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1. UvOD

Med je prirodni péelinji proizvod $iroko prihvacen kao hrana i lijek od strane svih
generacija, tradicija i civilizacija, kako starih, tako i modernih. Najmanje 2700 godina ljudi
koriste med za lijeCenje raznih bolesti lokalnom primjenom, ali tek su nedavno otkrivena
antisepticka i1 antimikrobna svojstva meda.

Velik broj in vitro 1 klinicki provedenih studija tijekom 19. stolje¢a potvrdio je
antimikrobno (antibakterijsko, antifungalno i antivirusno) djelovanje meda Sirokog spektra Sto
moze biti zbog kiselosti (niski pH), osmotskog ucinka, visoke koncentracije Secera, prisutnost
bakteriostatskih 1 bakteriocidnth komponenti 1 mnogih drugih imunomoduliraju¢ih 1
protuupalnih svojstava meda (Israili, 2014). Iako med posjeduje karakteristi¢na svojstva koja
onemogucuju rast 1 razmnozavanje vecine mikroorganizama, postoje mikroorganizmi koji
mogu prezivjeti u medu 1 time utjecati na stabilnost 1 kvalitetu proizvoda. Tijekom proizvodnje
meda moze do¢i do oneciS¢enja iz dva izvora. Primarno oneciS¢enje povezano je uz probavni
sustav pcele, prasinu, tlo, pelud, nektar i zrak. Mikrofloru koja je povezana uz pcele i njihovu
hranu (Se¢erno-medna pogaca, pelud) Cine pleomorfne bakterije (prisutne u vise oblika — koki,
bacili 1 spirili), plijesni (iz rodova Penicillium, Mucor 1 Aspergillus), bakterije iz porodice
Enterobacteriaceae, sporogene bakterije (ve¢inom Bacillus spp.) 1 kvasci (Gilliam, 1997).
Medutim, antimikrobna aktivnost jako varira i ovisi o cvjetnom izvoru (¢iji kemijski spojevi
mogu povecati ili smanjiti aktivnost) i konacnoj obradi meda. Osim navedenog, godiSnje doba
1 lokalizacija biljaka takoder mogu utjecati na antimikrobnu aktivnost meda (Grabowski,
2015).

Stoga je cilj ovog rada bio ispitati mikrobioloSku kvalitetu razli¢itih uzoraka meda te

odrediti njihovu antimikrobnu aktivnost.



2. TEORIJSKI DIO

21. Med

Med je prirodna slatka tvar koju proizvode pcele medarice iz cvjetnog nektara. Med ima
dugu povijest primjene u ljudskoj prehrani kao zasladivac i zdrava hrana. Jos 5500 godina prije
Krista med se spominje u spisima Egipta, Indije i Kine. Med se od davnina koristi za lijeCenje
inficiranih rana, a i danas su poznate njegove brojne koristi u lije¢enju mnogih ljudskih bolesti
ukljucujuéi alergije, astmu, bronhitis, obi¢nu prehladu, gripu, peludnu groznicu, zacepljenost
nosa, upalu sinusa, upalu grla, kasalj, anemiju te razne posjekotine, opekline, rane 1 sli¢no
(Israili, 2014).

Pc¢ele medarice skupljaju med sisanjem cvjetnog nektara, preraduju ga dodatkom vlastitih
specifi¢nih tvari 1 enzima, taloze, dehidriraju, pohranjuju i ostavljaju u sa¢u da dozrijeva 1
sazrijeva (Rybak-Chmielewska, 2004). Sace grade pcele od voska koji izluCuju, a ¢ija
proizvodnja zahtjeva oko 8-10 puta tezine meda (White, 1978).

Apis mellifera, odnosno pcele medarice ili medonosne pcele, drustveni su insekti koji zive
u visegodi$njim kolonijama koje se sastoje od matice koja polaze jaja, trutova ¢ija je jedina
poznata uloga parenje s maticom, i radilicama koje tijekom Zivota imaju vise razlicitih uloga.
Nektar ili med je izvor ugljikohidrata za odrasle pcele 1 neophodan je za lucenje voska kod
radilica starih 12 - 18 dana kao i za let sakupljatima hrane. Za razliku od toga, mati¢na mlije¢
je primarni sastojak prehrane matice tijekom cijelog njenog zivota (Gilliam, 1997).

Med je najboljeg okusa i boje odmah nakon vrcanja. Medutim, za veliko trziSte takav med
nije prikladan. Veéina proizvodaca veci dio svog meda prodaje preradivac¢ima koji ga
pripremaju i pakiraju za trziste. Dok se ekstrahira, ,,sirovi® med sadrzi strane tvari kao Sto su
pelud, komadi¢i voska, kristali hidrata dekstroze, ali i1 razli¢iti kvasci otporni na visoke
koncentracije Secera zbog Cega je med sklon fermentaciji. S vremenom veéina meda
kristalizira, ali provedu li se odredeni postupci, sprijecit ¢e se pojava kristalizacije. Prerada
meda stoga ukljucuje kontrolirano zagrijavanje s ciljem unistavanja kvasaca i otapanja kristala
dekstroze, u kombinaciji s finim cijedenjem i tlaénim filtriranjem (White, 1978).

Med se uglavnom sastoji od razlicitih Secera, pretezno D-fruktoze i D-glukoze, kao i drugih
spojeva i tvari poput organskih kiselina, enzima 1 ¢vrstih ¢estica koje pcele sakupljaju (Rybak-
Chmielewska, 2004). Sastav, fizikalno-kemijska svojstva i okus meda variraju ovisno o
cvjetnom izvoru koji koriste pcele, kao i o regionalnom 1 klimatskom okruZenju (kao $to su

temperatura, padaline itd.) te uvjetima skladiStenja (Israili, 2014). Boja meda varira od gotovo
2



bezbojnog do tamno smedeg. Moze biti tekuci, viskozan ili ¢vrst, a sorte meda prepoznajemo
po boji, okusu, aromi i nac¢inu kristalizacije (Rybak-Chmielewska, 2004).

U danasnje vrijeme med ima Siroku primjenu u prehrambenim i neprehrambenim
proizvodima. U prehrambene svrhe ve¢ina meda koristi se izravno kao zasladivac ili namaz,
dok je najznaCajnija neizravna upotreba meda u pekarstvu, proizvodima od zitarica i
slastiCarstvu. U neprehrambene svrhe med se koristi u raznim kozmeti¢kim i farmaceutskim

proizvodima kao Sto su Samponi, kreme, balzami i masti bez vode (White 1978).

