSak lisila.
Nasledné analyzy poukazaly na produkci 3-HP u reuterin-pozitivnich kmenut. Ukazuje se, ze

3-HP je jednou z dalsich antibakterialnich sloucenin produkovanych bakteriemi.

Klicova slova: reuterin; antimikrobialni latka; 3-hydroxypropionova kyselina; glycerol;

Limosilactobacillus reuteri



Contribution of 3-hydroxypropionic acid to antimicrobial
activity of reuterin-producing bacteria

Summary

Lactobacilli include many stains that are used as probiotic cultures. One of them is
Limosilactobacillus reuteri (syn. Lactobacillus reuteri). Lactobacilli produce antibacterial
metabolites that contribute to food preservation, which is used in the food industry mainly in
the production of fermented milk products. These antibacterial agents are lactic acid, acetic acid
and reuterin. L. reuteri metabolizes glycerol to reuterin. Reuterin is further metabolised to
1,3-propanediol and 3-hydroxypropionic acid (3-HP). Only a few studies have examined the
antimicrobial activity of 3-hydroxypropionic acid, so the aim of this work was to test it against
selected gram-negative and gram-positive bacteria at low pH. A minimum inhibitory
concentration assay was performed by the 3-HP dilution method (maximum concentration
33 mM) at pH 6,5; 5,5 and 4,8. The minimal inhibitory test was performed on 10 strains of
selected bacteria. It was compared with propionic acid (60 mM, similarly). The reuterin
producer L. reuteri was not inhibited at any of the concentrations. The predicted trend was
confirmed for gram-negative Escherichia coli strains and bifidobacteria showed strain
differences. The required minimum inhibitory concentration to inhibit growth decreased with
pH. However, it is important to say that the number of strains was limited and the used
procedure should be optimized. In the second part of this work, the growth of seven strains
(reuterin-positive and reuterin-negative) was monitored in the presence of glycerol,
at a concentration of 55 mM or 110 mM, and without glcerol. Optical density was monitored
every hour for seven hours and after twenty-four hours. It was found that the presence of
glycerol did not affect the growth profile of bacteria, but the growth rate of individual strains
were varied. Subsequent analyzes indicated the production of 3-HP in reuterin-positive strains.
3-HP has been shown to be one of the other antibacterial compounds produced by bacteria.

Keywords:  reuterin;  antibacterial agent;  3-hydroxypropionic  acid;  glycerol;

Limosilactobacillus reuteri
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1 Uvod

Bakterie mlécného kvaSeni jsou pro potravinaistvi dilezité piedev§im pro svou
sacharolytickou schopnost, ¢ehoz se vyuziva béhem procesu kvaseni neboli fermentace.
KvaSeni je velmi diilezité v potravinafstvi. Bakterie mlécného kvaSeni produkuji organické
kyseliny (mlé¢na kyselina, octova kyselina, propionova kyselina), ¢imz snizuji pH prostiedi,
aprispivaji tim ke konzervaci potravin. Mezi tyto bakterie patii laktobacily, a tedy
I Limosilaktobacillus reuteri syn. Laktobacillus reuteri. L. reuteri metabolizuje glycerol
pomoci operonu pdu-cob-hem. Glycerol je nejprve dehydratovan na 3-hydroxypropanaldedyd
(3-HPA) v jediné reakci katalyzované enzymem glycerol/diol dehydratasa PAUCDE. 3-HPA
muze byt bud sekretovan za vzniku reuterinu, Ctyféetného viceslozkového systému
sestavajiciho z 3-HPA, 3-HPA hydratu, 3-HPA dimeru a akroleinu, nebo mize byt dale
metabolizovan na 1,3-propandiol (1,3-PDO) a 3-hydroxypropionat (3-HP) enzymy
kdédovanymi operonem vyuzivajicim diol/propandiol. 3-HP je organicka kyselina, kterd mize
byt antimikrobialné aktivni. Pouze malo studii zkoumalo antimikrobidlni aktivitu 3-HP, proto
je cilem této prace. L. reuteri patii mezi bakterie oznacované jako probiotika. Probiotika jsou
prospésné mikroorganismy, které pusobi piiznivé na lidsky mikrobiom a s tim souvisejici
pozitivni dopad na lidské zdravi. Diky témto vlastnostem se probiotika fadi mezi takzvané

funkéni potraviny a v soucasné dobé se jim dostava ¢im dal tim vice pozornosti.



2 Cil prace

Predpokladame, ze 3-HP (3-hydroxypropionat) je antimikrobidlné aktivni proti
gram-pozitivnim a gram-negativnim indikatorovym kmentim pii nizkém pH. Pouze malo studii
zkoumalo antimikrobialni aktivitu 3-HP, proto je cilem této prace testovat 3-HP

jako antimikrobidlni proti vybranym gram-pozitivnim a gram-negativnim bakteriim.



3 Literarni reSerse

3.1 Lactobacillus spp.

Rod Lactobacillus zahrnoval 261 druhu jesté v bieznu 2020. Jednalo se o druhy velmi
rozmanité na Grovni fenotypové, genotypové i ekologické. Po zhodnoceni fylogeneze jadra
genomu, pramérné nukleotidové identity (ANI; average nucleotide identity), projevu gend
skupiny organismu, 0 nichZ se ptepoklada, Ze se vyvinuly ze spole¢ného piedka, podle zasad
kladistiky, fyziologického kritéria a ekologie organismu byl rod Lactobacillus rekvalifikovan
do 23 novych roda snazvy: Holzapfelia, Amylolactobacillus, Bombilactobacillus,
Companilactobacillus,  Lapidilactobacillus,  Agrilactobacillus,  Schleiferilactobacillus,
Loigolactobacilus, Lacticaseibacillus, Latilactobacillus, Dellaglioa, Liquorilactobacillus,
Ligilactobacillus, Lactiplantibacillus, Furfurilactobacillus, Paucilactobacillus,
Limosilactobacillus, Fructilactobacillus, Acetilactobacillus, Apilactobacillus,
Levilactobacillus, Secundilactobacillus a Lentilactobacillus. Rodovy vyraz ,laktobacily*
zustava pro oznaceni vSech organismu, které byly do roku 2020 klasifikovany jako
Lactobacillaceae. Tato rekvalifikace odrazi fylogenetickou pozici mikroorganismi a vyrazné

klady skupinového sdileni ekologickych a metabolickych vlastnosti (Zheng et al. 2020).

3.2 Limosilactobacillus reuteri obecna charakterizace

Lactobacillus reuteri nové nese oznaceni Limosilactobacillus reuteri. Limosus znamena
slizky, coz odkazuje na vlastnosti vétSiny kment zrodu Limosilactobacillus, vyuzivané
K vyrobé¢ exopolysacharidi ze sachardzy. Limosilaktobacily jsou gram-pozitivni,
heterofermentativni anaerobni nebo aerotolerantni tyCinky. Rist je pozorovan pii 37 °C
u vétsiny druhti (Zheng et al. 2020). L. reuteri je anaerobni probiotikum sidlici v lidském
gastrointestindlnim traktu. Fermentaci glycerolu produkuje antimikrobialni slouc¢eninu reuterin,
ktera inhibuje rust nékterych gram-pozitivnich a gram-negativnich bakterii (Spinler et al.
2008).

3.2.1 Vyskyt a rozsifeni L. reuteri

L. reuteri se nachazi v mikrobioté obratlovci, ale také ve fermentovanych potravinach
(Zheng et al. 2015). Byl izolovan z mnoha potravin. Pfedev§im z mléénych produkti (Dellaglio
et al. 1981). Vyskytuje se také pti fermentaci obili, a tudiz se nachazi v pekafském kvasu
(Génzle 2020). L. reuteri je navrhovan jako vhodny pro konzervaci fermentovanych mlécnych

produktt, ktery zaroven neméni konzistenci vysledného produktu (Ortiz-Rivra et al. 2017).



Limosilactobacilus spp., zejména L. reuteri, se komeréné vyrab&ji pro pouziti
jako startovaci kultura a také jako probioticka kultura (Zheng et al. 2020). Jeho hojnost se
u riznych jedincu lisi. U lidi se vyskytuje v riznych ¢astech téla, véetné gastrointestinalniho
traktu, mocovych Cest, kuize a matetského mléka (Mu et al. 2018). Poprvé byl izolovan L.
reuteri DMS 20016 v roce 1962 ze stieva dospélého ¢loveka (Kandler et al. 1980).

L. reuteri je schopny se adaptovat na potravni a stievni stanovisté, coz naznacuje, Ze tato
dve¢ stanovisté vyvijeji odlisSny selektivni tlak souvisejici s rychlosti ristu a energetickym
(sacharidovym) metabolismem (Zheng et al. 2015). Stievni mikroby obratlovcu se diverzifikaci
ptizptsobuji hostiteli, coz vychazi z experimentu, ktery odhaluje genetickou heterogenitu
v populaci L. reuteri u riznych obratlovct (Oh et al. 2010). Kmeny L. reuteri a Lactobacillus
johnsonii jsou autochtonni pro hlodavce a stieva prasat, protoze byly zjistény v nékolika

studiich téméf u vSech zvitat (Salzman et al. 2002; Leser et al. 2002; Brooks et al.hu 2003).

3.2.2 L. reuteri jako probiotikum

Probiotika jsou obvykle definovéana jako dopliiky stravy obsahujici zivé mikroorganismy
s prospé$nymi G¢inky, a to bud’ na arovni specifikované pro kmen, nebo skupinu v zavislosti
na povaze piinosu. VSechna probiotika musi byt bezpetna pro jejich zamyslené pouziti
(Hill et al. 2014). Vétsina z nich je zahrnuta do skupiny organismd, které zname jako bakterie
mlécného kvaseni. Obvykle jsou konzumovéany ve formé fermentovanych mléénych produkti.
K jejich vyhodam patii naptiklad zlepSeni zdravi traviciho traktu, posileni imunitniho systému,
syntetizace a zlepSeni biologické dostupnosti zivin, sniZeni pfiznakd intolerance laktozy
(Parvez et al. 2006).

