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1. uvoD

Najraniji zapis ¢ovjekovog zanimanja za med seze iz doba paleolitika (TONSLEY,
1969.). Sakupljaju¢i hranu, u Supljinama drveca 1 stijena, ¢ovjek je otkrio pcele i med
(BELCIC i sur., 1985.; RELIC, 2006.). Med je proizvod kojeg izraduju medonosne péele
(Apis mellifera), sakupljaju¢i sokove nektarija i/ili druge slatke sokove te dodaju¢i enzim
invertazu. Sadrzi primarno monosaharide, fruktozu (38%) i glukozu (31%), vise od 180
razli¢itih spojeva i elemenata, ukljucujuc¢i minerale, bjelancevine, slobodne aminokiseline,

organske kiseline, fitokemikalije, enzime i vitamine (ALVAREZ-SUAREZ i sur., 2013.).

Godinama se, u mnogim kulturama i civilizacijama, med Koristio kao hrana, prirodni
zasladiva¢ i konzervans (LAKTIC i SEKULJA, 2008.). Osim navedenog, poznato je i
ljekovito djelovanje meda kod razli¢itih bolesti i poremecaja opcéeg Stanja, narocito tegoba
zeluCano-crijevnog sustava (STOMAFAY-STITZ, 1960.; ZUMLA i LULAT, 1989,
KWAKMAN i ZAAT, 2012.). Rezultati brojnih istrazivanja pokazuju da med posjeduje
antimikrobna svojstva, na nacin da uniStava i/ili inhibira rast patogenih mikroorganizama
(MOLAN, 1992.a,b; BALTRUSAITYTE i sur., 2007.). Pritom, antimikrobnoj u¢inkovitosti
doprinose prvenstveno Kkiselost u kombinaciji s enzimatskim djelovanjem vodikovog
peroksida te osmolarnost (DUSTMANN, 1979.; MOLAN, 1992.a; IRISH i sur., 2011.).
Novija istrazivanja pokazuju kako i1 drugi sastavni dijelovi meda znacajno pridonose
antimikrobnoj uc¢inkovitosti, naro€ito polifenoli, koji zastitno djeluju na sluznicu Zeluca te
posjeduju izrazito protutumorsko i antivirusno djelovanje (NARAYANA i sur., 2001.).
Antimikrobna ucinkovitost pojedinih vrsta meda ovisi i 0 njegovom botani¢kom podrijetlu.
Nadalje, geografska lokacija, okolisni ¢imbenici te zdravlje pcelinje zajednice mogu utjecati
na razinu i aktivnost glukoza-oksidaze, enzima odgovornog za stvaranje vodikovog peroksida
(IRISH i sur., 2011.).

Razli¢ite vrste meda mogu s razli¢itom ucinkovito$¢u inhibitorno djelovati na rast
mnogobrojnih mikroorganizama koji uzrokuju bolesti i infekcije ljudi i/ili Zivotinja. Buduci
da je za niz patogenih bakterija (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Helicobacter
pylori, Mycobacterium fortuitum) (NAGLIC i sur., 2005.; TALARO, 2005.) i neke gljivice
(Candida albicans) (NAGLIC i sur., 2005.), zbog viekratno ponavljane ili este uporabe
kemoterapeutika i antibiotika u lijeGenju, utvrdena rezistencija, sve viSe se razvija I
primjenjuje tzv. alternativha medicina. Ista obuhvaca i apiterapiju, koja podrazumijeva
uporabu pcelinjih proizvoda, primarno meda, u lijeCenju razli¢itih infekcija. Inhibicijska
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djelotvornost meda od planike (Arbutus unedo L.), mandarine (Citrus unshiu Marc.), vrijesa
(Erica sp.) i pitomog kestena (Castanea sativa Mill.), iz Hrvatske, na umnazanje gore
navedenih mikroorganizma dosad nije istrazivana. Antimikrobna svojstva meda su opcenito
malo istrazena, a nedovoljno znanje o sastojcima i ¢imbenicima, nositeljima takvog ucinka,
predstavlja glavni problem moguce klini¢ke primjene meda u terapiji odredenih infekcija.
Nuzno je istrazivanja ovakvog tipa provoditi tijekom viSe uzastopnih godina i na velikom
broju uzoraka meda razli¢itog botani¢kog sastava, kako bi se to¢nije odredila djelotvornost
pojedinih vrsta meda te u kona¢nici odredio med medicinskog razreda u okviru mednih sorti u

Republici Hrvatskoj, kao §to je, primjerice, u¢injeno u Australiji (manuka med).

Postoje znacajne razlike u antimikrobnoj aktivnosti pojedinih vrsta meda. Dapace,
utvrdeno je da med iste vrste, ali drugacijeg geografskog podrijetla, takoder pokazuje ocite
razlike u antimikrobnoj ucinkovitosti. Rezultati dosada$njih istrazivanja pokazali su kako
visoka koncentracija secera, vodikov peroksid, niski pH te flavonoidi, metilglioksal i protein
pcelinji defenzin-1, predstavljaju vazne antimikrobne sastojke meda (MOLAN, 1992.g;
ALVAREZ-SUAREZ i sur., 2013.). Visoki udio Secera ¢ini med prezasi¢enom otopinom.
Seceri i voda medusobno reagiraju, pa za Zivot mikroorganizama ostaje malo slobodnih
molekula vode. Visoki sadrzaj Se¢era u medu i niski sadrzaj vode izazivaju osmozu te voda iz
mikroorganizama izlazi u med. Kiselost meda (pH), koja iznosi 3,2 do 4,5, djeluje inhibitorno
na veliki broj patogenih mikroorganizama, buduci im za rast i umnazanje vise odgovaraju
luZznate sredine. Takoder, vodikov peroksid, koji nastaje u medu enzimatskim procesima,
toksi¢an je za veliki broj uzro¢nika infekcija u ljudi i Zivotinja. S obzirom da pojedini
patogeni mikroorganizmi, ¢esti uzroCnici infekcija i oneCiS¢enja hrane, nakon cCeste i
dugotrajne primjene mogu razviti rezistenciju na odredene antimikrobne pripravke, upotreba
alternativnih metoda lijeCenja postaje nuznost. Izmedu ostalog, primjena potvrdeno

djelotvornih vrsta meda.

Zbog nedovoljnog poznavanja sastava meda i varijabilnosti rezultata pojedinih
istrazivanja, utvrdivanje antimikrobne djelotvornosti meda, razli¢itog geografskog i
botani¢kog podrijetla, izuzetno je vazno kako bi se sustavno pratila antimikrobna

ucinkovitost, sa svrhom primjene meda u terapijske svrhe.



Stoga je cilj ovog istrazivanja odrediti minimalne inhibitorne koncentracije 14 uzoraka
meda, razli¢itog botanickog podrijetla, skupljenih na podruc¢ju juzne Dalmacije |
kontinentalnog dijela Republike Hrvatske. Istrazeni su med planike, mandarine, vrijesa i
pitomog kestena. Patogeni mikroorganizmi na kojima je istrazena antimikrobna djelotvornost
meda su bakterije E. coli, S. aureus, M. fortuitum i H. pylori, te gljivica C. albicans. Kako bi
se $to bolje razjasnila utvrdena ucinkovitost pojedinih istrazivanih uzoraka meda, potrebno je

utvrditi i vrijednosti ukupnih fenola, flavonoida te antioksidacijsku aktivnost.



2. PODACI IZ LITERATURE

2.1. Med

Sukladno Pravilniku o medu (Narodne novine, 93/2009), med je sladak, gust,
viskozan, teku¢i ili kristaliziran proizvod $to ga proizvode medonosne pcele (Apis mellifera)
od nektara medonosnih biljaka ili sekreta zivih dijelova biljaka ili izlu¢evina kukaca koji siSu
na zivim dijelovima biljaka, koje pcele sakupljaju, dodaju mu vlastite specifiéne tvari,
izdvajaju vodu i odlazu u stanice sa¢a do sazrijevanja (ANON, 2009.). Ustroj pcelinje
zajednice od iznimne je vaznosti za proizvodnju péelinjih proizvoda. U pcelinjoj zajednici
razlikujemo radilice, trutove te maticu. Upravo su radilice zaduzene za sakupljanje nektara,
peluda, propolisa te vode. One pomocu rilca siSu nektar iz zlijezda nektarija medonosnog
bilja, privremeno ga smjestaju u medni mjehur i, nakon vracanja u koSnicu, izrucuju ga
mladim p&elama, koje ga raznose po sa¢u (BELCIC i SULIMANOVIC, 1982.; BELCIC i
sur., 1985.). Proizvodnja meda zapocinje predajom nektara pcela sabiracica kuénim péelama,
s rilca na rilce, prilikom cega pcele izluCuju enzim invertazu (razgraduje saharozu na
jednostavne Secere). Tijekom pretvorbe u med, pcele nektar obogacuju organskim kiselinama,
vitaminima, bjelan¢evinama, aminokiselinama i drugim tvarima (LAKTIC i SEKULJA,
2008.). Kada iz nezrelog meda, koji se nalazi u sacu, ispari visak vode (preostane 18-20 %),
péele isti poklope vostanim poklopcima te se takav med naziva zrelim medom (BELCIC i
SULIMANOVIC, 1982.; BELCIC i sur., 1985.).

