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Anotace

Tato diplomova prace se zabyva antimikrobialnimi G¢inky ¢ajovych nalevii a extrakti proti
Arcobacter spp. Teoreticka ¢ast popisuje zakladni informace o bakterialnim rodu Arcobacter,
jsou zde také uvedeny dulezité pfirodni antimikrobidlni latky, jejich mozné vyuziti
a samostatnou kapitolu tvoii jednotlivé druhy caju, jejich rozdéleni a zakladni vlastnosti.
Nejdulezitejsi cast je vénovana testovani antimikrobidlnich G€inkti 7 riznych ¢ajovych nalevi
a extraktt proti Arcobacter spp. Testovani bylo provedeno s vyuzitim kultiva¢nich postupi
pro zjistovani prezivani danych bakterii v ¢ajovych nalevech. Dale byla vyuzita diskova difazni
metoda pro zjiStovani inhibi¢nich wUC€inkl cajovych extrakti a mikrodiluéni metoda

pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace.
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Antimicrobial effects of tea infusions and extracts against Arcobacter spp.

Annotation

This diploma thesis deals with antimicrobial effects of tea infusions and extract against
Arcobacter spp. The theoretical part explains the basic information about the bacterial genus
Arcobacter, it also provides important natural antimicrobial agents, their possible use and the
tea chapter that describes individual types of tea, distribution and its basic properties. The most
important part focuses on testing the antimicrobial effects of 7 different tea infusions
and extracts against Arcobacter spp. The testing was carried out by using culture methods
for detecting the survival of the bacteria in tea infusion. Further, the used disk diffusion method
for determining the inhibitory effects of tea extracts and microdilution method for determining

the minimum inhibitory concentration was used.
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UVvOD

Arcobacter spp. jsou G- bakterie patiici do celedi Campylobacteraceae. Jejich vyskyt je
pomérné hojny a lze je izolovat z potravin, vody, mléka ale 1 mékkyst. V dnesni dobé& existuje
jiz vice nez 25 druhii arkobakteri a jejich pocet se neustale zvySuje. Se zvySujicim se poctem
druhti rostou i po¢ty alimentarnich onemocnéni zptisobenych témito mikroorganismy, jako jsou
napiiklad gastroenteritida nebo vodnaté prijmy. V zavaznych piipadech onemocnéni nastava
1é¢ba pomoci antibiotik, avSsak u kment Arcobacter je popsana vysoka rezistence. V dnesni
dobé je kladen diraz na omezovani syntetickych antimikrobialni a konzervaénich latek
kvalitu potravin. Mezi pfirodni antimikrobialni latky 1ze zafadit katechiny, kofein, flavonoidy
a mnoho dalSich latek, které se vyskytuji v ¢aji. Pouziti samotnych €ajovych listkil, nalevl
nebo extraktth mize slouzit jako slibna alternativa ke komer¢né vyrabénym antimikrobialnim

latkdm a udrzovat potravinu déle skladovatelnou, kvalitni, bezpe¢nou a mikrobialné

nezavadnou.

V této praci bylo testovano 7 druht sypanych ¢aju — zeleny, bily, zluty ¢aj, oolong, ¢erny caj,
Pu-erh a rooibos proti Arcobacter spp. U vSech ¢ajovych nalevi i extraktt byly zjistény v urcité
mife inhibi¢ni i1 antioxida¢ni 0U¢inky. Nejvyssi antimikrobidlni u¢inky vykazoval nalev
ze zeleného, zlutého a Cerného caje. V piipadé ptipravenych ethanolovych extrakta byl ¢erny
¢aj mén¢ ucinny nez nalev z tohoto Caje. Za Caje s nejmensim antimikrobialnim G¢inkem lze
povazovat Pu-erh a rooibos, protoze u téchto ¢aju byly zjistény nejmensi zony inhibice, ale také

nejvyssi hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace.
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1 TEORETICKA CAST

1.1  Arcobacter spp.

1.1.1 Zakladni vlastnosti

Bakterie rodu Arcobacter patii do ¢eledi Campylobacteraceae a sdili mnoho spole¢nych
fyziologickych, morfologickych a genetickych znaki spole¢né s rodem Campylobacter a ¢eledi
Helicobacteraceae. Charakteristicky rys, ktery odliSuje druhy Arcobacter od rodu
Campylobacter, je schopnost rust pii 15 °C (Lehner et al., 2005; Vandamme et al., 1991,

vvvvvv

druhti je uveden v Tab. 1.

Arkobaktery jsou gramnegativni tyCinky 0,2-0,9 um Siroké a 0,5-3 um dlouhé zakiivené
do tvaru ,,S“. Tyto bakterie jsou pohyblivé, maji jeden polarni bicik, ale nevytvateji spory
(Vandamme et al., 1991; Vandamme, 2000). Ptitomnost bi¢iku Ize vidét i na Obr. 1. Tyto
bakterie toleruji vysoké koncentrace chloridu sodného a také maji schopnost se prichycovat
K riznym typim povrchi. VSechny tyto vlastnosti mohou vysvétlit vyskyt téchto mikrobi

Vv potravinatskych vyrobcich (Collado a Figueras, 2011).

Tab. 1: Nejdulezitejsi fenotypové znaky pro rozliseni mezi rody Arcobacter, Campylobacter a Helicobacter
(pfevzato a upraveno z Lehner et al., 2005)

Charakteristicka vlastnost Arcobacter |Campylobacter | Helicobacter
Aerobni rist pii 25 °C + — _
Katalaza + +2 +
Oxidaza + + +
Ureaza — _b c
Poznamka:

4_ C. consisus a C. upsaliensis vykazuji negativni vysledek
b_c. lari ma pozitivni vysledek
¢ - H. pylori ma pozitivni vysledek
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Obr. 1: Zobrazeni arkobaktert pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu (A)
a transmisniho elektronového mikroskopu (B) (pfevzato z MBio.asm.org)

1.1.1.1 Kaultiva¢ni podminky a rist

Arkobaktery jsou schopny rist jak za aerobnich, tak anaerobnich podminek v Sirokém
teplotnim rozmezi (15-42 °C). Optimalni rist bakterie ovSem nastavd za mikroaerobnich
podminek, tj. (3-10 % O>) (Vandamme et al., 1991; Vandamme, 2000). K inaktivace organismu
dochazi pti teploté nad 55 °C (Ramees et al., 2017). U kmenu A. butzeri bylo zjisténo, ze muze
rust vrozmezi 15-37 °C, kdy optimalni rist je pii 30 °C. Pro primdrni izolaci je nutné
mikroaerofilni prostfedi a pii teplot¢ 40 °C jiz obvykle neni pozorovan rist této bakterie.
A. butzleri je schopny odolat az 6 mésict pti teploté -20 °C a az 24 mésicu pfi teploté -70 °C
(Ramees et al., 2017; Vandamme et al., 1991). Tento rod v souc¢asné dob¢ zahrnuje jiz vice nez

25 druhu, které byly izolovany jak od lidi a zvifat, tak i z vody a potravin (Ramees et al., 2017).

1.1.2 Vyskyt arkobaktert

Arcobacter spp. jsou povazovany za potencialni vodni a potravinové patogeny (Levican et al.,
2015) a mohou byt izolovany z riznych druhti vod, potravin a zivociSnych zdroji. Nejvetsi
procento pozitivnich izolaci z potravin je ziskavano z kufeciho masa, po némz nasleduje maso
vepiové, hovézi a jehnéfi. Dale mohou byt izolovany i ze syrového mléka, me&kkysu, ryb
a zeleniny, avsak jejich vyskyt zde neni pfilis ¢asty (Gonzalez et al., 2014; Ramees et al., 2017).
Podle jisté studie byl vyskyt téchto bakterii v potravindch sefazen od nejvysSiho po nejnizsi:

mlécné vyrobky, moiské plody, veprové maso, hovézi, driibezi, jehnéci, zelenina a krali¢i maso
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(Gonzalez et al., 2017). A. butzleri a A. cryaerophilus jsou bakterie, které jsou bézné piitomné

v prostorach jatek (Lehner et al., 2005).

Dle neddvné studie se zjistilo, Ze m&kkysi mohou byt dilezitym rezervoarem téchto bakterii,
a tedy i potencialnim zdrojem nakazy. Ve vodé se piitomnost této bakterie zvySuje s Grovni
fekalniho znecisténi (Levican et al., 2015). Avsak bylo zjisténo, Ze Gpravou vody, piedev§im
chloraci, dochazi k u¢innému odstranéni arkobakterd (Collado a Figueras, 2011). Ptitomnost
této bakterie byla potvrzena uspéSnou izolaci i z pfedem pfipravené zeleniny urcené
ke konzumaci. Zelenina mtze byt kontaminovana zavlazovaci vodou nebo piimo odtokem

vody infikované od zvitat (Gonzalez et al., 2017).

1.1.3 Prenos arkobakteru a onemocnéni

Nekteré druhy rodu Arcobacter mohou zpiisobovat u lidi gastroenteritidu, bakteriemii, bfi$ni
kfeCe a vodnaté prijmy, u zvifat potraty, mastitidu a také prijmy (Levican et al., 2015; Hsu
a Lee, 2015). Jejich ptitomnosti v krvi u lidi s cirhdzou a gangrendzni apendicitidou se navic
onemocnéni komplikuje. Druhy arkobakterti, piedev§im A. butzleri, A. cryaerophilus
a A. skirrowii, jsou nejéastéji spojovany s klinickym onemocnénim a existuje spojeni téchto
bakterii také se vznikem septikémie (Ramees et al., 2017; Gonzélez et al., 2014). Existuje
studie, ktera pomoci molekularnich metod prozkoumala vyskyt bakterii Campylobacter,
Helicobacter a Arcobacter u 322 vzorku stolice od pacient (s HIV nebo bez HIV) v Jizni
Africe. Bylo zjisténo, ze A. butzleri je tfeti nejvice prevladajici druh (6,2 %) po H. pylori
(50,6 %) a C. jejuni (10,2 %). Navic arkobaktery byly také nalezeny U pacientt, u kterych byla
prokazana onemocnéni, jako jsou napi. diabetes mellitus I. a Il. typu, rakovina a chronické

selhani ledvin, hyperurikémie ¢i alkoholismus (Collado a Figueras, 2011).

Patogenni mechanismy zoonotickych ptenost arkobakterti v potravindch a ve vodé jsou
do zna¢né miry neznamé (Ho et al., 2006). Avsak pfi studiu virulence t€chto mikroorganismd,
mize byt uzitecné pouziti dat z dostupnych genomu. Data ziskana ze studie popisuji, Ze kmeny
A. butzleri, A. cryaerophilus a A. skirrowii izolované z potravin maji pfedpokladané virulentni
geny. Bylo zjisténo, Ze jako zdroj patogennich A. butzleri mohou byt Skeble, u kterych byl
nalezen vysoky podil gent virulence a vyznamné¢ vyssi detekce genti hecA a hecB. Z téchto

divodu by skeble mohly predstavovat nebezpeci pro lidské zdravi, zejména vzhledem k tomu,
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ze se obvykle konzumuji syrové nebo malo tepelné upravené, coz zvysuje riziko infekce

(Girbau et al., 2015).

1.1.4 Rizikové zdroje Arcobacter spp.

Jako hlavni rizikovy faktor vzniku prijmového onemocnéni je pitna voda. Rzné studie popsaly
detekci Arcobacter spp. v podzemni vod¢, povrchové vodé, v kanalizaci i v aktivovaném kalu.
Bunky arkobakteri se mohou snadno pfichytit k riznym povrchtim vodovodniho potrubi, jako
je nerezova ocel, méd’ a plast. Jejich extracelularni vlakna byla pozorovana na povrchu

Z nerezavéjici oceli, zejména po 72 hodinach kultivace (Lehner et al., 2005).

Pocty onemocnéni zplsobenych témito organismy se v poslednich letech zvySuji, coz
pfedstavuje problém pro bezpecnost potravin (Gonzalez et al., 2017). Hlavni pozornost je
V soucasnosti vénovana syrovym masnym vyrobkilim a nepasterizovanym mléénym vyrobkim,
vsak prevence, tedy zajiSténi Opatfeni zaméfenych na sniZeni az vymyceni téchto patogenti
Z potravinového fetézce. Je nezbytné predevSim sniZit kontaminaci b&hem jate¢ného
opracovani téla a nasledné zachovani hygieny pii vyrobé masnych vyrobkt. Navic by méla byt
podporovana preventivni opatieni, jako je zavedeni kodext spravné vyrobni praxe a pravidelné

mikrobiologické monitorovani jate¢né upravenych tél zvirat (Lehner et al., 2005).

1.1.5 Rezistence a antibiotika

Rezistence k antibiotikim je pozorovana u kment Arcobacter na vysoké urovni (Ho et al.,
2006). Vétsina piipadt enteritid a bakteriemii zptsobenych arkobaktery vsak nevyzaduje
antimikrobialni 1é¢bu, stejné jako tomu je u rodu Campylobacter. V zavaznych piipadech,
ale nastupuje antibioticka 1é¢ba, ve kterych se jako u¢inné antibiotikum pro 1é¢bu infekci
nasazuji fluorochinolony nebo tetracykliny. Mezi nevyhovujici antibiotika miizeme zatfadit
napt. kyselinu nalidixovou a ciprofloxacin, jelikoz arkobaktery jsou proti nim ¢asto rezistentni.
Dnes jiZ je popsano, Ze infekce zptsobené Arcobacter spp. vyzaduji odlisnou 1é¢bu nez infekce
zpusobené bézngjsimi druhy bakterii rodu Campylobacter. Z toho divodu je dulezité provést
testy na odliseni téchto rodd, aby v kazdém ptipadé byla poskytnuta nejvhodnéjsi 1éc¢ba
(Collado a Figueras, 2011).
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1.1.6 Identifikace bakterii

Identifikace arkobakterti pomoci biochemickych testl je velmi obtizna, za metodu tzv. ,,zlatého
standardu® se povazuje pouze izolace, at’ uz za pouziti membranovych filtri nebo izolace
na selektivnich médiich. Pro u¢innou rychlou detekci a diferenciaci rodu a druhu se v soucasné
dobé vyuzivaji molekularni metody, pfedevS§im vyuziti polymerazové fetézové reakce.
Vyuzivaji se zejména metody multiplex PCR, které jsou zamétfené na genové a druhovée
specifické sekvence spolu s dalsimi pokrocilymi diagnostikami (Ramees et al., 2017). Metoda
PCR je zaméfena pfedevsim na sekvenci genti 16S a 23S rRNA. Jako dal$i metodu Ize pouZit
pulzni gelovou elektroforézu (PFGE), ktera se pouziva pro genotypizaci Arcobacter spp.
(Lehner et al., 2005).

1.2  Prirodni antimikrobialni latky

Spotiebitelé stale vice vyzaduji kvalitni a bezpe¢né potraviny. Vzhledem k nartistu po¢tu nakaz
zpusobenych patogennimi mikroorganismy V potravinach, dochazi ke zvySenym obavam
0 bezpe€nost potravin. Spotiebitelé jsou znepokojeni zejména z pouzivani chemickych
umélych antimikrobialnich latek a konzerva¢nich latek, které inhibuji rist patogenti (Bor et al.,
2016; Tajkarimi et al., 2010). Pozadavek spotiebitelti na zachovani vyzivy a kvality potravin
vede ke zvysené potiebé vyuziti alternativnich metod konzervace k inaktivaci patogennich
mikroorganismi a enzymu z potravin. V disledku toho pfichdzeji nové metody pouziti

piirodnich konzervaénich latek (Bor et al., 2016).

Mezi hlavni ptinosy lé¢ivych pfipravki pochazejicich z rostlin patii predevsim to, ze jsou
relativné bezpecné ve srovnani se syntetickymi alternativy. Také ale poskytuji terapeutické
vyhody a cenové dostupnéjsi 1éCbu. Ackoli vétSina klinicky pouZzivanych antibiotik je
produkovana pidnimi mikroorganismy nebo houbami, vyssi rostliny mohou byt také zdrojem
antibiotik. Jako priklady Ize uvést napt. bakteriostatické a antifungicidni vlastnosti lisejniku,
antibioticky ucinek allinu v ¢esneku (Allium sativum) nebo antimikrobialni ptisobeni berberini

ve vodilce kanadské (Hydrastis canadensis) (Iwu et al., 1999).
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1.2.1 Historické vyuziti rostlin jako antimikrobialnich latek

V minulosti byly rostliny vyuzity jako zdroj inspirace pro vznik novych lécebnych piipravk.
Diky tomu mély tyto ptipravky vyznamny podil na zlepSeni Grovné lidského zdravi a pohody.
Jejich tloha ve vyvoji novych 1é¢iv spocivala v tom, Ze se mohly stat zakladem pro vyvoj
novych 1ékti nebo je bylo mozné vyuzit ve fytomedicing k 1é¢b¢ onemocnéni. Také vyssi
rostliny vyznamné piispély K rozsifeni moznosti terapie nadorovych onemocnéni. Mezi Casté
ptiklady patii antileukemické alkaloidy, vinblastin a vinkristin. Naptiklad dobfe znamy
benzylisochinolinovy alkaloid papaverin ma silny inhibi¢ni u¢inek na replikaci n¢kolika virt,

napf. vira zpusobujicich onemocnéni spalnicky a HIV (lwu et al., 1999).

1.2.2 Definice pf¥irodnich latek

Pfirodni antimikrobialni latky hraji dulezitou roli v kontrole potravin tim, Zze zabranuji
mikrobidlni kontaminaci patogennimi mikroorganismy. Timto prodluzuji také dobu
skladovatelnosti. Vyhodou také je, ze dokazi snizit rezistence K antibiotikiim u patogennich

bakterii a zlep$it imunitni systém (Bor et al., 2016).

1.2.3 Pro¢ vyuzivat antimikrobialni latky?

Pouzivani ptirodnich antimikrobidlnich latek v potravinafstvi ziskava v dnesni dob¢ velkou
pozornost jak spottebitelt, tak vyrobct. Jednim z divodd je predevS§im nespravné pouziti
a zachazeni s antibiotiky, coz vede k dramatickému vzestupu skupin mikroorganismu, vcetné
potravinovych patogent, které jsou odolné viici antibiotikiim. U alimentarnich patogent navic
dochazi k nartstu tolerance jak na technologie zpracovavani potravin, tak i na jejich uchovavani
(Gyawali a lbrahim, 2014).

Dalsim divodem jsou mozné negativni dopady syntetickych konzerva¢nich latek na zdravi
¢lovéka. Tyto diivody vyvolaly zdjem mezi vyzkumniky o vyvoj a pouzivani pfirodnich latek
Vv potravinach jako slibné alternativy ke stavajicim syntetickym konzerva¢nim latkam (Gyawali
a Ibrahim, 2014; Wallace, 2004). To zputsobilo, Ze potravinaisky pramysl neustale hleda
alternativni konzervacni latky, které mohou zvysit bezpecnost a kvalitu potravin. Slouceniny

odvozené z piirodnich zdrojii maji potencial byt pouZity pro bezpe¢nost potravin diky svym
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antimikrobidlnim vlastnostem proti Sirokému spektru potravinovych patogent (Gyawali
a lbrahim, 2014). Avsak metody a mechanismy ucinku pfirodnich antimikrobidlnich latek,
stejné jako toxikologické a senzorické efekty, nejsou zcela popsany. I pies to, ze mechanismus
ucinku pfirodnich antimikrobidlnich latek neni obsahleji pochopen, dochazi ke stale vétsim
snaham vyvijet nové efektivni metody k pochopeni mechanismu antimikrobialnich ucinkd.
Tyto metody se primarné opiraji o jejich vyuziti ke zvySeni bezpecnosti potravin (Tajkarimi
et al., 2010).

1.2.4 Ziskani a vyuziti antimikrobialnich latek

Ptirodni antimikrobidlni latky mohou byt ziskany z rdznych zdrojti, v€etné rostlin, zivocicha,
bakterii, fas a hub. VétSina dostupnych studii tykajicich se antimikrobidlnich latek ziskanych
Z rostlin zahrnuje pouze antimikrobialni nebo antioxidacni aktivitu bylin, kofeni a jejich
sloucenin. Rostlinné oleje a vytazky byly od starovéku pouzivany k aromatizaci potravin,
v tradi¢ni medicing a jako konzervaéni latky. Kromé toho, ze se pouzivaji pii vyrobé potravin,
ve kterych dodéavaji chut’ a barvu, byliny a kofeni maji také antioxidacni, antimikrobialni,
nutri¢ni a farmaceutické vlastnosti (Gyawali a Ibrahim, 2014; Lai a Roy, 2004; Savoia, 2012;
Shan etal., 2007). Prvni védecka studic o konzervaénich ucincich kofeni byla provedena
v 80. letech 19. stoleti a popsala antimikrobialni G¢inek skoficového oleje na spory bakterie

Bacillus anthracis (Tajkarimi et al., 2010).

Antimikrobidlni latky rostlinného piivodu se ziskdvaji riznymi metodami z aromatickych
a tékavych latek z kvétt, pupend, semen, listi, vétvi, kiry, bylin, dieva, ovoce i kofenti rostlin
(Tajkarimi et al., 2010). Silngjsi antimikrobialni efekty a bezpecnéjsi pristup ke kontrole
alimentarnich patogentt by mohlo zvysit pouziti vytazkd z rostlinnych zdroji v kombinaci

s vn&j$imi nerostnymi zdroji (Shan et al., 2007; Tiwari et al., 2009).

1.2.5 Dulezité prirodni slozky

Antimikrobidlni G¢innost rostlinnych extrakti muaze byt zptisobena piitomnosti fenolickych
sloucenin nebo pfitomnosti hydrofobnich slozek v éterickych olejich (Gyawali a Ibrahim,
2014). Hlavni skupiny sloucenin, které¢ jsou odpovédné za antimikrobialni aktivitu rostlin, jsou

pfedev§im fenoly, fenolové kyseliny, chinony, saponiny, flavonoidy, taniny, kumariny,
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terpenoidy a alkaloidy. Zmény struktury a chemického slozeni téchto sloucenin vedou
Kk rozdilim v jejich antimikrobialnim u¢inku (Gyawali a Ibrahim, 2014; Lai a Roy, 2004;
Savoia, 2012). Fenolické slou¢eniny maji velké strukturni variace a jsou jednim

v

z nejrozmanitéjsich skupin sekundarnich metaboliti (Gyawali a Ibrahim, 2014).