2.1.1. Podjela meda

Prema podrijetlu med se moze podijeliti na cvjetni ili nektarni med (med dobiven od
nektara biljaka) te na medljikovac ili medun, dobiven od izlu¢evina kukaca (Hemiptera) koji

zive na dijelovima biljaka ili od sekreta zivih dijelova biljaka (Pravilnik o medu, 2015).
Prema nacinu proizvodnje 1/ili prezentiranja med se dijeli na:

e med u sacu: 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 sa¢em ili med s dijelovima saca
e cijedeni med: med koji se dobiva ocjedivanjem otklopljenog saca bez legla;

e vrcani med: med dobiven vrcanjem (centrifugiranjem) otklopljenog saca 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 zna¢ajnog uklanjanja peludi

(Pravilnik o medu, 2015).

Neke od najrasprostranjenijih 1 najznacajnijih vrsti meda u Republici Hrvatskoj

dobivaju se od niZe navedenih biljaka:

Bagrem (Robinia pseudoacacia L.) — bagremov med je vrlo svijetao, staklasto proziran,

gotovo bezbojan, slabog mirisa, vrlo blag 1 ugodan. Zreo bagremov med je gust, a na niskoj
3



temperaturi je i ljepljiv. Sadrzi viSe vo¢nog nego grozdanog Secera pa se dugo drzi u tekuéem
stanju bez da se kristalizira. Cesto se u bagremov med dodaju primjese drugih vrsta, najéesée
voénih. Sume bagrema u Republici Hrvatskoj su najrasprostranjenije u podru¢jima Baranje,
Podravine te Moslavacke gore, a bagrem cvate u razdoblju od sredine svibnja do pocetka lipnja
(Simié, 1980).

Kadulja (Salvia officinalis L.) — boja kaduljinog meda je od svijetlo-zute do blago
zelenkaste, ali moze prili€no varirati zbog prisutnosti peluda iz vinove loze, koja istodobno
cvijeta krajem travnja i pocetkom svibnja. Okus je fin 1 gorkast, a miris izrazit po cvijetu biljke.
Ostaje dugo u tekucem stanju, a kristalizira nakon tri-Cetiri mjeseca u srednje krupne kristale.
PomaZe u lijecenju bolesti diSnih organa zbog ¢ega je vrlo cijenjeni proizvod. Kadulja je u
Republici Hrvatskoj rasprostranjena na podruéju Istre te primorsko podruéje Dalmacije (Simié,

1980).

Kesten (Castanea sativa Mill.) — med od kestena je tamnoZute boje, vrlo jakog 1 oStrog
mirisa po samoj biljci, slatkog trpko-gorkog okusa. Otprilike mjesec dana ostane teku¢, a nakon
toga kristalizira u srednje krupne kristale. Kesten cvijeta od sredine do kraja lipnja, a Sume
kestena su najrasprostranjenije u podru¢jima Petrinje, Hrvatske Kostajnice, Dvora na Uni, na

podrugju Istre te u okolici Zagreba (Simi¢, 1980).

Kupina (Rubus fruticosus L.) — s obzirom da u isto vrijeme cvjetaju i livade, rijetko kad
se dobije Cista vrsta meda od kupine, ali u tom slucaju karakterizira ga vrlo ugodan miris i okus,

svijetloZute boje i bistar (Simi¢, 1980).

Lavanda (Lavandula officinalis L.) — med od lavande je svijetloZzute boje, proziran je i
bistar. Vrlo je oStrog okusa i mirisa po biljci zbog Cega ga potrosaci ne prihvacaju dobro.
Lavanda cvijeta od pocetka lipnja do kraja srpnja, a u Republici Hrvatskoj je najviSe

rasprostranjena na otoku Hvaru (Simi¢, 1980).

Lipa (7ilia L.) — lipin med je svijetlozute do blago zelenkaste boje. Slatkog je okusa uz
malu dozu gor¢ine i ugodnog blagog mirisa po lipinom cvijetu. Nakon dva do tri mjeseca
pocinje kristalizirati u srednje ¢vrste kristale te je u krutom stanju Zute boje uz blagu sivkastu
nijansu. Ovisno o vrsti, cvatnja zapocinje krajem lipnja ili kasnije. U Republici Hrvatskoj je

najrasprostranjenija na podruéju Bilogore (Simi¢, 1980).

Livada — livadnim medom zovemo sav onaj koji pcele sakupe s razli¢itog cvijeca, poput
raznih vrsta djetelina, dunjice, smiljke, graholike i mnogih drugih biljaka, a osim toga moze

4



sadrzavati u manjim ili ve¢im koli¢inama medljiku, lipu i ostale biljke koje cvjetaju u isto
vrijeme. Boja livadnog meda varira od svijetle do tamnoZzute, a s obzirom od kojih biljaka je
sakupljen, kristalizira brze ili sporije. Zbog raznovrsnosti biljnih vrsta koje sadrzi, u sebi nosi

sve osobine dobrog i vrijednog meda. Na trzistu se prodaje kao cvjetni med (Simié¢, 1980).

Medljikovac ili medun — med od medljike Cesto se jo§ naziva i Sumskim (crnim)
medom. Razlikujemo nekoliko vrsta meda od medljike, od kojih su za Republiku Hrvatsku
najcesce hrastova 1 jelova medljika. Od hrastove medljike razlikujemo dvije vrste meda, jedna
koja nastaje u svibnju, a druga u lipnju. Od medljike koja nastaje u svibnju med je tamno
crvenkaste boje, bez mirisa, ali uzrokuje osjecaj peckanja u grlu pa ga zato mnogi potroSaci ne
preferiraju. Med s hrastove medljike koja nastaje u lipnju takoder je tamno crvenkaste boje, ali
nesto rjede teksture i1 blazeg okusa te duze ostaje u teku¢em stanju. Med od jelove medljike
ima tamno zelenkastu nijansu i karakteristi¢an miris po smoli od crnogorice. U usporedbi s

cvjetnim medom, medljikovac sadrZi vise mineralnih tvari (Simi¢, 1980).

Suncokret (Helianthus annuus L.) — suncokretov med je vrlo karakteristican po svojoj
jantarno-zutoj boji, slabog je mirisa po biljci te slatko-trpkog okusa. Gotovo odmah nakon
vrcanja kristalizira u ¢vrste kristale, a duzim stajanjem u kristaliziranom stanju je tvrdi od
vecine drugog meda, zbog Cega nailazi na teSkoce u prodaji. Suncokret cvijeta pocetkom
srpnja, a u Republici Hrvatskoj je najrasprostranjeniji na podru¢ju Slavonije (Vah¢i¢ i

Matkovi¢, 2009).

