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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Zadatak ovog zavrSnog rada bio je

e Ispitati antimikrobnu aktivnost ekstrakta zelenog ¢aja na patogene Gram (+)
(Staphylococcus aureus, Enterococcus faecelis, Listeria monocytogenese) i Gram
(-) (Salmonella enterica 1 Escherichia coli) bakterije,

e Antimikrobnu aktivnost odrediti metodom odredivanja minimalne inhibitorne
koncentracije (MIC) i metodom difuzije u jazicama,

e Donijeti zakljuc¢ke o antimikrobnoj aktivnosti ispitanog ekstrakta.



SAZETAK

Povecan broja oboljenja uzrokovanih patogenim mikroorganizmima koji se nalaze u hrani
dovodi do sve vece zabrinutosti potrosaca oko sigurnosti hrane. Takoder, konzumacija
hrane pripravljene koriStenjem sintetskih aditiva postaje sve upitnija. Stoga, brojne studije
nastoje pronaci nove i prirodne aditive, kao Sto su biljni ekstrakti, koji bi osigurali
ispravnu 1 sigurnu hranu. Upravo je kemijski sastav biljke zasluZzan za njen antimikrobni
ili antioksidacijski uc¢inak. Kemijski sastav bilja je kompleksan i ima Siroki spektar
djelovanja. Jedni od glavnih kemijskih komponenti zasluznih za antimikrobno i
antioksidacijsko djelovanje su fenolni spojevi. U ovom radu ispitana je antimikrobna
aktivnost ekstrakta zelenog Caja na odabrane patogene mikroorganizme kvarenja hrane.
Analiza je provedena na pet odabranih vrsta patogenih mikroorganizama: Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecelis, Listeria monocytogenese, Salmonella enterica i
Escherichia coli, koriStenjem metode odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije
(MIC) i metodom difuzije u jazicama. Rezultati ispitivanja pokazuju dobru antimikrobnu

aktivnost ekstrakta zelenog ¢aja prema svim testiranim patogenim bakterijama.

Kljuéne rije€i: zeleni ¢aj, antimikrobni u€inak, patogeni mikroorganizmi



SUMMARY

The increased number of foodborne infections caused by pathogenic microorganisms
found in food leads to increased consumer’s concern about food safety. Also,
consumption of food processed using synthetic additives becomes more questionable.
Therefore, recent studies are focused on finding new and natural sources of additives,
such as herbal extracts, which assures food quality and safety. The chemical composition
of the plant is responsible for their antimicrobial or antioxidant potencial. Due to its
complexity the chemical composition of plants has a wide range of effects. The main
chemical components responsible for antimicrobial and antioxidant activity are phenolic
compounds. This paper investigated the antimicrobial activity of green tea extracts on
selected foodborne pathogenic microorganisms responsible for food deterioration. The
analysis was conducted using five different types of microorganisms: Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecelis, Listeria Monocytogenese, Salmonella enterica and
Escherichia coli, determined using the minimum inhibitory concentration (MIC) method
and the well diffusion method. The results of the study show good antimicrobial activity

of green tea extracts against all tested pathogenic bacteria.

Keywords: green tea, antimicrobial effect, pathogenic microorganisms
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UvOD

Da bi prezivjele, biljke se, bas poput ljudi, Stitite od uzro¢nika bolesti. U tu svrhu
proizvode antimikrobne tvari poznate kao fitokemikalije. Fitokemikalije obuhvacaju vise
od 900 razlic¢itih bioloski aktivnih spojeva, a mnogi od njih imaju pozitivan u¢inak na
ljudsko zdravlje, stoga ne ¢udi ¢injenica da se ljekovito bilje koristi od davnina u lijecenju

razlicitih bolesti.[1]

U najstarijem pisanom dokumentu koji potjece iz Kine zapisano je koriStenje vise od
stotinu ljekovitih biljaka medu kojima se nalaze bosiljak i cimet dok su na podrucju
danasnje Mezopotamije ljudi koristili mirtu, sladi¢, timijan, vrbu, smokvu, senu i
metvicu, biljke koje se 1 danas koriste. Osim toga, poznata je upotreba biljka za lijeCenje
bolova koje u svom sastavu imaju aktivne komponente iz skupine opijata. Neke od njih

se koriste 1 danas, kao §to su mak, indijska konoplja, bunike i velebilja.

