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1. Uvod



Od davnih vremena Covjek je poznavao med i cijenio njegovo hranjivo svojstvo. Med se nije
upotrebljavao samo kao namirnica vec i kao sredstvo za konzerviranje, u vjerskim obredima i
kao lijek. Moderna medicina danas pridaje sve viSe vaznosti medu kao vrijednoj namirnici, i
to prvenstveno za prehranu nedonosc¢adi, dojencadi, djece i omladine, sportaSa. Med je

jedan od rijetkih namirnica koja se umjetnim putem ne da proizvesti (Odobasi¢, 2006.).

Pod medom podrazumijevamo gustu, slatku, sirupastu ili kristalnu tvar blijedoZute do

tamnosmede boje, specifi€nog mirisa i okusa (Odobasi¢, 2006.).

Med je produkt pCela medarica (Apismellifera) koje sakupljaju nektar, probavljaju ga i
skladiste u sace, gdje sazrijeva. Prikupljeni nektar pCele prenose u mednom mjehuru, koji
moZe sadrZavati i do 60 pl tekuéine. Jedan dio nektara pcele koriste za proizvodnju vlastite
energije koja im je potrebna za prevaljivanje velikih udaljenosti, jedan dio se sprema za
hibernaciju (Naef i sur., 2004.). Pri povratku u ko$nicu, pcele ispustaju nektar u vostane
stanice u obliku saca. ViSak vode isparava unutar koSnice uz pomoc¢ pcela koje masudi
svojim krilima pospjeSuju isparavanje vode (Olaitan i sur., 2007.). Za proizvodnju 1 kg meda
potrebno je da pcele u kodnicu donesu 120 do 150 000 svojih tovara nektara. Da bi sakupile
tu koli€inu, moraju posjetiti oko 10 milijuna cvjetova i prijeéi put od 360 000 do 450 000
kilometara (Hardi, 2005.).

Jedno od najvaznijih svojstava meda je da on djeluje bakteriostatsko ili baktericidno, to
jest da spreCava rast i razmnozavanje pojedinih bakterija ili da ih ubija. Tome svjedoce
brojna istrazivanja (Halawani i Shohayeb, 2011.; Molan, 1992.; BaltruSaityte i sur., 2007.;
Cooper, Molan i Harding, 1999.; Miorin i sur.,2003.).

Antimikrobna svojstva meda poznata su vec¢ tisuéama godina. Med se prouCava da se
razjasni koje su njegove komponente odgovorne za antimikrobno djelovanje na patogene
mikroorganizme kao 5to su Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosai Staphylococcus
aureus. Faktori koji utjeCu na antimikrobno djelovanje meda su vodikov peroksid, visok

osmotski tlak, kiselost, aromatske kiseline i fenolni sastojci (Lee i sur., 2008.).

U ovom radu, ispitan je antimikrobni u¢inak meda kestena i lipe na odabrane gram —

negativne bakterijske vrste.



2. Teorijski dio
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Pravilnik o kakvoéi meda i drugih pcelinjih proizvoda (NN 20, 2000.) definira med kao
sladak, gusti, viskozni, tekudi ili kristalizirani proizvod §to ga medonosne pcele proizvode od
nektara cvjetova medonosnih biljaka ili od medne rose, koje pcCele skupljaju, dodaju mu
vlastite specifi¢ne tvari i odlazu u stanice sac¢a da sazriju. Med sadrzi Secere, prije svega
glukozu i fruktozu, te saharozu, maltozu i druge polisaharide (ukljucujuci i dekstrine), zatim
bjelanevine, aminokiseline, enzime, organske kiseline, pelud, mineralne i druge tvari. Boja
meda moze varirati od vrlo svijetlih do tamnijih nijansi. Med moze biti tekuce ili kremaste

konzistencije, djelomice ili potpuno kristaliziran.

2.1. Uporaba meda kroz povijest

Med je jedinatvar za zasladivanje koja moZe biti skladiStena i koriStena upravo onakva kakva
se koristi u prirodi. Povijest ovog jedinstvenog zasladivaca seZe daleko u proSlost. Isprva,

med se koristio kao ceremonijalni materijal i kao medicinsko pomagalo (White, 1978.).

Povjesni€ari smatraju da su prvi poceci uzgoja pcCela na prostorima Dalekog Istoka, dok
se o organiziranom, pravom pcelarstvu moze govoriti ve¢ od oko 2 400. prije Krista, na
podrucju starog Egipta. U Egiptu, med je bio vrlo skupocjen i cijenjen, i to ne samo kao
vrijedna namirnica i sredstvo za zasladivanje svih vrsta jela, ve¢ se koristio i u religijske
svrhe (Rodek, 2006.).

| u drugim drevnim kulturama, primjerice u Perziji, med se, osim za hranu i lijeenje,
koristio kao dar bogovima te kao sredstvo pla¢anja. Uz to, Asirci su ga koristili kao oruzje.
Bacali su kosnice pune péela medu neprijateljsku vojsku, izazvavsi na taj nacin paniku u

protivnickim redovima (Rodek, 2006.).

U Gr¢koj je med slovio kao vrlo hranjiva namirnica i vazno sredstvo za uklanjanje
mnogih zdravstvenih poteSkoca i bolesti. Filozof i lije¢nik Hipokrat je preporu¢ivao med za
skidanje vrudice, za zacjeljivanje razli€itih ozljeda ili lijeCenje gnojnih rana. P&elarstvo je bilo
rasireno i u antickom Rimu, u kojem je postojalo zanimanje ,njegovatelj pela® koji je bio
zaduzen za njihov uzgoj. Jednako kao i u Grékoj, i u Rimu je med slovio kao univerzalno
sredstvo za lijeCenje, a preporucivao se i kao afrodizijak te koristio protiv depresije (Rodek,
2006.).

Tek era Grka i Rimljana donosi upotrebu meda kao hrane. Tako je i ostalo, do unazad



100 godina kad je med zamijenjen industrijskim Seéerom, koji se dobiva od Secéerne trske i

Secerne repe (White, 1978.).

Komercijalna proizvodnja meda je bila omoguéena sredinom 19. stolje¢a izumom
pokretne koSnice i centrifugalnim ekstraktorom za izdvajanje meda. Pc&elarstvo se uvelike
promijenilo u ovom stolje¢u, od nekoliko kosnica koje je imala svaka obiteljska farma za

svoje potrebe, do danasnje proizvodnje (White, 1978.).

2.2. Fizikalna svojstva meda

Svojstva meda kao proizvoda pcCela medarica ovise o vrsti biljike od koje se prikupio

nektar, klimatskim uvjetima, okoliSu i o samim p&elama (White, 1978.).

Udio vlage u medu ovisi o klimatskim uvjetima tijekom sezone, stupnju zrelosti koje je
med dosegao u kosnici, tehnikama procesiranja i uvjetima skladiStenja. Ovo svojstvo je od
velike vaznosti za kvalitetu meda tijekom skladiStenja (Lazarevi¢ i sur., 2012.). Prema
Pravilniku o kakvo¢i meda i drugih pcelinjih proizvoda (NN 20, 2000.) med koji se stavlja na

trziSte mora udovoljavati uvjetu da ne sadrzi viSe od 20% vode.

Med dobiven od cvjetova uglavhom sadrzi 0,1 — 0,3% udjela minerala, dok med
medljikovac moZe sadrzavati i do 1%. Ranije, udio minerala je bio jedan od svojstava
kvalitete meda, dok je danas to zamijenjeno odredivanjem elektri€ne vodljivosti. Najvazniji
element pronaden u medu je kalij, koji zauzima ¢€ak tre¢inu od ukupne koli€¢ine minerala u
medu. Nekoliko istrazivanja je pokazalo da sadrzaj elemenata u tragovima u medu ovisi
uglavnom, o botani¢kom podrijetlu meda, svijetle vrste meda sadrZze manje elemenata nego
tamnije vrste. Elementi u tragovima koji se mogu naéi u medu su Mg, Ca, Al, Fe, Mn, Zn, B,
Cu,Co, Cr, Ni, Cd i P (Bogdanov, 2009.).

Elektricna vodljivost ovisi o0 mineralima, organskim kiselinama i proteinima sadrZzanim u
medu. Buduci da su minerali u medu dospjeli primarno preko peluda, njihov sadrzaj ovisi,
dakako, o koli¢ini peluda u medu. Elektricna vodljivost je parametar koji se &esto koristi u
kontroli kvalitete i moZe se smatrati kao valjan kriterij za odredivanje botani¢kog podrijetla
meda. Isto tako, elektriCha vodljivost je kriterij za razlikovanje cvjethog meda od meda

medljikovca (Lazarevi¢ i sur., 2012.).

Kiselinski sadrzaj meda je relativno nizak, ali je vazan za okus meda. Glavna kiselina

koja se nalazi u medu je glukonska kiselina, produkt oksidacije glukoze enzimom glukoza-
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oksidaza. U manjim koli€inama su nadene jabucna, limunska, octena, jantarna, mlijeCna
kiselina. Vec¢ina medova su kiseli, Sto znaci da imaju pH vrijednost manju od 7. pH cvjetnog
meda se kre¢e izmedu 3,3 i 4,6. Iznimka je kestenov med sa relativno visokom pH
vrijednosS¢u od 5 do 6. Med medljikovac je viSe pH vrijednost, ona varira izmedu 4,5 i 6,5
(Bogdanov, 2009.). Minimalne pH vrijednosti za rast nekih patogenih vrsta bakterija su:
Escherichia coli (4,3), Salmonella spp. (4,0), Pseudomonas aeruginosa (4,4),

Streptococcuspyogenes (4,5) (Olaitan i sur., 2007.).

Jedan od vaznih fizikalnih svojstava meda je viskoznost. Viskoznost meda ovisi o
mnogim svojstvima, prvenstveno o sastavu meda i koli€ini vode. Med posjeduje visoku
viskoznost (1,36 Ns/m?2 pri 25°C). Viskoznost je vazan tehnicki parametar prerade meda jer
smanjuje protok tijekom procesa ekstrakcije, filtracije, mijeSanja i pakiranja u ambalazu
(Olaitan i sur., 2007.).