1.2.6 Inhibi¢ni ac¢inek na bakterie

Predpoklada se, ze inhibi¢ni ucinek fenolickych sloucenin je zplsoben hydroxylovymi
skupinami (-OH), protoze tyto skupiny jsou schopny interagovat s buné¢nou membranou
bakterii a zplsobi tak Gnik bunécnych elementt. Dale bylo napftiklad zjisténo, Ze antioxidacni
vlastnosti jsou zptisobeny pritomnosti volnych (-OH) skupin ve fenolickych slouc¢eninach. Tato
vlastnost inhibuje tvorbu reaktivnich kyslikii a odstranuje volné radikaly, ¢imz snizuje redoxni
potencial ristového média. Diky sniZzeni redoxniho potencidlu dochazi k omezenému ristu
nezadoucich mikroorganisml. Antimikrobidlni U¢innost jednotlivych latek obsahujicich
skupinu (-OH) je také zavisla na pozici této skupiny v molekule, ve které se hydroxylova
skupina nachazi. Vysoka antimikrobialni uc¢innost fenolickych slouc¢enin zavisi i na velikosti
pfidané alkylové nebo alkenylové skupiny. Vyssi antimikrobidlni aktivitu vii¢i bakteriim téz
vykazuji latky s vétsSim poctem dvojnych vazeb ve své mokule, nez latky s pouze jednou

dvojnou vazbou (Gyawali a lbrahim, 2014).

Za méng¢ citlivé na antimikrobialni latky lze povazovat G~ bakterie vzhledem k ptitomnosti
lipopolysacharidové vnéj$i membrany, ktera omezuje diftzi hydrofobnich sloucenin. U téchto
bakterii bylo zjisténo, ze jsou obvykle odolnéjsi vic¢i antimikrobidlnim latkdm pivodem
z rostlin. Avsak s jistotou se neda fici, ze G* bakterie jsou vzdy Citlivéjsi na antimikrobialni

latky (Tajkarimi et al., 2010).
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1.3 Caje a ¢ajové extrakty
1.3.1 Camelliasinensis L.

Camellia sinensis neboli ¢ajovnik ¢insky je pivodem z jihovychodni Asie, ale péstuje se
zemédélskych plodin. Mezi nejvétsi lidry ve vyrobé &aje v soudasné dobé patii Cina a nachazi
se zde vice jak 200 riznych kultivart ¢aji (Chen et al., 2007). Z jednoho stejného druhu rostliny
C. sinensis L. se vyrabi jak zeleny, Cerny ¢aj, tak oolong. Jednotlivé druhy caju se lisi svym
vzhledem, chemickym sloZenim, organoleptickymi vlastnostmi a ptichuti zptisobenou jejich

piislusnym fermenta¢nim procesem (Sharangi, 2009).

Caj lze povazovat za nejstarsi nealkoholicky napoj na svété, ktery obsahuje kofein. Prvnimi
konzumenty ¢ajii byli Citané, kteti ho vyuzivali jako 16¢ivy népoj, pozdéji jako klasicky napoj
a dnes je vyuzivan jiz 5 000 let (Eden, 1958). Caj ziskal privilegované misto a popularitu mezi

vSemi skupinami lidi a neni nadsazkou fici, Ze je to vSestranny napoj (Arora et al., 2009).

Obr. 2: Kvét a listy ¢ajovniku ¢inského (ptevzato z Pharmapoint.cz)

1.3.1.1 Stavba ¢ajovniku

Cajovnik je stalezelena, cizosprasna rostlina a trvalka, kterd roste ve svém pfirozeném prostiedi
az do vysky 15 m. Uméle péstovany Cajovnik dosahuje do vysky 60-100 cm a na sklizeil se
udrzuji malé listy. Kveéty jsou bilé barvy a rostou po jednom, ¢i ve dvojicich. Plody jsou zelené

barvy s dvéma az ttemi semeny, ktera vznikaji po 5 az 6 letech od vysadby (Wight, 1962).
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Listy ¢ajovniku jsou vétsinou tmavé zelené, stiidavé, ovalné s pilovitymi hranami o rozmérech
4-15 cm na délku a 2-5 cm na Sitku. K vyrobé Caje se sbiraji nékolikrat do roka nezralé svétle
zelené listy, jiz uzralé maji tmavé zelenou barvu. Obvykle se pro zpracovani ruéné sbira vrchni
pupen a prvni dva az tfi listy pod nim. Rizné staii listl, které se 1i8i chemickym slozenim,
slouzi k produkei riznych druhti ¢aji o odlisnych kvalitach (Wight, 1962; Burda, 2013). Kvét

a listy ¢ajovniku jsou zobrazeny na Obr. 2.

1.3.1.2 Zakladni druhy ¢aju a jejich vyroba

Mezi dvé hlavni odridy C. sinensis patfi: sinensis (vétsi listy, dlouhy stonek) a assamica (mensi
listy, stonek kefového typu) (Yamamoto, 1997). Cinské ¢aje jsou rozdéleny do $esti kategorii
na zaklad¢ jejich vyrobniho procesu — zeleny caj, bily ¢aj, zluty ¢aj, oolong ¢aj, Cerny Caj
a Pu-erh ¢aj. Zeleny ¢aj patii mezi nefermentované c¢aje. Bily ¢aj, oolong a Cerny Caj jsou
fermentovany oxida¢nimi enzymy, jako jsou polyfenoloxidaza a peroxidaza nachazejici se
v listech. Bily ¢aj se ziskava lehkou fermentaci, oolong ¢aj je polofermentovany a ¢erny ¢aj je
plné fermentovany. Zluty aj a Pu-erh jsou fermentovany mikroorganismy, coZ je nasledovano
lehkou fermentaci a fermentaci oxida¢nimi enzymy v listech. Z hlediska stupné fermentace jsou
Caje definovany jako — zeleny ¢aj < bily ¢aj nebo Zluty ¢aj < oolong < ¢erny ¢aj nebo Pu-erh
(Hashimoto et al., 2007).

Cerny &aj zahrnuje piiblizné 76-78 % viech &aji vyrobenych a spotiebovanych na svété, ktery
se z80 % konzumuje v USA ve formé ledového caje. Zeleny ¢aj, ktery je konzumovan
predevsim v Cing, Koreji, Japonsku a Maroku piedstavuje 20-22 % ¢ajové vyroby. Vyroba
a konzumace ¢aje oolong tvoii méné nez 2 % a je oblibeny predeviim v Ciné a Taiwanu (Wu

a Wei, 2002; Zuo et al., 2002; llyasova et al., 2003).

Béhem fermentace cerstvych cajovych listi jsou nékteré katechiny oxidovany nebo
kondenzovany na vétsi polyfenolové molekuly (dimery nebo polymery), jako jsou theaflaviny
(3-6 %) a thearubiginy (12-18 %). Tyto vzniklé polymery jsou zodpovédné za hoikou chut

a tmavou barvu u ¢erného ¢aje (Almajano et al., 2008).

Prvnim krokem pfii zpracovani vSech druht ¢aji, at’ uz se jedna o oxida¢ni nebo neoxidacni
zpracovani, se Cajoveé listky svinuji, aby dosSlo k vytlaeni Stdvy na povrch listli, a susi se

v horkém vzduchu, aby doslo ke sniZeni vlhkosti. Takto zpracované listky se poté postupné
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prosévaji pies rlzna sita, aby se roztiidily podle velikosti. Nejvétsi listky se vybiraji

do nejlepsich ¢aju, ¢aje nizsi tiidy obsahuji mensi alomky (Mitscher a Dolby, 2006).

1.3.1.3 SloZeni ¢aji

Listy ¢ajovniku obsahuji ptiblizné 2 000 rtiznych fytochemikalii jako jsou napft. rizné fenolické
slouceniny, methylxanthiny, proteiny, volné aminokyseliny, kyselinu L-askorbovou a dalsi
organické kyseliny, tékavé slouceniny, lipidy, karotenoidy, chlorofyly, mineraly a v neposledni
fadé i stopové prvky (Hacioglu et al., 2017).

1.3.2 Zeleny ¢aj

1.3.2.1 Chemické sloZeni

Cajové listky jsou zdrojem polyfenold, predevsim katechini. Tyto latky jsou biologicky u¢inné,
rostlinného ptivodu a nepatii mezi ziviny. Katechiny patii mezi derivaty flavanu a ve skupiné
flavonoidti se vyznauji nejvy$Sim stupném oxidace heterocyklického kruhu a dobrou
rozpustnosti ve vode€. V ¢ajovych listech se objevuji pfevazné ve forme estert kyseliny galové

(Gramza et al., 2005).

Velmi vlivné uc€inky zeleného caje jsou pfipisovany jeho polyfenolovym slouceninam,
pievazné katechintim, které tvoii az 30 % Ssuché hmotnosti zelenych ¢ajovych listkti. Polyfenoly
jsou piitomné ve vysSich mnozstvich v zeleném ¢aji ve srovnani s ¢ajem ¢ernym nebo oolong,
kvuli rozdilné poskliziiové technologii (Graham, 1983; Perumalla a Hettiarachchy, 2011).
V zeleném ¢aji je nejhojnéjsim katechinem EGCG, coz piedstavuje ptiblizné 59 % z celkového
mnozstvi katechint. DalSimi jsou EGC, kter¢ tvoti ptiblizné 19 %, ECG 13,6 % a EC 6,4 %.
Mnozstvi katechini mtze byt ovlivnéno typem ¢aje, listy, které jsou sklizeny, zpracovanim,
zemepisnou polohou, podminkami péstovani a v neposledni fadé i samotnou piipravou Caje

(Reygaert, 2014). Hlavni katechiny v zeleném ¢aji jsou zobrazeny na Obr. 3.
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Podminka biologické dostupnosti je vyznamnad pro zdravotni prospéS$nost zeleného caje.
Dostatecné mnozstvi dané latky musi byt pfitomno v misté infekce, aby byla takova latka
uzitetna Vv boji proti mikroorganismim. Biologicka dostupnost je nejcastéji hodnocena
meéfenim hodnot v plazm¢, moci nebo tkanich po poziti ¢aje; obvykle odebiranim vzorki
v pravidelnych ¢asovych intervalech. Byly provadény rtizné studie za pouziti riznych davek
katechint a ukazaly, Ze biologicka dostupnost katechinii je pfimo itmérna mnozstvi katechint

spotiebovanych (Reygaert, 2014).

OH
(~)-Epicatechin (EC) (-)-Epigallocatechin (EGC)

OH
OH OH

m e
GO
S N
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OH

(~)-Epicatechin-3-gallate (ECG) (-)-Epigallocatechin-3-gallate (EGCG)

Obr. 3: Chemicka struktura ¢tyf hlavnich katechini v zeleném ¢aji (pfevzato
ze Steinmann et al., 2013)

1.3.2.2 Vyroba ¢aje

U zeleného ¢aje jsou Cerstve nasbirané ¢ajové listky ponechany nékolik hodiny leZet ve stinu.
Nasleduje spatfeni na paie vV panvich a ususeni Vv pecich, podobné jako u cerného ¢aje. Timto
technologickym postupem dojde k deaktivaci enzymu polyfenoloxidazy. Tyto enzymy nejen
zabranuji oxidaci katechint, ale také zachovavaji polyfenoly v jejich monomerni formé. Proces
spafeni v pare pii vysoké teploté chrani proti enzymatické degradaci vitaminti a zabranuje také

degradaci polyfenolu (Zaveri, 2006; Thoma, 2014).
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1.3.2.3 Utinek zeleného ¢aje na bakterie Helicobacter spp.

Infekce zptisobené témito bakteriemi jsou jedny z nejbéznéjsich bakterialnich infekei u ¢loveka
po celém svété. H. pylori je klasifikovan jako karcinogen skupiny 1 a jedna se tedy

0 nejdulezitjsi rizikovy faktor pro vznik rakoviny zaludku (Stoicov et al., 2009).

Byly provedeny studie, které prokéazaly, ze zeleny ¢aj ma baktericidni a bakteriostatické ucinky
in vitro na bakterie H. felis a H. pylori. Ve studiich provadénych in vivo bylo zjisténo, ze
pozivani zeleného Caje v dobé pred vznikem infekce zabranuje zanétu zaludecni sliznice.
Terapeuticka konzumace ¢aje az po vzniku infekce snizuje zavaznost gastritidy (Stoicov et al.,
2009). U bakterie H. pylori byly naméfeny praméry jasné zony inhibice za pouziti diskové
diftzni metody V rozmezi 16-21 mm. Stejné antimikrobialni vysledky vykazoval i ¢aj Cerny

(Diker a Hascelik, 1994).

1.3.3  Bily ¢aj

1.3.3.1 Zakladni vlastnosti a vyroba

Bily ¢aj patii mezi velmi vzacny a cenny typ ¢aje pochézejiciho z Ciny. Nazev &aje pochazi
z hedvabného bilého chmyii, které pokryva nezralé listy a pupeny. Caj méa jemnou sladkou

chut’, ktera se lisi od travnaté chuti zeleného ¢aje (Damiani et al., 2014).

Bily ¢aj se vyrabi ve velmi malych mnozZstvich, protoZe se listy sbiraji pouze za svitdni behem
nckolika dni na jate, kdy jsou pupeny jesté stdle uzavieny. Tradi¢ni metoda, kterd se pouziva
pfi zpracovani bilého ¢aje, je rozlozeni listi a ususeni na slunci, béhem kterého je struktura listu
zachovana. Nedochazi tak k poruseni vné&j$im zasahem, a tak se ¢aj mirn¢ oxiduje (Damiani
etal., 2014). Fermentace (oxidace) je katalyzovana endogenni polyfenoloxidazou (PPO)
a peroxidazou (POD) a tyto enzymy vytvareji jedine¢nou vini a chut’ bilého caje (Dai et al.,
2017). Pokud jde o hladiny katechinti, obecné se bily ¢aj vyznamné nelisi od zeleného caje,
I kdyz nektefi védci zjistili vyssi sttedni hodnoty nékterych katechinti a kyseliny galové v bilém

¢aji ve srovnani s ¢ajem zelenym (Damiani et al., 2014).
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1.3.4  Zluty &aj
1.3.4.1 Zakladni vlastnosti a vyroba

Zluty &aj patii mezi vzacné typy Gajii a jeho vyroba, ktera se uskute¢iiuje jen v Ciné, mé dlouhou

historii (Wang et al., 2013).

Pti zpracovani zlutého ¢aje dochazi nejprve k ¢astecné fermentaci shromazdénych listt. Déle
nasleduje zavadnuti, valcovani a usuSeni. Podle jisté studie bylo zjisténo, ze celkovy obsah
katechinli u zelené¢ho caje je o 16 % niZsi nez u Caje Zlutého, coz je vysledkem chemickych
zmén, ke kterym dochazi béhem fermenta¢niho procesu (Gramza-Michatowska et al., 2016).
Zluty &aj je bohaty na ¢ajové polyfenoly, polysacharidy, vitaminy a aminokyseliny, ma uéinky
v prevenci a v 1écbé rakoviny jicnu. Dale bylo zjisténo, Ze ma piinosné ucinky na slezinu

a Zaludek (Wang, et al., 2013).

1.3.5 Oolong

1.3.5.1 Vyroba ¢aje oolong

Tento druh ¢aje ma vynikajici charakteristiku, ktera kombinuje svéZest zeleného ¢aje a vini
Caje ¢ern¢ho. Oolong ¢aj spolu s ¢ajem zelenym je konzumovan hlavné ve vychodoasijskych
zemich, jako je Cina, Japonsko a Tchaj-wan (Chan et al., 2011). Inhibi¢ni G¢inek ¢aje oolong
byl popsan napf. proti bakterii Staphylococcus aureus. Bylo zjisténo, ze extrakt aje oolong
piipraveny 2z Cajovych listkii sklizenych v 1été¢ vykazuje nejsiln€jSi inhibi¢ni tcinek,
nasledovany sklizni na jafe, v zim¢ a na podzim za pouziti stejného postupu piipravy (Chou

etal., 1999).

Dulezitym krokem pfi piipravé Caje oolong Caje je polofermentace. Ta probihd po sklizeni
cerstvych mladych jesté zelenych vyhonk, které jsou ponechany na kusech latky asi 1 hodinu
(Haslam, 2003; Burda, 2013). Dalsim krokem vyroby je suseni ¢aje pti asi 70 °C. Horké listy
se nasledn¢ zabali do latky a valchuji se, ¢imz dochazi ke zhnédnuti listd. List v kone¢né fazi
musi vypadat tak, ze okraje jsou ¢erné, zatimco stied je jeSté zeleny. Poslednim krokem

vyroby je poté jesté jedno zahiivani (Burda, 2013).

29



1.3.6  Cerny &aj

1.3.6.1 Chemické sloZeni

V Cerném ¢aji se nachazi celkovy obsah katechini v rozmezi 5-110 mg/g, z ¢ehoz jsou
theaflaviny pfitomny v mnozstvi 5-21 mg/g. Mezi pievladajici katechiny v tomto ¢aji patii
pfedev§im EGCG a ECG s koncentraci kolem 0,5-67 mg/g. Dalsi uvadéné koncentrace
katechint EGC a EC se pohybuji okolo 0-10 mg/g. Obecné se tedy da fici, Ze jeden S$alek
¢erného ¢aje obsahuje 50-370 mg celkovych katechint a 4-18 mg theaflavina (Mario, 2010).

V ¢erném i zeleném Caji je také piitomen kofein, kterého se nachazi v cerném caji vice a jeho
obsah lze ovlivnit jak typem caje, tak i délkou louhovani. Po 5 minutach louhovani ¢erného
¢aje dochazi k uvolnéni 40-100 mg kofeinu, zatimco po 3 minutach louhovani jen 20-40 mg.
Vedle povzbuzujiciho u¢inku kofeinu na centralni nervovy systém (CNS), dokaze stimulovat
| vyluCovani travicich §tav. Tato pozitivni vlastnost patfi mezi hlavni diivod, pro¢ $alek caje
vypity po tuéném jidle usnadnuje vstiebavani. Také napomdha metabolismu a zvySuje

schopnost ledvin odstranovat toxické latky z téla (Chow a Kramerova, 1998).

1.3.6.2 Proces vyroby

Proces vyroby Cerného Caje zahrnuje sérii krokl zpracovani, které se skladaji ze zavadnuti,
svinovani, fermentace, usuSeni, prosévani a baleni (Ozdemir et al.,, 2017). Béhem
kroku zavadnuti jsou listy rozprostieny na pletivo, nad kterym proudi horky vzduch. Svinovani
V ortodoxnim zpracovani se svinovani listl provadi pomoci excentrického vélcovani
pod tlakem. Jinak tomu je vtechnologii CTC (Crushing-Tearing-Curling), ve které je
svinovani provadéno za souCasného rozmackdvani, trhani a drceni pomoci dvou valct
pohybujicich se odliSnou rychlosti a Vv opacnych smérech. Dilezité v této fazi je sledovat
teplotu procesu, ktera se vyviji v prub&hu svinovani, protoze velké tfeni a smykové namahani
ma Vvliv na kvalitu ¢aje. Ortodoxni zpracovani Caje je odlisné velmi jedineCnou chuti caje,

ale vysokou prodejni cenu (Mulky a Sharma, 1993; Sharangi et al., 2014).

Fermentace neboli oxidace se provadi rozlozenim cajovych listi na podlaze nebo vlozenim
do kontinualniho fermentoru. Proces fermentace je katalyzovan endogennimi enzymy

a probiha piiblizn¢ 3-4 hodiny. Biochemické zmény, které vznikly jiz béhem zavadnuti listl
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pokracuji i v této fazi, a to o dost rychleji. Faktory jako kvalita, ¢erstvost, sila a barva dosahnou

svého optima v riznych ¢asech a jsou ovlivnény odlis$nosti od ¢asu a teploty (Mulky a Sharma

1993; Thoma, 2014).

Charakteristickd barva, kterou pozorujeme u ¢ernych ¢ajti, je zptisobena ¢asteCnou polymeraci
a oxidaci polyfenolt a jejich esterd na theaflaviny a thearubiginy (Sharangi et al., 2014).
Po ususeni dochazi k rozttidéni ¢ajovych listkti podle velikosti priichodem pfes sita s riiznou
velikosti otvord (Segal, M., 1996). Cerny &aj je konzumovan predev§im v zapadnich zemich

a Vv jihoasijskych zemich, jako je Indie a Sri Lanka (Chan et al., 2011).

1.3.6.3 U¢inek &erného ¢aje na bakterie C. jejuni a C. coli

Bakterie rodu Campylobacter byly identifikovany jako bakterialni patogeny zpusobujici
lidskou enterokolitidu v mnoha zemich. Onemocnéni se projevuje obvykle vodnatymi
nebo krvavymi prajmy a bolesti bficha. Navic infekce zptsobené témito bakteriemi mohou
zpusobit zavazné onemocnéni tzv. Guillain-Barrého syndrom (GBS) vedouci k akutni
neuromuskuldrni paralyze. V soucasné¢ dobé se kIéCbé onemocnéni zplsobenych

kampylobaktery pouzivaji antibiotika (Wang et al., 2014).

Byly u€inény studie, které popisuji inhibi¢ni G¢inek ¢erného ¢aje na bakterie C. jejuni a C. coli.
V testech bylo zjisténo, ze ¢aj se zao¢kovanou bakterialni suspenzi jiz po 4 hodinach expozice
vykazoval baktericidni u¢inky na ob¢ bakterie. Podobné vysledky vykazoval i zeleny ¢aj, ktery
mél také inhibi¢ni u¢inky na C. jejuni a C. coli po 4 hodinach expozice. Baktericidni efekt proti
bakteriim je uveden v Tab. 2. Dale byla také provedena diskova difizni metoda a zjistény

prumérné zony inhibice v rozmezi 20-22 mm srovnatelné u obou ¢aju (Diker et al., 1991).

