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Resumen

Los aceites esenciales estan definidos como el resultado de una destilacion que se componen
de una mezcla de compuestos volatiles, el aceite esencial de Ishpingo (Ocotea quixos)
proviene de una especie de arboles originarios de Ecuador de los cuales se ha reconocido
sus propiedades aromaticas, tanto de las hojas como de los calices. El presente trabajo tuvo
como objetivo determinar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Ishpingo (Ocotea
guixos) sobre las bacterias (Salmonella enterica subsp. Entérica, Escherichia coli, Klebsiella
aerogenes, Staphylococcus epidermidis, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Aspergillus niger y Candida albicans), por
medio del método de difusion en agar con pocillos, donde se utilizaron diferentes
concentraciones del aceite esencial de Ishpingo para observar su respuesta a los
microrganismos planteados, se encontr6 que el aceite esencial presenta actividad
antimicrobiana con respecto a los diferentes patdgenos estudiados, dando énfasis en,
Aspergillus niger Candida albicans, Campylobacter jejuni y Listeria monocytogenes que
fueron los que tuvieron mayor actividad antimicrobiana. Se presume que la razon de la
actividad antimicrobiana es la sinergia de los componentes presentes, en especial de (E)-
cinamaldehido, (E)-cinamato de metilo y (E)-cariofileno.

Palabras clave: Ocotea quixos, actividad antimicrobiana, aceite esencial.



Abstract

Essential oils are defined as the result of a distillation that are composed of a mixture of volatile
compounds, the essential oil of Ishpingo (Ocotea quixos) comes from a species of trees native
to Ecuador whose aromatic properties have been recognized, both from the leaves and
calyxes. The present work aims to determine the antimicrobial activity of the essential oil of
Ishpingo (Ocotea quixos) on bacteria (Salmonella enterica subsp. Enterica, Escherichia coli,
Klebsiella  aerogenes, Staphylococcus  epidermidis, Pseudomona  aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Aspergillus niger and
Candida albicans), by the agar well diffusion method with pots, where different concentrations
of Ishpingo essential oil were used to observe its response to the microorganisms studied, it
was found that the essential oil presents antimicrobial activity with respect to the different
pathogens studied, with emphasis on Aspergillus niger, Candida albicans, Campylobacter
jejuni and Listeria monocytogenes, which had the greatest antimicrobial activity. It is presumed
that the reason for the antimicrobial activity is the synergy of the components present,
especially (E)-cinnamaldehyde, (E)-methyl cinnamate and (E)-caryophyllene.

Keywords: Ocotea quixos, antimicrobial activity, essential oil.



Introduccion
Ecuador se distingue como uno de los paises con mayor biodiversidad por unidad de area a
nivel global, como se ha evidenciado en un estudio previo realizado por Bravo-Velasquez,
(2014). En este contexto, reviste una importancia significativa la exploraciéon vy
aprovechamiento de las diversas variedades de plantas presentes en el territorio ecuatoriano,
dada la presencia de efectos beneficiosos que aun permanecen en gran medida
desconocidos. La comprension y aplicacion de estas propiedades podria contribuir no solo al
avance del conocimiento cientifico, sino también a la optimizacion de recursos naturales con

potenciales implicaciones para la salud y el bienestar humano.

Los aceites esenciales se definen como las fracciones liquidas volatiles, que usualmente se
destilan por arrastre con vapor de agua como en este caso, aqui es donde se almacenan las
sustancias que le dan su aroma caracteristico a las plantas, usualmente son mezclas
complejas que pueden llegar a contener hasta 100 componentes entre los que son posible
destacar: compuestos alifaticos de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos,

cetonas, ésteres y acidos), monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanos (Martinez, 2003).

Segun Torres Espinoza Gonzalo José (2013), se ha prestado particular atencién al aceite
esencial extraido de las hojas de Ishpingo (Ocotea quixos) en investigaciones recientes. Los
hallazgos indican una actividad inhibitoria notable frente al crecimiento de hongos y bacterias,
acompafada de un perfil aromatico distintivo. Estas propiedades propician un crecimiento

notorio en su aplicacion en la industria farmacéutica y cosmética.