Cvjetni ili nektarni med potjece od cvjetova raznih biljaka, a u manjem dijelu od
izvancvjetnih nektarija. Nektarije su posebne Zlijezde biljaka koje luce slatku tekucinu,
nektar. Razlicite biljke sadrze razlicite koncentracije Secera u nektaru. U nektaru se, pored
slozenih Secera, nalaze i jednostavni Seceri, glukoza i fruktoza (BELCIC i sur., 1985.;
BUCAR, 2008.; LAKTIC i SEKULJA, 2008.). Botani¢ko i geografsko podrijetlo meda
odreduje se na osnovu rezultata melisopalinoloske analize. Cvjetni med moze biti pretezno od
jedne (monoflorni med) ili vide vrsta biljaka (poliflorni med) (KATALINIC, 1990.; LAKTIC
i SEKULJA, 2008.). Sukladno Pravilniku o kakvoci uniflornog meda (Narodne novine,
122/2009), med se moze oznaciti prema odredenoj biljnoj vrsti, ako u netopljivom sedimentu
sadrzi najmanje 45% peludnih zrnaca iste biljne vrste, uz iznimke za med pitomog kestena (C.

Sativa Mill.), gdje je potrebno izbrojati 85%, odnosno za med vrijeska (S. montana L.) 20%



peludnih zrnaca, a za med planike (A. unedo L.) i agruma (Citrus spp.) samo 10% peludnih
zrnaca u netopivom sedimentu (ANON, 2009.).

2.2. Sastav meda

Sastav meda je iznimno promjenjiv i primarno ovisi 0 botanickom podrijetlu, no
istodobno i o sastavu tla na kojem je rasla medonosna biljka, vlazi zraka, temperaturi i
procesu zrenja meda. Pojedine tvari u medu potje¢u od medonosne biljke, neke od njih dodaju
pcele, dok odredene nastaju tijekom zrenja meda u sacu (KRELL, 1996.). Glavnu
karakteristiku medu daje Seéer, zatim voda, a sastavni dijelovi koji se nalaze u malim
koli¢inama, odluéni su za razlike izmedu pojedinih vrsta meda (BELCIC i sur., 1985.).

Oko 80 % meda ¢ine ugljikohidrati, $to med ¢ini prezasi¢enom otopinom Sec¢era. Med
je koncentrirana otopina fruktoze (voénog Secera), koje ima oko 40%, zatim glukoze
(grozdanog Secera), koje ima oko 34%, te saharoze (obi¢nog Secera), koje ima najmanje (oko
3%). Navedeni omjeri Secera su promjenjivi i ovise o vrsti paSe, ali i 0 enzimu invertazi
(BELCIC i sur., 1985.; LAKTIC i SEKULJA, 2008.). Enzim invertaza nastavlja svoje
djelovanje u medu i poslije vrenja, pa shodno tome, med stajanjem zori, odnosno posjeduje

sve manje slozenog Secera (BELCIC i sur., 1985.).

Jedna od najvaznijih sastavnica meda je voda, buduéi izravno utjeCe na njegovu
kvalitetu, granulaciju i odrzivost. Koli¢ina vode u medu iznosi 15 do 23%, a ovisi 0 vremenu
sakupljanja meda, vlaznosti, temperaturi te jacini pcelinje zajednice. Budu¢i je med
higroskopan, koli¢ina vode je promjenjiva, ovisno o vlazi zraka te na¢inu ¢uvanja. S obzirom
da fruktoza jace veZze vodu nego glukoza i saharoza, moze se pretpostaviti da je sposobnost
fruktoze da veze vodu glavni uzrok higroskopnosti meda. Postotak vode u medu moguce je
ustanoviti pomocu refraktometra, mjere¢i indeks refrakcije. Kontrola koli¢ine vode od
iznimne je vaznosti, jer veéi postotak moze izazvati vrenje meda i njegovu neupotrebljivost

(LAKTIC i SEKULJA, 2008.).

Enzimi u medu imaju vaznu ulogu pri stvaranju meda iz raznih vrsta nektara.
Predominantni enzimi meda su invertaza, dijastaza (amilaza), katalaza i kisela fosfataza.
Dijastaza, enzim koji ima veliko znacenje za kontrolu kvalitete meda, osjetljiva je na vise
temperature. Kao pokazatelj dijastaze koriste se jedinice po Gotheu, a kvalitetan med mora
imati 8 navedenih jedinica (LAKTIC i SEKULJA, 2008.).



Udio mineralnih tvari u medu iznimno je malen (do 1%), a ovisi o izvoru i jakosti pase
te kemijskom sastavu tla na kojem raste medonosna biljka (TUCAK i sur., 1999.; LAKTIC i
SEKULJA, 2008.). U medu prevladavaju natrij, kalcij, sumpor, fosfor, kalij, Zeljezo, magnezij
i aluminij, dok su u malim koli¢inama prisutni krom, mangan, bakar, arsen i selen. Tamnije
vrste meda bogatije su mineralnim tvarima te pretezno sadrze kalcij, magnezij, fosfor i
aluminij, dok su kod svjetlijin najzastupljeniji kalij, natrij, silicij, fosfor i kalcij (TUCAK i
sur., 1999.).

U medu se nalazi vrlo mala koli¢ina bjelancevina i aminokiselina (0-1,67%). lzvor

bjelanéevina je pelud, ali i same péele (LAKTIC i SEKULJA, 2008.).

Takoder, u medu se, u malim koli¢inama, nalaze organske kiseline, prosje¢no 0,57%.
Prisutne su glukonska, mravlja, oksalna, jantarna, limunska, vinska, mlije¢na, maslacna,
maleinska, piroglutaminska, valerijanska i benzojeva kiselina. Najzastupljenija, glukonska
kiselina, u medu nastaje iz glukoze djelovanjem enzima glukoza-oksidaze. Ukupna kiselost
(pH) je vazan pokazatelj kakvoce meda, zbog povezanosti udjela kiselina s fermentacijskim
procesima, okusom i mirisom te baktericidnim svojstvima. Opcenito gledano, tamniji medovi

imaju vecu kiselost.

Fitokemikalije u medu potjecu iz biljaka s kojih su pcele skupljale nektar ili mednu
rosu, te mogu povoljno utjecati na brojne procese u organizmu. Neke fitokemikalije u medu
djeluju kao antioksidansi te smanjuju rizik od oksidativnih oS$teCenja stanica nastalih
djelovanjem slobodnih radikala, koji nastaju kao nusprodukti pretvorbe kisika. Nadalje,
antioksidansi u medu sprje¢avaju kvarenje uzrokovano oksidativnim promjenama uslijed

djelovanja svjetlosti, topline i nekih metala.

Flavonoidi koji se najées¢e nalaze u medu su pinocembrin, apigenin, kamferol,
kvercetin, galangin, krisin, pinobanksin, luteolin i hesperitin. Osim antioksidativnog uéinka,
flavonoidi djeluju antimikrobno, inhibiraju razne enzime, te imaju citotoksi¢no i
protutumorsko djelovanje (JAZVINSCAK JEMBREK i sur., 2012.).



2.3. Medonosne biljke primorske Hrvatske

2.3.1. Planika (Arbutus unedo L.)

Planika je zimzeleno drvo, visine do 6 metara. Rasprostranjena je u zemljama
Sredozemlja, dok u Republici Hrvatskoj raste na dalmatinskim otocima. Cvjetovi su bjeli¢asti,
zvonolikog oblika, zbijeni u objeSenim cvatima. Planika cvate u listopadu, studenom i
prosincu. Daje dosta nektara i nesSto peluda, a predstavlja najkasniju paSu u naSoj zemlji.
Uslijed moguéeg naglog zahladenja u vrijeme cvata, nektar moze ostati nepreraden, pa se
nezreli med ponekad pokvari. Med planike je Zut, gorkog okusa (BELCIC i sur., 1985.;
UMELJIC, 2008.).

2.3.2. Mandarina (Citrus unshiu Marc.)

Mandarina je vazdazelena biljna vrsta, ¢iji se cvijet razvija iz cvjetnih pupova koji se
mogu nalaziti u pazuScu lista ili na vrhu izboja, pojedina¢no ili u gronji, bijeli s brojnim
prasnicima. Cvatnja obi¢no po€inje u prvim danima svibnja, pri srednjim dnevnim
temperaturama zraka i traje 16-18 dana, dok pri nizim temperaturama cvatnja zapocinje
kasnije i traje duze. Najvece izlu¢ivanje nektara je pri temperaturi od 28 °C i 96 % relativne
vlaznosti zraka. Nagli prestanak medenja uzrokuju vruéi, suhi vjetrovi ili prejako djelovanje
sunca na same cvatove. Ukoliko se vrijeme cvatnje odvija u povoljnim klimatskim uvjetima,
prinos meda po pcelinjoj zajednici moZe iznositi i do 30 kilograma. U povoljnim godinama,
mandarina izlucuje velike koli¢ine nektara, pa se ubraja medu najmedonosnije biljne vrste.
Zbog svojih senzorskih svojstava, med od agruma vrlo je trazen. Cisti med od mandarine, bez
udjela nektara drugih biljnih vrsta, u teku¢em stanju je svijetlozute do narancastosmede boje,

intenzivnog mirisa (MRAVAK, 2013.).



