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ANTIMIKROBNA AKTIVNOST BAGREMOVOG MEDA

Malja Vukasinovié-Sekuli¢', Marica Rakin®, Maja Bulatovié’, Tanja Krunié?
Tehnolo$ko-metalurski fakultet, Univerzitet u Beogradu, Beograd, Srbija
%Inovacioni centar Tehnologko-metalurskog fakulteta, Univerzitet u Beogradu, Beograd,
Srbija

Antibakterijsko, antifungicidno i antivirusno dejstvo meda poznato je od davnina i
najve¢im delom poti€e od vodonik peroksida, koji nastaje aktivnoS¢éu enzima glukoza-
oksidaza koji péele izlu€uju u med. Pored vodonik peroksida, antimikrobnoj aktivnosti
meda doprinose i neperoksidna jedinjenja Cija je zastupljenost u medu direkino
povezana sa njegovim botani¢kim poreklom, nainom obrade i duzinom Cuvanja. U
ovom radu ispitana je antimikrobna aktivnost bagremovog meda prema razli€itim
vrstama patogenih mikroorganizama. Za one izolate, kod kojih je agar difuzionom
metodom utvrdena antimikrobna aktivnost bagremovog meda, odredene su minimalne
inhibitorne (MIK) i minimalne mikrobicidne (MMK) koncentracije. Najbolju aktivnost
bagremov med je pokazao prema soju Staphylococcus aureus TL, kod koga je zona
inhibicije sa 25%, 50% i 75% rastvorom bagremovog meda (34 mm, 38 mm, 35 mm),
bila Sira od zone postignute sa 3% rastvorom H,O, (31 mm). Antimikrobno delovanije
bagremov med je ispoljio i prema sojevima Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella
enteritidis ATCC 13076, Shigella sonnei, Bacillus cereus ATCC 11778, dok
antimikrobna aktivnost nije uofena prema sojevima Staphylococcus epidermidis,
Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus i Candida
albicans ATCC 10259.

Kljuéne redi: bagremov med, antimikrobna aktivnost, agar difuziona metoda, minimalna
inhibitorna koncentracija (MIK), minimalna mikrobicidna koncentracija (MMK)

uvoD

Otkrice antibiotika u XX veku omogucilo je efikasno leCenje brojnih infektivnih bolesti
od kojih su mnoge bile smrtonosne za ljude i zivotinje. Medutim, neodgovorna i
pogresna upotreba antibiotika, dovela je do pojave ,supermikroorganizama® koji su
otporni, ne samo na danas poznate antibiotike, ve¢ i na mnoga druga antimikrobna
sredstva. Da bi se ovaj problem 3to bolje reSio, sve vise paznje posvecéuje se primeni
prirodnih preparata koji su se nekada u proS$losti veoma uspe3no Koristili u narodnoj
medicini.

Da med ima lekovita svojstva prvi put se spominje u zapisima na sumerskim tablama
od pre 4000. godina, dok su na egipatskim papirusima (1200 godine p.n.e.) zapisani
mnogi recepti sa medom, koje je utemeljivac klinicke medicine Hipokrat (460-357
p.n.e.) koristio u le€enju gnojnih i ulceroznih rana [1,2]. Od tog perioda med zauzima
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znacajno mesto u narodnoj medicini, iako je tek 1892. godine otkrivena njegova
antimikrobna aktivnost [3-5]. Sa pojavom antibiotika, klinicka upotreba meda se
smanjuje i potpuno napusta u modernoj zapadnoj medicini. Razlozi za to su nedovoljno
podataka o antimikrobnim jedinjenjima koje med sadrzi, kao i nemoguénosti da se
obezbedi uvek stalan hemijski sastav preparata od meda, $to je otezavalo postizanje
zeljenog terapeutskog efekta. Njegova primena najviSe je zadrzana u nerazvijenim
zemljama, gde je med za siromasno stanovnistvo jedan od najjeftinijih i lako dostupnih
sredstava leCenja. Med ne izaziva iritaciju i nije citotoksi¢an, pa je njegova sve veca
primena u alternativnom ili dopunskom le€enju doprinela razvoju alternativne grane
medicine, apiterapije.

