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THE DILUTION OF HONEY IN WATER INDUCES HORMESIS ON ITS ANTIBACTERIAL ACTIVITY AGAINST Staphylococcus
aureus.

SUMMARY.

In pharmacology, hormesis is defined as the high efficacy of a drug at low doses and a decrease of efficacy at higher doses. In this
study, the hormesis phenomenon on the antibacterial activity of honey was assessed. The activity of four honeys (A, D, C and D) were
checked by agar plate diffusion method using S. aureus (ATCC 29213) as the test organism. Each honey was tested as follows; on the
surface of an agar plate, five stainless steel cylinders with a diameter of 8,14 mm were radially disposed. Onto each cylinder 0,1 mL of
the sample honey diluted in water at 50 — 25 - 12,5 -6,25 and 3,125 % v/v were placed. Plates were incubated at 35°C during 24 h. The
surface of the cylinder diameter was set as reference antibacterial activity (Ra). The antibacterial activity of each honey was
quantitated by the relationship between the surface of the inhibitory zone (Iz) and the surface of the reference activity (1z/Ra). An
increase in the antibacterial activity was observed at a concentration of water greater than 50% in honeys B and C. This hormetic
behavior could be considered as indicator of the quality of the antibacterial activity of these honeys.
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En farmacologia se denomina hormesis a un aumento
de eficacia a dosis bajas y a un descenso de la misma a
dosis elevadas, resultando en una curva dosis respuesta
en forma de “J” invertida. La actividad antibacteriana de
la miel se atribuye a elevada osmolaridad, acidez,
concentracion perdxido y radicales no perdxidos como
oxido nitrico y fenoles (Oryan et al., 2016). Aln se
discute cual es la concentracion de miel que presenta la
mayor actividad antibacteriana. Muchas técnicas in
vitro se han reportado para evaluar la actividad
antibacteriana de la miel, sin embargo no hemos
hallado en la literatura ningin método estandarizado
para realizar comparaciones entre distintas mieles

respecto de una actividad basal o de referencia. En este
trabajo utilizamos una metodologia desarrollada por
nosotros para evaluar la actividad antibacteriana de
diferentes concentraciones de miel. Se utilizéd una cepa
estandarizada de Staphylococcus aureus (S. aureus) y
cuatro mieles que previamente habian mostrado
actividad antibacteriana in vitro sobre S. aureus las que
se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Caracterizacién de cuatro tipos de mieles que
previamente habian presentado actividad
antibacteriana sobre S. aureus.
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Identificacion Denominacién Tipc? de CiUd,ad de Prov.
miel origen
A “Monacal” Comercial Victoria Entre Rios
B* FCV-UNL Productor Esperanza Santa Fe
C “El Ocaso” Productor Esquina Corrientes
D “Don Productor San Martin Santa Fe

Francisco”

(*) Miel producida por el Grupo Funcional Apicola de la FCV en
el apiario de la Unidad Académico Productiva (UAP) de la FCV-
UNL.

A partir de un cultivo nuevo de S. aureus se prepard un
indculo (0,5 x 105 ufc/mL) en solucidn fisioldgica. Se
inoculdé agar Mueller Hinton esterilizado con 0,1 mL del
indculo cada 100 mL de agar. Se sembraron placas con
agar hasta un espesor aproximado de 3 mm. Sobre la
superficie de cada placa se colocaron en disposicion
radial cinco cilindros de acero inoxidable de 8,14 mm de
diametro y 8,14 mm de altura. Para cada miel se utilizd
una placa y en el interior de cada cilindro se colocé un
volumen de 0,1 mL de miel al 50- 25-12,5-6,25 y 3,125
% v/v. El ensayo se realizd por triplicado. Las placas se
colocaron en estufa a 35°C durante 24 h.
Posteriormente se retiraron los cilindros y se midio el
didmetro del halo de inhibicién (A) y el halo central (C)
determinado por los bordes del cilindro de acero
inoxidable. Considerando que el diametro del halo de
inhibicién es originado por la migracion de los factores
con actividad antibacteriana a través de la fase acuosa
del agar, se asumidé que el limite entre la zona de
inhibicién y la zona de crecimiento (C) corresponde a la
concentracion inhibitoria minima de la miel (CIMM).
Como actividad de referencia se consideré un halo de
inhibicién equivalente el didametro central del cilindro
de acero inoxidable, asumiendo que esa es la menor
actividad antibacteriana cuantificable tal como se
presenta en la figura 1.