2.3.3. Vrijes (Erica)

Rod vrijesova odlikuje se mnogim vrstama, koje su rasirene na podru¢ju Sredozemlja.
U Hrvatskoj su najpoznatije Cetiri vrste: proljetna crnusa (E. carenea L.), vrijes mnogocvjetni
(E. multiflorea L.), manji vrijes (E. verticilata L.) i veliki drveni vrijes (E. arborea L.), koji
rastu pretezno na otocima, poluotoku Peljescu te u okolici Dubrovnika. Mnogocvjetni vrijes
cvjeta u jesen bjelkastim ili ljubicastim cvjetovima. U povoljnim uvjetima daje 40 do 50 kg
meda po kosnici. Veliki drveni vrijes cvjeta od sije¢nja do travnja. lako je gotovo bez peluda,
daje nektar. Manji vrijes cvjeta od listopada do studenog. Med svih vrsta vrijesa je priblizno
jednak, tamnozut, mutnog izgleda, gorkog okusa te brzo kristalizira (BELCIC i sur., 1985.;
LAKTIC i SEKULJA, 2008.).

2.4.  Medonosne biljke kontinentalne Hrvatske

2.4.1. Pitomi kesten (Castanea sativa Mill.)

Pitomi kesten raste na kiselim staniStima. Prasnicki cvjetovi su dugacke bijele rese.
Cvjeta u lipnju, pojedino stablo cvjeta deset dana, a kako sva stabla ne po¢nu cvasti u isto
vrijeme, cvjetanje se produzi do 20 dana. Medenje pitomog kestena najviSe ovisi o vremenu,
no zbog izuzetno mnogo peluda, pcele zatrpaju kosnice peludom kao ni na jednoj drugoj pasi.
Dnevni prinosi meda mogu se kretati najvise do 5 kg. Med je svijetlosmede boje, jakog i
ostrog mirisa te gorkastog okusa (BELCIC i sur.,, 1985.; BUCAR, 2008.; LAKTIC i
SEKULIJA, 2008.; UMELIJIC, 2008.).

2.5. Patogeni koriSteni u istraZivanju

2.5.1. Bakterija Escherichia coli

E. coli je gram-negativna, Stapicasta bakterija koja ne tvori spore. Veliki broj sojeva ima
dobro razvijenu kapsulu ili posjeduje mikrokapsulu. Ubraja se u fakultativnho anaerobne
bakterije. Svi sojevi navedene bakterije tvore endotoksine, dok neki mogu tvoriti egzotoksine,
koji imaju vaznu ulogu u patogenezi bolesti. Ubikvitarna je bakterija, koja uobicajeno obitava

u debelom crijevu i zavrSnom dijelu tankog crijeva sisavaca te izmetinama u velikom broju
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dospijeva u okolis, gdje tjednima i mjesecima posjeduje moguénost opstanka. U odredenim
uvjetima uzrokuje infekcije (kolibaciloze). Osjetljiva je prema razliCitim antibioticima i
terapeuticima, no zbog &este uporabe istih u lijedenju, lako razvija rezistenciju (NAGLIC i
sur., 2005.). Najces¢i izvor infekcije predstavljaju inficirana hrana, voda te nedovoljno

termicki obradeno govede meso (TALARO, 2005.).

2.5.2. Bakterija Staphylococcus aureus

S. aureus je gram-pozitivna, nepokretna, nesporogena i fakultativno anaerobna bakterija,
kuglastog oblika. Osobito je rasprostranjena na koZi 1 sluznicama te se ubraja medu
najotpornije nesporogene bakterije. Uvjetno je patogena bakterija, a infekcije mogu zahvatiti
razlicite organske sustave te su obi¢no gnojne naravi. Tvori brojne enzime i toksine, koji bitno
utjecu na virulenciju pojedinih sojeva. Dapace, neki sojevi tvore enterotoksine, uzrokujuci u
ljudi alimentarne intoksikacije, koje se ocituju akutnim enteritisom s povra¢anjem i
proljevom. Hrana koja sadrzi znatne koli¢ine ugljikohidrata neprikladnim drzanjem postaje
pogodan medij za razmnozavanje stafilokoka i nastanak toksina. Sekundarna stafilokokna
infekcija posebno je ucestala nakon ranjavanja 1 kirurSkih zahvata, te virusnih i1 nekih drugih

bolesti (NAGLIC i sur., 2005.).

2.5.3. Bakterija Helicobacter pylori

H. pylori je gram-negativna, mikroaerofilna, pokretna bakterija, zavojitog oblika.
Tesko se uzgaja na umjetnim hranjivim podlogama. Izolirana je u ljudi oboljelih od aktivnog
kroni¢nog gastritisa 1 zeluanog ili duodenalnog ¢ira (vrijeda). Posebno zabrinjava
podudarnost nalaza doti¢ne bakterije s nalazom karcinoma Zeluca i malignih limfoma (MALT
limfoma). Uzro¢nik se od inficirane na neinficiranu osobu prenosi pretezo izravnim
kontaktom, oralno-oralnim ili fekalno-oralnim putem, a moze prezivjeti u kiselom pH Zzeluca
te jednom uspostavljena infekcija traje cijeloga zivota. Patogenost ovisi 0 aktivnosti ureaze,
pokretljivosti, povrSinskim adhezinima i tvorbi tvari bjelanCevinaste grade, od kojih neke

djeluju kao enzimi. Posebnu vaznost s epidemioloskog stajaliSta treba pridati nalazu bakterije



H. pylori u kuénih ljubimaca, naro¢ito macaka te potencijanoj infekciji drzatelja inficiranih

zivotinja (NAGLIC i sur., 2005.).

2.5.4. Bakterija Mycobacterium fortuitum

M. fortuitum nema kapsulu, nesporogena je i nepokretna, aerobna bakterija. Spada u
brzorastu¢e mikobakterije (RGM; eng. rapidly growing mycobacteria) i uobi¢ajeno stvara
kolonije unutar sedam dana od pocetka inkubacije. Brzorastu¢e mikobakterije uzrokuju
infekcije koze 1 rane te bronhopulmonalne infekcije, a ujedno mogu dovesti do bakterijemije,
limfadenitisa te endokarditisa (HAN i sur., 2007.).

2.5.5. Gljivica Candida albicans

C. albicans je ubikvitarna, kvascima sli¢na gljivica, koja se redovito nalazi na kozi i
sluznicama ljudi 1 Zivotinja, a takoder obitava u tlu, bilju te vodi. U kulturi 1 tkivu nalazi se u
obliku blastospora, koje se pupanjem izduzuju, a nastaju tvorevine, pseudohife. Za rast su
potrebni aerobni uvjeti te hranjiva podloga sa cikloheksimidom (aktidionom). Dio je
normalne mikroflore, a razmnozavanju pogoduje dugotrajna uporaba antibiotika, poremecena
stani¢na imunosna otpornost te ozljede koZe i sluznica. Patogenost ovisi o tvorbi adhezina,
proteaza i fosfataza, glikoproteina kao i ostalim faktorima virulencije. Bolest izazvana
navedenom gljivicom (kandidijaza) zahvaca sluznice probavnog i mokraéno-spolnog sustava,
s mogu¢noS¢u hematogenog Sirenja. Otpornost prema pojedinim antimikotickim pripravcima

sve je uGestalija, posebno u sojeva izdvojenih iz ljudi (NAGLIC i sur., 2005.).
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Uzorkovanje

Istrazeno je 14 uzoraka meda skupljenih od pcelara prilikom vrcanja, a nakon
homogenizacije, tijekom aktivne péelarske sezone 2013. godine. Uzorkovani med pohranjen

je u sterilne staklene posude i spremljen na hladno i mracno mjesto, do pocetka istrazivanja.

Tablica 1. Botanicko i geografsko podrijetlo istrazivanih uzoraka meda.

Uzorak meda Botanic¢ko podrijetlo Geografsko podrijetlo
Planika A Brac
Planika B Konavle
Arbutus unedo L.
Planika C Peljesac
Vrijes A Mokosica
Vrijes B ] Konavle
Erica sp.
Vrijes C Dubrovacko primorje
Mandarina A Opuzen A
Mandarina B Opuzen B
Mandarina C Opuzen C
Mandarina D Citrus unshiu Marc. Opuzen D
Mandarina E Opuzen E
Kesten A Gospic
Kesten B ) ] Banovina
Castanea sativa Mill
Kesten C Ozalj

3.1.1. Melisopalinoloska analiza uzoraka meda

Melisopalinoloskom analizom potvrduje se botani¢ko podrijetlo meda, a zasniva se na
kvalitativnoj mikroskopskoj analizi 1 odredivanju koli¢ine peludnih zrnaca pojedine biljke
(LOUVEAUX i sur., 1978.). Prilikom izrade preparata uzimano je 10 g dobro izmijeSanog
meda svakog pojedina¢nog uzorka te potom otopljeno u 20 mL destilirane vode. Uzorci su
zagrijavani u vodenoj kupelji (45 °C, 15 min.) i centrifugirani (3500 okretaja/min., 15 min.), a
talog je prenesen na predmetno stakalce i ravnomjerno razmazan. Od svakog prikupljenog

uzorka pripremljena su tri mikroskopska preparata, koji su pretrazeni pomocu svjetlosnog
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mikroskopa (povecanje 400x). Vrsta i broj peludnih zrnaca utvrdena je metodom prema

BUCHERU i suradnicima (2004.) te usporedbom s referentnim preparatima.