Laktobacily zahrnuji nejvice charakterizovanych probiotik, jak mizeme vidét v tabulce
¢. 1, k ¢emuz piispiva to, ze jejich zastupci dokazou vyuzit velké mnozstvi sacharidu. Tato
skute€nost jim zajiStuje zvladnuti vysoce konkurenénich prostfedi jako je gastrointestinalni
trakt zvitfat. Schopnost nékterych kmenii vyuzit slozené sacharidy (pf. mlé¢né oligosacharidy
a jejich monosacharidové prekurzory), jim davéa konkuren¢ni vyhodu. To je divodem, proc je
mnoho ztéchto sacharidi povazovano =za prebiotika (Zudigaet al. 2021). Mnohé
z probiotickych mikroorganismt (jako napf. L. reuteri, Lacticaseibacillus rhamnosus (syn.
Lactobacillus rhamnosus), bifidobakterie, nékteré kmeny Lacticaseibacillus casei (syn.
Lactobacillus casei) se pouzivaji v probiotickych potravinach, zejména fermentovanych
mlécnych produktech (De Vrese & Schrezenmeir 2008). Mimoto L. reuteri spolec¢né

s Limosilactobacillus fermentum (syn. Lactobacillus fermentum), Lactobacillus helveticus
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a L. rhamnosus prokazal zvyseni oxidacni stability chlazeného jogurtu. Lze tedy fict, Ze pouziti

vybranych kmeni laktobacilt je cesta biokonzervace (Hashemi et al. 2020).

Tabulka ¢. 1. Nejéastgjsi druhy probiotik (Parvez et al. 2006; Slizewska et al. 2021).

Laktobacily Bifidobacterium sp.
Lactobacillus acidophilus B. bifidum
Lacticaseibacillus casei syn. Lactobacillus casei B. adolescentis
Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus B. animalis
Lactobacillus cellobiosus B. infantis
Latilactobacillus  curvatus syn. Lactobacillus | B. thermophilum
curvatus
Limosilactobacillus fermentum syn. Lactobacillus | B. longum
fermentum B. lactis
Lactobacillus lactic
Lactiplantibacillus plantarum syn. Lactobacillus
plantarum
Limosilactobacillus reuteri syn. Lactobacillus reuteri
Levilactobacillus brevis syn. Lactobacillus brevis
Lactiplantibacillus pentosus syn. lactobacillus
pentosus
Lentilactobacillus kefiri syn. lactobacillus kefiri
Enterococcus sp. Streptococcus sp.
Ent. faecalis S. cremoris
Ent. faecium S. salivarius
S. diacetylactis
S. intermedius

Stieva jsou osidlena piiblizné 100 biliony bakterii, ale také houbami a viry. V lidském
stfevé prevladaji kmeny Firmicutes a Bacteroidetes. Slozeni téchto mikroorganismu ovliviiuje
mnoho faktort, jako je strava, 1éky, nemoci, prostiedi. Tyto faktory zplisobuji stievni dysbiozu
a meéni skladbu mikroorganismi, coz vede k nemocem. Dysbidza byla spojena se zvySenou
propustnosti stiev, obezitou, diabetem a prinikem patogenti. Pokusem na mysSich bylo
dokézano, ze mikrobiota po 1écbé antibiotiky (po dobu 2 tydnil) neovliviiuje zdravi kosti,
ale nasledna dysbioza snizuje hustotu kosti. Pfedpokladd se, ze ubytku kostni hmoty
vyvolanému dysbidzou, 1ze predchazet uzivanim L. reuteri, ktery posili funkci stfevni bariéry
(Schepper et al. 2019).

Chronické onemocnéni dasni parodontoza, které muize vést az ke ztrat¢ zubt, je velmi

rozsifené¢ U dospé€lé populace. Hlavnimi mikroorganismy spojenymi s parodontdézou jsou
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Fusobacterium nucleatum a Aggregatibacter actinomycetemcomitans. L. reuteri diky
antimikrobialnimu G¢inku snizuje rist A. acinomycetemcomitans in vitro (Santos et al. 2020).

Déti trpici akutni gastroenteritidou, kterym byl podan doplnék ve formé probiotik
(L. rhamnosus, L. reuteri, L. casei), se snizila doba prijmu. Jogurtové kultury zlepsuji traveni
laktozy a snizuji pfiznaky nesnédsenlivosti laktézy. Tuto vyhodu zplsobuje enzym laktaza
obsazeny ve fermentovanych mléénych vyrobcich (Guarner & Malagelada 2003).

Bylo prokazano, Ze probiotika a prebiotika zabrafuji rakoviné tlustého stfeva u nékterych
zvirat, ale u lidi snizovani rizika rakoviny tlustého stieva nebylo zjisténo. Prokdzano ovSem
bylo, Ze probiotika snizuji aktivitu enzymd, které produkuji slouc¢eniny pisobici jako iniciatory
vzniku nadoru (Guarner & Malagelada 2003). Karcinogeny mohou byt piijimany, nebo
vytvafeny metabolickou aktivitou mikrobli v gastrointestinalnim traktu. Predpoklada se, ze
probiotické kultury mizou snizit jejich ptisobeni detoxikaci @ zménou prostiedi stieva, tim snizi
populace a metabolické aktivity bakterii vytvarejicich karcinogennich slou¢enin, nebo produkci
metabolitii (napf. butyrat), které danou buniku zabiji (Parvez et al. 2006).

Probiotika mohou pozitivné ovlivnit obezitu a dalsi metabolicka onemocnéni plisobenim
na metabolismus lipidi. Novy kmen L. reuteri HI120 muze transformovat linolovou kyselinu
na konjugovanou linolovou kyselinu. Jeho G¢inek na metabolismus lipidd byl studovan
U obéznich mysich. Vysledky neodhalily vyznamné zmény ve stravé, télesné hmotnosti
a hladiné triglyceridll v séru mysi. SniZily vSak vyrazné hladinu cholesterolu. Lze tedy uvazovat
o L. reuteri HI120 jako o potencialnim probiotiku, které pfisp&je k prevenci a 1écbé obezity
a hyperlipidémie (Sun et al. 2020).

Onemocnéni jater zpusobené alkoholem patii mezi nejc¢astéj$i onemocnéni jater. Alkohol
muze inhibovat  — oxidaci a zvysit syntézu mastnych kyselin. Hromadéni mastnych kyselin
V jatrech narusuje rovnovahu metabolismu lipidd. V pokusu na mySich naruSeni metabolismu
mastnych kyselin ethanolem dokazalo zvratit pfidani probiotika L. reuteri do jejich diety
(Zheng et al. 2020).

Rezistence vuci antibiotikim je jednim z nejvétSich svétovych problému tykajicich
se vefejného zdravi. Soucasnd medicina pouziva antibiotika nejen pro lé¢bu bakteridlnich
infeket, ale také jako prevenci pfi rutinnich zékrocich, zubnich zakrocich nebo také pii porodu.
Clostridium difficile je sporotvorna gram-pozitivni bakterie, ktera infikuje zejména tlusté stievo
a zpusobuje prijem s t€zkym prabéhem. Hlavnim faktorem infekce C. difficile je naruSeni
zdravého stievniho mikrobiomu §irokospektralnimi antibiotiky. Také je spojena se snizenim
rozmanitosti mikrobidlniho osidleni stfeva, coz vede k vy$§imu mnozZstvi Zlu¢ovych kyselin,

které podpoii vykliceni spor C. difficile. | pfes to se tato infekce 1€¢i antibiotiky, dochazi tedy
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k mnohocetnému opakovani. To je divodem hledani jiné terapie infekce. Studie ukazuje,
ze reuterin inhibuje C. difficile, ale neinhibuje jeji spory a kli¢eni. Déle ukazuje, ze reuterin
chrani epitelové bunky pted toxicitou C. difficile. L. reuteri se jevi jako relevantni probiotikum
k 1é¢eni infekce C. difficile (Engevik et al. 2020).

3.2.3 Metabolismus L. reuteri

Mikroorganismy Vv tenkém atlustém stfevé dokoncuji proces traveni. Jejich
metabolity jsou organické kyseliny (mlécna kyselina aoctova Kkyselina), které maji
tendenci snizovat stievni pH a tim zhorSuji podminky pro Skodlivé bakterie. Mohou také
ovlivnit ochranné funkce stfevni sliznice vcetné syntézy a sekrece antibakterialnich
peptidi amucint (Parvez et al. 2006). Biliony mikroorganismti sidlicich
Vv gastrointestindlnim traktu tvofi fadu nezbytnych ochrannych a metabolickych funkci
piispivajicich ke zdravi hostitele, které zahrnuji zpracovani potravin, traveni
nestravitelnych polysacharidii, ni¢eni patogenti asyntéza vitamint. Metabolismus
sacharidt vede k produkci kratkych fetézcti mastnych kyselin, jako je butyrat a propionat,
které poskytuji dilezity zdroj zivin (Clarke et al. 2014).

Laktobacily se rozd€luji na homofermentativni, fakultativné heterofermentativni
a heterofermentativni druhy (Génzle & Follador 2012). Homofermentativni druhy
metabolizuji sacharidy cestou Emden-Meyerhoffa. Zde z glukézy vzniknou 2 moly mlééné
kyseliny. Klicovym je pyruvat, jehoz osud zavisi na pfistupu kysliku. Kyselina mlé¢na je
hlavnim produktem pfi dostatku fermentovanych sacharidi. Heterofermentativni druhy
rozkladaji sacharidy cestou fosfoketolasy viz obrazek ¢. 1. Vysledkem tohoto kvaSeni je

mlécna kyselina, ethanol a oxid uhli¢ity (Génzle 2015).