La cuantificacidn de la actividad antibacteriana de cada
miel se determind estableciendo la relacion entre la
superficie del halo central (Sc) y la superficie del halo de
inhibicién (Si) utilizando las ecuaciones 1 al 3.

S. = m-(r,)* donde 1. = (@H.)/2 Ecuacién 1
S;=m-(r;)?* donde 1, = (@H;)/2 Ecuacién 2
X CIM = S;/S, Ecuacién3

Donde Scy Si son las superficies (mm2) del halo central
y de inhibicidn respectivamente, rc y ri son los radios
del halo central y de inhibicidon respectivamente, @Hc y
@Hi son los didmetros del halo central y de inhibicion.

La relacién entre Si y Sc determina el valor de los
multiplos de la CIMM presentes en la Si

La actividad de las concentraciones sub-inhibitorias se
determind como % de turbidez de la superficie del halo
central. Los resultados de la actividad antibacteriana de
las cuatro mieles expresadas como miultiplos de la
actividad basal (x CIM) para cada dilucion (% de agua)
se presentan en la figura 2.

En las mieles A y D se observd disminucion de la
actividad antibacteriana proporcional al incremento de
la diluciéon (% de agua), sin embargo, se observd un
incremento de la actividad a una concentracion de agua
mayor al 50% en las mieles B y C. Nosotros proponemos
que este efecto hormético o paradojal puede ser
debido a que estas mieles pueden contener menor
proporcion de agua libre, la que es necesaria para la
actividad de la enzima glucosa-oxidasa, que cataliza la
reaccion que produce acido glucdnico y perdxido de
hidrégeno (Szeda, 2017) que es uno de los compuestos
que se postula como el principal responsable de la
actividad antibacteriana de la miel (Figura 3).

Como conclusiéon, hemos observado que la mayor
actividad antibacteriana sobre S. aureus fue obtenida
con la miel procedente de la Unidad Académico
Productiva (UAP) de la FCV-UNL, y que esa actividad
(2,44 x CIM) se obtuvo con una concentracion 25 % p/v
de miel (75% de agua). Este comportamiento hormético
en la actividad antibacteriana de esta miel puede ser
considerado como un indicador de la calidad del
producto producido en la UAP de la FCV-UNL.

c@c

Figura 1. Representacion grafica de la actividad
antibacteriana de miel determinada por la técnica del
cilindro en placa; A y B son los diametros del halo de
inhibicion y el halo central respectivamente y C
corresponde a la interfase equivalente a Ila
concentracion inhibitoria minima de la miel.

La cuantificacion de la actividad antibacteriana de cada
miel se determind estableciendo la relacién entre la
superficie del halo central (Sc) y la superficie del halo de
inhibicion (Si) utilizando las ecuaciones 1 al 3.
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Figura 2. Actividad antibacteriana de cuatro mieles (A, B, Cy D) expresadas como multiplos de la actividad basal (x CIM)
observados para cada dilucién (50- 25-12,5-6,25 y 3,125 % v/v). La linea roja de puntos representa el valor o actividad

basal representada como la unidad o CIMy,.
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Figura 3. Representacidon esquemadtica de la reaccion catalizada por la enzima glucosa oxidasa que da como producto final
acido glucdnico (responsable del pH 4cido de la miel) y de perdxido de hidrégeno, al cual se le considera como el principal
compuesto con actividad antibacteriana de la miel.
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