U ljekovito bilje se ubraja i zeleni ¢aj koji potjece od biljke Camellia sinensis porijeklom
iz Kine. U ljekovite svrhe koristi se ve¢ vise od 4 000 godina i to najcesce za lijeCenje
raznih tegoba, od glavobolje do lijeCenje depresije. Danas se zeleni ¢aj koristi zbog svojih
antikancerogenih svojstva, za smanjenje stresa, poti¢e cirkulaciju, §titi zdravlje srce,
potice mrsavljenje, a koristi se i u prevenciji Parkinsonove bolesti, Alzheimerove bolesti,

humanog papiloma virusa i dr.

U ovom radu ispitan je antimikrobni potencijal ekstrakta zelenog ¢aja na odabrane Gram

(+) 1 Gram (-) patogene bakterije.



1. OPCI DIO

1.1. Antimikrobni ucinak ljekovitog bilja

Antimikroban ucinak ljekovitog bilja je vazan C{imbenik u ocuvanju hrane.
Mikroorganizmi su jedan od primarnih uzro¢nika kvarenja i odgovorni su za smanjenu
sigurnost i gubitak kvalitete hrane, stoga je vazno osigurati dobru i kvalitetnu zastitu

hrane od patogenih mikroorganizama.[2]

Kada govorimo o ljekovitom bilju i njegovom antimikrobnom djelovanju usredotocujemo
se na bilje koje imaju primjenu u narodnoj medicini, etericna ulja ili na izolirane spojeve
kao Sto su alkaloidi, flavonoidi, terpeni ili naftokinoni.[3] Kemijskom analizom niza
zacinskih biljaka otkriveno je da su glavni sastojci brojnih biljaka karvakrol, timol,
eugenol 1 njihovi prekursori.[4] Antimikrobna svojstva velikog broja ljekovitog bilja su
dokumentirana i eksperimentalno potvrdena pred kraj 19. stoljeca. Istrazivanja su se
provodila na patogenim mikroorganizmima i fokusirana su na aktivnost protiv Candida
albicans, Helicobacter pylori, enterohemoragi¢ne Escherichia coli, spolno prenosivih
bolesti ukljucujuéi Neisseria gonorrhoeae, bakterija rezistentnih na antibiotike kao $to su
Staphylococcus aureus te protiv multifunkcionalne rezistencije bakterija kao Sto je

Salmonella typhi.[3]

Istrazivanja su pokazala da ¢esnjak, crveni luk, kadulja, majCina dusica, timijan, cimet 1
drugi zacini mogu djelovati antimikrobno na patogene bakterije. Opcéenito, antimikrobni
ucinak kemijskih komponenti ljekovitog bilja ovisi o njihovoj kemijskoj strukturi te
koncentraciji u koji su prisutni u biljci. Stoga, zaCini koji sadrze visoke koncentracije

antimikrobnih komponenti mogu inhibirati rast patogenih mikroorganizama u hrani.|[5]



1.2. Zeleni ¢aj

Caj, lat. Camellia Sinensis, se dijeli u tri kategorije, ovisno o stupnju fermentacije: zeleni

(nefermetirani), oolong (polufermentirani) i erni €¢aj (fermentirani).[5]

Slika 1. Vrste Cajeva: a) zeleni ¢aj, b) crni Caj, ¢) oolong ¢aj [6]

Camellia sinensis je grmolika, zimzelena biljka koja se uzgaja na plantazama Kine, Indije
1 drugih zemalja. Biljka ima manje izduZene listove elipsasta oblika koji su lagano
nazubljeni na krajevima. Cvjetovi su pravilni, bijele do svijetlo ruzicaste boje, a plodovi
su u tvrdim ljuskama. Biljka zahtijeva puno sunca i vlage pa se uzgaja u tropskim i
suptropskim podrucjima. Uzgaja se na velikim plantazama, a naraste do visine od 3-4 m.