2.1.2. Fizikalno-kemijska svojstva meda

Svjezi med je gusta, viskozna tekuéina te u odredenoj mjeri ovisi o biljnom porijeklu.
Razlike u viskoznosti ovisne o vrsti meda smanjuju se s porastom temperature. Viskoznost ne
ovisi samo o koncentraciji Se€era (sadrZaju vode) i temperaturi, ve¢ 1 o sadrzaju dekstrina,
trisaharida 1 proteina. Trajnost tekuce faze u medu ovisi 0 mnogim vanjskim i unutarnjim
¢imbenicima poput sadrzaja vode, omjera D-fruktoze i D-glukoze te omjera D-fruktoze i
nesSecernih spojeva te sadrZaja dekstrina. Visoki udjeli ukupnog Secera i D-glukoze te nizak
udio sadrZaja dekstrina pridonose kristalizaciji. Temperatura skladiStenja ne utje€e samo na
tekucu fazu, ve¢ 1 na tijek kristalizacije. Primjerice, u medu uljane repice kristali su ve¢
formirani 1 kristalizacija se odvija velikom brzinom, skrucuje se pri nizim temperaturama u

¢vrstu, sitno-kristalnu krutinu, dok se pri viSim temperaturama (14 do 18 °C) pretvara u masu



konzistencije nalik svinjskoj masti. Med s manje kristalnih jezgri kristalizira sporije, stvaraju
se veéi kristali koji imaju tendenciju pada na dno spremnika (heljdin i medljikov med)
rezultirajuéi slojevitom strukturom.

Sastav Secera u medu ovisi o sadrzaju saharida u nektaru ili medljici (medna rosa).
Kvantitativni sastav Secera i analiza peluda prikladni su indikatori porijekla meda. Sadrzaj
saharoze u medu nasumic¢no premasuje 1 % ukupnog sadrzaja saharida dok je udio maltoze
Cesto tri puta veci od udjela saharoze. Rafinoza i melocitoza potjecu iz nektara ili medljike,
dok D-glukoza 1 D-fruktoza potjecu iz nektara ili medljike te enzimatske hidrolize saharoze i
ostalih Secera koji se nalaze u medu. Ostali disaharidi 1 trisaharidi nastaju enzimskim
reakcijama u medu. Med takoder sadrzi 1 odredenu koli¢inu dekstrina (3 do 10 %).

U 100 g cvjetnog meda se u prosjeku nalazi 175 mg slobodnih aminokiselina (od 27 do 875
mg). U razli¢itim sortama medljikovog meda prosje¢ni udio slobodnih aminokiselina iznosi
178 mg (od 54 do 269 mg). Najveci udio (izmedu 49 1 59 %) slobodnih aminokiselina ¢ini
prolin u cvjetnom 1 medljikovom medu.

Med sadrzi 1 odreden broj specificnih enzima poput invertaze, o- 1 B-amilaze, glukoza-
oksidaze, maltaze, katalaze 1 fosfataze. Invertaze i maltaze nastaju u pcelinjem organizmu kao
enzimi zdrijelne Zlijezde 1 enzimi srednjeg crijeva. Aktivnost o- i B-amilaze smanjuje se
tijekom skladiStenja meda 1 zagrijavanja Sto prati dekristalizaciju, a tijekom jednogodiSnjeg
skladiStenja meda pri 20 °C, aktivnosti a-amilaze i invertaze se smanjuju za 30-50 %, odnosno
za 10 %. Samim time, mijenja se i sastav Secera te se povecava kiselost meda.

Organske kiseline bitno doprinose karakteristicnim okusima meda. One obogacuju i
doprinose raznolikosti u okusima sorti meda. Dvije glavne kiseline u medu su limunska i
glukonska, a osim njih med sadrzi i maslacnu, octenu, mravlju, mlije¢nu, jantarnu, folnu i
jabu¢nu. Glukonska kiselina je produkt reakcije specificne kataliticke oksidacije D-
glukopiranoze i glukoza-oksidaze, flavoproteinskog enzima meda. Glukolakton, koji nastaje iz
oksidacijom, odmah hidrolizira u glukonsku kiselinu, a u ovoj reakciji nastaje vodikov peroksid
koji doprinosi snaznim antibakterijskim svojstvima meda.

Utvrdeno je da je kalij glavni element u medu, a slijede ga magnezij, natrij, kalcij, fosfor,
zeljezo, mangan, kobalt, bakar i drugi. Mineralne soli, organske kiseline i aminokiseline u
medu disociraju ¢ineci ga elektrolitom. S druge strane, med je siromasan vitaminima pa tako
samo neke sorte poput meda od vrijeska 1 medljikovca sadrze tragove vitamina A, B2, B6 i C.

Oko 80 aromatskih tvari je pronadeno u medu, ukljucujuéi karboksilne kiseline, aldehide,

ketone, alkohole, ugljikohidrate i fenole, a oni utje€u na organolepticke karakteristike meda
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(Rybak-Chmielewska, 2004) dok boje meda potjecu od karotenoida, flavona i antocijanina.

2.1.3. Patvorenje meda

Patvorenje prehrambenih proizvoda je svako namjerno mijenjanje svojstava i sastava
namirnice protiv zakonskih odredbi, zbog ¢ega namirnica izgleda vrjednije nego Sto jest, ali je
njezina prehrambena vrijednost smanjena, neprikladna ili ¢ak opasna za zdravlje ¢ime se moze
nanijeti Steta potroSacima (Hrvatska enciklopedija, 2021). Uz maslinovo ulje, mlijeko, Safran,
sok od narance, sok od jabuke 1 kavu, med se ubraja medu najces¢e patvorene namirnice (Jaafar
1 sur., 2020).

Sve vece zagadenje okoliSa 1 Sirenje bolesti doveli su do smanjenja globalne populacije
medonosnih pcela. Uslijed sve vece potraznje med postaje slabo dostupna roba, a samim time
je 1 patvorenje u porastu (Zabrodskd i Vorlova, 2014). Prirodni pcelinji med ima visoke
nutritivne vrijednosti i jedinstvene karakteristike okusa, zbog Cega je njegova cijena puno veca
od cijene bilo kojeg drugog zasladivaca te je radi ekonomske dobiti ¢esto meta patvorenja
(Morales 1 sur., 2008).

Med se lako moze patvoriti dodatkom vode, saharoze, invertnog i Secernog sirupa. Problem
autenticnosti meda moze naSkoditi potroSa¢ima, naruSava prednosti proizvodaca i1 remeti
trziSte. Krivotvoritelji jednostavno patvore med dodaju¢i mi jeftine zasladivace poput Secera
ili sirupa, kako bi oponasali prirodni okus i posljedicno promijenili prirodni profil
ugljikohidrata (Liu i sur., 2019). Patvorenje meda dodavanjem razli¢itih Se¢ernih sirupa je ¢esto
popraceno procesom zagrijavanja zbog postizanja boljeg otapanja i homogenosti, $to rezultira
nastajanjem hidroksimetilfurfurala (HMF) u medu, Cije su poviSene vrijednosti izravan
pokazatelj patvorenja (Morales i sur., 2008).

