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RESUMEN

La actividad antibacteriana no-peroxida de la miel de abeja se
evalu6 en 160 muestras procedentes de cuatro centros apico-
las del estado Zulia: Facultad de Agronomia de la Universidad
del Zulia, La Rinconada, Mara y Caja Seca, durante la época
seca y lluviosa. Se muestrearon 20 panales obteniéndose 20
litros de miel por zona/época, llevando a cabo diluciones de
50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10 y 5% (p/v) de concentracién
de miel utilizando como diluyente catalasa al 0,2% (p/v). Las
muestras se analizaron utilizando cepas patégenas de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escheri-
chia coli, Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes y Proteus
mirabilis, mediante la técnica de difusion en agar. Los resulta-
dos obtenidos revelaron que las mieles zulianas, tuvieron acti-
vidad antibacteriana del tipo bacteriostatico contra las seis
bacterias seleccionadas. La bacteria mas susceptible fue
Pseudomonas aeruginosa, a nivel de todas las concentracio-
nes ensayadas.

Palabras clave: Actividad antibacteriana no-peréxido, miel de
abejas, técnica de difusion en agar.

ABSTRACT

The honey bee non peroxide antibacterial activity was evaluated
in 160 samples from four zones of the Zulia state: The
Agronomy Faculty of the University of Zulia, La Rinconada,
Mara and Caja Seca during the dry and rainy seasons. Twenty
honey combs per zone and per season were sampled,
obtaining 20 L of honey for test, making dilutions from 5, 10,
15, 20 25, 30, 35, 40, 45 to 50% (% w/v) of honey content
using 0.2% (w/v) catalasa a diluent. The samples were
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analyzed using pathogenic strains of Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Listeria monocytogenes and Proteus mirabilis, with the agar
diffusion technique. The results obtained showed that the Zulia
state honeys had antibacterial activity (bacteriostatics) against
the six bacteria selected. The most susceptible bacterium was
Pseudomonas aeruginosa, over the range of concentrations
assayed.

Key words: Non-peroxide activity, honeys, agar diffusion as-
say.

INTRODUCCION

La miel es un alimento nutritivo que es consumido por el
hombre en todo el mundo debido a sus bondades, en cuanto a
su valor nutritivo y a sus efectos terapéuticos. Ha sido conside-
rado un agente antibacteriano efectivo para el tratamiento de in-
fecciones respiratorias, gastrointestinales, ulceras, heridas y
quemaduras [3, 12, 13, 24, 29]. Su actividad antimicrobiana la
han confirmado numerosos autores, en bacterias Gram positi-
vas (Staphylococcus aureus, Bacillus megaterium, Strepto-
coccus pyogenes, Micrococcus Iluteus) y Gram negativas (Es-
cherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Sal-
monella typhimurium, Serratia marcescens, Klebsiella pneumo-
niae, Shigella dysenteriae) [2, 4, 6, 7, 12, 16, 22, 25, 26, 29, 30].

Su notable efecto antiséptico se debe a factores fisicos
y quimicos que pueden estar relacionados con diferentes
fuentes florales y abejas de diferentes origenes [21, 28, 29],
donde su viscosidad provee una barrera contra las infeccio-
nes, y por otro lado su osmolaridad [10, 31] provoca la salida
de liquidos de los tejidos, creando un ambiente humedo
aséptico [13] que inhibe microorganismos patégenos. Tam-
bién puede ser atribuido a la actividad de la lisozima [11], a
varios acidos aromaticos [12, 21], a la acidez [9] y compues-
tos volatiles [18, 27, 29].
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Hay dos fuentes de agentes antibacterianos, aquella que
tiene su origen en el peréxido de hidrégeno, producida por la
glucosa oxidasa [16] y la debida a componentes diferentes al
peroxido de hidrogeno. Son varios los autores [4, 19, 20] que
resaltan la actividad antibacteriana no-peréxido como la mas
importante, debido a que la glucosa oxidasa es inactiva en
mieles maduras, el contenido de peréxido de hidrégeno es in-
suficiente para inhibir el crecimiento bacteriano y ademas no
es sensible a la luz y al calor, y puede almacenarse por largos
periodos de tiempo.