(™) (b)
Glukoza Glukoza

l —

Fruktoza-1.6-bisfosfat Xyloza-5-fosfat

l.—\ldosa Fo sfoketoliy \

2 Tnioza-3-fosfat Trioza-3-fosfat Acetvlfosfat

|2 NAD" | 2 ADP ADP 2 NADH
| 2 NADH | 2 ATP ATP 2 NAD"

2 Pyruvat Pyruviat Ethanol
2 NADH
2 NAD* } l
2 Kyselina mlééna Kyselina mlécna

Obrazek ¢. 1. Schéma homofermentace (2) a heterofermentace glukozy (b) (upraveno podle
Giénzle 2015).
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Hlavni z&sobni polysacharid rostlin je Skrob. Sklada se z linedrni amylosy a vétveného
amylolektinu. Amyslosa obsahuje 1,4—a—glykosidoveé vazané glukozy. Amylopektin je slozen
z fetézcu rozvétvenych zhruba na kazdé desaté glukozové jednotce 1,6—a—glykosidovou
vazbou. Na degradaci Skrobu se podili a—amylasa a p-amylasa ve spojitosti se vznikem
maltodextrinu, maltézy a glukozy. Linearni nebo rozvétvené glukany tvoii $t€penim bakterie
ahouby. Piikladem je polysacharid reuteran produkovany L. reuteri. V¢tSina
heterofermentativnich laktobacilt, kam patii i L. reuteri, ma jediny aktivni enzym na maltozu
atim je maltosofosforylasa. Glukansacharasa a fruktosacharasa jsou jediné extracelularni
enzymy schopné hydrolyzy sachar6zy. Exopolysacharidy tvofené témito enzymy pfispivaji
k tvorb¢ biofilmu ve stfevé, ktery pfiispiva k odolnosti laktobacili vuci chemikaliim
a fyzickému stresu. Fosforylasa projevuje vysokou specificnost pro sachar6zu jako substrat.
Fosfolyza sachardzy je z energetického hlediska ptiznivéjsi, protoze glukdza je fosforylovana
anorganickym fosfatem, anikoli za spotfeby adenosintrifosfatu (ATP). Tato fosfatasa je
jedinym intracelularnim enzymem v L. reuteri schopnym pfeménit sachar6zu a vyznamné
pfispiva k metabolismu sacharozy utohoto druhu. Ruzné disacharidové hydrolasy nebo
disacharidfosfohydrolasy se nachazeji v L. casei, L. reuteri, Lactiplantibacillus plantarum syn.
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus johnosi, L. delbruckeii, Lactobacillus acidophilus.
Spektrum fermentace oligosacharidu zastupuji ve stievech L. reuteri a L. acidophilus (Géanzle
& Follador 2012).

Glycerol (propan—1,2,3—triol) bézné¢ najdeme ve stievé. Je k dispozici jako produkt
mikrobialni fermentace (traveni tukt, hlenu, bunék epitelu). Zastupci rodu Klebsiella,
Enterobacter, Citrobacter, Clostridium, Lactobacillus a Eubacterium halii jsou schopni
redukéné metabolizovat glycerol na 3-hydroxypropionaldehyd (3-HPA) anasledné ihned
redukovat na 1,3-propandiol (1,3-PDO), coz zpusobi 1,3-propandioldehydrogenasa béhem
rastu (Engels et al. 2016). Meziprodukt 3-HPA vyuziva enzymy kodované v jeho propandiol
operonu (pdu) (Dishisha et al. 2014). Pfeména glycerolu na 1,3-PDO a 3-hydroxypropionovou
kyselinu (3-HP) je vyvolana dehydrataci glycerolu na 3-HPA. Tato reakce je katalyzovana
enzymem B12-glyceroldehydratasou (PduCDE). Nasledujici pfeména 3-HPA na 1,3-PDO je
katalyzovana 1,3-propandioloxidoreduktasou (PduQ) a alkoholdehydrogenasou. Tato reakce je
spojena s regeneraci jednoho molu nikotinamidadenindinukleotid (NAD+) a produkovaného
molu 1,3-PDO, coz umoziiuje, aby glycerol byl nepfetrzité vyuzivan rostoucim burikami jako
elektronovy piijemce pro konverzi nikotinamidadenindinukleotid (NADH) generované béhem
metabolismu cukru a rastu bunék. Naproti tomu bunky v klidovém rezimu budou v této reakci

pokracovat pouze do doby, nez budou spotiebovany vSechny molekuly NADH dostupné
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Vv buiice. Velmi diilezité je role oxida¢ni drahy, jejimz prostfednictvim je 3-HPA oxidovéana ve
tiech stupnich. 3-HPA je enzymy propionaldehyddehydrogenasou (PduP), fosfotransferasou
(PduL) a propionatkinasou (PduW). Tudiz 3-HP s3-HP-CoA a s 3-HP-fosfat jako
meziprodukty vyuzivaji NAD+ k ziskani NAHD, coz vede k rovnovaze redoxnich ekvivalentt.
Celkové snizovani rovnovahy ekvivalenti vede ke kompenzaci produkce hydroxykyselin
a diold. Krom¢ toho koenzym A (CoA), ktery je potifebny pro syntézu 3-HP-CoA v PduP
katalyza¢nim Kroku, je pozd¢ji uvolnény v PduL Katalyzované reakci umoziujici kontinualni
regeneraci téchto dvou kofaktorii. V posledni fazi premény 3-HPA na 3-HP je ziskan jeden mol
ATP na jeden mol vzniklé 3-HP. Tento zisk ATP ¢ini tuto reakci termodynamicky pfiznivou.
Ziskané ATP v tomto kroku je vyuzito pro uvedeni do aktivniho stavu (reaktivaci) inaktivované
glyceroldehydratasy v procesu, ktery vyzaduje ATP, kation hofecnaty a adenosinkobalamin
(Dishisha et al. 2014).

Glycerol

l PduCDE

3-HPA —eelp Extracelularni 3-HP

PduP NAD+ PduQ
>
3-HP-CoA NADH 1.3-PDO

PduL¢

3-HP-fosfat
ADP

ATP

3-HP

CoA

Obrazek ¢. 2. Schéma metabolismu glycerolu v L. reuteri (upraveno podle Dishisha et al. 2014).

3.2.4 3- hydroxypropionova kyselina

Z chemického hlediska je 3-HP tfiuhlikatd, opticky neaktivni, organicka sloucenina.
3-HP je strukturalni izomer mlécné kyseliny (2- hydroxypropionové kyseliny) (Datta 1995).

Organické kyseliny maji obecnou strukturu R-COOH. Organické kyseliny s kratkym
fetézcem (C1 — C7) jsou spojovany s antimikrobialni aktivitou. Patii mezi né€ kyseliny S jednou

karboxylovou skupinou (mravenéi Kyselina, octova kyselina, propionova kyselina, maselna
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kyselina) nebo karboxylové kyseliny nesouci navic dalsi karboxylovou skupinu (nej¢astéji na
alfa uhliku), jako je mlécna kyselina, jablecna kyselina, vinna kyselina a citronova kyselina.
Organické kyseliny jsou slabé kyseliny a jsou pouze ¢asteéné disociované (Dibner & Buttin
2002). Hlavné nedisociovana forma organickych kyselin vstupuje do buiky a okyseluje
cytoplazmu mikroorganismt. Pokles pH cytoplazmy méni aktivitu enzymi a poSkozuje
strukturni proteiny a nukleové kyseliny (Mani-Lopez et al. 2012). Stejné jako jiné kyseliny, je
3-HP toxicka pro rust bunék a jejich produkci (Ashok et al. 2013).

Zastupci Lentilactobacillus spp. produkuji propionovou kyselinu in situ pfi obilnych
fermentacich (Zhang et al. 2010). Kyselina propionova a jeji soli se pouzivaji jako inhibitory
plisni Vv pekarenskych vyrobcich a patii tedy mezi povolené konzervacni latky (Moresi &
Parente 2014). Naproti tomu pouze malo studii zkoumalo konzerva¢ni potencial
3-HP (Chun et al. 2014; Sankaranarayanan et al. 2014).

Mnoho mikroorganismii muze produkovat 3-HP, bud’ jako meziprodukt, nebo jako
kone¢ny produkt metabolismu. 3-HP lze tedy biologicky vyrobit z glukézy nebo glycerolu
(Kumar et al. 2013). Existuje i n¢kolik chemickych metod pro vyrobu 3-HP z prekurzort, jako
je akrylova kyselina, lakton kyseliny 3-hydroxypropanové, 3-hydroxypropannitril,
2-propenol, 1-acetoxyethylen a 1,3-dihydroxypropan. Avsak tyto chemické procesy jsou
nebezpecné pro zivotni prostiedi, jsou Casové naroné a ndkladné, proto si ziskdva zijem
biologicka cesta (Tingirikari et al. 2016).

3-HP se pouziva pti syntéze fady prumyslovych latek, jako je akrylova kyselina,
1,3-propandiol, methylakrylat, propionlakton, malonova kyselina aakryl amid. Tyto
slouceniny se pouzivaji pro vyrobu lepidel, polymerd, vldken, plastovych obald, pryskyfic

a Cisticich prostfedki (Datta 1995; Huang et al. 2013; Tingirikari et al. 2016).