3.2.  Odabir patogenih mikroorganizama i odredivanje gustoée bakterijske suspenzije

Za istrazivanje su odabrane Cetiri bakterije te jedna gljivica, Cesti uzro¢nici infekcija:
gram-negativne bakterije E. coli (ATCC 10536) i H. pylori (klini¢ki izolat), gram-pozitivna
bakterija S. aureus (ATCC 6538), acidoalkoholorezistentna bakterija M. fortuitum (MFBF), te
gljivica C. albicans (ATCC 90028). Gusto¢a bakterijskih suspenzija odredena je prema
McFarland standardu (Tablica 2.).

Tablica 2. Vrijednost standarda na McFarland skali.

Standard Koncentracija bakterija* Teoretska opticka
gustoca? (550 nm)
(x 108/mL)

0,5 150 0,125

1 300 0,25

2 600 0,50

3 900 0,75

4 1200 1,00

5 1500 1,25

!Koncentracija bakterija ovisi o njihovoj veli¢ini, a brojevi prikazuju prosjeénu vrijednost

2Vrijednosti odgovaraju opti¢koj gustoéi bakterijske suspenzije

Umjetni med sluzio je kao kontrola, s obzirom da osnovne Secerne komponente
interferiraju u pojedinim testovima i daju lazno pozitivne, odnosno, laZzno negativne rezultate.
Umjetni med je pripravljen otapanjem saharoze (1,5 g), maltoze (7,5 g), fruktoze (40,5 g) i
glukoze (33,5 g) u 17 mL deionizirane, sterilne vode (COOPER i sur., 2002.).
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3.3. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije meda

Med je odvagan te otopljen u redestiliranoj vodi u omjeru 1:1 (w/v). U svaku jazicu
mikrotitracijske ploCice s 96 jazica otpipetirano je 100 pL bujona (za bakterije E. coli i S.
aureus uporabljen je Muller Hinton, za bakteriju M. fortuitum MyCO, za bakteriju H. pylori
Brain heart iscrpina s dodatkom 2 % FBS (eng. Heat Inactivated Fetal Bovine Serum), a za
gljivicu C. albicans RPMI bujon). U prvu jazicu, prvog reda, dodano je 100 uL otopine
jednog uzorka meda, a postupak je ponavljan dok nisu dodani svi istrazivani uzorci meda u
svaku sljede¢u jazicu u prvom stupcu. Nakon homogenizacije, iz jazica prvog Sstupca
preneseno je 100 pL u jazice drugog stupca i dalje redom, s ciljem dobivanja dvostrukih,
serijskih razrjedenja uzoraka meda (0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125; 0,012526, 0,007813;
0,003906 mg/mL). Nakon razrjedenja, u svaku jazicu je dodano 20 uL bakterijske suspenzije
(McFarland Standard 0.5: u svaku jaZicu inokulirano je 300 x 10* bakterija). Tako priredena
mikrotitracijska ploc¢ica inkubirana je na 37 °C tijekom 24 (E. coli, S. aureus, C. albicans),
odnosno 48 sati (M. fortuitum). H. pylori inkubiran je tijekom 24 sata u atmosferi s 5 %
uglji¢nog dioksida. Nakon inkubacije, u svaku jazicu dodano je 30 pL reagensa: 1 %-tni TTC
(eng. 2,3,5-Triphenyl-2H-Tetrazolium Chloride), redoks indikator za diferencijaciju
metaboli¢ki aktivnih od inaktivnih stanica E. coli i S. aureus, potom MTT (eng. 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-il)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) za gljivicu C. albicans te resazurin
(eng. 7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-one 10-oxide), kao indikator viabilnosti bakterije M.
fortuitum. S obzirom na izrazitu aktivnost ureaze kod bakterije H. pylori, kao indikator je
dodano 50 puL uree. Potom su plocice inkubirane dodatna 3 sata na 37 °C. Zatim je u svaku
jazicu dodano 30 pL izopropanola (0,04 M), koji omoguce otapanje nepolarnih spojeva, S
ciljem dobivanja vjerodostojnijih ocitanja. Promjene nastale rastom, odnosno inhibicijom
rasta bakterija, o¢itane su spektrofotometrijski (540 nm). Cjelokupna analiza napravljena je u
triplikatu, s tim da minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) predstavlja razrjedenje meda
pri kojem je inhibiran rast vise od 80 % bakterija u ispitivanim jazicama (MIKgo), odnosno
umnozilo se manje od 20 % bakterija (MIK2o) te razrjedenje pri kojem je inhibiran rast vise
od 50 % bakterija (MI1Ksp).
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3.4. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

Ukupni fenoli u uzorcima meda odredeni su Folin-Ciocalteu metodom (SINGLETON
I sur., 1999.). Ukratko, otopini meda (20 pL, 1:1 w/v) u metanolu, dodano je 100 pL Folin-
Ciocalteu reagensa (FCR) te nakon 5 minuta 300 pL zasi¢ene otopine natrijevog klorida
(NaCl). Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi na tamnom mjestu kroz 2 sata, mjerena je
apsorbancija reakcijske smjese (760 nm). Kao standard, koristena je kalibracijska krivulja
galne kiseline te su ukupni fenoli izrazeni kao miligrami ekvivalenata galne kiseline na
kilogram meda (mg GAE/kg meda). Kako bi eliminirali preklapanje sa se¢erima (FCR ne
reagira samo s fenolima, nego i s drugim reduciraju¢im tvarima, medu njima i reducirajué¢im
SeCerima), odredeni su ukupni fenoli u umjetnom medu, koji odrazavaju osnhovne

ugljikohidratne sastojke meda, a utvrdene su vrijednosti koristene kao slijepa proba.

3.5.  Spektrofotometrijsko odredivanje flavonoida

Flavonoidi u medu odredeni su kolorimetrijski, reakcijom s aluminijevim kloridom
(AICl3) (ZHISHEN i sur., 1999.), koja se temelji na stvaranju kompleksa iona aluminija i
karbonilne te hidroksilne skupine flavonoida. Ukratko, uzorak otopine meda (0,5 mL, 1:1
w/v) u metanolu pomijesan je s destiliranom vodom (0,5 mL), ¢emu je dodano 60 uL 5 %-tne
otopine natrijevog nitrata (NaNOz), a 5 minuta kasnije 60 pL 10 %-tne otopine AICIl3. Nakon
dodatnih 6 minuta, dodano je 400 uL 1M otopine natrijevog hidroksida (NaOH) te je podeSen
volumen reakcijske smjese na 2 mL (destiliranom vodom). Apsorbancija reakcijske smjese
mjerena je pri valnoj duljini od 510 nm, u odnosu na slijepu probu (umjetni med). Ukupni
flavonoidi su prikazani kao miligrami ekvivalenata katehina po kilogramu meda (mg CE/kg

meda).
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3.6.  Odredivanje antioksidacijske aktivnosti uzoraka meda

Brojne su metode kojima se moze odrediti antioksidacijska aktivnost meda, no u ovom
istrazivanju uporabljena je metoda sa zeljezo(IIl)-tripiridiltirazin kompleksom (eng. ferric
reducing/antioxidant power assay, FRAP) te metoda gasenja 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
radikala (DPPH). Obje metode se zasnivaju na reakciji proba (oksidans) + e (antioksidans)—
reducirana proba + oksidirani antioksidans i prijenosu elektrona. Zeljezo(IIl)-tripiridiltirazin i
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil su u ovom slucaju probe, oksidansi, koji postaju primatelji
elektrona od antioksidansa i time mijenjaju boju. Razina promjene boje je proporcionalna

antioksidacijskom kapacitetu mjerenog uzorka, a odreduje se kolorimetrijski.

3.6.1. Metoda sa zeljezo(IID)-tripiridiltirazin (Fe®+-TPTZ) kompleksom - FRAP metoda

Metodom sa Zeljezo(II)-tripiridiltirazin (Fe®+-TPTZ) kompleksom odredena je
antioksidacijska aktivnost istrazivanih uzoraka meda (BENZIE i STAIN, 1999.). Princip
metode je redukcija Fe*+-TPTZ u prisutnosti antioksidansa. Ukratko, otopini meda u
metanolu (50 pL, 1:1 w/v) dodano je 950 uL FRAP reagensa. Apsorbancija reakcijske smjese
mjerena je nakon inkubacije (4 do 30 minuta pri 37 °C), pri valnoj duljini 593 nm, u odnosu
na slijepu probu. Reakcijska smjesa, u koju je dodano 50 pL otopine umjetnog meda,
predstavljala je slijepu probu. Kalibracijska krivulja je napravljena prema Zeljezovom sulfatu
(FeSO4 x 7H20) i rezultati su izrazeni kao pmol Zeljezovog sulfata po kilogramu meda (pmol
Fe?*/kg meda).