El propésito del presente estudio fue evaluar la actividad
antibacteriana no-peroxido (efecto bacteriostatico y bacterici-
da) de las mieles zulianas contra seis especies bacterianas,
las cuales son comunmente asociadas a infecciones en los hu-
manos.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de las muestras de miel

Ciento sesenta muestras de miel de abejas puras multiflo-
rales, se obtuvieron (segun un muestreo representativo aleato-
rio) de apiarios correspondientes a cuatro zonas del estado Zu-
lia: Facultad de Agronomia de la Universidad del Zulia (LUZ)
(MI), La Rinconada (MIl), Mara (Mlll) y Caja Seca (MIV). Se
muestred un apiario por zona/época, tomando 20 litros de miel
de dos colmenas, para un total de 20 panales de miel de abeja.
La época seca correspondi6 a los meses: noviembre-abril (Es) y
la lluviosa a los meses: mayo-octubre (Ell) del afo 2004. Las
muestras de miel fueron almacenadas asépticamente en enva-
ses de color ambar a 25°C, hasta el momento de su analisis.

Preparacion de las muestras de miel

Soluciones de mieles en concentraciones de 50, 45, 40,
35, 30, 25, 20, 15, 10 y 5% (% p/v) fueron preparadas asépti-
camente y colocadas en frasco ambar para evitar la fotodegra-
dacién de la glucosa oxidasa. La actividad antibacteriana no-
peroxido se hizo utilizando soluciones de trabajo de la miel,
preparadas con solucién de catalasa al 0,2% (p/v) (Sigma C-
6665: 4000 unidades/mg de proteina, EUA), para eliminar el
peroxido de hidrogeno presente en las muestras de miel de
abejas [1].

Cepas bacterianas

Las especies bacterianas usadas en el presente estudio
se especifican a continuacién: Gram positivas Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis y Listeria monocytogenes y Gram ne-
gativas Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli 'y Proteus
mirabilis. Estas bacterias fueron obtenidas del Centro de Refe-
rencia Bacteriologica del Hospital Universitario de Maracaibo,
estado Zulia (Venezuela) y mantenidas en caldo infusién cere-
bro corazéon (BHI, Merck, Alemania) y almacenadas a 4°C,
hasta el momento de su utilizacion. El inéculo bacteriano fue
previamente estandarizado mediante determinacion de la den-

sidad éptica (D.O.) de cada cultivo a 550 nm y curvas de creci-
miento, siendo éste el correspondiente a 1,5x108 ufc/mL. Para
el momento del uso de los cultivos bacterianos, estos fueron
activados, cultivandolos por 18 horas a 35°C en BHI [5].

Actividad antibacteriana de la miel

Se hizo utilizando las bacterias Gram positivas y Gram
negativas, siguiendo la técnica de difusiéon en agar en placas,
segun lo descrito por Allen y col. [1] y Molan y Allen [14], utili-
zando placas de petri con 18 mL de agar nutritivo (Merck,
Alemania) e inoculadas con 100 pL de un cultivo joven (3,5
horas de incubacion a 35°C) de cada bacteria. Cada experi-
mento (por zona) se hizo por triplicado, realizando 3 pozos de
8 mm de diametro, en la placa inoculada con bacteria, utili-
zando un sacabocado estéril N° 4. A los pozos se le afiadié
100 yL de miel no diluida y diluida a las concentraciones an-
tes mencionadas. Las pruebas controles, por experimento,
consistieron en una placa con medio y cada cepa analizada,
perforada e inoculada con agua destilada, placa con medio y
cepas, perforada e inoculada con el solvente (solucién de ca-
talasa) y placa con medio sin cepa, perforada e inoculada con
miel sin diluir (de cada zona). Las placas fueron invertidas al
cabo de 30 min para la difusién de la miel e incubadas a 35°C
por 18 horas.

La actividad antibacteriana de las muestras de miel se
determin6é midiendo el halo de inhibicién (opaco o transparen-
te) alrededor de cada pozo, con ayuda de un vernier calliper.
Se consideré un resultado positivo cuando hubo halo de inhibi-
cion igual o mayor de 2 mm de diametro alrededor de cada
pozo.

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados de las pruebas
antibacterianas se hizo empleando un disefio aleatorio con
efectos fijos del paquete S.A.S [23], con comparaciones de
media a un nivel de significancia de P < 0,001. Se tomé en
cuenta el efecto de las muestras de miel de las cuatro zonas
apicolas por época.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las muestras de miel de abejas, procedentes de los
cuatro centros apicolas tratadas con solucién de catalasa, tan-
to diluida como no diluida, mostraron actividad antibacteriana
de tipo bacteriostatico, indicando que dicha actividad es debi-
da a elementos no-perédxido [10, 11, 12, 18, 21, 25, 27, 31].
Otros investigadores [4, 20] encontraron que la actividad no-
perdxido de la miel es una de las mas importantes, resulta in-
sensible a la luz y mantiene su actividad por largos periodos
de tiempo [4].