Berba listova vrsi se viSe puta godiSnje, a beru se pupoljci.[7]

Slika 2. Izgled biljke Camellia sinensis [8]



Slika 3. Drvo biljke Camellia sinensis [9]

Zeleni ¢aj je nefermentirani ¢aj, koji se tradicionalno dobiva na Tajvanu, u Japanu i Kini.
Kod proizvodnje zelenog Caja glavni cilj je sprjeCavanje fermentacije zbog Cega se listic¢i
zelenog ¢aja odmah nakon branja lagano preokrecu, a zatim tretiraju parom ili prze kako
bi se inaktivirali enzimi odgovorni za fermentaciju. Glavni pigment odgovoran za boju
zelenog caja je klorofil, a prilikom obrade ¢aja njegov sadrzaj se smanjuje pa su u

konacnici listi¢i ¢aja maslinasto-zelene boje.[6]

1.2.1. Kemijski sastav zelenog ¢aja

Kemijski sastav zelenog Caja varira o klimi, sezoni, hortikularnoj praksi i polozaju lista
na ubranom izdanku. Nekoliko znanstvenika provelo je analizu kemijskog sastava ¢aja 1
jeden od takvih analiza dala je najopseZniji i najtocniji sastav ¢aja koji je prikazan u tablici

1.[10]



Tablica 1. Kemijski sastav svjezih listica ¢aja [10]

Voda 75-78
Suha tvar 22-25

Organske komponente

Proteini 20-30
Slobodne aminokiseline 1-4
Alkaloidi 3-5
Polifenoli 20-35
Ugljikohidrati 20-25
Organske kiseline <3
Masti <8
Pigmenti <1
Aromati¢ni spojevi 0,005 - 0,1
Vitamini 0,6-1,0

Mineralne komponente
Topljive u vodi 2-4
Netopljive u vodi 1.5-3

Najznacajnije bioaktivne komponente prisutne u zelenom ¢aju su polifenoli s udjelom od
20-35% koji utjecu na boju, aromu i okus ¢aja. Fenolni spojevi u svom sastavu imaju
jedan ili vise benzenskih prstenova koji posjeduju barem jednu hidroksilnu skupinu (-
OH). Dokazano je da zeleni ¢aj, ¢iji je kemijski sastav identi¢an onome u svjeze ubranim
listi¢ima caja, sadrzi polifenole flavonoide koji obuhvacaju flavanole, flavanone,
antocijane i1 druge. Flavan-3-oli se uobiCajeno nazivaju i katehinima, od kojih su
najpoznatiji epigalokatehin 3-galat (EGCG), epigalokatehina (EGC), epikatehin galat
(ECG) 1 epikatehin (EC) (Slika 4). Od navedenih katehina najzastupljeniji je EGCG.

Navedene spojevi ¢ine oko 70% ukupnih polifenola u ¢aju.[10]
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Slika 4. Struktura glavnih polifenola u zelenom ¢aju [11]

Druge fenolne komponente koje imaju znacaj u susenom zelenom ¢aju su fenolne kiseline
od kojih je najzastupljeniji teogalin, kava kiselina, te galna kiselina. Uz fenolne kiseline
znacajne su i slobodne aminokiseline medu kojima je najznacajniji teanin koji ¢ini ¢ak
50% ukupno prisutnih aminokiselina u ¢aju, alkaloidi od kojih su najzastupljeniji kofein
(1,3,7-trimetilksantin), teobromin (3,7-dimetilksantin) i teofilin (1,3-dimetilksantin) te
enzimi polifenol oksidaza (PPO), peroksidaza (PO)-enzim, tirozinaza koji su nepozeljni

u proizvodnji zelenog Caja jer smanjuju kvalitetu.[10]