Tab. 2: Baktericidni u¢inek ¢erného a zeleného ¢aje proti bakteriim C. jejuni a C. coli (pfevzato a upraveno z Diker
etal., 1991)

Pocet Zivotaschopnych bunék [CFU/ml]
C. jejuni C. coli
Expozice Cerny &aj Zeleny ¢aj Cerny &aj Zeleny ¢aj
0 hod. 5,0x10° 5,0x10° 5,0x10° 5,0x10°
1 hod. 2,4x10° 2,8x10° 2,7x10° 2,1x10°
2 hod. 6,6x10* 5,7x10* 5,2x10* 3,8x10*
3 hod. 3,1x102 2,6x10? 2,9x10? 1,6x10?
4 hod. 0 0 0 0
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1.3.7 Pu-erh

1.3.7.1 Zakladni vlastnosti a vyroba

Pu-erh ¢aj se vyrabi pfevazné v provincii Yunnan v Ciné a je zde hojné konzumovan. Stejné
jako Cerny ¢aj, Pu-erh se pfipravuje dlouhotrvajici tplnou fermentaci. Cely proces fermentace
je usnadiovan mikroorganismy, jako je napi. Aspergillus niger, Penicillium, Rhizopus
chinensis nebo Saccharomyces (Wu et al., 2007; Zhao et al., 2010). U tohoto caje se
predpoklada, ze ¢im delsi je doba uchovani, tim lepsi je jeho kvalita. Mezi funkéni vlastnost
Caje, ktera byla zjisténa v jisté studii, 1ze povazovat snizovani hladiny plazmového cholesterol

esteru a triglyceridu v plazmé pii testech provedenych na potkanech (Wu et al., 2007).

1.3.7.2 Chemické slozeni

V nedavné studii byly u caje Pu-erh identifikovany statiny, coz jsou inhibitory reduktazy
hydroxymethylglutaryl-koenzymu A, které zabranuji kardiovaskularnim chorobam a snizuji

relativni riziko zavaznych koronarnich ptihod (Chen et al., 2009).

Za inhibi¢ni u¢inek polyfenolt vodného extraktu Pu-erh Caje 1ze povazovat interakci a adsorpci
na proteiny mikrobialniho povrchu. Ze vSech katechinli je v Pu-erh ¢aji pfitomen pouze EC,
ostatni (EGC, ECG a EGCG) zde ptfitomny nejsou. Za hlavni slozky Pu-erh Caje lze tedy
povazovat kofein a EC. Byly provedeny studie, ve kterych kofein a EC vykazovaly inhibi¢ni
ucinek proti G~ bakteriim. U experimentu, ve kterém byl testovan vodny extrakt ¢aje Pu-erh
vsak nebyl vykazovan zadny uéinek proti této bakterii, i kdyZ ¢aj obsahoval jak kofein, tak i EC
(Wu et al., 2007).

1.3.7.3 Ukinek &aje Pu-erh na bakterii Escherichia coli

Tento enteropatogen miize byt zodpovédny za krvavé prijmy (hemoragicka kolitida) a za vznik
hemolyticko-uremického syndromu (Bruins et al., 2006). Patogenni kmeny téchto bakterii jSou
povazovany za nejcastéjsi pri¢inu vzniku zdnétu mocovych cest (Noormandi a Dabaghzadeh,

2015).
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S ¢ajem Pu-erh byl proveden vyzkum, pfi¢emz ¢aj byl pouZit jako surovy material pro pfipravu
nanomaterialti a jako antimikrobialni ¢inidlo. Byly stanoveny nejprve antibakterialni uc¢inky
Pu-erh Caje na G~ bakterii za pouziti Pu-erh ¢ajového prasku o rozdilnych velikostech (PTP)
a Pu-erh ¢ajového zbytkového prachu. Vysledky ukazaly, ze lepsi antimikrobidlni aktivitu
vykazovaly mens$i Castice Pu-erh ¢ajového prasku (PTP) nez ty vétsi, avSak nejlepsi
antimikrobialni aktivitu vykazovaly nanoc¢astice Pu-erh ¢ajového prasku (NPTP). Pu-erh ¢aj
V nanovldknovych membranach zpusobil poskozeni bunééné membrany E. coli a doslo tak
kiniku K" iontd a enzymid zbunék. Navic poSkozeni bun&né stény vedlo k Gniku
fluorescencnich proteinti z bakterii exprimovanych zelenym fluorescencnim proteinem. Tento

vyzkum mize poskytnout slibné pouziti novych antibakterialnich materiala (Su et al., 2012).

1.3.8 Rooibos

1.3.8.1 Zakladni vlastnosti

Tento druh caje patfi mezi nejcastéji konzumované a komeréné vyznamné bylinné Caje
pochazejici z Jizni Afriky. Caj r00ibos je pozivan nejen pro jeho pozitek z chuti a ving, ale
i pro jeho Ié¢ivé vlastnosti. U tohoto ¢aje neni doposud piesné prozkoumana jeho
antimikrobialni aktivita, ale existuji n¢které studie, které potvrzuji inhibicni ucinky rooibosu
proti uréitym mikroorganismiim, jako jsou napt. Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Streptococcus mutans ¢i Candida albicans (Hiibsch
et al., 2014). Antioxidac¢ni a antimikrobialni vlastnosti ¢aje nelze pfifadit katechintim, protoze
rooibos zadné neobsahuje. Obsahuje ale rtizné dalsi slouceniny, jako jsou napt. aspalathin,
isoorientin, orientin a rutin, které k témto kladnym vlastnostem ¢aje mohou piispét (Almajano
et al., 2008).

1.3.8.2 Interakce ¢aje s 1é¢ivy

U caje rooibos byla zjisténa v kombinaci s farmaceutickymi 1é¢ivy a antibiotiky vyznamna
interakce. Nejsilnéjsi synergické interakce byly zjistény v kombinaci s penicilinem G proti
G patogeniim. Také bylo naptiklad zjisténo, Ze v kombinaci ¢aje s 1é€ivem doslo ke zvyseni

aktivity enzymu cytochromu P450 (CYP3 A4) ve stieve potkantl, coz vedlo ke sniZeni u¢innosti
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benzodiazepinu midazolamu. Caj také indukuje jaterni enzymy CYP450, coz vede ke zvyseni

metabolismu mnoha 1é¢iv (Hiibsch et al., 2014).

1.3.9 Antimikrobidlni u¢inky ¢aja

Jednim z oblibenych napoji po celém svété je Caj. Prasek Cajového extraktu, coz je vedlejsi
produkt pii zpracovani Caje, obsahuje také velké mnozstvi fenolickych slou¢enin. Tyto vedlejsi
produkty obsahuji aktivni slozky, jako je kofein a jiné polyfenoly, v¢etné tislovin, flavanoli,
flavandiolti, flavonoidii a fenolovych kyselin pouzivané jako piirodni konzervacni latky
(Friedman, 2007). Cajové listy navic také obsahuji tékavé oleje, polysacharidy, aminokyseliny,

lipidy, vitaminy a prvky jako jsou napf. fluor a mangan (Sharangi, 2009).

Polyfenoly jsou nejvice biologicky aktivni skupinou ¢€ajovych slozek, zejména nékterych
epigalokatechin (EGC), epikatechin-3-galat (ECG) a epikatechin (EC) (Lin et al., 2003).
V Cerném ¢aji jsou obsazeny pievazné theaflaviny, coz jsou zoxidované katechiny, které jsou
ucinné ptredevSim proti virim, zvlasteé viram zpisobujici chfipkova onemocnéni (Liibeck,
2007). Hlavnimi theaflaviny ¢erného cCaje jsou theaflavin, theaflavin-3-galat,
theaflavin-3’-galat a theaflavin-3,3’-galat. Tyto slouceniny jsou zbarveny oranzové az ¢ervené,
coz zpusobuje typické zabarveni Cerného caje (Chan et al., 2011). Byla studovana fada
biologickych funkci €ajovych polyfenold a bylo zjiSténo, ze zahrnuji u€inky antioxidativni,
antimutagenni, antikarcinogenni, dale inhibi¢ni u¢inky na rist nadoru a imortalizované bunky

(Lin et al., 2003).

Rozdily v obsahu katechinu a kofeinu v ¢ajovych matricich jsou vysledkem mnoha faktort,
jako jsou napi. sklizen,, klima, ptida, stafi listh a samotné zpracovani caje (Gramza-

Michatowska et al., 2016).

Bylo zjisténo, ze ptidavek mléka nebo cukru do ¢aje zpiisobi mirnou zménu antimikrobidlniho
komplexu mléénych bilkovin s polyfenoly, ¢i antimikrobialnimi slozkami ¢aje, coz je Cini
nepfistupnymi pro jejich inhibi¢ni ucinek. Ve skutecnosti fada dalSich studii prokézala,
ze piidavani mléka do Caje neovliviiuje bioaktivitu Cajovych flavonoidd a ani nemeéni

antioxidacni aktivitu ¢aje (Arora et al., 2009).
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1.3.9.1 Metabolismus polyfenoli

Polyfenoly jsou béhem prvniho prichodu metabolismem natolik zménény, ze Se typické
molekularni formy 1isi od téch, které se vyskytuji v ptivodnim zdroji potravy. EGCG je pomérné
stabilni v zaludku a v tenkém stfeveé. Pfi testech provedenych na potkanech bylo zjisténo,
ze obsah EGCG ve stieve prudce vzroste béhem nékolika hodin a je detekovatelny po 8 hodin
od podané jedné davky EGCG (50 mg). Absorbované ¢ajové katechiny jsou biotransformovany
Vv jatrech na konjugované metabolity, jmenovité glukuronidované, methylované a sulfdtované
derivaty. Zatimco EGC a EC jsou hlavn¢ konjugované, EGCG je obvykle pfitomen ve volné
form¢ vlidské plazmé. Nekteré katechiny transportovany do stfeva mohou byt
glukuronidovany enzymem glukuronosyltransferazou nachazejici se ve sliznici stieva (Sajilata
et al., 2008). Po absorpci jsou katechiny distribuovany do vSech tkanich téla, zejména do jicnu,
tenkého stieva a tlustého stieva (Yang et al., 2000; Lambert a Yang, 2003). Nejvyssi
koncentrace katechint se v plazmé ¢loveka objevi po 1,5 az 2,6 hodinach a vrati se na vychozi
hodnotu po 24 hodinach (Sajilata et al., 2008). Avsak ne vSechny katechiny z ¢ajovych extraktt

maji antibakterialni aktivitu (Almajano et al., 2008).

Komplex oxidovanych polyfenolli v €aji se €asto nazyva tanin. Na rozdil od nékterych
slou€eniny z jinych rostlin, které maji také tento obecny nazev, ¢ajové taniny nejsou skodlivé

a ¢aje neobsahuji kyselinu taninovou (Hamilton-Miller, 1995).

U theaflavini dochazi k nizké biologické dostupnosti, ne vSak z divodu degradace
Vv gastrointestinalnim traktu v dusledku pH nebo teploty, ale kvtli vysoké molekulové
hmotnosti a velké polarni ploSe téchto sloucenin. Slouceniny s molekulovou hmotnosti vyssi
nez 500 Da maji $patnou biologickou dostupnost vzhledem k jejich velké skuteéné velikosti

(vysoka molekulova hmotnost) (Sajilata et al., 2008).

1.3.9.2 MoZzné mechanismy ucinkii katechini

Vedle ptimych antimikrobialnich ¢inkidi katechini (napf. poskozeni bakteridlni bunécné
membrany, inhibice syntézy mastnych kyselin, inhibice enzymové aktivity atd.), existuji také
nekteré Ucinky, které mohou pfispivat k celkovému antimikrobialnimu u¢inku u infikovanych
jedinci. Tyto ulinky zahrnuji inhibici zanétu (zejména zanétu zpusobeného oxidaénim

stresem), konkrétné&ji zvySenim syntézy oxidu dusnatého (Reygaert, 2014).
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Mozné mechanismy G¢inkl katechinti na bakterie:

Poskozeni bunécné membrany

Poskozeni bakteridlni bunééné membrany inhibuje schopnost bakterii vazat se na hostitelské
bunky (Sharma et al., 2012) a inhibuje schopnost bakterii vazat se navzajem, aby vytvotily
biofilmy, které jsou vyznamné v jejich patogenezi (Blanco et al., 2005). PoSkozeni bakterialni

membrany také vede k neschopnosti bakterii vylucovat toxiny (Reygaert, 2014).

Inhibice syntézy mastnych kyselin

Mastné kyseliny v bakteriich hraji dlezitou funkci. Slouzi jako vynikajici zdroj energie a jsou
soucasti fosfolipidovych bunéénych membran. V jistych studiich bylo zjiSténo, ze inhibice
syntézy mastnych kyselin zelenym ¢ajem inhibuje bakterialni produkci toxickych metabolitt

(Reygaert, 2014).

Inhibice jiné enzymové aktivity

Vyzkumnici zjistili, ze katechiny zeleného c¢aje maji inhibi¢ni uc¢inek na proteiny
tyrosinfosfatazy a cysteinové proteazy u nékterych anaerobnich peroralnich bakterii. Dale bylo
také zjisténo, Ze katechiny zeleného €aje maji schopnost zasahovat interakcemi do replikace
DNA atim inhibovat funkci DNA gyrazy (Reygaert, 2014). Pfi neddvné studii bylo
prozkoumano, ze bioflavonoidy (vCetné téch pochazejicich ze zeleného ¢aje) mohou inhibovat
aktivitu bakterialni ATP syntdzy, coz snizuje schopnost mikroorganismtii produkovat

dostate¢nou energii (Chinnam et al., 2010).

36



2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzity material, pristroje a pomicky

2.1.1 Kultiva¢ni média

° M-H agar (Mueller Hinton Agar) - HiMedia, Indie

SlozZeni:
hovézi masova infuse z 300 g/l
kysely hydrolyzat kaseinu 17,5 g/l
skrob 1,59/l
agar 17 g/l

Kone¢né pH (25°C)=7,3+0,1

Pro pfipravu dané ptidy bylo navaZzeno 38 g komercni smési na 1000 ml destilované vody.
Erlenmeyerova barnka s zivnou pudou byla pfikryta alobalem a sterilizovana v autoklavu
pii 121 °C po dobu 15 min. Po vychladnuti cca na 50 °C byla plida nalita do sterilnich
plastovych Petriho misek.

° TSA agar (Tryptone Soya Agar) - HiMedia, Indie

SloZeni:
enzymaticky hydrolyzat kaseinu 15 g/l
sOjovy pepton 549/l
chlorid sodny 54/
agar 15 g/l

Kone¢né pH (25 °C)=7,3+0,2
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Pro pfipravu dané piidy bylo navaZzeno 40 g komercni smési na 1000 ml destilované vody.
Erlenmeyerova banka s zivnou pudou byla pfikryta alobalem a sterilizovana v autoklavu
pii 121 °C po dobu 15 min. Po vychladnuti cca na 50 °C byla puda nalita do sterilnich
plastovych Petriho misek.

. BHI bujon (Brain Heart Infusion Broth) - HiMedia, Indie

SloZeni:
teleci mozkova infuse z 200 g/l
hovézi srdcova infuse z 250 g/l
proteasovy pepton 10 g/l
chlorid sodny 54/
hydrogenfosfore¢nan di(sodny) 2,59/l
dextrosa 29/l

Koneé¢né pH (25 °C)=7,4+0,2

Pro piipravu dané ptidy bylo navazeno 37 g komer&ni smési na 1000 ml destilované vody. Zivna

puda byla sterilizovana v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 min.

° Fyziologicky roztok

Pro piipravu fyziologického roztoku byl navazeno 8,5 g chloride sodného na 1000 mi
destilované vody. Roztok v uzaviené lahvi byl sterilizovan v autoklavu pii 121 °C po dobu
15 min.

2.1.2 Chemikalie

Ethanol 96% Lach-ner, Ceska republika

Chlorid sodny Lach-ner, Ceska republika
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2.1.3 Pomiicky

Déavkovac diski (Disc dispenser)

Filtraéni papir FILTRAK 388

Filtr papirovy S — do §alkt
Mikrotitracni desticky (96 jamek, PE)

Plastové Petriho misky

Sterilni disky (blank, @ 6 mm)
Sterilni jednorazové inokulaéni klicky 1 pl

Stérové tampony

Bézné laboratorni pomtcky z plastu, skla a kovu

2.1.4  Pristroje

Analytické vahy KERN KB

Analytické vahy KERN ALS 120-4N
Autoklav

Automatické mikropipety Discovery Comfort
Automatické mikropipety Biohit

BACMED 6iG2

Biologicky termostat ST 3 COMF/S
Biologicky termostat CO, CELL 48

Biologicky termostat BT 120

Horkovzdusny sterilizator STERIMAT 5104.2
Chladnicka Gorenje RK 6201 BW
Chladnicka Zanussi ZRA 40100 WA

McFarland Densitometr
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Oxoid, Velka Britanie

Spezialpapierfabrik Niederschlag,
Némecko

ManuTea, Ceska republika
SPL Life Sciences, Korea

VWR International, Ceska
republika

Oxoid, Velka Britanie
BIOLOGIX, USA
Deltalab, Spanélsko

KERN, Némecko

KERN, Némecko

BMT, Ceska republika

HTL, Polsko

Biohit, Finsko

Aspiag s.r.0., Ceské republika
POL-EKO, Polsko
MMM-Group, Kanada

Laboratorni piistroje Praha, Ceska
republika

BMT, Ceska republika
Gorenje, Slovinsko
Zanussi, Italie

Biosan, USA



Ttepacka IKA MS3 digital

Vortex Reax top

2.2 Vzorky sypanych ¢aji zahrnutych do studie

Pro vSechna testovani bylo pouZito 7 vzorkl sypanych ¢aji. VSechny testované ¢aje pochazely

Merci s.r.0., Ceska republika

Heidolph, Némecko

od firmy ManuTea — Sypané caje z vybranych plantdzi svéta z Ceské republiky. Prehled viech

vzorkl je zobrazen v Tab. 3. v¢etné informaci k piipravé Cajovych nalevi, které vychazely

z informaci od dodavatele. Vzhled jednotlivych ¢aji je zachycena na Obr. 4.

Tab. 3: Seznam pouzitych sypanych ¢aju

BIO

Nizev éaje Zoeme" Doba, ' Teplota
puvodu vyluhovani vody
Zeleny ¢aj — SENCHA MAKATO Japonsko 2-3 minuty 70-80 °C
Bily ¢aj — CHINA PAI MU TAN Cina 2-3 minuty 70-80 °C
Zluty ¢aj — HUANG DA CHA Cina 2-3 minuty 70-80 °C
Oolong — OOLONG CHINA SE CHUNG Cina 5 minut 80-90 °C
Cerny ¢aj — ASSAM TGFOP1 SONIPUR Indie 3.5 minut 100 °C
BIO
Pu-erh — PU ERH STD Cina 3-5 minut 100 °C
Rooibos ~ROOIBOS TEA SUPERGRADE | .. . yeo | gg i 100 °C
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Obr. 4: Pichled testovanych vzorki sypanych ¢aji: A-zeleny ¢aj-SENCHA MAKATO; B-bily
¢aj-CHINA PAI MU TAN; C-Zluty ¢aj-HUANG DA CHA; D-oolong-OOLONG CHINA
SE CHUNG; E-¢erny ¢aj-ASSAM TGFOP1 SONIPUR BIO; F-Pu-erh-PU ERH STD;
G-rooibos-ROOIBOS TEA SUPERGRADE BIO (foto autor)
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2.3  Pouzité bakterialni kmeny

V této diplomové praci byly pro experimentalni Géely pouzity nasledujici 4 bakterialni kmeny:

e Arcobacter butzleri CCUG 30484

e Arcobacter butzleri UPa 2013/8 - izolat (COV Ttebi¢)

e Arcobacter cryaerophilus CCM 7050

e Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13 - izolat (COV Zaboii nad Labem)

Tyto kmeny arkobakteri pochazely ze Sbirky mikroorganismti Univerzity Goteborg
ve Svédsku (CCUG), z Ceské sbirky mikroorganisméi Masarykovy Univerzity v Brné (CCM)

a interni sbirky mikroorganismit Univerzity Pardubice (UPa).

2.3.1 Uchovavani bakterialnich kmenu

Vsechny 4 kmeny byly po kultivaci pii 30 °C po dobu 24-48 hodin uchovavany v chladnicce
naockované na TSA agaru, avSak toto uchovani bylo pouze po dobu nékolika dni.
Pro dlouhodobé uchovéani byly jednotlivé kmeny zaockovany do BHI bujonu (pomnozeni

pii 30 °C po dobu 48-72 hodin) a poté skladovany v pii chladni¢kové teplot¢.

2.3.2 Priprava bakteridlni suspenze

Pred kazdym experimentem byl dany kmen vyockovan z BHI bujonu na TSA agar a kultivovan
pti 30 °C po dobu 48-72 hod. Z izolovanych kolonii byla pfipravena bakterialni suspenze bunék
ve fyziologickém roztoku — stupeti &. 3 McFarlandovy zakalové stupnice (102 CFU/mI). Takto
vznikla bunécné suspenze byla fddn¢ zhomogenizovdna a ovéfena denzitometricky. Vznikla
bakterialni suspenze byla nafedéna desitkovym fedénim ve fyziologickém roztoku
na pozadovanou denzitu bun&k 10° nebo 10° CFU/ml v zavislosti na daném experimentu.
Denzita 10° CFU/ml byla pouzita pro stanoveni mikrodilu¢ni metodou a diskovou difiizni
metodu. Pro prezivani arkobakter v ¢ajovych nalevech byla pouzita denzita bunék
10° CFU/mI. Zaroven byla vzdy provedena i kontrola skute¢ného poétu bunék, tj. byla
pfipravena denzita bun&k 102 CFU/mI, 100 pl této suspenze bylo inokulovano na povrch M-H
agaru a rozetfeno L-hokejkou. Po kultivaci bylo zkontrolovano, ze poéty narostlych kolonii
odpovidaly denzité 102 CFU/ml.
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2.4  Priprava cajovych nalevi a prezivani Arcobacter spp. Vv ¢ajovych

nalevech

Jednotlivé nalevy ¢ajt byly ptipraveny podle ndvodu uvedeného na obalech, a to 1 ¢ajova 1zicka
Caje byla vlozena do papirového filtru, slouziciho jako ndlevovy sacek. Takto piipraveny
nalevovy sacek ve sterilni kadince byl zalit 1,5-2 dl horké vody o urcité teploté a piikryty
alobalem louhovan po predepsanou dobu. Teploty horké vody a doby louhovani pro jednotlivé

druhy ¢aji jsou uvedeny v Tab. 3. Vsech 7 testovanych ¢ajovych nalevii je zobrazeno na Obr. 5.