Patvorenje meda moze biti izravno i neizravno. Izravno patvorenje je dodavanje stranih
tvari direktno u med, a neizravno patvorenje meda postize se hranjenjem pcela industrijskim
Se€erima te je takvo patvorenje iznimno tesko otkriti. Tradicionalne analize kemijskog sastava
1 fizi€kih svojstava meda obi¢no se koriste za otkrivanje izravne patvorine, a osim toga
patvorenje meda takoder se moZe otkriti koriStenjem nekoliko modernih metoda kao §to je
mjerenje stabilnih omjera ugljika i izotopa, NMR (nuklearna magnetska rezonancija) ili
diferencijalna kalorimetrija. Zanimljivo je da iskusni kuSaci meda mogu prepoznati patvorenje

s dodanom primjesom od samo 20 % invertirane pcelinje saharoze (Zabrodska i Vorlova, 2014).



2.2.  Mikrobioloski kriteriji meda

Prema Vodi€u za mikrobioloske kriterije za hranu (2009) potrebno je provesti
mikrobiolosku analizu uzoraka meda i1 odrediti prisutnost aerobnih mezofilnih bakterija,
bakterija obitelji Enterobacteriaceae, sulfitereduciraju¢ih klostridija, kvasaca 1 plijesni.
Vrijednosti koje se smatraju zakonski zadovoljavaju¢im za navedene mikroorganizme u medu,

ali i drugim pcelinjim proizvodima na bazi meda prikazane su u Tablici 1.

Tablica 1. Mikrobioloski kriteriji za med 1 druge pcelinje proizvode 1 proizvode na bazi meda

(med s dodacima 1 sli¢ni proizvodi) (Vodi€ za mikrobioloske kriterije za hranu, 2009)

Hrana Preporuceni Plan uzorkovanja Kriteriji
parametri n c

/ Med Aerobne mezofilne 5 2 m=10%cfu/g
bakterije M=10%cfu/g
Enterobacteriaceae 5 1 m=10cfu/g
M=10%cfu/g
Sulfitereducirajuce 5 0 M=10cfu/g

klostridije
Kvasci i plijesni 5 1 m=10cfu/g
\ M=10%cfu/g
Drugi pcelinji proizvodi Aerobne mezofilne 5 2 m=10%fu/g
i proizvodi na bazi meda bakterije M=10°cfu/g
(med s dodacima i sli¢ni Enterobacteriaceae 5 1 m=10cfu/g
proizvodi) M=103cfu/g
Sulfitereducirajuée 5 1 m=10cfu/g
klostridije M=10%cfu/g
Kvasci 5 1 m=10%cfu/g
M=103cfu/g
Plijesni 5 1 m=10%cfu/g
M=10%fu/g




Obzirom da med sadrzi razli¢ite mikroorganizme koji mogu utjecati na kvalitetu i
sigurnost, vazno je poznavati mikrobioloSki sastav meda 1 njegove karakteristike.
Mikroorganizmi prisutni u medu koji predstavljaju opasnost su plijesni, kvasci i sporegene
bakterije.

Plijesni i kvasci su odgovorni za fermentaciju meda 1 to kada je udio vode u medu visi od
21 %. Plijesni koje se obi¢no nalaze u medu su iz rodova Mucor i1 Penicillium. Nadalje,
prisutnost plijesni Bettsya alvei, Acosphaera apis i Ascosphaera major moze biti pokazatelj
loSeg rukovanja pcelinjim leglom. S druge strane, medu kvascima prevladavaju rodovi
Saccharomyces, Schizosaccharomyces 1 Torula. Mikroorganizam koji moZe biti prisutan u
medu je 1 bakterija Clostridium botulinum koja luCenjem neurotoksina botulina moze
uzorkovati botulizam, bolest posebno opasnu za dojencad (Kacaniova i sur., 2009). Spore
bakterije C. botulinum mogu prezivjeti u medu, ali ne mogu proizvoditi toksine.
Zbog opasnosti pojave botulizma, djeci mladoj od godine dana, med se ne smije davati

(Rozanska 1 Osek, 2012).

2.3.  Antimikrobna svojstva meda

Postoje intrinzi¢na svojstva hrane koja utjecu na rast mikroba. To ukljucuje pH, sadrzaj
vlage, oksidacijsko-redukcijski potencijal, sadrzaj hranjivih tvari i antimikrobne sastojke. Kao
Sto je gore spomenuto, med ima niz inherentnih svojstava koja ga Cine bakteriostatskim ili
baktericidnim proizvodom. Ekstrinzi¢ni ¢imbenici koji imaju najveéi utjecaj na odredivanje
prisutnosti organizama koji se prenose hranom ukljucuju temperaturu skladistenja, relativnu
vlaznost okolisa te prisutnost i koncentraciju plinova u okoliSu. Zbog prirodnih svojstava meda
1 mjera kontrole u medarstvu, med je proizvod s minimalnim vrstama i razinama mikroba
(Snowdon. , 1996).

Postoji veliki broj posrednih i neposrednih ¢imbenika koji utjeu na mikrobioloSku
raznolikost. Izlozenost meda mikrobima prije vrcanja se kontrolira gotovo rijetko. Kvaliteta
zraka, praSine, zemlje i cvijeca ili materijala koje p&ele nose utjece na kvalitetu meda ali nije
prakti¢na za provjeru. Postupci koji odrzavaju péele zdravima kao i uvjeti u samoj koSnici
takoder ¢e utjecati na vrstu i broj mikroba kojima je med izloZen. Primjerice, pljesnivo sace
moglo bi biti izvor spora plijesni u medu (Snowdon, 1996).

Med sadrzi kompleks ugljikohidrata, organskih kiselina, proteina, minerala, vitamina i
lipida koji mogu potjecati iz cvjetnog izvora koje pcele koriste (Donkersley i sur., 2017). U
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medu se nalazi nekoliko skupina kemijskih spojeva, minerala, makro- i mikroelemenata poput
kalija, magnezija, kalcija, natrija, mangana, bakra, barija i srebra (Da Silva i sur., 2016). Medni
Secer (osobito glukoza i fruktoza) izvrstan je izvor energije i ima antimikrobno djelovanje.
Antimikrobna svojstva meda mogu biti posljedica visoke osmolalnosti, kiselosti, vodikovog
peroksida (H202) i neperoksidnih komponenti poput metilglioksala (Manda i Mandal, 2011).
Glukoza oksidaza iz hipofaringealnih Zlijezdi pcela radilica i od bakterija roda Gluconobacter
je odgovorna za glukonsku kiselinu, glavnu kiselinu u medu, te za oslobadanje i nakupljanje

vodikovog peroksida (Gilliam, 1997).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali
3.1.1. Uzorci meda

Za izradu ovog rada koriStena su 3 razli¢ite vrste meda: lipa (L), medljikovac (M) (Sumski
crni med) 1 suncokret (S) iz vlastite domace proizvodnje s obiteljskog gospodarstva iz podrucja
Slavonske regije; cvjetni med (C) iz vlastite domace proizvodnje s obiteljskog gospodarstva iz
podru¢ja Medimurske regije te med od kestena (K) kupljen na lokalnoj trznici (Zagreb), svi iz
sezone 2022.

