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1. UVOD



1.1. Povijest meda u medicini

Ve¢ stolje¢ima med ima veliko znacenje u tradicionalnoj medicini za mnoga oboljenja.
Upotreba meda je opisana na crtezima iz kamenog doba prije 8000 godina. Stari Egip¢ani,
Asirci, Kinezi, Grei i Rimljani upotrebljavali su med za tretiranje rana i bolesti gastrointesti-
nalnog sustava 1. Med kao lijek je dokumentiran na mnogim papirusima, plo¢ama i knjigama:
sumeranske glinene ploce (6200 pr. Kr.), egipatski papirusi (1900.-1250. pr. Kr.), Veda (stara
oko 5000 godina), Kuran, Talmud, Biblija, svete knjige Kine, Indije, Perzije i Egipta 2.

U medicini starih Egip¢ana, med je bio najceS¢e upotrebljavani sastojak receptura za
unutarnju kao i vanjsku upotrebu. Skoro pa svi egipatski lijekovi su sadrzavali med u kombi-
naciji s vinom i mlijekom. Med su prinosili i kao Zrtvu svojim bozanstvima te za balzamiranje
mrtvih 3. S njim su tretirali abdominalne bolove, retenciju urina te u obliku masti za suhu ko-

7u, rane, opekotine, iritacije koZe i bolesti oka *.

U staroj Grckoj je Aristotel prvi opisao proizvodnju meda te je vjerovao da konzuma-
cija meda produljuje Zivot. Hipokrat je propisivao jednostavnu prehranu, davajuéi prednost
medu u obliku oksimela (ocat i med) protiv boli, hidromela (voda i med) protiv zedi i kod
akutne povisene temperature smjesu meda, vode i razli¢itih ljekovitih tvari. Koristio je med za
lijeCenje c¢elavosti, za kontracepciju, kao laksativ, topikalni antiseptik, kod kaslja i bolnog

grla, bolesti oka, u zacjeljivanju rana i prevenciji i lije¢enju oziljaka 134,

U starom Rimu, med je Cesto spominjao Vergilije, koji je u svom djelu Georgike de-
taljno opisao proizvodnju meda, dok je Plinije naveo neke od indikacija meda: bol u usnoj
Supljini, pneumonija, pleuritis te ubod zmije. U vrijeme Julija Cezara, med se Kkoristio za pla-

¢anje poreza kao zamjena za zlato. U rimskoj farmakopeji, med je bio najkorisnija tvar.

Med je takoder u indijskoj ayurveda medicini jedan od najvaznijih lijekova za unutar-
nju i vanjsku primjenu. Koristi se s drugim lijekovima kako bi povecao njihovu ucinkovitost i
ublazio nuspojave. Ima mnogobrojne indikacije poput opstipacije, kaslja, grlobolje, bolesti
usne Supljine i zubiju, bolesti oka i prevencija katarakte, insomnije, pretilosti, dijabetesa, a-
stme, kardijalne boli i palpitacija, povracanje, dijareja i zacjeljivanje rana. Prirodni je konzer-

vans i zasladivac, a prednost se daje uvijek hladnom medu.

U tradicionalnoj kineskoj medicini med ima balansirani karakter (ni Yin niti Yang) i

djeluje po pravilu elementa zemlje ulaze¢i u pluca, slezenu i crijeva. Koristi se uglavnom kod



bakterijskih infekcija, gastrointestinalnih (GIT) bolesti, alergijskih i imunoloskih problema i

rana 4>,

U 20. stolje¢u med se pocinje intenzivnije istrazivati, 0Sobito njegova antimikrobna
svojstva te sposobnost ubrzanja zacjeljivanja rana. Med je nazvan ,,inhibin“ zbog svog anti-
mikrobnog djelovanja, a White, et al. su identificirali ,,inhibin“ kao vodikov peroksid koji
nastaje glukoza oksidaznim procesom 8. Uvodenjem antibiotika, pozitivni u¢inci meda su za-
nemareni, no posebno u zadnja dva desetljeca, med se poceo ponovno intenzivno istrazivati,

osobito u tretiranju razli¢itih rana, opekotina i tezih infekcija.

AmeriCka farmaceutska organizacija (AphA; 1916.-1935.) je preporucila smjesu me-
da, malo vode i sok limuna za grlobolju te med od ruze s boraksom protiv bolnog grla i ulce-
racija koze. U americkom medicinskom arhivu mogu se na¢i mnoge indikacije, meduostalim

prevencija infekcija rana.

Zadnjih godina, s dolaskom sve popularnije funkcionalne hrane, istrazivanja se Sire na
druga potencijalna ljekovita svojstva meda u unaprjedenju zdravlja. Moguca je nova uloga u
prehrani na temelju njegovih fitokemijskih i antioksidacijskih tvari i njihovog ucdinka na

zdravlje i metabolizam 24,
1.2. Apiterapija

Apiterapija (lat. Apis = pcela) je primjena pcelinjih proizvoda u svrhu prevencije i

lije¢enja bolesti. Dio je tradicionalne i komplementarne medicine.

50-ih godina prosloga stoljeca razvio se pojam ,,apiterapija“ te je u Japanu nastala i a-
pipunktura, terapija ubodima pcela na akupunkturnim tockama. Nakon drugog svjetskog rata
otkricem prvog antibiotika penicilina, apiterapija je zanemarena, no pojavom sve vise rezis-

tentnih bakterija na antibiotike doZivljava preporod.

Pcela skuplja i proizvodi vrijedne ljekovite tvari u strogo organiziranom timskom ra-
du. Kosnica se sastoji od matice, radilica i trutova te svaka péela ima svoju ulogu, zadace i
prava u zajednici ovisno o grupi kojoj pripada i dobi. Jedna kosnica moze unutar jedne godine
skupiti od 15 do 50 kg meda, pritom oprasuje biljke i stoga ima neprocjenjivu vrijednost za

Sovjeanstvo "8,

Dr Stefan Stangaciu (direktor International Federation of Beekeepers' Association) je

napravio smjernice u apiterapiji u kojima meduostalim predlaze prethodno napraviti alergo-



test, no i ,,simillia similibus curantur tj. sli¢no se lije¢i sli¢énim $to bi znacilo da se male doze
pcelinjih proizvoda mogu koristiti za lijeCenje alergija na pcelinje proizvode. Istice kako je u

apiterapiji potrebno strpljenje i ustrajnost, posebice u kroniénim bolestima °.

1.2.1. Péelinji proizvodi
Pcelinji proizvodi primjenjivani u apiterapiji su med, propolis, mati¢na mlijec, pelud,

pcelinji otrov i pcelinji vosak.

Registrirani su kao hrana (med, polen, mati¢na mlijec), aditiv (vosak) i lijekovi (pro-
polis, péelinji otrov). Polemika oko péelinjih proizvoda registriranih kao hrana je $to zakon-
ski, unato¢ nedvojbenim ljekovitim svojstvima, ne mogu biti odobrene zdravstvene tvrdnje
koje se odnose na odredene indikacije ili u potpomaganju djelovanja lijekova. Hrana moze

biti potpora u odrzavanju zdravlja, prehrane i opéeg blagostanja /.

Polen (cvjetni prah, pelud) je sirovi materijal od kojeg pcele proizvode pcelinji kruh,
glavni izvor proteina kosnice te nutritivnih i mineralnih tvari za daljnju proizvodnju mati¢ne
mlijeci. Péele skupljaju polen s prasnika cvjetova, mijesaju s malo sekreta zlijezda slinovnica
i nektara te smjesStaju u specifi¢ne kosarice, na tibiji straznjih nogu i transportiraju do kosnica
gdje se pohranjuje u sace. PovrsSina sakupljenog polena prekrivena je tankim slojem meda i
voska. Iz polena nastaje pcelinji kruh koji prolazi kroz anaerobnu fermentaciju te ostaje sacu-

van zbog prisutne mlije¢ne Kiseline.

Polen sadrzi 7,5-40% proteina (ukljucujuci esencijalne aminokiseline), znacajne koli-
¢ine nukleinskih kiselina (posebice ribonukleinske), 15-50% ugljikohidrata (najvise fruktoze i
glukoze), do 18% skroba, 5,1% lipida (esencijalne masne kiseline, fosfolipidi, fitosteroli),
1,6% fenola (flavonoidi, leukotrieni, katehini, fenolne kiseline), 0,7% vitamina, 1,6% makro-

i mikronutrijenata.

Polen je indiciran u hiperlipidemiji, hipertenziji, prevenciji infarkta miokarda i moz-
danog udara, anemiji, detoksikaciji (otrovanja teSkim metalima, industrijskim plinovima i
prasinom, lijekovima; kolestatska bolest jetre, toksi¢na i posttraumatska oStecenja jetre), Kro-
ni¢noj alkoholnoj bolesti, akutnoj i kroni¢noj upali (inhibira COX i LOX enzime), inicijalnim
degenerativnim stanjima, kod djece s manjkom apetita i usporenog razvoja, malapsorpcije
(sindrom nedovoljne apsorpcije jednostavnih hranjivih tvari u crijevima), u oporavku nakon
operacija, teskih fizi¢kih i psihi¢kih napora (poboljSava funkcije mozga i imunitet), kod umo-
ra, depresije (smanjuje doze i nuspojave antidepresiva), hiperplazije prostate, rana, opekotina

te ima spazmoliticki, fibrinoliticki, antibakterijski i antimikotski u¢inak 1% 1,



Mati¢na mlije¢ (Gelee royale) je sekret hipofaringealnih i mandibularnih péela radi-
lica starih od Sest do dvanaest dana. Esencijalna je hrana za larve matica, odmah se konzumi-
ra, ne pohranjuje se. Jedina mogucnost njenog prikupljanja je tijekom uzgoja larve matice,
kada je larva opskrbljena izobiljem mati¢ne mlijeci pa ne moze konzumirati toliko hrane. Ma-
ti¢na mlije¢ se tada akumulira te postaje dostupna za prikupljanje. Zbog dugog vijeka i fertili-

teta matice, javio se interes za maticnu mlijec.

Kompleksne je strukture i kiselog pH (3,6 do 4,2). Oko 75% ¢ini voda, no suhu masu
¢ine 17-45% proteini (ukljucujuci sve esencijalne aminokiseline), 18-52% ugljikohidrati (90%
fruktoza i glukoza), 3,5-19% lipidi (do 90% slobodne masne kiseline, glavna masna kiselina
je 10-hidroksidec-2-enska kiselina), 2-3% minerali, vitamini (uglavnom B skupina), nukleoti-
di kao slobodne baze, fosfati (AMP, ADP, ATP), acetilkolin, glukuronska kiselina, ekstremno

male koli¢ine testosterona.

Ucinci maticne mlije¢i su: antibakterijski, antivirusni, antimikotski, tonik, stimulans
(povecava psihicke i fizicke sposobnosti), poboljsava mentalno i opce zdravlje, povecava tek
(kod anoreksije), antitumorsko, antioksidacijsko, protuupalno i antialergijsko djelovanje, pro-
tiv starenja, antihipertenziv, hipolipemik, povecéava eritropoezu (kod anemije), povisuje testo-
steron, a time moguce smanjuje i rezistenciju na inzulin, povecéava kvalitetu zivota muskaraca

i postmenopauzalnih Zena te djeluje antidepresivno i anksioliticki 2,

Péelinji vosak je prirodni vosak kojeg proizvode u tekuc¢em obliku mlade pcele radili-
ce pomocu vostanih zlijezda na zatku. U dodiru sa zrakom nastaje kruti oblik u obliku ljusaka
koje pcele oblikuju pomocu celjusti kako bi stvorile sac¢e, dodajuéi polen i propolis te je zbog
toga zute boje (Cera flava), koji starenjem poprima smedu boju. Izbjeljivanjem postaje bijel i

gubi se miris (Cera alba).

Kompleksna je smjesa pretezito dugolancanih ugljikohidrata i lipida; 12-16% ugljiko-
hidrati, 12-14% slobodne masne kiseline, 1% slobodni masni alkoholi, 35-45% linearni alifat-
ski mono- i hidroksimonoesteri, 15-27% kompleksni alifatski esteri i egzogene tvari koje su

ostaci polena, propolisa, biljnih tvari i oneciséenja.

Pcelinji vosak ima antimikrobni, antimikotski uc¢inak (djeluje sinergisticki s medom,
maslinovim uljem), koristi se kod rana, opekotina, modrica, upala, prehlade (Zvace se tamni
vosak), u farmaceutici za oblaganje lijekova odgodenog ili produzenog djelovanja te za pu-

njenje kapsula, u kozmetici (ucvrS¢uje emulzificirane otopine, olakSava stvaranje stabilnih



emulzija, povecava sposobnost vezanja vode u kremama 1 mastima) te ima mnogobrojnu ne-

medicinsku primjenu 13,

Propolis (péelinje ljepilo; gré. pro — ispred, polis - grad) je smolasta mjesavina koju
prikupljaju pcele s pupoljaka i izlu¢evina biljaka pomijesanih s enzimima, polenom i voskom.
Skupljaju ih pomocu ¢Eeljusti, prenose na straznjim nogama i pritom mjesaju smole sa SVojom
slinom 1 drugim sekretima. P¢ele koriste propolis u svrhu zastite koSnica, popravljanja saca i

kod sprjecavanja ulaska nametnika.

Sastav propolisa, a stoga i1 bioloska aktivnost, ovise 0 mjestu i vremenu prikupljanja te
biljnom izvoru. Cine ga oko 50% smole (flavonoidi, fenolna kiseline), 30% voskovi, 10%

isparljivi spojevi, 5% polen, 5% druge organske tvari.

Djeluje antibakterijski, antivirusno, antimikotski, antiparazitski, antisepticki, anesteti-
¢ki, citotoksi¢no, hepatoprotektivno, antioksidacijski, antiulcerativno, protuupalno, imuno-
modulatorno, antihipertenzivno, smanjuje kolesterol i glukozu u krvi (GUK), prevenira nasta-
nak karijesa, koristi se kod gingivitisa, stomatitisa, kaslja i prehlada, rana, opekotina, akni,

labijalnog i genitalnog herpesa te neurodermatitisa - 14 15 16,17, 18

Péelinji otrov (apitoksin) nastaje u dvjema zlijezdama péela povezanih sa zalcem na
zatku. Proizvode ga pcele radilice u prva dva tjedna svog Zivota, a njegova koncentracija
smanjuje se sa staros¢u pcele. Vrecica otrova sadrzi od 0,15 do 0,3 mg otrova. U samoobrani
koriste svoj otrov, pritom Cesto cijeli Zal¢ani aparat zaostaje u koZi suparnika, $to moZe imati

fatalne posljedice za pcelu.

Sastoji se od enzima (10-12% fosfolipaza Az, 1-3% hijaluronidaza), proteina i peptida
(50% melitin; pamin, kinin, inhibitori proteaze), fizioloski aktivnih amina (histamin, dopamin,
noradrenalin), aminokiselina, ugljikohidrata (2% glukoza i fruktoza), 5% fosfolipida i 4-8%

isparljivih tvari.

Djeluje antibakterijski, protuupalno, analgetski, antireumatski (smanjenje doze kon-
vencionalnih lijekova i smanjenje incidencije relapsa), kod imunoloskih, neurodegenerativnih,
autoimunih bolesti (sistemski eritemski lupus — SLE, multipla skleroza -MS, reumatoidni ar-
tritis - RA) te Parkinsona (modulira stanice imunoloskog sustava, glija stanice i neurone sre-
disnjeg ziv€anog sustava), astme, alergijskog rinokonjuktivitisa, atopijskog dermatitisa, oral-
nih patogena. Paradoksalno je $to apitoksin ima nociceptivni i antinociceptivni ucinak te Sto

djeluje antialergijski, a potencijalni je snazni alergen 1% 19 20.21,



1.2.2. Definiranje meda
Med je droga zooloskog podrijetla; sladak, gust, viskozan, tekudi ili Kristaliziran proi-
zvod sto ga medonosne pcele (Apis mellifera) proizvode od nektara cvjetova medonosnih bi-
ljaka ili sekreta zivih dijelova biljaka ili izlu¢evina kukaca koji siSu na zivim dijelovima bilja-
ka (medna rosa), koje pcele skupljaju, dodaju mu vlastite specifi¢ne tvari, pohranjuju, izdvaja-

ju vodu i odlazu u stanice sa¢a do sazrijevanja.

Pcele skupljaju nektar i preraduju ga u svom mednom mjehuru. Pomoéu enzima pret-
varaju saharozu iz nektara u glukozu i fruktozu, a visak vode uklanja se prozracivanjem kos-

nice i preradivanjem izlu¢evinama Zlijezda péela (hidroliti¢ki enzimi) 2% 2324 25.26.27,

Monografija Mel — med je u malom broju farmakopeja. Za farmaceutske svrhe rabi se
uglavnom mel depuratum — proc¢iséeni med. Postupnim postupkom su uklonjeni pelud, bje-

lanéevine, vosak i drugi ¢vrsti sastojci 2.

1.2.3. Vrste meda

Prema podrijetlu med se dijeli na:

a) Nektarni ili cvjetni med

b) Medljikovac, medun ili Sumski med

Biljni sok je sirovina za obe vrste, no kad prolazi kroz nektarije (zlijezde u cvjetovi-
ma) pretvara se u nektar, a ako su posrednici insekti, poput lisnih usiju, nastaje medljika ili

medna rosa.

Nektarni med je med dobiven od nektara cvijeca. Nektar izluCuju cvjetovi veéine
cvjetnica koje oprasuju kukci, medonosne biljke (lipa, bagrem, kadulja, livadno bilje i dr.), a
moze biti monoflorni i poliflorni. Kvalitetu i1 koli¢inu nektara (slatki sok kojeg izlucuju nekta-
rije) ocjenjujemo vrijednoSc¢u Secera, tj. umnoskom konc. Secera (u postotcima) 1 koli¢ine (u

mg) izlucene u 24 sata.

Nektar sadrzi od 28 do 97% vode, od 3 do 72% Secera, isparljive spojeve, organske Ki-

seline, dusikove spojeve, vitamine, tvari boje 1 zrnca peludi.

Svjezi nektar sadrzi razli¢ite koli¢ine saharoze i drugih Secera. Uslijed djelovanja en-
zima tijekom zrenja ti se Seceri razgraduju u jednostavne, glukozu i fruktozu. Neki nektari

sadrze vecée kolic¢ine saharoze (kadulja 76,5%, bijela djetelina 63,5%, lipa 50%), dok nektar



uljane repice sadrzi tek 2,1% tog disaharida. Nektar sadrzi i mnogo vode, stoga ga pcele tre-

baju preraditi, kako bi se prevenirala fermentacija tj. kvarenje meda 22 24 2,

Monoflorni (uniflorni) med je med koji u netopivom sedimentu sadrzi najmanje 45%
peludnih zrnaca iste biljne vrste; iznimke su pitomi kesten (Castanea sativa) 85%, manuka
(Leptospermum scoparium) 70%, lucerna (Medicago sp.) 30%, ruzmarin (Rosmarinus offici-
nalis) 30%, lipa (Tilia sp.) 25%, kadulja (Salvia sp.) 20%, bagrem (Robinia pseudacacia)
20%, lavanda (Lavandula sp.) 20%. Antibakterijska i antioksidacijska aktivnost meda znacaj-
no ovise o botanickom podrijetlu meda te se posljedi¢no koriste za razlic¢ite indikacije razlicite
vrste meda. Apsolutni monoflorni med ne postoji posto pcele ne posjec¢uju samo jednu biljnu

vrstu * %,
Poliflorni med je mjesavina meda razli¢itih vrsta.

Medljikovac je med dobiven uglavnom od izluéevina kukaca (Hemiptera; lisne usi i
Stitne usi) koji zive na zivim dijelovima biljaka ili od sekreta zivih dijelova biljaka. Ta izluce-
vina je medljika ili medna rosa (crnogorice ili bjelogorice; naj¢es¢e smreka, jela, hrast), slat-

ka, ljepljiva prevlaka na biljnim listovima.

Sadrzi od 5 do 18% suhe tvari; 90-95% Secera, aminokiseline (duSikovi spojevi), or-
ganske kiseline, proteine, kloride, fosfate, kalij, magnezij, sterole, vitamine (osobito C) i en-

zime.

Sastoji se od razlicitih Secera iz floemskog soka i drugih Secera nastalih iz floemskog
soka, ali preradenih probavnim sokovima sisaju¢ih kukaca. Enzimi invertiraju i razlazu Sece-
re, ali mogu 1 napraviti nove transglukozilacijom i transfruktozilacijom pa nastaju slozeni Se-
¢eri. Na taj nacin primjerice iz disaharida saharoze u floemskom soku pripajanjem glukoze
nastane trisaharid, melecitoza, koja uzrokuje da se med, nastao iz medne rose u sacu, brzo

kristalizira.

Tamni je med jakog okusa. Sadrzi Siri raspon Secera od nektarnog meda i vise se cijeni
u Europi. U vrijeme suSe, kad je dostupno malo ili nimalo nektara, znatno se povecava broj
lisnih usiju koje proizvode velike koli¢ine medljike. Nedostatak stvaranja medljike je Sto mo-
ze uzrokovati probleme pcelama, zaraziti ih dizenterijom poSto sadrzi neprobavljive tvari.
Osim toga, ako pcele skupljaju ve¢inom medljiku, bit ¢e im potrebno prihranjivanje zimi jer u

medljici nema peludi.



Medljikovac se od cvjetnog meda razlu¢uje metodom elektricne vodljivosti, koja mora

biti ve¢a od 1,00 mS/cm.