En las FIGS. 1y 2 se observan la actividad antibacteria-
na debida a elementos no-peréxido de la miel de abejas de M,
durante la ES y ELL, respectivamente. En la FIG. 1 se puede
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FIGURA 1. VALORES DE HALOS DE INHIBICI(')N'(MM) DEL CRECIMIENTO BACTERIANO POR EFECTO DE MUESTRAS
DE MIEL DILUIDA DE LA ZONA DE AGRONOMIA DE LUZ, EN LA EPOCA SECA / VALUES FOR THE BACTERIAL GROWTH
INHIBITION HALO (MM) OF SOME DILUTED HONEY SAMPLES FROM THE AGRONOMY FACULTY ZONE OF LUZ DURING THE DRY SEASON.
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FIGURA 2. VALORES DE HALOS DE INHIBICIQN (MM) DEL CRECIMIENTO BACTERIANO POR EFECTO DE MUESTRAS
DE MIEL DILUIDA DE LA ZONA DE AGRONOMIA DE LUZ, EN LA EPOCA LLUVIOSA |/ VALUES FOR THE BACTERIAL GROWTH
INHIBITION HALO (MM) OF SOME DILUTED HONEY SAMPLES FROM THE AGRONOMY FACULTY ZONE OF LUZ DURING THE RAINY SEASON.

observar que todas las cepas analizadas tanto gram positivas
como gram negativas, resultaron inhibidas en su crecimiento a
nivel de todas las concentraciones de miel analizadas. Son va-
rios los reportes acerca de la actividad antimicrobiana de miel
de abeja (Apis mellifera) contra bacterias Gram positivas y
Gram negativas, entre las que se mencionan S. aureus, P. ae-
ruginosa, E. coliy P. mirabilis [12, 15, 17]. El mayor halo de in-
hibicion fue de 17 mm y el menor fue de 8 mm, La cepa S. au-
reus fue la que resultdé mas sensible a dicha miel, presentando
halos de inhibicidén de 17 mm a partir de la concentraciéon del
40% (P < 0,001). Resultados similares fueron encontrados por
Bogdanov [4], Molan y Allen [14], Molan y Russell [16] y Willix
y col. [30], quienes reportaron la acciéon antibacteriana de la
miel de abejas con actividad no-peréxido sobre S. aureus a
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concentraciones de 1,8% [28] y de 5 a 10% [14]. Cooper y col.
[7] en su trabajo demostrd susceptibilidad de S. aureus a miel
de Manuka (2-3% v/v) y de Pasture (3-4% v/v).

Es de resaltar que la accion inhibitoria de la miel con so-
lucién de catalasa resultd evidente en P. aeruginosa, mientras
que por efecto de mieles con peréxido, de esta misma zona
(M1), no fue afectada en su crecimiento a nivel de ninguna con-
centracion [5]. Cooper y Molan [6] encontraron sensible cepas
de P. aeruginosa aisladas de infecciones de heridas, a con-
centraciones de 5,5 a 9,0% de miel de Manuka, sin peréxido
de hidrégeno.

En la FIG. 2 correspondiente a la ELL, se observa que
las bacterias fueron inhibidas a medida que la concentracién
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de miel aumentaba, y cuando la soluciéon de miel fue mas dilui-
da (5%), mantuvo su poder antibacteriano. No obstante, los
valores de halos de inhibicién resultaron menores (< 15 mm)
con respecto a la ES. P. mirabilis resulté la menos afectada
(P < 0,001) con halos de inhibicién maximo de 10 mm.

En las FIGS. 3 y 4 se observan la actividad antibacteria-
na debida a elementos no-peréxido de la miel proveniente de
la zona MIl, durante la ES y ELL, respectivamente. En la
FIG. 3 se observa que la miel de esta zona presenta un com-
portamiento similar a la miel de la zona MI, es decir, con halos
de inhibicion que aumentan a medida que se incrementa la
concentracién de miel. Cabe resaltar que P. aeruginosa mos-
tré6 un comportamiento particular frente a las concentraciones
de miel de 5, 10 y 15%, donde presenté un valor constante de
halos de inhibicion (10 mm) y a partir del 15% se increment6 a
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medida que aumentaba la concentracion, hasta valores de ha-
los de inhibicion de 17 mm. Cabrera y col. [5] encontraron que
las mieles de las zonas Ml y MIl con peréxido, no inhibieron el
crecimiento de P. aeruginosa.