5 z 00 3 LSS AN
""/ //:7"’_—/ oor.oNE B =crrv' 277 il TOO\-0S _J | vo-=w P CSt TN
‘?;'JA/Y’ B/L s / o= il B i S

Obr. 5: Testované ¢ajové nalevy zleva: zeleny Caj, bily ¢aj, ¢aj oolong, Zluty Caj, ¢aj rooibos, Pu-erh ¢aj a ¢erny ¢aj (foto autor)

Takto vznikly cajovy nalev byl ochlazen na laboratorni teplotu. Dale byla pfipravena
i bakterialni suspenze arkobakterdl ve fyziologickém roztoku o denzité 10° CFU/ml. Do 9 ml
ochlazené¢ho Caje byla pfiddna bakteridlni suspenze (1 ml) a vSe bylo dobfe promichano
na vortexu. Po zvolenych expozi¢nich ¢asech (1,2, 3, 6, 17 a 24 hodin) bylo provedeno
vyoc¢kovani na povrch M-H agaru. Kultivace probihala pi#i 30 °C po dobu 24-48 hodin. Takto
provedeny test byl proveden v dubletu a opakovan 2x. Po inkubaci byly spocitany vyrostlé

kolonie na povrchu agaru a vyhodnoceny.

Pro kazdy test byla také provedena soucasné kontrola Zivotaschopnosti bakteridlni suspenze.
Z vychozi denzity bunék 108 CFU/ml byla desitkovym fedénim ve fyziologickém roztoku
ptipravena denzita 103 CFU/mI. Ze suspenze o této denzity bylo pipetovano na povrch TSA

agaru 100 pl a roztifeno L-hokejkou. Kontrola byla téz provedena v dubletech.
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2.5  Priprava ¢ajovych extrakti

Pro pfipravu jednotlivych extrakti byl nejprve navazen (cca 10 g) vzorek ¢aje do kadinky a bylo
pfidano 50 ml 96% ethanolu. Kadinky byly dobie zakryty alobalem a ponechany k louhovani
v temnu pfii laboratorni teploté po dobu 4 dni s obasnym promichdnim. Po 4 dnech byly
extrakty zfiltrovany ptes filtracni papir. Prefiltrované extrakty byly rozlity do prazdnych
Petriho misek a vlozeny do termostatu vyhtatého na 37 °C na 3-5 dni. Po odpateni rozpoustédla
byly jednotlivé extrakty seSkrabany kovovou Spachtli a zvdzeny. Extrakty byly poté
v mikrozkumavkach rozpustény v 96% ethanolu na koncentraci 100 mg/ml. Takto ptipravené

extrakty byly uchovavany v chladni¢ce pro pozd¢jsi testovani.

2.6 Stanoveni citlivosti arkobakteru diskovou difiizni metodou

Ke stanoveni citlivosti arkobakteri na ¢ajové extrakty byla vyuzita diskova difuzni metoda.
Do ptipravené bakterialni suspenze o denzité 10° CFU/mI byl namoden stérovy tampoén a lehce
otfen o vnitini sténu zkumavky. Pomoci stérového tamponu byla kultura prenesena na povrch

TSA agaru tak, aby doslo k dokonalému nétéru po celém povrchu agaru.

Na povrch takto pfipravené misky s bakteridlni suspenzi byly pomoci dispenzoru naddvkovany
4 sterilni blankové disky o priméru 6 mm. Pomoci automatické pipety bylo na 3 disky
nadavkovano 8 pul wur¢ittho zhomogenizovaného extraktu. Na posledni z diskii bylo
nadavkovano 8 pl samotného ethanolu, slouziciho jako kontrola antimikrobialniho Géinku
samotného ethanolu. Takto pfipravena Petriho miska s nadavkovanymi disky a extrakty byla
vloZena do termostatu vyhiivaného na 30 °C na dobu 24-48 hodin. Po kultivaci byly odecteny
vzniklé zony inhibice kolem jednotlivych diskt. Takto provedeny experiment byl proveden 2x
a vysledky jsou vyjadieny jako primér z naméfenych hodnot + smérodatna odchylka. V ramci
interpretace vysledkli nebyly od naméfenych hodnot inhibi¢nich zén extraktli odecitany
inhibi¢ni zo6ny samotného rozpoustédla (ethanol). Ukazka vzniklych inhibi¢nich zén je

zachycena na Obr. 6.

Zaroven byla provedena i kontrola bakterialni suspenze. Vychozi suspenze 108 CFU/mI byla
desitkovym fedénim zfedéna na denzitu 103 CFU/ml. Na povrch TSA agaru bylo aplikovano
pomoci automatické pipety 100 ul suspenze a rozetteno do sucha L-hokejkou. Kontroly byly

provedeny opét 2x.
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Obr. 6: Diskova difuzni metoda — kmen:
A. cryaerophilus UPa 2013/13, disky: vlevo-Pu-erh
extrakt; vpravo-extrakt ze zeleného ¢aje (foto autor)

2.7 Stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci ¢ajovych extrakti

Mikrodilu¢ni metoda pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byla provadéna

Vv polyethylenovych mikrotitraéni destickéch s 96 jamkami.

Prvnim krokem bylo pfipraveni dvojkové fedici fady extraktu. Do prvni jamky prvniho fadku
bylo napipetovano 180 pl pfislusného extraktu v 96% ethanolu o koncentraci 100 mg/mi
a do ostatnich jamek (jamka 2-12) 90 pl BHI bujonu. Postupnym pienasenim 90 ul suspenze
pomoci pipety z predeslé jamky do nové byla pfipravena fedici fada v rozsahu koncentraci
50-0,049 mg/ml (tj. jamky 2-12). Do takto pfipravené fedici fady byl napipetovan objem 10 pl
bakteridlni suspenze testovaného mikroorganismu o buné¢né denzité 10° CFU/ml. Soucasné
byla provedena i 2x kontrola pozitivni a negativni. Pozitivni kontrola pro ovétfeni
Zivotaschopnosti bakterialni suspenze byla pfipravena napipetovanim 90 pl BHI bujénu a 10 pl
bakterialni suspenze o denzité 10° CFU/ml. Negativni kontrola byla pfipravena pouze

napipetovanim 100 pl BHI bujonu a slouzila k ovéteni sterility samotného bujonu.

Takto pfipravena mikrotitracni desticka byla piikryta vickem, promichana na tfepacce
a vlozena do plastového sacku, aby se zamezilo vysychani. Uzaviena desticka byla kultivovana
v termostatu pti 30 °C po dobu 24 hodin. Ukazka mikrotitraéni desticky pred kultivaci je

zobrazena na Obr. 7.
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Obr. 7: Mikrotitra¢ni desticka s pfipravenou fadou extrakti z bilého Caje a Caje oolong
zaoCkovana suspenzi A. cryaerophilus CCM 7050 (foto autor)

Po 24 hodinové kultivaci byla desticka promichana na tfepacce a vSechny zaockované jamky
byly nasledné vyockovany na vyse¢ TSA agaru. Timto zplsoben zaockované TSA agary byly
kultivovany v termostatu pii 30 °C po dobu 24-48 hodin. Po kultivaci byly ode¢teny minimalni
inhibi¢ni koncentrace, tzn. nejnizsi koncentrace extraktu, které jiz inhibovaly rust testovaného
kmenu. Stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci pro kazdy extrakt bylo opakovano 2x.

Ukazka vysece s narostlym kmenem je zachycena na Obr. 8.

Stejné jako u ostatnich metod, 1 v tomto piipadé byla provedena kontrola bakterialni suspenze.
Na povrch TSA agaru bylo napipetovano 100 pl bakterialni suspenze o denzité 10° CFU/m,
rozetfeno L-hokejkou a po kultivaci byly spocitany vyrostlé kolonie. Tato kontrola pro ovéteni

spravng pfipravené suspenze byla opct 2x opakovana.
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Obr. 8: Stanoveni MIC extraktu z bilého ¢aje proti
A. butzleri UPa 2013/8; vysece reprezentuji jednotlivé
koncentrace  extraktu;  PK=pozitivni  kontrola,
NK=negativni kontrola (foto autor)

2.8 Stanoveni antioxida¢ni kapacity ¢ajovych nalevi

Nejprve byly ptipraveny ¢ajové nalevy podle navodu uvedeného dle kapitoly 2.2 a Tab. 3.
Nalevy byly 100x zfedény destilovanou vodou. Do 10 ml odmérné banky byl odméfen 1 ml
ziedéného nalevu a doplnéno destilovanou vodou po rysku. Stejnym zplisobem byl piipraven
i slepy pokus pouze s destilovanou vodou. Dale byl ptipraven do 100 ml odmémé banky
zasobni roztok latky Trolox o koncentraci 250 pug/ml v 95% ethanolu z néhoz byla dale
pripravena kalibra¢ni fada 0 koncentracich 5, 10, 15, 20 a 25 pg/ml do 10 ml odmérnych ban¢k

a vSe doplnéno vodou po rysku.

Z takto pfipravenych vzorki a kalibra¢nich roztoku bylo pipetovano 500 ul do zkumavky
a nasledné ke kazdému vzorku bylo ptidano 5 ml methanolického roztoku DPPH (2,2’ -difenyl-
1-pikrylhydrazyl) o koncentraci 25 ug/ml. Zkumavky byly ponechany 20 min reagovat

na temném misté pii laboratorni teploté a poté byl zméten ubytek absorbance pii 517 nm.

2.8.1 Vyjadreni vysledki

Jelikoz metoda vyuzivajici redukce DPPH radikalu ke stanoveni antioxidacni kapacity je brana
jako orientacni, vysledky jsou uvadény v procentech DPPH radikalu inhibovaného pii reakci

I (%). Vypocet byl proveden dle vztahu:
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| (%) = 22222 10

sp

Kde hodnota Asp byla absorbance slepého pokusu a Ay, absorbance vzorku. Byl sestaven
kalibracni graf véetné prisluSné rovnice regrese a nasledné vypocteny hodnoty antioxidacni

kapacity pro vzorky ¢ajovych nalevi.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1  Prezivani Arcobacter spp. v ¢ajovych nalevech

Pro dané testovani byly ptipraveny ¢ajové nalevy podle postupu, jak jiz bylo popsano v kapitole

2.4. Po zaliti ¢ajovych listkii horkou vodou doslo k jejich plnému rozvinuti.

V nasledujicich Grafech 1-7 jsou znazornény vysledky prezivani bakterie Arcobacter spp.
Vv jednotlivych ¢ajovych nalevech po expozici 0, 2, 3, 6, 17 a 24 hodin. Vysledné hodnoty
v grafech jsou primérem ze 4 naméfenych hodnot. Soucasti hodnot jsou zaznamenany
I chybové usecky pro kalkulovanou smérodatnou odchylku. VSechny naméfené hodnoty

a jejich priméry vcetné hodnot smérodatné odchylky jsou soucasti Prilohy 1-7.

Obecné jiz po 17 hodinach expozice nebylo patrné piezivani arkobaktert. Lze tedy fici,
ze vSech 7 testovanych vzorkl sypanych ¢aji pusobilo proti Arcobacter spp. antibakterialné.
Lze konstatovat, Ze arkobaktery izolované z prostiedi vod byly odolnéjsi k Gi¢inku ¢ajovych

nalevl. Diivodem toho nejspise bylo, ze pochazely z redlného prostiedi a byly piizplisobivejsi

k delsimu ptezivani za nepfiznivych podminek.

Za jeden z nejvice antimikrobialné ptisobici nalev 1ze povazovat nalev ze zeleného caje. Tento
Caj patii mezi ¢aje nefermentované (Hashimoto et al., 2007). Za antimikrobialné u¢inné latky
Vv ¢ajovych listcich miizeme povazovat katechiny, ptfedevSim katechin EGCG (Gramza et al.,
2005; Reygaert, 2014). Avsak podobné antimikrobialni G¢inky proti Arcobacter spp. vykazoval
i nalev z &erného Caje. Cerny &aj je ¢aj fermentovany a mé tedy rozdilny zptisob zpracovani,
nez Caj zeleny (Ozdemir et al., 2017). Spole¢nou vlastnosti téchto dvou ¢ajt je obsah kofeinu,

coz muze téz hrat dulezitou roli v antimikrobialni G¢innosti proti bakteriim Arcobacter spp.

Dalsim nalevem s vysokou antimikrobialni aktivitou je nalev z bilého ¢aje, ktery stejné jako
nalev ze zeleného Caje obsahuje velké mnozstvi katechini, prevazné EGCG (Almajano et al.,

2008).
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3.1.1 Zeleny ¢aj — SENCHA MAKATO

Z Grafu 1 je patrné, ze zeleny caj pusobil nejvice antimikrobidlné na sbirkové bakterie
A. butzleri CCUG 30484 a A. cryaerophilus CCM 7050. Po 2 a 3 hodinach expozice doslo
Kk nejvyssimu poklesu poctu zivotaschopnych bunék. Zatimco izolat A. butzleri UPa 2013/8
patiil mezi nejodolngjsi vuéi nalevu ze zeleného caje, ipo 6 hodinach bylo zjisténo
9,3x10% CFU/ml. Kmen A. cryaerophilus UPa 2013/13 byl ve srovnani s A. cryaerophilus
CCM 7050 odolng¢jsi, byl pozorovan pozvolnéjsi pokles poctu Zivotaschopnych
a kultivovanych bungk, avSak po 6 hodinach expozice byly pocty jiz srovnatelné (u izolatu bylo

zjisténo 5,0x10% CFU/ml, u sbirkového kmenu jich bylo 2,1x102 CFU/mI).
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Graf 1: Pfezivani Arcobacter spp. v nalevu ze zeleného ¢aje, (n=4)

V minulosti byla popsana studie zabyvajici se antimikrobialnim ucinkem ¢aju na bakterie
H. pylori a C. jejuni, avsak za pouziti extrakti ze zeleného a ¢erného ¢aje v PBS pufru. Bylo
zjisténo, Ze oba extrakty pusobily stejné baktericidné na dané G~ bakterie. K antimikrobialnimu
uc¢inku doslo u H. pylori po 5 hodinach od zaockovani bakterie do extraktu. U bakterie C. jejuni
doslo k inhibici jiz po 4 hodinach od expozice (Diker a Hascelik, 1994). Lze tedy usuzovat, ze
antimikrobialni u¢inek extraktl je rychlejsi proti G~ bakteriim ve srovnani s ¢ajovymi nalevy
testovanymi v této studii. Diivod je nejspise takovy, ze v extraktech je zakoncentrovano vétsi

mnozstvi tcinnych latek antimikrobialné ptsobicich na dané bakterie.
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3.1.2 Bily ¢aj— CHINA PAI MU TAN

Oba izolaty arkobakterti byly odolnéjsi viici nalevu z bilého Caje a prezivaly v ném ve vétsi
mife neZ sbirkové kmeny. Nalev z bilého ¢aje vykazoval podobny antimikrobialni efekt proti
sbirkovym kmenim A. butzleri CCUG 30484 a A. cryaerophilus CCM 7050, jako nalev
ze zeleného caje, jak je mozné vidét v Grafu 2. AvSak vétsi rozdily mezi témito caji byly
zaznamenany pouze u stanoveni antioxidacni kapacity (u nalevu z bilého Caje byla zjisténa
hodnota antioxida¢ni kapacita 34,38 mg/100 g, zatimco u nalevu ze zeleného Caje byla zméfena

hodnota 82,36 mg/100 g).
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Graf 2: Piezivani Arcobacter spp. v nalevu z bilého ¢aje, (n=4)

Podobné antimikrobialni vysledky s nalevem zcaje zeleného mohou byt zplsobeny
ptedpokladanym vysokym obsahem katechinu EGCG u obou nalevi. V diivéjsi literatuie bylo
zjisténo, Ze obsah EGCG katechint u bilého Caje vykazoval hodnotu 1525 mg/100 g ¢ajovych
listkl a u zeleného caje 2409 mg/100 g Cajovych listkd. Na rozdil od nalevu z ¢aje ¢erného,
ve kterém bylo zjisténo pouze 270 mg/100 g ¢ajovych listkt (Almajano et al., 2008).

Bily ¢aj patii mezi Caje lehce fermentované, zatimco Cerny ¢aj je €aj plné fermentovany.
Ve srovnani téchto dvou nalevli po 6 hodinach expozice vykazovaly oba nalevy podobné
vysledky, i kdyz se jedna o rozdilné druhy caji. Vyznamny rozdil nastal pouze u bakterie

A. cryaerophilus UPa 2013/13. Nalev zc¢erného ¢aje byl antimikrobialné ucinngjsi
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a po 6 hodinach bylo zaznamenano 7,1x10> CFU/mI, zatimco u nalevu z bilého ¢aje bylo

ve stejny expoziéni ¢as zjisténo 1,1x10* CFU/m.

3.1.3  Zluty ¢aj — HUANG DA CHA

Nalev ze zlutého ¢aje byl antimikrobialné nejucinnéjsi vaci izolatu A. butzleri UPa 2013/8.
Sbirkovy kmen A. butzleri CCUG 30484 byl také citlivéjsi k prezivani v nalevu a po 6 hodinach
expozice bylo zjisténo 1,3x10° CFU /ml. Ve srovnani napf. sizolatem A. cryaerophilus
UPa 2013/13, ktery v tomto nalevu byl nejodolnéjsi bylo po stejné dobé expozice zjisténo
5,8x10° CFU/ml, coz je patrné z Grafu 3.
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Graf 3: Piezivani Arcobacter spp. v nalevu ze zlutého ¢aje, (n=4)

U zlutého c¢aje bylo diive zjisténo, Ze obsahuje 20-30 % polyfenoli, coz je srovnatelné
nebo vyssi nez u zeleného Caje a také obsahuje 10x vice kyseliny galové nez ¢aj zeleny (Xu
et al., 2018). Obdobné vysledky jako u ¢aje Zlutého lze tedy vidét i u nalevu ze zeleného Caje.
U obou ¢aji doslo k rapidnimu poklesu poctu zivotaschopnych bunék v zavislosti na dobé
expozice. Oba nalevy maji viceméné podobné antimikrobialni u¢inky na Arcobacter spp., avSak
¢aj zluty byl uc¢inné&jsi na A. butzleri UPa 2013/8, zatimco zeleny ¢aj na druhy izolat zahrnuty
do této studie, tedy A. cryaerophilus UPa 2013/13.
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V diivejsi studii bylo zjisténo, Ze zluty ¢aj inhiboval rast sttevnich mikroorganismi, jako napf.

E. coli (Xu, et al., 2018).

3.1.4 Oolong — OOLONG CHINA SE CHUNG

Tento druh c¢aje patfi mezi caje polofermentované, tedy tvoii jakysi prechod mezi
nefermentovanym zelenym cajem a pln¢ fermentovanym c¢ajem ¢ernym. Ve srovnani s t€émito
nalevy vykazuje podobnou antimikrobialni ti¢innost na izolat A. butzleri UPa 2013/8. Tento
izolat byl u nalevii zcaji oolong, zeleného a Cerného nejvice rezistentni a prezival
po 6 hodinové expozici v nejvétsSich po¢tech bunék. Stejné tomu bylo i u druhého izolatu
A. cryaerophilus UPa 2013/13, ktery byl opét v nalevu z ¢aje oolong odolngjsi nez oba sbirkové

kmeny. Tyto vysledky jsou zaznamenany v Grafu 4.
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Graf 4: Prezivani Arcobacter spp. v ndlevu z ¢aje oolong, (n=4)

Existuji studie, ve kterych bylo popséno, ze dochazi ke snizeni antimikrobidlni aktivity caji
s rostoucim stupném jejich fermentace. Pivodné ptitomné ¢ajové katechiny nebo polyfenoly
Ztraceji svoji antimikrobidlni aktivitu v pribéhu enzymatické oxidace (Mo et al., 2008).
Z vysledkt, které byly ziskdny béhem testovani nalevill, tento fakt ale nelze stoprocentné

potvrdit. Avsak ve srovnani s nalevem ze zelené¢ho ¢aje opravdu doslo u nalevu z ¢aje oolong
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ke snizeni antimikrobialni aktivity, klesajici trend poctu kolonii Vv jednotlivych Casech byl

pozvolnéjsi a nedochazelo k tak rychlé inhibici arkobaktert.

Zatimco v porovnani s ndlevem z ¢aje ¢erného, u které by se podle této teorie ocekéavala nejnizsi
inhibice ze v8ech nalevu, byl vysledek pfekvapujici. Nalev vykazoval antimikrobialni aktivitu
podobnou nalevu ze zeleného Caje. V piipadé izolatu A. butzleri UPa 2013/8 byl nalev
z Gerného ¢aje Cinngjsi a po 6 hodinach expozice bylo zjisténo pouze 4,4x10® CFU/ml,

zatimco u nalevu ze zeleného ¢aje bylo zméteno 9,3x10° CFU/m.

3.1.5 Cerny ¢aj— ASSAM TGFOP1 SONIPUR BIO

Za velmi antimikrobidln€ U¢inny ¢ajovy nalev lze vedle zeleného povaZovat i ten z cerného
Caje, jak vyplyva z Grafu 5. | vtomto piipadé jiz po 2 hodinach po zaockovani bakterie
do nalevu doslo ke snizeni poctu zivotaschopnych bunék o vice jak polovinu oproti hodnotam
v Case zaockovani. Nejodolnéjsi bakterii 1ze v tomto smyslu u nalevu z ¢erného ¢aje povazovat
také izolat A. butzleri UPa 2013/8, stejné jako u nalevu ze zeleného Caje. Sbirkové kmeny, jak
A. cryaerophilus CCM 7050, tak A. butzleri CCUG 30484 vykazovaly podobny klesajici trend

v nalevu ¢erného ¢aje podobné jako izolat A. cryaerophilus UPa 2013/13.
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Graf 5: Pfezivani Arcobacter spp. v nalevu z ¢erného caje, (n=4)
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Za dalsi pozitivni ptinos tohoto ¢ajového nalevu Ize povaZovat vysokou antioxida¢ni kapacitu.
Tato antioxidacni kapacita byla jednou z nejvyssich naméfenych a byla vyssi nez u nélevu

ze zeleného caje nebo ¢aje bilého.