MijeSani med je mjeSavina nektarnog meda i medljikovca. Takvi su npr. lipov i kes-

tenov med, naime tijekom cvatnje lipe i kestena, pojavi se i brojna populacija usiju, Stoga nas-

taje i puno medne rose?? 24 25.26.27

f)

Prema nadinu proizvodnje:

med u sacu - med kojeg pcele skladiste u stanicama svjeze izgradenog saca bez legla
ili u satnim osnovama izgradenim iskljucivo od pcelinjeg voska, koji se prodaje u po-
klopljenom sacu ili u sekcijama takvog saca

med sa sacem ili dijelovi sa¢a u medu — sadrzi jedan ili vise dijelova novoizgradenoga
saca, bez legla, u medu

cijedeni med — dobiva se ocjedivanjem otklopljenog saca bez legla

vrcani med - dobiva se vrcanjem (centrifugiranjem) otklopljenog saca bez legla
presani med — dobiva se preSanjem saca bez legla, uz ili bez uporabe topline koja ne
smije prijeci 45°C

filtrirani med — dobiven tako da se pri uklanjanja stranih anorganskih ili organskih

primjesa odstranio i znatan dio peludi

Pekarski med je med koji se koristi u industriji ili kao sastojak hrane koja se potom

preraduje i moze imati strani okus ili miris, biti u stanju vrenja ili prevrio te biti pregrijan.

Kod stavljanja ovakvog meda u promet, na etiketi mora stajati oznaka ,,samo za kuhanje 1

pecenje

« 22,24

Prema boji razlikujemo svijetli, tamni i med u medunijansama??.



1.3. Manuka med

Manuka med je tamni, monoflorni med dobiven iz uvijek zelene manuka biljke, Lep-
tospermum scoparium, porodica Myrtaceae, koja raste kao grm ili malo stablo na Novom Ze-
landu i u isto¢noj Australiji. Najcesc¢e naraste do 2 m (maksimalno 4 m), ima ¢vrstu koru, e-
lipti¢ne listove, cvjetove bijele ili roze boje (Slika 1.) te cvjeta od listopada do veljace. Nastali
manuka med varira od svijetlo do intenzivno smede boje, s konzistencijom od tekuce do vrlo

viskozne. OKus se moze opisati kao manje sladak, aromati¢an, opor do za¢injen %,

U tradicionalnoj medicini se biljka koristila kao sedativ i za zacjeljivanje rana, a ma-
nuka med za CiS¢enje infekcija kao Sto su apscesi, kirurSke rane, opekotine i ulceri razliCite

etiologije. Godisnje se proizvede od 1500 do 2000 t.

Trenutno se proucavaju glavne bioaktivne tvari manuka meda i mehanizmi odgovorni
za njegovu biolosku aktivnost. Ova istrazivanja podupiru njegovu povecanu upotrebu u der-
matologiji te osnovu za izolaciju i pro¢is¢avanje tvari za razvoj biofarmaceutskih proizvoda s

antimikrobnim svojstvima i za zacjeljivanje rana 2°.

Trenutna rastuca rezistencija na antibiotike je povecala zanimanje za manuka medom

kao djelatnom tvari, posebno zbog njegovih antibakterijskih svojstava kod tretiranja rana.

Slika 1. Manuka biljka (Leptospermum scoparium) i manuka med.
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Cilj ovog diplomskog rada je sustavni pregled dostupne literature i znanstvernih rado-
va o kemijskom sastavu i bioloskoj aktivnosti meda manuke. 1z literaturnih podataka potrebno
je izdvojiti metode odredivanja (Klasi¢ne i suvremene) kemijskog sastava meda manuke te
metode odredivanja njegove antioksidacijske i antimikrobne aktivnosti. Ukratko je potrebno
prezentirati dobivene rezultate te se osvrnuti na bioloSke ucinke i terapijsku primjenu meda
manuke. Kroz raspravu usporediti dobivene rezultate te mehanizme antioksidacijskog i anti-

mikrobnog djelovanja meda manuke, kao i djelovanja na zacjeljivanje rana.
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3.

MATERIJALI | METODE
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U svrhu izrade diplomskog rada, koriSteni su znanstveni radovi dostupni na mreznim
stranicama PubMed, OvidMEDLINE, Web of Science, Scopus, Google Scholar i Cochrane

Library kao i ostala dostupna literatura te stru¢ne knjige i ¢asopisi.

3.1. Metode odredivanja botani¢kog i zemljopisnog podrijetla meda

Ovisno o tipu vegetacije, razdoblju cvatnje biljnih vrsta ili proizvodnji medljike od
strane kukaca te o vremenu kad je med proizveden od strane péelara mijenja se udio nektara
ili medljike pojedinih biljnih vrsta u medu. Apsolutni monoflorni med ne postoji posto pcele
nikad ne posjecuju samo jednu biljnu vrstu, ¢ak i ako ona dominira na jednom podrucju. Iz tih

razloga kemijski sastav i organolepticka svojstva izmedu uzoraka meda znacajno variraju.

3.1.1. Klasi¢ne metode

Za pravilnu deklaraciju i odredivanje cijene meda, prema Europskoj direktivi klju¢ne
su informacije o botanickom i zemljopisnom podrijetlu meda, je li proizvod nastao u potpuno-
sti ili vecinskim dijelom iz indiciranog izvora te posjeduje li organolepticke, fizikalno-
kemijske i mikroskopske karakteristike izvora®. Navedene parametre je potrebno pratiti naj-
manje tri godine te na osnovu viSegodi$njeg pracenja, prema prosjeku podataka, moguce je
ustanoviti minimalne uvjete koje mora zadovoljavati zasti¢eni proizvod radi prepoznatljivosti
na trzistu 3. Kod meda manuke je bitna i klasifikacija temeljena na sadrzaju metilglioksala

(MGO) koji je odgovoran za neperoksidnu antibakterijsku aktivnost (NPA).

Melisopalinologija (peludna analiza) temelji se na identifikaciji i kvantifikaciji pelu-
dnih zrnaca meda mikroskopskom analizom, ve¢inom svjetlosnim mikroskopom. Sva peludna
zrnca u vidnom polju se prebroje 1 razvrstavaju prema biljnoj vrsti, a potom usporeduju s refe-
rentnim preparatima. Biljna vrsta se odreduje prema obliku, veli¢ini zrnaca, gradi i boji vanj-

ske stijenke, obliku i broju pora klijanja.

Nedostaci ove metode su $to oduzima puno vremena, iziskuje specijalizirano znanje i
vjestine, proces brojanja je zahtjevan, kao i interpretacija rezultata i identifikacija botanic¢kog
podrijetla. Potrebno je dobro iskustvo i znanje morfologije peludi te dostupnost opsezne zbir-
ke peludnih zrnaca. Moguce su i promjene peludnog sastava u medu djelovanjem pcela i
pcelara %2, Melisopalinoloskom analizom nije moguce razlikovati med manuke i kanuke s

Novog Zelanda zbog reoloske sli¢nosti peludnih zrnaca.
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Slika 2. Peludno zrnce meda manuke 32,

Kod fizikalno-kemijskih analiza meda najucestaliji su parametri elektricna vodlji-
vost, opticka aktivnost i1 sastav Secera. Razlu¢ivanje meda medljikovca od nektarnog meda
postize se spektrom i postotkom pojedinih Secera. Pri utvrdivanju botanickog podrijetla meda
moze se Koristiti odnos glukoze i fruktoze, glukoze i vode u medu te sadrzaj dijastaze. Ostala
bitna fizikalna svojstva meda su kristalizacija, viskoznost, higroskopnost, indeks refrakcije i
specificna masa te su usko povezana s kemijskim sastavom meda. Vrijednosti ovih parameta-

ra pojedinih vrsta meda ée biti specifi¢ne i razligite zbog variranja sastava meda 3.

Odredivanje organoleptickih svojstava meda je treca vrsta klasi¢nih metoda u od-
redivanju botanickog i zemljopisnog podrijetla. Najvazniji su boja, okus i1 miris. Boja meda
manuke je svijetlo jantarna, prema ljestvici po Pfundu 84 mm. Ima miris po vlaznoj zemlji,

aromati¢nom vrijesku. OKus je mineralan, blago ljut, osebujan *°.
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3.1.2. Suvremene metode

Upotreba novijih instrumentalnih tehnika proizasla je iz potrebe za $to to¢nijim i brzim
metodama karakterizacije meda, koje bi bile prikladne za rutinsku analizu, ukljucuju¢i mnogo
uzoraka u kratkom vremenskom periodu. U tu skupinu spadaju AAS (atomska apsorpcijska
spektroskopija), HPLC (teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti), GC-MS (plinska
kromatografija s masenom spektrometrijom), TLC (tankoslojna kromatografija), NMR (nuk-
learna magnetska rezonancija), FT-IR (infracrvena spektroskopija s Furierovom transforma-
tormacijom), NIR (bliska infracrvena spektroskopija) i dr *2.

Analiticka metoda ukljucuje uzorkovanje (skupljanje uzorka), pripremanje uzorka
(odvajanje od matriksa, koncentriranje, frakcioniranje i derivatizaciju ukoliko je potrebna),
separaciju, detekciju i analizu podataka.

Naziv kromatografija potjece od ruskog botanicara Cveta koji je 1906. godine uveo
ovu tehniku za odjeljivanje boja. Kasnije se ime prenijelo na sve postupke odjeljivanja kod
kojih se komponente smjese razdjeljuju izmedu stacionarne i mobilne faze. Keulemans je dao
op¢enitu definiciju za ovu tehniku: ,,Kromatografija je metoda odjeljivanja kojom se kompo-
nente razdjeljuju izmedu dviju faza; jedna je stacionarna s velikom povr§inom, a druga je mo-

bilna.*

Stacionarna faza (nepokretna, adsorbens) moze biti kruta ili tekuca, a mobilna (pokre-
tna, eluens) tekuca ili plinovita. Mobilna faza putuje preko ili uzduz stacionarne faze utjeca-
jem kapilarnih sila, sile teze, razlike tlakova i sl. Kromatografski proces se temelji na uspos-
tavljanju dinamicke ravnoteze nekog spoja izmedu stacionarne i mobilne faze; u stacionarnoj
fazi nalazi se dio tvari koji je u ravnotezi s dijelom u mobilnoj fazi. Zbog gibanja mobilne
faze narusava se ravnoteza, stoga molekule putuju u smjeru gibanja mobilne faze. Zbog speci-
fi¢ne interakcije razlicitih spojeva sa stacionarnom i mobilnom fazom, razliciti spojevi putuju
razli¢itim brzinama i tako se odjeljuju. Sami proces odjeljivanja zasniva se na sljede¢im nace-
lima: adsorpciji, razdjeljenju, difuziji, ionskoj izmjeni, kiralnosti i dr. Velika mo¢ razluéivanja
kromatografskih metoda zasniva se na pojavi uzastopnog ponavljanja primarnog postupka
razdjeljivanja neke tvari izmedu mobilne i stacionarne faze. Buduéi da se uspostavljanje rav-
noteze neprestano ponavlja, ve¢ i male razlike u razdjeljivanju izmedu stacionarne i mobilne
faze dovode do dobrog odjeljivanja tvari. Na uspjesnost kromatografije (osim prirode tvari,
mobilne i stacionarne faze) utjec¢u: brzina mobilne faze, temperatura sustava, omjer mase tvari

koja se odjeljuje i stacionarne faze, veli¢ina i oblik &estica adsorbensa i dr .
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3.1.2.1.Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

HPLC (eng. high performance liquid chromatography), danas najrazvijeniji oblik
kromatografije, je vrsta tekuéinske kromatografije koja se koristi za odjeljivanje tvari iz oto-
pine. Pozitivne osobine ove metode su dobra separacija razli¢itih uzoraka, iznimna razdjelna
snaga, brzina i vrlo nizak prag detekcije koji se kreée u nanomolima 3’. Osnovni dijelovi
HPLC sustava su: kolona za odjeljivanje s punilima, pumpa koja pokre¢e mobilnu fazu kroz
kolonu, spremnici mobilne faze, sustav za unoSenje uzoraka (injektor), po mogucnosti

predkolona, detektor s pisaCem, integratorom i racunalom (Slika 3.).

Eprica .
~ injektor
M / predkalona
1 /
komaora za _
mijeSanje pumpa @ = brtva
otapala —— | ol
e
kolona
— \‘\ / | :
n
spremnici i otapala sustav
podataka

Slika 3. Shematski prikaz HPLC-a.

U tekucinskoj kromatografiji pokretna faza je kapljevina, a nepokretna faza razliciti

sorbensi (Cvrsta tvar ili kapljevina na inertnom nosacu).

Otapala koja se koriste kao pokretna faza trebaju biti visoke CistoCe te se prije koriSte-
nja trebaju osloboditi otopljenih plinova i/ili suspendiranih Cestica, obi¢no koriStenjem mikro-
poroznih filtera pod vakuumom ili primjenom ultrazvuka. I1zbor pogodnog otapala, odnosno
smjese otapala, provodi se s obzirom na sposobnost otapala da stvaraju vodikove veze (odje-
ljivanje hidrofilnih, odnosno hidrofobnih spojeva). Otapalo prolazi kroz kolonu pod visokim
tlakom. Visoki tlak je omogucio uporabu kolona s mnogo manjim promjerom cestica stacio-
narne faze (3-5 pm), znacajno je poboljsao razdjeljivanje komponenti uzorka te je skraceno

vrijeme analize.

Pumpa sluzi za injektiranje pokretne faze pod visokim tlakom (do 15 MPa) stalnom
brzinom (0,1-10 cm®min) u kolonu. Uzorak se unosi ,,autosamplerom* ili ruéno mikrolitar-

skom $pricom u sustav za injektiranje, tzv. petlju u kojoj se odrzava tlak. Prebacivanjem ven-
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tila, otapalo prolazi kroz injektor te nosi uzorak do kolone. Kratka predkolona ili predkolonski
filter postavljaju se ispred analiticke kolone da bi je sacuvali od netopljivih i topljivih onecis-
¢enja iz uzorka, npr. tvari koje se ireverzibilno vezu na stacionarnu fazu. Ova kolona je kraca
od analiticke i obi¢no punjena istim materijalom kao i analiticka kolona. Analiticka kolona je
najcesc¢e cijev izradena od nehrdajuceg celika, duljine 250 ili 150 mm, unutarnjeg promjera

4,6 mm, obi¢no punjena &esticama veli¢ine 3,5 ili 5 mm 3,

Najcesce koristeni detektori za HPLC su spektroskopski detektori (UV/VIS, maseni
detektor (MS)) jer oni omogucuju identifikaciju i detekciju, ali i odredivanje tvari u vrlo ni-
skim koncentracijama u ppb, zatim detektori indeksa loma, fluorescentni detektori (FLD) i
elektrokemijski detektori. Detektori prate znacajke pokretne faze ili otopljene tvari. U prvom
slu¢aju mjeri se indeks loma ili vodljivost pa je analit, odnosno otopljena tvar dokazana neiz-
ravno promjenom ovih veli¢ina. U drugom slucaju prate se karakteristike otopljene tvari, kao

Sto su apsorpcija u UV/VIS podrudju, fluorescencija ili struja na elektrodi.

HPLC je separacijska tehnika koja odjeljuje i odreduje tvari u smjesi. Omogucuje kva-

litativnu i kvantitativnu analizu.

3.1.2.2.Vezani sustav plinska kromatografija — spektrometrija masa (GC-MS)

Plinska kromatografija je uspjeSna metoda za separaciju i kvantifikaciju, ali nepouz-
dana za kvalitativno odredivanje, gdje je spektrometrija masa gotovo savrSena. Spregnuta
tehnika GC-MS (eng. gas chromatography-mass spectrometry) omogucuje dobivanje velikog
broja podataka uz koriStenje minimalne koli¢ine uzorka. Sastoji se od dvije glavne jedinice,
plinskog kromatografa (GC) i spektrometra masa (MS) kao detektora (Slika 4.). Razlike u
kemijskim svojstvima izmedu razli¢itih molekula smjese omogucuju razdvajanje molekula
kako uzorak putuje kroz kolonu. Molekule trebaju razli¢ito vrijeme (retencijsko vrijeme ili
vrijeme zadrZavanja) za izlazak (eluiranje) iz GC-a, §to MS-u omogucuje da ,,hvata®, ionizira
i detektira ionizirane molekule zasebno. Spektrometar masa moze analizirati uzorak na dva
nacina: tzv. cjelokupna analiza (full scan ili total ion chromatogram - TIC) kada analizator
prati sve omjere mase i naboja (m/z), koristi se uglavnom za kvalitativne analize, ili tzv. selek-
tivna analiza (selective ion monitoring - SIM), kada analizator prati samo odabrane omjere
mase i naboja (m/z). Dakle, za svaki odijeljeni spoj spreguta tehnika GC-MS daje dva vazna
podatka za identifikaciju spoja: vrijeme zadrzavanja spoja na koloni i spektar masa. Dobiveni
spektar masa se usporeduje s racunalnom bazom spektara masa te se odreduje postotak slaga-

nja na osnovu &ega se moze identificirati spoj %.
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Ovom metodom analiziraju se spojevi koje je moguce dovesti u plinovito stanje pri

temperaturama nizim od 400 °C, a da se pri tome ne raspadnu.

Prednost GC-MS u odnosu na teku¢insku kromatografiju su bogate biblioteke spektara

koje se godinama nadopunjuju i olaksavaju identifikaciju nepoznatog analita.

GC separativna teknika j

MS detektor
transferni vod Injektiranje
J uzorka
| E— B s D 00000O
0DoooDO - e— I _ _|®
a0 & w | D =
e f [ - - gojaeif:lo
kontrolni ; . etektora
&l .| detektor i spektromet izvor iona |
elektroni¢ki sustav masent spektrometar i
oo
— ooo
Doo
oog
; 500
| — pumpa vakuumski sustav EEB

Slika 4. Shematski prikaz GC-MS-a.

3.2. Fluorescencijska spektrometrija (fluorimetrija)

Fluorescencija je emisija svjetlosti tvari koja je apsorbirala svjetlost ili neko drugo e-
lektromagnetsko zracenje druk¢ije valne duljine. Emitirana svjetlost ima uglavnom duzu val-

nu duljinu, stoga i nizu energiju od apsorbiranog zracenja.

Fluorescencijska emisija nastaje kada se orbitalni elektron molekule spusti u svoj os-
novni polozaj emitirajuci svjetlosni foton nekom od vrsta energije, nakon $to je bio pobuden,

u visi kvantni polozaj (Slika 5.).
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Slika 5. Svjetlost nastala ekscitacijom elektrona.

FLUORESCENCUA

Fluorometrija je osjetljiva kvalitativna 1 kvantitativna analiticka metoda. Odreduje tva-
ri na temelju pojave ili intenziteta njihove fluorescencije s pomocu fluorometra tj. spektroflu-
orometra. Ogranicena je na tvari koje mogu fluorescirati ili se prevesti u oblik koji fluorescira.
Analit se izlozi ultraljubi¢astom zracenju, a nastala fluorescencija se mjeri fotoelektri¢ki, pod
pravim kutom na upadno zra¢enje (Slika 6.). Odreduje se spektar fluorescencijske ekscitaci-
jelemisije .

Novija je analiticka metoda u istrazivanju hrane, ukljucuju¢i i med. Fluorometrijske
metode su i do 1000 puta osjetljivije od drugih tehnika zasnovanih na apsorpciji 4°. Navedena

metoda omogucéava vecu to¢nost, jasno odredujuéi ekscitaciju i emisiju valnih duljina. Brza je

i nedestruktivna metoda s pozitivnim odnosom cijena-djelotvornost 4.

Fluorimetrijom meda odreduju se polifenoli, aminokiseline i produkti Maillard-ove re-

akcije, kao i drugi kemijski markeri meda manuke.

A
<ZZ>

V

Slika 6. Shematski prikaz fluorescencijske spektrometrije.
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3.3. Metode odredivanja antimikrobnog djelovanja

Osnovna metoda mjerenja antimikrobne aktivnosti meda je odredivanje tzv. inhibicij-
skog broja definiranog kao stupanj razrjedenja u kojem ¢e med jos uvijek zadrzati antibakte-
rijski u€inak. Danas se antimikrobna aktivnost meda racuna kao MIK (eng. MIC, minimal
inhibitory concentration), najmanja koncentracija tvari koja inhibira rast mikroorganizama (in

Vitro).

Antibiogram je postupak kojim se ispituje osjetljivost bakterija na antibiotike. Osjet-
ljivost bakterija na antibiotike moze se testirati difuzijskim (kvalitativno) i dilucijskim (kvan-

titativno) metodama te kombinacijama (E-test).

Danas postoje i automatizirani sustavi za istovremenu brzu identifikaciju bakterija i
ispitivanje osjetljivosti na antibiotike; te molekularne metode za detekciju gena rezistentnih na

antibiotike.

Difuzijska metoda se zasniva na principu difuzije antibiotika kroz ¢vrstu hranjivu po-
dlogu (npr. agar) prethodno inokuliranu ispitivanom bakterijskom kulturom. Najcesée se iz-
vodi kao disk-difuzija: papirnati disk natopljen standardiziranom koli¢inom nekog antibiotika
postavlja se na povrsinu krute podloge na koju se prethodno nasadi ¢ista kultura ispitivane
bakterije te se inkubira na temperaturi od 35 do 37 °C 12-24 sati. Antibiotik iz diska difundira
u podlogu, te ako je djelotvoran, sprjecava bakterije u rastu te bakterija raste tek na odredenoj
udaljenosti od diska. Taj izostanak rasta se naziva inhibicijom. Veli¢ina zone inhibicije, izra-
zena u milimetrima, priblizno je u linearnom odnosu prema MIK-u. Veli¢ine zona inhibicije

se interpretiraju kao: soj je osjetljiv, umjereno osjetljiv i rezistentan 42,

O O
l— (O 03X FO WO
o O 24 h Ol O

Slika 7. Difuzijska metoda.