3.2.5 Reuterin

Reuterin  je antimikrobialni latka u¢inna proti mnoha patogenim, vcetné
mikroorganismiim zpisobujicim kazeni. Jeho vysoka rozpustnost ve vodé, odolnost vici teplu,
proteolyticka a lipolyticka aktivita a stabilita v Siroké skale hodnot pH, ¢ini z reuterinu idealni
pfirodni ochranu pro potraviny. Reuterin z L. reuteri DPC16 prokazal vyznamné snizeni
bakterialni populace proti gram-pozitivnim (pf. Staphylococcus aureus) a gram-negativnim (pf.
Escherichia coli) bakteriim (Gyawali & Ibrhim 2014). Reuterin udava konkuren¢ni vyhody
mistu pusobeni, napfiiklad gastrointestinalnimu traktu (Stevens et al. 2011). Hlavni

mechanismus antimikrobialni aktivity reuterinu je piedpokladiana nerovnovaha bunééného
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redoxniho stavu vyplyvajiciho z reakce 3-HPA s volnymi thiolovymi skupinami, coz zpisobuje
vycerpani glutathionu a zménu proteintl, véetn¢ funkce enzymii (Engels et al. 2016).

Produkce reuterinu byla zpoc¢atku pozorovana pouze u druhu L. reuteri, které mtizeme
najit jako soucast mikrobioty u lidi a zvifat. Nicméné bylo prokazano, ze druhy L. brevis,
Lentibactobacillus buchneri (syn. Lactobacillus bruchneri) a Loigolactobacillus coryniformis
(syn. Lactobacillus coryniformins) jsou také schopné reuterin produkovat (Bianchini &
Bullerman 2010). Dale ho midzou syntetizovat zastupci Bacillus, Citrobacter, Clostridium,
Entrobacter a Klebsiella. OvSem reuterin jako meziprodukt téchto bakterii degraduje na 1,3-
propandiol, vodu a oxid uhli¢ity. Pouze v L. reuteri je aktivita oxidoreduktasy, ktera degraduje
reuterin, dostate¢né nizka, aby se za anaerobnich podminek nahromadilo dostate¢né mnozstvi,
které je toxické pro jiné bakterie (Begunova et al. 2020).

Na obrazku ¢. 3 je vidét, ze reuterin muze tvorit dimery HPA, nebo byt hydratovan
na HPA hydrat. Reuterin mize byt také dehydratovan do toxické slouceniny akroleinu
(Vollenweider & Lacroix 2004). Akrolein byl identifikovan jako hlavni slozka zodpovédna
za antimikrobidlni aktivitu reuterinu. Kromé prospésné antimikrobidlni funkce je reuterin
spojen s procesem konjugace heterocyklickych aminti, které jsou potencialni pro biologickou

dostupnost toxickych latek v lidském stfevé (Engels et al. 2016).

HC_ OH
Ho ™4 s
+ HE’V HPA hydrat

o
/\)‘l\ /+HPA HD%«E{W
HO H -

OH

3-HPA H.O Q HPA dimer
‘ \/JJ\ )
o
H

Alkrolein

Obrazek ¢. 3. Reuterin (upraveno podle Schaefer et al. 2010).

3.3 Antimikrobialni aktivita

Bakterie, zejména bakterie mlécného kvaseni, produkuji Sirokou Skalu chemickych latek
s antimikrobialni aktivitou (Gyawali & Ibrhim 2014). Tato aktivita by mohla byt alternativou
chemickych konzervanti (jako je napf. benzoova kyselina, sorbova kyselina, dusitany,
sifi¢itany). Bakterie mlécného kvaSeni produkuji né€kolik antimikrobidlnich latek, vcetné

organickych kyseliny (mlécna Kkyselina, octova kyselina, mraven¢i kyselina, kapronova
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kyselina), oxidu uhli¢itého, peroxidu vodiku, diacetylu, ethanolu, bakteriocini a reuterinu
(Leroy & De Vuyst 2004). Slouceniny, vznikajici béhem fermentace, slouzi jako ptrekazky
pro patogeny a kazeni (Ross et al. 2002).

3.3.1 Metody stanoveni antimikrobialni aktivity

Hlavnim diivodem testovani citlivosti antimikrobialni aktivity je vhodny vybér 1€ki.
Antimikrobidlni aktivita mize byt vyhodnocena kvalitativné s oznacenim vysledku citlivy,
coz znaci, ze standardni davka je vhodna pro 1€cbu pacienta, nebo jako rezistentni, coz naopak
znadi, ze infekce nebude reagovat na antimikrobidlni ¢inidlo, a posledni moznosti je oznaceni
jako meziprodukt, kde jsou testované kmeny na hranici mezi mirn€ rezistentni a stfedné citlivé.
Meziprodukt znaci, Ze kmen muze byt inhibovan vétSimi davkami, nebo mize byt potlacen
vV mistech vétsi koncentrace ¢inidla (Collins et al. 2004).

Jeden z dilezitych problémi je bakterialni rezistence vuéi lékim. Oznalujeme ji
jako stav, pfi kterém neni nebo je snizena citlivost na antibakterialni latky. Experimentalni
stanoveni antibakteridlni aktivity je zaloZzeno na testovani postupné rostoucich koncentraci
chemické slouceniny proti zkoumanym mikroorganismiim za tUcelem zjisténi koncentrace,
pii které je rust inhibovan (Babu et al. 2009). Tti hlavni metody, které se pouzivaji pro stanoveni
antimikrobialni aktivity jsou difizni metoda, minimalni inhibi¢ni koncentrace (minimum

inhibitory concentration; MIC) a metoda bodu zlomu (breakpoints) (Collins et al. 2004).

3.3.1.1 Diskova difuzni metoda

Jiz mnoho let je diskova difuzni metoda Kirby-Bauer nejcitlivéjsi. Kirby-Bauerova
metoda pouziva inhibi¢ni zony, kde nerostou bakterie, aby byla zjiSténa uroven rezistence vici
antibiotikim (Tan 2006). Test s ¢inidly na papirovych discich patii mezi nejpouzivanéjsi
metody Vv klinickych laboratofich. Postup je jednoduchy a spolehlivy. Papirové disky
0 znamém mnozstvi antibiotik se aplikuji na desky naockované testovacim/kontrolnim
organismem. Po inkubaci se pouziva primér inhibice ristu k rozhodnuti, zda je kmen nachylny
ke zkousenému cCinidlu. Metody kontroly variaci se rozdéluji do dvou skupin: srovnavaci
metody a standardizované metody (Collins et al. 2004).

Ve srovnavacich metodach se velikost zony zkuSebniho kmene porovnava s kontrolnim
kmenem. Piedpoklada se, Ze zmény pii zkousce ovliviiuji zkusebni a kontrolni kmeny, a tim je
rusi. Nestandardizace a obtiznost vybéru vhodnych ovladacich prvki déla tuto metody méné

spolehlivé nez standardizované metody (Collins et al. 2004).
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Ve standardizovanych metodach jsou vSechny podrobnosti doporu¢eny v mezinarodni
studii testovani citlivosti. Priméry zon pochazi z tabulky velikosti bodu zlomu. Velikosti zon
jsou definované z analyzy velikosti zony MIC S minimalizaci chyb a studiem distribuce

citlivosti riiznych druhd. Tyto rozdilné metody muzou byt kombinovany (Collins et al. 2004).

3.3.1.2 Minimalni inhibi¢ni koncentrace

MIC je definovano jako nejnizSi koncentrace cinidla, ktera inhibuje viditelny rtst.
V minimalnich inhibi¢nich koncentra¢nich metodach se stanovuje citlivost organismu
na sériové dvoji fedéni ¢inidel v agaru, nebo vyvaru viz obrazek ¢. 6. V klinickych laboratofich
se metody MIC pouzivaji k testovani organismu, U kterych neni jednoznacny vysledek
v diftzni zkouSce, nebo diskovy test miiZze byt nespolehlivy. Minimalni baktericidni
koncentrace (MBC) je nejnizsi koncentrace, ktera brani rustu (Collins et al. 2004) a snizi
099,9 % pocate¢ni mikrobialni hustotu (Andrews 2001). MBC je komplementarni k MIC.
V MIC je nejniz8i uroven antimikrobialni latky, kterd inhibuje rust bakterii, zatimco MBC

stanovuje nejnizsi aroven latky, ktera zptisobuje mikrobialni smrt (French 2006).

Obrazek €. 4. Schéma postupu stanoveni MIC.

Pro stanoveni testu MIC/MBC se nejprve piipravi dvojnasobné sériové fedéni zkusSebnich
sloucenin a jedno antibiotikum pro kontrolu kvality. V dalsim kroku (2) se vytvofi inokulum
odebranim né¢kolika kolonii z agarové desti¢ky. Pfipravi se McFarlanduv standard a nasleduje
fedéni tohoto standardu do média. Inokulum pfeneseme do mikrotedici desticky, kde je pfipravena
sériové nafedéna zkuSebni sloucenina (3). Takto pfipravena desticka se inkubuje. Po inkubaci
se zjisti hodnota MIC (4). V dalsim kroku (5) se zjistuje MBC prenesenim na vhodné agarové
médium. Nasleduje inkubace a kontrola kolonii pro stanoveni MBC.

zdroj: emerypharma.com

Jinou kvantitativni formu testovani ptredstavuje E-test. Testovani probihd na komercné
dostupnych plastovych prouzcich 50 mm x 5 mm se suSenym exponencialnim antimikrobialnim

gradientem na jedné stran¢ a stupnici MIC na druhé stran¢ (Collins et al. 2004).