Svi uzorci meda dostavljeni su u Laboratorij za opéu mikrobiologiju 1 mikrobiologiju

namirnica Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu u staklenoj ambalazi

od 100 g.

3.1.2. Mikroorganizmi

Standardni sojevi patogenih mikroorganizama dio su Zbirke Laboratorija za opcu
mikrobiologiju 1 mikrobiologiju namirnica, Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta,
SveuciliSta u Zagrebu 1 koriSteni su za odredivanje antimikrobne aktivnosti 1 minimalne

inhibitorne koncentracije razli¢itih vrsta meda.
Za odredivanje antimikrobne aktivnosti medova, odabrane su 2 bakterije i 2 kvasca:
e Escherichia coli (ATCC 25922)
e Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
e Candida albicans (ATCC 10231)

e Saccharomyces cerevisiae 5
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3.1.3. Hranjive podloge

za odredivanje broja mikroorganizama

Za odredivanje broja aecrobnih mezofilnih bakterija u uzorcima meda koristen je hranjivi

agar (Biolife, Italija) sastava:
mesni ekstrakt
NaCl
K3POy4
pepton
agar
dH,Odo 1 L
pH vrijednost podloge je 7,3,

3¢/l
5¢/lL
0,3 g/L
15 g/L
18 g/L

a sterilizacija je provedena pri 121 °C tijekom 15 minuta.

Za odredivanje broja bakterija iz obitelji Enterobacteriaceae u uzorcima meda, koriSten

je ljubiGasto crveni zuéni agar (LJCZA) (Biolife, Italija) sastava:

kristal violet
neutralna crvena
pepton
NaCl
kvascev ekstrakt
dekstroza
Zucne soli
agar
dH,Odo 1 L
pH vrijednost podloge je 7,4,

0,002 g/L
0,03 g/L
7 g/L
S5¢/lL
3g/L

10 g/L
1,5 g/L
13 g/L

a sterilizacija je provedena pri 121 °C tijekom 15 minuta.

Za odredivanje broja sulfitereduciraju¢ih klostridija u uzorcima meda, koriSten je sulfitni

agar (Biolife, Italija) sastava:
mesni pepton jetre
glukoza
natrijev sulfit
Fe-amonijev citrat
Skrob

agar

30,0 g/L
1,0 g/L
0,5 g/L
0,5 g/L
1,0 g/L
8,5¢g/L
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dH,Odo 1L

pH vrijednost podloge je 7,4, a sterilizacija je provedena pri 121 °C tijekom 15 minuta.

Za odredivanje broja plijesni i kvasaca u uzorcima meda, koristen je sladni agar (Biolife,

Italija) sastava:

maltoza 12,5 g/L
dekstrin 2,5 g/L
glicerol 1,0 g/L
peptokompleks 2,6 g/L
agar 17 g/L
dHOdo I L

pH vrijednost podloge iznosi 4,6, a sterilizacija je provedena pri 121 °C tijekom 15 minuta.

3.1.4. Pribori

aparatura

Prilikom eksperimentalnog rada u laboratoriju koristeni su sljedeci pribor 1 aparatura:

Mikrobioloske epruvete (16 x 160 mm)
Laboratorijske ¢ase

Petrijeve zdjelice (¢ 10 cm)

Mikrotitarske plocice (96 jazica)

Pinceta

Zlica

Stapi¢i po Drigalskom

Eppendorf tubice (2 mL)

Stapié¢ za busenje rupa u agaru

Automatske pipete (10-1000 pL) (Eppendorf, Njemacka)
Tehnicka vaga (Sartorius, Njemacka)
Vibracijska mjesalica V-1 plus (Biosan, Latvija)
Vodena kupelj (Inkolab, Hrvatska)

Cita¢ mikrotitarskih plo¢ica (Tecan, Svicarska)

Autoklav (Sutjeska, Srbija)
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3.2. Metode

3.2.1. Odredivanje mikrobioloske kvalitete meda

Kako bi se utvrdilo zadovoljavaju li ispitivani uzorci meda zadane kriterije postavljene
Pravilnikom, potrebno je odrediti broj zivih aerobnih mezofilnih bakterija, bakterija roda
Enterobacteriaceae, sulfitereducirajucih klostridija te plijesni i kvasaca.

1 gram svake vrste meda dodan je u 9 mL sterilne vode ¢ime je dobiveno prvo od ukupna
4 razrijedenja. Zadnja tri (10, 103, 10) nacijepljena su na odgovarajuée hranjive podloge
kako bi se neizravnom metodom odredio broj zivih stanica bakterija, kvasca odnosno plijesni.
Tako nacijepljene podloge su inkubirane tijekom 24 sata na odgovaraju¢im temperaturama: za
odredivanje broja zivih bakterija, uzorci su inkubirani na 37 °C odnosno na 28 °C za
odredivanje broja Zivih stanica kvasca. Kako bi se odredio broj kolonija plijesni, odnosno
njihov rast, nacijepljene Petrijeve zdjelice inkubirane su na 25 °C tijekom 5 dana. Kolonije
porasle na ¢vrstoj podlozi predstavljaju broj zivih stanica, koji se racuna prema jednadzbi (1) 1
izrazava kao CFU/mL.

broj kolonija

CFU =

X reciprocna vrijednost decimalnog razrjedenja 1
upotrijebljen volumen uzorka (mL) p ) & ) ) [ ]

Za odredivanje sulfito-reduciraju¢ih klostridija potrebni su anaerobni uvjeti koji se
postizu uzgojem u dubokom sloju ¢vrste podloge. 1 mL prvog decimalnog razrjedenja svakog
uzorka meda otpipetiran je u sterilnu epruvetu, a svaka epruveta je potom tretirana u vodenoj
kupelji na 80 °C/10 minuta kako bi se unistile vegetativne stanice. Nakon tretmana u vodenoj
kupelji, uzorci su preliveni s otopljenim sulfitnim agarom, homogenizirani, ohladeni pod
mlazom hladne vode te stavljeni na inkubaciju na 37 °C tijekom 24 sata. Pojava crno obojenih

kolonija u epruvetama s dubokim agarom znak je prisutnosti ove vrste sporogenih bakterija.