Do sada sprovedene analize pokazale su da med sadrzi oko 180 razli¢itih hemijski
definisanih jedinjenja, &ija zastupljenost varira u zavisnosti od botani¢kog i geografskog
porekla, klimatskih uslova, primenjenog postupka obade tokom ekstrakcije i pakovanja,
kao i od duzine i na€ina Cuvanja [3-5]. Sve ovo moze uticati na antimikrobnu aktivnost
meda koja na prvom mestu zavisi od njegovih fizicko-hemijskih karakteristika (osmotski
pritisak, viskoznost, pH vrednost), kao i od zastupljenosti farmakoloski aktivnih
jedinjenja kao $to su: vodonik peroksid, metilglioksal i antimikrobni peptid (p&elinji
defensin -1) [3-9].

Zreo med sadrzi preko 80% Secera (uglavnom glukozu i fruktozu) i vrlo malo vode
(nekih 18%), Sto usled velikog osmotskog pritiska predstavlja nepovoljnu sredinu za
rast veCine vrsta bakterija i kvasaca. Pored osmotskog pritiska, kiselost meda koja se
krece u rasponu pH od 3,2-4,5, dodatno doprinosi antimikrobnoj aktivnosti. Najveci deo
kiselosti potiCe od glukonske kiseline koja se formira dejstvom enzima glukozo-
oksidaze [3-10]. P¢&ele ovaj enzim dodaju u nektar tokom prikupljanja, i u periodu
sazrevanja meda je neaktivan, ali se razblazivanjem meda aktivira $to pri aerobnim
uslovima dovodi do oksidacije glukoze do glukonske kiseline i antimikrobnog jedinjenja
vodonik peroksida [3-6].

Sadrzaj vodonik peroksida u razredenom medu u mnogome zavisi od vrste meda,
njegove koncentracije i uslova pri kojima se med Cuva [3-6]. Izlaganje meda toploti ili
svetlosti dovodi do inaktivacije glukozo-oksidaze zbog &ega dolazi do razgradnje
vodonik peroksida i smanjenja njegovog sadrzaja u medu [5]. lako enzim katalaza
nikada nije identifikovan u medu, smatra se da je katalaza poreklom iz polena i nektara
odgovorna za razgradnju vodonik peroksida u medu. Dodavanjem enzima katalaza,
smanjuje se antimikrobna aktivnost mnogih vrsta meda, Sto ukazuje na vaznu ulogu
koju vodonik peroksid ima u postizanju antimikrobne aktivnosti [6,7].

Odredeni broj vrsta meda zadrzava antimikrobnu aktivnost i nakon razgradnje vodonik
peroksida, jer poseduju znaajnu neperoksidnu antimikrobnu aktivnost. Takav je
manuka med u kome su pronadena mnoga neperoksidna antimikrobna jedinjenja,
medu kojima je u vecoj koli€ini prisutan metilglioksal- MGO (38-1541 mg/kg). Kod
ostalih vrsta meda, analize su pokazale da koncentracija MGO nije ve¢a od 24 mg/kg
Sto je znatno manje od sadrZaja koji se moZe naci u manuka meda [3,10,11].

Nedavno je u medicinskom medu Revamil pronaden antimikrobni peptid, pcelinji
defensin-1 koji pokazuje veliku aktivnost prema Gram-pozitivnim bakterijama (Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus i Paenibacillus larvae), dok njegovo prisustvo nije
uo¢eno u manuka medu. Do sada, ne postoje kvantitativhi podaci o koncentraciji
p&elinjeg defensina-1 u razli¢itim vrstama meda [3,10].