19



3.3.1.3 Metoda bodu zlomu (breakpoint)

Tato metoda je podobna MIC. Rozdil je v tom, Ze se zkousSi pouze jedna, nebo dvé
koncentrace. Koncentrace vybrané pro testovani jsou hrani¢ni hodnoty oddé€lujici rtuzné
kategorie citlivosti. Koncentrace s jednim bodem zlomu ristu oznacujeme jako rezistentni
a s zadnym rastem jako citlivy. Tato metoda byva v poslednich letech oblibenéjsi nez diskova
diftzni metoda. Testy bodu zlomu jsou vhodné pro automatizované zaockovani a Cteni testi

(Collins et al. 2004).

3.3.1.4 Faktory ovliviwgjici antimikrobialni testovani

Prvnim z faktor ovliviiujicich antimikrobialni testovani je médium. Médium by mélo
podporovat pfirozeny rlist organismi azaroveii by nemélo obsahovat antagonisty
antimikrobidlni aktivity nebo latky, které mohou inaktivovat mikrobidlni ¢inidla. U difuznich
testi se méni velikost zony s hloubkou média (agar by mél byt rovhomérné rozprostien
do hloubky 4 + 0,5 mm). Hodnota pH ovliviiuje rychlost ristu mikroorganismu, ¢imz nepiimo
ovlivituje jejich citlivost. Pii inkubaci muze oxid uhli¢ity snizovat pH, které mtze ovlivnit
aktivitu nékterych latek. Svou roli hraje také velikost inokula. Plati, ze vé&tsi inokulum snizuje
nachylnost k latkam jak v difuznich, tak v fedicich testech. Je nezbytna standardizace inokula.
Plno problémi mize pisobit nespravné zachazeni s komeréné vyrabénymi disky, na které timto
vlivem nésledné ptisobi vlhkost. Disky by se mély uchovévat ve tmé¢ a nadoby na uchovani by
mély obsahovat vysousedlo. Idealni teplota uchovavani diskl je méné nez 8 °C. Pfed otevienim
by mély byt zahtaty na pokojovou teplotu, aby se predchézelo kondenzaci vody na discich.
Vysledek ovlivituje zptisob ¢teni vysledkl. Pokud necte vysledek automatizovany systém,

muze vysledek byt subjektivné zkreslen (Collins et al. 2004).
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4 Metodika

Cilem této prace bylo testovat antimikrobialni aktivitu 3-HP proti gram-pozitivnim
a gram-negativnim kmentim pfi nizkém pH. Prakticka ¢ast bakalarské prace se sklada ze dvou
Casti. Prvni ¢ast je vénovana testovani minimalni inhibi¢ni koncentrace 3-HP, ktera je stanovena
pomoci metody fedéni za pouziti 96-ti jamkové desticky. MIC bylo srovnavano s MIC
propionové kyseliny pii pH 6,5; 5,5 a 4,8, protoze propionova Kyselina a 3-HP jsou strukturné
podobné a maji podobné disociac¢ni konstanty (pK). Kyselina propionova ma pK 4,88 a 3-HP
ma pK 4,5. Druhéd ¢ast je zaméiena na zkoumani rustu vybranych kment v pfitomnosti
glycerolu. Tento rist a vyuziti glycerolu je zaroven predpokladem pro tvorbu 3-HP. Méfeni
produkce 3-HP neni soucasti této prace a mnou naméiena data budou v ¢asti diskuse porovnana

s vysledky naméfenymi na katedie (Liang et al. 2021).

4.1 Charakteristika pouzitych kmenu

K testovani byly pouzity bakteridlni kmeny ze sbirky Katedry mikrobiologie, vyzivy
a dietetiky, CZU v Praze, dale z laboratofe potravinaiské mikrobiologie na Albertské univerzité
(FUA, Kanada), z Némecké sbirky pro mikroorganismy abunééné kultury (DSMZ),
z Americké sbirky typové kultury (ATCC) az Ceské sbirky mikroorganismii (CCM,
Masarykova univerzita Brno). Jednalo se o7 kmend Limosilactobacillus reuteri syn.
Lactobacillus reuteri, kmen Levilactobacillus brevis syn. Lactobacillus brevis, kmen
Furfrilactobacillus rossiea syn. Lactobacillus rossiae, 4 kmeny Escherichia coli a4 kmeny

Bifidobacterium. Sbirkové oznaceni a ptivod kmeni je uveden v tabulce €. 2.

Tabulka 1. Pouzité bakterialni kmeny.

Druh kmen pivod Druh kmen pivod
L. reuteri DSM 20016 Slovek E. coli Nissle -
. . ATCC i~
L. reuteri CCM 3625 - E. coli 25929 Sloveék
L. reuteri J3 - E. coli 1 ¢lovek
L. reuteri FUA 3400 kvasek E. coli 2 Clovek
L. reuteri | FUA 3400 ApduCDE - B. animalis Danone -
L. reuteri 1 - B. longum subsp. infantis| INFNUT stievo
kojence
L. reuteri 2 - B. bifidum B10 ¢lovek
L. brevis CCM 3805 lidske B. bifidum B29 glovek
vykaly
F. rossiae DSM 15814 kvasek
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4.2 Priprava kultiva¢nich medii

Kultivaéni média byla pfipravena dle pokynt dodavatele (Oxoid, Ceska republika),
popfipadé¢ byla obohacena o dalsi ingredience, které jsou zde uvedeny. Média byla
pripravovana bud’ ve formeé agaru nebo tekutého média (broth). Bylo pfipraveno médium MRS,
kde bylo v destilované vodé rozpusténo 52 g/l v ptipadé brothu a 62 g/l v piipad¢ agaru.
Pro piipravu média Nutried Broth Nr. 2 bylo v destilované vod¢ rozpusténo 25 g/l v piipadé
agaru a28 g/l vptipad¢ brothu. Médium Wilkins Chalgren (33 g/l v piipadé brothu, 43
g/l v piipadé agaru) bylo obohaceno s6jovym peptonem v koncentraci 5 g/l, dale byl piidan
cystein (0,5 g/l) a tween 1 ml/l. Druha sada médii byla upravena na pH 4,8 a 5,5 za pouziti HCI.

Vsechna média byla sterilovana v autoklavu.

4.3 Priprava roztoku 3-HP a propionové kyseliny

Molarni hmotnost 3-HP je 90 g/mol. 3-HP byla k dispozici ve formé 30% roztoku.
To znamena 300 g/1. Pracovni roztok: 33,3 mM (fedéno 1 : 100) = 25 ul v 2,5 ml.

Molarni hmotnost propionové kyseliny je 74 g/mol. Jeji hustota je 0,993 g/ml = 993 g/I1.
Pracovni roztok: 60 mM (fedéno 1 : 223) =44 pl v 10 ml.

4.4 Priprava pracovnich kultur

Zmrazené bakterialni kultury byly vyjmuty z mrazaku, kde byly uchovavany pii teploté
—80 °C. Vzorky byly inokulovany na Petriho misku s agarem. Misky byly inkubovany pfi
teploté 30 °C nebo 37 °C po dobu 24 hodin Vv zavislosti na druh (viz tabulka €. 3). Nasledovala
piiprava kultury v tekutém médiu. Byla vybrana jedna kolonie z agarové plotny. Opét piisla na
fadu inkubace v 30 °C nebo 37 °C po dobu 24-48 hodin (viz tabulka ¢. 3). Anaerobni kultivace
probihala ve specialnich nadobach s vyvije¢i anaerobniho prostiedi (AnaeroGen, Oxoid). Po
uplynulé dobé byl pfenesen 1 ml vzorku do zkumavky Eppendorf. Vzorky byly odstfedény pii
centrifuga¢nim zrychleni 5000 po dobu 5 min. Tekutina nad sedimentem (supernatant) byla
odstranéna a nahrazena jednim mililitrem Cerstvého média. Po promichani vznikla pracovni

kultura.
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Tabulka 2. Podminky ristu testovanych bakterii.

Druh Médium Teplota ristu (°C)  Aerobni/anaerobni
Escherichia coli Nutrient broth/agar 37 Aerobni
Laktobacily MRS broth/agar 30 nebo 37 Anaerobni
Wilkens-Chalgren se
Bifidobacterium sb6jovym peptonem 37 Anaerobni
broth/agar

4.5 Test minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)

K testu minimalni inhibi¢ni koncentrace 3-HP byly pouzity 96-ti jamkové sterilni PCR
desticky a metoda fedéni. Jako indikatorové kmeny byly pouzity vybrané gram-pozitivni
(L. reuteri 1, L. reuteri 2, B. longum subsp. infantis INFNUT, B. animalis — Danone, B. bifidum
B10, B. bifidum B29) a gram-negativni bakterie (E. coli Nissle, E. coli ATCC 25922, E. coli 1,
E. coli 2). Desticky byly naplnény nasledujicim zpisobem:

1. Vicekanalovou pipetou bylo pteneseno do kazdé jamky 120 pl sterilniho média.

2. Bylo pfidano 120 ul média, které mélo upravené pH na hodnoty 6,5; 5,5 a 4,8.

3. Poté bylo napipetovano do prvni poloviny desti¢cky 120 ul 3-HP (33,3 mM) a do druhé

120 ul propionové kyseliny (60 mM). Kromé prvniho, ktery byl ponechéan
jako negativni kontrola, zde bylo tedy pouze médium.

4. Nasledovalo fedéni od druhého tadku po sedmy. Osmy byl ponechan jako pozitivni

kontrola, kde bylo pouze médium a pracovni kultura.

5. Do testovacich sloupcii od druhého po osmy bylo piidano 50 pl pracovni kultury.

Nasledné byla desti¢ka inkubovana. Pomoci ¢tecky byla stanovena opticka denzita pii 600 nm.