Metodom dilucije (razrjedenja) odreduje se najniza (minimalna) koncentracija anti-
mikrobne tvari koja sprjecava rast bakterija. Testiranje dilucijskom metodom moze se raditi
na tekucoj (bujon) ili krutoj (agar) podlozi, tako da se antimikrobna tvar serijski razrjeduje
(dvostruka razrjedenja), inkorporira u bakteriolosku podlogu i zatim se u ili na tako priredenu

podlogu nasaduje ispitivani soj bakterija. Nakon 18-24 sata promatra se je li se bujon zamutio,
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odnosno jesu li na krutoj podlozi narasle bakterije. Koncentracija antimikrobne tvari koja se
nalazi u prvoj podlozi na kojoj nema porasta bakterija (bujon ostaje bistar), naziva se mini-
malnom inhibicijskom koncentracijom (MIK) i izrazava se u g/mL. Ako se u dilucijskoj teh-
nici u bujonu nakon inkubacije od 18-24 sata podloge bez vidljiva porasta bakterija presade u
krutu podlogu bez antibiotika, moze se odrediti i minimalna baktericidna koncentracija
(MBK), tj. ona najmanja koncentracija koja ubija bakterije; izrazava se takoder u g/mL. MBK

je u pravilu ve¢a od MIK %2,

' Bakterijska suspenzija

| 100w

oy oo+ v

JgggQges

05 025 0125 006 003 Antibiotik (ug/ml)
37°C l 24

S

Slika 8. Primjer odredivanja MIK-a dilucijskom metodom.

MIK = 0,25 pg/ml

E-test je kombinacija dilucijske i difuzijske metode. Na posebnu traku je adsorbiran
antibiotik u gradijentu koncentracije. Traka se polozi na podlogu nasadenu kao za difuzijski
test, antibiotik difundira s trake u razli¢itoj koli¢ini, pa se stvara gradijent koncentracije u

podlozi te se prema veli¢ini zone inhibicije rasta moze oéitati MIK*2,

37°C

24 h

)
Plasti¢na traka impregnirana Zona inhibicije: elipsa
antibiotikom u gradijentu
koncentracije

Slika 9. E-test metoda — odredivanje MIK-a.

Agar-difuzijska metoda kojom se ispituje osjetljivost bakterije S. aureus na antimikro-

bne tvari trenutno je najéesée koristena metoda za procjenu antibakterijske aktivnosti meda 3.
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3.4. Metode odredivanja antioksidacijskih svojstava meda

U istrazivanjima antioksidacijske aktivnosti meda koriste se kombinacije razli¢itih me-
toda kako bi dobiveni rezultati bili §to potpuniji. U pokusaju standardizacije antioksidacijskih
svojstava meda, Beretta i sur. primjenjuju kombinaciju spektrofotometrijskih i fluorimetrij-

skih metoda te kemometriju 4.

3.4.1. DPPH - metoda

DPPH metoda daje informaciju o reaktivnosti ispitivanog spoja sa stabilnim organ-
skim slobodnim radikalom. Najcesce je koristena in vitro metoda za ucinkovito odredivanje
antioksidacijske aktivnosti, koja se temelji na redukciji DPPH radikala (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) u metanolnoj otopini, koja je pra¢ena kolorimetrijskom reakcijom. Zbog svog
nesparenog elektrona DPPH jako apsorbira u vidljivom dijelu spektra (ljubicasta boja) pri
valnoj duljini 517 nm. Na sobnoj temperaturi je ovaj radikal relativno stabilan, no u prisutnos-
ti molekule antioksidansa (primanjem elektrona), radikal prelazi u neradikalni oblik koji daje
zutu boju otopine. Nastali spoj ima smanjeni intezitet apsorpcije u vidljivom dijelu spektra

(vrijednost reakcije moze se izmjeriti spektrofotometrijski) .

144 *:*-, ? oH antiok=zidans
A, Wity HO, + AD=H —3 + aDe
P oxa
g

hialesimuem
apsorpoie
DPPH » radilcala

3 L pri 317 nm
0.0 + : .
300 240 380 420 460 00 540 380 20 EED
Valna duljina (nm)

Slika 10. Redukcija DPPHe antioksidansom.
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Antioksidacijska aktivnost uzorka se izracunava kao postotak gubitka signala (1%),

prema jednadzbi:

AC g —AA
1% = =9 770 w100
Clo)

gdje je AC(y) apsorpcija otopine DPPHe, a AA) apsorpcija otopine radikala i uzorka meda u

vremenu t 46,

3.4.2. FRAP metoda
FRAP (eng. ferric reducing antioxidant power) kolorimetrijska metoda se temelji na
sposobnosti ispitivanog antioksidansa da reducira kompleks zeljezovog iona, TPTZ (Zeljezo-
2,4,6-tripiridil-s-triazin); iz feri (Fe**) u fero (Fe?*) oblik. Vezanjem Fe?* na ligand dolazi do
intenzivnog mornarskog plavog obojenja pri 593 nm. Apsorpcijom se mjeri koli¢ina reducira-
nog Fe koji stoji u korelaciji s koli¢inom antioksidansa. Troloks i askorbinska kiselina sluze

kao referentni spojevi. Rezultati se izrazavaju kao pmol Fe?*/mL uzorka 34’

2. LT,
Wt b/ < &f O —COX b/ e Qf

e TPTZ FeX.TPTZ

Slika 11. Reakcija redukcije zeljezo-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ).
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3.4.3. ABTS metoda

ABTS metoda se temelji na ,,gaSenju* plavo-zelenog ABTS radikal-kationa (radikal
kation 2,2'-azinodi(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonske kiseline) koji se formira kemijskom ili
enzimskom oksidacijom otopine ABTS-a nekoliko sati prije analize. Reakcijom ABTS-a s
kalijevim persulfatom (K2S20g) nastaje kromoforni ABTSe+ radikal koji daje plavo-zelenu
boju otopine s maksimumom apsorpcije na valnim duljinama od 415, 645, 734 i 815 nm. Do-
datkom antioksidanasa u pripremljenu otopinu oni reduciraju ABTSe+ u ABTS ¢ime se gubi
obojenje. Razina obezbojenja odrazava postotak inhibicije ABTS<+ radikala i odreduje se kao
funkcija koncentracije i vremena te usporeduje sa standardom ekvivalenta. Ova metoda je
primjenjiva za antioksidanse topljive u vodi i one topljive u mastima, Ciste tvari i ekstrakte

prehrambenih proizvoda 8.

K28:0s

ABTS < - ABTSe+

= - = slobodni radikal-kation
o8 1 s0; 1e- ) +
— = 08 ] s =
L=<y : ™
B B ' Lt N
ANTIOKSIDANS & =)
(npr. troloks)

Slika 12. ABTS kemijska reakcija.
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4. REZULTATI
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4.1, KEMIJSKI SASTAV MEDA MANUKE

Med je prezasi¢ena otopina Secera, €iji je sastav kompleksan zbog mnogobrojnih tvari
prisutnih u malim koncentracijama. Udio tih tvari ovisi o botani¢kom podrijetlu, klimi, okoli-
$nim ¢imbenicima te ophodenju pcelara. Kvantitativno gledajuci, osim $ecera, ostale prisutne
tvari kao $to su aminokiseline, vitamini i minerali ne pridonose znacajno prehrani. Graf 1.

prikazuje prosjecni sadrzaj tvari u medu.

Graf 1. Prosje¢ni sastav meda °.
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4.1.1. Voda

Tijekom zrenja meda u kos$nici dolazi do stalnog gubitka vode u medu. Zreo med sa-
drzi ispod 18% vode *°. Zakonski dopusten ukupni sadrzaj vode je do 20% u nektarnom medu
i medljikovcu te 23% u vrijeskovom medu. Aktivitet vode (mjera za prisutnu vodu) stoji u
pozitivnoj korelaciji s rastom mikroorganizama. Osmotolerantni kvasci se takoder mogu pro-
naci u medu, a njihov rast poti¢e povecanje sadrzaja vode. Ispod udjela vode od 17% ne pos-

toji opasnost od fermentacije meda °*.
Pomo¢u refraktometra je utvrdeno da manuka med sadrzi 17,8% vode *2.

Vecina vrsta meda su newtonske tekucine, no med manuke ima tiksotropno svojstvo,

Sto se povezuje s viSim sadrZajem proteina.
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4.1.2. Ugljikohidrati
Najvec¢i dio ugljikohidrata, ali i glavne tvari meda, su fruktoza (38%) i glukoza (31%),
a prikazani su na Slici 13 %3. Glukoza i fruktoza, kao i saharoza, potjetu izravno iz nektara tj.
medne rose, pri ¢emu udio pojedinog Secera ovisi o biljnom izvoru. Stoga je moguce na osno-
vi sadrzaja monosaharida i trisaharida razlikovati nektarni med i medljikovac, no potrebni su i

drugi parametri za odredivanje botani¢kog podrijetla meda.

CH,OH

H H CH,0H 0O CH,OH
OH OH H OH
H OH OH H
glukoza fruktoza

Slika 13. Kemijska struktura Secera glukoze i fruktoze.

Identificirani su i disaharidi kao §to su saharoza, maltoza, kojibioza te trisaharidi me-

lecitoza i erloza. Veéinom su to kombinacije spojeva glukoze i fruktoze.

Odnos sadrZaja glukoze i sadrzaja vode te prisutnost melecitoze odreduju vjerojatnost
kristalizacije meda. Smanjenje sadrzaja fruktoze, a povecanje glukoze povecava kristalizaciju

meda %,

Manuka med sadrzi 40% fruktoze i 36% glukoze *°. Od oligosaharida je kao glavni
spoj opisana maltoza. Identificirani su izomaltoza, kojibioza, turanoza i nigeroza, dok su saha-
roza, erloza i panoza prisutne u vrlo niskim koncentracijama. Na temelju sastava oligosahari-

da nije se mogla uog¢iti razlika izmedu ,,aktivnog* i ,,neaktivnog meda manuke *°.

4.1.3. Proteini

Sadrzaj proteina u medu je nizak. Srednja vrijednost sadrzaja proteina je 129 mg/100g
meda %', a moze varirati od 58 do 786 mg/100g meda 8. Opéenito medljikovac sadrzi vise

proteina od nektarnog meda.

U australskim medovima, elektroforezom je detektirano ukupno 19 proteina, koji su u
med dospjeli iz dijelova biljke, posebno iz polena, Sto ukazuje na vaznost biljnog podrijetla i
kod sadrzaja proteina. No veéi dio proteina dolazi od péele, stoga vrsta pcele utjece na spektar
proteina. Najveci dio proteinske frakcije u medu ¢ine enzimi, prikazani u Tablici 1. Pronadeni
) 59 1 60,

su i tzv. ,,major royal jelly proteins* (MRJP) ** i antibakterijski peptid, pcelinji defenzin-

28



NajcesSce istrazivani enzimi su dijastaza i invertaza, posto se koriste za procjenu even-
tualne termicke obrade. Dijastaza je a-amilaza koja potjece iz faringealnih zlijezda pcele. In-
vertaza je a-glukozidaza te takoder potjede iz péele, ali poznato je do 18 njenih izoenzima®.
Invertaza pokazuje hidroliticki i transglukozilacijski ucinak, sto objasnjava raznolikost oligo-

saharida u medu.

Glukoza oksidaza je odgovorna za oksidaciju glukoze, ¢ime nastaju vodikov peroksid i
glukonska kiselina. Sto je med manje viskozan, to je veéa njena aktivnost 5. Katalaza razgra-
duje vodikov peroksid u medu. Ovaj enzim dolazi iz nektara i polena u med te varijabilnost

njene aktivnosti ovisi o botanickom podrijetlu. Medljikovac pokazuje veéu aktivnost katalaze.

U medu je prisutna i kisela fosfataza koja je od manjeg znacaja za med 1 njegovo zre-
nje. Aktivnost meda se smanjuje povecanjem pH vrijednosti. Identificirani su jos esteraza i

proteoliticki enzimi 2,

Tablica 1. Enzimi identificirani u medu, njihovo podrijetlo, temperaturni optimum

njihovog djelovanja te u¢inak u medu .

Enzim Podrijetlo Temperaturni U¢inak u medu
optimum (°C)
Dijastaza pcela 40 - 55 -razgradnja §kroba na maltozu
-za odredivanje pregrijanog meda
Invertaza pcela 35-40 -pretvorba saharoze u glukozu i fruktozu
-za dokazivanje pregrijanog meda
B3-Glukozidaza pcela -razgradnja slozenih ugljikohidrata
Glukoza oksidaza pcela -nastajanje glukonske kiseline i vodikovog
40 peroksida
Katalaza biljka -razgradnja vodikovog peroksida na vodu i
kisik
Kisela fosfataza biljka i péela 37 -metabolizam Secéera

U prosjeku manuka med ima dijastazni broj 10 koji odgovara normama (veéi od 8), no
pronadeni su i uzorci s dijastaznim brojem manjim od 3, §to ne odgovara niti normama za
enzimski slabije vrste meda (dijastazni broj veci od 3). Stoga se manuka med prema enzim-

skoj aktivnosti moze usporedivati s medom vrijeska, citrusnim i bagremovim medom.

Aktivnost invertaze u manuka medu je takoder niska, 22 U/kg, dok kod drugih vrsta
meda varira od 13 do 217 U/kg. Aktivnost dijastaze i invertaze stoje u pozitivnoj korelaciji.
Kvocijent aktivnosti invertaze i dijastaznog broja varira od 1,8 do 10 $to pokazuje znacajnu

fluktuaciju enzimske aktivnosti manuka meda. Niska enzimska aktivnost, koja nije rezultat
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termicke obrade meda, povezuje se s visokim sadrzajem metilglioksala (MGO) u medu ma-

nuke 2,

4.1.4. Aminokiseline

Prolin, koji potjece od péele, ¢ini najveéi dio aminokiselina u medu od 50 do 85% *°.
Manuka med sadrzi relativno visok udio prolina (71%) usporedujuci s nektarni medom i med-
ljikovcem %, Druge aminokiseline potje¢u uglavnom iz nektara, odnosno medne rose, variraju
U sastavu te se na temelju toga moze zakljuciti o botanickom podrijetlu meda. Spektar amino-
kiselina moze sluziti kao dokaz patvorenja meda, pritom je kriterij prenizak sadrzaj prolina
koji ukazuje na nepotpuno zrenje ili patvorenje ®. U literaturi se promatraju samo slobodne
aminokiseline koje su zastupljene viSe u medljici. Osim prolina, u viS§im koncentracijama su

identificirani fenilalanin, glutamin i asparaginska kiselina.

Tijekom skladiStenja moze do¢i do znac¢ajnog smanjenja ukupnog sadrzaja aminokise-

lina, posebice arginina, glutamina, lizina i ornitina .

4.1.5. 5-Hidroksimetilfurfural
Karbonilni spoj 5-hidroksimetilfurfural (HMF) je tipi¢ni parametar za odredivanje u-
vjeta skladiStenja namirnica. Nastaje tijekom razgradnje Secera iz 3-deoksiglukozona (3-DG)
ciklizacijom i odvajanjem vode. Jedan je od najpoznatijih meduprodukata Maillard-ove reak-
cije te je stoga marker za pocetak kvarenja namirnica. HMF moZe nastati pod utjecajem topli-
ne ili u kiselim uvjetima iz glukoze ili fruktoze . Stoga se HMF moze naéi u namirnicama

bogatima Se¢erom i blago kiselim, posebice pod djelovanjem vise temperature.

Sadrzaj HMF-a u medu varira od 1 do 75 mg/kg ®' te je parametar kvalitete. Koncen-
tracije HMF iznad 40 mg/kg su neodgovarajuce, mogu ukazivati na predugo skladistenje ili
zagrijavanje meda. Svjezi med uglavnom ne sadrzi HMF °*. 1z navedenih razloga HMF je

indikator za utjecaj skladistenja i topline %,
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Slika 14. Nastanak 5-hidroksimetilfurfurala u medu.

U izabranim komercijalnim uzorcima manuka meda je pronadeno od 3 do 43 mg/kg
HMPF-a ®’. U prisustvu veée frakcije slobodnih aminokiselina, 3-DG stupa u reakciju s amino-
kiselinama te je stoga manja frakcija 3-DG dostupna za pretvorbu u HMF. Medutim, ukoliko
se u medu nalazi dihidroksiaceton (DHA), DHA reagira s aminokiselinama, umjesto 3-DG.
Kao rezultat, veca frakcija 3-DG je dostupna za pretvorbu u HMF te stoga manuka med sadrzi

veéi sadrzaj HMF-a od drugih usporedivanih vrsta meda 3.

4.1.6. Ostali produkti Maillard-ove reakcije
Drugi tipican parametar skladiStenja meda, osim HMF-a, kao 1 op¢i indikator rane faze
Maillard-ove reakcije je furozin, koji nastaje iz Amadori produkta. Takoder je relevantan

¢imbenik kod prerade meda za neprikladno skladistenje i termicku obradu, kao i HMF °.

U medu dolazi do stvaranja melanoida koji pridonose boji meda. To su polimeri od

kompleksa proteina, polifenola i oligosaharida ™.

4.1.7. Ostale tvari
Med je slabo kiseo s pH koji varira od 3,4 do 6,1 %°. U literaturi postoje razli¢iti podaci
za pH manuka meda, 4,21 %2 i 3,57 1. Glukonska kiselina, nastala pomo¢u glukoza oksidaze,
je glavna kiselina u manuka medu. Druge organske kiseline, prisutne u nizim koncentracija-
ma, su limunska, jabu¢na, mlijecna, octena, masla¢na i mravlja kiselina. Sveukupan udio or-

ganskih kiselina u medu je manji od 0,5%.

Medljikovac ima visi udio minerala od nektarnog meda. U manuka medu je identifici-

rano 16 minerala, pritom kalij ¢ini 87% sadrzaja ukupnih minerala s 1290 mg/kg. Nadalje,
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pronadeni su kalcij, magnezij, fosfor i sumpor. U usporedbi s drugim vrstama meda iz Novog

Zelanda, manuka med sadrzi najvise minerala, iako su razlike male °2.

Kvantitativno gledaju¢i lipidi nisu od velikog znacaja za med. Identificirane su masne
kiseline i njihovi esteri, ugljikovodici, voskovi i steroli. Moze biti prisutna i karakteristicna

hidroksi-masna kiselina iz mati¢ne mlijeci, 10-hidroksidec-2-enska kiselina 2.

Velika je raznolikost hlapljivih spojeva u medu, a opisano je oko 600 spojeva §to je
klju¢no za aromatski profil pojedinih vrsta. Tvari -damascenon i fenilacetaldehid daju mi-
ris i okus Kkoji je karakteristi¢an za med “°. Osim biljnog utjecaja na aromu meda, postoje i
¢imbenici kao $to su transformacija tvari pomocu pcela, termicka obrada i onecis¢enja. Hlap-

ljivi spojevi manuka meda su opisani u poglavlju 4.1.11.

Fitokemikalije su tvari koje potjecu iz biljaka, s kojih su pcele skupljale nektar ili

mednu rosu, a pokazalo se kako mnoge od njih mogu povoljno utjecati na zdravlje ¢ovjeka.

Analizom morfoloskih karakteristika, kemotaksonomijskog profila eteri¢nih ulja i ge-
netike populacije L. scoparium, moglo bi se ustanoviti da postoje par kemotipova na Novom
Zelandu. Na temelju profila eteri¢nih ulja, u tipu 1 je visoki sadrzaj eudezmola, u tipu 2 trike-

tona, a u tipu 3 triketoni nisu bili prisutni.

Postoje Cetiri L. scoparium vrste: L. scoparium var. incanum, var. linifolium, var. myr-
tifolium i var. triketone. S obzirom na profil eteri¢nih ulja i morfologiju, tip 1 proizlazi iz L.

scoparium var. incanum i linifolium, tip 2 iz var. triketone, a tip 3 iz var. myrtifolium.

Prevladavajuéi spojevi tipa 1 su 4-hidroksibenzojeva kiselina, dehidrovomifoliol i
benzojeva kiselina; u tipu 2 su koji¢na kiselina, 2-metoksibenzojeva kiselina; u tipu 3 su si-
ringinska kiselina, 4-metoksifenilmlije¢na kiselina i metil-siringat . Najucestaliji spojevi

determinirani u manuka medu prikazani su u Tablici 2.

Postoji korelacija izmedu 2-metoksibenzojeve kiseline i MGO. Naime u tipu 2 meda
manuke je pronadeno najvise MGO (634 mg/kg). Tip 3 med manuke je sadrzavao znacajnu
koli¢inu 4-metoksifenilmlijecne kiseline, §to moze biti zbog kontaminacije kanuka medom,

¢ija biljka cvate u isto doba kada i manuka biljka.

Zbog razli¢itih metoda ekstrakcije i detekcije korisStenih u kemijskoj karakterizaciji

meda manuke, dobiveni literaturni podaci se ne mogu dosljedno usporedivati.
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Tablica 2. Najuestaliji spojevi identificirani u medu manuke °.

Fenolne kiseline i flavonoidi

Druge tvari

kafeinska kiselina
izoferuli¢na kiselina
p-kumarinska kiselina
galna kiselina
4-hidrobenzojeva kiselina
siringinska kiselina

fenilmlijecna kiselina
4-metoksifenilmlijecna kiselina
koji¢na Kiselina
5-hidroksimetilfurfural
2-metoksibenzojeva kiselina
feniloctena kiselina

kvercetin metil-siringat
luteolin dehidrovomifoliol
8-metoksikemferol leptosperin*
pinocembrin glioksal

izoramnetin metilglioksal
kemferol 3-deoksiglukozuloza
krizin

galangin

pinobanksin

*ranije zvan leptosin

4.1.8. Antioksidansi
Antioksidansi su tvari koje moduliraju stvaranje slobodnih radikala te tako Stite dijelo-

ve stanice od njihovog Stetnog djelovanja.

U medu mogu biti enzimski (katalaza, glukoza oksidaza) i neenzimski (organske kise-
line, produkti Maillard-ovih reakcija, aminokiseline, proteini, flavonoidi, fenoli, vitamin E,
vitamin C, karoteonidi) ™. Kao izvori neenzimskih antioksidanasa sluze mnoge fitokemikalije

prisutne u medu, a njihova koli¢ina ovisi prvenstveno o njegovom botani¢kom podrijetlu.