Byla provedena studie, ve které byl testovan extrakt z ¢erného ¢aj v pufru PBS proti bakteriim
C. jejuni a C. coli. V tomto pfipadé byl extrakt proti bakteriim u¢innéjsi a doslo K uplné inhibici
jiz za 4 hodiny (Diker et al., 1991). Stejné jako u nalevu ze zelené Caje 1ze fici, ze extrakty jsou

v proti G~ bakteriim u¢inngj$i nez samotné ¢ajové nalevy.

3.1.6 Pu-erh—PUERHSTD

U vsech cCajovych nalevlii byly izolaty arkobakterG vice rezistentni nez sbirkové kmeny
a po expozici 6 hodin ptezivaly v nalevech ve VétSich poctech. U nalevu z ¢aje Pu-erh, jak je
mozno vidét v Grafu 6, byly pocty kolonii jak obou izolati A. cryaerophilus UPa 2013/13
a A. butzleri UPa 2013/8, tak obou sbirkovych kment A. cryaerophilus CCM 7050 a A. butzleri
CCUG 30484 témét vyrovnany. U Pu-erh néalevu nedochazelo k tak prudkému klesani pocti

zivotaschopnych bun€k ve srovnani s ostatnimi ¢ajovymi nalevy.
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Graf 6: Pfezivani Arcobacter spp. v nalevu z Pu-erh ¢aje, (n=4)
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Ve srovnani nalevu Pu-erh snalevem ze zlutého c¢aje byly oba nalevy témét stejné
antimikrobialné 0¢inné proti arkobakterim. Oba druhy téchto caji totiz patii mezi Caje
fermentované mikroorganismy. Zatimco u nalevu ze zlutého caje, ktery byl antimikrobidlné
ucinngjsim na izolat A. butzleri UPa 2013/8, nalev z Pu-erh ¢aje byl mnohem uc¢inngjsim

na izolat A. cryaerophilus UPa 2013/13.

Bylo zjisténo, ze tento vzorek ¢aje byl jiz z vyroby kontaminovan sporotvornymi bakteriemi,
které piezivaly i pfipravu ¢ajového nalevu. Diky pfitomnosti téchto bakterii ve vSech ¢asech
expozice dochazelo ke Spatnému odecitani narostlych kolonii arkobaktert, které jsou znamy
hor§imi rGstovymi vlastnostmi ve srovnani s jinymi bakteriemi (Silha et al., 2015). Z tohoto

diivodu mohou byt vysledky lehce zkresleny.

3.1.7 Rooibos — ROOIBOS TEA SUPERGRADE BIO

Z Grafu 7 lze vycist, ze nalev z ¢aje rooibos pusobil nejniz§Sim antimikrobialnim wG¢inkem
ze vSech testovanych nélevil. Po expozici 6 hodin byly pocty kolonii i u sbirkovych kmeni

v hodnotach nad poéty 5,0x10° CFU/m.

70000
65000
60000
55000
50000
45000
40000
35000

I
30000
25000 i
20000 T I
15000
10000 I i i I
5000
° N
0 2 3 6

Cas [hod.]

- I

17 24

Pocet kultivovatelnych bunék [CFU/ml]

W A. cryaerophilus CCM 7050 W A. butzleri CCUG 30484 A. cryaerophilus UPa 2013/13 A. butzleri UPa 2013/8

Graf 7: Piezivani Arcobacter spp. v nalevu z rooibos ¢aje, (n=4)
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Mezi jednotlivymi ¢asy zaoCkovani nedochazelo u vSech 4 arkobakterti k rychlému tbytku
poctu zivotaschopnych bunék. Lze tedy predvidat, ze pomalu klesajici trend by pokracoval
I v ¢asech dalsich, které nebyly sledovany a k tpIné inhibici by mohlo dojit v expozi¢nim Case
6-17 hodin. Ve srovnani s nalevem z ¢aje zeleného nebo cerného, doslo po expozici 6 hodin
K prudkému poklesu poctu zivotaschopnych bunék alze ptedpokladat, ze v dalsich
nesledovanych Casech, napt. po 8 hodinach by jiz nemusel byt Zadny nartst kolonii na M-H

agaru.

3.2 Stanoveni citlivosti Arcobacter spp. diskovou diftizni metodou

Tab. 4 zobrazuje primérné inhibi¢ni zony ziskané diskovou difizni metodou pro jednotlivé
Cajové extrakty, které byly pfedmétem testovani u bakterii rodu Arcobacter. VSechny ziskané
hodnoty jsou vyjadfeny jako priméry inhibi¢nich zoén se smérodatnou odchylkou a jsou
uvadény vcetné & diska (6 mm). Soucasné s extrakty byla zjistovana inhibi¢ni zoéna Cistého
96% ethanolu. V tomto ptipad¢ byla zona inhibice rozpoustédla v praméru 8-9 mm. Vzhledem
Kk tomu, ze byl hodnocen ethanolovy roztok ziskaného extraktu, z vyslednych hodnot
inhibi¢nich z6n testovanych extrakti nebyly odeéitany inhibi¢ni ucinky samotného

rozpoustédla (ethanol).

Jednotlivé ethanolové extrakty byly ptipraveny v koncentraci 100 mg/ml podle postupu
uvedeného v kapitole 2.5.

V piipad€¢ jednotlivych extrakti byly znacné rozdily jak v ziskané vytéZznosti, tak
Vv jednotlivych strukturdch extraktu. U zeleného, Zluté¢ho a bilého ¢aje po 4dennim louhovani
nedoslo k rozvinuti jednotlivych listkti. AvSak doslo k tomu, Ze se do 96% ethanolu extrahovaly
antimikrobidlni G¢inné latky, ale také barviva. Po odpafeni rozpoustédla sly extrakty dobte
seSkrabat, byly spiSe prachové povahy s velkou vytéznosti. Takto wvzniklé extrakty
po opétovném rozpusténi v 96% ethanolu byly tmavé zelené az naSedlé. Velkou vytéZznost mél
1 seSkrabany extrakt z ¢aje oolong a po rozpusténi v 96% ethanolu vznikl téz tmavy extrakt.
Jinak tomu bylo u cerného Caje, ktery mél nejmensi vytéznost z testovanych vzorki caju.
Vznikly extrakt po 4dennim louhovani, zfiltrovani a odpafenim rozpoustédla mél svétle hnédou
az zlatou barvu a velmi jemné prachové ¢astecky. Po navazeni a rozpusténi v 96% ethanolu mél
vznikly extrakt hnédou barvu a ve srovnani s ostatnimi extrakty byl nejsvétlejsi. U ¢aju Pu-erh

a rooibos vznikly po odpateni ethanolu $patné seSkrabatelné extrakty, nedoslo k uplnému
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vysuSeni a byly mazlavé. Oba pfipravené extrakty byly opét tmavé barvy zelené az Sedé, stejné

jako ostatni ethanolové¢ extrakty

Tab. 4: Stanoveni citlivosti arkobaktert diskovou difizni metodou, (n=6), vysledky vyjadieny jako primér + SD

A. cryaerophilus A. butzleri A. cryaerophilus A. butzleri
CCM 7050 CCUG 30484 UPa 2013/13 UPa 2013/8
Primér inhibi¢nich zén [mm]
Zeleny ¢aj 15,0+£0,9 20,0+ 1,2 21,3+0,5 14,7+ 0,5
Bily caj 13,2+0,8 15,7+ 1,0 18,8 £0,4 14,7+ 0,8
Zluty &aj 15,8 + 0,8 18,6 + 1,0 19,0+ 0,9 145+ 1,0
Oolong 15,8 £ 0,7 14,8 + 0,8 18,3+0,5 14,5+0,6
Cerny &aj 11,5+ 0,6 11,0 £ 0,9 163+ 1,6 10,7+0.,8
Pu-erh 9,1 +0,5 9,7+£0,5 11,3+£0,5 9,0+ 0,6
Rooibos 87+0,5 9,5+0,6 9,3+0,5 9,0+0,6

Znaéné rozdily v zénach inhibice, byly jak mezi jednotlivymi ¢aji, tak i mezi jednotlivymi
kmeny. U sbirkového kmenu A. cryaerophilus CCM 7050 byly mensi zony inhibice nez
uizolatu A. cryaerophilus UPa 2013/13. U druhého kmenu tomu bylo pravé naopak-
u sbirkového kmenu A. butzleri CCUG 30484 byly inhibi¢ni zony vétsi nez u izolatu A. butzleri
UPa 2013/8. Celkove nejvétsi zony inhibice byly naméteny u A. cryaerophilus UPa 2013/13,
kromé¢ extraktu z ¢aje rooibos, u kterého byla nejvétsi zona u A. butzleri CCUG 30484.

3.2.1 Zeleny ¢aj — SENCHA MAKATO

Stejné¢ jako pfipravené nalevy, tak i Cajové extrakty pusobily na vSechny 4 arkobaktery
antimikrobialng, coz je velmi pozitivni zjisténi. Nejvyssi antimikrobialni G¢inky na arkobaktery
vykazoval stejné jako U pfipraveného nalevu extrakt ze zelen¢ho cCaje. Jak je mozné vidét

v Tab. 4, nejvétsi inhibi¢ni zéna byla naméfena 21,3 mm, ato u bakterie A. cryaerophilus
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UPa 2013/13 a tato inhibi¢ni zona byla nejvétsi ze vSech naméfenych inhibi¢nich zon u vSech
testovanych extraktd a bakteridlnich kment. U tohoto extraktu byla také naméfena druha

nejvetsi prumérna zona 20,0 mm u sbirkové bakterie A. butzleri CCUG 30484.

Diive byla provedena studie, ktera se zabyvala antimikrobidlnimi vlastnostmi proti E. coli,
avSak za pouziti ¢ajového nalevu nikoliv extraktu ze zeleného caje. V tomto piipadé byla
naméfena prumérna inhibi¢ni zéna jen 6,2 mm a pii testovani bakterie B. cereus byla primérna
inhibi¢ni zéna 13,9 mm (Almajano et al., 2008). Ve srovnani extrakti a nalevii puisobi

ethanolové extrakty na bakterie obecné vys$im antimikrobialnim G¢inkem.

Ovsem v jiné studii byla zjisténa u E. coli primérna inhibi¢ni zéona 14 mm. Tato zona inhibice
byla namétend v ptitomnosti vodného extraktu z ¢aje zelené¢ho, ktery pochdzel z Bangladése
(Nibir et al., 2017). Z tohoto a piedeslého tvrzeni vyplyva, ze pouziti vodného extraktu

na E. coli je antimikrobialn¢ u¢innéjsi nez pouziti ¢ajového nalevu.

Jina studie se zase zabyvala antimikrobidlnim uUc¢inkem 20% PBS extraktu ze zeleného
a ¢erného caje na bakterie H. pylori a C. jejuni. Diskovou difizni metodou byly u H. pylori
zjistény velikosti inhibi¢nich zon v rozmezi 16-21 mm. U C. jejuni, ktera v této studii byla jako
kontrolni organismus, byla naméfena inhibi¢ni zéna 22 mm. Jak u zo6n inhibice extraktu
ze zeleného caje, tak extraktu z ¢aje cerného nebyly rozdily (Diker a Hascelik, 1994). Tyto
velikosti inhibi¢nich z6n odpovidaly zhruba naméfenym hodnotdm pro bakterie
A. cryaerophilus UPa 2013/13 a A. butzleri CCUG 30484 u zeleného ¢aje. U extraktu z ¢aje
¢erného vysly primérné inhibi¢ni zony odlisné nez ty popsané v literatuie. Pouze podobna
hodnota inhibi¢ni zony s bakterii H. pylori byla naméiena u A. cryaerophilus UPa 2013/13,

ato 16,3 mm.

Velikost inhibi¢nich zon byla také zjistovana u H. pylori za pouziti ethanolového extraktu
0 koncentraci 9,375 mg. V tomto piipad€ byla namétena primérna zona inhibice pouze 7,5 mm
(Reygaert, 2014). Ve srovnani s PBS extraktem byl tento ethanolovy extrakt méné

antimikrobialné Géinny proti H. pylori.

Pouzitim vodného extraktu ze zeleného Caje byla zjisténa praimérna zoéna inhibice 12 mm proti
G~ bakterii Pseudomonas fluorescens. U G* bakterii byly naméfeny vétsi zony inhibice, napt.
u bakterie Staphylococcus epidermidis primérné az 20 mm (Sharma et al., 2012). Z tohoto
zjisténi lze tvrdit, ze vodné extrakty jsou u¢innéjsi proti G* bakteriim, zatimco ethanolové proti

G~ bakteriim.
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V diivéjsi studii bylo provedeno testovani, které se zabyvalo antibakterialni aktivitou
methanolového extraktu ze zeleného ¢aje proti G- bakterii Aeromonas hydrophila. Pfi pouzité
koncentraci extraktu 100 mg/ml byla zjisténa primérna zona inhibice 13,8 mm (Akbary, 2014).
Tato velikost inhibi¢ni zény byla mensi nez naméfena u Arcobacter spp., nejblizsi hodnota
odpovidala primérné inhibiéni z6né u A. butzleri UPa 2013/8, ktera byla 14,7 mm.
Aeromonady patii stejné jako arkobaktery mezi patogenni bakterie a vyskytuji se v potravinach,

vodach a zZivotnim prostiedi (Janda a Abbott, 2010).

3.2.2 Bily ¢aj — CHINA PAI MU TAN

Ethanolovy extrakt z bilého ¢aje v piipadé stanoveni antimikrobialni citlivost pomoci diskové
difizni metody lze svym antibakteridlnim potencidlem zatadit az za extrakty ze zeleného
a zlutého caje, protoze unéj byly naméfeny mensi zény inhibice, viz Tab. 4. Zatimco
pfi stanoveni antimikrobialni U€innosti pfipravenych cajovych nélevii vykazoval bily caj
obdobné uCinky na bakterie jako nalev ze zeleného Caje. Extrakt z bilého ¢aje vykazoval
nejvétsi pramérnou zonu inhibice u bakterie A. cryaerophilus UPa 2013/13. Stejné tomu bylo
I u zbylych extrakti kromé Caje rooibos, nejvétsi zona inhibice byla namétena u A. butzleri

CCUG 30484, a to 9,5 mm.

Diive byla provedena studie, ktera se zabyvala antimikrobidlnim u¢inkem bilého caje
0 koncentraci 1 mg/ml proti bakterii E. coli ATCC 25922. V tomto ptipadé byla namétena zoéna
inhibice primérné 9,0 mm (Koech et al., 2013). Takto mala velikost inhibi¢ni zony nebyla
naméfena u zadné¢ho kmenu u extraktu z bilého ¢aje. Dale byla ve studii zjisténa zona inhibice
pramérné 20,0 mm, a to u G* bakterie S. aureus ATCC 25923 (Koech et al., 2013). V nasem
experimentu byla naméfena nejvétsi zona inhibice u extraktu z bilého caje u izolatu

A. cryaerophilus UPa 2013/13, a to zona o velikosti 18,8 mm.

Pfi pouziti nalevu z bilého ¢aje proti bakterii E. coli metodou diskové difaze byla zjisténo zona
inhibice 6,4 mm. Zatimco u bakterie B. cereus byla naméfena primérna zéna inhibice 12,5 mm
(Almajano et al., 2008). Stejné jako u zeleného Caje, i v tomto piipadé ¢ajové nalevy nemély
tak velky antimikrobialni u¢inek, jako ¢ajové extrakty z bilého caje proti Arcobacter spp.,

u kterych vysly zony inhibice v rozmezi 13,2-18,8 mm.

Ethanolovy extrakt z bilého ¢aje mél stejné antimikrobialni G¢inky proti A. butzleri UPa 2013/8

stejné jako extrakt pfipraveny z Caje zeleného. U extrakti z bilého a zeleného ¢aje proti tomuto
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izolatu byla zméfena primérnd inhibi¢ni zéna 14,7 mm. AvSak extrakt ze zelen¢ho Caje
vykazoval vys$si antimikrobidlni Géinky proti zbylym tfem arkobakterim ve srovnani

s extraktem z bilého ¢aje, u néhoz byly naméteny mensi zony inhibice.

3.2.3  Zluty éaj — HUANG DA CHA

Téméf stejné antimikrobidlni ucinky proti arkobakterim jako mél extrakt ze zelen¢ho caje
vykazoval i extrakt ze zlutého Caje. U bakterii A. butzleri CCUG 30484 a A. cryaerophilus
UPa 2013/13 byly pramérné zony inhibice velmi podobné zonam u extraktu z ¢aje zeleného.
Nejvétsi zona inhibice byla zméfena stejné jako u zeleného ¢aje u A. cryaerophilus

UPa 2013/13, ktera byla 19,0 mm jak je mozno vidét v Tab. 4.

Ttfeti nejvétsi zona inhibice ze vSech naméfenych, a to 19,0 mm, byla pravé zjisténa
u A. cryaerophilus UPa 2013/13 za pouziti extraktu ze Zlutého ¢aje. U testovani nalevu
ze zlutého cCaje bylo zjisténo, Ze nalev pusobil nejvice antimikrobialné na izolat A. butzleri
UPa 2013/8. Zatimco extrakt ze zlutého ¢aje pusobil stejné proti tomuto izolatu jako extrakty

Z ¢aje zeleného, bilého a oolong a priimérna zona inhibice byla 14,5-14,7 mm.

3.24 Oolong — OOLONG CHINA SE CHUNG

Srovnatelné antimikrobidlni u¢inky jako extrakt z bilého ¢aje, ktery se pfipravuje lehkou
fermentaci, vykazoval extrakt z caje oolong, ktery patifi mezi polofermentované Ccaje
(Hashimoto et al., 2007). U extraktd z bilého Caje a ¢aje oolong byly zony inhibice nepatrné
mensi nez u extrakti ze zeleného a zlutého Caje, coz lze vycist z Tab. 4. AvSak upIn¢ stejné
zoOny inhibice byly naméteny i ve srovnani ¢aje oolong se zlutym ¢ajem. U obou ethanolovych
extraktll byla zjiSténa zona inhibice 15,8 mm proti bakterii A. cryaerophilus CCM 7050
a 14,5 mm proti A. butzleri UPa 2013/8.

Pii testovani piezivani Arcobacter spp. v ¢ajovych nalevech bylo zjisténo, Ze nalev z Caje
oolong puisobil v nejvétsi mife antimikrobialn€ na oba sbirkové kmeny, a to na A. cryaerophilus
CCM 7050 a A. butzleri CCUG 30484. Avsak vysledky testovani diskovou difuzni metodou
jsou odlisné. Touto metodou byl zjistén nejvyssi antimikrobialni Géinek proti izolatu

A. cryaerophilus UPa 2013/13 a byla naméfena primérna zéna inhibice 18,3 mm.
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3.25 Cerny &j— ASSAM TGFOP1 SONIPUR BIO

Extrakt z ¢erného ¢aje v tomto piipadé patiil mezi mén¢ antimikrobialné uc¢inné proti bakteriim
rodu Arcobacter. V Tab. 4 lze vidét, ze nejvétsi primérna zéna inhibice byla naméfena
u bakterie A. cryaerophilus UPa 2013/13, ato 16,3 mm. U ostatnich arkobakterti byla primérna
z6na inhibice Vv rozmezi 10,7-11,5 mm, coz je velmi nizka antimikrobialni uc¢innost, pokud

vezmeme V potaz, Ze Cisty 96% ethanol mél primérnou zénu inhibice 8-9 mm.

Ve srovnani s nalevem piipraveného z ¢ern¢ho Caje pisobil extrakt nizsim antimikrobialnim
ucinkem nez extrakt ze zeleného Caje. Avsak v piipadé testovani nalevli, mél nalev z ¢erného

¢aje obdobné antimikrobialni ucinky, jako nalev ze zeleného Caje.

V minulosti byla provedena studie, ktera se zabyvala antibakterialnim efektem cerného caje
0 koncentraci 1 mg/ml. Antimikrobialni G¢inek ¢erného Caje proti bakterii E. coli ATCC 25922
byl zjistén pomoci diskové diftizni metody a velikosti inhibi¢nich zoén byly v rozmezi
6,2-6,7 mm, zatimco u bakterie S. aureus ATCC 25923 byly inhibi¢ni zony v rozmezi
14,0-14,9 mm (Koech et al., 2013). Z tohoto tvrzeni je ziejmé, Ze Cerny ¢aj je antimikrobialné
ucinngjsi na Arcobacter spp. nez na E. coli, ale u bakterie S. aureus byla zona inhibice vétsi nez

u Arcobacter spp.

V literatufe byla popsana studie, kterd se zabyvala antimikrobialnim G¢inkem vodného extraktu
z ¢erného Caje proti E. coli. Ve vyzkumu byl zjist'ovan antimikrobialni u¢inek na danou bakterii
v zavislosti na druzich drceného ¢aje tfidéného podle kvality listi. U druhu Flowery Broken
Orange Pekoe (FBOP) byla zjisténa zona inhibice 9 mm, zatimco u Broken Orange Pekoe
(BOP) byla zéna jen 7 mm (Nibir et al., 2017). Oba tyto druhy ¢aji patii mezi Caje zlomkovité,

s tim rozdilem, ze FBOP je hrubsi a obsahuje i ¢ajové pupeny (Teegschwendner.cz).