Jednako vazno fizikalno svojstvo je kristalizacija meda. Proces kod meda u kojem on
poprima poluévrsto ili vrsto stanje naziva se kristalizacija. Kristalizacija meda javlja se jer je
med prezasicena otopina glukoze koja u sastavu sadrzi preko 70% prirodnih Sec¢era i nesto
manje od 20% vode. Omijer prirodnih Secera uvelike ovisi o brzini kristalizacije u idealnim
uvjetima. Nije svejedno ima li odredena vrsta meda viSe prirodnog glukoznog ili fruktoznog
Secera. Sama brzina kristalizacije mednih vrsti raste kada raste i sadrzaj glukoze. Proces
kristalizacije meda obic¢no zapoc€inje u roku od tjedan ili mjesec dana od vadenja, u vrlo
rijetkim slu€ajevima Cak i isti dan nakon njegova vadenja. Pravilno skladiStenje vrcanog ili na
neki drugi danas dostupan nacin vadenog meda jedan je od preduvjeta da se postupak
izbjegne ili produZilako se C&esto pogreSno smatra kako niske temperature poticu
kristalizaciju, to nije tako. Tako biljezimo kako stalne temperature skladiStenja ispod 10°C
produzuju, pa moZemo reci i da su idealne za sprje€avanje kristalizacije meda. Umjerenije
temperature koje se kre¢u od 10 — 21°C u pravilu poti¢u kristalizaciju meda, dok tople
prostorije u kojima se med skladisti od 21 — 27°C produZuju proces kristaliziranja, ali donekle
degradiraju med i njegova svojstva. Kako temperatura prostorije raste iznad 27°C
kristalizacija se sprjeCava, ali se javlja suprotan u€inak od onog koji Zelimo u medu. Naime,
skladiStenje na temperaturama iznad 27°C ovisno o povecanju postotka temperature, poti¢e

kvarenje meda uz pojavu fermentacije (http://pcelar.hr, 2011.).

Higroskopicnost je svojstvo meda koje opisuje sposobnost meda da apsorbira i zadrzava
vlagu iz okoliSa. Tijekom procesa skladiStenja higroskopnost meda moZe predstavljati

problem, pojavljuju se poteSkoce pri oCuvanju i skladistenju meda. Normalni med, s udjelom
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vode manjim od 18,8 %, upija vlagu iz zraka kad atmosferska relativna viaznost prelazi 60%
(Olaitan i sur., 2007.).

Boja meda razlikuje se od jasne i bezbojne do tamnoZute ili crne. Boja ovisi 0
botani¢kom podrijetlu, starosti i uvjetima skladistenja. Transparentnost i jasnoéa ovise o
koli¢ini suspendiranih Cestica kao Sto je pelud. Manje uobiCajene boje meda su svijetlozuta
(suncokret), crvenkasti tonovi (kesten), sivkasti (eukaliptus) i zelenkasti (medljikovac)
(Olaitan i sur., 2007.).

2.3. Klasifikacija meda

Pravilnik o medu (NN 93, 2009.) klasificira med prema podrijetlu i prema nacinu
proizvodnje ifili prezentiranja. Prema podrijetlu moZe biti cvjetni ili nektarni med i medljikovac

ili medun. Prema nacinu proizvodnje i/ili prezentiranja moze biti:

e Med u saéu: med kojeg skladiste pcele u stanicama svjeze izgradenog saca bez
legla ili u satnim osnovama izgradenim iskljucivo od pcelinjeg voska, koji se prodaje u
poklopljenom sacu ili u sekcijama takvog saca.

e Med sa sac¢emili med s dijelovima sa¢a: med koji sadrzi jedan ili viSe proizvoda
svjeze izgradenog saca bez legla ili u satnim osnovama izgradenog iskljucivo od
pcelinjeg voska.

¢ Cijedeni med: med koji se dobiva ocjedivanjem otkloplijenog sac¢a bez legla.

¢ Vrcani med: med dobiven vrcanjem (centrifugiranjem) otklopljenog saéa bez legla.

e PreSani med: med dobiven preSanjem saca bez legla, sa ili bez koristenja umjerene
temperature koja ne smije prijeci 45°C.

e Filtrirani med: med dobiven na nacin koji tijekom uklanjanja stranih anorganskih ili

organskih tvari dovodi do znacajnog uklanjanja peludi.

2.3.1. Moniflorni med

Monoflorni med jest med napravljen od nektara iskljuCivo jedna vrste cvijeta. Prema
pravilniku o medu (NN 93, 2009.) monoflorni med u netopivom sedimentu mora sadrZavati

najmanje 45% peludnih zrnaca iste biljne vrste.



2.3.1.1. Med kestena

Kestenov (Castaneasativa L.) med je taman, a tamna boja ovisi o podneblju i
godini;posjeduje karakteristiCan, pomalo gorak okus. Visok udio fenola u sastavu (Kolayali i
sur,. 2008.) mu daje prepoznatljiv miris. Sadrzi veliku koli¢inu mineralnih tvari i jedan je od
medova s najvecom koli¢inom peluda u sastavu. Zbog svojih svojstava povoljno djeluje na
cijeli probavni sustav. PotiCe rad crijeva, olak8ava rad preopterecene jetre i zuci te Stiti
zelu€anu i crijevnu sluznicu. Kestenov med preporucuje se protiv bolesti probavnih organa:

Zeluca, dvanaesnika, zudi i jetre (http:/hr.wikipedia.org, 2013.). Vjeruje se da je kestenov

med narodni lijek za astmu i bolesti diShog sustava. Kestenov med sadrZi jedan promjenijiv
sastojak, 3-aminoacetofenon, koji sluzi kao marker za identifikaciju vrste meda (Kuguk i sur.,
2005.). Med kestena se smatra kao jedan od najukusnijih i najkvalitetnijih vrsta meda

(Castro-Vasquez i sur., 2010.).
2.3.1.2. Med lipe

Lipov (Tiliaplatyphyllos) med je bistar, gotovo proziran, ugodna mirisa i vrlo blaga okusa.
Konzumiranje lipova meda donosi olakSanje kod prehlada, upala disnih i probavnih organa te
nekih bubreznih oboljenja. Veliko znacenje ima u izbacivanju Stetnih tvari iz organizma jer
pospjesuje metabolizam. Med od lipe smiruje gréeve, promjenjuje se protiv bubreznih bolesti

i pomaze pri iskasljavanju kod prehlade (http://hr.wikipedia.org, 2013.).

2.3.2. Poliflorni med

Poliflorni med je med dobiven od nektara razli€itih vrsta cvjetova. Okus takvog meda
moZe varirati od godine do godine, a aroma moze biti manje ili viSe intenzivna, ovisi koja

vrsta cvjetnog nektara prevladava u medu (http://hr.wikipedia.org, 2013.). Jedan od

najpoznatijih poliflornih vrsta meda je livadski med, koji zbog svojih raznovrsnih sastojaka

povoljno utje€e na djecu u razvoju, starije osobe ili sportade, kojima daje dodatnu energiju.
2.3.2.1. Cvjetni med

Cvjetni med je proizvod Sto ga pcele proizvode od nektara medonosnih biljaka. Cvjetno
podrijetlo meda znacajno utjeCe na organolepticki karakter, bioloSku i ekonomsku vrijednost
meda. Upravo radi tih znac¢ajki, vrlo je vazno naci vjerodostojne tehnike za provjeru izvora za
svaku vrstu meda. Cvjetno podrijetlo meda mozZe se odrediti analizom peluda (Melliou i
Chinou, 2011.).
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2.3.3. Medljikovac

Medljika ili medna rosa je slatka tvar koja se pojavljuje periodicno, u odredenim
vremenskim intervalima, na liS¢u pojedinog zimzelenog i listopadnog drvec¢a, najCeSc¢e na
listu bora, jele, smreke, vrbe, hrasta, pitomog kestena i dr. Medljiku proizvode neki kukci,
najvise lisne usi. PCele rado sakupljaju medljiku sa lis¢a, odnose je u koSnicu i od nje
spravljaju medljikovac. Medljikovac se razlikuje po svojstvima i po kemijskom sastavu od
meda koji poti¢e od nektara sakupljenog s cvjetova medonosnog bilja. Sadrzi znatno vise
mineralnih tvari. Medljikovac se, kao i cvjetni med, razlikuje po kvalitetu, boji, ukusu,
vremenu kristalizacije itd., Sto zavisi, u prvom redu, od vrste drveca s kojeg se sakuplja

medljika i od vrste kukaca koji je proizvode (http://www.pcelica.co.rs, 2013.).

2.3.4. Klasifikacija meda prema pakiranju i procesiranju

Opcenito, med se pakira u svom poznatom, teku¢em obliku. Ipak, med se moze

prodavati i u drugim oblicima i moze biti podvrgnut raznim metodama procesiranja.

= Kiristalizirani med je med u kojem se glukozni sadrzaj spontano kristalizira, takoder se
naziva i granulirani med. Med koji je kristaliziran moze lako biti vracen u tekuce stanje
zagrijavanjem u toploj vodi pri 49°C.

= Pasterizirani med je med koji je zagrijavan u pasterizatoru na temperaturi 71,7°C ili
viSe. Pasterizacija uniStava stanice kvasca u medu. Ipak, pretjerano zagrijavanje
utje€e na boju, okus i miris meda.

= Sirovi med je med koji se nalazi u kosnici, naziva se jos i ,minimalno procesiran“ med.

= Iscijedeni med je med koji se protiskuje kroz mrezasti materijal zbog uklanjanja
komadi¢a voska, propolisa i drugih zagadenja. U medu ostaje pelud, minerali i
vrijedni enzimi.

= Filtrirani med je med dobiven finom filtracijom pod tlakom, iz meda se uklanjaju sve
Cvrste tvari i granule peluda.

» Kremasti med je prirodni med, bez dodataka stranih tvari. Dobiva se kontroliranom
kristalizacijom tekuéeg meda. Kremasta se konzistencija postize jednostavnim
mijeSanjem, ¢ime su ofuvana sva prirodna svojstva. Postignuta konzistencija uvijek
ostaje takva Sto olakSava koriStenje jer med ne curi te se, kao takav, koristi kao
namaz.

» Suhi med je med kojemu je uklonjena sva voda i dobiju se potpuno &vrste, neljepljive

granule. Suhi med se obi¢no koristi kao ukras desertima.
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= Med u sadu je med koji se jos uvijek nalazi u sac¢u s voskom (http://hr.wikipedia.org,
2013.).