1.2.2. BioloSka aktivnost zelenog ¢aja

Broj radova objavljenih u posljednjih deset godina o potencijalnim u¢incima zelenog caja
na zdravlje tesko je izbrojati. Fenolni spojevi, posebno flavonoidi, odgovorni su za ve¢inu
zdravstvenih u¢inaka u zelenom Caju o kojima se raspravlja od davnina te su novije studije
potvrdile zdravstvene ucinke zelenog ¢aja, odnosno teanina iz zelenog ¢aja. Utvrdeno je
snazno antioksidacijsko djelovanje: inhibira rast tumorskih stanica, ubija stance raka, a

da pri tom ne oStecuje zdravo tkivo.[12, 13]



Takoder, zeleni ¢aj je u€inkovit u snizavanju razine LDL kolesterola, inhibira nenormalno
stvaranje krvnih ugrusaka, smanjuje akumulaciju trombocita, rizik od razvoja Parkinsove

bolesti, koristi se u prevenciji Alzheimerove bolesti, HPV-a, itd.[12, 13]
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Slika 5. Molekularne mete polifenola iz zelenog Caja [14]

Antikancerogena svojstva

In vitro ispitivanja pokazuju kako zeleni €aj ima zastitni u¢inak na ljudsko zdravlje i da
smanjuje rizik od razvoja karcinoma, $to potvrduju podaci o niskoj stopi karcinoma u
zemljama poput Japana, gdje se zeleni ¢aj redovito konzumira.[15] U provedenim
studijima analiziran je molekularni mehanizam i djelovanje zelenog €aja na razne tipove
karcinoma ukljucujuéi rak koze, pluca, Zeludca, jetre i gusterace, no sam mehanizam
djelovanja nije u potpunosti razjasnjen.[16] Vaznu ulogu u antikancerogenom djelovanju
ima EGCG koji djeluje kao inhibitor dihidrofolat reduktaze (klju¢ni enzim u metabolizmu
folata) te bi to mogao biti mehanizam za aktivnost zelenog ¢aja protiv nekih vrsta

karcinoma.[17, 18]

Antimikrobna svojstva

Antibakterijsko, antitoksi¢no, antivirusno i antifungalno djelovanje flavonoida iz zelenog
¢aja su detaljno opisana u studiji Friedman iz 2007. godine.[19]. Antimikrobno djelovanje
zelenog Caja je dokazano in vivo kod ljudi, medutim jos nije odreden sinergijski efekt te

treba provjeriti djelovanje zelenog ¢aja na mikroorganizme rezistentne na antibiotike.[20]



Antioksidativna svojstva

Fenolni spojevi prisutni u lis¢u zelenog ¢aja djeluju antioksidativno §to znaci da pomocu
razli¢itih mehanizama osiguravaju zastitu od oksidansa i oksidativnih reakcija. Za
antioksidativnu aktivnost ¢aja zasluzni su katehini koji djeluju kao Avataci slobodnih
radikala (Slika 6). Kineski zeleni ¢aj je pokazao znacajan ucinak u prevenciji oksidacije
LDL kolesterola u stanicama endotela te kod smanjenja aktivnosti lipooksigenaze.
Oksidacija LDL-a i lipooksigenaza mogu uzrokovati razli¢ite bolesti, dok konzumacija

zelenog ¢aja moze smanjiti rizik od koronarnih bolesti srca.[21]

antioksidans

Slika 6. Djelovanje antioksidansa na slobodne radikale [22]

Druge dobrobiti

Istrazivanja su pokazala da zeleni ¢aj posjeduje 1 brojna druga bioloSka svojstva kao Sto
su: protuupalno i antivirusno djelovanje, smanjuje kolesterol, sprjeava nastanak i razvoj
koronarnih bolesti, itd.[23, 24] Uglavnom se za sva navedena pozitivna svojstva smatraju
zasluznima polifenoli spojevi. Otkriveno je da su EGCG 1 ECG snazni inhibitori
replikacije virusa gripe u stanicnim kulturama. Konzumiranje zelenog Caja statisticki je
znafajno povezano s nizim razinama ukupnog kolesterola u serumu i kod muskaraca i
kod Zena.[25] Studije su otkrile da redovita konzumacija zelenog ¢aja §titi od sr¢anih
bolesti, a jedno je istrazivanje dokumentiralo da je taj rizik za osobe koji su pili ¢aj bio