3.26 Pu-erh—PUERHSTD

U extraktu z ¢aje Pu-erh byly naméfeny jedny z nejmensich primérnych zon inhibice v rozmezi
9,0-11,3 mm, pficemz nejvétsi zona méfila primérné 11,3 mm a byla zaznamenana u bakterie
A. cryaerophilus UPa 2013/13, jak 1ze vidét v Tab. 4. Stejné jako u ostatnich ¢ajovych extraktt,
I Vv tomto piipadé byla nejvétsi zona u izolatu. Lze tedy fici, ze téméf vSechny pfipravované

extrakty pusobily nejvy$sim antimikrobialnim u¢inkem proti bakterii A. cryaerophilus
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UPa 2013/13. Nizka antimikrobialni aktivita ¢aje Pu-erh muize byt zplisobena piitomnosti

pouze EC katechinu, zbylé 3 hlavni katechiny se v daném ¢aji nenachazeji (Wu et al., 2007).

Existuje studie, ktera se zabyvala uCinkem Pu-erh extraktu proti bakterii E. coli za pouziti
riaznych koncentraci v rozmezi 10-60 mg/ml. Bylo zjisténo, Ze S rostouci koncentraci roste
| zOna inhibice. Pfi koncentraci 10 mg/ml Pu-erh extraktu byla zona inhibice 8,3 mm, zatimco
pti koncentraci 60 mg/ml byla velikost inhibi¢ni zony jiz 14,8 mm (Su et al., 2012). Ve srovnani
s Arcobacter spp. pii pouziti Pu-erh extraktu o koncentraci 100 mg/ml byly zony inhibice
mnohem mensi a pohybovaly se kolem 9,0-9,7 mm. Pu-erh extrakt ptsobil tedy vys$§im
antimikrobialnim t¢inkem proti E. coli i za pouziti nizsi koncentrace extraktu. Lze fici, Ze stejné
velikosti inhibi¢nich zon jako u E. coli by bylo mozné zméftit u Arcobacter spp. pii pouziti

extraktu Pu-erh o koncentraci zhruba 20 mg/ml (Su et al., 2012).

3.2.7 Rooibos - ROOIBOS TEA SUPERGRADE BIO

Nalev 1 extrakt z ¢aje rooibos patiily mezi nejméné antimikrobidlné u¢inné proti bakteriim.
V piipad¢ ethanolového extraktu byly zjistény nejmens$i primérné zony inhibice proti
Arcobacter spp. Hlavnim divodem nizké antimikrobidlni aktivity mize byt nepfitomnost
katechini. Tyto ¢ajové katechiny se vyskytuji pouze u ¢ajii pochazejicich z Camellia sinensis
(Almajano et al., 2008).

Velikosti inhibi¢nich zoén se u extraktu z ¢aje rooibos pohybovaly v rozmezi 8,7-9,5 mm.
V tomto experimentu se jednalo pouze o nepatrné zony kolem diskd, které odpovidaly velikosti
inhibi¢nich z6n cCistého 96% ethanolu. Mezi jednotlivymi kmeny Arcobacter spp. nebyly
zna¢né rozdily ve velikosti zon inhibice, jako tomu bylo napf. u extraktu ze zeleného caje.
U zeleného caje byla nejmensi zona inhibice zjisténa 14,7 mm anejvétsi zona inhibice
21,3 mm. Ethanolovy extrakt z ¢aje rooibos jako jediny z testovanych extraktd nevykazoval
nejvyssi antimikrobidlni G¢inek proti izolatu A. cryaerophilus UPa 2013/13, jak lze vycist
z Tab. 4. Nejvétsi zona inhibice u extraktu z ¢aje rooibos byla naméfena u sbirkového kmenu

A. butzleri CCUG 30484.

Podobné malé zony inhibice jako byly naméteny u Arcobacter spp. byly popsany ve studii proti
bakterie B. cereus a proti kvasince Candida albicans za pouziti nalevu z Caje rooibos.
U bakterie byla zjisténa primérna zona inhibice 7,0 mm a u plisn¢ 8,5 mm. Nejmensi praimérna

zona inhibice byla popsanu u G* bakterie Micrococcus luteus. Velikost zony byla pouze 6,4 mm
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pfi aplikaci 50 pl na sterilni blankové disky (& 6 mm) (Almajano et al., 2008). Inhibi¢ni zoéna
kolem diski byla v tomto pfipad€ nepatrna a dalo by se fici, Ze nalev z ¢aje rooibos neptisobil

antimikrobidlné na dany mikroorganismus.

3.3 Stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci ¢ajovych extraktu

proti Arcobacter spp.

Stanoveni minimdlnich inhibi¢nich koncentraci ¢ajovych ndlevii bylo provedeno pomoci
mikrodiluéni metody. Postup pfipravy mikrotitraéni desticky byl jiz popsan v kapitole 2.7.
Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byly odecitany tak, Zze byly zaznamenany nejniz$i
koncentrace, které inhibovaly viditelny rist arkobakterd (ukazka odecitané MIC je zachycena
na Obr. 8).

Z experimentu je patrné, ze vSechny testované Cajové extrakty inhibovaly rust Arcobacter spp.,
avsak rozdily v hodnotach MIC mezi jednotlivymi €aji byly pouze nepatrné. OvSem znacné
rozdily mezi jednotlivymi ¢aji byly zaznamenany pii testovani prezivani Arcobacter spp.
Vv ¢ajovych nalevem, pii stanoveni antioxidacni kapacity nalevi a pfi stanoveni inhibi¢nich zoén
diskovou difizni metodou. Velké rozdily byly pozorovany napf. u Caje zeleného nebo caje
rooibos, ktery patii mezi ¢aje bylinné. Avsak pfi stanoveni MIC tomu tak nebylo. Pfi stanoveni
minimalnich inhibi¢nich koncentraci byly u A. cryaerophilus UPa 2013/13 a A. butzleri
CCUG 30484 zjistény stejné inhibi¢ni koncentrace extraktu jak u caje rooibos, tak u Caje
zeleného. Pouze u bakterii A. cryaerophilus CCM 7050 a A. butzleri UPa 2013/8 byly hodnoty

inhibi¢nich koncentraci nepatrné vyssi u extraktu z ¢aje rooibos nez u extraktu ze zeleného Caje.

Zajimavosti toho experimentu bylo zjisténi, ze u izolatu A. cryaerophilus UPa 2013/13 byly
zjistény hodnoty MIC stejné u vsech testovanych ¢ajovych extrakti. Minimalni inhibi¢ni

koncentrace byly vzdy v rozmezi 1,563-3,125 mg/ml.

Celkoveé se minimalni inhibi¢ni koncentrace proti Arcobacter spp. u vsech ¢ajovych extraktt
pohybovaly vrozmezi 0,781-6,25 mg/ml. Pficemz nejvyssi hodnoty MIC, a to
3,125-6,25 mg/ml, byly zaznamenany u ethanolového extraktu z ¢aje Pu-erh. Nejnizsi hodnoty
MIC byly zjistény v rozmezi 0,781-1,563 mg/ml u extraktii ze zeleného, zlutého a oolong ¢aje.
Tyto hodnoty MIC vykazoval pouze sbirkovy kmen A. cryaerophilus CCM 7050.
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V Tab. 5 jsou zobrazeny souhrnné vysledky MIC vsech testovanych ethanolovych extraktl

proti Arcobacter spp.

Tab. 5: Souhrn MIC ¢ajovych extraktti proti Arcobacter spp., (n=2)

A. cryaerophilus A. butzleri A. cryaerophilus A. butzleri
CCM 7050 CCUG 30484 UPa 2013/13 UPa 2013/8
MIC ¢ajovych extrakti [mg/ml]
Zeleny ¢aj 0,781-1,563 3,125 1,563-3,125 1,563
Bily ¢aj 1,563-3,125 1,563-3,125 1,563-3,125 3,125
Zluty &aj 0,781-1,563 3,125 1,563-3,125 1,563-3,125
Oolong 0,781-1,563 1,563-3,125 1,563-3,125 1,563-3,125
Cerny ¢aj 3,125 3,125 1,563-3,125 1,563-3,125
Pu-erh 3,125-6,25 3,125 1,563-3,125 3,125-6,25
Rooibos 3,125 3,125 1,563-3,125 3,125
3.3.1 Zeleny ¢aj — SENCHA MAKATO

V Tab. 6 jsou zobrazeny hodnoty MIC ethanolového extraktu ze zeleného caje proti
Arcobacter spp. Nejnizsi hodnota MIC byla zjisténa u sbirkového kmenu A. cryaerophilus
CCM 7050, a to 0,781-1,563 mg/ml. Lze fici, Zze extrakt ze zeleného Caje byl proti tomuto
kmenu nejucinnéjsi. Dale bylo zjisténo, ze izolat A. cryaerophilus UPa 2013/13 nepatfil mezi
nejcitlivejsi proti extraktu a byla zjisténa hodnota MIC v rozmezi 1,563-3,125 mg/ml. U kmenu
A. butzleri byla experimentem zjisténa vys$$i hodnota MIC u sbirkového kmenu neZ u izolatu
z vodniho prostiedi. U bakterie A. cryaerophilus tomu bylo pravé naopak a vys$s$i minimalni

inhibi¢ni koncentrace vykazoval izolat oproti sbirkovému kmenu.
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Tab. 6: Stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci extraktu ze zeleného ¢aje proti Arcobacter spp., (n=2)

Zeleny caj
Pozice K%T:;?ngﬁce A. cryaerophilus | A. butzleri | A. cryaerophilus| A. butzleri
v MTD [mg/ml] CCM 7050 CCUG 30484 | UPa2013/13 | UPa 2013/8
2 50 - - - - - - - -
3 25 - - - - - - - -
4 12,5 - - - - - - - -
) 6,25 - - - - - - - -
6 3,125 - - - - - - - -
7 1,563 - - + o+ -+ - —
8 0,781 + - + + + o+ + +
9 0,390 + + + + + + + +
10 0,195 + + + + + + + +
11 0,098 + + + + + + + o+
12 0,049 + + + + + + + o+
+ ... pozitivni rist prvni méfeni, — ...negativni rist prvni méfeni; + ... pozitivni rist druhé méfeni, —... negativni

rust druhé méfeni; MTD...mikrotitra¢ni desticka

V minulosti byla provedena studie, ktera se zabyvala MIC u bakterie Streptococcus mutans.
Hodnota MIC u extraktu ze zeleného Caje byla 62,5 pug/ml (Shagana a Geetha, 2017).
Pii stanoveni MIC u Arcobacter spp. byly nejnizsi koncentrace v rozmezi 0,781-6,25 mg/ml.
Lze tici, Ze k inhibici G~ bakterii je potieba vyssich hodnot koncentrace ¢ajového extraktu nez
k inhibici G* bakterii. Tato skute¢nost byla potvrzena v nejedné studii. Bylo zjisténo, Ze G~ jsou
et al., 2010). Jina provedena studie se zabyvala stanoveni MIC také u G St. mutans. V této
studii v8ak byly pouzity extrakty ze 70% propanonu a MIC byla naméfena v rozsahu 2 mg/ml
(Smullen et al., 2007). Dalo by se fici, ze 70% propanonovy extrakt byl méné antimikrobialné
ucinny proti St. mutans a vykazoval podobné inhibi¢ni vlastnosti jako ethanovy extrakt proti

A. cryaerophilus UPa 2013/13, u kterého byla naméiena MIC v rozmezi 1,563-3,125 mg/ml.

Existuje ¢lanek, ve kterém je popsan antimikrobidlni i€inek vodného extraktu ze zeleného Caje
na bakterii E. coli ATCC 8739. U bakterie E. coli byla zjisténa minimalni baktericidni
koncentrace (MBC) extraktu ze zeleného ¢aje primérné 2460 pg/ml (Dhaouadi et al., 2016).

V diivejsi literatute byla zjisténa hodnota MIC methanolového extraktu ze zeleného ¢aje proti
bakterii Aeromonas hydrophila. U této G~ bakterie vysla hodnota MIC 0,8 mg/ml. Existuje
klasifikace rostlinnych extrakti na zaklad¢ jejich hodnot MIC, a to silné inhibice < 500 pg/ml,
mirnd inhibice 600 pg/ml < MIC < 1500 pg/ml a nizka inhibice > 1600 pg/ml. Na zaklad¢ této
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Klasifikace, extrakt ze zeleného Caje vykazuje silngjsi inhibi¢ni aktivitu proti bakterii
Aeromonas hydrophila (Akbary, 2014). Podobné hodnoty MIC jako u Aeromonas hydrophila
byly zjistény také u sbirkového kmenu A. cryaerophilus CCM 7050. U tohoto arkobaktera byly
zjistény hodnoty MIC extraktu v rozmezi 0,781-1,563 mg/ml. Stejné hodnoty MIC jako
u extraktu ze zeleného ¢aje byly naméfeny také u extraktd z ¢aje zlutého a oolong téz u bakterie

A. cryaerophilus CCM 7050.

Stejné jako u bakterie Aeromonas hydrophila, i u G~ bakterie E. coli byla provedena studie
a byla zjisténa hodnota MIC 0,8 mg/ml u methanolového extraktu ze zeleného Caje. Vyssi
hodnota minimalni inhibi¢ni koncentrace byla zaznamenana u bakterie Enterococcus faecalis,
ato 1,6 mg/ml (Reygaert, 2014). V této studii tedy nebylo potvrzeno, ze G~ bakterie jsou vice

odolné&jsi proti antimikrobialnim latkam neZ bakterie G* (Tajkarimi et al., 2010).

3.3.2 Bily ¢aj — CHINA PAI MU TAN

U ethanolového extraktu z bilého ¢aje byly zjistény hodnoty MIC v rozmezi 1,563-3,125 mg/ml
proti Arcobacter spp. jak je zobrazeno v Tab. 7. Nejvyssi hodnota MIC, tedy 3,125 mg/ml byla
zaznamenana u izolatu A. butzleri UPa 2013/8. Podobné vysledky byly zjistény i U pfezivani

Arcobacter spp. v ¢ajovych nalevech.

Tab. 7: Stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci extraktu z bilého ¢aje proti Arcobacter spp., (n=2)

Bily caj
Pozice K(ggﬁ;\gﬁce A. cryaerophilus | A. butzleri | A. cryaerophilus| A. butzleri
v MTD [mg/ml] CCM 7050 CCUG 30484 | UPa 2013/13 | UPa 2013/8
2 50 - - - - - - - -
3 25 - - - - - - - -
4 12,5 - - - - - - - -
5 6,25 - - - - - - - -
6 3,125 - - - - - = - =
7 1,563 + - + - - + + o+
8 0,781 + + + + + + + +
9 0,390 + + + + + + + +
10 0,195 + + + + + + + +
11 0,098 + + + + + + + o+
12 0,049 + + + + + + + 4+
+ ... pozitivni riist prvni méfeni, — ...negativni rist prvni mefeni; + ... pozitivni rist druhé méfeni, —... negativni

rust druhé méfeni; MTD...mikrotitracni desticka
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U tohoto extraktu z bilého ¢aje nebyly zna¢né rozdily v minimalnich inhibi¢nich koncentracich
mezi jednotlivymi sbirkovymi kmeny a izolaty. Totozné rozmezi hodnot MIC bylo naméteno

u A. cryaerophilus CCM 7050 a A. cryaerophilus UPa 2013/13.

V literatufe byla popsana studie, ktera zkoumala hodnoty MIC extraktu z bilého caje proti
bakterii Streptococcus mutans. Zjisténa hodnota MIC byla 62,5 ug/ml. Navic také byla zjisténa
hodnota MBC, ktera vysla 31,25 ug/ml (Shagana a Geetha, 2017).

3.3.3  Zluty éaj — HUANG DA CHA

Z Tab. 8 je mozno vycist, ze extrakt ze zlutého ¢aje vykazoval obdobné hodnoty minimélnich
inhibi¢nich koncentraci jako extrakt z ¢aje zeleného. Hodnoty se nepatrné lisily pouze u izolatu
A. butzleri UPa 2013/8, stim Zze u zlutého caje byly hodnoty MIC v rozmezi
1,563-3,125 mg/ml, zatimco u zeleného Caje byla hodnota MIC 1,563 mg/ml. Srovnatelné
antimikrobidlni ucinky téchto dvou caji byly také potvrzeny diskovou difizni metodou.
Nejniz§i hodnoty MIC 0,781-1,563 mg/ml byly naméfeny u sbirkového kmenu
A. cryaerophilus CCM 7050 a jednalo se tedy o nejcitlivéjsi bakterii viéi extraktu ze zlutého

caje.

Tab. 8: Stanoveni minimalnich inhibiénich koncentraci extraktu ze Zlutého ¢aje proti Arcobacter spp., (n=2)

Zluty aj
Pozice K%T(ifggﬁce A. cryaerophilus | A. butzleri | A. cryaerophilus| A. butzleri
v MTD [mg/ml] CCM 7050 CCUG 30484| UPa2013/13 | UPa2013/8
2 50 - - - - - - - -
3 25 - - - - - - - -
4 12,5 - - - = - - - -
5) 6,25 - - - - - - - -
6 3,125 - - - = - - - -
7 1,563 - - + + - + + -
8 0,781 + - + + + + + +
9 0,390 + + + + + + + +
10 0,195 + + + + + + + +
11 0,098 + + + + + + + 4+
12 0,049 + + + + + + + 4+
+ ... pozitivni rist prvni méfeni, — ...negativni rst prvni méfeni; + ... pozitivni rust druhé méfeni, —... negativni

rust druhé méfeni; MTD...mikrotitracni destiCka
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U extraktu ze zlutého Caje byly zjistény stejné hodnoty MIC v rozmezi 1,563-3,125 mg/ml
uizolata A. cryaerophilus UPa 2013/13 a A. butzleri UPa 2013/8. Avsak z pohledu diskové

difizni metody vysly u téchto izolatt hodnoty inhibi¢nich zén odlisné.

3.34 Oolong — OOLONG CHINA SE CHUNG

Obdobné antibakterialni vysledky jako ethanolovy extrakt z ¢aje zeleného a Zlutého vykazoval
I extrakt z ¢aje oolong proti bakterii A. cryaerophilus CCM 7050, jak je zfejmé z Tab. 9.
| u extraktu z ¢aje oolong byly zjistény jedny z nejnizSich hodnot inhibi¢nich koncentraci.

Hodnoty MIC v tomto ptipadé byly v rozmezi 0,781-1,563 mg/ml.

Tab. 9: Stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci extraktu z ¢aje oolong proti Arcobacter spp., (n=2)

Oolong
Pozice Kzr)lgf;llgﬁce A. cryaerophilus | A. butzleri | A. cryaerophilus| A. butzleri
v MTD [mg/ml] CCM 7050 CCUG 30484| UPa2013/13 | UPa2013/8
2 50 - = - = - = - =
3 25 - - - - - - - -
4 12,5 - - - = - - - -
5) 6,25 - = - = - = - =
6 3,125 - - - - - - - -
7 1,563 - - + - -+ + -
8 0,781 + - + + + + + +
9 0,390 + + + + + + + +
10 0,195 + + + + + + + +
11 0,098 + + + + + + + o+
12 0,049 + + + + + + + o+
+ ... pozitivni riist prvni méfeni, — ...negativni rist prvni méfeni; + ... pozitivni rist druhé méfeni, —... negativni

rust druhé méfeni; MTD...mikrotitracni destiCka

Dalo by se fici, Ze jak nalev, tak i extrakt z ¢aje oolong patiily mezi antimikrobialné nejucinné;si
proti sbirkovému kmenu A. cryaerophilus CCM 7050. U ostatnich arkobaktert byly zjistény
hodnoty MIC u extraktu z ¢aje oolong v rozmezi 1,563-3,125 mg/ml bez ohledu na to, zda se

jednalo o sbirkové kmeny nebo o izolaty.

Existuje studie, ktera se zabyvala antimikrobialnim G¢inkem vodného extraktu 0 koncentraci

100 mg/ml proti kvasince Candida albicans. Védci zjistili, ze hodnota MIC extraktu z ¢aje
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oolong byla 1,25 mg/ml (Chen et al., 2015). Ve srovnani hodnot MIC vykazoval vodny extrakt
podobnou antimikrobialni aktivitu jako ethanolovy extrakt proti sbirkovému kmenu

A. cryaerophilus CCM 7050.

335 Cerny ¢aj— ASSAM TGFOP1 SONIPUR BIO

Hodnoty MIC u extraktu z ¢erného ¢aje byly stejné jak u obou sbirkovych kment, tak u obou
izolatu. U A. cryaerophilus CCM 7050 a A. butzleri CCGU 30484 byla hodnota MIC
3,125 mg/ml, zatimco u izolati A. cryaerophilus UPa 2013/13 a A. butzleri UPa 2013/8 byly
hodnoty MIC vrozmezi 1,563-3,125 mg/ml. Tyto hodnoty minimalnich inhibi¢nich
koncentraci 1ze vycist z Tab. 10. Stejné vysledky MIC byly zjistény také u extraktu z Caje
zlutého, avsak tam se hodnoty lisily pouze u sbirkového kmenu A. cryaerophilus CCM 7050

a hodnota MIC u extraktu z ¢aje Zlutého byla v rozmezi 0,781-1,563 mg/ml.

Tab. 10: Stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci extraktu z ¢erného ¢aje proti Arcobacter spp., (n=2)

Cerny aj
Pozice K%Tg?gﬂice A. cryaerophilus | A. butzleri |A. cryaerophilus| A. butzleri
v MTD [mg/ml] CCM 7050 CCUG 30484 | UPa2013/13 | UPa 2013/8
2 50 - - - - - - - -
3 25 - - - = - - - -
4 12,5 - - - - - - - -
5 6,25 - - - - - - - -
6 3,125 - - - = - - - -
7 1,563 + + + + - + + -
8 0,781 + + + + + + + +
9 0,390 + + + + + + + +
10 0,195 + + + + + + + +
11 0,098 + + + + + + + o+
12 0,049 + + + + + + + o+
+ ... pozitivni rist prvni méfeni, — ...negativni rist prvni méfeni; + ... pozitivni rist druhé méfeni, —... negativni

rust druhé méfeni; MTD...mikrotitracni destiCka
Béhem testovani ptezivani Arcobacter spp. v nalevu bylo zjisténo, Ze Cerny ¢aj pusobil

vysokym antimikrobidlnim Gc¢inkem srovnatelnym s ¢ajem zelenym. V mikrodilu¢ni metodé

tato skuteCnost nebyla potvrzena a extrakt z cerného cCaje patfil mezi caje s nizSim
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antimikrobidlnim u¢inkem na arkobaktery. Také pii pouziti ethanolového extraktu z Caje

¢ern¢ho byly zaznamenany nizsi hodnoty inhibi¢nich zon.