2.4. Cuvanje meda

Med se treba Cuvati u Cistim, suhim i tamnim prostorijama s dobrim provjetravanjem.
Posude u kojima se ¢uva med se moraju moci zatvoriti jer ako se med Cuva u vlaznoj
prostoriji, upija vlagu, te se povecava koli¢ina vode koja mozZe dovesti do vrenja. Zreli med,
ako se ispravno €uva, moze ostati nepromijenjen godinama. Med se moze €uvati u svakoj
posudi koja je namijenjena za prehrambene proizvode, kao Sto su metalna burad,

aluminijske posude, plasti¢ne ili staklene posude (http://suprs.info, 2012.). Relativna vlaZznost

zraka u prostorijama u kojima se ¢uva med bi trebala biti izmedu 60% i 80%. Med treba biti
zastiéen od oksidacije i temperaturne degradacije. Najpovoljnija temperatura za &uvanje u
skladidtima je 17 — 19°C. Med zape€acen u sace stanica smatra se idealnim oblikom za

Cuvanje (http://hr.wikipedia.org, 2013.). Nakon dugog skladiStenja, med je zbog visoke

koncentracije glukoze i fruktoze podloZzan promjenama. Moguéa je promjena boje meda,

odnosno, on potamni (White, 1978.).

2.5. Razlikovanje i patvorenje meda

U dokazivanju autentiCnhosti meda uzimaju se u obzir dva aspekta. Prvi je autenti¢nost u
pogledu proizvodnje meda, a drugi autenticnost u odnosu na ozna€avanje i vrstu meda:
geografsko i botani¢ko podrijetlo, ,prirodni“, ,organski“ (ekolo3ki), ,sirovi“ i ,nezagrijavani®
med. Med je oduvijek bio predmet patvorenja, buduci je prirodni proizvod, relativno visoke
cijene i ograni¢ene opskrbe. Moze se patvoriti na dva nacina, bez pcela ili pomocu pcela.
Ako se za patvorenje koriste péele, patvoreni proizvod je ,$eé¢erni med“. Seéerni med se
dobiva kada se pc&ele prihranjuju velikim koli¢inama Secernog sirupa. Sredstva za patvorenje
meda su ugljikohidrati: invertni Secer, Skrobni sirupi, saharoza, Skrob, dekstrin, melasa, itd.
Med se patvori i s tvarima koje mu povec¢avaju masu ili volumen, kao $to su voda, Secer,

melasa, skrobni sirup (Nedi¢ Tiban, 2005.).

Nedi¢ Tiban (2005.) je u svom radu, Primjena diferencijalne motridbenekolorimetrije za
utvrdivanje patvorenja meda, analizirala uzorke nekoliko monoflornih vrsta meda — bagrema,
kadulje, kestena i livade, kao i poliflornih vrsta meda. Analiziran je kemijski sastav, boja,

odredivani su reoloSki parametri i termi¢ko ponasSanje meda pri niskim i visokim
10
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temperaturama. Uzorcima meda je kao sredstvo za patvorenje dodan fruktozni sirup u
udjelima od 5, 10 i 20%. Statisticka obrada podataka dobivenih termi¢kom analizom
pokazala je statistiCki znacajne razlike u patvorenim uzorcima meda. Mjerenje boje i
odredivanje reoloskih svojstava patvorenih uzoraka meda posluZili su kao dodatne metode

za utvrdivanje patvorenja meda.

2.6. Kvaliteta meda i indikatori kvalitete

Kvaliteta meda ovisi o nekoliko faktora: sadrZzaju vode, okusu i aromi, mirisu,
konzistenciji i bistrini. Kvalitetan med bi trebao imati udio vode <18,6%, iako se Pravilnikom
odreduje udio vode do 20%. Okus i aroma meda ovise o vrsti meda, ali on ne bi trebao
sadrzavati okus dima, fermentacije ili ostataka kemikalija. Konzistencija meda odreduje se
jednostavnim testom, zreli, visokokvalitetni med pri 20°C treba teci niz ravnu plohu jednoliko,
bez razdvajanja u pojedinacne kapi. Isto tako, izliveni med bi trebao oblikovati male slojeve,
koje se jako brzo stope, 5to je rezultat male viskoznosti. Kvalitetan med ima dobru bistrinu,

ipak, moze sadrzavati tragove peluda, u koli€ini koja ne utjeCe na bistrinu meda.

Elektricna vodljivost je parametar koji se Cesto koristi u kontroli kvalitete i moze se
smatrati kao valjan kriterij za odredivanje botani¢kog podrijetla meda. Isto tako, elektri¢na
vodljivost je kriterij za razlikovanje cvjetnog meda od meda medljikovca (Lazarevi¢ i sur.,
2012.).

Vazan cCimbenik kvalitete je i mikrobioloSka kvaliteta. Pravilnik o mikrobioloskim
kriterijima za hranu (NN 74/08, 156/08, 89/10) navodi mikroorganizme koje subjekti u
poslovanju hranom moraju provjeriti prije stavljanja proizvoda na trziSte. Tablica 1 prikazuje
mikroorganizme koje mozemo pronaéi u medu. Grani¢ne vrijednosti preporucenih

mikroorganizama za med su:

1) Aerobne mezofilne bakterije: <10* CFU/g
2) Enterobacteriaceae: <10? CFU/g

3) Sulfitreducirajuceklostridije: <10 CFU/g
4) Kvasci i plijesni: <102 CFU/

Tablica 1 Mikroorganizmi prisutni u medu (Snowdon i Cliver, 1996.)

Bakterije Kvasci Plijesni
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Alcaligens Ascosphaera Aspergillus
Bacillus Debaromyces Atichia
Bacteridium(sic) Hansenula Bettsiaalvei
Bacterium(sic) Lipomyces Cephalosporium
Brevibacterium Nematospora Chaetomium
Clostridium Oosporidium Coniothecium
Enterobacter Pichia Hormiscium
Escherichia coli Saccharomyces Penicillium
Flavobacterium Schizosaccharomyces Peronsporaceae
Klebsiella Trichosporium Peyronella
Micrococcus Torula Triposporium
Neisseria Torulopsis Uredianceae
Proteus Zygosaccharomyces Ustilaginaceae
Pseudomonas

Xanthomonas

2.7. Znacaj meda u medicini i prehrani ljudi

Med je drevni lijek za lijeCenje inficiranih rana, koji je nedavno ponovno otkriven,
pogotovo u dijelu medicine gdje konvencionalna, moderna terapeutska sredstva nisu bila od
pomoci. Prvi pisani dokument o medu, Sumerski zapisi, datiraju u davnu 2100.-2000. godinu
prije Krista i spominju med kao lijek i mast. Aristotel je spominjao svijetli med kao dobar lijek

za upaljene oci i gnojne rane (Mandal i Mandal, 2011.).

Med ucinkovito djeluje na zacjeljivanje rana jer nije iritantan, nije otrovan, sterilan je ili s
vrlo niskim brojem mikroorganizama, djeluje baktericidno, i lako se primjenjuje. Tretiranje
rana sa medom donosi bakterijsku sterilnost unutar 7 — 10 dana i pomaze zarastanje tkiva.
Pacijenti kojima su se nakon operacije rane previjale €istim medom dva puta dnevno, brze su

se oporavljali i rane su postale sterilne nakon 3 — 6 dana. Prou€avanjem kulture bakterija
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koje su se izolirale iz rana pokazala su da je med inhibirao rast bakterija, ¢ak ih je i unistio
(Jeffrey i Echazareta, 1996.).

IstraZivanje koje su proveli Nasuti i sur. (2006.) pokazalo je kako med posjeduje
antioksidativno i protuupalno djelovanje kod bolesti poput gastritisa i Zelu¢anih &ireva. Med
smanjuje izlu€ivanje Zelu€anih kiselina, a Zelu€ani Cirevi su bili uspjesno lije¢eni uporabom

meda kao dodatka prehrani (Jeffrey i Echazareta, 1996.).

Antioksidativna svojstva meda su rezultat prisustva antioksidativnih sastojaka kao 5to su
vitamin C, flavonoidi, monofenoli i polifenoli. Ti antioksidativni sastojci imaju veliku ulogu u
spreCavanju raka, kardiovaskularnih bolesti, upalnih poremecéaja, neuroloSkih oboljenja,

oporavka od rana, infekcijskih bolesti i starenja (Khalil, Sulaiman i Boukraa, 2010.).

Propolis se koristi u stomatologiji, gastroenterologiji, u lijeCenju lezija na Kkozi,

otorinolaringologiji i kod lije€enja didnih bolesti (Bogdanov, 2011.).

Otrov pcela se koristi protiv artritisa i razli€itih bolesti neuroloSkog sustava kao $to su
multipla skleroza, Parkinsonova bolest, Alzheimerova bolest i upala Ziv€anog sustava
(Bogdanov, 2011.).

Med je najstarija vrsta zasladivaca u ljudskoj prehrani. Time je odredena i njegova
primjena u prehrani, a prvenstveno u pripremi slastica. Za razliku od Secera, med ima daleko
vrjedniji nutritivni sastav, ali i viSe kalorija. Naime, 1 Zlica meda donosi 64 kcal, dok 1 Zlica
Secera daje 46 kcal. U Europi se med osobito koristi kod pripreme bozi¢nih kolaca i kolaci¢a,
a u nas medenjaka i paprenjaka. Razlog tome je taj da bozi¢ni kolali trebaju stajati duze
vrijeme, pa je med u datim uvjetima idealan sastojak jer, osim Sto daje aromu, upija i

zadrzava vlagu, pa tako kolaci dulje ostaju svjezi (www.coolinarka.com, 2013.).

2.8. Med kao izvor opasnosti

Zbog svojih prirodnih svojstava i kontrolnih mjera u industriji meda, med je proizvod sa
minimalnim brojem i vrstama mikroorganizama. Veéina mikroorganizama Kkoji se mogu
prona¢i u medu su posljedica nekvalitetna obrada meda, ti mikroorganizmi mogu pod

odredenim uvjetima uzrokovati bolesti ljudi (Snowdon i Cliver, 1996.).

Prema istrazivanju Gomesa i sur. (2010.) u medu su pronadene niske razine aerobnih

mezofilnih bakterija, plijesni i kvasaca. Nisu pronadeni mikroorganizmi koji su vazni za
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sanitarnu kvalitetu, fekalne koliformne bakterije, niti mikroorganizmi koji su vazni za sigurnu

uporabu meda, sulfitreducirajuceklostridije i salmonele.