36% manji.[26]



2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Biljni materijal

U eksperimentalnom dijelu ovog zavrsnog rada koriSteno je lis¢e zelenog ¢aja (Slika 7).
Biljni materijal je prije postupka ekstrakcije homogeniziran koriStenjem ru¢nog mlinca
do finog praha. 15 g biljnog materijala ekstrahirano je s 100 mL destilirane vode.
Ekstrakcija se vrsila u ultrazvuc¢noj kupelji u trajanju od dva sata pri 60 °C. Po zavrSetku

ekstrakcije uzorci su filtrirani preko naboranog filter papira i do trenutka analize, ekstrakti

su skladiS$teni u zamrzivacu.

Biljni materijal koriSten u radu

2.2. Reagensi i uredaji

e Fosfatni pufer (Phosphate Buffered Saline, PBS), Biolife, Italija

e Mueller-Hinton bujon (MHB), Biolife, Italija

e Mueller-Hinton agar (MHA), Biolife, Italija

e Jodonitrotetrazolium klorid (INT), Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Njemacka
e Ultrazvucéna kupelj, Elma, Njemacka

e Mlinac za kavu, 980 Moulinex, Francuska

e Analiticka vaga, Mettler P1210, SAD



2.3. Bakterijske kulture

Za odredivanje antimikrobne aktivnosti zelenog €aja u ovom radu koristeni su bakterijski
sojevi ATCC (engl. American Type Culture Collection): Staphylococcus aureus 25923,
Enterococcus faecelis 29219, Salmonella enterica 1 Escherichia coli 25922 1 jedan
klinicki izolat Listeria monocytogenes DG 3269L preuzet iz Klinickog bolnickog centra,
Split. Bakterijske kulture su prenesene s dubokog hranjivog agara na krvni agar koji
sadrzi 5% ovc¢je krvi i1 inkubirane u aerobnim uvjetima pri 37 °C. Ovako uzgojeni sojevi

¢uvani su u hladnjaku pri +4 °C.

2.4. Metode odredivanja antimikrobne aktivnosti

Antimikrobna aktivnost ekstrakta zelenog cCaja ispitana je metodom odredivanja

minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) [27] i metodom difuzije u jazicama.[28]

Otopine, pribor i1 posude koriSten za odredivanje antimikrobnih svojstava prethodno je

sterilizirano. Svi postupci provedeni u ovom radu uradeni su pri sterilnim uvjetima.

2.4.1. Priprema i kontrola inokuluma

Prije pocetka pokusa svaka od navedenih bakterijskih kultura je revitalizirana na
hranjivom MHA agru. Ovako pripravljena kultura koristi se za pripremu inokuluma na
nacin da se ezom prenese jedna bakterijska kolonija u MHB agar (4 mL) 1 ostavi na
otpipetira 150 pL bakterijske kulture u novu sterilnu posudicu s 10 mL MHB-a i ovako
pripravljen inokulum ima koncentraciju bakterijskih stanica 105-10° (engl. Colony
Forming Units, CFU) po 1 mL 1 koristi se u daljnjim postupcima testiranja antimikrobnog

djelovanja.
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Kao potvrda koncentracije bakterijskih stanica u inokulumu koristi se metoda po Kochu.
Kod ove metode se od inokuluma pripravi serija decimalnih razrjedenja (50 pL
inokuluma + 450 pL PBS-a; do 10° razrjedenja) koji se nakapaju (engl. Drop plate
method) na hranjivi agar te se nakon inkubacije broje porasle bakterijske kolonije. Od
svih se pripravljenih razrjedenja, po tri kapi volumena 10 pL nakapaju na hranjivu MHA

podlogu, te se potom stave na inkubaciju pri 37 °C tijekom 24 h.[29, 30]

Nakon inkubacije, kolonije porasle na podlozi u Petrijevim posudama se prebroje, a
dobiveni rezultat potvrduje broj jedinica koje formiraju kolonije (CFU) po 1 mL

uzorka.[30, 31]