3.2.2. Odredivanje antimikrobne aktivnosti meda metodom rupa u agaru

Kako bi se odredila antimikrobna svojstva uzoraka meda, ispitao se njihov inhibicijski
utjecan na gram-negativnu (E. coli) 1 gram-pozitivnu (S. aureus) bakteriju te na kulture kvasaca
S. cerevisiae 1 C. albicans. Antimikrobna svojstva ispitana su metodom buSenja jaZica u
¢vrstom agaru.

Na hranjive podloge nacijepljeno je po 0,1 mL navedenih bakterijskih (hranjivi agar) i
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kvascevih suspenzija (sladni agar) koje su ravnomjerno razmazane po cijeloj povrSini Stapi¢em
po Drigalskom. Zatim su su pomocu busaca za rupe u agaru izbusene po Cetiri rupe za Cetiri
razli¢ite koncentracije vodenih otopina meda. Vodene otopine meda pripremljene su u
koncentracijama od 10, 30, 50 % na nacin da je odvagano 0,1, 0,3 odnosno 0,5 grama uzorka
meda u 1 mL sterilne vode te se dobro homogenizira vibro mikserom. 60 puL pripremljenih
otopina preneseno je u odgovarajuce oznacene izbuSene rupe u agaru. Petrijeve zdjelice su
inkubirane tijekom 24 sata na 37 °C i1 28 °C za bakterijske, odnosno kvasceve kulture. Osim
vodenih otopina meda, za odredivanje antimikrobne aktivnosti, koriSteni su i1 100 %-tni uzorci
(¢isti med). Veli¢ina inhibicijskih (prozirnih) zona proporcionalna je osjetljivosti
mikroorganizama prema ispitivanom uzorku, §to znaci da je mikroorganizam osjetljiviji Sto je
veca zona inhibicije. Svi pokusi su napravljeni u duplikatu, a zone inhibcije su izmjerene

pomocu ravnala, mjerenjem promjera nastale zone.

RUPA S UZORKOM
ZONA INHIBICIJE

BAKTERIJSKA ILI KULTURA KVASCA

Slika 1. Shematski prikaz metode rupa u agaru (prema Hossain i sur., 2022).
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3.2.3. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije meda

Za odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) medova, koriStena je metoda
mikro-razrjedenja budu¢i da njena primjena omogucuje ispitivanje velikog raspona
koncentracija odredenog sredstva prema odabranim mikroorganizmima na agaru ili u bujonu.
Odredena vrijednost MIK definirana je kao najniza koncentracija ispitivanog antimikrobnog
sredstva koja inhibira rast testiranog mikroorganizama te se najceSce izrazava u ug/mL ili
mg/L.

S obzirom na dobivene rezultate antimikrobnog djelovanja ispitivanih medova,
odredivanje MIK suncokretovog meda i medljikovca provelo se za 5%, 2,5%, 1,25% 10,625
%-tne otopine, dok se MIK otopina cvjetnog meda te kestenovog i lipinog meda provelo za
90%, 80%, 70% 1 60 %-tne otopine. Takoder, buduc¢i da svi testirani uzorci medova nisu
pokazali antimikrobnu aktivnost prema obje ispitane kulture kvasca (C. albicans 1 S.
cerevisiae), MIK nije odredena za njihov rast.

Otopine suncokretovog meda i medljikovca pripremljene su jednostrukim serijskim
razrjedenjima (ImL:1mL) kako bi se postigle Zeljene koncentracije otopina medova. Nakon
pripreme svih otopina, po 200 pL otopine svakog uzorka meda je ispuSteno u jazice
mikrotitarske plocice, nakon Cega je dodano 60 uL prekonocnih bakterijskih kultura (E. coli 1
S. aureus). Kontrolni uzorak je bio hranjivi bujon u koji je dodana pojedina bakterijska kultura.

Otopine cvjetnog meda te medova od kestena 1 lipe pripremljene su odvagom po 0,9, 0,8,
0,710,6 guzoraka u 1 mL hranjivog bujona. Nakon homogeniziranja uzoraka, na isti na¢in kao
1 za uzorke suncokretovog meda i medljikovca su nacijepljene bakterijske kulture za
odredivanje MIK.

Svi pokusi su napravljeni u duplikatu, a pomocu ¢itac¢a mikrotitarskih plo¢ica u nultom
satu te nakon 24 sata uzgoja na 37 °C, ocitane su prividne apsorbancije pri OD 620 nm, kako

bi se odredile MIK ispitivanih otopina meda.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. REZULTATI

U ovom radu odredivala se mikrobioloska ispravnost 5 vrsta medova (lipin med, Sumski

crni med (medljikovac), suncokretov med, cvjetni med te kestenov med) s razli¢itih podrucja

Republike Hrvatske iz sezone 2022. S obzirom na iznimna korisna svojstva meda kao

prehrambene namirnice, ispitana je antimikrobna aktivnost, a odredena je 1 minimalna

inhibitorna koncentracija (MIK) svih 5 uzoraka meda.

4.1.1. Rezultati odredivanja mikrobioloske kvalitete meda

Rezultati odredivanja mikrobioloSke ispravnosti 5 razli¢itih vrsta meda prikazani su u

tablici 2 te na slikama 2 1 3.

Tablica 2. Rezultati mikrobioloSke analize 5 razli¢itith medova (kestenov med — K, lipin med

— L, cvjetni med — C, medljikovac — M, suncokretov med — S)

Broj zivih stanica (cfu/g)

Preporuceni Kestenov | Lipin Cvijetni | Medljikovac | Suncokretov
parametri med med med med
Aerobne mezofilne / 1,1¥10° / 0,1¥10° 0,1¥10°
bakterije
Enterobacteriaceae / / / / /
Med | Sulfitereducirajuce / / / / /
klostridije
Kvasci i plijesni / 0,7%10° / / /
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Slika 2. Porasle kolonije kvasca na sladnom agaru u uzorku lipinog meda (vlastita
fotografija)

4.1.2. Rezultati odredivanja antimikrobnog djelovanja meda

Rezultati odredivanja antimikrobnog djelovanja 5 razli¢itih vrsta meda prikazani su u

tablici 3 te na slikama 4 1 5.