Mikroorganizmi oko kojih se treba zabrinuti, a mogu se pronaéi u medu su: plijesni,
kvasci i bakterije koje proizvode spore. Plijesni i kvasci su odgovorni za fermentaciju meda,
kada je udio vode u medu viSi od 21%. Penicillium i Mucorsu plijesni koji se, obi¢no, nalaze u

medu (Kacaniova i sur., 2009.).

Med je jedina vrsta hrane za koju se moZe dokazati kako je izvor Clostridium botulinum,
bakterije odgovorne za botulizam novorodenc¢adi, budu¢i su spore C. botulinum prirodno

prisutne u medu (Midura, 1996.).

Med proizveden od cvjetova oleandra, rododendrona i planinske lovorike moZe
sadrzavati neke toksiCne sastojke. Simptomi trovanja su vrtoglavica, slabost, mucénina i

povracanje (http://en.wikipedia.org, 2013.).

2.8.1. Mikroorganizmi, kvaliteta i sigurnost meda

Razli¢iti mikroorganizmi mogu utjecati na kvalitetu i sigurnost meda. Republika Hrvatska
je u ozujku 2011. izdala 3. izmijenjeno izdanje Vodi¢a za mikrobioloSke kriterije za hranu,

kojim se utvrduju mikrobioloski kriteriji za odredene mikroorganizme.

Radi svojih karakteristicnih svojstava med posjeduje antibakterijski u€inak na bakterije,
od kojih su mnoge patogene, Sto znaci da med ili spreCava rast ili ima baktericidno djelovanje
(Bogdanov, 2011.).

Mikroorganizmi vazni za industriju prerade meda su oni koji su sposobni preZivjeti u

uvjetima visoke koncentracije SecCera i kiseline i prezivjeti antimikrobna svojstva meda.
Takvi mikroorganizmi mogu se podijeliti na tri vrste:

e Mikroorganizmi koji se prirodno nalaze u medu (odredeni sojevi kvasaca i spora

bakterija)

e Mikroorganizmi koji utje€u na sanitarnu ili komercijalnu kvalitetu (koliformne bakterije i

kvasci)

e Mikroorganizmi koji pod odredenim uvjetima (npr. Klijanje i rast u termicki

neobradenoj hrani) mogu uzrokovati odredene bolesti (Snowdon i Cliver, 1996.).
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2.8.1.1. Izvori mikroorganizama

U medu su dva izvora kontaminacije mikroorganizmima: primarni i sekundarni. Primarni
izvor uklju€uje pelud, probavni trakt pcela, zrak, prasinu, zemlju i nektar. Sekundarni izvori su
oni nastali preradom meda, tj. ljudski faktor, osobe koje rukuju hranom, krizna kontaminacija,
oprema, ambalaZa. Primarne izvore kontaminacije je teSko kontrolirati, a sekundarni izvori
kontaminacije meda mogu se vrlo lako kontrolirati dobrom proizvodackom praksom
(Snowdon i Cliver, 1996.).

Pelud je glavni izvor mikroorganizama u probavnom putu pcéela. Pored peludi, na
probavnu mikrofloru péela utjeCe starost plela, godiSnje doba i geografsko podrijetlo, iako
postoje vrste mikroorganizama koje su stalno prisutne. Prevladavaju gram — varijabilne
bakterije, Bacillus spp, Enterobactericeace, plijesni i kvasci. Gram — varijabilne bakterije su
najCesci crijevni mikroorganizmi u odraslih péela i pele matice. Takoder su izolirane i iz larvi
i njihovog izmeta, cvjetnog peluda, ¢ak i iz nekoliko uzoraka meda. Rije€ je o vrstama roda
Bacteriumi Achromobacter. Gram — negativne bakterije roda Enterobacteriaceae pronadeni u
plelama medaricama su Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes i
Klebsiellapneumoniae. Najéesce vrste plijesni nadene u péelama su vrste roda Penicillium i
Aspergillus. Ne sadrze sve pcele plijesan, njihov sadrzaj ovisi od kolonije do kolonije (Gillian,
1997.).

Prema istrazivanju (KaCaniova i sur., 2009.) mikroflore koSnice, mikroskopske gljivice

pronadene u kosnici su Aspergillus sp., Cladosporium sp. i Penicillium sp.

Zrak i praSina su vazni izvori mikroorganizama roda Bacillus, Clostridium i Micrococcus.
Kvasci Saccharomyces i Torula mogu se naci u Seéeru s visokim sadrzajem vlage. Bacillus,
Clostridium, Pseudomonas i Pshychrobacter su bakterije koje se najceS¢e mogu nadéi u tlu.
KoSnica i nektar, kao primarni izvori mikrobioloske kontaminacije meda mogu biti izvor spora

bakterija u medu (Snowdon i Cliver, 1996.).

Dobra proizvodacka praksa je vazna za kontrolu mikroorganizama u hrani, ukljuCujudi i
med. Kontaminirana oprema moze biti izvor onecid¢enja kvascima, zrak prilikom pakiranja
meda, osobe koje rukuju medom mogu imati razli€ite kozne infekcije, kihanje i fekalna
kontaminacija. Postoji joS krizna kontaminacija koja dolazi, uglavhom, od zivotinja ili
Zivotinjskih proizvoda i kontaminacije opremom, koje uklju€uju ostatke hrane i vode. Isto
tako, podovi, stropovi i zidovi mogu biti izvor mikroorganizama koji kontaminiraju hranu. Da bi
se sprijeCile sekundarne kontaminacije potrebno je dosljedno provoditi sve kontrolne mjere

prilikom procesiranja hrane (Snowdon i Cliver, 1996.).
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2.8.1.2. Plijesni

Tragovi plijesni u medu se povezuje s crijevnim sadrzajem pcela, koSnice i okolinom u
kojoj se p&ele hrane. U crijevima li€inki pcela otkrivene su plijesni rodaAspergillus. Visok udio
plijesni moze biti pokazatelj oneciS¢enja meda putem pcela, prilikom potrage za hranom ili
prilikom procesiranja hrane. Uvjeti u koSnici imaju posjeduju utjecaj na mikrobiolosku
kvalitetu i zdravstvenu ispravnost meda. Isto tako, pljesnivi okviri za sace mogu biti izvor

plijesni u medu (Snowdon i Cliver, 1996.).

Plijesni roda Aspergillus, Chaetomium, Penicillium i Peyroneliasu izolirane iz izmeta
pcelinjih licinki (Gilliam i Prest, 1987.). Niski sadrzaj plijesni u medu ukazuje da plijesni mogu

preZivjeti ali nemaju tendenciju rasta u medu (Snowdon i Cliver, 1996.).

2.8.1.3. Bakterije

U znanstvenoj literaturi vrlo je mali broj bakterija koji se mogu pronaéi u medu, uz
iznimku Clostridium botulinum. Vecina istraZivanja o bakterijama u medu govore o nacinu
unosa vegetativnih patogenih mikroorganizama u medu, a koji nisu uobi¢ajeno prisutni u
medu (Snowdon i Cliver, 1996.).

Sackett (1919.) u svom istrazivanju govori o tome da su pcele moguci prenosioci
patogenih mikroorganizama, koje slu¢ajno prenesu iz ljudskog izmeta i unesu ih u med.
Dokazao je da 10 vrsta crijevnih bakterija koje su nacijepljene na med prezive samo nekoliko
sati ili dana. Otopina s manje od 50% meda u vodi produZuje zivot bakterija, ali nikada duze
od 40 dana. Zakljucio je kako med moze biti nositelj bakterija koje uzrokuju razli€ite bolesti:

tifusne groznice, dizenterije i raznih infekcija crijeva (Snowdon i Cliver, 1996.).

Istrazivanje (Tysset i Durand, 1973.) gram — negativnih bakterija u medu je dalo sli¢ne
rezultate kao Sto su i Sackettovi (1919). Bakterije u medu izgube vijabilnost u roku od 8 do

34 dana (ovisno o vrsti bakterije).

U istrazivanju Tysseta i sur. (1979.) utvrdeno je da bakterijske vrste Mycobacterium na

20°C prezivljavaju 26 do 77 dana, ukljuujuci i vrstu bakterije odgovornu za tuberkulozu.

Bakterije roda Staphylococcus se rijetko pojavljuju u medu, ¢ak i ako postoje, nece

preZivjeti procesiranje meda i rast je malo vjerojatan (Snowdon i Cliver, 1996.).
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Midura i sur. (1979.) su u svom istrazivanju meda kao izvora Clostridium botulinum
dokazali da je u svim slu€ajevima botulizma novorodencadi tip toksina koji je izoliran iz meda
isti kao i onaj izoliran iz stolice bolesnog djeteta. Izolaciju C.botulinum morali su provoditi na

drugadiji na€in od uobiajenog zbog viskoznosti i visokog sadrZaja Secera.

ZakljuCak je da vegetativni oblici patogenih bakterija nikad nisu pronadeni u medu, a ako
se i uvedu u med, mogu prezivjeti samo kratko vrijeme (nekoliko tjedana), osim ako je med
skladisten na hladnijim temperaturama. Na mikrobioloSko prezivljavanje bakterija velik utjecaj

ima vrsta meda i udio vode u medu (Snowdon i Cliver, 1996.).

2.8.1.4. Drugi mikroorganizmi

U medu je, osim kvasaca, plijesni i bakterija moguce pronadi i druge mikroorganizme. U
medu medljikovcu se mogu pronaci alge, kao i u sedimentima meda, kod visoke relativhe
vlaznosti. Neki ljudski crijevni virusi, kao 5to je hepatitis A, mogu preZivjeti u medu, tj.
podnose suhe uvijete, ali njihov broj opada s poviSenjem temperature i s viemenom. Bududi
je ljudski izmet glavni izvor crijevnih virusa, vrlo je vazno imati odredene kontrolne mjere pri

procesiranju hrane (Snowdon i Cliver, 1996.).

2.8.1.5. Kontrola prisutnosti broja mikroorganizama

Svojstva namirnica kao Sto su: pH, vlaga, oksidacijsko-redukcijski potencijal, hranjive
tvari i antimikrobni sastojci znatno utjeCu na rast mikroorganizama. Med ima mnoga svojstva
koja ga Cine bakteriostatskim ili bakteriocidnim. Ipak, najveci utjecaj u odredivanju prisutnosti
organizama koje se prenose hranom imaju temperatura skladistenja, relativna vlaZznost zraka

i koncentracija plinova u okolini (Snowdon i Cliver, 1996.).