2.4.2. Metoda odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije (MIC metoda)

MIC vrijednost predstavlja najnizu koncentraciju antimikrobnog agensa koja potpuno
inhibira rast mikroorganizama. Testirani uzorak ekstrakta zelenog Caja (prethodno
odgovarajuce razrijedeni u MHB) serijski se razrjeduje u MHB duz mikrotitarske ploCice
1 to na nacin da se 50 puL uzorka prenese u sljedec¢i otvor na ploc€ici koji sadrzi 50 uL
MHB te izmijeSa. Volumen od 50 pL novog razrjedenja prenese se istim postupkom u
sljededi otvor, te se tako postupak ponavlja sve do kraja mikrotitarske plo¢ice. Ovakvim
nacinom razrjedivanja, po€etna koncentracija testiranog uzorka se razrijedi duz plocice
tako da je svaka sljede¢a koncentracija upola niza od prethodne. Kona¢ni volumen u
svakom otvoru nakon razrjedivanja iznosi 50 pL. U svrhu kontrole rezultata na svakoj se
plocici pripremi slijepa proba (100 pL MHB), pozitivna kontrola (50 uL MHB + 50 uL
bakterijske kulture) i negativne kontrole za uzorak (50 uL MHB + 50 pL ekstrakta
zelenog Caja). Nakon toga, u sve otvore mikrotitarske plocice, osim u slijepu probu i
negativne kontrole, doda se po 50 pL ispitivanih kultura bakterija.[45] Po dodatku
bakterijskih kultura, suspenzije u plo¢icama se izmijeSaju (laganim okretanjem 1
treskanjem ploc¢ice rukom po radnoj povrsini), i nakon 24-satne inkubacije (pri 35 °C)
vizualno se ocitavaju rezultati dodatkom INT reagens, promjena boje u jazicama..
Usporedbom promjene boje pozitivne kontrole, slijepe probe i negativne kontrole s
obojenjem u otvorima mikrotitanske ploCice s ekstraktom zelenog ¢aja ocitava se MIC

vrijednost.
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MIC vrijednost je ona koncentracija antimikrobnog agensa prisutna u prvom ne obojanom

otvoru plocice.[28,30] Ispitivanja su uradena u tri ponavljanja.

f '('.J 'I;j.,’ J‘,‘ A & ”VA_, 2 | ¥ \:.'f'” W & 'Sr,'“ 'L‘w“.;‘ .‘i;','}
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Slika 8. Izgled miktotitarske plo¢ice nakon dodatka INT-a.

2.4.3. Metoda difuzije u jaZicama (Well metoda)

Ovom metodom odreduje se inhibicija rasta bakterija oko jazice u kojoj se nalazi
odredena koncentracija ekstrakta. Metoda se izvodi u Petrijevim zdjelicama na ¢vrstoj
hranjivoj podlozi odredenog sastava. Na hranjivu podlogu se nacjepljuje bakterijska
kultura (inokulum) koja ima koncentraciju bakterijskih stanica 103-10° CFU/mL. Nakon
inokulacije 1 susenja (2-3 min), u agaru se buse jazice (rupe) promjera 7-8 mm. Potom se
u svaku jazicu dodaje po 50 pL ispitivanog ekstrakta zelenog Caja, nakon Cega se
Petrijeve zdjelice stave u hladnjak na 1 h da se omoguc¢i difundiranje aktivnih komponenti
ekstrakta zelenog ¢aja u hranjivu podlogu. Nakon toga slijedi inkubacija tijekom 20-24 h
pri 37 °C, a potom mjerenje zona inhibicije.[33] U slucaju da je zona inhibicije > 15 mm
govorimo o dobrom inhibitornom ucinku ekstrakta zelenog Caja.[33] Ispitivanje je

provedeno u tri ponavljanja.
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Slika 9. Izgled zone inhibicije odredene metodom difuzije u jazicama
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3. REZULTATI

3.1. Rezultati odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije

Tablica 2. MIC vrijednosti ekstrakta zelenog ¢aja izrazene u mg GAE/L

Gram (+)

S. aureus

L. monocytogenes
E. faecalis

Gram (-)