Pored vodonik peroksida, péelinjeg defensina-1 i metilglioksala, postoje i druga
neperoksidna jedinjenja koja pokazuju antimikrobnu aktivnost. Fenolna jedinjenja
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poreklom iz biljnog nektara predstavljaju jedan od glavnih faktora koji doprinose
neperoksidnoj antimikrobnoj aktivnhosti meda. U medu je identifikovano nekoliko
antimikrobnih fenolnih jedinjenja, ali njihov doprinos ukupnoj antimikrobnoj aktivnosti,
zbog zastupljenosti u veoma malim koli¢inama jo$ uvek nije poznat [9,11]. Bakterije i
gljive izolovane iz meda, takode, mogu biti potencijalni izvor antimikrobnih jedinjenja. U
in vitro eksperimentima pokazano je da bakterije poreklom iz meda mogu sintetisati
aktivna antmikrobna jedinjenja [3], ali za sada nema dovoljno podataka i o prisustvu
ovih jedinjenja u medu.

U Srbiji, zahvaljujuéi povoljnom geografskom polozaju i klimatskim uslovima, koji
omogucéavaju rast veoma raznovrsnih biljnih vrsta, pelarstvo ima dugu tradiciju. Na
Zalost, prirodni potencijal Srbije je jo§ uvek nedovoljno iskoriS¢en pa se godiSnje
proizvodi samo oko 5000 tona meda, od ¢ega su od monofloralnih vrsta najviSe
zastupljeni bagremov, lipov i suncokretov med [12]. Do sada, uglavhom su ispitane
fizicko-hemijske karakteristike (polifenolni i aminokiselinski profil) [12-14], ali jo§ uvek,
veoma malo se zna o njihovoj antimikrobnoj aktivnosti. Zbog toga je cilj ovog rada bio
da se ispita antimikrobna aktivnhost bagremovog meda, $to bi otvorilo moguénost
njegove primene u medicini, prevashodno u prevenciji i le€enju inficiranih rana i
opekotina.

EKSPERIMENTALNI DEO

Antimikrobna aktivnost bagremovog meda, prikupljenog u okolini Div€ibara, ispitana je
na razliCite vrste mikroorganizama: Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella
enteritidis ATCC 13076, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 11778, Candida albicans ATCC 10259
(ATCC- American Type Culture Collection), kao i sojeve Shigella sonnei,
Staphylococcus aureus TL, Staphylococcus epidermidis, Listeria innocua, Listeria
monocytogenes, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus (kolekcija laboratorije za
mikrobiologiju TehnoloSko-metalur§kog fakulteta u Beogradu). Pre ispitivanja
antimikrobne aktivnosti, bagremov med je podvrgnut mikrobioloSkoj analizi koja je
pokazala da med ne sadrzi aerobne i anaerobne sporogene bakterije, kao ni osmofilne
mikroorganizme poput kvasaca [15].

Bagremov med je u asepti¢nim uslovima odmeren u erlenmajere u koje je dodata
odredena zapremina sterilnog fizioloSkog rastvora, odnosno sterilnog hranljivog bujona
(Biomedics, Parque tehnologico de Madrid), tako da konacna koncentracija meda bude
5%, 10%, 25%, 50% i 75% (w/v). Nakon pripreme, rastvori su u erlenmajerima
muckani 30 minuta da bi sa stvorili pogodni aerobni uslovi za aktivhost enzima
glukoza-oksidaze koji oksiduje glukozu do glukonske kiseline i antimikrobnog jedinjenja
vodonik peroksida. Uzorci rastvoreni u fizioloSkom rastvoru, koriS¢eni su za izvodene
agar difuzione metode [16], dok su uzorci u hranljivom bujonu, pored primene u agar
difuzionoj metodi, koriS¢eni i za odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) i
minimalne mikrobicidne koncentracije (MMK) meda [17]. Pre izvodenja agar difuzione
metode, MIK i MMC, razli¢itim koncentracijama meda izmerena je pH vrednost.
FizioloSki rastvor i hranljivi bujon bez bagremovog meda koris¢eni su kao negativne
kontrole, dok su kao moguce pozitivhe kontrole kori§¢eni: 3% rastvor H,O,, vestacki
med (1,5 g saharoze, 7,5 g maltoze, 40,5 g fruktoze i 33,5 g glukoze je rastvoreno
17ml sterilne destilovane vode) i antibiogram tableta tetraciklina (30ug) (Institut za
virusologiju, vakcine i serume ,Torlak®, Beograd). Pre testiranja, pripremljeni rastvor
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vestactkog meda je blago zagrevan u vodenom kupatilu na temperaturi od 50 °C, a
zatim sterilisan 30 minuta u autoklavu na temperaturi od 121 °C i pritisku 1,5 bar.
Prekonoéne kulture svih testiranih sojeva su inkubirane na 37 °C (ne duZe od 18h) i
zatim, u koli€ini od 2% (v/v), dodati u odgovarajuci otopljeni hranljivi odnosno sladni top
agara (0,7% agara). Da bi poéetan broj mikroorganizama bio svuda isti (10° CFU/mI)
sojevi E.coli, S. enteritidis, S. sonnei, P. aeruginosa, S. aureus ATCC 25923 i C.
albicans su pre testiranja razblazeni deset puta u fizioloSkom rastvoru, nakon ¢ega je,
radi provere, odreden broj vijabilnih ¢elija u pripremljenom razblazenju. Na Petri Solje
sa odgovaraju¢om podlogom (hranljivi agar za patogene bakterije, sladni agar za
kvasce (Institut za virusologiju, vakcine i serume ,Torlak®, Beograd)), stavljeni su
sterilni plastiéni bunari pre¢nika 7-10 mm (sterilizacija je obavljena u autoklavu 30
minuta na temperaturi od 121 °C i pritisku 1,5 bar), nakon &ega je nanet sloj
odgovarajuceg top agara prethodno zasejanog sa vrstom mikroorganizma, na koju je
ispitivana antimikrobna aktivhost bagremovog, meda.