La FIG. 4 muestra la actividad antibacteriana de MIl, du-
rante la ELL, donde todas las bacterias analizadas resultaron
inhibidas en su crecimiento a nivel de todas las concentraciones.
La cepa mayormente afectada fue P. aeruginosa (P < 0,001) a
45 y 50% de concentracién de miel, mientras que la menos
afectadas fueron P. mirabilis y S. aureus (P < 0,001), a nivel
de concentraciones de 40 y 45%. En mieles con peréxido [5]
dichas bacterias fueron afectadas en menor proporcién. Ho-
dgson [8] encontré que P. aeruginosa, S. aureus, E. coliy P.
mirabilis resultaron afectadas en su crecimiento por mieles con
actividad antibacteriana no-peréxido.

30 35 40 45 50

Concentracién de Miel (% p/v)

W S. aureus
B. subtilis

B Ps. aeruginosa

& E. coli

B L. monocytogenes B P. mirabilis

FIGURA 3. VALORES DE HALOS DE INHIBICION (MM) DEL CRECIMIENTO BACTERIANO POR EFECTO DE MUESTRAS DE
MIEL DILUIDA DE LA ZONA DE LA RINCONADA, EN LA EPOCA SECA / VALUES FOR THE BACTERIAL GROWTH INHIBITION HALO
(MM) OF SOME DILUTED HONEY SAMPLES FROM THE RINCONADA ZONE DURING THE DRY SEASON.
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FIGURA 4. VALORES DE HALOS DE INHIBICION (MM) DEL CRECIMIENTO BACTERIANO POR EFECTO DE MUESTRAS DE
MIEL DILUIDA DE LA ZONA DE LA RINCONADA, EN LA EPOCA LLUVIOSA / VALUES FOR THE BACTERIAL GROWTH INHIBITION
HALO (MM) OF SOME DILUTED HONEY SAMPLES FROM THE RINCONADA ZONE DURING THE RAINY SEASON.
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Las FIGS. 5 y 6 muestran la actividad antibacteriana de
la miel proveniente de la zona MIIl, durante las ES y ELL, res-
pectivamente. En la FIG. 5 se observa que todas las bacterias
analizadas fueron inhibidas a nivel de todas las concentracio-
nes de miel, donde los halos de inhibicibn aumentaron propor-
cionalmente a medida que se concentraba la miel y resultaron
a su vez menores en diametro que lo encontrado con la miel
de las zonas MI (ES) y MIl (ambas épocas). Las cepas bacte-
rianas mas sensibles al efecto inhibitorio fueron S. aureusy P.
aeruginosa a nivel de todas las concentraciones (P < 0,001). A
la concentracion del 50% dichas cepas presentaron los mayo-
res halos de inhibicion (15mm). Segun Willix y col. [30] S. au-
reus se presenta sensible frente a concentraciones de 1,8 a
10,8% de mieles de Manuka con y sin peroxido. E. coli fue la
bacteria menos afectada por la miel en concentraciones de 10
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M B. subtilis

B Ps. aeruginosa

a 40%. Estos resultados son diferentes a los reportados por
Willix y col. [30], donde dicha bacteria resulta inhibida en su
crecimiento por mieles tratadas con catalasa, y similares a los
reportados por Cabrera y col. [5].

En la FIG. 6 se observa un comportamiento similar con
respecto a la ES, observandose que todas las cepas bacteria-
nas resultaron afectadas en su crecimiento, a nivel de todas
las 10 concentraciones. P. aeruginosa en este caso se mostro
como la cepa mas sensible a la miel de abejas, a nivel de las
concentraciones de miel de 30 a 40% (P < 0,001), mientras
que en el trabajo de Cabrera y col. [5] se encontré que dicha
bacteria resulté la menos afectada por miel de esta zona.

Willix y col. [30] demostraron la sensibilidad de las cepas
de S. aureus, P. aeruginosa, P. mirabilis y E. coli frente a ele-
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FIGURA 5. VALORES DE HALOS DE INHIBICION' (MM) DEL CRECIMIENTO BACTERIANO POR EFECTO DE MUESTRAS DE
MIEL DILUIDA DE LA ZONA DE MARA EN LA EPOCA SECA / VALUES FOR THE BACTERIAL GROWTH INHIBITION HALO (MM) OF
SOME DILUTED HONEY SAMPLES FROM THE MARA ZONE DURING THE DRY SEASON.
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FIGURA 6. VALORES DE HALOS DE INHIBICIO[\I (MM) DEL CRECIMIENTO BACTERIANO POR EFECTO DE MUESTRAS DE
MIEL DILUIDA DE LA ZONA DE MARA EN LA EPOCA LLUVIOSA / VALUES FOR THE BACTERIAL GROWTH INHIBITION HALO (MM)
OF SOME DILUTED HONEY SAMPLES FROM THE MARA ZONE DURING THE RAINY SEASON.
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mentos no-perédxido de la miel de Manuka aun a concentracio-
nes de 1,1 hasta 7,5%. En el presente trabajo dichas cepas se
encontraron inhibidas dentro de este rango.