Kontrola sadrZaja vlage i temperature skladiStenja su dva primjera industrijske kontrole
rasta mikroorganizama u medu. Te zastitne znacajke nestaju kada se med razrijedi ili se

koristi kao sastojak hrane (Snowdon i Cliver, 1996.).

P&ele takoder pridonose kontroli prisutnosti broja mikroorganizama u medu. Seéer koji
prikupljagju u nektaru su uglavnom velike molekule saharoze. Pc&ele enzimom
invertazomkidaju molekule saharoze na fruktozu i glukozu uz isparavanje vode. Time &ine
med prekoncentriranim za rast i razvoj kvasaca i drugih mikroorganizama (Olaitan i sur.,

2007.).
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Kontrola nad izlaganjem meda mikroorganizmima prije prikupljanja gotovo i da ne
postoji. Kontrola kvalitete zraka, prasine, zemlje i cvijeCa ili materijala koje pCele prenose nije
realno provediva. Praksa odrZzavanja p€ela zdravima ima pozitivan utjecaj na broj i vrstu
mikroorganizama u medu, kao Sto nepovoljni uvjeti u koSnici imaju negativan utjecaj. Dobra

pCelarska praksa moze odrzati niski broj mikroorganizama u medu (Snowdon i Cliver, 1996.).

Odredeni mikroorganizmi koji potje€u od sisavaca, posebno od ljudi, mogu uzrokovati
bolesti ako se unesu u organizam putem hrane. Takvi mikroorganizmi prenose se koZznom
infekcijom, nedovoljnom sanitarnom praksom ili putem fekalija. Tla kontaminirana ovim
vrstama mikroorganizama mogu neizravno prenositi bolesti. Patogeni mikroorganizmi nikada
nisu pronadeni u prirodnom medu i ne mogu dugo prezivjeti pri 20°C, medutim, mogu¢ je
dugotrajni opstanak ako je med pohranjen na temperaturama ispod 10°C (Snowdon i Cliver,
1996.).

Izbjegavanje povecanja vlage povecava stabilnost meda. Isto tako, vazno je ogranic€iti
kontaminaciju meda tijekom i poslije procesiranja. Oprema za procesiranje koja dolazi u
kontakt s medom mora biti u€inkovito oCiS§¢ena i sanitizirana poslije svake upotrebe, a okolis
u proizvodnji se mora odrzavati u uvjetima koji ograni€avaju prolazak mikroorganizama u

proizvod (Sperber i Doyle, 2009.).

Za inaktivaciju mikroorganizama koriste se razliCite kombinacije vremena i temperature.
Spore se teSko inaktiviraju u medu, jer se invazivnom toplinskom obradom uniStavaju
organolepti¢ka svojstva meda. Komercijalni med se grije na 71°C kroz 30 minuta, ¢ak i
poslije ovakve obrade, odredeni mikroorganizmi se mogu pronaci u medu (Snowdon i Cliver,
1996.).

Vrlo vaznu ulogu u kontroli broja mikroorganizama ima i asepti¢ko pakovanje nakon sto
je med pravilno obraden. | ostali fizikalni procesi kao $to su zra€enje ili ultrafiltracija mogu

unistiti mikroorganizme u medu (Snowdon i Cliver, 1996.).

2.8.1.5.1. UCinak procesiranja na mikroorganizme u medu

Kad je izvaden, sirovi med sadrzi strane tvari kao Sto su pelud, komadi¢i voska, male

koli€ine kvasaca otpornih na Secer i kristale glukoze. On je kao takav sklon fermentaciji, osim
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ako je udio vlage ispod 17%; vecina medova ¢e s vremenom kristalizirati ako se ne provedu
potrebne radnje koje bi sprijeCile kristalizaciju. Procesiranje meda ukljuuje kontrolirano
zagrijavanje da bi se unistili kvasci i otopili kristali glukoze. Zagrijavanje se kombinira sa finim

cijedenjem ili tlacnom filtracijom (White, 1978.).

Nakon §to je izvaden i profiltriran, med se podvrgava toplinskoj obradi kako bi se
smanijila razina vlage i unistili kvasci. lako tretiranje toplinom moze ucinkovito smanijiti viagu,
smanijiti i odgoditi kristalizaciju te unistiti stanice kvasaca u potpunosti, ono moze dovesti do
pogorSanja kvalitete proizvoda. Grijanje povecava razinu hidroksimetilfurfurala (HMF).
Najveca zakonska dopustena granica HMF je 40mg/kg. Enzimi u medu su takoder osjetljivi
na toplinu i tako sluze kao pokazatelj kvalitete. Glavni enzimi ukljuCuju invertazu (a-
glukozidazu), dijastazu (a-amilazu) i glukoza-oksidazu. To su nutritivno vazni enzimi.
Aktivnost enzima opcenito se mjeri kao djelatnost dijastaze i izraZzava se kao broj dijastaze

(DN). Minimum DN u preradenom medu iznosi 8 (http://www.hielscher.com, 2013.).

Tipi€na obrada meda toplinom zahtjeva zagrijavanje na 70°C 30 min. Filtriranje meda
kroz filtar sa porama veli¢ine 150um dobije se procijedeni med a filtrirani med prolazi kroz
pore veli¢ine 1um. Procesi grijanja i filtriranja smanijuju ili eliminiraju mnoge mikroorganizme.
Dodatno tretiranje meda ovisi 0 hrani s kojom je med u kombinaciji. Med je proizvod koji je
vec¢inom bez mikroorganizama, a oni mikroorganizmi koji i mogu biti prisutni u medu

vjerojatno ¢e biti prisutni u vrlo niskom broju (Snowdon i Cliver, 1996.).

Zbog ogranicenja toplinske obrade istrazuju se netoplinske analize, kao npr. mikrovalno

zraCenje, infracrveno grijanje, ultrafiltracija i ultrazvu¢na obrada.

Ultrazvu€na obrada je djelotvorno sredstvo za uniStavanje nepozeljnin komponenti, kao
Sto su kristali i stanice kvasaca u medu. Kao netoplinska obrada izaziva nizi rast HMF i bolje
zadrzavanje enzima dijastaze, arome i okusa meda. Ultrazvu¢na obrada se provodi na
zna€ajno nizim temperaturama, oko 35°C i traje 30 sekundi. Takav naclin obrade na
frekvenciji 20 kHz u potpunosti pretvara kristalizirani med u tekuéi (http://www.hielscher.com,
2013.).
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2.8.2. Toksi€ni spojevi u medu

RazliCite biljke mogu sintetizirati toksiCne organske spojeve, od kojih su mnogi

znacajnog psiholoskog utjecaja, a neki od njih mogu se pronadi i u medu.

Nevjerojatna €injenica je da, iako se pcele hrane na vrlo velikom podrudju, vrlo je mali
sadrzaj toksiCnih spojeva u medu. Najpoznatiji toksin je onaj u medu
Ericacae(Rhododendron, Azalea, Andromeda, Kalmiaspp.). U literaturi se mogu naci
Ksenofonovi opisi masovnog trovanja na ekspediciji na Cipar 401.g. prije Krista, koje je
posljedica konzumiranja meda rododendrona (White, 1978.). Med rododendrona je proizvod
pCela koje se hrane nektarom s cvjetova roda Rhododendron. Takav med je poznat pod
nazivom ,ludi med® ili ,otrovni med®“. Rododendron raste na podrucju planina regije isto€nog
Crnog mora u Turskoj, Japanu, Nepalu i Brazilu. lako otrovan, takav med se koristi u regiji
Crnog mora kao alternativha medicina za tretiranje razli¢itih poremecaja (Silici i sur, 2010.).
Ostala podrucja koja su poznata po slu€ajevima trovanja medom Ericacaesu podrucja bivSeg
SSSR, istocni i sjeverozapadni SAD i Japan (White, 1978.).

Otrovni med se takoder moze dobiti kada su pc&ele u blizini tutu grmlja (Corianiaarborea)
i vinskih skakavaca (Scolypopaaustralis) koji se ve¢inom nalaze samo u Novom Zelandu.
P&ele sakupljaju mediljiku koju proizvode vinski skakavci koji se hrane tutu grmljem. Na taj
nacin otrov tutindospjeva u med. Simptomi trovanja tutinom su povracéanje, vrtoglavica,

ukoc€enost, koma i gréevi (http://en.wikipedia.org, 2013.).

Ostali toksi¢ni medovi su med od bunike (Daturametel), DaturaStramoniumi

Hyoscyamusnhiger, od Zutog jasmina (Jessamine) i zimzelenog raslinja (White, 1978.).

2.9.Antimikrobni ucinak meda

Med je vazan i jedinstveni prehrambeni proizvod koji sadrzi bioaktivne spojeve proizaSle
iz pCela i biljaka. Brojna su istrazivanja pokazala kako med posjeduje antimikrobna svojstva
koja uniStavaju ili inhibiraju rast nekih patogenih vegetativnih mikroorganizama. Jedinstveni
sastav meda doprinosi njegovim antimikrobnim svojstvima, ipak, njegov antibakterijski uCinak

nije do kraja istrazen (BaltruSaityte i sur., 2007.).

Med inhibicijski djeluje na oko 60 vrsta bakterija, ukljuCujuci aerobe i anaerobe, gram —
pozitivne i gram — negativne bakterijske vrste. Isto tako ima i antifungalni u€inak na neke

kvasce i vrste Aspergillus i Penicillium (Olaitan i sur., 2007.).
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lako su neki istrazivaCi zakljuCili kako med od odredenih biljaka posjeduje bolja

antibakterijska svojstva od drugih, nema dovoljno dokaza za opravdanje te tvrdnje. Neke

tvrdnje su bazirane na podacima vrlo malog broja uzoraka, a druga istraZivanja pokazuju da

postoje razliCite antimikrobne aktivnosti meda koji potjeCe od istog cvjetnog uzorka.

Dokazano je da medljikovac iz Suma na planinama regije Centralne Europe posjeduje visoku

antimikrobnu aktivnost. Isto tako, imed slatkog kestena i lipe je pokazao visoku antimikrobnu

aktivnost. JoS jedan tamni med, manuka, iz Novog Zelanda je pokazao visoku razinu
aktivnosti (Molan, 1992.).

U najopseznijem pregledu antibakterijskih svojstava u medu koje je objavio Molan

(1992.) opisuju se glavni ¢imbenici antibakterijskih svojstava.