U usporedbi s drugim vrstama meda, kojima se takoder pripisuje visoki antioksidacij-
ski potencijal (npr. heljdin i bagremov med), manuka i heljdin med su imali znatno veci uci-
nak hvataca slobodnih radikala od bagremovog meda. Medutim samo manuka med je imao
specifi¢nu antioksidacijsku aktivnost na superoksid anion radikale $to se pripisuje metil-
siringatu (MSYR) "°. Manuka med pokazuje i najvise vrijednosti u sadrzaju fenolnih spojeva i

antioksidacijskog kapaciteta.

4.1.9. Polifenoli

Flavonoidi su sekundarni metaboliti biljaka, Siroko rasprostranjena heterogena i jedna
od najvaznijih skupina prirodnih antioksidanasa. Nalaze se u mnogim biljkama, koncentrirani
u sjemenkama, kozi ili kori voca, kori drveca, 1iS¢u i cvije¢u. Posjeduju antioksidacijsku i
antiradikalnu aktivnost . Osim toga djeluju protuupalno, antiproliferativno, antimikrobno te

korisno za kardiovaskularni sustav ’’.
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Antioksidacijska aktivnost je prvenstveno rezultat njihove sposobnosti donora vodiko-
vih atoma, stoga uklanjaju slobodne radikale uz formiranje fenoksil-radikala, koji je stabilizi-

ran rezonancijom te postaje manje reaktivan.

Pcéele medarice putem nektara, polena i medljike donose u kosnicu polifenole, koji su
zasluzni za njegove ljekovite osobine. Njihov broj i koli¢ina koji se mogu naéi u medu varira-
ju u odnosu na ¢itav niz faktora; kvaliteta pcelinje pase, sezona sakupljanja meda, geografsko
podrugje ®. Flavonoidi i fenolne kiseline su najzastupljeniji te razli¢ite vrste meda sadrze es-

to sli¢ne polifenole, ali kvantitativno se razlikuju.

U usporedbi s medom od bagrema i divlje mrkve, manuka med ima najvisi ukupni sa-
drzaj polifenola s 899,09 + 11,75 mg ekvivalenta galne kiseline/kg 8. Galna kiselina se &esto
navodi kao glavna fenolna kiselina meda manuke. Povisene razine trimetoksibenzojeve i 2-
metoksibenzojeve kiseline te metilglioksala su pronadene u manuka medu. Prema drugim
istrazivanjima ukupni sadrzaj polifenola u medu manuke se kretao od 43,0 do 270,6 mg
GE/100g (GE — ekvivalenti galne kiseline) .

Kod Leptospermum meda Novog Zelanda i Australije pronadeni su: miricetin, kverce-
tin, luteolin, kemferol, kemferol-8-metil-eter, pinocembrin, krizin, galna, elaginska, klorogen-

ska, kafeinska, p-kumarinska, ferulinska i siringinska kiselina®.

Prema Yao et al. najucestaliji flavonoidi meda manuke su: kvercetin, izoramnetin, Kri-
zin, luteolin i nepoznati flavanon 8. U drugim analizama pronadeni su i metil-siringat, cimet-
na kiselina, pinobanksin, pinocembrin, galangin, fenilmlije¢na kiselina, 0-metoksiacetofenon i

grupa metoksibenzojevih kiselina " 8L,
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Slika 15. Izabrane strukture flavonoida i fenolnih kiselina meda manuke 2.

Kwvalitativne 1 kvantitativne razlike u sastavu flavonoida manuka meda odredenih u ra-
zli¢itim istrazivanjima moguce su posljedica primjenjenih razli¢itih metoda ekstrakcije 1 de-

tekcije. Ovo je ograniavajuéi ¢imbenik u usporedivanju dostupnih literaturnih podataka 2°

4.1.10. 1,2-Dikarbonilni spojevi
Glioksal (GO), 3-deoksiglukozon (3-DG) i metilglioksal (MGO) su 1,2-dikarbonilni
spojevi pronadeni u medu manuke, odgovorni za neperoksidnu antibakterijsku aktivnost.
Naspram ostalih vrsta meda, u medu manuke su pronadene visoke koli¢ine MGO-a koje vari-
raju od 38 do 761 mg/kg ©' te 38 do 828 mg/kg ®, sto je i do 100 puta vise nego u konvencio-
nalnim vrstama meda (1,6 do 24 mg/kg).

Osim manuka meda i druge vrste Leptospermum meda pokazuju visoku koncentraciju
MGO; posebno ,.jellybush med do 2400 mg/kg 83.

O

CHj
O

Slika 16. Kemijska struktura metilglioksala.
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Navedeni spojevi su izolirani i identificirani HPLC-om na obrnutim fazama (RP-
HPLC), s fotodiodnim detektorom (eng. photodiode array - PDA) i spektrometrijom masa
(eng. mass spectrometry — MS) 6782,

4.1.11. Cvjetni markeri meda manuke
Odredivanjem kemijskih markera tipi¢nih za odredene vrste meda, utvrduje se botani-
¢ko ili cvjetno podrijetlo meda, koji s kemijskim sastavom odreduju kvalitetu te mogu poslu-
ziti kao ,,fingerprint* meda. Kako se smatra da je manuka med medicinski proizvod od poseb-
nog znacaja zbog svoje antimikrobne aktivnosti, izuzetno je bitno autentificirati njegovo bo-
tani¢ko podrijetlo. Flavonoidi, fenolne kiseline i izoprenoidi najprikladniji su za diferencijaci-

ju monoflornih vrsta meda.

Markeri manuka meda su spojevi koji su pronadeni isklju¢ivo u manuka medu, u znat-

no visim koncentracijama ili definiraju profil manuka meda .

4.1.11.1. Hlapljivi spojevi
Usporedbom manuka, kanuka i ,,jellybush* vrsta meda uocavaju se razlike u sastavu
hlapljivih spojeva 84; prikazano u Tablici 3. Medusobne razlike se o¢ituju po tome §to se na-
vedeni spojevi isklju¢ivo nalaze u jednom od prikazanih vrsta meda, imaju najveci intenzitet
pika u kromatogramu nekog od vrsta meda ili su prisutni u vrlo malim koli¢inama u drugim
vrstama meda (npr. 2'-metoksiacetofenon karakteristican za manuka med, ali je prisutan u

malim koli¢inama i u ,,jellybush* medu).

Tablica 3. Hlapljivi spojevi kao moguc¢i markeri manuka, kanuka i ,,jellybush® vrsta meda.

Manuka med Kanuka med wJellybush® med
(Leptospermum scoparium) (Kunzea ericoides) (Leptospermum polygalifolium)
2-metilbenzofuran (4) 2,6,6-trimetilcikloheks-2-en- cis-linalool oksid (1)

] ] 1,4-dion (10) o
2'-hidroksiacetofenon (5) 3,4,5-trimetilfenol (7)

fenetilni alkohol (11)
2'-metoksiacetofenon (6)

p-anisaldehid (12)

neidentificirani spoj (13)

*brojevi u zagradama oznacavaju broj pika na Slici 17.
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Slika 17. HS-SPME-GC/MS profili: usporedba ¢istih kanuka (K), manuka (M) i
jellybush* (J) vrsta meda 84,

Za izolaciju hlapljivih spojeva najéesce se koriste metode ekstrakcije; mikroekstrakci-
ja na ¢vrstoj fazi (SPME), analiza vrsnih para iznad otopine meda s metodomn mikroekstrak-
cije na ¢vrstoj fazi (HS-SPME), Likens-Nickerson (simultana destilacija-ekstrakcija), ultraz-
vucna ekstrakcija otapalom (USE). Plinska kromatografija (GC) i plinska kromatografija -

masena spektrometrija (GC/MS) se upotrebljavaju u analizi hlapljivih spojeva 8.

4.1.11.2. Nehlapljivi spojevi
Flavonoidni profil manuka meda vec¢inom c¢ine kvercetin (13,8%), izoramnetin
(12,9%), nepoznati flavonoid (12,7%), krizin (12,6%) i luteolin (12,6%); zajedno ¢ine 64,6%
ukupnih flavonoida (3,06 mg/100 g meda). Australski ,,jellybush* (L. polygalifolium) i manu-
ka (L. scoparium) med sadrze sli¢an i relativno stabilan flavonoidni profil, §to bi moglo pos-
luziti kao cvjetni marker Leptospermum vrsta meda koji se proizvode u oceanijskom podru-
¢ju. Glavna razlika je u ukupnom sadrZaju flavonoida; manuka med posjeduje visi udio 3,06

mg/100g, a australski ,,jellybush* med nizi 2,22 mg/100g.

Manuka med sadrzi najzastupljeniju frakciju fenolnih kiselina, naspram drugih vrsta
meda, s 14,0 mg/100g meda. Najvisi udio ¢ini galna kiselina (50%), a sekundarne fenolne
kiseline meda manuke ¢ine nepoznata fenolna kiselina (11,9%), elaginska kiselina (10,8%) i
kafeinska kiselina (10,4%). Fenolni profil bi se mogao koristiti kao cvjetni marker manuka

meda, na temelju dominirajuc¢e galne kiseline. Glavna razlika izmedu australskog 1 meda s
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Novog Zelanda je u ukupnoj frakciji fenolnih kiselina i galne kiseline (znatno visi u manuka
medu) te u kumarinskoj kiselini (niza u manuka medu), §to bi moglo posluziti u razlu¢ivanju

tih dviju Leptospermum vrsta %,

Apscizinska kiselina je fitohormon koji inhibira mijenu tvari, pomaze biljci da prezivi
u stresnim uvjetima te kontrolira zavr$ne razvojne stadije biljke (starenje, otpadanje listova,

uvenuce cvjetova ili dozrijevanje plodova).

Nalazi se u obje Leptospermum vrste meda, gdje dominira zajedno s galnom Kkiseli-
nom, te bi mogli sluziti za diferencijaciju Leptospermum od ostalih vrsta meda. Sama apsci-
zinska kiselina bi se mogla koristiti kao biljni marker manuka meda. Naime manuka med sa-
drzi znatno viSe navedene kiseline (32,8 mg/100 g meda) od australskog ,,jellybush* meda
(7,83 mg/100g meda). Potrebne su daljnje studije na vise uzoraka manuka meda kako bi se

apscizinska kiselina potvrdila kao biomarker 8.

S obzirom na nehlapljive spojeve manuka, kanuka i ,,jellybush* vrste meda, usporedi-
vanjem njihovih fotodiodnih (PDA; A = 254 nm) profila moze se uociti jasna razlika u kemij-
skom sastavu (Tablica 4.). Navedeni spojevi mogu se pojaviti i u europskim i drugim vrstama

meda Novog Zelanda, ali u manjim koli¢inama.

Tablica 4. Nehlapljivi spojevi kao moguéi biomarkeri manuka, kanuka i ,.jellybush vrsta

meda.
Manuka med Kanuka med wJellybush® med
(Leptospermum scoparium) (Kunzea ericoides) (Leptospermum polygalifolium)
leptosperin (M3) 4-metoksifenilmlije¢na 2-metoksibenzojeva Kkiselina
lepteridin* kiselina (K1) (J1)
metil-siringat (K3) J2**

acetil-2-hidroksi-4-(2-
metoksifenil)-4-oksobutanoat p-anizinska kiselina (K2)
(M5)

) ) o lumikrom (K4)
3-hidroksi-1-(2-metoksifenil)-
penta-1,4-dion (M6)
koji¢na kiselina (M1)

5-metil-3-furankarboksilna kise-
lina (M2)

M4 i M7**

*pronaden i identificiran u kasnijim istraZivanjima 8% 9. 150

**neidentificirani biomarkeri ***s|lova i brojevi u zagradama oznac¢avaju pik na Slici 18.
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Slika 18. UHPLC-PDA-MS/MS profili (254 nm): usporedba ¢istih kanuka (K),

manuka (M) i ,,jellybush* (J) vrsta meda 84,

Senanayake et al. su podijelili uzorke meda manuke na aktivne i inaktivne na temelju
UMF (eng. unique manuka factor) sadrzaja. Inaktivni su imali ve¢i udio 4-
metoksifenilmlije¢ne Kiseline i metil-siringata od aktivnih vrsta meda 8. Na temelju prethod-
no navedenih rezultata, kanuka med, koji ne posjeduje neperoksidnu antibakterijsku aktivnost,
moguce ¢ini veci udio u inaktivnom medu. To se podudara i s rezultatima navedenim na poce-
tku poglavlja; prema Oelschlagel et al. grupa 2 je Cisti manuka med, grupa 3 ukljucuje med s
vis$im udjelom kanuka meda, a med grupe 1 vjerojatno sadrzi samo mali udio i manuka i ka-
nuka meda 3. Lumikrom sluzi kao Kriterij razlikovanja u usporedbi manuka i kanuka meda

zbog svoje karakteristi¢nosti za kanuka med (karakteristi¢an je za kanuka med).

Metil-siringat se nalazi u visokim konentracijama u medu manuke, ali u medu kanuke
¢ak i u visim koncentracijama, stoga nije pouzdan kemijski marker meda manuke . Osim

toga ne korelira s neperoksidnom aktivno$¢u ovog meda.

Dihidroksiaceton (DHA) koji konvertira neenzimski i ireverzibilno u metilglioksal
(MGO) prisutni su u nektaru meda manuke te su navedeni kao njegovi biomarkeri. Medutim
koncentracija ovih spojeva nije stabilna tijekom trajanja meda te stoga nisu pouzdani kemijski

markeri 88,

Novije otkrice dvaju fluorescencijskih valnih duljina jedinstvenih za med manuke,
MM1 (na 270-365 nm) i MM2 (na 330-470 nm), predstavlja brzi, jeftiniji i u¢inkovitiji na¢in
autentifikacije koriste¢i fluorescentnu spektrometriju . MM1 fluorescentni marker koji je

evidentan na 270-365 nm ekscitacijske emisije spoja, dobivenog iz Leptospermum nektara je
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leptosperin %, a MM2 evidentan na 330-470 nm je lepteridin. Oba su stabilna tijekom duzeg

skladistenja meda te su stoga pouzdani kemijski markeri meda manuke.

Najcesc¢e koristena metoda izolacije fenolnih spojeva je ekstrakcija na ¢vrstoj fazi
(SPE), a analiziraju se uglavnom GC-om i HPLC-om %L, Koriste se i tekué¢inska kromatografi-
ja ultra visoke djelotvornosti (UPLC) s fotodiodnim detektorom (PDA) i/ili s masenom spek-

trometrijom (MS).

4.2, BIOLOSKA AKTIVNOST MEDA MANUKE

4.2.1. Antioksidacijska aktivnost

Ustanovljeno je da med sadrzi znacajnu koli¢inu antioksidanasa, koja se mjeri kapaci-
tetom meda za vezanje i uklanjanje slobodnih radikala. Osim toga med pokazuje i drukdéiji
mehanizam; inhibiranje nastanka slobodnih radikala. Nastali superoksid je relativno nereakti-
van, konvertira u vodikov peroksid koji je znatno manje reaktivan, no iz njega nastaje izuzet-
no reaktivni peroksidni radikal. Taj nastanak kataliziran je metalnim ionima (zeljezo, bakar)
te spajanje tih metalnih iona u komplekse s organskim molekulama je bitan antioksidacijski
obrambeni mehanizam 2. Za sprje¢avanje navedenih reakcija odgovorni su flavonoidi i drugi

polifenoli, koje med manuke sadrzi u visim koncentracijama, nego druge vrste meda.

Antioksidacijski potencijal meda stoji u pozitivnoj korelaciji sa sadrzajem vode i bo-
jom meda. Sto je med tamniji, to sadrzi viSe antioksidanasa. Bitni su i botani¢ko podrijetlo i

eksterni faktori kao $to su klimatski uvjeti, okoli$ni ¢imbenici, procesiranje i skladistenje me-
da %.

Zbog svojih relevantnih bioloskih karakteristika, u istrazivanjima se manuka med ces-
to koristi kao ,,zlatni standard* kod odredivanja antioksidacijskog kapaciteta razliCitih vrsta
meda. Osim toga pokazuje zastitnu ulogu protiv oksidacijskog oste¢enja smanjujuci ostecenje
DNA, sadrZaj malondialdehida i aktivnost glutation peroksidaze u jetri. To se dogada moguce
posredstvom modulacije antioksidacijskih enzima (npr. katalaze) i visokog antioksidacijskog

kapaciteta zbog relevantnog sadrzaja fenola %,
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4.2.2. Antimikrobna aktivnost

Antimikrobna efikasnost meda ovisi o viSe ¢imbenika: polifenoli, pH meda i pH pod-
rucja koje se tretira (npr. rana), defenzin-1, H2O>, te u slu¢aju meda manuke sadrzaj MGO.
Ova kombinacija razliitih puteva ,,napada‘“ na bakterije je najvjerojatnije zasluzna za nemo-
guénost razvoja rezistencije bakterija na med, za razliku od brze indukcije rezistencije kon-
vencionalnih jednokomponentnih antibiotika. Smanjena osjetljivost bakterija na manuka med
tijekom duzeg perioda primjene je uocena, ali ta pojava nije dugorocna i nisu pronadene muti-
rane rezistentne bakterije. Rizik je nizak ukoliko se med primjenjuje kroz duzi period u viso-

kim koncentracijama %.

Vodikov peroksid (H20.), nastao pomoc¢u enzima glukoza oksidaze, je bitan za anti-
mikrobni potencijal meda koji se koristi za tretiranje koze, infekcije mekog tkiva, inficiranih
rana, u eradikaciji patogenih bakterija u gornjem respiratornom traktu ili H. pylori u Zelucu.
Medutim enzim katalaza iz tjelesnih tekucina ga inaktivira. Dodavanjem katalaze u uzorke
razli¢itih vrsta meda, antimikrobno djelovanje se ne moze detektirati, jedino je manuka med,
skupa s Echium vulgare medom pokazao antimikrobni u¢inak na zna¢ajnom broju uzoraka na

temelju svoje neperoksidne aktivnosti 43,

MGO je dominantni bioaktivni spoj manuka meda te koncentracija od 150 mg/kg je
odgovorna za antibakterijski ucinak, poznat kao neperoksidna aktivnost (NPA). Dokazana je
dobra linearna korelacija MGO-a i antibakterijske aktivnosti °. Njegova ukupna antibakterij-
ska aktivnost moze se mjeriti MGO koncentracijom u medu ili UMF vrijednos$¢u (eng. unique
manuka factor = jedinstveni manuka faktor) koja je odredena u marketinske svrhe kako bi se

klasificirali proizvodi (Tablica 5). Visina UMF-a i cijena meda stoje u pozitivnoj korelaciji.

Vrijednost UMF specificira antibakterijsku aktivnost izrazenu kao ekvivalent koncen-
tracije otopine fenola (% w/v) %. Odreden je naziv ,,aktivni manuka med* koji oznacuje ma-
nuka med s neperoksidnom aktivnos$éu, kako bi se razlikovao od drugih vrsta meda koji se

prodaju kao manuka med, a nemaju tu aktivnost.
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Tablica 5. Klasifikacija proizvoda po njihovom udjelu MGO i vrijednosti UMF.

Proizvod Metilglioksal UMF

(MGO), mg/kg | (NPA ekvivalent

koncentracije

otopine fenola)
MGO™ 100+ Manuka 100 10+
MGO™ 250+ Manuka 250 15+
MGO™ 400+ Manuka 400 20+
MGO™ 550+ Manuka 550 25+

Manuka med je pokazao antimikrobni u¢inak na opsezan broj bakterija ukljucujuci
bakterije rezistentne na prvu liniju antibiotika. Bakterije osjetljive na manuka med prikazane

su u Tablici 6.

Tablica 6. Mikroorganizmi osjetljivi na manuka med *°.

Gram pozitivne bakterije Gram negativne bakterije
Streptococcus pyogenes Stenotrophomonas maltophilia
koagulaza negativni stafilokoki Acinetobacter baumannii
meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus Salmonella enterica serovar Typhi
(MRSA) Pseudomonas aeruginosa
Streptococcus agalactiae Proteus mirabilis
Staphylococcus aureus Shigella flexneri
koagulaza-negativni Staphylococcus aureus Escherichia coli
(CONS) Enterobacter cloacae
hemoliticki steptokoki Shigella sonnei
Enterococcus Salmonella typhi
Streptococcus mutans Klebsiella pneumonia
Streptococcus sobrinus Burkholderia cepacia
Actinomyces viscosus Helicobacter pylori

Campylobacter spp.
Porphyromonas gingivalis

Oralna primjena manuka meda je limitirana posto se Seceri u medu brzo apsorbiraju, a
MGO brzo razgraduje reagirajuci s drugim sastojcima u hrani, stoga se traze oblici vece sta-
bilnosti i u¢inkovitosti. Kompleksiranjem manuka meda s a-ciklodekstrinom (prirodni ciklicki
oligosaharid), nazvan ,,Manuka Honey with CycloPower*, zadrzan je antibakterijski ucinak te
pokazan uglavnom povecéan bakteriostatski i moguci baktericidni u¢inak na Gram pozitivne i
Gram negativne patogene. Pretpostavlja se da je ovaj ishod rezultat produzenog oslobadanja

antimikrobnih komponenti kako bi se odrzala bakteriostatska koncentracija kroz duzi period.
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Moguci je i sinergisti¢ki u¢inak a-ciklodekstrina i drugih sastojaka manuka meda, no potreb-

na su daljnja istrazivanja za ovu postavku ¥,

Dokazana je prisutnost antimikrobnih spojeva u medu manuke, kada se neutraliziraju
H20,, MGO, defenzin-1 i titrira med do neutralnog pH. Nakon neutralizacije manuka med je
zadrzao baktericidnu aktivnost na B. subtilis, meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus
(MRSA), E. coli i P. aeruginosa *.