4.6 Tvorba 3-HP béhem rustu laktobacila

Pro zjisténi tvorby 3-HP béhem rtstu Vv pfitomnosti glycerolu byly pouzity vybrané
reuterin-pozitivni (L. reuteri DMS 20016, L. reuteri FUA 3400, F. rossiae DMS 15814)
a reuterin-negativni laktobacily (L. reuteri FUA 3400 ApduCDE, L. reuteri J3, L. reuteri CCM
3625, L. brevis CCM 3805), u kterych byla sledovana opticka denzita.

250 pl pracovni kultury bylo pifevedeno do zkumavek typu Hungate, kde bylo 10 ml
¢isttho MRS média a do stejnych zkumavek s 10 ml MRS média obohacen¢ho o glycerol

o koncentraci 110 mM nebo 55 mM. Vzorek byl inkubovan akazdou hodinu byla
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sledovana jeho opticka denzita méfena v denzitometru McFarladn DEN1-B (Biosan, Lotyssko)
po dobu 7 hodin a nasledné po 24 hodinach. Pokus byl opakovan tiikrat. Obdobné byl tento
pokus realizovan pracovniky katedry, kdy byly supernatanty zpracovany a metabolity véetné

3-HP detekovany a kvantifikovany, detailné popsano v Liang et al. (2021)

5 Vysledky

5.1 Vysledky minimalni koncentrace inhibice

Celkem bylo testovano 10 kment, z toho 4 gram-negativni kmeny (E. coli 1, E. coli 2,
E. coli Nissle, E. coli ATCC 25922) a 6 gram-pozitivnich kment (L. reueri 1, L. reruteri 2,
B. animalis — Danone, B. longum subsp. infantis INFNUT, B. bifidum B10, B. bifidum B29).

Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) 3-HP a propionové kyseliny bylo
provedeno metodou fedéni a nasledné byla ze spektrofotometricky naméfenych dat zjisténa
minimalni inhibiéni koncentrace, ktera je potiebna k potlaceni rastu 0 50 % (MIC50). Méteni
probihalo bohuzel jen vjedné kopii aznaméfenych dat je patrné, ze je zde celd fada
nepiesnosti, ktera mohla vzniknout chybou Vv pipetovani, kontaminaci a vlivem dalSich faktort
béhem procesu kultivace vzorkli. VSechna naméfend data jsou uvedena v pfilohach prace
(tabulka ¢. 5.). Nékteré kmeny nebo varianty kment v ramci testovani nenarostly. Vysledky,
kde byla patrna chyba v experimentu, byly z hodnoceni vyfazeny.

Z vysledki je patrné, ze samotny producent 3-HP L. reuteri neni inhibovan Vv rdstu
pritomnosti 3-HP a MIC50 byla namétena u 3-HP >33,3 mM, u propionové kyseliny >60 mM.

V ptipadé dalSich testovanych gram-pozitivnich bakterii jsou vysledky dost variabilni
(viz tabulka ¢. 4.). MIC50 se u bifidobakterii mirn¢ lisila v zavislosti na hodnoté pH, bohuzel
zde nebyl zaznamenan jednotny trend, a druhové a kmenové rozdily vSak byly vyznamng;jsi.
Nejvice se odliSoval kmen Bifidobacterium animalis — Danone, coz muze byt zpusobeno
chybou experimentu, anebo tim, ze tento kmen se obecné velmi 1isi od ostatnich bifidobakterii
kultivaénimi naroky (dobry rist, rast i v pfitomnosti mensiho mnozstvi kysliku) a je tedy hojné
vyuzivany v potravinaistvi. Naproti tomu ostatni testované bifidobakterie byly lidské izolaty,
které vyzaduji striktn¢ anaerobni podminky a jsou citlivé na celou fadu faktori.

V piipad¢ gram-negativnich E. coli byly testovany 4 kmeny, a i ptes to, ze nékteré kopie
nenarostly, tak vysledky maji celkem jednotny trend, kdy potfebna MIC50 klesa s hodnotou
pH, coz byl piedpoklad testovani. Tento trend je spole¢ny jak pro propionovou kyselinu,
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tak pro 3-HP, jen kmen E. coli Nissle vykazoval stejnou hodnotu MIC50 bez ohledu na pH.

Detekovany ucinek propionové kyseliny a 3-HP byl obdobny.

Tabulka ¢. 3. Minimalni inhibiéni koncentrace inhibujici 50 % rastu (MIC50).

Testovany kmen Propionova kyselina 3-HP

Gram (-) pH6,5 | pHS,5 pH 4,8 pH 6,5 pH 5,5 pH 4.8
Escherichia coli 1 7.5-15 |1.88-3,75| <1.,88 NG NG NG
Escherichia coli 2 15-30 | 3,75-7.5 NG NG NG NG
Escherichia coli Nissle 7,5-15 8,33-16,65
Escherichia coli ATCC 25922 X | x [ 7515 | 1665-33.3 | 8.33-16.65
Testovany kmen Propionova kyselina 3-HP

Gram (+) pH 6,5 | pHSS | pHA4S pH65 | pHSS | pH4S
L. reuteri (1) =60 >333
L. reuteri (2) =60 >333
Bifidobacterium animalis - Danone 30-60 =333
Bifidobacterium longum subsp. infant| X 3.75-7.5| 7.5-15 X 8.33-16.65 | 2,08-4.17
Bifidobacterium bifichim (B10) X 3.,75-7.5 NG 8.33-16.65 | 4.17-8,33 NG
Bifidobacterium bifidum (B29) X 7.5-15 =60 X 4,17-8,33 =60
Vysvétlivky:

NG — kultura nenarostla
X —nepouzitelny vysledek
Cervené znatené = nestandardni vysledek

5.1.1 Vysledky tvorby 3-HP béhem riistu laktobacilu

Byly testovany druhy reuterin-pozitivni (L. reuteri FUA 3400, L. reuteri DMS 20016,
F. rossiae DSM 15814) a reuterin-negativni (L. reuteri FUA 3400 ApduCDE, L. reuteri J3,
L. reuteri CCM 3526, L. brevis CCM 3805). Byl pozorovan jejich rist v médiu za pfitomnosti
rizné koncentrace glycerolu po dobu 24 hodin. V pravidelném casovém odstupu probé&hlo
méfeni optické denzity. Bylo zjisténo, Ze pritomnost glycerolu rust pozorovanych laktobacilt
neovlivnila. Mozna nepatrné nizsi opticka denzita byla zaznamenana v pfitomnosti glycerolu
u L. reuteri FAU 3400, J3, a CCM 3526, dale pak u L. brevis CCM 3805. Na obrazku ¢. 7 je
grafické zndzornéni pribchu zmeény optické denzity. Nicméné rychlost rhstu jednotlivych
kmeni se liSila. Z grafi je patrné, Ze mezi kmeny byly rozdily v rychlosti rastu. Kdy u kmene
L. reuteri FUA 3400 ApduCDE a F. rossiae DSM 15814 doslo k zaznamenani nartstu optické
denzity, atedy ristu az po 5 hodinach od pocatecni inokulace a méteni denzity. V piipadé

ostatnich kment to bylo zhruba po 2-3 hodinach.
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Limosilactobaciflus reuteri FUA 3400 Limosilactobacillus reuteri FUA 3400
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Obrazek ¢. 5. Rist reuterin-pozitivnich a reuterin-negativnich laktobacild v pribéhu 24 hodin

inkubovanych pfi teploté 37 °C.
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6 Diskuze

Kmeny Limosilactobacillus reuteri se pouzivaji jako startovaci a bioprotektivni kultury.
Ptispivaji ke konzervaci potravin produkci fermentacnich metaboliti mlécné kyseliny, octové
kyseliny a reuterinu. Reuterin se sklada z akroleinu a 3-hydroxypropionaldehydu (3-HPA),
které 1ze dale metabolizovat na 1,3-propandiol a 3-hydroxypropionovou kyselinu (3-HP).
Zatimco reuterin byl pfedmétem mnoha vyzkumi, ptispévek 3-HP k antimikrobialni aktivité

reuterinu souvisejicich s potravinami neni pfili§ znam (Laing et al. 2021).

6.1 Minimalni inhibi¢ni koncentrace 3-HP

V pribéhu tizené fermentace potravin bakteriemi mlécného kvasSeni klesa pH z témét
neutrdlniho na pH <5 a predpoklada se, ze to zvysSuje antimikrobialni aktivitu organickych
kyselin. Organické kyseliny a jejich soli jsou povazovany za slabé Kkyseliny, coZ znamena,
ze se plné€ nerozkladaji (nedisociuji) ve vode¢, ale v zavislosti na pH prostfedi. Snizeni pH vede
k vys$si koncentraci protond, snizeni polarity molekuly azvySeni difuze kyseliny pies
membranu do cytoplazmy. Nedisociovana forma organické kyseliny difunduje mikrobialni
membranou a kyselé prostfedi posSkozuje enzymy bunky. Jiz dfive bylo prokédzano u mlécné
kyseliny, octové kyseliny a propionové Kkyseliny, ze antimikrobialni aktivita organickych
kyselin se zvySuje s klesajicim pH. Tento ucinek je pfipisovan disociaci slabych kyselin
v zavislosti na pH (Gerez et al. 2009; Mani-Lopez et al. 2012). Proto jsme testovali aktivitu 3-
HP a propionové Kkyseliny v zavislosti na pH pomoci testu dvojnasobného fedéni v médiu
upraveném na pH 6,5; 5,5 a4,8. Tento trend se potvrdil ugram-negativni E. coli.
U bifidobakterii se mirné lisila MIC50 v zavislosti na pH. OdliSoval se kmen Bifidobakterium
animalis — Danone, kde bylo naméteno MIC50 pro propionovou kyselinu v rozmezi 30-60 mM
a 3-HP >33 mM, z ¢ehoz vyplyva jeho vyhoda pro vyuziti v potravinaistvi. Bifidobakterie se
Casto pouzivaji jako probiotikum do fermentovanych mlé¢nych vyrobkl. Musi piekonat kyselé
pH Zaludku béhem cesty gastrointestinalnim traktem. Byly studovany mechanismy, které jsou
zakladem adaptace B. longum. Ukéazalo se, Ze pfizpusobeni na nizké pH, zahrnuje zmény
v glykolytickém toku a ve schopnosti regulovat vnitini pH (Sanchez et al. 2007).