3.6.2. Metoda gasenja DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikala

Sposobnost uzoraka meda da neutraliziraju slobodne radikale odredena je uz pomo¢
DPPH radikala (BRAND- WILLIAMS i sur., 1995). Otopina meda u metanolu (20 pL, 1:1
w/Vv) pomijesana je s 980 puL 0.0094 mmol/L DPPH reagensa (otopljenog u metanolu). Nakon
inkubacije, u trajanju 30 minuta pri sobnoj temperaturi, izmjerena je apsorbancija reakcijske
smjese na valnoj duljini od 515 nm, u odnosu na slijepu probu. Kao slijepa proba uporabljena

je reakcijska smjesa u koju je dodano 20 pL otopine umjetnog meda. Kalibracijska krivulja je
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napravljena  koriStenjem  Trolox-a  (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilne
kiseline) a rezultati su izrazeni kao Trolox ekvivalenti po kilogramu meda (umol TE/kg

meda).

3.7. Statisticka analiza

Odredene minimalne inhibitorne koncentracije istrazivanih uzoraka meda statisticki su
obradene u racunalnom programu Microsoft Excel. Dobiveni rezultati potom su obradeni
statistiCkim ra¢unalnim programom GraphPad Prism (GraphPad, SAD) (jednosmjerna analiza
varijance i posthoc Dunettov test). Statisticki znac¢ajnim smatran je p < 0,05 u odnosu na

kontrolu.
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4. REZULTATI

4.1.  Antimikrobni ufinci istrazivanih uzoraka meda na bakteriju E. coli

Na slici 1. prikazana je minimalna inhibitorna koncentracija istrazenih uzoraka meda
na bakteriju E. coli (umnozilo se manje od 20 % bakterije, MIKz). Iz grafi¢kog prikaza
vidljivo je da najjace antibakterijsko djelovanje pokazuje med planike uzorak A i vrijesa
uzorak A, a najmanju ucinkovitost med mandarine (uzorci B, C, D i E). Na slici 2. grafi¢ki je
prikazana minimalna inhibitorna koncentracija istrazivanih uzoraka meda na bakeriju E. coli,
prilikom ¢ega se u jazicama umnozilo manje od 50 % navedene bakterije (MIKsp) te je
vidljivo da najucinkovitije inhibitorno djelovanje pokazuje med planike A, a najmanje med
kestena A'i B.

am med planike A
&3 med planike B
=3 med planike C
mm med vrijesa A

E.coli -
mm med vrijesa B
050 &3 med vrijesa C
0.45 mm med mandarine A
© 0.40 & med mandarine B
T 0.35 &3 med mandarine C
Eo ow =3 med mandarine D
£ %) 0.25 =3 med mandarine E
= 020 = med kestena A
N 0.15 &3 med kestena B
° &= med kestena C

0.10
0.05

0.00
1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14

uzorak meda

Slika 1. Minimalna inhibitorna koncentracija istrazivanih uzoraka meda na bakteriju E. coli

(inhibiran rast vise od 80 % bakterija).

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da med planike uc¢inkovito inhibira rast bakterije E.
coli. Medutim, ovisno o geografskom podrijetlu, postoje razlike izmedu istrazivanih uzoraka
meda. Med planike A (uzorak prikupljen na otoku Bracu) pokazao je antimikrobnu
u¢inkovitost u koncentraciji niZzoj nego ostala dva uzorka meda planike. Stoga je
antibakterijska u¢inkovitost meda planike prikupljenog na otoku Brac¢u ve¢a od meda planike

prikupljenog u okolici Konavla i s poluotoka Peljesca.
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Antimikrobna svojstva meda vrijesa takoder se razlikuju. Najvecu inhibitornu
ucinkovitost pokazuje uzorak meda vrijesa A (Mokosica), dok uzorci prikupljeni u podrucju

Konavla i Dubrovackog primorja pokazuju nesto slabiji antimikrobni u¢inak.

Na temelju dobivenih rezultata istrazivanja, ustanovljeno je da med mandarine
pokazuje izrazito slabu antimikrobnu ucinkovitost na doticnu bakteriju te je samo uzorak

meda mandarine A inhibitorno djelovao na rast vise od 80 % bakterija E. coli (MIKgo).

Od ispitivanih uzoraka meda kestena, najjace antimikrobno djelovanje pokazuje med
kestena B (Banovina), dok najmanju koncentraciju pri kojoj je inhibiran rast vise od 50 %
bakterija pokazuje med kestena C (Ozalj).

E.coli med planike A

med planike B
med planike C
med vrijesa A
med vrijesa B
med vrijesa C
med mandarine A
med mandarine B
med mandarine C
med mandarine D
med mandarine E
med kestena A
med kestena B
med kestena C

0.0351

(g/ml)

razrjedenje meda
gosoooononnOOn

12345678 91011121314

uzorak meda

Slika 2. Minimalna inhibitorna koncentracija istrazivanih uzoraka meda na bakteriju E. coli

(inhibiran rast vise od 50 % bakterija).

4.2.  Antimikrobni uéinci istraZivanih uzoraka meda na bakteriju S. aureus

Na slici 3. je prikazan MIK istrazivanih uzoraka meda na bakteriju S. aureus, prilikom
¢ega je u jazicama umnozeno manje od 20 % bakterija (MIK2o). 1z prikaza je vidljivo da
najucinkovitije antibakterijsko djelovanje pokazuje med planike A 1 B te vrijesa A, dok
najmanju ucinkovitost pokazuje med mandarine B, C, D i E te kestena B. Na slici 4. je
prikazan MIKso ispitivanih uzoraka meda na bakeriju S. aureus. Najuéinkovitije

antibakterijsko djelovanje pokazuje med mandarine E, a najmanju ucinkovitost med planike
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A. Rezultati istrazivanja pokazali su izrazito slabo antibakterijsko djelovanje meda mandarine
spram bakterije S. aureus. Jedino med mandarine A inhibira rast vise od 80 % bakterija, dok
svih pet uzoraka djeluju, u sliénim koncentracijama, na inhibiciju rasta vise od 50 % bakterija.
Vidljivo je kako svi istrazivani uzorci meda pokazuju antimikrobni ucinak, ali postoji razlika
ovisno o geografskom podrijetlu. Med planike A (Brac) u najnizoj koncentraciji inhibira rast
vise od 80 % bakterija, no med planike C u najnizoj koncentraciji inhibira rast vise od 50 %

bakterija.

am med planike A
&= med planike B
S. aureus &= med planike C
am med vrijesa A
am med vrijesa B
&3 med vrijesa C
am med mandarine A
@ med mandarine B
&= med mandarine C
= med mandarine D
= med mandarine E
am med kestena A
@@ med kestena B
&= med kestena C

(g/ml)

razrjedenje meda

12345678 91011121314

uzorak meda

Slika 3. Minimalna inhibitorna koncentracija istrazivanih uzoraka meda na bakteriju S.

aureus (inhibiran rast vise od 80 % bakterija).

Svi uzorci meda vrijesa pokazuju antibakterijsko djelovanje na bakteriju S. aureus, no
prisutna je razlika s obzirom na geografsko podrijetlo. Med vrijesa B (Konavle) u najnizoj
koncentraciji inhibira rast vise od 80 % bakterija, medutim na inhibiciju rasta vise od 50 %
bakterija, sva tri uzorka meda vrijesa djeluju u podjednakim koncentracijama. Antimikrobna
svojstva meda kestena razlikuju se s obzirom na geografsko podrijetlo ispitivanih uzoraka.
Istrazivanje pokazuje da jedino kesten s podru¢ja Banovine ne inhibira rast vise od 80 %
bakterija, makar svi uzorci kestena, u sliénim koncentracijama, inhibiraju rast viSe od 50 %

bakterija.
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med planike A
med planike B
med planike C
med vrijesa A
med vrijesa B
med vrijesa C
med mandarine A
med mandarine B
med mandarine C
med mandarine D
med mandarine E
med kestena A
med kestena B
med kestena C

Slika 4. Minimalna inhibitorna koncentracija istrazivanih uzoraka meda na bakteriju S.

aureus (inhibiran rast vise od 50 % bakterija).

Slika 5. Mikrotitracijska plocica s dvostrukim serijskim razrjedenjima meda te bakterijskom

suspenzijom S.aureus, nakon inkubacije.

20



4.3.  Antimikrobni uéinci istraZivanih uzoraka meda na bakteriju H. pylori

Nakon inkubacije mikro plocica s nasadenom H. pylori u atmosferi s 5 % uglji¢nog
dioksida, uoceno je izrazito slabo crveno obojenje u gotovo svim prisutnim jazicama, osim u
najmanjim razrjedenjima pojedinih uzoraka meda planike, vrijesa i kestena. S obzirom na
djelomi¢nu spektrofotometrijsku necitljivost dobivenih rezultata i nemogucnost statisticke
obrade, vizualnom procjenom moze se zakljuciti da uzorci meda planike, vrijesa i kestena, u
razrjedenju 0,5 mg/mL meda, inhibitorno utjecu na rast doti¢ne bakterije. Medutim, uzevsi u
obzir teSku izolaciju 1 uzgoj pretrazivane bakterije te potencijalno oneciscenje
enterobakterijama, difteroidnim bakterijama, streptokokima i anaerobnim bakterijama,

dobivene rezultate potrebno je uzeti s rezervom te provesti dodatna istrazivanja.