4.2.3. Tretiranje rana
Med karakterizira viSe svojstava koja pridonose u zacjeljivanju rana, a ukljucuje anti-
bakterijski, antioksidacijski, antiinflamatorni, keratoliti¢ki, deodoriraju¢i u¢inak, odrZavanje
ranom vlaznom, sluzi kao zastitna barijera te ubrzava rast tkiva. Med za navedenu indikaciju
mora biti medicinski ispravan med, podvrgnut gama zracenju tako da se eradiciraju bakterij-
ske spore koje mogu biti prisutne u sirovom medu. Neophodna je proizvodnja u kontroliranim

higijenskim uvjetima, poznavanje sastava i standardizacija antibakterijske aktivnosti 6% %,

Nakon izlaganja izolata rane inhibitornim koncentracijama manuka meda, rezistentne
bakterije (E. coli, MRSA, P. aeruginosa, S. epidermidis) nisu pronadene *> *°. Mogu¢i razlog
eradikacije (potpunog iskorjenjenja uzro¢nika zarazne bolesti) rezistentnih bakterija su razlike
u sadrzaju glavnih antimikrobnih sastojaka meda, MGO i H20., koji variraju s botani¢kim i
geografskim podrijetlom nektara, vremenom i uvjetima skladiStenja meda. Anti-biofilm akti-
vnost je bila najvisa u mjesavini meda s najve¢im udjelom manuka meda; u¢inkovitost razlici-
tih vrsta manuka meda je rasla proporcionalno sa sadrzajem MGO, iako isti udio MGO s ili
bez Secera, nije mogao eradicirati biofilmove. Stoga se pretpostavlja da su i1 drugi ¢imbenici U

manuka medu odgovorni za potentnu anti-biofilm aktivnost °.

Uocena je sinergisticka kombinacija meda manuke s antibioticima koji se koriste kod
inficiranih rana uzrokovanih bakterijama rezistentnima na mnoge antibiotike, kao $to je MR-
SA. Antibiotici (tetraciklin, rifampicin, mupirocin, imipenem), koji su pokazali sinergisticki
ucinak, dolaze iz razli¢itih grupa antibiotika, stoga s razli¢itim mehanizmima (na 30S riboso-
me, RNA polimerazu, membranu i stani¢nu stjenku). Ta ¢injenica ukazuje na kompleksnost
sastojaka meda manuke s moguce viSe djelatnih tvari koje ostvaruju ucinak na vise ciljnih

mjesta u stanici 100102,

Za antisepticko djelovanje zavoja s medom odgovorna je 1 antimikrobna aktivnost vo-
dikovog peroksida. Nastanak H>O> varira disproporcionalno pri razrjedenju meda te razrjede-

nje zavoja s medom varira s eksudatom (izljev tekuéine i stani¢nih elemenata iz kapilara oste-
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¢enih pri upali) rane, stoga je bitno ustanoviti nastanak H2O2 u razli¢itim koncentracijama
meda. Maksimalni sadrzaj akumuliranog H202 (1-2 mmol/L) bio je u otopini meda koncentra-
cije 30% 1 50% (v/v) §to je ekvivalentno 10 cm x 10 cm zavoja koji sadrzi 20 mL meda raz-
rijedenog s 10 do 113 mL eksudata rane 2. Sadrzaj nastalog H2O2 je vrlo nizak naspram
konvencionalno primjenjivanog sadrzaja te je stoga rizik od nekroze stanica (odumiranje sta-

nica u zivim tkivima) vrlo nizak.

Rane i ulceracije (duboki defekti na kozi i u potkoznom tkivu) koje nisu reagirale na
konvencionalne pripravke, pokazale su zna¢ajno poboljSanje topikalnom (lokalnom) primje-
nom meda manuke. Rane koje su na pocetku bile sterilne ostale su sterilne sve do zacjeljenja,
a inficirane rane i ulkusi postali su sterilni unutar tjedan dana. Med je uklanjao odumrlu kozu i

zamijenio ju granuliranim tkivom, ubrzao epitelizaciju te apsorbirao edem oko rubova ulkusa
103

Mikroorganizmi koji koloniziraju opekotinu potjecu iz pacijentove gastrointestinalne i
respiratorne flore, dubljih slojeva koze ili kontaminiranih vanjskih izvora (tlo, voda, zrak).
Topikalnom primjenom meda brzo se Cisti inficirana rana, ubrzava proces zacjeljivanja dubo-
kih inficiranih kirur$kih rana. Nadalje, kod opekotine med smanjuje povrSinu rane, djeluje
antimikrobno te ponovno epitelizira, djeluje brze od konvencionalnih pripravaka. Protuupal-
nim u¢inkom med smanjuje oSteCenje uzrokovano slobodnim radikalima te tako prevenira

daljnju nekrozu tkiva.

4.2 4. Citotoksi¢na aktivnost
Citotoksicnost je inaktivacija i ubijanje stanice ometanjem njenth fizioloskih funkcija
odredenim tvarima. Moze biti reverzibilno ogranienje stanice ili ireverzibilno oSteCenje
(smrt) pri ¢emu su sve funkcije i strukture potencijalni ciljevi napada na stanicu. Toksi¢ni
ucinak se moZze manifestirati i kao promjena veli€ine stanice, proliferacija stanica ili pove¢ana

akumulacija odredenih tvari .

Med manuke je pokazao potentni antiproliferativni u¢inak na melanomu, kolorektal-
nom karcinomu i karcinomu dojke, koji ovisi o vremenu i dozi meda. Glavni mehanizam an-
tiproliferativnog djelovanja med ostvaruje aktivacijom mitohondrijskog apoptoticnog puta,
stimuliranjem inicijatora kaspaze-9, koja odreduje aktivaciju izvrsitelja, kaspaze-3. Nadalje,
inducira apoptozu aktivacijom PARP, indukcijom fragmentacije DNA i gubitkom ekspresije
Bcl-2 %,
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Uoceno je da med moze ublaziti nuspojave onkoloskih tretmana. Nakon radikalnog
odstranjivanja vulvarnog karcinoma, med je pomogao u brzem zacjeljenju rana 1%, Moze
smanjiti radijacijom inducirano ostecenje crijeva u tretmanu karcinoma maternice 1%, Zabilje-
zena je ucinkovitost meda kod mukozitisa izazvanog radijacijom te radioterapijom i kemote-

rapijom izazvanih koZnih reakcija %

Topikalna primjena manuka meda preporuca se kod kemoterapijom induciranog oral-
nog stomatitisa. Kao suportivna terapija s kemoterapeuticima doprinosi boljoj u¢inkovitosti
kod kemoterapijom inducirane febrilne neutropenije; smanjio je potrebu za faktorima stimula-
cije kolonija (CSF) 7. Medni oblozi pomazu kod pacijenata s melanomima nakon $to uobica-

jeni pristupi (terapija zradenjem) nisu pokazali u¢inak 1%,

4.2.5. Imunostimulacijska aktivnost

Osim izravnog antimikrobnog djelovanja, med potpomaze borbu s infekcijama potica-
njem rada imunoloskog sustava. Med stimulira limfocite T i1 B koji posljedi¢no aktiviraju neu-
trofile. Stimulacijom monocita in vitro dolazi do oslobadanja citokina TNF-a, IL-1 i IL-6 Koji
djeluju kao glasnici upale i aktiviraju mnoge aspekte imunoloskog odgovora. Osiguravanjem
zaliha glukoze med omogucava povecano stani¢no disanje makrofaga koji proizvode vodikov
peroksid, a osiguravanjem supstrata za glikolizu makrofazima je omogucena proizvodnja e-
nergije ¢ak i unutar oSteCenih tkiva sa smanjenom opskrbom Kisika. Postoje pretpostavke o
ulozi kiselosti meda u potpomaganju fagocitoze jer fagocitne vakuole u makrofazima imaju

kiseli pH pomoéu kojeg se fagocitirane bakterije unistavaju .

4.2.6. Antiinflamatorna aktivnost

Upala je neophodan dio normalnog odgovora na infekciju ili ozljedu, ali ako je prejaka
ili kroz duzi vremenski period prevenira zacjeljivanje i uzrokuje daljnja oStecenja. Upalni
odgovor nastao djelovanjem bakterija prikazan je na Slici 19. Leukociti u upali stvaraju glas-
nike koji reguliraju okolno podrugje, prostaglandine (PG), koji su odgovorni za bolne simp-
tome upale. Dolazi do vazodilatacije, pucanja stijenki kapilara te istjecanja plazme $to uzro-
kuje oticanje okolnog tkiva, eksudata. Dogotrajna upala potice i stvaranje slobodnih radikala
u tkivu koji mogu razgraditi lipide, proteine i nukleinske kiseline, ¢ime nastaje erozija tkiva.
Slobodni radikali prekomjerno aktiviraju fibroblaste, stoga dolazi do fibroze (prekomjerno
formiranje vlaknastog vezivnog tkiva u organu ili u tkivu tijekom reaktivne faze ili faze ob-

navljanja tkiva) %.
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Slika 19. Upalni odgovor na bakterijsku infekciju.

Protuupalni u¢inak meda manuke se uglavnom odnosi na rane i opekline, ali i na GIT,

Sto je opisano u poglavljima 4.2.3.,4.2.7.,5.4.3.15.4.5.

4.2.7. Primjena u gastroenterologiji

4.2.7.1. Dijareja
Skrac¢ivanje trajanja dijareje primjenom meda pripisano je antibakterijskoj aktivnosti
meda, $to objasnjava neuéinkovitost meda na dijareju uzrokovanu virusom. Med nije niti po-

vecao trajanje dijareje uzrokovane virusom, za razliku od terapije antibioticima.

Standardno lije¢enje dijareje ukljucuje rehidraciju te nadomjestak elektrolita izgublje-
nih dijarejom, oralno ili intravenski. Primjenjivane ORS (oralna rehidracijska otopina) sadrzi
otopinu elektrolita s dodanom glukozom koja potpomaze apsorpciju elektrolita i povecava
reapsorpciju vode u crijevima. Zamjenom glukoze s medom u ORS-u, med je bio jednako
u¢inkovit u rehidraciji pacijenata . Prednost meda je §to sadrzi fruktozu koja dodatno po-
vecava reapsorpciju vode s manje natrija te povecava apsorpciju kalija, za razliku od glukoze

koja uzrokuje gubitak kalija 1°,

4.2.7.2. Pepticki ulkus i gastritis
Najces¢i uzrocnik pepti¢kog ulkusa je bakterija H. pylori, a drugi uzroénici mogu biti
lijekovi (nesteroidni antiinflamatorni lijekovi - NSAIL), alkohol i stres. U in vitro studijama
inhibirana je H. pylori s 20%-tnom otopinom meda . Koncentracija meda manuke od 5%
potpuno je inhibirala rast bakterije, no klinickim istrazivanjem bakterija nije bila uklonjena
nakon dva tjedna terapije s dozom od &etiri Zzlice meda na dan (25g) 2. Moglo bi se zakljugiti
da med u ovim indikacijama ne djeluje eradikacijom H. pylori, no potrebna su daljnja istrazi-

vanja na ve¢em broju ljudi, kroz duZzi period i ve¢om dozom.
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Istrazivanjem na Stakorima pokazalo se da davanje meda 30 minuta prije konzumacije
alkohola stiti od ulceracija uzrokovanih alkoholom. Istovremena primjena meda s indometa-

cinom preveniralo je ulceracije 3.

Davanjem 30 mL meda tri puta dnevno prije jela znacajno se smanjio pobol od dispep-

sije, gastritisa, dudodenalnog ulkusa te pojave krvi u stolici 114,

4.2.7.3. PoboljSanje probave i apsorpcije
Med sadrzi enzime koji poboljSavaju probavljanje hrane, posebno ugljikohidrata kao
Sto su Seceri i $krob. Jednostavne molekule Sec¢era u medu mogu se direktno apsorbirati u kr-

votok.

Probiotici su zivi nepatogeni mikrobioloski suplementi koji imaju pozitivan u¢inak na
zdravlje domacdina. Zbog kiselosti meda, kvasci i bakterije mlije¢ne kiseline su dominantni
mikroorganizmi u medu, no prisutni su i Lactobacillus i Bifidobacterium vrste koje su probio-

tici 11°.

Prebiotici su tvari koje poticu brz razvoj i biolosku aktivnost dobrih bakterija u GIT-u;
hrana za probiotike. Najéesc¢i prebiotici su oligosaharidi, kao $to su fruktooligosaharidi (FOS),
galaktooligosaharidi (GOS) 1 inulin. Med sadrzi razli¢ite oligosaharide, ovisno o stupnju po-
limerizacije, te na taj nacin potice rast i aktivnost bifidobakterija. Koristi se za poboljSanje
GIT zdravlja tako Sto se pomijesa s fermentiranim mlijenim proizvodima s bifidobakteijama

i laktobacilima 116,

Konzumiranjem relativno velike koli¢ine meda (70 do 95 g) moze do¢i do laksativnog

ucinka s malapsorpcijom fruktoze. Opcenito med djeluje laksativno.

4.2.8. Antivirusna aktivnost
Manuka med je uc¢inkovit u sprjeavanju daljnjeg Sirenja virusa. Pokazano je da in vit-
ro inhibira Rubella i Herpes virus te ima anti-HIV-1 u¢inak zbog metilglioksala **. Koristi se
topikalno za lijecenje rekurentnih lezija uzrokovanih Herpes simplex virusom. Kod labijalnog

i genitalnog herpesa smanjio je trajanje bolesti, bol i pojavu ljuskica, znatno bolje od aciklovi-
ra 18,

Med manuke pokazao je inhibitornu aktivnost na virus influence te primjenjivan skupa
s zanamivirom ili oseltamivirom, u koncentraciji od 3,13 mg/mL, smanjio je njihov ICso (po-
lovicna maksimalna inhibitorna koncentracija djelatne tvari) za tisu¢inu od lijekova primje-

njivanih pojedina¢no *°.
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Unosom meda 50 g/dan smanjuje se trajanje prehlade za dva dana *?°. Uzimanjem me-
da tri puta na dan (ukupno 45g), tijekom studije koja je trajala 20 godina, nijedan sudionik
nije obolio od neke virusne infekcije, dok je kontrolna grupa oboljela od prehlade ili grlobolje
tri do Cetiri puta godi$nje. Dugoro¢no uzimanje meda djeluje imunostimulacijski protiv infek-

cija 12,

U in vitro studiji med manuke je pokazao znacajan ué¢inak (ECso = 4,5% w/v) na vari-
cella-zoster virus (VZV) izolate. Moze se primijeniti topikalno u lijeenju osipa uzrokovanog

ovim virusom 22,

4.2.9. Antifungalna aktivnost
Med djeluje antifungalno na dermetofite koji mogu uzrokovati mikoze (Tinea), Epi-
dermophyton, Microsporum i Thrichophyton, ukljucujuéi i vrste rezistentne na flukonazol i
mikonazol. Pokazao se djelotvornim i protiv Candida albicans, najée$¢eg uzro¢nika infekcija
genitalnog sustava. Njegov ucinak je bio usporediv ili bolji od komercijalnih antimikotika

(nistatin, klotrimazol ili mikonazol) 1%,

4.2.10. Antiparazitska aktivnost
Uoceno je da med djeluje kao antihelmintik kod glista, trakavica i obli¢a. Na temelju
svog kiselog pH, med prevenira rast mnogih parazita i stvara lose uvjete za njihov daljnji rast.

Vise koncentracije su brze ostvarile paraliticki u¢inak na parazite 124,

4.2.11. Primjena u oftalmologiji
Primjena meda na donji dio kapka kod Keratitisa (upala roznice oka), konjuktivitisa
(upala o¢ne spojnice) i blefaritisa (upala o¢nih vjeda), koji nisu reagirali na konvencionalne
lijekove, pokazala je poboljsanje simptoma. Primjecen je osjecaj zarenja i crvenilo oka, ali ne
dovoljno da bi se sprijecilo lije¢enje medom 1%, Tretiranje kemijske inducirane katarakte
(zamucenje o¢ne lece; vodeci uzrok sljepo¢e) medom pokazalo je poboljSanja i usporenje

progresije bolesti 12°. Med se u oftalmologiji obi¢no upotrebljava u obliku masti.

4.2.12. Primjena kod kardiovaskularnih bolesti
Pokazano je da med smanjuje ¢imbenike rizika Stetnih kardiovaskularnih (KV) do-
gadaja kod zdravih i ljudi s ve¢ postojec¢im ¢imbenicima rizika. Kod grupe pretilih ljudi koja
je konzumirala 70 g meda dnevno tijekom mjesec dana smanjio se ukupni kolesterol, LDL

kolesterol, trigliceridi, C-reaktivni protein, GUK nataSte te se pove¢ao HDL kolesterol, za
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razliku od grupe koja je dobivala saharozu. Jos bolji rezultati su bili kod ljudi s ve¢ poveca-

nim rizikom od KV dogadaja te nije doslo do poveéanja tjelesne tezine 27

Med sadrzi dusikove okside koji mogu imati protektivnu ulogu na kardiovaskularni
sustav koji kao vazodilatatori reguliraju arterijski tlak. Tamnije i svjezije vrste meda sadrze
vise metabolita NO od svjetlijih i skladistenih, dok se zagrijavanjem gube NO metaboliti kod

svih vrsta meda °.

Istrazivanja na Stakorima su pokazala da se konzumacijom meda smanjuju simptomi
bolesti srca, kao §to su ekstrasistola, aritmija i tahikardija 1?8, Postoje dokazi da med smanjuje

agregaciju trombocita i koagulaciju krvi 12°,

4.2.13. Primjena kod dijabetesa
Med je visokokalori¢na namirnica, bogata ugljikohidratima zbog ¢ega se dugo nije
preporucivao dijabeti¢arima. Medutim, u nekim istrazivanjima je dokazano da su se konzu-
macijom meda kod dijabetes tipa Il smanjile komplikacije bolesti kao §to su povisen krvni

tlak, angina, dislipidemija, i to usprkos trajno povisenoj GUK.

Glikemijski indeks (GI) je mjera koja oznacava brzinu i intenzitet poviSenja razine
glukoze u krvi nakon konzumiranja odredene hrane. Hrana koja posjeduje nisku vrijednost
glikemijskog indeksa uzrokuje mali porast glukoze u krvi i obrnuto. Glikemijski indeks meda
manuke nalazi se na umjerenoj razini (srednja razina Gl od 56 do 69) variraju¢i od 54 do 59

za razliku od ostalih vrsta meda ¢&iji GI moze iznositi i do 85 %,

Ameri¢ko dijabetolosko drustvo je 2002. godine istaknulo da je bitna ukupna koli¢ina
ugljikohidrata u obrocima, a ne vrsta ugljikohidrata. U skladu s tim, med bi se mogao Koristiti
kod dijabeticara kao dio ukupnih ugljikohidrata u individualnoj dijabeti¢koj dijeti. U obzir
treba uzeti 1 sve druge pozitivne uc¢inke meda koje dijabeti¢arima mogu pomoc¢i u regulaciji
poremecenog metabolizma i u usporavanju komplikacija dijabetesa (npr. dijabeti¢ko stopalo,

ulceracije) 4 13,

4.2.14. Primjena kod neuroloskih poremecaja
Kod miSeva hranjenih medom uoceno je znacajno smanjenje anksioznosti i bolji kapa-
citet pamcenja, kratkoro¢ni i dugoroc¢ni te antidepresivni uc¢inak sli¢an onom kod MAO inhi-
bitora (inhibitori monoaminooksidaze tipa A i B) **2. Med je smanjio i broj degeneriranih neu-
rona u hipokampalnom CA1 podruéju (dio osnovnog hipokampusnog kruga; Cornu Ammonis

(CA) — Amonovi rogovi) koje je vrlo podlozno oksidativnom inzultu. Nadalje, primjenom
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meda razli¢itih koncentracija, pokazao se ekscitacijski ucinak meda na sredis$nji ziv€ani sus-
tav, posebno pri najvisoj nesedirajucoj dozi (najvisa doza koja ne uspavljuje). Osim toga, pos-
toji mogucnost da su glija stanice osjetljive na med posto se pokazao neuroprotektivni u¢inak

u cerebro-fokalno induciranoj ishemiji (ishemija inducirana u mozgu) kod miseva °.

4.2.15. Med kao antitusik
Male doze meda, 1-2 zlice (ovisno o dobi; 2-5 godina % zlice, 6-11 godina 1 Zlica, 12-
18 godina 2 zlice) ucinkovite su kod kaslja i olakSavanja sna kod djece koja kaslju te je jedna-

ko u¢inkovit kao i sintetski sirupi protiv kaslja (dekstrometorfan) 133 134,

4.2.16. Utjecaj meda na oralno zdravlje
Velike su polemike oko koristi i rizika primjene meda na zube. Dokazan je kariogeni
u¢inak meda (pospjeSivanje nastanka karijesa), ali i manja kariogenost meda u odnosu na sa-

harozu te ¢ak i karioprotektivni u¢inak zbog antibakterijskog djelovanja meda.

Uoceno je da med za razliku od voénih sokova (pH=3,5), ne izaziva eroziju zubne cak-

line, vjerojatno zbog sadrzaja kalcija, fosfata i fluorida **°.

Oralne lezije, kao Sto su aftozni stomatitis, rekurentni herpes labialis, rekurentni intra-
oralni herpes, erozivni oralni lichen planus, oralna kandidijaza i oralna psorijaza mogu se us-
pjesno lije¢iti medom %, Preporucuje se stavljanje meda direktno na leziju ili drzanje i okre-
tanje kroz usnu Supljinu tijekom nekog vremena te ¢is¢enje zubiju nakon tretmana, iz sigurno-

snih razloga. Med djeluje protuupalno, smanjuje bol te skracuje vrijeme trajanja oralnih lezija.

Dokazano je da manuka med zbog jakog antibakterijskog ucinka sprjecava stvaranje
zubnog plaka te nastanak gingivitisa (upala desni). Zvakanjem meda smanjio se nastanak pla-
ka i broj bakterija, kao i kod ina¢e primjenjivanih antibiotika. Primjenom meda, pH se nije
smanjio ispod 5,5 (pH pri kojem dolazi do dekalcifikacije), za razliku od saharoze **’. U dru-
goj studiji, ispiranjem usne Supljine manuka medom inhibiran je nastanak plaka jednako kao 1
s klorheksidinom *®, Med manuke pokazao se djelotvornim i u lije¢enju halitioze (zadah iz

usta).