V literatufe byla popsana studie, ktera se zabyvala stanovenim hodnot MIC extraktu z ¢erného
Caje u bakterie Streptococcus mutans. Ve srovnani s extraktem z Caje bilého a zeleného vysla
hodnota MIC o polovinu niz$i a bylo naméfeno 31,25 pg/ml. Dale byla také zjisténa hodnota
MBC, ktera byla 15,62 pg/ml (Shagana a Geetha, 2017). Pii pouhém pohledu do Tab. 5 je
ziejmé, ze tak nizké hodnoty MIC jako byly zjistény u St. mutans nebyly u Arcobacter spp.
zaznamenany. Dalsi studie se zabyvala vlivem 70% propanonového extraktu opét na bakterii
St. mutans. V tomto piipadé byla zjisténa hodnota MIC v rozmezi 4-8 mg/ml (Smullen et al.,
2007). Tyto hodnoty ovsem neodpovidaly hodnotam namétenym v predesié literatufe a lze fici,

ze 70% extrakt z propanonu vykazoval nizsi antimikrobialni ucinky proti St. mutans.

V minulosti byla provedena studie, ve které byla popsana piiprava ethanolového extraktu
0 koncentraci 10 mg/ml z ¢erného Caje a stanovena MIC extraktu u bakterie Salmonella
enterica serovar Typhi. Hodnota MIC se pohybovala v rozmezi 400-600 pg/ml (Mandal et al.,
2011). Vjiné studii byly zase popsany hodnoty MIC pro tuto bakterii Vv rozmezi
79,56-91,98 mg/ml za pouziti methanolového extraktu (Tiwari et al., 2005). Lze tedy fici, ze
vyS§$i antimikrobialni G¢inek proti Salmonella enterica serovar Typhi vykazoval ethanolovy

extrakt oproti extraktu methanolovém.

V jisté studii bylo zjisténo, Ze vodny extrakt z cerné¢ho Caje o koncentraci 100 mg/ml mize
vykazovat antimikrobialni G¢inky proti kvasince Candida albicans. U osmi testovanych vzorka
¢erného Caje bylo zjisténo, ze pouze jeden z nich inhiboval rist kvasinky a byla u ného zjisténa
hodnota MIC 1,25 mg/ml. Avsak antimikrobialné byl extrakt z ¢erného Caje GCinngjsi proti
Candida glabrata, u které byly zjistény hodnoty MIC v rozmezi 0,078-0,313 mg/ml (Chen
et al., 2015).

3.3.6 Pu-erh—PUERHSTD

Extrakt z ¢aje Pu-erh vykazoval nejvys$si namétené hodnoty MIC v rozmezi 3,125-6,25 mg/ml,
jak je mozno vidét v Tab. 11. Podobné vysledky jako u extraktu z ¢aje Pu-erh byly zjistény
I U testovani antimikrobialniho u¢inku diskovou difizni metodou. V této metod¢ byly zméteny
malé velikosti inhibi¢nich zon a spolu s extraktem z ¢aje rooibos patfily tyto inhibi¢ni zony

mezi nejnizsi naméeiené. Lze tedy konstatovat, ze pfipraveny ethanolovy extrakt ptisobil niz§im
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antimikrobialnim u¢inkem proti Arcobacter spp., napi. ve srovnani s extraktem ze zeleného

caje.

Tab. 11: Stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci extraktu z ¢aje Pu-erh proti Arcobacter spp., (n=2)

Pu-erh
Pozice K%rz?;llgﬂce A. cryaerophilus | A. butzleri | A. cryaerophilus| A. butzleri
v MTD [mg/ml] CCM 7050 CCUG 30484| UPa2013/13 | UPa2013/8
2 50 - - - - - - - -
3 25 - - - - - - - -
4 12,5 - - - - - - - -
5) 6,25 - - - - - - - -
6 3,125 -+ - - - - + -
7 1,563 + + + + + - + +
8 0,781 + + + + + + + +
9 0,390 + + + + + + + +
10 0,195 + + + + + + + +
11 0,098 + + + + + + + o+
12 0,049 + + + + + + + o+
+ ... pozitivni rist prvni méfeni, — ...negativni rist prvni méfeni; + ... pozitivni rust druhé méfeni, —... negativni

rust druhé méfeni; MTD...mikrotitra¢ni desticka

V minulé studii se védci zabyvali stanovenim MIC vodného extraktu ¢aje Pu-erh. Vodny
extrakt byl pfipraven smichanim Pu-erh ¢aje s vrouci vodou, smés byla nasledné centrifugovana
a vznikla horni vrstva byla zahusténa ve vakuu na praskovy extrakt. Hodnota MIC praskového
extraktu poté byla zjisténa pro bakterie E. coli (0,48 mg/ml) a S. aureus (0,74 mg/ml) (Hu et al.,
2010).

Také byla stanovena MIC u nanocastic ¢ajového prasku Pu-erh (NPTP). Bylo zjisténo, Ze
hodnota MIC prasku Pu-erh proti E. coli byla 9,0 mg/ml (Su et al., 2012). Z tohoto zjisténi
vyplyva, Ze Cajové nanocastice jsou méné antimikrobidln¢ 0cinné proti bakterii E. coli.
V naSem experimentu nebyly takto vysoké hodnoty MIC zaznamenany u zadného ¢ajového

extraktu proti Arcobacter spp.
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3.3.7 Rooibos — ROOIBOS TEA SUPERGRADE BIO

U ¢aje rooibos, respektive u jeho extraktu, byly zjistény jedny z nejvyssich hodnot MIC. Avsak
nejvyssi MIC byly naméfeny u extraktu z ¢aje Pu-erh a lze tedy tento extrakt povaZovat
zanejméné antimikrobidlné plsobici proti arkobakterim. Vyhodnocené hodnoty MIC
u extraktu z ¢aje rooibos byly vcelku stejné u vSech kmend Arcobacter spp., a to 3,125 mg/ml.
Pouze u izolatu A. cryaerophilus UPa 2013/13 byla zjisténa hodnota MIC v rozmezi
1,563-3,125 mg/ml, jak je mozno vidét v Tab. 12. Mikrodilu¢ni metodou bylo také zjisténo, ze
hodnoty MIC extraktu z ¢aje rooibos odpovidaly hodnotam MIC naméfenych u extraktu z Caje

¢erného. Hodnoty se lisily pouze u izolatu A. butzleri UPa 2013/8.

Tab. 12: Stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci extraktu z aje rooibos proti Arcobacter spp., (n=2)

Rooibos
Pozice K%Tg?ggﬁce A. cryaerophilus | A. butzleri | A. cryaerophilus| A. butzleri
v MTD [mg/ml] CCM 7050 CCUG 30484| UPa2013/13 | UPa 2013/8
2 50 - - - - - - - -
3 25 - - - - - - - -
4 125 - - - = - - - -
5) 6,25 - - - - - - - -
6 3,125 - - - - - - - -
7 1,563 + + + + - 4+ + +
8 0,781 + + + + + + + +
9 0,390 + + + + + + + +
10 0,195 + + + + + + + +
11 0,098 + + + + + + + o+
12 0,049 + + + + + + + o+
+ ... pozitivni rist prvni méfeni, — ...negativni rist prvni méfeni; + ... pozitivni rist druhé méfeni, —... negativni

rust druhé méfeni; MTD...mikrotitra¢ni desticka

V minulosti byla popsana studie, kterd zkoumala antimikrobialni vliv ¢€aje rooibos
na G* bakterii Propionibacterium acnes. Byly pfipraveny ethanolové extrakty, u kterych byla
zjistovana hodnota MIC, ktera byla 125 pug/ml (Sharma a Lall, 2014).

Vjiné studii byla popsana interakce extraktu z caje rooibos s antibiotiky proti E. coli
ATCC 25922. Hodnota MIC samotného organického extraktu z ¢aje rooibos byla 1500 ug/ml,
zatimco v kombinaci s ciprofloxacinem klesla hodnota MIC na 500 pug/ml (Hiibsch et al., 2014).

Takto nizka hodnota MIC diky antibiotiku nebyla zjisténa u zadného ¢ajového extraktu.
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3.4

Stanoveni antioxida¢ni kapacity ¢ajovych nalevi

Hodnoty | [%] byly vypocitany podle vztahu uvedeného v kapitole 2.8.1. Naslednym

dosazenim do rovnice regrese (viz Graf 8) a vynasobenim faktorem ziedéni byly zjistény

jednotlivé hodnoty antioxidacni kapacity. Finalni vysledky byly vyjadieny jako ekvivalent

Troloxu v mg na 100 ml ¢ajového nalevu a stejné tak v molarnich koncentracich (viz Tab. 13).

Tab. 13: Stanoveni antioxida¢ni kapacity ¢ajovych nalevii metodou s DPPH radikalem, (n=3)

'Br;,'g'fle Antioxidacni | Antioxidaéni | Antioxidacni
Absorbance vadikilu I kapacita kapacita kapacita
[%] [ug/ml] [mg/100 ml] [mmol/l]
Zeleny Caj 0,528 10,119 823,60 82,36 3,29
Bily ¢aj 0,570 2,845 343,83 34,38 1,37
Zluty &aj 0,427 27,257 1953,93 195,39 7,81
Oolong 0,519 11,584 920,23 92,02 3,68
Cerny ¢aj 0,451 23,117 1680,89 168,09 6,71
Pu-erh 0,555 5,519 520,23 52,02 2,08
Rooibos 0,563 4,037 422,48 42,24 1,69
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Graf 8: Kalibra¢ni kiivka standardu latky Trolox
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Na zaklad¢ spektrofotometrické analyzy ¢ajovych nalevii bylo zjisténo, ze nejvyssi antioxidaéni
kapacitu vykazoval nalev z ¢aje Zlutého (195,39 mg/100 ml). Druha nejvyssi antioxida¢ni
kapacita (168,09 mg/100 ml) byla zjisténa naopak u c¢erného caje. Nejniz§i hodnota
(34,38 mg/100 ml) byla prekvapivé naméfena u nalevu z Caje bilého, | kdyz tento nalev
vykazoval jedny z nejvysSich antimikrobialnich ucinkt proti Arcobacter spp. Podobné
antimikrobiadlni ucinky vici prezivani arkobakter v nalevech byly zjiStény jak u nalevu
z bilého ¢aje, tak u nalevu ze zeleného Caje. V pfipad€ stanoveni antioxidaéni kapacity byly
hodnoty téchto dvou nalevi ovSem odlisné. Je tedy predpokladatelné, ze Caje obsahuji

antimikrobialné plisobici komponenty vedle antioxida¢nich latek.

Pii testovani piezivani Arcobacter spp. v ¢ajovych nalevech bylo zjisténo, ze obdobnou
antimikrobialni aktivitu jako mé&l nalev ze zeleného Caje vykazoval i nalev z ¢aje Cerného.
Ovsem pfi testovani antibakteridlnich Gc¢inkd cajovych extraktli byly vysledky cerného
a zeleného Caje odlisné. U extraktu z ¢erného Caje byly naméfeny zony inhibice mensi nez
u zeleného ¢aj. Pti stanoveni antioxida¢ni kapacity, avSak bylo zji§téno, ze nalev z Cerného Caje

m¢él hodnotu antioxida¢ni kapacity témét dvojnasobné vyssi nez nalev ze zeleného caje.

U nalevu z ¢aje oolong byla zjisténa antioxidac¢ni kapacita v hodnoté¢ 92,02 mg/100 ml. Tyto
antioxida¢ni u¢inky zhruba odpovidaly tém, které byly naméteny u i nalevu z Caje zeleného.
Béhem testovani piezivani Arcobacter spp. v nalevu z ¢aje oolong bylo zjisténo, ze mél
podobné antimikrobidlni u¢inky jako ndlev z ¢aje zeleného a cerného, avSak byl mén¢ u€inny
proti izolatim A. cryaerophilus UPa 2013/13 a A. butzleri UPa 2013/8. Extrakt z ¢aje oolong
mél 1 témét stejné MIC jako extrakt ze zeleného Caje a zony inhibice se pouze vyrazné liSily

u sbirkového kmenu A. butzleri CCUG 30484.

Mezi ¢aje s nejnizsi antimikrobialni aktivitou patfil ¢aj rooibos. U jeho nalevu bylo zjisténo, ze
i po 6 hodinich expozice byly poéty Zivotaschopnych bunék nad 5,0x10% CFU/mI. U extraktu
z Caje rooibos byly také naméfeny nejmensi zony inhibice a pfi stanoveni MIC patfil rooibos
po nalevu z ¢aje Pu-erh za druhy s nejvys$simi naméfenymi hodnotami. V piipadé stanoveni
antioxida¢ni kapacity byly u Caje rooibos zjistény stejné jako u nalevu z bilého ¢aje jedny
z nejnizsich hodnot. Z hlediska antioxida¢ni kapacity i antimikrobialniho ucinku lze caj

rooibos, a to jak nalev, tak extrakt povazovat za nejmén¢ ucinny.

Dalsim méné antimikrobialné u¢innym ¢ajem proti Arcobacter spp. byl ¢aj Pu-erh. Stejné tomu

bylo i u antioxidaéni kapacity u ¢aje Pu-erh. Antioxida¢ni kapacita pafila mezi nejnizsi a byla
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naméfena hodnota 52,02 mg/100 ml. Podobné nizké hodnoty antioxida¢ni kapacity byly

zjistény také u Caje rooibos a ¢aje bilého.

V literatufe byla popsana studie, ktera se zabyvala stanovenim antioxidacni kapacity suSenek,
do kterych byly ptidany ¢ajové listy zlutého a zeleného Caje. VysSi antioxidacni kapacita
pomoci metody s DPPH radikdlem byla zjisténa pii pouziti zlutého cCaje, a to hodnota
468,2 mg/100 g cerstvych suSenek. Pii pouziti zeleného Caje byla naméfena hodnota
270,3mg/100 g Ccerstvych suSenek, ktera po 3 mésicich skladovani suSenek klesla
na 201,1 mg/100 g. Antioxidacni kapacita u zlutého ¢aje i po 3 mésicich skladovani suSenek
byla vysoka a klesla pouze na hodnotu 447,2 mg/100 g (Gramza-Michatowska et al., 2016).
Pti stanoveni antioxida¢ni kapacity u ¢ajovych nalevi vysly hodnoty u Zlutého Caje téz vyssi
nez u Caje zeleného a nalev ze zlutého Caje mél nejvyssi antioxidacni kapacitu ze vsech
testovanych nélevii. Vys$si hodnoty antioxidacni kapacity zjistény ve studii jsou zplsobeny

pravdépodobné pouzitim celych ¢ajovych listkil do ptipravy suSenek.

V minulosti byla provedena studie, kterd se zabyvala spektrofotometrickym stanovenim
antioxidacni kapacity cajovych nalevi. Nejvyssi hodnota antioxidacni kapacity metodou
s DPPH radikalem byla naméfena u nalevu z ¢aje zeleného. Hodnota zjisténa ve studii byla
4,80 mmol/l Troloxu. Dal$i vysoké hodnoty antioxida¢ni kapacity vykazovaly nalevy z Caje
cerného a Caje zlutého, tedy 4,45 a 4,37 mmol/l. Antioxida¢ni kapacity ¢aje bilého a oolong se
témét nelisily, namétené hodnoty byly 3,66 a 3,88 mmol/l (Gorjanovi¢ et al., 2012). V nasem
provedeném experimentu byly zjistény hodnoty odli$né nez ty uvedené v literatuie. U zeleného
Caje byla zjisténa nizsi hodnota 3,29 mmol/l, u ¢erného ¢aje naopak vyssi, a to 6,71 mmol/l.
Stejné hodnoty jako hodnoty popsané ve studii vykazoval i nalev z Caje oolong,
spektrofotometrickou analyzou byla zjisténa antioxida¢ni kapacita 3,68 mmol/l, avsak nalev
z bilého ¢aje mél hodnotu antioxidaéni kapacity pouze 1,37 mmol/l. U nélevu z ¢aje rooibos

byla zjisténa jedna z nejnizsich hodnot, a to 1,69 mmol/l, jak 1ze vidét v Tab. 13.

Dalsi studie se zabyvala antioxidacni kapacitou ethanolového extraktu z ¢aje ¢erného. Bylo
zjisténo, Ze pii pouziti extraktu z 80% ethanolu byla antioxida¢ni kapacita metodou s DPPH
radikdlem 3,17 pmol TE/mg extraktu, zatimco pii pouziti 50% ethanolu byla hodnota
3,91 umol TE/mg (Giiglii Ustiindag et al., 2016). V nasem experimentu bylo oviem zjisténo,
ze nalev zcaje cerného mél antioxidacni kapacitu 6,71 mmol/l. Z poznatki ziskanych
z literatury a z vlastniho experimentu Ize usuzovat, ze nalev z ¢aje ¢erného ma vyssi hodnotu

antioxida¢ni kapacity ve srovnani s ¢ajovym extraktem z ethanolu.
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Jina studie se zabyvala studiem antioxida¢ni kapacity nalevu z ¢aje rooibos. Bylo zjiSténo, Ze
po sniZeni pocate¢ni absorbance DPPH o 50 % byla hodnota antioxida¢ni kapacity nalevu
740 ug/ml (Shikanga et al., 2010). Z hodnot ziskanych experimentem byla zjisténa antioxida¢ni

kapacita u nalevu z ¢aje rooibos ovSem nizsi, a to 422,48 pg/ml.

V minulosti byla provedena studie, kterd stanovovala antioxida¢ni kapacitu u nalevl z ¢aja
fermentovanych a nefermentovanych. U Cerstvého nalevu z ¢aje Pu-erh byla zjisténa hodnota
antioxidacéni kapacity 2,0 mmol/l. Také byla stanovena antioxida¢ni kapacita u Caje rooibos,
kterd vySla cca 1,5 mmol/l. U obou nalevii také byla méfena antioxidacni kapacita
po 12 mésicich skladovani pii mrazirenskych teplotach. Po opétovném méfeni po roce bylo
zji$téno, ze oba nalevy nevykazovaly zadnou antioxidacni kapacitu (Bancirova, 2010). Obé¢ tyto
hodnoty antioxida¢ni kapacity Cerstvych nalevii odpovidaly hodnotdm ziskanym béhem naseho

experimentu u nalevu z ¢aje Pu-erh (2,08 mmol/l) a z ¢aje rooibos (1,69 mmol/l).
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4 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala antimikrobialnim u¢inkem ¢ajovych nalevii a extraktii proti
Arcobacter spp. Bakterie rodu Arcobacter patii do ¢eledi Campylobacteraceae a maji mnoho
spole¢nych znakt s rodem Campylobacter a ¢eledi Helicobacteraceae. I kdyz jsou arkobaktery
schopny rast v Sirokém teplotnim rozmezi, patii mezi velice citlivé organismy a jejich kultivace
byla mnohdy obtizna. Tato pohybliva tyCinkovitd bakterie je povazovana za patogenni bakterii
jak lidi, tak 1 zvitat. V posledni dob¢ neustalé ptibyva onemocnéni zptisobenych touto bakterii.
Nejvétsi pozornost je vénovana syrovym masnym vyrobkiim a nepasterizovanym mléénym
vyrobkiim, u kterych miize byt vysoké riziko pfenosu na ¢lovéka. Mezi druhy arkobaktert,
Které zpusobuji klinickd onemocnéni patii piedevsim A. butzleri, A.cryaerophilus
a A. skirrowii. Ve vétsin¢ piipadu onemocnéni zpusobené arkobaktery nevyZzaduje
antimikrobialni 1é¢bu, stejné jako je tomu u rodu Campylobacter. V zavaznych piipadech je
vsak antibiotickd 1éCba nezbytna. Bohuzel z divodu nespravného pouzivani a davkovani
antibiotik dochazi ke znacné rezistenci mikroorganismti vici syntetickym léciviim. Z téchto
skutecnosti je potieba neustale hledat nové ptirodni antimikrobidlni latky, které budou stejné
ucinné €1 ucinnéjsi jak umeéle vyrabéné latky, cenové dostupnéj$i a zdravotné nezdvadné.
Alternativou k syntetickym latkam muiZze byt pouziti Cajovych extraktl a nalevu, u kterych byly

zjistény slibné inhibi¢ni ucinky na bakterie rodu Arcobacter.

Caj vznikd zpracovanim listd Eajovniku &inského (Camellia sinensis L.) pochazejiciho
z jihovychodni Asie. Cinské Gaje jsou rozdéleny do Sesti kategorii na zakladé vyrobniho
¢aj. Soucasti testovani antimikrobialnich ¢inkt proti Arcobacter spp. byly tyto zminéné druhy
Caju a také jeden bylinny ¢aj rooibos, ktery nepochazi z ¢ajovniku ¢inského. V této diplomové
praci byly pouzity pro experimenty 2 sbirkové kmeny A. butzleri CCUG 30484
a A. cryaerophilus CCM 7050 a dva izolaty z vodniho prostiedi A. butzleri UPa 2013/8
a A. cryaerophilus UPa 2013/13.

Jednou z metod vyuzivanou pro stanoveni antimikrobialni aktivity ¢aji bylo testovani prezivani
Arcobacter spp. v ¢ajovych nalevech. U vsech testovanych ¢ajovych nalevi doslo k uplné
inhibici mikroorganismt jiz po 17 hodinach expozice. Nejvyssi antimikrobidlni u¢inek
vykazoval nalev ze zeleného Caje. Béhem expozice v ¢asech 0-6 hodin doslo k prudkému

poklesu poctu zivotaschopnych bunck. Nejodolngjsi bakterii v tomto ptipadé byl izolat
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A. butzleri UPa 2013/8. Stejné antimikrobialni G¢inky vykazoval i nalev z ¢erného Caje.
Podobny trend inhibice arkobaktert v nalevu jako byl u zeleného ¢aje, bylo mozné pozorovat
také u nalevu z bilého a zlutého ¢aje. Nalev ze zlutého Caje naopak patfil mezi ¢aje, ktery byl
ze vSech testovanych antimikrobialné nejucinnéjsi vici izolatu A. butzleri UPa 2013/8. VSechny
testované Cajové nalevy byly antimikrobidln€ G€innéjsi na sbirkové kmeny neZ na izolované
kmeny z realnych vodnich prostfedi. Tato skute¢nost je velice patrna u nalevu z Caje oolong,
u kterého bylo zjisténo, Ze 1 po 6 hodinach expozice byly pocty Zivotaschopnych bunék
povazovat ten z ¢aje rooibos, u kterého dochazelo k pomalému klesani poctu zivotaschopnych
bunék. Nalev z ¢aje Pu-erh piisobil témét stejnym antimikrobidlnim ucinkem jak na sbirkové

kmeny, tak na oba izolaty.