4.4.  Antimikrobni uéinci istraZivanih uzoraka meda na bakteriju M. fortuitum

Na slici 5. je prikazan MIKyg istrazivanih uzoraka meda na bakteriju M. fortuitum iz
¢ega je vidljivo da najucinkovitije antibakterijsko djelovanje pokazuje med vrijesa A i C te
mandarine A, C i E, a najmanju uc¢inkovitost med vrijesa B i mandarine B. Naime, utvrden je
izraziti antimikrobni uéinak svih uzoraka meda na bakteriju M. fortuitum. Svi ispitivani

uzorci, u niskim koncentracijama, inhibirali su rast vise od 80 % bakterija (M1Kzgo).

med planike A
med planike B
med planike C
med vrijesa A
med vrijesa B
med vrijesa C
med mandarine A
med mandarine B
med mandarine C
med mandarine D
med mandarine E
med kestena A
med kestena B
med kestena C

M. fortuitum

(g/ml)

razrjedenje meda
gpoaoooononnnnli

1 2 3 45 6 7 8 9 101112 1314
uzorak meda

Slika 6. Minimalna inhibitorna koncentracija istrazivanih uzoraka meda na bakteriju M.

fortuitum (inhibiran rast vise od 80 % bakterija).
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Rezultati istrazivanja pokazuju da sva tri uzorka meda planike, u sli¢nim

koncentracijama, inhibiraju rast vise od 80 % bakterija. Medutim, med s Peljesca pokazuje

najucinkovitije antibakterijsko djelovanje. Antimikrobni ucinak istrazivanih uzoraka meda

vrijesa znacajno ovisi o geografskom podrijetlu. Med vrijesa A (Mokosica) i vrijesa C

(Dubrovacko primorje) pokazuju bolji antimikrobni u¢inak, nego med vrijesa B (Konavle).

Uocava se antimikrobno djelovanje svih uzoraka meda mandarine s podru¢ja Opuzena na

bakteriju M. fortuitum. Ipak, pojedini uzorci, u razli¢itim koncentracijama, inhibiraju rast vise

od 80 % bakterija. Med mandarine A, C i E pokazuje bolji antimikrobni u¢inak od meda

mandarine B i D. Svi istrazeni uzorci meda kestena, u slicnim koncentracijama, pokazuju

znacajno antibakterijsko djelovanje na bakteriju M. fortuitum.

4.5.  Antimikrobni udinci istrazivanih uzoraka meda na gljivicu C. albicans

Na slici 6. prikazan je MIK ispitivanih uzoraka meda na gljivicu C. albicans, prilikom

Cega se u jazicama umnozilo manje od 20 % istrazivane gljivice (MIK2). Vidljivo je da

najucinkovitije antimikrobno djelovanje pokazuje med vrijesa B, a najmanju ucinkovitost

pokazuje med planike B te mandarine B, C i D.

C. albicans

(g/ml)

razrjedenje meda

1 2 3 45 6 7 8 9 10111213 14

uzorak meda

med planike A
med planike B
med planike C
med vrijesa A
med vrijesa B
med vrijesa C
med mandarine A
med mandarine B
med mandarine C
med mandarine D
med mandarine E
med kestena A
med kestena B
med kestena C

Slika 7. Minimalna inhibitorna koncentracija istrazivanih uzoraka meda na gljivicu C.

albicans (inhibiran rast vise od 80 % gljivica).
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Rezultati istrazivanja pokazuju da uzorci meda planike, prikupljeni na razlic¢itim
lokacijama, pokazuju razlike u antimikrobnom ucinku na C. albicans. Med planike A (Brac)
pokazuje najbolji antimikrobni ucinak, dok med planike B (Konavle) uopée ne pokazuje
inhibitorni u¢inak na rast navedene gljivice. Najdjelotvorniji antimikrobni ucinak meda
vrijesa pokazuje uzorak s podrucja Mokosice, dok uzorak prikupljen u Konavlima ne
pokazuje izraziti antimikrobni u¢inak. Ispitivani uzorci meda mandarine ne pokazuju znacajan
antimikrobni u¢inak na doti¢nu gljivicu. Jedino uzorci mandarine A i E inhibitorno djeluju na
rast, dok ostali uzorci nisu pokazali antimikrobno djelovanje spram C. albicans. Utvrdivanjem
minimalne inhibitorne koncentracije meda kestena, uoCava se antimikrobni ucinak svih

uzoraka, u podjednakoj koncentraciji.

4.6.  Ukupni fenoli u istrazivanim uzorcima meda

Ukupni fenoli (slika 7.) u istrazenim uzorcima meda, razli¢itog biljnog i geografskog
podrijetla, utvrdeni su kolorimetrijski, Folin-Ciocalteu metodom. Rezultati pokazuju da je
najvisa vrijednost ukupnih fenola izmjerena za med vrijesa B (611,0 + 14,14 mg GAE/kg
meda) te med mandarine B (623,5 £ 16,26 mg GAE/kg meda), a najniza za med planike A
(246,5 £ 34,65 mg GAE/kg meda). Utvrdena je ovisnost 0 geografskom podrijetlu, s obzirom

da se uocavaju razlike izmedu pojedinih uzoraka meda istog botani¢kog sastava.

Ukupni fenoli

mg GAE/kg meda
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Slika 8. Ukupni fenoli u uzorcima meda odredeni Folin-Ciocalteu metodom.
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4.7. Koli¢ina flavonoida u uzorcima meda

Koli¢ina flavonoida u istrazivanim uzorcima meda prikazana je na slici 8. Najvise
vrijednosti izmjerene su za med mandarine A (101,6 + 33,16 mg CE/kg meda) i mandarine B
(120,3 £ 0,0 mg CE/kg meda), a najnize za med planike A (15,60 + 3,253 mg CE/kg meda) i
planike C (22,25 £+ 4,172 mg CE/kg meda). Dok je koli¢ina flavonoida, u svim uzorcima
meda planike, vrijesa i kestena, ujednacena, vrijednosti izmjerene za uzorke meda mandarine
znacajno se razlikuju, usprkos ¢injenici da su svi uzorci prikupljeni na podrucju Opuzena.
Izmjerene vrijednosti za uzorke meda mandarine C (69,60 + 6,223 mg CE/kg meda) i E
(66,20 = 20,08 mg CE/kg meda), gotovo su dvostruko manje od vrijednosti uzoraka A i B, a

vrijednost izmjerena za uzorak D (33,00 + 18,38 mg CE/kg meda) gotovo je trostruko niza.

Flavonoidi

125=
2 100+
|
(&)
o> 75+
E
=
[
o
& 25+
[m—

(0]

V@QOQ‘?@G"O Q}?*,b@OOQ/ - O

> > 2 DL . I NSRS
AL AL o & L RSN S
QF & N SIS S TN SRR NN S S D

Q\'zrq\'er\@ E A NEEA FFLFLF 27 &7 @

Slika 9. Koli¢ina flavonoida u uzorcima meda, odredena kolorimetrijski, s AICls,
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4.8. Antioksidacijska aktivnost meda

4.8.1. Antioksidacijska aktivnost uzoraka meda odredena FRAP metodom

Dobivene vrijednosti antioksidacijske aktivnosti pretrazenih uzoraka meda prikazane
su na slici 9. Najnizu antioksidacijsku aktivnost pokazuje med planike C (223,0 £ 43,84 pumol
Fe?*/kg meda), a najvisu med vrijesa B (2916 + 243.2 umol Fe?*/kg meda). Postoje znacajne
razlike u antioksidacijskoj aktivnosti ispitivanih uzoraka meda vrijesa, mandarine i planike,
razli¢itog geografskog podrijetla. Med vrijesa B (2916 + 243,2 pmol Fe?'/kg meda) ima
dvostruko vece vrijednosti od meda vrijesa A (1524 + 16,97 pmol Fe?*/kg meda) i C (1605 +
28,99 pmol Fe?*/kg meda), a med mandarine A (1780 + 2,828 umol Fe**/kg meda) i E (1866
+ 20,08 umol Fe?'/kg meda) ¢ak vise od 2,5 puta vece vrijednosti od meda mandarine C
(766,3 + 22,20 umol Fe?*/kg meda).

Antioksidacijska aktivnost

umol Fe/kg meda
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Slika 10. Antioksidacijska aktivnost meda odredena FRAP metodom.