4.2.17. Utjecaj meda na sportske rezultate
Konzumacijom tvari koje daju energiju prije, tijekom i nakon fizicke aktivnosti po-
boljsava se performans i obnova misiéa. Zlica meda daje potrebnu energiju te je jeftina zam-

jena za komercijalne proizvode za poboljsanje sportskih rezultata *°,
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Fizioloski ucinci meda tijekom sporta su znacajno povecanje frekvencije srca i kons-

tantna razina glukoze u krvi, $to ide u prilog medu kao boljoj zamjeni za glukozu.

Koli¢ina meda, u svrhu poboljSanja sportskih rezultata, trebala bi se odrediti prema tje-
lesnoj masi i vremenu konzumacije prije vijezbanja. Cetiri sata prije vjezbanja treba uzeti 4

g/kg, jedan sat prije vjezbanja 1 g/kg te 10 minuta prije vjezbanja 0,5 g/kg tjelesne tezine 124,

4.2.18. Primjena meda u djecjoj prehrani
Dojencad koja su u svojoj prehrani imala med pokazala su poveéanje koncentracije
hemoglobina, ljepsi ton koze, laksi i tanji feces, brze povecanje tjelesne tezine, manju podloz-
nost bolestima te su bila bez probavnih smetnji, naspram dojenc¢adi sa saharozom i bez meda
u prehrani *°. No u medu je prisutna Clostridium botulinum &ije spore mogu prezivijeti u ze-
lucu dojenceta mladeg od jedne godine i stvarati toksine (botulizam) stoga se ne bi smio prim-

jenjivati do prve godine Zivota .

Dokazano je da med u prehrani djece poboljsava pamcenje i rast, djeluje anksioliticki
(ublazava psihicke poremecaje, neurozu, tjeskobu) i poboljsava djelovanje djeteta kasnije u

Zivotu 14,

4.2.19. Utjecaj meda na plodnost
U studiji na miSevima s 5%-tnom otopinom meda u vodi, uocen je pozitivan u¢inak
meda na plodnost. Modificirani folikulostimuliraju¢i hormon (FSH), luteinizirajué¢i hormon
(LH) i testosteron su se kvalitativno poboljsali te je uocen pozitivni ué¢inak na vitamin E. Sup-
lementacija meda (nadopuna prehrani) od 1 g/kg pokazala je oporavljajuéi uéinak na promije-
njenu koncentraciju gonadotropina #2. Primjena meda kod miseva tijekom gestacijskog raz-
doblja, pokazala je pozitivne uéinke na razinu kortizola (,,hormon stresa“) i na ishod trudnoce

126 Potrebna su daljnja istrazivanja za donoSenje ozbiljnih zaklju¢aka u ovoj indikaciji.

4.2.20. Primjena meda u kozmeti¢ke svrhe
Med se nalazi u mnogim kozmeti¢kim proizvodima. Cini hidrofilni dio emulzije koji
sluzi kao ovlaziva¢ kozmetickog proizvoda i koze. Proizvodi s medom su prikladni za sve
tipove koze, koju hidratizira, omeksava i zacjeljuje. Med je higroskopan, djeluje antibakterij-
ski i antifungalno te njegovi sastojci hrane kozu, kao 1 kosu. Kiselost meda pridonosi jaéanju

gornjeg zastitnog, kiselog sloja koze (pH koZe je oko 5,5) > 24,
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5. RASPRAVA
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5.1. Zahtjevi kakvoée meda

Med podlijeze odredenim zahtjevima kakvoce. Postoje propisi za sadrzaj Secera i vo-
de, sadrzaj tvari netopljivih u vodi i slobodnih kiselina te za elektri¢nu provodnost. Medu se
nikakve dodatne tvari ne smiju dodati niti oduzeti. Prirodni oblik ove namirnice je bitan krite-

rij, Sto se ocCituje 1 u zabrani zagrijavanja ili neprikladnog skladistenja meda.

Kontrolni parametar je sadrzaj HMF-a u medu i njegova enzimska aktivnost, koji su
zakonski odredeni. Med koji sadrzi HMF visi od 40 mg/kg, odnosno 80 mg/kg za tropske vr-

ste meda, smatra se proizvodom manjkave kvalitete.

Aktivost enzima dijastaze je drugi ¢imbenik, pritom je dijastazni broj mjera za aktiv-
nost ovog enzima, koji govori koliko se $kroba razgradi u 100 g meda unutar jednog sata u
eksperimentalnim uvjetima 3. Dijastazni broj kod meda mora iznositi minimalo 8 odnosno
kod enzimski slabijih vrsta meda 3. Invertaza je takoder ¢cimbenik koji moze ukazati na termi-
¢ko oste¢enje meda. Osjetljivija je od dijastaze na skladistenje i toplinu, stoga se eventualna
ostecenja meda mogu uociti ve¢ nakon kraceg djelovanja vise temperature. Ne postoje zakon-

ske norme za aktivnost invertaze.

Bitna je i analiza botani¢kog podrijetla meda melisopalinologijom te biljnim markeri-
ma (polifenoli, hlapljivi spojevi). Sukladno tomu potrebno je otkriti patvoreni med npr. u ob-
liku proizvoda nastalih od péela hranjenih saharozom ili mijeSanih s drugim vrstama meda.
Problemati¢na je 1 u meduvremenu dopustena filtracija meda, kojom se 1 polen odstranjuje.

Nije dopusteno dodavanije filtriranog u nefiltrirani med 44,
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5.2 KEMIJSKI SASTAV

5.2.1. Antioksidansi

Razlike u antioksidacijskoj aktivnosti izmedu razli¢itih vrsta meda postoje zbog priro-

dnih varijacija u sastavu (Seceri, minerali i sadrzaj vode), lokaciji i cvjetnom izvoru nektara.

Antioksidansi mogu biti endogeni i egzogeni. Endogeni mogu biti enzimski (supero-
ksid dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza i transferaza, citokrom c) i neenzimski antio-
ksidansi (karotenoidi, askorbinska kiselina, a-tokoferol, glutation, koenzim Q10). Egzogenim

antioksidansima pripadaju hvataci slobodnih radikala (,,scavengers®) i prijelazni elementi (Se,

Zn) 145,

Enzimski antioksidansi su prvi obrambeni mehanizam protiv slobodnih radikala u or-
ganizmu Covjeka, neutraliziraju ih ve¢ pri njihovom nastanku. No starenjem se stvaranje tih
enzima smanjuje te postaje sve vaznija konzumacija hrane bogate antioksidansima, u koju
spada i med. Antioksidansi prisutni u prirodnim prehrambenim proizvodima pokazuju zna-
¢ajan antioksidacijski kapacitet. Osim toga sprjecavaju kvarenje uzrokovano oksidacijskim

promjenama uslijed djelovanja svjetlosti, topline i nekih metala 1%,

Reaktivni oblici kisika ili ROS (eng. reactive oxygen species) nastaju iz molekular-
nog kisika normalnim stani¢nim metabolizmom. U niskoj do umjerenoj koncentraciji su sas-
tavni dio fizioloskih stani¢nih procesa (pomazu u metabolizmu oksidirajuc¢i ugljikohidrate,
masti i bjelanéevine stvarajuci toplinu i energiju), no u visokoj koncentraciji uzrokuju Stetne

modifikacije stani¢nih dijelova (lipidi, proteini, DNA).

Mogu se podijeliti na slobodne radikale i neradikale. Slobodni radikali su molekule
koje sadrze jedan ili viSe nesparenih elektrona te stoga molekula postaje reaktivna. Neradikal-

ni oblici nastaju kada dva slobodna radikala dijele svoje nesparene elektrone.

Fizioloski zna¢ajni ROS-ovi su superoksid anion (O%), hidroksilni radikal (*OH) i vo-
dikov peroksid (H202). Hidroksilni radikal je najreaktivniji ROS, a moze ostetiti proteine,
lipide, ugljikohidrate i DNA. Ukoliko ROS potakne peroksidaciju lipida oduzimanjem elek-
trona visestruko nezasi¢enim masnim Kiselinama, dolazi do narusenja integriteta stani¢ne
membrane i promjene stani¢ne strukture. Vodikov peroksid, superoksidni radikali, oksidirani
glutation (GSSG), izoprostani, karbonili i nitrotirozin mogu se mjeriti kao biomarkeri oksida-

cije u plazmi i krvi 14,
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Egzogeni izvori oksidanasa su cigaretni dim, izlaganje ozonu, hiperoksija, ionizirana

radijacija, UV zracenje, lijekovi, prehrana, pesticidi i teski metali (Fe, Cu, Cd, Hg, Ni, Pb, Ar)
146

Oksidacijski stres nastaje disbalansom antioksidansa i ROS-a zbog manjka antioksi-
dansa, nedostatka esencijalnih djetetskih tvari (Cu, Fe, Zn, Mg) ili akumulacije ROS-a (Slika
20.). Tada stanice pokusavaju ponistiti oksidacijski u¢inak i vratiti redoks ravnotezu aktivaci-
jom ili utiSavanjem gena koji kodiraju obrambene enzime, transkripcijske faktore i strukturne
proteine. Omjer oksidiranog i reduciranog glutationa (2GSH/GSSQG) je bitan pokazatelj oksi-

dacijskog stresa u tijelu.

Poviseno stvaranje ROS-a u tijelu moZe promijeniti DNA strukturu, modificirati prote-
ine i lipide, aktivirati stresom inducirane transkripcijske faktore i stvaranje proinflamatornih i
antiinflamatornih citokina. Ljudski organizam ima ugradeni antioksidacijski sustav, no u pato-
loskim stanjima taj sustav moZze biti prezasi¢en. To pridonosi razvoju bolesti ukljucujuéi tu-
more, neuroloske bolesti, aterosklerozu, hipertenziju, ishemiju, dijabetes, astmu i mnoge dru-
ge. Kod procesa upale leukociti stvaraju slobodne radikale u inficiranim ili oSte¢enim tkivima.
Protuupalno djelovanje meda zasniva se upravo na sprjecCavanju nastanka slobodnih radikala

tj. antioksidacijskom djelovanju 1*°.

REDOKS

ROS . HOMEOSTAZA - ROS
stvaranje o Em— eliminacija
A 1 4 /,-_._.
Citokrom P450..» @ Ostali izvori Drugi Pm CAT

‘antioksidansi

Aminokiseline

LN

“sop

-
/ NADPH oksidaza 4
i . VitaminiCi E '
Lipooksigenaza GSH
Lanac transporta GSH-Px
elektrona u
mitohondriju
H

*radikali: O,"- superoksidni anion, “OH — hidroksil, HOCI — hipokloritna kiselina, H.O, — vodikov pe-
roksid, ROO - peroksil, RO"- alkoksil, ONOO" - peroksinitrit anion

CAT - katalaza, SOD - superoksid dismutaza, GSH — glutation, GSH-Px — glutation peroksidaza

Slika 20. Redoks homeostaza — stvaranje i eliminacija ROS-a.
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5.2.2. Flavonoidi
Opéenito pojam ,,flavonoid* (lat. flavus = zut) stoji za grupu prirodnih spojeva, ¢ija je
osnovna kemijska struktura 15 ugljikovih atoma (fenilbenzopiran) povezanih u jezgru od dva
aromatska prstena A i B, povezana heterociklickim piranskim prstenom C (Slika 21.). Dijele
se u tri skupine: flavonoidi (2-benzopirani), izoflavonoidi (3-benzopirani) i neoflavonoidi (4-

benzopirani). Dijele se i prema stupnju oksidacije i saturacije heterociklickog C prstena (Slika
22.) 147,

O
flavan 9
flavanon flavon
o 1] o 1)
*] *
I
OH OH OH
O O
flavonol dihidroflavonol flavan-3-ol

OH

flavan-4-ol flavan-3,4-diol *stereocentri

Slika 22. Podjela flavonoida prema stupnju oksidacije i saturacije prstena C 7.

Raznovrsnost flavonoida kontroliraju geni biljke, ali i zrelost biljke, klima i nacin uz-
goja. U prirodi se flavonoidi nalaze uglavnom u obliku glikozida. Osim Secera, supstitucijske
grupe koje se nalaze na osnovnoj jezgri su hidroksilna i metoksi grupa sto pridonosi velikoj

raznolikosti tih spojeva %. Postoji i velika sklonost umrezavanju i polimerizaciji (npr. tanini).
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Raspored supstituenata, a najvise raspored i ukupni broj hidroksilnih grupa odreduju antiksi-
dacijsku aktivnost polifenola.

Flavonoidi mogu djelovati kao antioksidansi na viSe mogucih nacina. Prekidaju lanca-
nu reakciju slobodnog radikala djelujuci kao hvataci slobodnih radikala. Moguce da stupaju u
interakcije s drugim fizioloskim antioksidansima, npr. s vitaminom C i E, djelujuéi sinergisti-
¢ki. Aktiviraju antioksidacijske enzime te inhibiraju oksidazu. Stvaraju i kelatne komplekse s
ionima prijelaznih metala (Fe?* Cu?* Zn?* i Mg?"). Medutim u prisustvu Cu?* flavonoidi po-
kazuju i negativnu prooksidacijsku aktivnost te se to svojstvo ne smije zanemariti ukoliko

dode do ozljede ili aterosklerotskih lezija ’°.

Bogati izvori flavonoida su: svjeze voce 1 povrée, zeleni 1 crni ¢aj, kakaovac, med 1
propolis. Sastavni su dio i ljudske i Zivotinjske prehrane, ali se ne mogu sintetizirati u ljudima
niti u zivotinjama.

Imaju zastitno djelovanje kod sisavaca djelujucu antibakterijski, antifungalno, antivi-
rusno, antikancerogeno, antiteratogeno, zastita DNA, lipoproteina niske gusto¢e (LDL), ihibi-

cija nastajanja upala, trombocita, estrogeni efekt i oCuvanje receptora, a utjecu i na boju i okus

hrane. Neki flavonoidi su ozna¢eni kao biomarkeri odredenih vrsta meda.

Ispitivanja sadrzaja fenolnih spojeva i flavonoida u medu pokazala su da postoji kore-
lacija s cvjetnim i geografskim porijeklom s jedne strane i antimikrobnim djelovanjem s druge
strane. Usporedujuci s drugim vrstama meda, manuka med pokazuje najveci sadrzaj flavonoi-
da i fenolnih kiselina koji su odgovorni za njegov snazni antimikrobni u¢inak zajedno s viso-

kim sadrZajem metilglioksala.

5.2.3. 1,2-Dikarbonilni spojevi
Glioksal (GO), 3-deoksiglukozon (3-DG) i metilglioksal (MGO) su produkti Maillard-
ove reakcije. Doprinose neperoksidnoj antibakterijskoj aktivnosti. SnaZzna antibakterijska ak-

tivnost meda manuke pripisuje se uglavnom zna¢ajnom sadrzaju MGO-a.

MGO je a-oksoaldehid koji nastaje glikolizom i fosforilacijom iz trioza-fosfat inter-
medijera te iz aminokiselina i acetona. U hrani moZe nastati iz Secera koji se termicki obradu-
ju ili duzim skladistenjem hrane i pica koji sadrze ugljikohidrate (razgradnjom ugljikohidrata,
lipida ili pretvorbom mikroorganizmima) . U medu MGO moze nastati enzimski i ne-
enzimski, ovisno o tvarima prisutnima u medu i o okolisnim ¢imbenicima. Primarno nastaje

konverzijom dihidroksiacetona (DHA) Maillard-ovom reakcijom (Slika 23.). Manuka med
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skupljen iz saca, obi¢no sadrzi nisku koncentraciju MGO, a visoku DHA. Taj odnos se mije-

nja tijekom skladistenja meda kada MGO sadrzaj raste, a DHA smanjuje zbog konverzije 148,

Stvaranje DHA u nektaru i razlog zasto se nalazi u tako visokoj koncentraciji u manu-
ka biljkama je jos uvijek nepoznat. Sadrzaj MGO u fermentiranim mlije¢nim proizvodima,
vinu, pivu i mljevenoj kavi je od 3 do 47 mg/kg, dok je u manuka medu i do 828 mg/kg " &,
MGO je i reaktivni metabolit koji moZe djelovati toksi¢no **°. Unato¢ tome ve¢ duZi period se
sigurno primjenjuje te se serije manuka meda s maksimalnim sadrzajem MGO Kkoriste u medi-

cinske i nutritivne svrhe .

O
O H4C
HO\)\/OH o H

O

Dihidroksiaceton (DHA) Metilglioksal (MGO)

Slika 23. Konverzija dihidroksiacetona u metilglioksal.

Sadrzaj DHA u medu manuke varira poSto konc. DHA u skupljenom nektaru L. sco-
parium vrsta znaéajno varira te jer DHA podlijeze kemijskim reakcijama u otopini meda tije-

kom zrenja.

MGO nije prisutan u nektaru, nego njegova konc. brzo raste tijekom skladistenja meda
manuke jer se odvija konverzija DHA u MGO. Nakon petogodis$njeg roka trajanja meda ma-
nuke, sadrzaj MGO se pocinje smanjivati zbog manjka DHA potrebnog za odrzavanje stalne
konc. MGO 8,

U eksperimentima s poviSenom temperaturom tijekom skladistenja, 37°C tijekom tri
mjeseca, DHA se smanjio za 18%, a MGO za 46% te se konc. dalje mijenjaju zrenjem. Obr-
nuto, snizena temperatura skladiStenja ¢e rezultirati zna¢ajnim smanjenjem kemijskih reakcija
u medu **°. Moze se zaklju¢iti da se na konc. DHA i MGO mozZe znatno utjecati obradom i
uvjetima skladiStenja. Osim toga, leptosperin i lepteridin ne koreliraju sa sadrzajem DHA i

MGO. Iz navedenih razloga DHA i MGO nisu pouzdani markeri meda manuke.

5.3. Botanicko i zemljopisno podrijetlo meda manuke
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5.3.1. Melisopalinologija
Melisopalinologija je tradicionalna kvantitativna i kvalitativna tehnika odredivanja
kvalitete pcelinjih proizvoda analizom peludnih zrnaca. Kvalitativnom analizom (%) se iden-
tificiraju peludna zrnca i elementi medljike, a temelji se na morfoloskoj razlici izmedu pelud-
nih zrnaca. Mikroskopskim pregledom se mogu razvrstati do vrste, roda i porodice. Kvantita-
tivnom analizom se procjenjuje ukupni volumen taloga i apsolutne koli¢ine elemenata po je-

dinici mase, $§to omoguéava utvrdivanje na¢ina dobivanja meda (vrcanje, cijedenje) 3.

Medutim melisopalinologija nije primjenjiva kod karakterizacije meda manuke. Prob-
lem predstavlja uglavnhom kanuka med (Kunzea ericoides) koji cvjeta na Novom Zelandu u
isto vrijeme kad i med manuke, a njihova peludna zrnca se ne mogu razlikovati u medu 2.
Donedavno se smatralo da su srodne vrste. Manuka med ima jedinstvene medicinske kvalitete
te sukladno tome je skuplji, dok je kanuka slatki kulinarski med. Posto analiti¢ari polena ne
mogu razlikovati polen tih dvaju medova, udio 70% polena koja se pripisuje jednoj od vrsta
se ne moze to¢no odrediti. Peludna zrnca ,,jellybush* (Leptospermum polygalifolium) iz Aus-
tralije takoder se tesko razlikuju od manuka zrnaca, ali ipak iskusni analiti¢ari peludi mogu
razlikovati pelud koja je nativna u Australiji, a ne na Novom Zelandu. ,,Jellybush* med poka-

zuje neperoksidnu aktivnost i ima znacajnu koli¢inu metilglioksala, sli¢cno kao i manuka med
152

5.3.2. Reologija
Reoloskim ispitivanjem (prouc¢avanjem deformacije i teCenja tvari pod utjecajem smi-
¢nog naprezanja) moze se zakljuciti da je uzorak pretezno manuka, kanuka ili mjeSavina tih
dvaju vrsta meda. Mjeri se ukupna viskoznost koja ovisi o sastavu meda (sadrzaj Secera, vo-
de) i temperaturi. Vecina vrsta meda (npr. kanuka med) su newtonski fluidi tj. unato¢ po-
vecanju smi¢nog naprezanja (sila po jedinici povrsine na plohu u smjeru plohe), viskoznost

ostaje konstantna.

Medutim Leptospermum spp. (ukljucuju¢i manuku) te med vrijeska pokazuju ne-
newtonske karakteristike tj. tiksotropnost ili pseudoplasti¢nost (eng. ,,shear-thinning*). Kod
njih se prividna viskoznost pri konstantnoj smi¢noj brzini ili pri konstantnom smi¢nom napre-
zanju snizava u vremenu. Kada se sustav vraca u stanje mirovanja, ponovno se stvara gel

struktura, kao na pocetku. Ove vrste meda sadrze znacajan udio proteina.

Fenomen tiksotropnosti se moze uociti mijeSanjem meda Zlicom. Manuka med dobre

kvalitete s udjelom vode 17-18% c¢e biti zelatinozan, vrlo malo mobilan. Ako se mijeSa snaz-
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no par minuta, postat ¢e tekuci, lako se moze izliti u drugu posudu. Ukoliko uzorak miruje
tijekom nekog vremena, vratit ¢e se u prvobitno stanje. No ako je sadrzaj vode iznad 21% ili
ako je tiksotropni med pomijeSan s malo newtonskim tipom meda, manualno vizualno odredi-

vanje postaje tesko ili nemoguce.