Glavni €imbenici koji utje€u na antibakterijsku aktivnost meda:

Kiselost (pH): jedno od karakteristiCnih svojstava meda je kiselost, s vrijednostima
pH izmedu 3,2 i 4,5, koje su dovoljno niske da inhibiraju patogene vrste. Minimum pH
vrijednosti za rast uobiCajenih patogenih vrsta su: E.coli (4,3), Salmonella spp(4,0),
Pseudomonas aeruginosa(4,4), Streptococcuspyogenes(4,5). U nerazrijedenom
medu kiselost je vazan antibakterijski faktor (Olaitan i sur., 2007.). pH meda lagano
raste ako se med razrijedi. Razrjedivanje moze imati kompleksan utjecaj na med, jer
moze povecati aktivhost glukoza-oksidaze, Sto dovodi do stvaranja vodikova
peroksida i glukonske kiseline, kao i razrjedivanje drugih organskih kiselina prisutnih

u medu (Baltrusaityte i sur., 2007.).

Osmotski efekt: Med je zasi¢ena otopina (84%) dva monosaharida, fruktoze i
glukoze. Jaka interakcija ove dvije SeCerne otopine ostavlja vrlo malo molekula vode
dostupnih za mikroorganizme. Slobodna voda se mjeri kao aktivitet vode (aw).
Vrijednost aktiviteta vode za med je od 0,562 do 0,62. Aktivhost vode u Cistom medu
je preniska za rast mikroorganizama, ali ako se med razrijedi vodom, on gubi svoju

nisku aw i time viSe ne posjeduje antimikrobna svojstva (Olaitan i sur., 2007.).

Vodikov peroksid: Enzimska proizvodnja vodikovog peroksida se dogada putem
glukoza-oksidaze, enzima prisutnog u medu. Glukoza-oksidaza postaje aktivha samo
u razrijedenoj otopini meda i za reakciju joj je potreban kisik. Takoder je aktivha samo

kad je kiselost meda neutralizirana tjelesnim teku¢inama.
Reakcija glukoza-oksidaze:

CeH1206 + H.O + Oz — CgH1207 + H20-
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lako su slobodni radikali prirodan bioprodukt metabolizma, oni uzrokuju ostecenje
stanica i kidaju strukturu DNK. Antioksidansi vezu ove opasne molekule, spreavajuci
njihov opasan rad. Suprotno sintetickim, med je prirodan proizvod koji nema Stetne
posljedice na zdravlje. Mnogi sastojci meda posjeduju antioksidacijska svojstva:
vitamin C, fenolni sastojci, katalaza, peroksidi, enzim glukoza-oksidaza.
Antioksidacijska svojstva meda mogu djelovati i kao antidepresivi tijekom emotivnog,

fiziCkog ili intelektualnog stresa (Khalil i sur., 2010.).

= Ostali sastojci: Med istog cvjetnog izvora sadrZi razne antibakterijske tvari, koje
proizvode odredene vrste biljaka, koje u nekim slu¢ajevima imaju veliku ulogu u
antibakterijskom djelovanju meda. Te tvari su: pinocembrin (flavonoid koji ima visoku
koncentraciju u propolisu), lizozimi, kiseline (fenolne i dr.), terpeni i benzilni alkohol
(Molan, 1992.).

Postoje mnogobrojna istraZzivanja o antibakterijskom ucinku meda, i bakteriostatskom i
baktericidnom. Baktericidna aktivnost meda protiv E.coli s 17% otopinom meda je pocela
nakon 24h, a s 9% otopinom tek nakon 48h. Za bakteriju Staphylococcus aureus je bilo
potrebno 24h s 33% otopinom meda, 48h s 25% otopinom meda a 96h s 9% otopinom
meda. IstraZzivanje je pokazalo kako su gram — pozitivne bakterije manje otporne na ucinak
meda, 20% otopina meda je pocCela baktericidno djelovati ve¢ nakon 1h, a bakterije su
potpuno uniStene nakon 3 — 24h. Gram — negativne bakterijske vrste su otpornije na
antimikrobni ucinak meda, 20% otopina je pocela djelovati nakon 4 do 6h,a potpuno

unistenje je slijedilo nakon 48h (Molan, 1992.).

Veliki utjecaj na antibakterijsko djelovanje meda posjeduje toplina, svjetlost, kisik,
procesiranje i skladiStenje. Med s visokom aktivno$¢u vodikovog peroksida osjetljiv je na

toplinu i svjetlost jer oni inaktiviraju enzime koji stvaraju vodikov peroksid (Molan, 1992.).

2.10. Svojstva odabranih gram — negativnih bakterija

Escherichia coli

E. coli je gram — negativna, fakultativno anaerobna, asporogena, Stapi¢asta bakterija koja
pripada porodici Enterobacteriaceae. Biokemijski je vrlo aktivnha: fermentira laktozu,
posjeduje lizindekarboksilazu, proizvodi indol, ne proizvodi H;S, negativan je

Voges—Proskauerov test i ne raste na podlozi s citratom (Bhunia, 2008.).
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Ova vrsta bakterija je kratki Stapi¢ duljine 2 — 6 ym, Sirine 1 — 3 ym. Vecina je sojeva
pokretna i posjedujeperitrihijalneflagele, a neki sojevi imaju jaCe izrazenu kapsulu. Dobro
raste na obicnim podlogama. Nakon inkubacije od 18h na hranjivom agaru stvara okrugle,
lagano konveksne glatke kolonije. Mezofilna je bakterija s optimalnom temperaturom rasta

35-37°C no, podnosi i temperature ispod 0°C, a 60°C je ubija nakon 15 minuta (Perkovi¢ i

sur., 1995.).

E. coli je prvi izolirao Escherich 1885.godine iz stolice djece i nazvao ju je Bacterium coli
commune zeleci istaknuti crijevni sustav ljudi i zivotinja kao glavno staniSte te bakterije. E.
coli je Siroko rasprostranjena kao crijevni parazit sisavaca i ptica, ali ne Zivi samostalno u
prirodi. Dio je normalne crijevne flore, ali moZe biti povezana s infekcijom gotovo svakog
organa i tkiva. NajceSCe su crijevne infekcije izazvane enteropatogenim, te infekcije
mokraénih puteva uzrokovane uropatogenim sojevima. Antimikrobno lije€enje crijevnih
infekcija obi¢no nije potrebno, jer se radi o blazim infekcijama,te bi antibiotici mogli jo$ viSe
poremetiti crijevnu floru. U lije€enju infekcija mokra¢nih puteva daju se antibiotici koji se

izlu€uju urinom, i to prema rezultatu testa osjetljivosti (Perkovic i sur., 1995.).

Salmonella

Salmonele pripadaju porodici Enterobacteriaceae. To su gram — negativne, asporogene,
Stapi¢aste, fakultativno anaerobne, katalaza pozitivne, oksidaza negativne, pokretljive
bakterije. Optimalna temperatura za rast im je 37°C, a mogu rasti u rasponu temperatura od
5°C do 45°C (Bhunia, 2008.).

Po svojem obliku i veli¢ini, salmonele su kao i ostale enterobakterije Stapi¢aste strukture
duljine 0,5 — 3 uym, Sirine 1 — 3 um. Na krutim podlogama rastu u njeznim, prozirnim sivkastim
kolonijama promjera 2 — 3 mm, koje su obojene ovisno o diferencijalnoj tvari u podlozi, a ako
u podlozi ima Zeljeza, tada su crnog centra od Zeljeznog sulfida, koji nastaje spajanjem

sumporovodika $to ga stvaraju salmonele i Zeljeza u podlozi ( Perkovi¢ i sur., 1995.).

Salmonele su crijevni paraziti kraljeznjaka, patogeni za Covjeka i mnoge Zivotinjske
vrste. Vrlo su otporne na Stetne utjecaje okoline, te mogu dugo prezivjeti izvan organizma
domacina, u vodi i u tlu, kamo dospijevaju Zivotinjskim ili ljudskim izmetom. Naj¢eSc¢i izvor
zaraze su zivotinje, koje se kontaminiraju fekalnim sadrzajem prilikom klanja. Nakon
preboljele infekcije bilo kojeg tipa ¢ovjek moze krace ili duZe vrijeme biti kliconoSa salmonela.
Salmonele ulaze u ljudski organizam putem probavnog sustava i uzrokuju tri tipa bolesti:

gastroenteritis, crijevnu groznicu i sindrom sepse. Gastroenteritisi se uglavhom ne lijeCe
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antibioticima, nego samo potpornom terapijom, nadoknadom tekucine i elektrolita. Crijevne
groznice i septiCki sindrom zahtijevaju uz potpornu, i antimikrobnu terapiju (Perkovi¢ i sur.,
2005.).

Yersinia enterocolitica

Yersinia enterocolitica takoder pripada porodici Enterobacteriaceae. To je gram — negativna,
asporogena, fakultativno anaerobna Stapi¢asta bakterija. Optimalna temperatura za njen
rast je 25°C, no moZe rasti i na +4°C. Vecina izolata stvara indol i dekarboksiliraornitin
(Perkovi¢ i sur., 2005.).

Y. enterocolitica je, kao i ostale enterobakterije, Stapicaste strukture duljine 0,5 — 3 pm,
Sirine 1 — 3 pym. Na hranjivom agaru, nakon 24 sata pri temperaturi od 37°C porastu kolonije
od 1 — 2 mm, sjajne povrsine, uzdignutog sredista; tijekom slijedeca 24 sata inkubacije pri
22°C povecéavaju se. Temperatura od 60°C uniStava jersinuju tijekom 30 min (Perkovi¢ i sur.,
2005.).

Primarno se nalazi kod divljih Zivotinja, kao i kod domacih Zivotinja (svinje, ovce, krave)
koje su izvor zaraze. Jersinija fekalijama dospijeva u vanjsku sredinu pri ¢emu se
kontaminiraju zivotne namirnice. Infekcija nastaje preko kontaminirane hrane koja nije
prethodno termicki obradena. MoZe se i prenijeti preko kontaminiranih ruku poslije kontakta s
domacim Zivotinjama, ali se ne prenosi od oboljelog Covjeka. Jersinoza je akutno
infektivnabolest koja dovodi do pojave gastroenterokolitisa s krvavim proljevom. NajceSc¢e
obolijevaju djeca i mladi. Kod lakih subklini¢kihoblika bolesti preporucuje se samo dijeta, a
kod tezih oblika terapija se sastoji od nadoknade tekuéine i elektrolita, kao i lijecenje

antibioticima (http://stetoskop.info, 2013.).
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3.1. Zadatak

Zadatak rada bio je ispitati antibakterijski u¢inak meda kestena i lipe na odabrane gram-
negativne bakterije. Nadalje, zadatak je bio i ispitati u€inak zagrijavanja pri temperaturama
od 60 °C (30 minuta), 80 °C (10 minuta) i 100 °C (5 minuta) na antibakterijska svojstva.