18



Tablica 3. Promjeri zona inhibicije rasta patogenih mikroorganizama, primjenom razli¢itih

uzoraka meda u izabranom rasponu koncentracija

KONCENTRACIJA PROMIJER ZONE INHIBICIJE
UZORAK
OTOPINE Staphylococcus aureus Escherichia coli
100 % 34,7 mm 31,3 mm
Kestenov 50 % / /
med 30 % / /
10 % / /
100 % 34 mm 30,3 mm
50 % / /
Lipin med
30 % / /
10 % / /
100 % 31 mm 30 mm
50 % / /
Cvjetni med
30 % / /
10 % / /
100 % 30 mm 31 mm
50 % 20 mm 10 mm
Medljikovac
30 % 18 mm /
10 % 12,7 mm /
100 % 31,3 mm 31 mm
Suncokretov 50 % 30,3 mm /
med 30 % 24 mm /
10 % 20,3 mm /
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Slika 3. Inhibicija rasta bakterije S. aureus primjenom razli¢itih koncentracija (10, 30, 501 100
%) uzoraka meda: 1 — kestenov med, 2 — cvjetni med, 3 — lipin med, 4 — suncokretov med, 5 -

medljikovac (vlastita fotografija)
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Slika 4. Inhibicija rasta bakterije E. coli primjenom razli¢itih koncentracija (10, 30, 50 i 100
%) uzoraka meda: 1 — kestenov med, 2 — cvjetni med, 3 — lipin med, 4 — suncokretov med, 5 -

medljikovac (vlastita fotografija)
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4.1.3. Rezultati odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije meda

Rezultati odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije 5 razli¢itih vrsta medova

prikazni su na slikama 5-9.

Kestenov med

0.35
0.3

~0.25

= 0.2

N

© 0.15

O 01
0.05

vodena otopina meda (%)

mmed kestena + S. aureus Oh Emed kestena + S. aureus 24h

mmed kestena + E. coli Oh @ med kestena + E. coli 24h

Slika 5. Minimalna inhibitorna koncentracija kestenovog meda prema bakterijama S. aureus 1

E. coli

Lipin med

OD 620 (nm)
o
&

vodena otopina meda (%)

@ lipin med + S. aureus Oh Glipin med + S. aureus 24h
® lipin med + E. coli Oh Ellipin med + E. coli 24h

Slika 6. Minimalna inhibitorna koncentracija lipinog meda prema bakterijama S. aureus i E.

coli
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Cvjetni med

0.4
0.35
0.3

£ 025

Q 02

7
: 7l 7 17 I
g 015 / / / /
0.1 A 7 A 7

vodena otopina meda (%)

MR

mcvjetni med + S. aureus Oh @cvjetni med + S. aureus 24h

mcvjetnimed + E. coli Oh  Ecvjetni med + E. coli 24h

Slika 7. Minimalna inhibitorna koncentracija cvjetnog meda prema bakterijama S. aureus 1 E.

coli

Medljikovac

0.7
0.6
~ 05
— 04
© 0.3
O 02
0.1

1.25
vodena otopina meda (%)

@ medljikovac + S. aureus Oh Bmedljikovac + S. aureus 24h

mmedljikovac + E. coli Oh  Bmedljikovac + E. coli 24h

Slika 8. Minimalna inhibitorna koncentracija medljikovca prema bakterijama S. aureus i E.

coli

23



Suncokretov med

1.25
vodena otopina meda (%)

msuncokretov med + S. aureus Oh @suncokretov med + S. aureus 24h

msuncokretov med + E. coli Oh #suncokretov med + E. coli 24h

Slika 9. Minimalna inhibitorna koncentracija suncokretovog meda prema bakterijama S.

aureus 1 E. coli
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4.2. RASPRAVA

Med je jedinstven u usporedbi s drugim prirodnim proizvodima s obzirom na fizikalno-

kemijska svojstva i dobrobiti za zdravlje.

Dobiveni rezultati ispitivanja mikrobioloske ispravnosti meda u skladu su s kriterijima
odredenima Pravilnikom. Obzirom da su svi uzorci meda iz vlastite domace proizvodnje i
provjerene kvalitete uz dugogodi$nje koristenje, bilo je 1 za ocekivati da ¢e zadovoljavati
kriterije definirane zakonom. Takoder, bakterije iz obitelji Enterobacteriaceae nisu detektirane
ni u jednom uzorku meda, dok su aerobne mezofilne bakterije detektirane u uzorcima lipinog
1 suncokretovog meda te medljikovca, ali u koli¢inama manjim u odnosu na one dopustene
Pravilnikom. Nadalje, u niti jednom uzorku meda nije uo¢ena prisutnost sulfitereduciraju¢ih
klostridija. S obzirom na propisane mikrobioloSke kriterije, jedini izuzetak je bio uzorak
lipinog meda buduci da je broj kvasaca bio ve¢i od onog propisanog Pravilnikom, ali postoji 1
mogucnost da je prilikom izvodenja pokusa doslo do pogreske i vanjske kontaminacije (tablica
2). Uran 1 sur. (2017) su u svom istrazivanju kemijske i mikrobioloske kvalitete meda u
Istanbulu takoder detektirali prisutnost aerobnih mezofilnih bakterija te plijesni 1 kvasaca, a
njihov je broj odgovarao Turskom prehrambenom kodeksom o medu, dok Enterobacteriaceae
nisu bile prisutne u istrazivanim uzorcima.

Antimikrobna aktivnost jedna je od dominantnih bioaktivnosti meda koja je temeljito
istrazena. Razina antimikrobne aktivnosti varira od meda do meda i snaZzno je povezana s
njegovim floralnim izvorom, geografskim podrijetlom i tehnikama prerade (Hossain i sur.,
2022). Ispitivanje antimikrobne aktivnosti metodom buSenja rupa u agaru temelji se na
odredivanju promjera zone inhibicije koja se pojavljuje oko rupe u agaru u koju je stavljen
ispitivani spoj/otopina, na kojem je prethodno inokuliran test mikroorganizam (Balouiri i sur.,
2016). U ovom slucaju to su bile S. aureus, koja uzrokuje teSke infekcije koze, bakterijemiju
ili sepsu, upalu pluca, endokarditis, osteomijelitis te E. coli koja se moze pronaci u okoliSu i
probavnom traktu ljudi i Zivotinja te uzrokuje proljev, infekcije mokra¢nog i diSnog trakta,
upalu pluca i druge bolesti (Vica i sur., 2021). Prema dobivenim rezultatima, uoc¢eno je kako je
u usporedbi s E. coli, bakterija S. aureus osjetljvija na djelovanje medova obzirom na veli¢inu
promjera zona inhibicija, a osjetljivost je ovisila i o vrsti koriStenog meda. Tako su medovi od
kestena 1 lipe pokazali najbolje antimikrobno djelovanje prema S. aureus, buduci da su zone