Manuka med ima indeks viskoznosti — 0,500, a kanuka med blizu nuli. ,,Jellybush*
med (takoder Leptospermum spp.) ima sli¢na reoloska svojstva kao i manuka te ovim ispiti-

vanjem ih je tesko razlikovati 1°2,

5.3.3. Cvjetni markeri meda manuke
Razli¢ite analiticke metode se koriste za odredivanje botani¢kog podrijetla monoflor-
nog meda, kao $to su analiza polena (melisopalinologija; tradicionalna metoda) ili mjerenje
nekoliko analitickih parametara: sadrzaj Secera, profil fenolnih spojeva i flavonoida, provod-
ljivost, sadrzaj minerala, pH, boja, stabilni izotopi. Bitne su i hlapljive organske tvari, ¢ija

frakcija u medu sadrzi vise od 150 organskih spojeva 3,

Prevelika ili premala zastupljenost polena ili slicne granule polena, kao §to je polen iz
iste porodice manuka i kanuka, kompliciraju mikroskopsku analizu. 1z tog razloga se danas

pribjegava objektivnom kemijskom pristupu karakterizacije botanickog podrijetla.

jelly bushl |

Slika 24. Razlikovanje kanuka, manuka i ,,jellybush* vrsta meda po sadrzaju fitokemikalija .

5.3.3.1. Hlapljivi spojevi
Hlapljive tvari meda mogu se svrstati u 7 glavnih grupa: aldehidi, ketoni, kiseline, al-
koholi, esteri, ugljikovodici i ciklicki spojevi. Daju specificnu aromu medu; uniflorni med

posjeduje visokospecifi¢an aromatic¢ni profil naspram poliflornog meda. Te specifi¢ne hlaplji-
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ve tvari karakteristine za odredene biljne vrste se koriste kao markeri u identifikaciji meda.
Potjecu od nektara ili medljike te medonosnih pcela, mogu nastati tijekom termicke obrade i

skladistenja meda, a ovise o biljnoj vrsti i stupnju zrelosti meda.

Utjecaj odredenog spoja na aromu ovisi o koncentraciji pri kojoj premasuje mirisni
prag. Treba uzeti u obzir i moguce sinergisticke 1 antagonisticke reakcije izmedu komponenti.

Stoga spojevi prisutni i u niskim koncentracijama mogu utjecati na aromu meda 2.

5.3.3.2. Fluorescencijski markeri
Poznati su jedinstveni fluorescencijski profili meda manuke i kanuke, ¢ime se razliku-
ju od ostalih vrsta meda Novog Zelanda koji ne fluoresciraju. Kod meda manuke su MML1 i

MM2, a kod meda kanuke KM1 i KM2 valne duljine ekscitacijsko-emisijskih markera.

Fluorescencijskom spektrometrijom su utvrdena dva fluorescencijska signala jedin-
stvena medu manuki. MM fluorescencijski signal (ex270-em365 nm) s kojim se povezuje spoj
leptosperin te MM2 (x330-em470 nm) karakteristican za lepteridin & %. Razrjedenjem meda
manuke s drugim medovima Novog Zelanda, koji nisu fluorescirali na navedenim valnim du-

ljinama, rezultiralo je smanjenjem fluorescencijskog signala proporcionalno razrjedenju .

Leptosperin (metil-siringat-4-O-3-D-gentibioza) je za razliku od metil-siringata, ¢iji je
glikozid, prisutan samo u L. scoparium na Novom Zelandu, u nektaru i medu manuke. Kvan-
tificiran je primjenom LC i MS, a odnedavno i fluorescencijskom spektrometrijom na MM1
valnoj duljini. Minimum leptosperina u medu manuke bi trebao biti 100 mg/kg **°. Pokazao se
stabilnim duzim skladistenjem, stoga je idealan kemijski i fluorescencijski marker meda ma-

nuke.
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Slika 25. Kemijska struktura leptosperina.

Lepteridin (derivat pteridin-3,6,7-trimetillumazina) je takoder prisutan u Leptosper-
mum spp. nektaru na Novom Zelandu, ukljucujuci i manuka med. Kvantificiran je LC meto-

dom, a fluorescencijskom spektrometrijom fluorescira na MM2 valnoj duljini. Njegova kon-
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centracija u medu manuke varira od 5 do 50 mg/kg &. Kao i leptosperin, stabilan je na visim
temperaturama skladistenja, stoga je relevantan kemijski i fluorescencijski marker meda ma-

nuke.

Slika 26. Kemijska struktura lepteridina.

Fluorescencija leptosperina i lepteridina utvrdena na MM1 i MM2 pokazuje veliku li-

nearnu korelaciju u medu manuke .

5.3.3.3. Drugi nefluorescencijski markeri (nehlapljivi spojevi)
2-metoksiacetofenon (2-MAP) je ranije predlozen kao marker meda manuke koristeci
metode HS-SPME-GC/MS . Koriste¢i metodu HPLC-DAD *°, konc. 2-MAP snazno je ko-

relirala s konc. leptosperina te je stoga navedeni spoj potencijalni marker meda manuke.

Konc. metil-siringata (MSYR) je povisena u medu manuke i kanuke na Novom Ze-
landu "°. Linearna korelacija izmedu MSYR i leptosperina je slaba, §to je moguéa refleksija
sadrzaja meda kanuke u medu manuke. Med kanuke dodatno pridonosi povisenju MSYR.

Stoga navedeni spoj nije pouzdani kemijski marker meda manuke.
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Slika 27. Kemijske strukture 2-metoksiacetofenona i metil-siringata.

5.4. BIOLOSKA AKTIVNOST

5.4.1. Mehanizam antioksidacijske aktivnosti

Postoji par mehanizama antioksidacijskog uc¢inka:
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1. Hvatanje slobodnih radikala te doniranje vodikovog iona, pri ¢emu nastaju rela-
tivno stabilni antioksidacijski radikali s niskim redukcijskim potencijalom (Slika
28.). Antioksidacijski radikal ima vecu stabilnost zbog rezonancijske delokalizaci-
je elektrona u fenolnom prstenu. Efikasnost antioksidansa ovisi o energiji disocija-
cije veze izmedu kisika i fenolnog vodika, pH koji se odnosi na konstantu disocija-
cije kiseline, redukcijskom potencijalu i delokalizaciji antioksidacijskog radikala.

2. Keliranjem metala smanjuje se oksidacija posto se prevenira redukcijski ciklus
metala stvaranjem netopljivih metalnih kompleksa ili sterickim smetnjama izmedu
metala i radikala ili oksidacijskog intermedijera.

3. Gasenjem Kkisikovog singleta, fizikalno i kemijski. Fizikalnim gaSenjem, prijeno-
som energije ili napona, deaktivira se kisikov singlet na osnovno triplet stanje kisi-
ka. To se dogada kada spoj koji gasi ima skoro pa jednak nivo energije kao i kisi-
kov singlet. Reakcija oksidacije spoja koji gasi te nastanak raspadnutog ili oksidi-
ranog produkta spoja gasitelja je kemijsko gasenje.

4. Inhibicijom kemiluminiscencije u ksantin-ksantin oksidaza-luminol sustavu te
na taj na¢in med djeluje protuupalno posto su slobodni radikali ukljuceni u upalni
odgovor kao $to je regrutacija leukocita koja inicira daljnju upalu.

5. Sinergizmom dvaju ili viSe antioksidanasa tako §to se jedan antioksidans (koanti-
oksidans, sinergist) zrtvuje, sam se oksidira, kako bi zastitio drugog ucinkovitijeg
antioksidansa (primarni) ili kombinacija dvaju i viSe antioksidanasa s razli¢itim an-

tioksidacijskim mehanizmima.
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antioksidans slobodni radikal
Slika 28. Stabilizacija slobodnog radikala.

Za odredivanje antioksidacijskih svojstava meda najcesce se koristi DPPH test. Ispiti-
vanje sposobnosti hvatanja DPPHe radikala preporucéeno je raditi s koncentracijom DPPHe od
50 uM jer previSe radikala uzrokuje pogreske u spektrofotometrijskom mjerenju. Otopina se

moze raditi s metanolom ili puferiranim metanolom, ovisno o topljivosti ispitivane tvari i os-
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jetljivosti apsorbancije DPPHe na pH. Test bi se trebao odvijati u tamnoj ili slabije osvijetlje-

noj prostoriji jer apsorpcija ovisi i o koli¢ini svjetlosti *.

Manuka med sadrzi veliki antioksidacijski kapacitet koji je usporediv s australskim
,jellybush® 1 brazilskim eukaliptusovim medom. Pripisuje mu se i svojstvo hvatanja radikala
u razini heljdinog meda te znatno snaznije od bagremovog meda, pritom manuka med ima

specifi¢no svojstvo hvatanja superoksid radikala.

Usporedujuc¢i antioksidacijski kapacitet manuka meda s ostalim pcelinjim proizvodi-
ma, propolis i polen su imali snazniji antioksidacijski u¢inak od manuka meda, a medljikovac,
mati¢na mlije¢ i nektarni med slabiji. Flavonoidi i fenolne kiseline tj. ukupni udio polifenola u
manuka medu odgovorni su za njegov antioksidacijski ucinak te se pretpostavlja doprinos

metil-siringata i drugih produkata Maillard-ove reakcije, ali potrebna su daljnja istrazivanja .

5.4.2. Mehanizam antimikrobne aktivnosti
Rastuca rezistencija bakterija na antibiotike predstavlja veliki javnozdravstveni prob-
lem, a mali broj novih antibiotika se razvija. Stoga je neophodan komplementarni antimikrob-
ni pristup. Ve¢ od davnina se med koristio u tretiranju rana i kao gastrointestinalni lijek. Dje-
luje na Siroki spektar patogena te na bakterije koje sudjeluju u kvarenju hrane, potentan je in
Vvitro protiv bakterija rezistentnih na antibiotike, uspjeS$no se aplicira u tretiranju kroni¢nih
infekcija rana kod kojih antibiotska terapija ne ostvaruje ucinak. Iz navedenih razloga sve je

vedi interes moderne medicine za medom manuke kao antimikrobnom tvari.

Neke vrste meda imaju jednak antibakterijski u¢inak kao i Seceri, dok se drugi mogu i
stostruko razrijediti i jo§ uvijek inhibirati rast bakterija. Razlika u antimikrobnoj potentnosti
moze biti i stostruka. Mehanizam antimikrobne aktivnosti meda manuke je kompleksan i nije
do kraja razjasnjen. Moze se podijeliti u dvije grupe mehanizama kojima ostvaruje antibakte-
rijski ucinak.

Mehanizam antimikrobne aktivnosti koji se temelji na fizikalno-kemijskim osobinama

meda manuke ukljucuje:

e Osmolarnost - visoka koncentracija ugljikohidrata eliminira mikroorganizme,
uglavnom bakterije koje su osjetljive na visoki osmotski tlak te inhibiraju raz-
voj osmotolerantnijih mikroorganizama

e pH vrijednost — niska, zbog visoke koncentracije organskih kiselina (npr. glu-

konska kiselina). pH iznosi od 3,57 do 4,21 5, $to je u skladu i s drugim vrsta-
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ma meda te je dovoljno niska za inhibicijski u¢inak na veliki broj mikroorgani-

zama 1%,

Mehanizam antimikrobne aktivnosti koji se temelji na kemijskom sastavu meda ma-

nuke ukljucuje:

Defenzin-1 - peptid kojeg izlucuju medonosne péele hipofaringealnim Zlijez-
dama. Nalazi se i u mati¢noj mlijeci te vjerojatno igra klju¢nu ulogu u zdravlju
larve. Pokazuje aktivnost protiv Gram-pozitivnih bakterija, ukljuc¢ujuci Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus i Paenibacillus larvae (etioloski agens vazan
kod bolesti larve). Dok su visoki udio ugljikohidrata i nizak pH univerzalni an-
tibakterijski ¢imbenik meda, uocene su velike razlike u koli¢ini ovog peptida u
razli¢itim vrstama meda.

Vodikov peroksid (peroksidna aktivnost) — nastaje u medu kao nusprodukt
pomocu pcelinjeg enzima glukoza oksidaze; oksidoreduktaza koja katalizira o-
ksidaciju glukoze u glukonsku kiselinu (Slika 29.). Glukoza oksidaza nastaje u
Zlijezdi slinovnici péele te izlu¢uje enzim u skupljeni nektar. Stiti med tijekom
zrenja od patogenih mikroorganizama, no u zrelom medu je prisutan, ali neakti-
van. Med je dovoljno zastien visokim osmotskim tlakom i niskim pH. Ponov-
no se aktivira razrjedenjem meda, $to je posebno bitno za zdravlje pcela i larvi,
koje se primarno hrane medom °. Nastali H,02 ima zna¢ajnu antimikrobnu ak-
tivnost, no enzim katalaza, prisutan u tjelesnim tekuc¢inama, ga razgraduje te i-

naktivira, a glukoza oksidaza se brzo razgraduje pod utjecajem topline i svjetlo-

sti .
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vodikov peroksid

Slika 29. Reakcija katalizirana glukoza oksidazom — nastanak vodikovog peroksida.
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o Metilglioksal, MGO (neperoksidna aktivnost — NPA) — 1,2-dikarbonilni

spoj prisutan u visokoj koncentraciji je kljucan antimikrobni ¢imbenik meda

manuke kojeg ne razgraduje katalaza iz tjelesnih tekucina i seruma. Razlike

izmedu glukoza oksidaze odgovorne za peroksidnu aktivnost i neperoksidne

aktivnosti prikazane su u Tablici 7. Neperoksidna aktivnost ovisi i 0 vrsti ma-

nuke biljke iz koje je med nastao te o proporciji manuka nektara u medu.

e Druge fitokemikalije, posebno fenoli su bitni za antimikrobno djelovanje. Po-

trebna su dodatna istrazivanja o sinergistickom ué¢inku s MGO. Prema dosada-

$njim saznanjima bitno podrzavaju primarne antimikrobne ¢imbenike (visoka

osmolarnost, nizak pH, defenzin-1, H,0,) °.

Tablica 7. Znacajke glukoza oksidaze (peroksidna aktivnost) i neperoksidne aktivnosti 7.

Glukoza oksidaza (stvara H;0,)

Neperoksidna aktivnost (NPA)

Osijetljiva na toplinu i svjetlost

Stabilna — ne gubi se tijekom skladiStenja

Aktivna jedino pri razrjedenju meda

Snazno djeluje u nerazrjedenom medu —

veca potentnost antibakterijskog ucinka
prodiru¢i dublje u inficirano tkivo

Potreban kisik za reaktivaciju — mozda nece
djelovati ispod zavoja, dubljim ranama ili u
crijevu

Uvijek aktivna

Postaje aktivna jedino kad je kiselost meda
neutralizirana tjelesnom teku¢inom, ali tada

Difundira dublje u tkiva

je med razrijeden Snaznije djeluje na neke patogene

(E. coli, Enterococci, H. pylori)

Inaktivna u Zeludcu (nizak pH)

Razgraduju je proteinski probavni enzimi
koji su u tekucini rane

Previsoka koncentracija vodikovog peroksida oStecuje tkiva, uzrokuje oSte¢enje stani-
ca i proteina u tkivu, $to poti¢e stvaranje slobodnih radikala 8. H,O, nastao u medu aktivira
se razrjedenjem oko 1 mmol/L §to je oko 1000 puta manje nego u konvencionalnim, obi¢no
3%-tnim otopinama H20,. Osim toga med ima sposobnost keliranja metalnih iona koji katali-
ziraju stvaranje kisikovih radikala iz H20. te med sadrzi antioksidanse koji hvataju nastale

slobodne radikale.

Ciklodekstrin je primarno ekscipijens (pomoc¢na tvar koja se dodaje djelatnoj tvari ka-
ko bi se dobila odredena formulacija lijeka) hidrofobnih lijekova, koji povecava njihovu top-
ljivost u vodi i stabilnost. Siguran je i koristi se u proizvodnji lijekova za oralnu, rektalnu,
topikalnu i parenteralnu primjenu. Njegove bioaktivne prednosti predstavljaju potencijal na-

ro€ito u GIT podrucju te vecu prikladnost za dijabeticare, a to su:
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o topljivo je vlakno koje se ne hidrolizira amilazama sline ili pankreasa
o pridonosi stvaranju slobodnih masnih kiselina jer se ciklodekstrin fermentira
intestinalnim mikroorganizmima

o reducira glikemijski indeks hrane u kojoj se nalazi

U kompleksu s manuka medom moguce je da odrzava antibakterijsku aktivnost kroz
duzi vremenski period §to omogucuje veci ucinak na infekcije. Kompleks je u obliku praska
stoga je primjena jednostavnija, ve¢a dostupnost djelatnih tvari na mjestu djelovanja i produ-

7eno oslobadanje djelatnih tvari u GIT-u .
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Slika 30. Kemijska struktura a-ciklodekstrina.

Ukupna aktivnost (peroksidna i neperoksidna) odreduje se razrjedenjem meda u vodi.
Potentnost neperoksidne aktivnosti mjeri se odredivanjem baktericidnog djelovanja uzoraka
meda na Staphylococcus aureus (najc¢es¢i uzro¢nik infekcija rana). Usporeduje se s otopinom
standardnog antiseptika; fenol u razli¢itim koncentracijama. Uzorku se dodaje enzim katalaza
(iskljucenje vodikovog peroksida) za detekciju iskljuc¢ivo neperoksidne aktivnosti meda. Ne-
peroksidna aktivnost se determinira kao ekvivalentna koncentraciji fenola s jednakom anti-

bakterijskom aktivnoscu.

Za procjenu antibakterijske aktivnosti meda najéesce se koristi disk-difuzijska metoda.
Ogranicavajuci ¢imbenik je Sto su razliCite vrste bakterija razliCito osjetljive na razlicite vrste
meda. Osim toga, agar-difuzijskom metodom procjenjuje se aktivnost meda prema veli¢ini
zone inhibicije rasta koja ovisi o antimikrobnoj aktivnosti, ali i o brzini difuzije antibakterij-
skih komponenti kroz agar. Zbog spojeva relativno visoke molekulske mase koji su ogranice-
ni u migraciji kroz agar, antibakterijska aktivnost meda moze biti pogresno odredena kao ni-

ska. Takoder nije moguée odrediti kinetiku baktericidnog djelovanja meda ©°.
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Navedena ograni¢enja nastoje se prevladati kvantitativnom dilucijskom metodom od-
redivanjem minimalne inhibicijske koncentracije (MIK) i minimalne baktericidne koncentra-
cije (MBK) meda. Dilucijska metoda se koristi i za karakterizaciju pojedinacnih komponenti

meda s antibakterijskim ucinkom.

5.4.3. Mehanizam djelovanja u zacjeljivanju rana
Trenutno primjenjivani proizvodi u tretmanu rana (zavoji sa srebrovim sulfadiazinom,
hidrogelom, hidrokoloidom i alginatom) korisni su u limitiranju bakterijskih infekcija, no bak-
terijska rezistencija raste. Zbog odsutnosti bakterijske rezistencije kod meda te nizih troskova,
raste interes za prirodnim proizvodima kao $to je med, koji ima sve ve¢u primjenu u konven-
cionalnoj medicini kao licencirani medicinski proizvod u obliku sterilnih zavoja ili u sterilnim

tubama 1°°,

Mehanizam zacjeljivanja rana pomoc¢u meda nije do kraja razjasnjen, ali ukljucuje u-
¢inak viSe sustava. Tablica 8. opisuje uc¢inke meda odgovorne za klini¢ke ishode te pretpos-
tavljeni mehanizam tih ishoda, koji se temelji na in vitro istrazivanjima, zivotinjskim modeli-
ma i klini¢kim podacima. Indikacije za primjenu manuka meda su prljave, vlazne ili nekrotic-

ne rane (koje zahtijevaju uklanjanje odumrlog tkiva i tretiranje infekcije), opekotine, apscesi

(potreban antimikrobni i protuupalni u¢inak) *°°.

Tablica 8. Ucinci i svojstva meda manuke, predvideni klini¢ki ishodi i pretpostavljeni

mehanizam djelovanja kod zacjeljivanja rana > %,

UCINAK | SVOJSTVO PREDVIDPENI KLINICKI | PRETPOSTAVLJENI MEHANIZAM
ISHOD DJELOVANJA
Antimikrobni - sterilizacija - nastanak H.O,
- inhibicija potencijalnih - neperoksidna aktivnost MGO i drugih
patogena spojeva

- inhibicija proteolitickih
enzima, toksina i bakterijskih
antigena

- deodorira (uklanja neugo-
dan miris)

- Bakterije prisutne u rani kao izvor e-
nergije koriste glukozu (visoka konc. u
medu) umjesto aminokiselina iz seruma i
mrtvih stanica. Nastaje mlijecna kiselina,
umjesto amonijaka, amina i sumpornih
spojeva koji uzrokuju neugodan miris.