3.2. Materijali i metode

3.2.1. Kulture mikroorganizama

Kulture mikroorganizama koriStene u ovom radu su gram-negativne bakterije iz kolekcije
kultura mikroorganizama Katedre za biologiju i mikrobiologiju Prehrambeno-tehnoloSkog

fakulteta Osijek.

Za izradu ovog rada, koriStene su sljedece bakterijske vrste:
Escherichia coli

Salmonella agona

Salmonella enteritidis

Salmonella infantis i

Yersinia enterocolitica.

Kulture bakterija su regenerirane uzastopnim precjepljivanjem kroz tri dana, nakon inkubacije

pri 37 °C na TrypticGlucoseYeast Agaru (TGK agar, Biolife, Italija).

3.2.2.Priprema uzoraka meda

Med koriSten za izradu ovog rada je doniran iz tvrtke Apipharma d.o.o0. NaSice. Za
odredivanje antibakterijskog u€inka, med je razrijeden steriinom demineraliziranom vodom
(20, 30, 45 60 % w/w). Razrijeden med je upotrijebljen za ispitivanje antibakterijskog ucinka

(nezagrijan) ili je zagrijavan u vodenoj kupelji odredeno (Zeljeno) vrijeme.
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3.2.3.0dredivanje antibakterijskog u€inka uzoraka meda

Antibakterijski u¢inak meda, saharoze i invertnog Seéera je provedeno s regeneriranim
bakterijskim kulturama. Nakon regeneracije, pripremljena je suspenzija stanica bakterijske
kulture koncentracije stanice od 1,5x108 stanica u mL (usporedbom s 0,5 McFarland
standardom). Razrjedivanjem suspenzije, pripremljena je suspenzija konacnog broja stanica
1x10° u mL koja je koriStena za odredivanje antibakterijskog ucinka ispitanih uzoraka. U
tikvicu s pripremljenim TGK agarom (steriliziranim i ohladenim na 50 °C u vodenoj kupelji)
prenesen je inokulum bakterijske kulture kako bi dobili kona¢nu koncentraciju od 1x10°
stanica u mL podloge. Podloga je homogenizirana pazljivim muékanjem. Pomocu sterilne
epruvete volumena 50 mL, preneseno je po 20 mL nacijepline podloge u svaku sterilnu,
praznu petrijevu zdjelicu. Nakon skrutnjavanja (hladenja), u podlozi su izbuSene rupice
(sterilnim busatem za Cepove) promjera 5 mm. Sterilnom pincetom su izvadeni agarni epovi
i dobivena rupica je ispunjena sa 100 LIL pripre:

pripremljeno je po 5 rupica. Svaka analiza je napravljena u paralelama.

Nakon punjenja, zdjelice su ostavljene u hladnjaku 30 minuta kako bi uzorak difundirao u
podlogu, potom su inkubirane pri 37 °C tijekom 24 sata. Nakon inkubacije, izmjerene su zone

inhibicije koje mogu biti:
potpune = oko rupice nema porasta bakterijske kulture (nezamucena podloga) i

djelomi¢ne = oko rupice, u zoni difuzije uzorka porast bakterijskih stanica je slabiji, u

usporedbi s ostatkom podloge gdje uzorak nije mogao difundirati.

3.3. Odredivanje aktiviteta vode u uzorcima meda

U svim analiziranim uzorcima meda (sve pripremljene otopine, nezagrijan i zagrijan med)
odreden je aktivitet vode pomocu pomoc¢u HygropalmAW1 (Rotronic Instrument Corp., SAD).
U plasticnu posudicu se stavlja uzorak meda i postavlja u podloZak te prekriva sondom.
Nakon uspostavljanja ravnoteze, izmjereni aktivitet vode se oCitava na ekranu uredaja.

Prilikom mjerenja je vazno osigurati konstantnu temperaturu.
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3.4. Obrada rezultata

Rezultati rada su obradeni uz pomo¢ racunalnih programa Microsoft® Office Excel 2003
za Windows, Microsoft Corporation, Redmond, SAD i GraphPad Prism verzija 5.00 za
Windows, GraphPad Software, San Diego, SAD.
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4.Rezultati
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4.1. Antibakterijski uéinak meda

Zona inhibicije [mm]

Q\e g\e Q\c Q\e Q\e 0\0 Q\e e\e
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Slika 1 Antibakterijski ucinak termicki netretiranog meda kestena i lipe na bakteriju vrste

Escherichia coli

Zona inhibicije [mm]
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Slika 2 Antibakterijski u¢inak meda kestena i lipe termicki tretiranog na 60 °C tijekom 30

minuta na bakteriju vrste Escherichia coli
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Zona inhibicije [mm]
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Slika 3 Antibakterijski u¢inak meda kestena i lipe termicki tretiranog na 80 °C tijekom 10

minuta na bakteriju vrste Escherichia coli

Zona inhibicije [mm]
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Slika 4 Antibakterijski u¢inak meda kestena i lipe termicki tretiranog na 100 °C tijekom 5

minuta na bakteriju vrste Escherichia coli
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Zona inhibicije [mm]
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Slika 5 Antibakterijski ucinak termicki netretiranog meda kestena i lipe na bakteriju vrste

Salmonella agona

Zona inhibicije [mm]

Slika 6 Antibakterijski u¢inak meda kestena i lipe termicki tretiranog na 60 °C tijekom 30

minuta na bakteriju vrste Salmonella agona
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Zona inhibicije [mm]

Qo\Q 00\0 (00\° 0o\° Qe QQ\Q @0\0 Qo\°

Slika 7 Antibakterijski u€inak meda kestena i lipe termicki tretiranog na 80 °C tijekom 10

minuta na bakteriju vrste Salmonella agona

Zona inhibicije [mm]
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Slika 8 Antibakterijski u¢inak meda kestena i lipe termicki tretiranog na 100 °C tijekom 5

minuta na bakteriju vrste Salmonella agona
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Zona inhibicije [mm]
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Slika 9 Antibakterijski ucinak termicki netretiranog meda kestena i lipe na bakteriju vrste

Salmonella enteritidis

Zona inhibicije [mm]
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Slika 10 Antibakterijski u€inak meda kestena i lipe termicki tretiranog na 60 °C tijekom 30

minuta na bakteriju vrste Salmonella enteritidis
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Zona inhibicije [mm]
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Slika 11 Antibakterijski u¢inak meda kestena i lipe termicki tretiranog na 80 °C tijekom 10

minuta na bakteriju vrste Salmonella enteritidis

Zona inhibicije [mm]
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Slika 12 Antibakterijski u€inak meda kestena i lipe termicki tretiranog na 100 °C tijekom 5

minuta na bakteriju vrste Salmonella enteritidis
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Zona inhibicije [mm]
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Slika 13 Antibakterijski u€inak termicki netretiranog meda kestena i lipe na bakteriju vrste

Salmonella infantis

Zona inhibicije [mm]
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Slika 14 Antibakterijski u¢inak meda kestena i lipe termicki tretiranog na 60 °C tijekom 30

minuta na bakteriju vrste Salmonella infantis
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Zona inhibicije [mm]
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Slika 15 Antibakterijski u¢inak meda kestena i lipe termicki tretiranog na 80 °C tijekom 10

minuta na bakteriju vrste Salmonella infantis

Zona inhibicije [mm]
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Slika 16 Antibakterijski u€inak meda kestena i lipe termicki tretiranog na 100 °C tijekom 5

minuta na bakteriju vrste Salmonella infantis
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4.2. Aktivitet vode u uzorcima meda

Aktivitet vode
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Slika 17 Aktivitet vode u nezagrijanom medu kestena i lipe
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Aktivitet vode

Slika 18 Aktivitet vode u medu kestena i lipe zagrijanom na 60 °C tijekom 30 minuta

Aktivitet vode

oo Q(,\0 o;,\e QQ\Q QQ\Q 00\0 (og\o QQ\Q

Slika 19 Aktivitet vode u medu kestena i lipe zagrijanom na 80 °C tijekom 10 minuta
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Aktivitet vode

Slika 20 Aktivitet vode u medu kestena i lipe zagrijanom na 100 °C tijekom 5 minuta
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5.Rasprava
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Antibakterijski uCinak meda kestena i lipe na gram negativnu bakteriju Escherichia coli
prikazan je Slikama 1 — 4. Antibakterijski u€inak na ovu bakterijsku vrstu termicki
netretiranog meda prikazan je Slikom 1. U svim rezultatima antibakterijskog u€inka obje
ispitane vrste meda na bakteriju E. coli moze se uociti djelomi€na zona inhibicije, Sto je
razli€ito u usporedbi s ostalim ispitanim bakterijskim vrstama. DjelomiCna zona inhibicije
predstavlja zonu oko agarnih rupica ispunjenih analiziranim uzorcima u kojoj se nalaze
porasle kolonije test mikroorganizma, dakle koncentracija uzorka koji je difundirao kroz agar
nije dovoljna za potpunu inhibiciju ili izostanak rasta stanica (koje rastu u obliku kolonija koje
Cine podlogu jednolicno zamuéenom). Medutim, u usporedbi s ostalim dijelom hranjive
podloge (agara) nacijeplienog test bakterijom, porast je maniji, tj. moguce je uoditi i
pojedinacne kolonije, $to nije moguce vidjeti u zoni u kojoj nema difuzije analiziranog uzorka
(jednoli¢no je zamucena). To znaCi kako je odredeni broj stanica inhibiran u rastu ili je
uniSten, dok su se ostale stanice prilagodile ovim nepovoljnim uvjetima te uspjele prezivjeti i
umnoziti se u vidljive kolonije koje zamucuju hranjivu podlogu. Zona djelomi¢ne inhibicije nije
toliko jasno vidljiva, kako kada se radi o zoni potpune inhibicije rasta, gdje je lako uoditi ostar
prijelaz iz podrucCja bez rasta stanice, u podrucje gdje je koncentracija ispitivanog spoja toliko
niska da se stanice umnozavaju bez poteSkoéa. Stoga je samo mjerenje zone djelomicne

inhibicije veci problem, uz vece subjektivhe pogreske analiticara.