inhibicije iznosile 34 mm ili viSe (tablica 3), dok su preostale tri ispitivane vrste medova
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pokazale slabiju antimikrobnu aktivnost. S druge strane, svih pet ispitivanih medova, pokazalo
je prili¢no slicnu antimikrobnu aktivnost prema bakteriji E. coli, budu¢i da su promjeri zona
inhibicija iznosili 30 — 31 mm. Takoder, vazno je napomenuti kako su svih pet vrsta medova
inhibitorno djelovali prema S. aureus i E. coli u 100 %-tnoj koncentraciji, dok su vodene
otopine medljikovca i meda od suncokreta razrijedene do 50%, 30% 1 10 % djelovale
inhibiraju¢e prema S. aureus, a samo je medljikovac razrijeden do 50 % djelovao na rast E. coli
(tablica 3). Tako su zone inhibicija manje kako se smanjuje koncentracija meda u otopini, ovi
podatci ipak upucuju na bolja antimikrobna svojstva medljikovca 1 suncokretovog meda, jer 1
manje koncentracije zaustavljaju rast S. aureus. Vica 1 sur. (2021) u svom su istrazivanju
ispitivali antimikrobnu aktivnost meda 1 propolisa sakupljenog s razli¢itih regija Rumunjske 1
dobiveni rezultati su takoder pokazali vecu osjetljivost S. aureus prema ispitivanim uzorcima
u odnosu na E. coli. Osim toga dokazali su i da su S. aureus i P. aeruginosa bile najosjetljivije
na baktericidno djelovanje uzoraka meda, dok su sojevi E. coli, B. cereus 1 C. albicans pokazali
manju otpornost 1 to samo kod nekih uzoraka. Jedan od ¢imbenika kojim se moze objasniti
razli¢ito antimikrobno djelovanje meda prema bakterijama je i veca sloZenost dvostruke
membrane koja obavija gram-negativne bakterije, koja u usporedbi s jednim, iako debljim,
slojem glikoproteina/heihoicne kiseline, o€ito ne pruza dovoljnu zastitu svim gram-pozitivnim
stanicama. Zanimljivo je kako su tijekom izrade ovog rada, C. albicans 1 S. cerevisiae pokazali
izuzetnu otpornost prema ispitivanim medovima, obzirom da niti jedan uzorak meda nije
inhibirao niti jedan od navedenih kvasca. Dobiveni rezultati u skladu su s istrazivanjem
Suntiparapop 1 sur. (2012) koji su pokazali kako med koji proizvode Tajlandske pcele
(Tetragonula leaviceps) takoder ne inhibira rast kvasca iz rodova Candida 1 Saccharomyces.
Koji je to¢an uzrok velike otpornosti kvasaca prema medu, nije poznato, ali je dokazano kako
kvasci mogu podnijeti visoke koncentracije kiselina 1 Secera te predstavljaju latentnu
mikrobiolosku kulturu meda (Salgado Silva i sur., 2017).

S obzirom da su kod uzoraka medljikovca 1 suncokretovog meda prilikom odredivanja
antimikrobne aktivnosti zone inhibicije vidljive 1 kod 10 %-tnih vodenih otopina, za
odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije pripremljena su dodatna razrjedenja odnosno
5%, 2,5 %, 1,25 % 10,625 %-tne vodene otopine medova. Kod ostalih uzoraka medova (kesten,
lipa, cvjetni) minimalna inhibitorna koncentracija odredivana je u rasponu 60 % do 90 %-tnih
vodenih otopina. Dobiveni rezultati odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije se
razlikuju ovisno o uzorku meda, §to je i ocekivano. Tako je na slikama 5 1 6 vidljivo kako nakon

24 h uzgoja, vodene otopine medova od kestena i lipe u koncentracijama 60 %-90 % ne
26



inhibiraju rast testiranih bakterija, $to potvrduje rezultate antimikrobnog djelovanja (tablica 3)
koji su pokazali kako navedeni ¢isti (100 %-tni) medovi ipak imaju najbolja antimikrobna
svojstva, a ujedno kao takvi predstavljaju i minimalnu inhibitornu koncentraciju. S druge
strane, vodene otopine cvjetnog meda pokazale su bolja inhibicijska svojstva. Tako je 90 %-
tna vodena otopina u najve¢oj mjeri inhibirala rast bakterije S. aureus, dok je inhibicija E. coli
najuspjesnija s 80 %-tnom vodenom otopinom cvjetnog meda (slika 7). Rezultati ispitivanja
minimalne inhibitorne koncentracije medljikovca i meda od suncokreta prikazani su na slikama
819, a obzirom da je zabiljezen dobar rast bakterija pri navedenim koncentracijama, moze se
zakljuciti kako su minimalne inhibitorne koncentracije vodenih otopina navedenih medova
vece od ispitivanih. Medutim, na osnovu rezultata prikazanih u tablici 3, moze se zakljuciti
kako su vodene otopine medljikovca 1 meda od suncokreta djelotvorne prema gram-pozitivnoj
bakteriji S. aureus 1 u manjim koncentracijama (10 %). Gulfraz i1 sur. (2011) su u svom
istrazivanju prilikom odredivanja antimikrobne aktivnosti razli¢itih uzoraka meda s podrucja
Pakistana dobili rezultate MIK kod S. aureus u vrijednosti od 0,068 mg/mL te kod E. coli u
vrijednosti od 0,072 mg/mL. Time su dokazali da vrlo male koncentracije medova djeluju
inhibitorno prema testiranim patogenim bakterijama $to potvrduje da je med antimikrobno
sredstvo Sirokog spektra zbog cega se od davnina koristi u narodnoj medicini. Sli¢no
istrazivanje proveli su 1 Syed Yaacob 1 sur. (2020), koji su u svojem radu dokazali kako
prosje€na MIK Ccetiri ispitivane otopine meda iznosi 3,91 % 1 5,47 % za gram-pozitivne (5.
subtilis 1 S. aureus) odnosno gram-negativne bakterije (P. aeruginosa i E. coli). Takvi rezultati
dodatno potvrduju kako su gram-negativne bakterije otpornije na antimikrobna svojstva

ispitivanih medova.
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5. ZAKLJUCCI

1. Ispitivani uzorci medova su mikrobioloski ispravni, a jedino je u uzroku lipinog meda
detektiran poveéan broj kvasca.

2. Svi uzorci medova u 100 %-tnoj koncentraciji pokazuju antimikrobno djelovanje prema S.
3. Suncokretov med i medljikovac pokazali su bolje antimikrobno djelovanje u usporedbi s
ostalim ispitivanim uzrocima meda.

4. Minimalne inhibitorne koncentracije cvjetnog meda prema S. aureus 1 E. coli su postignute
primjenom 90 %, odnosno 80 %-tne vodene otopine.

5. Vodene otopine meda od kestena 1 meda od lipe nisu pokazale inhibitorni u¢inak prema
testiranim mikroorganizmima u niti jednoj od koncentracija.

6. Vodene otopine medljikovca i meda od suncokreta pokazale su inhibitorno djelovanje u

koncentracijama od 10 % prema S. aureus.
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