Nakon oévr§¢avanja top agara, plasti¢ni bunari su izvadeni i u formirane otvore dodato
je po 100 ul razblazenog bagremovog meda, 3% rastvora H,O,, i veStatkog meda,
dok je tableta tetraciklina spustena na povrsinu razlivene podloge. Ovako pripremljene
Petri Solje, inkubirane su aerobno na 37°C, bez okretanja na poklopac. Nakon 24h, kod
testiranih sojeva kod kojih je oko bunara sa odredenom koncentracijom meda uocena
jasno formirana zona, lenjirom je izmeren precnik inhibicije.

Da bi se odredio MIK i MMK bagremovog meda, sojevi kod koji su agar difuzionom
metodom uogene zone inhibicije, zasejani su u hranljivi bujon sa 5%, 10%, 25, 50% i
75% (w/v) bagremovog meda, tako da poéetni broj testiranih éelija u bujonu bude 10°
CFU/ml, §to je i potvrdeno, pre izvodenja inkubacije, odredivanjem pocetnog broja
¢elija u zasejanom bujonu. Kao i u prethodnom testu, sojevi E.coli, S. enteritidis i S.
aureus ATCC 25923, su pre zasejavanja u hranljivi bujon razblazeni deset puta u
fizioloSkom rastvoru, da bi se postigao pocetni broj ¢elija od 10° CFU/mI, $to je i
potvrdeno odredivanjem ukupnog broja vijabilnih éelija u pripremljenim razblaZenjima.
Nakon inkubacije 24 ¢asa na 37 °C, prva epruveta sa najmanjom koncentracijom
bagremovog meda u kojoj nije bilo vidljivog rasta testiranog soja mikroorganizma
uzimana je za MIK, dok je iz ostalih epruveta u kojima nije uocen rast uzeto po 1mi
suspenzije da bi se utvrdio ukupan broj prezivelih ¢&elija. Ona koncentracija
bagremovog meda u kojoj je utvrden procenat redukcije >99,99% smatran je za MMK.

REZULTATI | DISKUSIJA

U tabeli 1 prikazani su rezultati antimikrobne aktivnosti razli¢itih koncentracija
bagremovog meda u fizioloSkom rastvoru i hranljivom bujonu, kao i osetljivost
ispitivanih vrsta prema 3% H,0O,, tetraciklinu i veStatkom medu. Na osnovu dobijenih
rezultata uoCava se da bagremov med, ni pri koncentraciji od 75%, ne pokazuje
antimikrobnu aktivnost prema vrstama S. epidermidis, L. innocua, L. monocytogenes,
B. subtilis, B. pumilus i C. albicans.