Diskovou difuzni metodou byly zjiStovany zOny inhibice u ethanolovych extraktii. Nejvetsi
zony inhibice, a tedy nejvyssi antimikrobialni ucinky byly zjistény u ¢aje zeleného, jako tomu
bylo i u testovani piezivani Arcobacter spp. v nalevech. U extraktu ze zeleného Caje byla
nejvetsi inhibicni zéna zjisténa u izolatu A. cryaerophilus UPa 2013/13, a to o velikosti
21,3 mm. Druhd nejvétsi inhibi¢ni zéna 20,0 mm byla téz zaznamenana u tohoto extraktu
Vv pfitomnosti bakterie A. butzleri CCUG 30484. Dalsim velmi uéinnym extraktem proti
arkobakterim byl extrakt z Caje zlutého, ktery pisobil nejvysSim antimikrobialnim u¢inkem
také na bakterii A. cryaerophilus UPa 2013/13 a zoéna inhibice byla 19,0 mm. V ptipadé
testovani inhibi¢nich u¢inki nalevil byl zluty ¢aj nejucinnéjsi na druhy izolat, ktery ovSem
vykazoval zonu inhibice pouze 14,5 mm. Znac¢né velké zony inhibice byly naméfeny také
u extraktl z ¢aje bilého a oolong. Extrakt z ¢aje ¢erného diskovou difiizni metodou vykazoval
z6Ony inhibice 10,7-16,3 mm, coZ se nedalo srovnat se zonami inhibice naméfenymi u extraktu
ze zeleného caje. Ethanolovy extrakt z ¢erného caje tedy pisobil nizSim antimikrobidlnim
ucinkem proti Arcobacter spp. nez pfipraveny ¢ajovy nalev. Tato skutec¢nost byla i u extraktu
z ¢aje Pu-erh. U ného bylo zjisténo, ze patiil mezi nejméne antimikrobialné ucinné, zony
inhibice byly v rozmezi 9,0-11,3 mm. Nalev i extrakt z ¢aje rooibos vykazovaly ov§em nejnizsi
antimikrobialni u¢inek na Arcobacter spp. Zony inhibice byly naméfeny v rozmezi 8,7-9,5 mm,

pti¢emz zony Cistého 96% ethanolu byly v rozmezi 8-9 mm.

U cajovych nalevi byly také zjistovany hodnoty antioxida¢ni kapacity. Nejvyssi hodnota byla
naméiena u zlutého ¢aje, a to 195,39 mg/100 g. Druhou nejvyssi antioxida¢ni kapacitu mél ¢aj

cerny a po ném nasledoval ¢aj oolong. V tomto experimentu skoncil zeleny ¢aj az na ¢tvrtém
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misté s hodnotou 82,36 mg/100 g. Nejnizsi hodnota antioxida¢ni kapacity byla v tomto ptipadé

nameéiena u nalevu z bilého caje.

Dalsi metodou, kterou byly zji§tovany antimikrobidlni ucinky bylo stanoveni minimalnich
inhibi¢nich koncentraci (MIC) ¢ajovych extrakti. Stejné jako u diskové metody, i v tomto
piipadé byly nejvyssi antimikrobialni G¢inky zjiStény u zeleného a Zlutého caje. Nejnizsi
hodnoty MIC byly v rozmezi 0,781-1,563 mg/ml a byly zjistény u bakterie A. cryaerophilus
CCM 7050. Nejvyssi nameétené hodnoty MIC u extraktu z ¢aje zeleného a zlutého byly pouze
3,125 mg/ml. Mezi tyto dva extrakty lze zatadit i ¢aj oolong, u n¢hoz také byly zjistény nejnizsi
hodnoty MIC a antimikrobidlnimi ucinky se extrakty navzajem podobaly. Nejnizsi
antimikrobialni u¢inky byly tak jako u diskové metody namétfeny u extrakt z ¢erného caje,
Pu-erh a rooibos ¢aje. Mikrodilu¢ni metodou vysel nejnizsi antimikrobialni ucinek u extraktu
z ¢aje Pu-erh. U bakterii A. cryaerophilus CCM 7050 a A. butzleri UPa 2013/8 byly zjistény
Vv pfitomnosti extraktu z ¢aje Pu-erh nejvyssi hodnoty MIC, a to 3,125-6,25 mg/ml.

Z danych experimentd vyplyva, ze vSechny testované Cajové nalevy a extrakty vykazovaly
inhibi¢ni u¢inek na bakterie. Pfedev§im diky pfitomnym katechinim v ¢ajovych listcich,
pusobily nalevy i extrakty antimikrobialné proti Arcobacter spp. Tyto pozitivni ucinky je
mozné nadale vyuzivat nejen v potravinaiském prumyslu a farmacii, ale i v jinych odvétvich.
Tudiz by bylo ku prospéchu, kdyby v budoucnu byly ¢aje vyuzivany i k jinym Gc¢elim nez
k pouhé konzumaci. Jelikoz toto téma diplomové prace nebylo doposud poiadné prozkoumano
a slibné antimikrobialni Gc¢inky byly potvrzeny, bylo by vhodné dale pokraCovat pfi testovani

¢ajovych nalevl a extraktli i proti jinym mikroorganismim.
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Priloha 1: Souhrnna tabulka hodnot ziskanych pfi testovani prezivani Arcobacter spp. v nalevu ze zelen¢ho ¢aje

A. cryaerophilus CCM 7050
Pocty zZivotaschopnych bunéek [CFU/ml]
Expozice 1. méfeni | 2. méteni | 3. méfeni | 4. méfeni | pramér | smérod. odch.
0 hod. 28960 29360 28370 32260 29737,5 1498,34
2 hod. 3740 4090 4360 4490 4170 287,14
3 hod. 1090 2270 2890 1990 2060 647,84
6 hod. 180 270 N, P 190 213,3 40,28
17 hod. — - - - - _
24 hod. — - — - — —
A. butzleri CCUG 30484
Pocty zZivotaschopnych bunéek [CFU/ml]
Expozice 1. méfeni | 2. méteni | 3. méfeni | 4. méfeni | pramér | smérod. odch.
0 hod. 29800 41000 29810 39720 35082,5 4673,98
2 hod. 4100 3210 3790 2650 3437,5 555,67
3 hod. 1780 1570 1390 1240 1495 201,80
6 hod. 270 250 280 190 2475 34,91
17 hod. — - — — — —
24 hod. — - — - — —
A. cryaerophilus UPa 2013/13
Pocty zZivotaschopnych bunéek [CFU/ml]
Expozice 1. méfeni | 2. méteni | 3. méfeni | 4. méfeni | pramér | smérod. odch.
0 hod. 26760 33560 30480 29560 30090 2427,07
2 hod. 14080 8200 9640 10240 10540 2174,12
3 hod. 4200 3080 5360 7200 4960 1523,94
6 hod. 560 610 340 490 500 101,73
17 hod. - - — — — —
24 hod. - - — - — —
A. butzleri UPa 2013/8
Pocty zZivotaschopnych bunéek [CFU/ml]
Expozice 1. méfeni | 2. méfeni | 3. méfeni | 4. méfeni | primér | smérod. odch.
0 hod. 31400 26280 31320 33720 30680 2717,06
2 hod. 19520 21560 22640 21000 21180 1125,17
3 hod. 19480 20080 18720 19400 19420 482,08
6 hod. 6280 8280 9800 12800 9290 2380,15
17 hod. — — — — — —
24 hod. - - — - — —

—... negativni rust; N, P... nepocitatelnd nebo pferostla miska; cervené hodnoty...
do smérodatné odchylky
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Priloha 2: Souhrnna tabulka hodnot ziskanych pfi testovani ptezivani Arcobacter spp. v nalevu z bilého ¢aje

A. cryaerophilus CCM 7050
Pocty zZivotaschopnych bunéek [CFU/ml]
Expozice 1. méfeni | 2. méteni | 3. méfeni | 4. méfeni | pramér | smérod. odch.
0 hod. 46000 46880 32400 40560 41460 2795,04
2 hod. 20960 22000 21200 24240 22100 1294,14
3 hod. N, P 5000 2760 3480 3746,7 933,71
6 hod. 480 380 390 540 4475 66,10
17 hod. - - - - - _
24 hod. — — — - - _
A. butzleri CCUG 30484
Pocty zZivotaschopnych bunéek [CFU/ml]
Expozice 1. méteni | 2. méfeni | 3. méfeni | 4. méfeni | primér | smérod. odch.
0 hod. 16720 21840 17200 21040 19200 2025,26
2 hod. 14000 11920 13520 14560 13500 983,66
3 hod. 4360 3360 7800 8760 6070 2263,69
6 hod. 350 180 530 270 332,5 128,91
17 hod. - - — - - _
24 hod. — - — - - —
A. cryaerophilus UPa 2013/13
Pocty Zivotaschopnych bunék [CFU/ml]
Expozice 1. méfeni | 2. méteni | 3. méfeni | 4. méfeni | pramér | smérod. odch.
0 hod. 62880 78320 65360 58480 66260 1240
2 hod. 38240 33280 46800 60400 44680 5584,36
3 hod. 38320 35040 39680 30560 35900 3514,25
6 hod. 11360 12160 10840 11040 11350 503,09
17 hod. - - — - - -
24 hod. - - — — — —
A. butzleri UPa 2013/8
Pocty zivotaschopnych bunék [CFU/ml]
Expozice 1. méfeni | 2. méfeni | 3. méfeni | 4. méfeni | primér | smérod. odch.
0 hod. 47040 35520 32480 48480 40880 6982,03
2 hod. 21360 16620 14160 14880 16755 2805,08
3 hod. 9720 13800 10320 14520 12090 2096,35
6 hod. 4950 1530 3270 2190 2985 1293,40
17 hod. - - — - — —
24 hod. - - - - - -

—... negativni rtst; N, P... nepocitatelnd nebo pierostla miska; cervené hodnoty...

do smérodatné odchylky
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Priloha 3: Souhrnna tabulka hodnot ziskanych pfi testovani ptezivani Arcobacter spp. v nalevu ze zlutého Caje

A. cryaerophilus CCM 7050
Pocty zZivotaschopnych bunéek [CFU/ml]
Expozice 1. méfeni | 2. méteni | 3. méfeni | 4. méfeni | pramér | smérod. odch.
0 hod. 28760 23400 21560 24840 24640 2647,57
2 hod. N, P 10960 9310 8200 9490 1133,93
3 hod. 5440 6120 4600 5200 5340 544,42
6 hod. 600 860 650 570 645 140,45
17 hod. — — — - — —
24 hod. — - — - — —
A. butzleri CCUG 30484
Pocty zZivotaschopnych bunéek [CFU/ml]
Expozice 1. méteni | 2. méfeni | 3. méfeni | 4. méfeni | primér | smérod. odch.
0 hod. 28280 22000 23280 19320 23220 3252,14
2 hod. 6960 8080 10360 9520 8730 1307,33
3 hod. 3520 3720 4760 5840 4460 925,42
6 hod. 1200 1030 1470 1640 1335 235,85
17 hod. — - - - - _
24 hod. - - — - — —
A. cryaerophilus UPa 2013/13
Pocty zivotaschopnych bunék [CFU/ml]
Expozice 1. méfeni | 2. méteni | 3. méfeni | 4. méfeni | pramér | smérod. odch.
0 hod. 22440 19400 24280 21640 21940 1751,23
2 hod. 17720 18720 18000 18350 18197,5 375,26
3 hod. 11600 9320 8920 N, P 9946,7 1180,43
6 hod. 5120 6560 5320 6120 5780 585,49
17 hod. - - — — — —
24 hod. - - — - — —
A. butzleri UPa 2013/8
Pocty zZivotaschopnych bunéek [CFU/ml]
Expozice 1. méteni | 2. méteni | 3. méfeni | 4. méfeni | pramér | smérod. odch.
0 hod. 26910 30600 27840 28930 28570 1372,86
2 hod. 5610 4160 4230 5560 4890 695,67
3 hod. 1850 2160 1360 1190 1640 385,81
6 hod. 540 290 470 800 525 183,10
17 hod. — — — — — —
24 hod. - - — - — —

—... negativni rust; N, P... nepocitatelnd nebo pferostla miska; cervené hodnoty...
do smérodatné odchylky

93
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Priloha 4: Souhrnna tabulka hodnot ziskanych pii testovani prezivani Arcobacter spp. v nalevu z ¢aje oolong

A. cryaerophilus CCM 7050
Pocty zZivotaschopnych bunéek [CFU/ml]
Expozice 1. méfeni | 2. méteni | 3. méfeni | 4. méfeni | pramér | smérod. odch.
0 hod. 35040 36720 32400 40560 36180 2960,74
2 hod. 20960 22000 21200 24240 22100 129414
3 hod. N, P 5000 2760 3480 3746,7 933,71
6 hod. 480 380 390 540 4475 66,10
17 hod. — — — - — —
24 hod. — - — - — —
A. butzleri CCUG 30484
Pocty zZivotaschopnych bunéek [CFU/ml]
Expozice 1. méteni | 2. méfeni | 3. méfeni | 4. méfeni | primér | smérod. odch.
0 hod. 48430 47620 31640 44500 43047,5 1694,29
2 hod. 14560 14930 5790 6630 10477,5 4279,82
3 hod. 3200 1990 3260 5480 3482,5 1259,65
6 hod. 1020 980 1330 1280 1152,5 154,17
17 hod. — - — — — —
24 hod. - - — - — —
A. cryaerophilus UPa 2013/13
Pocty Zivotaschopnych bunék [CFU/ml]
Expozice 1. méfeni | 2. méteni | 3. méfeni | 4. méfeni | pramér | smérod. odch.
0 hod. 16640 25280 25040 31600 24640 3037,43
2 hod. 20640 18720 17840 23920 20280 2332,72
3 hod. 19120 17120 17840 19520 18400 964,99
6 hod. 17440 13520 14640 20800 16600 2813,97
17 hod. — - - - - _
24 hod. — - — - - _
A. butzleri UPa 2013/8
Pocty zZivotaschopnych bunéek [CFU/ml]
Expozice 1. méfeni | 2. méfeni | 3. méfeni | 4. méfeni | primér | smérod. odch.
0 hod. 39120 39440 37440 31840 36960 3052,08
2 hod. 18000 21440 26080 23600 22280 2966,75
3 hod. 18960 18800 15680 22880 19080 2554,06
6 hod. 11440 13040 8240 11360 11020 1739,31
17 hod. — — — — — —
24 hod. - - — - — —

—... negativni rust; N, P... nepocitatelnd nebo pferostla miska; cervené hodnoty...

hodnoty nepocitany
do smérodatné odchylky
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Priloha 5: Souhrnna tabulka hodnot ziskanych pfi testovani prezivani Arcobacter spp. v nalevu z ¢erného Caje

A. cryaerophilus CCM 7050
Pocty zZivotaschopnych bunéek [CFU/ml]
Expozice 1. méfeni | 2. méteni | 3. méfeni | 4. méfeni | pramér | smérod. odch.
0 hod. 15840 18480 20720 27120 20540 4173,20
2 hod. 6480 7360 6800 9440 7520 1152,39
3 hod. 1560 2720 2280 3840 2600 827,04
6 hod. 340 210 320 360 307,5 58,04
17 hod. — — — - — —
24 hod. — - — - — —
A. butzleri CCUG 30484
Pocty zivotaschopnych bunék [CFU/ml]
Expozice 1. méfeni | 2. méfeni | 3. méfeni | 4. méfeni | pramér | smérod. odch.
0 hod. 22960 18800 23200 21520 21620 1750,31
2 hod. 7160 9040 6040 5440 6920 1370,84
3 hod. 1680 2310 1040 2380 1852,5 542,56
6 hod. 440 320 70 90 230 156,05
17 hod. — - — — — —
24 hod. - - — - — —
A. cryaerophilus UPa 2013/13
Pocty zZivotaschopnych bunéek [CFU/ml]
Expozice 1. méfeni | 2. méteni | 3. méfeni | 4. méfeni | pramér | smérod. odch.
0 hod. 17680 15600 21280 26720 20320 4216,92
2 hod. 3000 2080 3920 6600 3900 1689,14
3 hod. 1800 2040 1560 3160 2140 612,86
6 hod. 1090 920 480 350 710 304,55
17 hod. - - — — — —
24 hod. - - — - — —
A. butzleri UPa 2013/8
Pocty zivotaschopnych bunék [CFU/ml]
Expozice 1. méteni | 2. méteni | 3. méfeni | 4. méfeni | pramér | smérod. odch.
0 hod. 31360 32880 35440 33840 33380 1482,03
2 hod. 8480 13000 9200 10640 10330 1726,59
3 hod. 4680 5200 6680 7920 6120 1272,16
6 hod. 3840 3520 5520 4560 4360 768,37
17 hod. — — — — — —
24 hod. - - — - — —

—... negativni rust; N, P... nepocitatelnd nebo pferostla miska; cervené hodnoty...

do smérodatné odchylky
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Priloha 6: Souhrnna tabulka hodnot ziskanych pfi testovani ptezivani Arcobacter spp. v nalevu z ¢aje Pu-erh

A. cryaerophilus CCM 7050
Pocty zZivotaschopnych bunéek [CFU/ml]
Expozice 1. méfeni | 2. méteni | 3. méfeni | 4. méfeni | pramér | smérod. odch.
0 hod. 7300 6400 4750 5900 6087,5 920,85
2 hod. 5250 4850 3250 3100 4112,5 949,59
3 hod. 3350 3400 3000 3100 32125 167,24
6 hod. 1500 1900 2600 2450 21125 439,28
17 hod. — - - - - _
24 hod. — — — - - _
A. butzleri CCUG 30484
Pocty zivotaschopnych bunék [CFU/ml]
Expozice 1. méteni | 2. méfeni | 3. méfeni | 4. méfeni | primér | smérod. odch.
0 hod. 9000 9080 12280 11480 10460 1150,69
2 hod. 5000 4600 4360 4280 4560 280,00
3 hod. 4040 3720 3000 2460 3305 616,34
6 hod. 1020 1310 1190 1110 11575 106,62
17 hod. — - — — — —
24 hod. - - — - — —
A. cryaerophilus UPa 2013/13
Pocty Zivotaschopnych bunék [CFU/ml]
Expozice 1. méfeni | 2. méteni | 3. méfeni | 4. méfeni | pramér | smérod. odch.
0 hod. 4960 4200 3680 3560 4100 551,72
2 hod. 2440 2080 2720 1960 2300 300,00
3 hod. 2040 2400 1880 2440 2190 237,28
6 hod. 1280 840 960 1200 1070 177,48
17 hod. - - — — — —
24 hod. - - — - — —
A. butzleri UPa 2013/8
Pocty zZivotaschopnych bunéek [CFU/ml]
Expozice 1. méfeni | 2. méfeni | 3. méfeni | 4. méfeni | primér | smérod. odch.
0 hod. 4250 5550 5100 4750 4912,5 476,15
2 hod. 4700 3250 4450 5150 4387,5 703,01
3 hod. 3750 3260 2900 3500 3352,5 313,48
6 hod. 2150 1500 2700 2100 21125 424,82
17 hod. — — — — — —
24 hod. - - — - — —
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Priloha 7: Souhrnna tabulka hodnot ziskanych pfi testovani prezivani Arcobacter spp. v nalevu z ¢aje rooibos

A. cryaerophilus CCM 7050
Pocty zZivotaschopnych bunéek [CFU/ml]
Expozice 1. méfeni | 2. méfeni | 3. méfeni | 4. méfeni | pramér | smérod. odch.
0 hod. 55440 47520 45200 54240 50600 4339,40
2 hod. 26000 30800 29600 24960 27840 2425,86
3 hod. 22720 18000 23440 19120 20820 2308,50
6 hod. 5200 5360 7360 6000 5980 851,12
17 hod. — — — - — —
24 hod. — - — - — —
A. butzleri CCUG 30484
Pocty zZivotaschopnych bunéek [CFU/ml]
Expozice 1. méteni | 2. méfeni | 3. méfeni | 4. méfeni | primér | smérod. odch.
0 hod. 18600 28820 16200 15890 19877,5 1211,07
2 hod. 10450 13000 11630 10250 11332,5 1097,69
3 hod. 11610 12430 8020 5860 9480 2668,12
6 hod. 8600 8210 11400 7490 8925 1483,38
17 hod. — - - - - _
24 hod. — - — - - _
A. cryaerophilus UPa 2013/13
Pocty zZivotaschopnych bunéek [CFU/ml]
Expozice 1. méfeni | 2. méteni | 3. méfeni | 4. méfeni | pramér | smérod. odch.
0 hod. 68560 48160 62800 61760 60320 2990,71
2 hod. 45520 31920 46640 44360 42110 930,85
3 hod. 46080 37200 43920 41200 42100 3315,60
6 hod. N, P 19600 18960 24960 21173,3 2690,30
17 hod. - - — — — —
24 hod. - - — - — —
A. butzleri UPa 2013/8
Pocty zZivotaschopnych bunéek [CFU/ml]
Expozice 1. méfeni | 2. méfeni | 3. méfeni | 4. méfeni | primér | smérod. odch.
0 hod. 41600 43840 36960 28400 37700 2865,15
2 hod. 21520 25360 27600 29840 26080 3072,46
3 hod. 20560 21760 21840 19680 20960 896,21
6 hod. 11760 9680 7680 11920 10260 1731,94
17 hod. — — — — — —
24 hod. - - — - — —
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