Iz rezultata prikazanih Slikama 1 — 4 moguce je uoditi linearni porast inhibicijskog ucinka
otopina meda, pri ¢emu viSe koncentracije djeluju i vide inhibitorno na bakteriju E. coli. Vrlo
su male razlike izmedu razli€itih koncentracija meda kestena, $to se moze pripisati i pogresci
tijekom mijerenja, jer je djelomiCnu zonu inhibicije teZe izmjeriti, budu¢i nema ostrog ruba
nakon kojeg stanice pocinju rasti. Ipak, najveci iznos zone djelomi¢ne inhibicije je uoten u
netretiranom medu (26 mm), dok je najnizi (23 mm) primijeéen u medu kestena tretiranom na
80°C/10 minuta. Za razliku od meda kestena, med lipe je u svim uvjetima (termicki
netretiranim te zagrijavanim) djelovao nesto vi$e inhibitorno (zone inhibicije su uvijek veée za
2 do 3 mm), iako niti ovdje nije uo€ena potpuna inhibicija rasta stanica. Inhibitorni ucinak
linearno raste porastom koncentracije meda u pripremljenoj otopini, uz iznimke meda lipe
tretiranom na 80 i 100°C (Slike 3 i 4) gdje se inhibitorni u€inak ove dvije koncentracije gotovo
izjednacuje. Ovo je, vjerojatno, posljedica razgradnje sastojaka koji inhibiraju rast bakterija

djelovanjem temperature od 100°C.

U ostalih bakterijskih vrsta (iako, kada se radi o bakterijama roda Salmonella, radi se o
ispitanim podvrstama), uz iznimku bakterije Yersinia enterocolitica, utvrdena je potpuna
inhibicija rasta, tj. u zoni difuzije meda nije porasla niti jedna stanica oblikuju¢i okom vidljivu
koloniju.
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Inhibicija rasta Salmonella agona je prikazana Slikama 5 — 8. Ujednaceni rezultati zone
inhibicije meda kestena se mogu uoCiti iz priloZzenih rezultata, gdje se moze uociti veca
osjetljivost ove bakterije, u usporedbi s bakterijom E. coli (najée$¢e 28 mm u usporedbi s 23
do 26 mm kod E. coli). Pojedini rezultati odskacu od linearnog odnosa, $to se mozZe uociti iz
Slike 7 gdje se najveca koncentracija meda kestena (60 %) i najniZza koncentracija meda lipe
(20 %) znacajno razlikuju, u usporedbi s ostalim rezultatima. Nije uoCeno znacajnije
smanjenje inhibicije zagrijavanjem meda kestena. S druge strane, med lipe je, u gotovo svim
uvjetima uzrokovao vecu inhibiciju test bakterije, $to se posebno moze uoditi iz rezultata
prikazanih Slikom 5 gdje najveca koncentracija uzrokuje i najve¢u zonu inhibicije rasta (33
mm). Zagrijavanje meda lipe uzrokuje i smanjenje zone inhibicije s 33 na 23 mm pri 80°C.
Ovaj ucinak nije uocen pri viSoj temperaturi (100°C/5 minuta) s$to (29 mm) Sto upucuje na

prisutnost inhibitornih spojeva koji se razgraduju duzim zagrijavanjem (duzim od 5 minuta).

Izostanak ucinka zagrijavanja meda kestena (Slike 9 — 12) na bakteriju S. enteritidis se lako
moze primijetiti iz priloZzenih rezultata, buduéi se oni, neovisno o temperaturi i vremenu
trajanja, razlikuju u 1 mm. Svakako je potrebno napomenuti kako je ispitivanje
antibakterijskog ucinka provedeno u paralelama, sa po 4 agarne rupice, tj. 8 rezultat po
analiziranom uzorku meda, kako bi se izbjegla eksperimentalna pogreska. Linearni ucinak
porasta koncentracije meda se lako moze uo€iti iz prilozenih rezultata, pri ¢emu najvisa
koncentracija uzrokuje i najve¢u zonu inhibicije rasta S. enteritidis. | u ovom slu€aju, med lipe
je uzrokovao i najvecu inhibiciju rasta test bakterije, Sto je posebno uodljivo iz Slika 9 — 11
gdje, pri najve¢im koncentracijama med lipe inhibira za 5 ili viSe milimetara bakteriju S.

enteritidis, u usporedbi s medom kestena.

lako su, u ovom radu, ispitane 3 ,vrste, tj. soja salmonela, §to znaci kako su ove bakterije
evolucijski vrlo bliske, ipak se mogu uoditi razlike u inhibitornom ucinku meda. Rezultati
inhibicije na S. intantis (Slike 13 — 16) sugeriraju kako je med kestena snazniji u uzrokovanju
inhibitornog ucinka, u usporedbi s medom lipe, §to nije slu€aj u niti jednoj analiziranoj
bakterijskoj vrsti. Ovakav rezultat se posebno moze uociti u uzorcima termicki netretiranog
meda (Slika 13) i meda zagrijanog na 60°C (Slika 14), dok se zagrijavanjem na vise
temperature ovakav rezultat mijenja u korist meda lipe (Slike 15 i 16). Najve¢a odstupanja
od linearnog ucinka inhibicije su primije¢ena u medu kestena koncentracije 20 % zagrijanog
na 60°C (Slika 14), te meda lipe zagrijanog na 80°C (Slika 15), dok se u ostalim uzorcima
inhibicija odvija linearno. Zanimljivo je primijetiti kako su zone inhibicije bakterije jednake pri

koncentracijama 45 i 60 % meda kestena zagrijanog na 60°C tijekom 30 minuta (Slika 14).
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Zadnja bakterijska vrsta koja je upotrijebljena u ovom radu je vrsta Yersinia enterocolitica.
Kao i ostale istrazene bakterije, i ova vrsta pripada porodici Enterobacteriaceae, dakle, radi
se o srodnim bakterijama. Medutim, za razliku od svih ostalih bakterija, na Y. enterocolitica
nije uoCen antibakterijski u€inak meda, niti u jednoj ispitanoj koncentraciji, ukljuéujuci i
najvecu — 60 % bez obzira radi li se 0 medu kestena ili lipe. Rezultat upucuje na potencijalan
problem ukoliko ova bakterija dospije, kao kontaminant, u namirnice niskog aktiviteta vode. U
tim uvjetima (ako se radi o pove¢anom osmotskom tlaku, kao kod meda ili otopina Secéera)

stanice mogu preZivjeti i umnoZavati se u velikim brojevima te uzrokovati infekcije potroSaca.

Antibakterijski u€inak meda moze se znacajno razlikovati u razli¢itih bakterijskih vrsta,
C¢ak i medu srodnih bakterija, kao 5to je to u ovom slu€aju s gram negativhim vrstama
(posebno roda Salmonella). Zagrijavanje meda moZe negativno utjecati na neke hranjive
sastojke meda ili vitamine koji su osjetljivi na primjenu viSe temperature. Zagrijavanje

smanjuje zonu inhibicije rasta analiziranih bakterija, ali ne u zna€ajnoj mjeri.

Aktivitet vode je vazan parametar, koji, u velikoj mijeri, utjeCe na rast
mikroorganizama. Istrazene bakterijske vrste su tipi€ni predstavnici gram negativnih bakterija
i, stoga, relativno osjetljivi na povecani aktivitet vode. Aktivitet vode u uzrocima meda
(nativnom i zagrijavanom) prikazan je Slikama 17 — 20. Aktivitet vode u nezagrijanom medu
kestena i lipe (Slika 17) se kontinuirano smanjuje, Sto je logi¢no, uslijed sve vece
koncentracije SeCera. Pocetni aktivitet vod uzoraka 20 % otopina meda je oko 1 i pada oStrije
u medu lipe (do 0,97) u usporedbi s medom kestena (0,98) pri najve¢im koncentracijama od
60 %. Zagrijavanje na 60 °C tijjekom 30 minuta najizrazitije djeluje na med kestena (Slika
18), ali i na med lipe (osim najnize koncentracije od 20 %). Ovo smanjenje aktiviteta vode je
izrazitije u usporedbi s uzrocima zagrijanim na 80 °C tijekom 10 minuta (Slika 19) gdje se
moze uoCiti puno nizi pad ove vrijednosti, u usporedbi sa zagrijavanjem pri 60 °C. Najsnazniji
termicki tretman od 100 °C tijekom 5 minuta smanjuje aktivitet otopina meda kestena 45 i 60
%, dok, istovremeno, povecava aktivitet vode svih (osim najvece koncentracije) koncentracija
meda lipe (Slika 20). Vjerojatno je to posljedica interakcije sastojaka meda i vremena

izlaganja viSoj temperaturi.
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6.Zakljuéci
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Iz rezultata istraZzivanja moZe se zakljuciti sliedece:

1. Med kestena i lipe uzrokuje djelomi¢nu inhibiciju bakterije Escherichia coli. Med lipe djeluje
shaznije inhibitorno, u usporedbi s medom kestena, pri emu zagrijavanje meda ne djeluje

na zone inhibicije rasta.

2. Bakterija Salmonella agona je snaznije inhibirana medom lipe, pri ¢emu zagrijavanje
utjeCe na smanjenje zone inhibicije rasta test bakterije. Obje vrste meda uzrokuju potpunu

inhibiciju rasta oko zone difuzije meda.

3. Na bakteriju Salmonella enteritidis zagrijavanje obje vrste meda nema ucinka na primjenu
potpune zone inhibicije rasta. Med lipe, u svim primijenjenim koncentracijama, djeluje

snaznije inhibitorno, u usporedbi s medom kestena.

4. Med kestena pri (netretiran i zagrijan na 60°C) djeluje snaznije inhibitorno na Salmonella
infantis, u usporedbi s medom lipe, ali se ovaj uCinak gubi zagrijavanjem pri viSim

temperaturama u korist meda lipe. Obje vrste meda uzrokuju potpunu inhibiciju rasta.

5. Na bakteriju vrste Yersinia enterocolitica obje vrste meda, bez obzira na termicki tretman,

nisu uzrokovale inhibiciju rasta.

6. Inhibicija medom ovisi o primijenjenoj koncentraciji meda. Vece koncentracije (45 i 60 %)

uzrokuju vecu inhibiciju istraZenih bakterijskih vrsta.

7. Aktivitet vode otopina meda mijenja se zagrijavanjem. Pri viSoj temperaturi zagrijavanja

dolazi do ve¢eg smanjenja aktiviteta vode.
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