Las FIGS. 7 y 8 muestran la actividad antibacteriana de
miel de abejas de la zona MIV, durante las ES y ELL, respecti-
vamente. En la FIG. 7, se observé una gran variabilidad en
cuanto al comportamiento de las 6 cepas bacterianas frente a
esta miel, donde el efecto inhibitorio no resulté ser gradual en
relacién a las concentraciones ensayadas. Entre 5 y 25% de
concentracién de miel, se observd diferencias significativas
(P < 0,01) de P. aeruginosa con respecto al resto de las bacte-
rias, resultando la mayormente afectada. Estos resultados fue-
ron contrarios a los encontrados por Cabrera y col. [5] en la
que sélo resultd inhibida a concentraciones iguales y mayores
a 40%. Entre las concentraciones del 30 y 45%, las especias
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bacterianas analizadas no mostraron diferencias significativas
(P < 0,01) en sus halos de inhibicion.

En la muestra de miel de abeja de esta zona para la ELL
(FIG. 8) se observo que todas las cepas bacterianas se com-
portaron de manera similar frente a dicha miel, y a diferencia
de la época seca los halos de inhibicion fueron menores o
iguales a 15 mm a las concentraciones de 45 y 50%, mientras
que en la ES fueron iguales o menores a 20 mm. P. aerugino-
sa fue la bacteria mas susceptible al efecto inhibitorio en am-
bas épocas, a partir de concentraciones de 15%.

Willix y col. [30] demostraron la baja sensibilidad de P.
aeruginosa frente a mieles de Manuka y Rewarewa, a concen-
traciones iguales o menores a 7,4% y Cabrera y col. [5] en
mieles zulianas con peroxido, a concentraciones menores de
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FIGURA 7. VALORES DE HALOS DE INHIBICION (MM) DEL CRECIMIENTO BACTERIANO POR EFECTO DE MUESTRAS DE
MIEL DILUIDA DE LA ZONA DE CAJA SECA EN LA EPOCA SECA / VALUES FOR THE BACTERIAL GROWTH INHIBITION HALO (MM)
OF SOME DILUTED HONEY SAMPLES FROM THE CAJA SECA ZONE DURING THE DRY SEASON.
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FIGURA 8. VALORES DE HALOS DE INHIBICION (MM) DEL CRECIMIENTO BACTERIANO POR EFECTO DE MUESTRAS DE
MIEL DILUIDA DE LA ZONA DE CAJA SECA EN LA EPOCA LLUVIOSA / VALUES FOR THE BACTERIAL GROWTH INHIBITION HALO
(MM) OF SOME DILUTED HONEY SAMPLES FROM THE CAJA SECA ZONE DURING THE RAINY SEASON.
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35%. Estos reportes revelaron un comportamiento diferente de
la bacteria a lo encontrado en el presente estudio, para las
mieles de la zona MIll (ambas épocas).

Estudios realizados por otros investigadores [3, 12, 17]
han mostrado que la miel tiene actividad antimicrobiana contra
especies como S. aureus, P. aeruginosa, P. mirabilis y E. coli,
inhibiendo el crecimiento total de estas especies, y se le ha re-
conocido su gran potencial en la reduccion de patégenos cau-
santes de infecciones [25]. Estos resultados son consistentes
con lo encontrado en esta investigacion. Por otro lado, Allen y
col. [1] resalta que mieles de Nueva Zelanda, libres de peroxi-
do de hidrégeno por adicién de catalasa, tienen una significati-
va actividad antibacteriana remanente.

CONCLUSIONES

Las mieles zulianas producidas por las abejas (Apis me-
llifera scutellata) tienen actividad bacteriostatica no-peroxido
contra las seis bacterias Gram positivas y Gram negativas, de
origen clinico evaluadas en este estudio. La bacteria mas sus-
ceptible fue Pseudomonas aeruginosa, a nivel de todas las
concentraciones ensayadas. Esto resulta importante en lo que
a tratamiento alternativo se refiere, frente a esta bacteria que
con frecuencia se encuentra vinculada con cuadros de infec-
ciones intrahospitalarias. Sin embargo, resulta conveniente la
evaluacion clinica y estandarizacion farmacologica de la miel
antes de su uso, como medida preventiva y curativa de las en-
fermedades comunes relacionadas con las bacterias patége-
nas analizadas.
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