S. enterica

E. coli

3.2. Rezultati odredivanja antimikrobne aktivnosti metodom difuzije u jaZicama

Tablica 3. Zona inhibicije (mm) dobivene metodom difuzije u jazicama

Gram (1)

S. aureus

L. monocytogenes
E. faecalis

Gram (-)

S. enerica

E. coli

MIC (mg GAE/L)

3567,80
3567,80
891,94

891,94
891,94

Zona inhibicije (mm)

27,0+ 0,0
20,3 £ 0,58
0,0+0,0

12,7+ 1,15
0,0+0,0
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4. RASPRAVA

Rezultati prikazani u ovom zavr$nom radu ukazuju na dobru antimikrobnu aktivnost
ekstrakata zelenog Caja te se slazu s drugim provedenim istrazivanjima.[34]

U tablici 2. prikazani su rezultati MIC vrijednosti ekstrakta zelenog ¢aja iz kojih se moze
uociti bolji u¢inak ekstrakta na Gram (-) bakterije i E. faecalis, u odnosu na S. aureus i L.
monocytogenes kod kojih je MIC vrijednost bila 4 puta visa (3567,80 mg GAE/L). MIC
vrijednosti kod E. facialis, S. enterica 1 E. coli je bila 891,94 mg GAE/L te ukazuju na
bolji antimikrobni ucinak ekstrakta i ¢injenicu da nam treba manja koncentracija zelenog
¢aja za inhibiranje rasta i razmnoZavanja ispitivanih bakterija.

Usprkos niskim MIC vrijednostima, rezultati odredivanja antimikrobne aktivnosti
metodom difuzije u jazicama (tablica 3) ne potvrduje dobar antimikrobni uc¢inak zelenog
¢ajana E. faecalis 1 E. coli, $to je Bancirova [35] dokazala u svom radu. Naime ekstrakt
zelenog Caja nije pokazao inhibicijski u¢inak (zona inhibicije = 0,0 mm) na dvije patogene
bakterije. Najbolji inhibitorni u¢inak ekstrakt zelenog ¢aja pokazuje prema S. aureus s
zonom inhibicije od 27,0 mm. Radji 1 sur. [36] u svom istrazivanju su dosli do istog
zakljucka. Za razliku od prethodne metode gdje je ekstrakt zelenog ¢aja pokazao najbolji
ucinak prema Gram (-) bakterijama i E. faecalis,, u ovom slu¢aju zeleni €aj nije pokazao
nikakvu ili je pokazao malu zonu inhibicije rasta (S. enterica = zona inhibicije =12,7 mm).
U interpretaciji ovih rezultata moZe se uzeti u obzir utjecaj sadrzaj fenola ili drugih
aktivnih komponenti iz zelenog Caja, razlike u gradi bakterijskih stanica kao 1 razliciti
mehanizmi djelovanja ekstrakata na bakterijsku stanicu. Bolju aktivnost zelenog Caja
prema Gram (+) bakterijskim vrstama u odnosu na Gram (-) mozemo pripisati
jednostavnijoj gradi stani¢ne stjenke Gram (+) vrsta, pa samim time i lakSem prolasku
aktivnih komponenti u stanicu. No ovo pravilo mozemo primijeniti samo kod metode
difuzije u jazicama, obzirom da je ekstrakt u ovom radu bolju aktivnost MIC metodom

pokazao samo prema jednoj testiranoj G (+) bakteriji.
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5. ZAKLJUCAK

Na osnovu provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata utvrdeno je:

e ckstrakt zelenog ¢aja MIC metodom pokazao je dobar antimikrobni u¢inak na E.

faecalis, S. enterica i E. coli,

e metodom difuzije u jaZicama ekstrakt zelenog €aja pokazao je najbolji inhibitorni

ucinak prema Gram (+) bakterijama S. aureus 1 L. monocitogenes.
Na osnovu navedenog, iako ekstrakt zelenog caja nije svim metodama pokazao

antimikrobni uc¢inak prema testiranim mikroorganizmima, mozemo zakljuciti da op¢enito

ima dobru antimikrobnu aktivnost.
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