Antiinflamatorni

Smanjenje:
- edema
- eksudata

- reducira broj leukocita na mjestu rane;
smanjuje slobodne radikale koji unistava-
ju stijenke kapilara i usporavaju zacjelji-
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- erozija

- keloida

- oziljaka

- zadebljanje opekotina (ke-
ratoliti¢ki ucinak)

- boli (analgetski ucinak)

vanje

- smanjuje stvaranje prostaglandina od-
govornih za bol, vazodilataciju, oticanje
okolnog tkiva, smanjenje protoka u kapi-
larama, otvaranje stijenki kapilara

- smanjuje pretjerano stvaranje fibroblas-
ta, Sto bi rezultiralo zadebljanjem tj. ke-
loidima i oziljcima

Imunostimulacijski

-inhibicija potencijalnih pa-
togena
-stimulacija fagocitoze

- potice nastanak velikog broja makrofa-
ga koji stvaraju H,O»

- stvara supstrate glikolize, $to je zna-
Cajan mehanizam za stvaranje energije u
makrofagima te za njihovu funkciju u
ostecenom tkivu i eksudatu gdje je ma-
njak kisika

- stimulira B i T-limfocite, aktivira neut-
rofile, aktivira monocite koji oslobadaju
citokine koji poti¢u prirodeni imuni sus-
tav da odgovori na infekciju

Antioksidacijski

- antiinflamatorno
- smanjenje daljnjeg oStece-
nja

- inhibira regrutaciju leukocita; smanjuje
upalu

- hvatanje slobodnih radikala

- inhibicija nastanka slobodnih radikala

Stimulacija stani¢nog rasta

Stimulira

- granulaciju tkiva

- reepitelizaciju

- sintezu kolagena

- povecanje elasticiteta kola-
gena

- angiogenezu

- glikolizirani proteini meda i neki dr.
spojevi stimuliraju makrofage

- fibroblasti stvaraju novo vezivno tkivo i
zatvaraju ranu

- epitelne stanice stvaraju na povrsini
rane i u kapilarama novi epitel

OdrZavanje rane vlaZnom

Stimulira:

- reepitelizaciju tkiva

- proteoliticko uklanjanje
mrtve koze

- granulaciju tkiva

- stani¢nu proliferaciju

- ¢is¢enje rane

- epitelnim stanicama, koje na povrSini
rane stvaraju novi sloj epitelnih stanica,
potrebni su vlazni uvjeti za rast

- omogucuje djelovanje proteaza; Cisti
ranu, uklanja kraste, gnoj i mrtve stanice
- fibroblasti (rudimentarni oblik mi8i¢nih
stanica) potrebni su vlazni uvjeti kako bi
kontrahirali, skupili rubove rane te ju
zatvorili.

- zavoj s medom bezbolno se ukloni; ne
povlaci novonastalo tkivo kao suhi zavoji

Nutritivne tvari

- reepitelizacija
- stimulacija fagocitoze

-Med direktno opskrbljava ranu neopho-
dnim nutrijentima, kao $to su Seceri (med
je prezasicena otopina Secera), aminoki-
seline, vitamini i esencijalni minerali.

- Opskrba glukozom je od izuzetne vaz-
nosti za epitelne stanice koje moraju
stvoriti zalihu ugljikohidrata kako bi
imale dovoljno energije za migraciju
preko povrsine rane te posljedicno obno-
vu koze.
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Osmolarnost

- CiS¢enje rane

- povecéanje dotoka hranjivih
tvari

- povecanje opskrbe tkiva
kisikom

- visoki osmotski tlak povlaci tekuc¢inu iz
rane ispod zavoja meda; nastaje sloj te-
kucine koji je razrijedena otopina meda u
plazmi ili limfi

- Otjecanjem limfe rana se Cisti, povecan
je konstantni dotok hranjivih tvari funk-
cionalnim krvnim Zilama dublje u ranu

Nizak pH (kiselost)

- povecanje opskrbe tkiva
kisikom

- ubrzano zacjeljivanje rane
- blago zakiseljavanje rane
- inhibicija potencijalnih
patogena

- kiselo okruzenje ubrzava zacjeljivanje

- konverzija toksi¢nog amonijaka, NH3
(nastaje u rani bakterijskom razgradnjom
proteina) u netoksi¢ni ionizirani oblik
NH,* koji dominira u kiselim uvjetima

- blaze djelovanje meda kao sredstva za
zakiseljavanje rana zbog glukonske kise-
line (kiseli spoj meda); prisutna u obliku
neutralnog laktona koji sporo konvertira
u oblik slobodne kiseline

- pomaze makrofagima u uniStavanju
bakterija; nizak pH unutar fagocitne va-
kuole uklju¢en u ubijanje ingestiranih
bakterija

Viskoznost

- sprjecavanje prodiranja
patogena

- med stvara zaStitnu barijeru

5.4.4. Mehanizam citotoksi¢ne aktivnosti

Pretpostavljeno je par mehanizama antitumorskog u¢inka meda manuke:

apoptoza tumorskih stanica depolarizacijom membrane mitohondrija

inhibicija ciklooksigenaze-2 (COX-2) razli¢itim spojevima (npr. flavonoidima)

1
2
3. oslobadanje citotoksicnog H202
4

hvatanje ROS fitokemikalijama iz meda

MGO se moze deteminirati kao citotoksi¢na tvar koja ima potencijalno antitumorsko

djelovanje. MGO reagira s proteinima, DNA i RNA te utjece na njihovu strukturu i funkciju.

Posljedi¢no, antioksidacijski enzimi su inhibirani, odredeni procesi se ne odvijaju te dolazi do

oStecenja u stanici. Moguca je 1 inhibicija lanca transporta elektrona na membrani mitohondri-

ja tj. inhibicija stani¢nog disanja. Nadalje, nerazgradeni nusproizvodi, zbog prisutnosti MGO,

mogu ostetiti stanicu. Dolazi do paralelnog stvaranja slobodnih radikala koji izazivaju a-

poptozu stanice. Moze do¢i do novih MGO-DNA spojeva i pucanja DNA te stvaranja kriznih

veza (,,crosslinks®). | drugi 1,2-dikarbonilni spojevi imaju potencijalni citotoksi¢ni uéinak.
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Kao 1 kod MGO, citotoksi¢nost se temelji na promjeni DNA 1 nastanku unutarstani¢nog stresa
63

Citotoksi¢ni ucinak se odreduje ICso vrijednos¢u. Ona oznacuje koncentraciju testira-

nog agensa koji inhibira rast stanice za 50%.

5.4.5. Pretpostavljeni mehanizmi djelovanja meda manuke u razli¢itim
indikacijama
Gastroenterologija
Med manuke intenzivno se istrazuje za gastroenteroloske indikacije. Nove formulacije
kompleksa manuka meda potencijalno bi povecéale u¢inak na infekcije u gastrointestinalnom
traktu. Kompleksiranjem bi se povecala dostupnost djelatnih tvari na mjestu infekcije i produ-
zilo oslobadanje djelatnih tvari meda manuke, ¢ime bi antibakterijska aktivnost bila odrzana

kroz duzi vremenski period (npr. kompleks a-ciklodekstrina s manuka medom) %',
Pretpostavljena su tri mehanizma meda za gastroenteroloske indikacije:

1. stimulacija senzornih Zivaca u Zeludcu osjetljivih na kapsaicin (iritans chilli papri-
ke) — oslobadaju se vazodilatacijski peptidi, posredstvom dusikovog oksida, po-
vecavaju opskrbu krvi §to §titi intestinalnu mukozu

2. zastita i povecanje neproteinskih sulthidrila (tvari kao $to je glutation; dio antio-
ksidacijskog obrambenog sustava tijela) i antiinflamatorni uc¢inak - smanjuju nas-
tanak i djelovanje slobodnih radikala

3. Stimulacija reepitelizacije — smanjenje edema i granulacija intestinalne mukoze !

Antivirusna aktivnost
Med ulazi u virus i inhibira njegovu replikaciju te pri odgovarajucoj koncentraciji ga

neutralizira 1,

Antifungalna aktivnost
Med manuke djeluje protiv dermatofita svojom neperoksidnom aktivno$céu, dok druge

vrste meda peroksidnom aktivnoScu.
Oftalmologija

Djelotvornost meda kod bolesti oka pripisuje se njegovom antibakterijskom, antifun-
galnom 1 protuupalnom ucinku te je iritans oka, stoga moguce poti¢e procese zacjeljivanja

oka.
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Kardiovaskularni sustav

Antioksidacijski i protuupalni u¢inak meda pozitivno djeluju na kardiovaskularni sus-

tav.
Kasalj

Med stvara kontaktni umirujuéi uéinak i zbog slatkih komponenti potic¢e salivaciju te

prekriva sluznicu koju na taj nacin §titi od iritansa, uzro¢nika suhog, neproduktivnog kaslja.
Usna Supljina

Visoki sadrzaj MGO korelira s jakim antibakterijskim u¢inkom meda manuke, stoga je

MGO mogu¢i razlog uklanjanja anaerobnih bakterija u ustima, glavnih uzro¢nika halitioze.
Sportski rezultati

1. opskrba organizma kombinacijom glukoze i fruktoze — pogodnija za prevenciju
umora i postizanje boljih sportskih rezultata od konzumacije Secera pojedinac-
no

2. opskrba organizma vitaminima i mineralima, posebno vitaminima B skupine

(B1 1 B6) i minerala vaznih za prijenos impulsa, Ca, Mg, Zn i dr.

5.5. Nuspojave i kontraindikacije primjene meda u medicinske svr-
he

Kontraindiciran je kod pacijenata s prethodnom anafilaktickom reakcijom na pcelinji

otrov i druge pcelinje proizvode.

Na pocetku primjene meda na ranu moguca je blaga prolazna nelagoda, osjecaj zare-
nja, koji nestaje nakon par aplikacija, a moze se i reducirati mijeSanjem meda s hidrogelom do

50% (povec¢ava pH ka normali bez velikog gubitka antimikrobnog uéinka) %2,

Postoji hipotetski rizik infekcije rane medom posto moze sadrzavati spore Clostridia
(botulizam rane). Nije bilo zabiljezenih slu¢ajeva, no kad bi spore i klijale, vegetativne stanice
Clostridia, koji su obligatorni anaerobi, tesko bi preZivjele uz H2O2 iz meda. No gama zrace-

njem meda, uklanjaju su spore Clostridia bez gubitka antibakterijske aktivnosti meda 6%,

Postoji rizik od povecanja glukoze u krvi (GUK) kod dijabeti¢ara. Oralnom primje-

nom meda za lije¢enje GIT infekcija postoji rizik, ali manje povisuje GUK od obi¢no primje-
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njivanog $eéera jer se sporije apsorbira u crijevu 2. Topikalnom primjenom meda, na veée

rane, nije zamijeceno povecanje GUK.
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6. ZAKLJUCCI
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Apiterapija je dio tradicionalne i komplementarne medicine koja primjenjuje pcelinje
proizvode (med, pelud, maticna mlije¢, vosak, propolis i apitoksin) u svrhu prevencije i

lijecenja bolesti.

Prvi registrirani ,,medicinski med* i danas jedan od najistrazivanijih vrsta meda je ma-
nuka med. To je tamni, monoflorni med dobiven iz manuka biljke, Leptospermum scoparium,

koja raste kao grm ili stablo na Novom Zelandu 1 u isto¢noj Australiji.

S kemijskog stajalista, med je prezasi¢ena otopina Secera, ali ipak kompleksnog sasta-
va zbog mnogobrojnih tvari prisutnih u malim koncentracijama. Ugljikohidrati mogu ¢initi od
73 do 83% meda, uglavnom monosaharidi fruktoza i glukoza, a u mnogo manjoj frakciji disa-
haridi, trisaharidi i oligosaharidi kao §to su saharoza, maltoza i melecitoza. Zakonski med
smije sadrzavati do 20% vode, posto sa sadrzajem vode proporcionalno raste i broj mikroor-
ganizama, a time i fermentacija meda. U medu manuke je izmjereno 17,8% vode. Udio prote-
ina i aminokiselina u medu je nizak, ali je spektar esencijalnih i neesencijalnih aminokiselina
raznolik. Prolin ¢ini najve¢i dio aminokiselina u medu, a od znacaja je 1 antibakterijski peptid
defenzin-1. Vaznu ulogu imaju enzimi u medu kao S§to su dijastaza i invertaza (za procjenu
termiCke obrade meda), glukoza oksidaza (katalizira nastajanje H20>) te katalaza (razgraduje
H20>). Karbonilni spoj 5-hidroksimetilfurfural (HMF) je parametar kvalitete meda, moze u-
kazati na zagrijavanje ili predugo skladiStenje meda, a smije ga biti do 40 mg/kg meda. U
manuka medu je identificirano 16 minerala, a najzastupljeniji je kalij. Manuka med je slabo

kiseo s pH od 3,57 do 4,21, a glukonska kiselina je glavna kiselina u medu.

Antioksidansi su velika skupina fitokemikalija koji djeluju kao hvataci slobodnih radi-
kala, Stiteci stanice od oksidativnog stresa. Mogu biti enzimski (glukoza oksidaza, katalaza) 1
neenzimski (organske kiseline, produkti Maillard-ovih reakcija, aminokiseline, proteini, fla-
vonoidi, fenoli, vitamini E i C, karotenoidi). Metil-siringatu (MSYR), kod manuka meda, pri-
pisuje se antioksidacijski u¢inak. Manuka med sadrzi najveci udio polifenola, a u najvecoj
mjeri su to flavonoidi i1 fenolne kiseline, kao $to su pinocembrin, pinobanksin, galangin, kri-
zin, cimetna, fenilmlije¢na, koji¢na i galna kiselina, metil-siringat, 2-metoksibenzojeva kiseli-

na, luteolin i kvercetin.

1,2-Dikarbonilni spojevi, odgovorni za neperoksidnu aktivnost meda manuke, su gli-
oksal (GO), 3-deoksiglukozon (3-DG) i metilglioksal (MGO). Sadrzi izuzetno visok sadrzaj
MGO, od 38 do 828 mg/kg sto je i do sto puta vise od drugih vrsta meda.
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Kako se manuka med smatra medicinskim proizvodom od posebnog znacaja zbog svo-
je antimikrobne aktivnosti, nuzno je determinirati botanicko podrijetlo putem cvjetnih marke-
ra, a dijelimo ih na hlapljive 1 nehlapljive. Hlapljivi spojevi manuka meda su 2-
metilbenzofuran, 2'-hidroksiacetofenon i 2'-metoksiacetofenon. Nehlapljivi spojevi su leptos-

perin, lepteridin, kojicna kiselina 1 dr.

Melisopalinologija je tradicionalna kvalitativna i kvantitativna metoda odredivanja
kvalitete i botani¢kog podrijetla meda analizom peludnih zrnaca. Posto je tesko diferencirati
peludna zrnca manuka, kanuka, a i ,,jellybush* meda, navedena metoda nije primjenjiva za
odredivanje botanickog podrijetla manuka meda. Reoloskim ispitivanjem mogu se razlikovati
manuka i kanuka med; manuka pokazuje svojstvo tiksotropnosti, a kanuka med je tipi¢ni

newtonski fluid.

Terapijska primjena meda manuke je raznolika, ali najznacajnija je njegova antimik-
robna aktivnost kod tretiranja raznovrsnih rana i opekotina. Posjeduje peroksidnu antibakterij-
sku aktivnost zbog vodikovog peroksida, a neperoksidna dolazi od metilglioksala (minimalno
100 mg/kg), defenzina-1, polifenola, jo§ neindentificiranih fitokemikalija, niskog pH i osmo-
larnosti. Ukupna antibakterijska aktivnost mjeri se sadrzajem MGO u medu ili vrijednos$¢u
UMF (eng. unique manuka factor). Manuka med djeluje na Siroki spektar bakterija, a osjetlji-
ve su i bakterije koje su rezistentne na prvu liniju antibiotika, kao §to su MRSA, Pseudomo-

nas aeruginosa, Escherichia coli i Staphylococcus epidermidis.

Med manuke je pokazao djelotvornost kod tretiranja rana zbog svog antimikrobnog,
antiinflamatornog, imunostimulacijskog i antioksidacijskog ué¢inka. Ubrzava zacjeljivanje
rane odrzavajuci ranu vlaznom i opskrbljujuéi je nutritivnim tvarima. Djeluje sinergisticki s
antibioticima (tetraciklin, rifampicin, mupirocin, imipenem) koji se koriste kod rana inficira-
nih bakterijama rezistentnim na mnoge antibiotike, npr. MRSA. Indiciran je za prljave, vlazne

ili nekroti¢ne rane, apscese, opekotine te za radioterapijom osteceno tkivo.

Dokazan je 1 antiproliferativni u¢inak meda manuke na melanomu, kolorektalnom kar-
cinomu i karcinomu dojke, a u€inak ovisi o vremenu i dozi meda manuke. Ublazava nuspoja-

ve onkoloskih tretmana.
Ima 1 jaki imunostimulacijski ucinak, stimuliraju¢i limfocite T 1 B.
Antiinflamatorni ucinak je usko povezan s antioksidacijskim posto se sa smanjenjem

upale smanjuje stvaranje slobodnih radikala, a time 1 oStec¢enje tkiva.
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U gastroenterologiji skracuje trajanje dijareje uzrokovane bakterijom te moze zamjeni-
ti glukozu u oralnim rehidracijskim otopinama (ORS). Konzumiranjem meda prije jela sma-
njuje se pobol od dispepsije, gastritisa te ulkusa. PoboljSava probavu i apsorpciju hranjivih

tvari posto sadrzi odredene enzime, djeluje kao probiotik i1 prebitok (sadrzi oligosaharide).

Pokazuje i antivirusni u¢inak djelujuéi na labijalni i genitalni herpes, gripu, prehladu i

osip uzrokovan varicella-zoster virusom (VZV).

Kao antimikotik djeluje na razne dermatofite te Candidu albicans, najcesceg uzro¢ni-

ka infekcija genitalnog sustava kod Zena.
Stvaranjem nepogodnih uvjeta zbog svog kiselog pH, inhibira rast parazita.

Ima brojne indikacije u oftalmologiji (keratitis, konjuktivitis, blefaritis, kemijski indu-

cirana katarakta) zbog svog antibakterijskog, antifungalnog i protuupalnog ucinka.

Djeluje pozitivno na kardiovaskularni sustav zbog svog antioksidacijskog i protuupal-

nog ucinka.

Dijabeticarima moze posluziti u regulaciji poremeéenog metabolizma i u usporavanju

komplikacija dijabetesa.

U sredi$njem Ziv¢anom sustavu djeluje kao anksiolitik, antidepresiv, neuroprotektivno

te poboljSava kapacitet pamcenja.

PomaZe i kod suhog, neproduktivnog kaslja djeluju¢i umirujuce i poticanjem salivaci-
je.

Med manuke smanjuje plak i broj bakterija u usnoj Supljini, lije¢i oralne lezije, aftozni
stomatitis, rekurentni herpes labialis, rekurentni intraoralni herpes, atrofi¢ni/erozivni oralni

lichen planus, oralnu kandidijazu, oralnu psorijazu te halitioze na temelju antibakterijskog

ucinka na anerobe.

Med je dobar za sportase jer je brz izvor energije (glukoza) te olakSava odrzavanje ra-

zine glukoze u krvi, oporavak miSi¢a i obnovu glikogena nakon vjezbanja.

Med se ne smije koristiti kod dojencadi do prve godine zivota zbog moguceg botuli-
zma. Kad je zastupljen u djecjoj prehrani poboljSava pamcenje i rast, krvnu sliku, djeca su
manje podlozna bolestima i1 probavnim smetnjama te poboljSava djelovanje djeteta kasnije u

Zivotu.
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Potencijalni u¢inak meda na plodnost temelji se na njegovom djelovanju na hormone

testosteron, LH, FSH i kortizol.

Med se od davnina koristio u kozmeticke svrhe. Prikladan je za sve tipove koze, hidra-

tizira, omeksava i zacjeljuje kozu.

Kontraindiciran je kod ljudi s prethodnim anafilakti¢kim reakcijama na pcelinje proiz-

vode.
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8. SAZETAK
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Prvi registrirani ,,medicinski med* i danas jedan od najistrazivanijih vrsta meda je ma-
nuka med. To je tamni, monoflorni med dobiven iz manuka biljke, Leptospermum scoparium,

koja raste kao grm ili stablo na Novom Zelandu i u isto¢noj Australiji.

Fitokemikalije su tvari koje potjecu iz biljaka s kojih péele skupljaju nektar ili mednu
rosu, a mogu povoljno utjecati na zdravlje covjeka. Usporedujuéi s drugim vrstama meda,
manuka med sadrzi najvise flavonoida i fenolnih kiselina koji djeluju kao antioksidansi te
protuupalno, antiproliferativno i antimikrobno. Metilglioksal (MGO) je i do sto puta zastup-
ljeniji u medu manuke, u usporedbi s drugim vrstama meda, te je odgovoran za njegov snazni

antimikrobni u¢inak.

Manuka med ima razne bioloske uéinke i $iroku primjenu u komplementarnoj, ali i u
konvencionalnoj medicini. Djeluje antimikrobno na Siroki spektar bakterija, ukljuc¢ujuéi i mul-
tirezistentne sojeve, zahvaljujuéi svojoj peroksidnoj i neperoksidnoj aktivnosti. Snazan je an-
tioksidans, djeluje protuupalno, imunostimulacijski, citotoksi¢no te kao antivirotik, antimiko-
tik 1 antihelmintik. Najznacajnija je njegova primjena u tretiranju inficiranih rana i opekotina.
Pozitivno djeluje na gastrointestinalni trakt, srediSnji ziv€ani sustav, kod kardiovaskularnih
bolesti i komplikacija dijabetesa. Dobar je u ocuvanju oralnog zdravlja, brzi je izvor energije

kod sportasa te vrijedna nutritivna tvar u dje¢joj prehrani.
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9. SUMMARY
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The first registered ,,medicinal honey* and today one of the most researched honeys is
manuka honey. It is a dark, monofloral honey obtained from the manuka plant, Leptospermum
scoparium, which grows as a bush or tree in New Zealand and eastern Australia.

Phytochemicals are substances that originate from plants from which honey bees col-
lect nectar or honeydew and they can benefit the human health. When comparing to other
honeys, manuka honey contains the most flavonoids and phenolic acids which are antioxi-
dants and act anti-inflammatory, antiproliferative and antimicrobial. Methylglyoxal (MGO) is
about hundredfold more present in manuka honey than in other honeys and is crucial for his

strong antimicrobial action.

Manuka honey exhibits various biological effects with an extensive application in
complementary, but also in conventional medicine. It acts antimicrobial on a broad bacterial
spectrum, including multiresistant strains, because of its peroxide and non-peroxide activity.
It is a strog antioxidant, anti-inflammatory, imunostimulating, cytotoxic but also antiviral,
antifungal and antihelmintic agent. The most significant indication of manuka honey is in
wound and burns treatment. It exhibits benefitial impacts on gastrointestinal tract, central ner-
vous sytem, cardiovascular health and in diabetics, has a positive effect on reducing complica-
tions. It can be used for maintaining oral health, is a fast source of energy in sports and is a

valuable nutritious substance in child's diet.
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