Disociacni konstanta 3-HP je 4,51 a propionové kyseliny je 4,87. 3-HP je tedy silngjsi
kyselina nez propionova kyselina a diive bylo pozorovano, ze rast E. coli byl inhibovan
organickymi kyselinami pfi neutralnim pH v zéavislosti na disociacni konstanté (Chun et al.
2014). Ocekavali jsme tedy vyssi MIC 3-HP se srovnani s propionovou kyselinou pii stejném

pH. Avsak MIC propionové kyseliny a 3-HP proti testovanym bakteriim byl obdobny, coz
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naznacuje, ze mechanismy, které ovlivnily inhibici bakterii, jsou jiné nez membranova
propustnost nedisociovanych organickych kyselin. Bakterie mlécného kvasSeni se setkavaji
s kyselym prosttedim, proto si musely vyvinout rizné mechanismy ke zlepSeni odolnosti vici
kyselinam (Wang et al. 2018). Tato skutecnost je ¢ini idedlnimi startovacimi kulturami.
L. reuteri nebyl inhibovan pfitomnosti vice jak 60 mM propionové Kyseliny a 33 mM 3-HP
bez rozdilu hodnoty pH. Také studie Liang et al. (2021) testovala antimikrobialni aktivitu
3-HP, kde se ukazalo, ze 3-HP pisobi antibakterialné v zavislosti na pH s podobnou aktivitou
jako propionova Kyselina. Avsak 3-HP neinhibovala kvasinky a houby zpisobujici kazeni.
Také v této studii bylo zjisténo, ze antimikrobidlni aktivita 3-HP a akrolein plisobi synergicky

a pravdépodobné se tvoii soucasné pii péstovani laktobacilli metabolizujicich glycerol.

6.2 Tvorba 3-HP béhem riustu laktobacila

Vliv gluk6zy na metabolismus glycerolu, zejména na 3-HPA a jeho akumulaci klidovymi
bunkami L. reuteri, byl zkouman. ZvySeny metabolismus pozitivné koreloval s koncentracemi
glukozy (Liithi-Peng et al. 2002). Abychom zjistili, zda se soucasné tvoii 3-HP, porovnali jsme
rast za piitomnosti glycerolu reuterin-pozitivnich a reuterin-negativnich bakterii. Z naSich
vysledkl vyplyva, Ze ptitomnost glycerolu neovlivnila rastovy profil testovanych bakterii.
Na druhou stranu byly detekovany rozdily ve slozeni supernatantu. Pracovniky katedry byly
detekovany metabolity v supernatantech. Ukazalo se, ze pfitomnost 110 mM glycerolu
vyznamné zvysila tvorbu acetatu L. reuteri FUA 3400, zatimco L. reuteri DMS 20016 vytvotil
vys§i hladiny acetatu s obéma koncentracemi glycerolu (55 i 110 mM). Tvorba 1,3-PD byla
reuterin-pozitivnich kment 1,3 — 2,6krat vyssi v piitomnosti 110 mM glycerolu se srovnani
s55 mM glycerolu. 3-HP byla detekovana ukmend reuterin-pozitivnich, které byly
kultivovany v pfitomnosti 110 mM glycerolu (Liang et al. 2021), coZ potvrzuje potencial

uvolnéni 3-HP béhem ristu reuterin-pozitivnich bakterii za pfitomnosti glycerolu.
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7 Zavér

e Pouze malo studii zkoumalo antimikrobidlni aktivitu 3-HP, proto bylo cilem této prace
jeji testovani.

e Celkem u 10 kmenl byla stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace potfebna
Kk potlaceni 50 % rtstu gram-pozitivnich a gram-negativnich bakterii. Pfedpokladali
jsme, ze 3-HP je antimikrobialn¢ aktivni proti gram-pozitivnim a gram-negativnim
indikatorovym kmentm pfi nizkém pH. Tato vyvojova tendence byla potvrzena
u gram-negativnich kment E. coli. U bifidobakterii se minimalni inhibi¢ni
koncentrace lisila v zavislosti na hodnoté¢ pH pouze mirn¢, ale bohuzel zde nebyl
zaznamenan jednotny trend. Bylo zjisténo, Ze samotny producent 3-HP L. reuteri neni
inhibovan v riistu v neutralnim prostfedi ani Vv prostfedi se snizenou hodnotou pH.
Bohuzel je nutné podotknout, ze tento experiment probihal pouze v jedné kopii a byla
zaznamenana cela fada nepiesnosti, které mohly byt zptisobené kontaminaci, chybou
V pipetovani a dal$imi faktory béhem procesu kultivace vzoru.

e Dile bylo sledovano, zda se tvofi 3-HP béhem rustu bakterii v pfitomnosti glycerolu.
Ukézalo se, ze rustovy profil to nikterak neovlivni, ale sloZzeni metabolitl
v supernatantu ano. U reuterin-pozitivnich kmena za pfidani 110 mM glycerolu vznika
3-HP.

e Ukazuje se, ze 3-HP produkovana reuetrin-pozitivnimi laktobacily, by mohla byt dalsi

z antimikrobidlnich latek vyuzivanych v potravinafstvi.
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9 Samostatné prilohy

Tabulka ¢. 5. Uplna naméfena data minimalni inhibi¢ni koncentrace inhibujici 50 % ristu
(MIC50) propionové kyseliny (PA) a 3-hydroxypropionové kyseliny (3-HP).

Escherichia coli 1
PA pH 6,5 pH 5,5 pH 4,8 3-HP pH65 | pH55 | pH4,8
- 0,0465 0,0498 0,0488 - 0,0491 | 0,0483 | 0,0454
1,88 mM 0,4238 0,3714 0,1611 1,04 mM 0,0474 | 0,0473 | 0,0474
3,75 mM 0,4393 0,1746 0,1286 2,08 mM 0,0453 | 0,0471 | 0,0457

7,5 mM 0,4715 0,0909 0,0782 4,17 mM 0,0453 | 0,0459 | 0,0469
15mM 0,2056 0,0576 0,0558 8,33 mM 0,0457 | 0,0452 | 0,0453
30 mM 0,0627 0,0582 0,0586 16,65 mM 0,0466 | 0,0455 | 0,0458
60 mM 0,0522 0,0559 0,0546 33,3 mM 0,0448 | 0,0444 | 0,0415
+ 0,5301 0,4717 0,3664 - 0,0446 | 0,0417 | 0,0432
50% 0,2651 0,2359 0,1832

MIC50 (mM) | 7,5-15 | 1,88-375 | <1,88 | MICSO(mMM) | NG | NG | NG
Escherichia coli 2

PA pH65 | pH55 | pH48 3-HP pH65 | pH55 | pH4,8
- 0,0457 | 0,0499 | 0,0492 - 0,0485 | 0,0481 | 0,0477
1,88 mM 0,425 0,451 | 0,3081 1,04 mM 0,0477 | 0,0509 | 0,0494
3,75 mM 0,4075 | 0,3082 | 0,2364 2,08 mM 0,0463 | 0,046 | 0,0385
75mM 0,4373 | 0,1236 | 0,1163 4,17 mM 0,0465 | 0,0457 | 0,0435
15 mM 0,3024 | 0,0564 | 0,0607 8,33 mM 0,0458 | 0,0463 | 0,0462
30 mM 0,0702 | 0,0591 | 0,0597 16,65 mM 0,0459 | 0,0451 | 0,0481
60 mM 0,0548 | 0,0555 | 0,0468 33,3mM 0,0461 | 0,0474 | 0,0482
5 0,494 | 04731 | 0,0444 i 0,0464 | 0,0453 | 0,0449
50% 0,247 0,237
MIC50 (mM) | 15-30 | 37575 | NG MICSOMM) | NG | NG | NG

Bifidobacterium animalis - Danone

PA pH65 | pH55 | pH 4,8 3-HP pH65 | pH55 | pH 4,8

- 0,3248 | 0,0751 | 0,0653 - 0,3859 | 0,0743 | 0,0645

1,88 mM 0,5987 | 0,5915 | 0,5077 1,04 mM 0,5562 | 0,5633 0,489

3,75 mM 0,478 0,4833 | 0,4562 2,08 mM 0,4768 | 0,4868 | 0,4692

7,5mM 0,3214 | 0,3648 | 0,3783 4,17 mM 0,4721 | 0,3448 | 0,3331

15 mM 0,5702 0,535 0,5224 8,33 mM 0,5016 | 0,4727 | 0,4611

30 mM 0,4828 | 0,5239 | 0,5729 16,65 mM 0,4176 | 0,4257 | 0,4817

60 mM 0,1209 | 0,1172 0,103 33,3 mM 0,453 0,4504 [ 0,2564

+ 0,619 | 0,6231 | 0,5404 + 0,5848 | 0,6487 | 0,5418

50% 0,3095 | 0,31155 | 0,2702 50% 0,2924 | 0,32435 | 0,2709
MIC50 (mM) 30-60 MIC50 (mM) > 33,3

Vysvétlivky:

NG — kultura nenarostla
X —nepouzitelny vysledek pro dalsi interpretaci
Cervené znagené = nestandartni vysledek



Tabulka ¢. 5. Uplna naméfena data minimalni inhibi¢ni koncentrace inhibujici 50 % ristu
(MIC50) propionové kyseliny (PA) a 3-hydroxypropionové kyseliny (3-HP).