Sli¢no je i kod uzoraka meda planike, gdje med B (427,0 + 63,64 umol Fe?*/kg meda)
ima dvostruko veéu antioksidacijsku aktivnost od meda A (244 + 1,414 pmol Fe?*/kg meda) i
C (223,0 + 43,84 umol Fe?'/kg meda). Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti meda kestena

sli¢ne su za sva tri uzorka, iako su prikupljeni s razli¢itih geografskih lokacija.
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4.8.2. Antioksidacijska aktivnost uzoraka meda odredena metodom gasenja DPPH radikala

Rezultati istrazivanja pokazuju da najmanju antioksidacijsku aktivnost (slika 10.) ima
med planike A (59,00 £ 4,808 umol TE/kg meda) i planike B (67,00 £ 7,071 umol TE/kg
meda), dok med vrijesa B ima oko 23 puta visu vrijednost (1361 + 50,91 umol TE/kg meda).
Takoder, med mandarine D ima izrazito visoku vrijednost antioksidacijske aktivnosti (1176 +
213,5 pmol TE/kg meda). Ovisno o geografskom podrijetlu, uocavaju se znacajne razlike
izmedu pojedinih uzoraka meda, istog botanickog sastava, osim za med kestena, gdje sva tri
uzorka imaju slicne vrijednosti. Najveée varijacije izmedu pojedinih uzoraka istog
botanickog, a razliCitog geografskog podrijetla, zamijeene su u uzorcima meda vrijesa i

mandarine.
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Slika 11. Antioksidacijska aktivnost meda odredena metodom gasenja DPPH radikala.
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S. RASPRAVA

Med je slatka tvar koju proizvode medonosne pcele. Vazan je i jedinstven
prehrambeni proizvod te sadrzi bioaktivne tvari, koje potjeu od pcela i biljaka
(BALTRUSAITYTE i sur., 2007.). Med je primarno hrana p&elinje zajednice tijekom aktivne
péelarske sezone i zime (JAGANATHAN i MANDAL, 2009.). Oko 80 % sadrzaja meda ¢ine
SeCeri, a voda se nalazi u koncentraciji manjoj od 20 %. Nadalje, med sadrzava enzime,
minerale, vitamine i bjelanéevine (LAKTIC i SEKULJA, 2008.). Specifi¢an sastav meda
suprimira rast bakterija kvarenja hrane i pridonosi stabilnosti prehrambenih proizvoda, bez
potrebe za posebnim uvjetima skladistenja (VOIDAROU i sur., 2011.). Pojedine vrste meda
pokazuju razlike u fizikalno-kemijskim svojstvima kao §to su vlaga, ukupna kiselost,
elektricna provodljivost, polarizacija, kristalizacija, vrenje, higroskopi¢nost i specifi¢na
tezina, viskoznost, slatko¢a te senzorska svojstva i antioksidativne osobitosti (SLACANAC,
2009.). Takoder, boja meda moze varirati od svijetlije prema tamnijoj, ovisno o biljnom
podrijetlu 1 mineralnom sastavu te o tome znacajno ovisi okus 1 kvaliteta (JAGANATHAN 1
MANDAL, 2009.). Brojna istrazivanja pokazuju da med posjeduje antimikrobnu ucinkovitost
protiv razli¢itih patogenih mikroorganizama. Nekoliko svojstava pridonosi toj u¢inkovitosti,
ponajprije nizak pH i visoka osmolarnost te proizvodnja hidrogen peroksida (IRISH i sur.,
2011.), ali i prisustvo fenolnih Kiselina, lizozima i flavonoida (TAORMINA i sur., 2001.).

S ciljem odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije meda s podruc¢ja Republike
Hrvatske, prikupljeno je 14 uzoraka uniflornog meda. Ispitivanje je provedeno na uzorcima
meda planike, vrijesa, mandarine i kestena (tablica 1.). Ispitana su antimikrobna svojstva na
Cetiri bakterije, E. coli, S. aureus, M. fortuitum i H. pylori, te gljivicu C. albicans. Na temelju
rezultata, mozemo zakljuciti da pretrazeni uzorci meda, razli¢itog botanickog i geografskog
podrijetla, pokazuju izrazite razlike u antimikrobnoj ucinkovitosti na razli¢ite vrste patogenih
mikroorganizama. Medutim, med planike A (prikupljen na otoku Bracu) i med vrijesa A
(prikupljen u podru¢ju Mokosice) pokazuju izrazitu inhibitornu aktivnost prema umnazanju
svih istrazivanih patogenih mikroorganizama. Med planike B (podru¢je Konavla) na
inhibiciju rasta vise od 80 % bakterije E. coli djeluje u dvostruko vecoj koncentraciji od meda
planike A i vrijesa A, a takoder uopce ne inhibira rast C. albicans, dok na druge patogene
bakterije djeluje u sli¢noj koncentraciji kao med planike A. Takoder, med vrijesa B (podrudje
Konavla) u vecoj koncentraciji inhibira rast 80 % bakterija E. coli, u odnosu na med vrijesa A

I planike A, a zamijecen je i slabiji antimikrobni u¢inak na bakteriju M. fortuitum i gljivicu C.
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albicans, u odnosu na druge istrazivane uzorke meda. Medutim, na gram-pozitivnu bakteriju
S. aureus djeluje u nizim koncentracijama od preostala dva uzorka vrijesa, ali i od drugih
uzoraka meda, iskljuCujuéi planiku A koja ima najbolji antimikrobni u¢inak na navedene
bakterije. Cinjenica da med planike i vrijesa, prikupljeni na podru¢ju Konavla, imaju slabiji
antimikrobni ucinak na patogene E. coli, M. fortuitum i C. albicans, od ostalih uzoraka istog
botanickog podrijetla, upuéuje na zakljuCak da odredeni okolisni Cimbenici, prisutni
isklju¢ivo na podru¢ju Konavla, uzrokuju slabiju antimikrobnu u¢inkovitost. Med mandarine
pokazuje izrazito slab antimikrobni u¢inak, odnosno veéina uzoraka ne djeluje inhibitorno na
rast vecine pretrazenih bakterija, iskljucuju¢i M. fortuitum, gdje med mandarine A, C i E, u
izrazito niskim koncentracijama (razrjedenje meda 0,0039 g/mL), inhibira rast doti¢ne
bakterije. Usprkos €injenici da su prikupljeni na relativno uskom zemljopisnom podrucju (svi
uzorci su iz okolice Opuzena), jedino med mandarine A djeluje inhibitorno na rast vise od 80
% bakterija E. coli i S. aureus, medutim u vis$im koncentracijama od meda planike i vrijesa.
Na C. albicans antimikrobno djeluju samo dva uzorka meda mandarine, A i E (razrjedenje
meda 0,5 mg/mL), ali svi ostali uzorci drugog botanickog podrijetla djeluju u nizim
koncentracijama, iskljucujuéi med vrijesa B, koji u istoj koncentraciji inhibira rast navedene
gljivice. IstraZzeni uzorci meda kestena inhibitorno djeluju na sve patogene mikroorganizme, u
relativno ujednacenim koncentracijama, neSto visim nego pojedini uzorci meda planike i
vrijesa. Najbolji antimikrobni u¢inak pokazuju na M. fortuitum, a najslabiji na S. aureus
(uzorak B ne djeluje inhibitorno) i E. coli. Najvecu osjetljivost na pretrazene uzorke meda
pokazuje bakterija M. fortuitum, na ¢ije umnaZanje svi uzorci meda djeluju inhibitorno u
izrazito niskim koncentracijama. U istrazivanju je kao kontrola uporabljen umjetni med
(rezultati nisu prikazani) zbog sli¢nosti u sastavu Secera, vrijednosti pH te osmolarnosti, s
prirodnim, nepatvorenim medom. S obzirom da umjetni med nije djelovao inhibitorno na
istrazivane patogene mikroorganizme, moze se zakljuciti kako osmolarnost, odnosno kiselost
nisu jedini i najvazniji ¢imbenici antimikrobne u¢inkovitosti. Istrazivanje MOLANA (1992.b)
pokazuje da je antibakterijska ucinkovitost veéa kod razrijedenog meda (smanjena

osmolarnost).

Kako bi $to bolje istrazili mehanizme antimikrobne uéinkovitosti meda, u istrazivanju je
utvrdena kolic¢ina ukupnih fenola, flavonoida te antioksidacijska aktivnost pojedinih uzoraka
meda. Znanstvena istrazivanja pokazuju da prisutnost fitokemikalija u medu, koje potjecu iz
biljaka s kojih pcele skupljaju nektar ili mednu rosu, mogu povoljno utjecati na zdravlje
covjeka ili zivotinja. Razlicite vrste meda imaju razli¢it sastav fenola i flavonoida, a time i

razli¢ito antioksidativno djelovanje (GHELDOF i sur., 2002.). Flavonoidi koji se najcesce
28



nalaze u medu su pinocembrin, apigenin, kamferol, kvercetin, galangin, Kkrisin, pinobanksin,
luteolin i hesperitin (BERETTA i sur., 2005.). ALVAREZ-SUAREZ i suradnici (2013.)
navode da, osim $to fitokemikalije imaju antioksidativni ucinak, djeluju i antimikrobno,
inhibiraju razne enzime te posjeduju citotoksi¢ni u¢inak. Medutim, u ovom istraZivanju,
ustanovljeno je da najbolji antimikrobni uc¢inak posjeduje med planike, usprkos ¢injenici da
sadrzi najmanju koli¢inu ukupnih fenola, flavonoida, pa sukladno tome i najnizu
antioksidacijsku aktivnost. Takoder, uzorci meda mandarine, koji nisu pokazali znacajno
inhibitorno djelovanje na vecinu istrazenih patogenih mikroorganizama, osim M. fortuitum,
sadrze najvece vrijednosti ukupnih fenola i flavonoida te relativno visoku antioksidacijsku
aktivnost. Uzorak meda vrijesa B (podrucje Konavla) takoder sadrzi izrazito visoku
koncentraciju fenola i flavonoida te ima najveéu antioksidacijsku aktivnost, ali slabiji
antimikrobni u¢inak od preostala dva uzorka vrijesa, koji sadrze vecu koli¢inu ukupnih fenola
i flavonoida od meda planike, makar pokazuju sli¢énu antimikrobnu aktivnost na vecinu
bakterija, kao i med planike. Ustanovljena je ujednacena koli¢ina ukupnih fenola, flavonoida
te antioksidacijska aktivnost izmedu ispitivanih uzoraka meda kestena, razli¢itog geografskog
podrijetla, a dobiveni su rezultati u korelaciji s prethodnim istrazivanjima (BERTONCELJ i
sur., 2007.). Zanimljivo je da pretrazeni uzorci meda mandarine imaju znacajne razlike u
antimikrobnom djelovanju, ali i u sadrzaju ukupnih fenola i flavonoida te antioksidacijskom
djelovanju, usprkos tome S§to su svi prikupljeni na podru¢ju Opuzena, dok uzorci meda
kestena, prikupljeni s razli¢itih lokacija, imaju sli¢ne vrijednosti. Ta ¢injenica potvrduje da,
1ako fitokemikalije potjecu iz biljaka, obrada, manipulacija 1 skladiStenje meda takoder mogu
utjecati na njegov sastav, pa tako i na sastav i koli¢inu ukupnih fenola te flavonoida
(GHELDOF i sur., 2002.).