Ove vrste pokazale su razliCitu osetljivost prema 3% rastvoru H,O,, dok aktivnost
tetraciklina jedino nije uo€ena kod Candida albicans ATCC 10259. Vestacki med nije
pokazao aktivnost prema vrstama S. epidermidis, L. innocua, L. monocytogenes i C.
albicans ATCC 10259, dok je kod sporogenih vrsta bakterija, B. subtilis i B. cereus
ATCC 11778 uocen intenzivniji rast u prostoru oko bunara u pre¢niku 34 mm i 28 mm.
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Ostale testirane vrste pokazale su razliCitu osetljivost prema bagremovom medu.
Nesto Sire zone inhibicije su uoene u uzorcima rastvorenim u hranljivom bujonu, $to
ukazuje da niza pH vrednost postignuta u fizioloSkom rastvoru dodatno ne doprinosi
antimikrobnoj aktivnost (tabela 1). Izuzetak su jedino vrste P. aeruginosa ATCC 9027 i
B. cereus ATCC 11778, kod kojih je pre¢nik zone smanjenog rasta bio nesto Siri kod
uzoraka rastvorenih u fizioloSkom rastvoru. Kod ostalih vrsta, preénik zone inhibicije
opada sa smanjenjem procenta bagremovog meda. Na slikama 1a, 1b, 1c prikazana je
antimikrobna aktivnost razli¢itih koncentracija bagremovog meda u fizioloSkom
rastvoru prema E. coli ATCC 25922, S. aureus 25923 i S. aureus TL, od kajih je jedino
soj S. aureus 25923 osetljiv na tetraciklin (28mm).

b) c)
Slika 1. Antimikrobna aktivnost bagremovog meda u fizioloSkom rastvoru prema
a) E. coli ATCC 25922, b) S. aureus ATCC 25923 ic) S. aureus TL
1) 0% meda, 2) 75% meda, 3) 50% meda, 4) 25% meda, 5) 10% meda,

6) 5% meda, 7) 3% rastvor H2O3, 8) tetraciklin (30 ug)

Najbolju antibakterijsku aktivhost bagremov med je pokazao prema soju S. aureus TL,
kod koga su postignute zone inhibicije sa 25%, 50% i 75% rastvorom bagremovog
meda u fizioloS8kom rastvoru i hranljivom bujonu Sire od zone formirane oko bunara sa
3% rastvorom H,0, (tabela 1 i slika 1c).

Ovo je od velike vaznosti, jer za razliku od soja S. aureus ATCC 25923, soj S. aureus
TL je rezistentan na antibiotik tetraciklin (slika 1b i 1c).

Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) je pokazalo da hranljivi bujon sa
5% bagremovog meda deluje inhibitorno na rast soja S. aureus TL, dok se kod soja S.
aureus ATCC 25923, inhibicija rasta moze posti¢i tek kada se doda 10% meda. Kod
oba soja S. aureus uoceno je da tek u hranljivom bujonu sa 75% meda, dolazi do
smanjenja ukupnog broja celija od 1x10° CFU/mI na 2x10* CFU/ml, §to se moze
smatrati za MMK. Inhibicija rasta kod veéine Gram negativnih bakterija (S. enteritidis
ATCC 13076, S. sonnei i P. aeruginosa ATCC 9027) moze se posti¢i u hranljivom
bujonu sa 25% meda, dok je jedino izuzetak E. coli ATCC 25922 koja prestaje da raste
u prisustvu 50% meda. U poredenju sa sojevima S. aureus ATCC 25923 i TL,
baktericidni efekat 75% bagremovog meda nesto je slabiji prema Gram negativnim
bakterijama (2,3x10%2,2x10° CFU/ml ), a dalja ispitivanja dace bolji uvid o
antimikrobnim jedinjenjima prisutnim u ovoj vrsti meda.
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Tabela 1. Rezultati antimikrobne aktivnosti bagremovog meda u fizioloSkom rastvoru i hranljivom bujonu agar difuzionom metodom