Bifidobacterium longum subsp. infantis INEFNUT
PA pH65 | pH55 | pH4,8 3-HP pH65| pH55 pH 4,8
- 0,3412 | 0,0738 | 0,0672 - 0,3789 0,0747 0,0652
1,88 mM 0,4662 | 0,5229 | 0,3339 1,04 mM 0,4658 0,501 0,241
3,75 mM 0,2384 | 0,3412 | 0,2062 2,08 mM 0,243 0,3584 0,2151
7,5 mM 0,2362 | 0,2426 | 0,1577 4,17 mM 0,247 0,3742 0,1512
15 mM 0,3936 | 0,2157 | 0,1391 8,33 mM 0,4956 0,3621 0,1402
30 mM 0,2323 | 0,1264 | 0,1055 16,65 mM 0,3325 | 0,2069 0,1099
60 mM 0,1054 | 0,108 | 0,1044 33,3mM 0,1227 0,1095 0,0979
+ 0,4413 | 0,4959 | 0,2935 + 0,3788 | 10,4896 0,3245
50% 0,22065 | 0,24795 | 0,14675 50% 0,1894 | 0,2448 0,16225
MIC50 (mM) X 3,75-75| 7,5-15 | MIC50 (mM) X 8,33-16,65 | 2,08-4,17
Bifidobacterium bifidum (B10
PA pH65 | pH55 [pH 48 3-HP pH 6,5 pH55 [pH48
- 0,3507 | 0,0768 | 0,0722 - 0,3499 0,085 | 0,0676
1,88 mM 0,1804 | 0,2815 | 0,0882 1,04 mM 0,2517 0,2271 | 0,0979
3,75mM 0,2143 | 0,1736 | 0,0919 2,08 MM 0,2654 0,1887 | 0,0848
7,5 mM 0,188 | 0,1112 | 0,0832 4,17 mM 0,2449 0,1435 | 0,0798
15 mM 0,0968 | 0,0799 | 0,073 8,33 mM 0,1875 0,0999 | 0,0809
30 mM 0,072 | 0,0785 | 0,0742 16,65 mM 0,0945 0,0835 | 0,0806
60 mM 0,068 | 0,0795 | 0,075 33,3 mM 0,0751 0,1057 | 0,0875
+ 0,2653 | 0,2228 | 0,0788 + 0,2485 0,2276 | 0,0837
50% 0,13265 | 0,1114 50% 0,12425 0,1138
MIC50 (mM) X 3,75-75 | NG MIC50 (mM) | 8,33-16,65 | 4,17-8,33 | NG
Bifidobacterium bifidum (B29)
PA pH65 | pH55 | pH4,8 3-HP pH65 | pH55 | pH48
- 0,3356 | 0,0747 | 0,0712 - 0,4159 0,0776 0,0699
1,88 mM 0,3068 | 0,2752 | 0,1523 1,04 mM 0,3427 0,2569 0,1025
3,75 mM 0,2851 | 0,2238 | 0,1141 2,08 mM 0,3035 0,2625 0,1161
7,5 mM 0,2215 | 0,1551 | 0,1005 4,17 mM 0,2977 0,2095 0,0914
15 mM 0,1385 | 0,1026 | 0,0826 8,33 mM 0,2259 0,1285 0,0849
30 mM 0,1017 | 0,0857 | 0,0812 16,656 mM | 0,1278 0,1094 0,0792
60 mM 0,0769 | 0,0825 | 0,0746 33,3 mM 0,0971 0,0866 0,0836
+ 0,3234 | 0,2228 | 0,1181 + 0,3723 0,2803 0,1182
50% 0,1114 | 0,05905 50% 0,14015 | 0,0591
MIC50 (mM) X 7,5-15 > 60 X 4,17-8,33 > 60
Vysvétlivky:

NG — kultura nenarostla
X —nepouzitelny vysledek pro dalsi interpretaci
Cervené znagené = nestandartni vysledek




Tabulka &. 5. Uplna naméfena data minimalni inhibiéni koncentrace inhibujici 50 % ristu
(MIC50) propionové kyseliny (PA) a 3-hydroxypropionové kyseliny (3-HP).

Escherichia coli Nissle
PA pH65 | pH55 | pH4,8 3-HP pH65 | pH55 | pH4,8
- 0,0452 | 0,2932 | 0,0469 - 0,0446 | 0,2601 | 0,7449
1,88 mM 0,8079 | 0,7767 0,812 1,04 mM 0,6092 | 0,6435 | 0,6621
3,75 mM 0,703 | 0,8604 | 0,7697 2,08 mM 0,591 | 0,7272 | 0,7126
7,5 mM 0,8547 | 0,841 0,5464 4,17 mM 0,6725 | 0,6473 | 0,7756
15 mM 0,1698 | 0,2158 | 0,0949 8,33 mM 0,7195 | 0,7856 | 0,4825
30 mM 0,0872 | 0,1084 | 0,0768 16,65 mM 0,3485 | 0,2914 | 0,1086
60 mM 0,0966 | 0,101 0,0956 33,3 mM 0,2163 | 0,0764 | 0,0932
+ 0,8352 0,92 0,9449 + 0,83 0,8228 | 0,9054
50% 0,4176 0,46 0,47245 50% 0,415 | 0,4114 | 0,4527
MIC50 (mM) 7,5-15 MIC50 (mM) 8,33-16,65
Escherichia coli ATCC 25922
PA pH65 | pH55 | pH 4,8 3-HP pH 6,5 pH55 | pH48
= 0,0454 | 0,186 | 0,0474 = 0,5618 0,2802 | 0,0483
1,88 mM 0,8993 | 0,8074 | 0,7984 1,04 mM 0,7318 0,7366 | 0,9666
3,75 mM 0,9422 | 0,8559 | 0,8009 2,08 mM 0,7496 0,7743 | 0,8939
7,5 mM 0,9851 | 0,7967 | 0,6703 4,17 mM 0,7691 0,8077 | 0,8679
15 mM 0,1979 | 0,0644 | 0,2059 8,33 mM 0,7758 0,8017 | 0,6809
30 mM 0,1184 | 0,1153 | 0,1268 16,65 mM 0,5777 0,4084 | 0,232
60 mM 0,1255 | 0,1328 | 0,1257 33,3 mM 0,0814 0,1153 | 0,1486
+ 0,1535 | 0,1404 | 0,9476 + 0,9099 0,9192 | 0,9621
50% 0,4738 50% 0,45495 0,4596 | 0,48105
MIC50 (mM) X X 7,5-15 | MIC50 (mM) 16,65-33,3 8,33-16,65
L. reuteri (1)
PA pH65 | pH55 | pH4,8 3-HP pH65 | pH55 | pH 4,8
- 0,099 0,0892 | 0,0873 - 0,0962 | 0,0928 | 0,0874
1,88 mM 1,0663 | 1,0715 | 0,9434 1,04 mM 1,1202 1,108 0,9286
3,75 mM 0,9772 | 0,9709 | 0,9078 2,08 mM 1,1015 | 1,1647 | 0,2872
7,5 mM 0,9017 | 1,0243 | 0,8152 4,17 mM 1,0749 | 0,7976 | 0,9355
15 mM 0,9924 0,951 0,7242 8,33 mM 1,0657 | 1,1348 1,171
30 mM 0,8104 | 0,5338 | 0,4475 16,65 mM 0,9746 | 0,8996 | 0,1831
60 mM 0,7515 | 0,4402 | 0,4325 33,3 mM 0,7461 | 0,8139 | 0,6537
+ 1,0717 | 1,0459 | 0,9335 + 1,0897 | 0,9325 | 0,9793
50% 0,53585 | 0,52295 | 0,46675 50% 0,54485 | 0,46625 | 0,48965
MIC50 (mM) > 60 MIC50 (mM) >33,3
Vysvétlivky:

NG — kultura nenarostla
X —nepouzitelny vysledek pro dalsi interpretaci

Cerven¢ znacené = nestandartni vysledek




Tabulka &. 5. Uplna naméfena data minimalni inhibiéni koncentrace inhibujici 50 % riistu
(MIC50) propionové kyseliny (PA) a 3-hydroxypropionové kyseliny (3-HP).

L. reuteri (2)
PA pH65 | pH55 | pH48 3-HP pH65 | pH55 | pH48
- 0,0953 | 0,0907 | 0,0892 - 0,095 | 0,0912 | 0,0859
1,88 mM 0,8197 | 1,1618 0,9567 1,04 mM 0,5176 | 1,2517 1,1164
3,75 mM 0,3997 | 1,0008 0,883 2,08 mM 0,7354 | 1,1908 | 0,6947
7,5 mM 0,5598 | 1,0739 0,7763 4,17 mM 0,7372 | 0,8556 0,9171
15 mM 1,0077 | 0,8316 0,6139 8,33 mM 1,1678 | 1,1268 1,1815
30 mM 0,5989 | 0,5483 | 0,4215 16,65 mM 1,0258 | 0,8269 | 0,6271
60 mM 0,4349 | 0,3346 0,3059 33,3mM 0,7887 | 0,7524 0,7104
+ 0,6572 | 1,0951 1,0501 + 0,3438 | 1,1365 1,1449
50% 0,3286 | 0,54755 | 0,52505 50% 0,1719 | 0,56825 | 0,57245
MIC50 (mM) > 60 MIC50 (mM) > 33,3
Vysvétlivky:

NG — kultura nenarostla
X —nepouzitelny vysledek pro dalsi interpretaci
Cervené znagené = nestandartni vysledek