Rezultati brojnih istrazivanja pokazali su da je antioksidativni kapacitet meda povezan s
vrijedno$¢u ukupnih fenola. Zbog svoje molekularne strukture koja ukljucuje aromatski
prsten, dok hidroksilne skupine sadrze pokretni vodik, fenoli su vrlo ucinkoviti hvataci
peroksidnih radikala. Stovise, fenolni spojevi imaju sposobnost vezivanja Fe®* iona, koji
kataliziraju peroksidaciju. Polifenoli, a posebice flavonoidi, takoder su dobri hvataci
oksidacijskih tvari. Stoga, koli¢ina fenolnih spojeva, odnosno flavonoida, u medu korelira s
antioksidacijskim djelovanjem. GHELDOF i suradnici (2002.) su, proucavajuci
antioksidacijski kapacitet, utvrdili da fenolni spojevi mogu znaajno doprinijeti
antioksidativnom djelovanju meda, ali i da je ono rezultat kombiniranog djelovanja razli¢itih
spojeva, medu kojima vode¢u ulogu imaju fenoli (primarno fenolne kiseline i flavonoidi),

peptidi, organske kiseline, proizvodi Maillardove reakcije i razli¢iti enzimi. Antioksidacijski
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kapacitet meda, izmjeren u ovom istrazivanju, korelira s vrijedno$¢u ukupnih fenola, no oni
ne mogu biti jedini nosioci antioksidacijskog djelovanja meda, s obzirom da ih u medu
nalazimo u relativno malim koli¢inama. Pretpostavljamo kako su neki drugi, nefenolni
spojevi (proteini, hidroksimetilfurfurol, glukonska i askorbinska kiselina, vodikov peroksid),
koje takoder nalazimo u medu, uklju¢eni u njegovo antioksidacijsko djelovanje, a samim time
I u druge bioloske ucinke. Naime, izrazitije antioksidacijsko djelovanje neke vrste meda
povecava njenu potencijalnu terapijsku djelotvornost (ALVAREZ-SUAREZ i sur., 2013.).
Osim toga, mjerenja razine ukupnih fenola i antioksidativnog djelovanja mogu se koristiti kao

dobri pokazatelji za procjenu kvalitete meda.

Rezultati pokazuju kako je antimikrobna ucinkovitost meda izrazito slozena te je
posljedica djelovanja vise razli¢itih ¢imbenika. Zbog sloZenog sastava te velikih razlika u
koncentracijama razli¢itih tvari, nije jednostavno utvrditi uzroke inhibitornog djelovanja meda
na pojedine patogene mikroorganizme. Prema rezultatima MOLANA (1992.b), nema velikih
razlika u djelovanju razli¢itih uzoraka meda istog biljnog podrijetla. Ipak, na temelju
dobivenih rezultata, moze se zakljuciti kako navedene rezultate ne mozemo primijeniti u
ovom istrazivanju, 0sim za med kestena. To je posebice vazno istaknuti zbog Cinjenice da u
Hrvatskoj imamo vise razli¢itih geografskih i klimatskih podrucja, §to znacajno moze utjecati
na sastav meda. Takoder, s obzirom na velike razlike u klimatsko-okolisnim ¢imbenicima te
postojecoj varijabilnosti dosadasnjih rezultata istrazivanja, uzorke meda istog botani¢kog
podrijetla trebalo bi viSekratno istraziti tijekom narednih godina, s ciljem $to vjerodostojnijeg
utvrdivanja antimikrobne ucinkovitosti, pa posljedicno mogucnosti Standardizacije meda za

primjenu u alternativnoj terapiji razli¢itih bolesti, patoloskih stanja ili infekcija.
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ZAKLJUCCI

Od cetrnaest pretrazenih uzoraka meda, s podrucja Republike Hrvatske, za med planike
utvrdena je najbolja antimikrobna uc¢inkovitost.

Vrlo dobru antimikrobnu ucinkovitost pokazali su med vrijesa i med kestena.

Uzorci meda mandarine pokazali su najslabiju antimikrobnu uéinkovitost, osim na
bakteriju M. fortuitum.

Najosjetljivijom na antimikrobne ucinke meda pokazala se acidoalkoholorezistentna
bakterija M. fortuitum, dok E. coli, S. aureus i C. albicans pokazuju otpornost na vecinu
uzoraka meda mandarine.

Najvecu prosjecnu koli¢inu ukupnih fenola ima med mandarine, dok je pojedinac¢no
najvisa vrijednost odredena u medu vrijesa.

Najvecu koli¢inu flavonoida sadrzi med mandarine.

Najizrazeniju antioksidacijsku aktivnost ima med vrijesa uzorkovan na podru¢ju Konavla.
Antioksidacijska aktivnost meda korelira sa sadrzajem ukupnih fenola i flavonoida.

Antimikrobni u¢inci meda ovise o botani¢kom, ali i geografskom podrijetlu meda.
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8. SAZETAK

Med, primarni proizvod medonosnih péela, tisu¢ama godina koristen je kao lijek, no
usprkos tome antimikrobna uc¢inkovitost meda jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjena. Za
potrebe istrazivanja, prikupljeno je 14 uzoraka meda, s razli¢itih lokacija juzne Dalmacije i
kontinentalne Hrvatske, s ciljem odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije meda
planike, vrijesa, mandarine i kestena. Istrazena su antimikrobna svojstva na bakterije E. coli,
S. aureus, H. pylori i M. fortuitum te gljivicu C. albicans. Upotrebljena je metoda nasadivanja
bakterija na mikrotitracijske ploc¢e, u koje su prethodno dodana serijska razrjedenja meda.
Nakon inkubacije, o¢itani su rezultati spektrofotometrom (540 nm) te je utvrdena minimalna
koncentracija meda koja inhibira rast vise od 50%, odnosno 80% bakterija. Najbolja
antimikrobna svojstva pokazuju med planike i vrijesa, a najslabija med mandarine.
Modificiranom Folin-Ciocalteu metodom utvrdena je koli¢ina ukupnih fenola, kolorimetrijski
s AICIz odredena je koli¢ina flavonoida, a antioksidacijska aktivnost meda utvrdena je FRAP
metodom te metodom gaSenja DPPH radikala. Najmanju koncentraciju ukupnih fenola,
flavonoida te antioksidacijsku aktivnost pokazuje med planike, a najvecu koli¢inu flavonoida
med mandarine. Najvece vrijednosti ukupnih fenola i antioksidacijsku aktivnost posjeduje
med vrijesa. Antimikrobna uéinkovitost prvenstveno ovisi o botani¢kom, a posredno i

geografskom podrijetlu.

Kljuéne rije¢i: med, antimikrobna u¢inkovitost, fenoli, flavonoidi, antioksidacijska aktivnost

36



9. SUMMARY

Antimicrobial potential of honey from Republic of Croatia

Honey, the primary product of honey bees, has been used as a medicine for thousands
of years, but antimicrobial effects of honey still are not fully understood. For this study, 14
samples of honey were collected from different locations of southern Dalmatia and Croatian
mainland. The main goal was determining the minimum inhibitory concentration of
strawberry tree, heather, mandarin and chestnut honey. Used pathogens were bacteria E. coli,
S. aureus, H. pylori, and M. fortuitum, and the fungus C. albicans. We used method of plating
the bacteria on a microtitre plate, in which are serial dilutions of honey previously added.
After incubation, the results are read with a spectrophotometer (540 nm), and was determined
the minimum concentration of honey that inhibits growth of more than 50%, or 80% of
bacteria. Best antimicrobial effects show strawberry tree and heather honey, while the
weakest mandarin honey. By modified Folin-Ciocalteu method was determined the amount of
total phenols, the amount of flavonoids was determined colorimetric with AICls, and
antioxidant activity of honey was determined by FRAP method and the method of DPPH
radicals. The lowest concentration of total phenols, flavonoids and antioxidant activity shows
strawberry tree honey, and the highest amount of flavonoids has mandarin honey. The highest
values of total phenols and antioxidant activity has heather honey. The antimicrobial

effectiveness depends primarily on botanical and, subsequently, geographical origin.

Key words: honey, antimicrobial effect, phenolic content, flavonoids, antioxidant activity
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