Bagremov med u fizioloSkom

Bagremov med u hranljivom

rastvoru bujonu Vestacki 3% Tetraciklin (30
% meda (w/v) 75% 50 25 10 5% 75% 50 25 10 5% med H202 Mg)
% % % % % %
pH 3,98 39 | 41 | 43 | 458 | 442 | 48 | 63 | 7,1 | 7,42 4,22 2,23 n.r
8 0 2 8 7 5
Viste mikroorganizama prec¢nik zone inhibicije (mm)
Escherichia coli ATCC 25922 28 31 26 - - 35 33 24 - - 31 29 -
Salmonella enteritidis ATCC 27 27 23 13 - 36 31 25 - - 38 32 22
13076
Shigella sonnei 26 26 26 22 - 42 40 33 29 17 44 28 17
Pseudomonas aeruginosa ATCC 28* 31* | 29* - - 30* 24* | 17* - - 46 24 23
9027
Staphylococcus aureus ATCC 11 - - - - 13 13 - - - 38 47 28
25923
Staphylococcus aureus TL 35 38 34 28 20 48 46 38 - - 45 31 -
Staphylococcus epidermidis - - - - - n.r. nr. | nr. | nr. n.r. - 27 28
Listeria innocua - - - - - n.r. n.r. n.r. | n.r. n.r. - 39 23
Listeria monocytogenes - - - - - n.r. n.r. n.r. | n.r. n.r. - 42 24
Bacillus subtilis - - - - - 39 35 31 - - 34** 28 31
Bacillus cereus ATCC 11778 27* 26* | 23* - - 16* 16* | 13* - - 28** 22 26
Bacillus pumilus - - - - - n.r. nr. | nr. | nr. n.r. 29 41 22
Candida albicans ATCC 10259 - - - - - n.r. n.r. n.r. | n.r. n.r. - 36 -

* - smanjen rast (oko bunara sa uzorkom, uo¢ava se slab rast testiranog soja)
**. stimulisan rast (intenzivniji rast ispitivanog soja oko bunara u koji je stavljen uzorak koji se testira)

n.r.- nije radeno
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ZAKLJUCAK

Rezultati postignuti u ovom radu pokazuju da testirani sojevi S. aureus ATCC 25923 i
TL imaju razliCitu osetljivost prema ispitivanim antimikrobnim sredstvima, $to iziskuje
uklju¢ivanje u analizu viSe sojeva i to posebno onih izolovanih iz inficiranih rana i
opekotina. Antimikrobna aktivhost bagremovog meda prema sojevima rezistentnim na
antibiotike, kao $to su to sojevi S. aureus TL i E. coli ATCC 25922 na tetraciklin, otvara
mogucnost primene ove vrste meda u savremenoj medicini.

Zahvalnica

Rad je finansiran od strane Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja
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Antibacterial, antifungal and antiviral activity of honey has been known since ancient
times and is mostly connected with hydrogen peroxide produced by the activity of the
enzyme glucose oxidase secreted by honeybees. In addition to hydrogen peroxide,
non peroxide compounds also contribute to the antimicrobial activity of honey, the
concentration of which is directly related to the botanical origin of honey, processing
and the storage period. In this study, the antimicrobial activity of acacia honey is tested
against different types of pathogenic microorganisms. For those isolates for which the
acacia honey antimicrobial activity was determined by the agar-well diffusion method,
minimal inhibitory (MIC) and minimal microbicidal concentrations (MMC) were
determined. Acacia honey showed the best activity against the strain Staphylococcus
aureus TL, with the achievement of wider zones of inhibition with 25%, 50% and 75%
solutions of acacia honey (34 mm, 38 mm, 35 mm) than the zone achieved with 3%
H,O, solution, (31 mm). The antimicrobial activity of acacia honey was also noticed
against Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Shigella
sonnei, Bacillus cereus ATCC 1178, while the activity was not observed against
Staphylococcus epidermidis, Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Bacillus
subtilis, Bacillus pumilus and Candida albicans ATCC 10259.

Key words: acacia honey, antimicrobial activity, agar-well diffusion method, minimal
inhibitory concentrations (MIC), minimum microbicidal concentration (MMC)
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