En el presente trabajo se busca determinar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de
Ishpingo (Ocotea quixos) sobre las bacterias (Salmonella enterica subsp. Entérica,
Escherichia coli, Klebsiella aerogenes, Staphylococcus epidermidis, Pseudomona
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes) y los
mohos y levaduras (Aspergillus niger y Candida albicans), comunes en alimentos para su

posible aplicacion posterior en modelos alimentarios. La metodologia utilizada fue la difusion



en agar con pocillos y la variable respuesta fue el diametro de los halos de inhibicién de las

diferentes diluciones del aceite esencial.

La investigacion tiene la siguiente estructura: el primer capitulo presenta los objetivos, el
capitulo 2 esta constituido por el marco tedrico, donde constan de manera detallada los
conceptos utilizados en el desarrollo del presente proyecto; el tercer capitulo es el de
Materiales y métodos, donde se describe las técnicas utilizadas en esta investigaciéon y por
ultimo el cuarto capitulo de Resultados y discusion, donde se presentan y analizan los

resultados obtenidos.



Capitulo uno
Objetivos
Objetivo General
Determinar la actividad antimicrobiana de aceite de Ishpingo (Ocotea quixos) sobre
bacterias y hongos patégenos de los alimentos para su aplicacion posterior en modelos

alimentarios.

Objetivo Especifico

Reportar la medicion de los halos de inhibicion por triplicado frente a las bacterias:
Salmonella enterica subsp. Entérica, Escherichia coli, Klebsiella aerogenes, Staphylococcus
epidermidis, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni, Listeria

monocytogenes, mohos y levaduras: Aspergillus niger y Candida albicans.



Capitulo dos
Marco Tedrico

2.1 Aceites esenciales

Un aceite esencial se define como el producto obtenido a partir de materia prima
vegetal mediante procesos de hidrodestilacidn, destilacién al vapor o en seco, o0 a través de
un proceso mecanico apropiado en el caso de los citricos, (Zuzarte & Salgueiro, 2015). Los
aceites esenciales se componen de una combinacion compleja de compuestos volatiles, los
cuales son sintetizados a través del metabolismo secundario en las plantas, (Usano-Alemany

et al., 2014).

Los aceites esenciales tienen la capacidad de adoptar un estado liquido a temperatura
ambiente, aunque algunos pueden presentarse en forma sélida o con caracteristicas
resinosas. Son producidos por todos los tejidos vegetales, incluyendo yemas, flores, hojas,

tallos, ramas, semillas, frutos, raices, maderay corteza (Bassolé & Juliani, 2012).

2.1.1 Extraccién de aceites esenciales

Los aceites esenciales pueden ser obtenidos de muestras vegetales a través de
diversos métodos. La destilacion por arrastre de vapor de agua es el método mas utilizado a
nivel industrial, esto debido a su alto rendimiento, la pureza del aceite obtenido y su capacidad

para prescindir de tecnologia sofisticada (Martinez, 2003).

La destilacién por arrastre con vapor de agua es un proceso de separacion en el cual
los componentes volatiles de la materia vegetal se vaporizan con la utilizacién de vapor de
agua. Este procedimiento implica el paso de un flujo de vapor a través de la materia prima, lo
que arrastra los aceites esenciales presentes en ella. Luego, estos vapores son enfriados y
condensados, resultando en un destilado liquido compuesto por dos fases inmiscibles: una
fase acuosa y una fase organica, que corresponde al aceite esencial. Estas fases pueden ser
separadas mediante el proceso de decantacion, aprovechando la diferencia de densidad que

existe entre ellas (Casado, 2018).



2.1.2 Caracterizaciéon

La caracterizacion de los aceites esenciales se realiza cominmente por medio del
método de cromatografia de gases y el fin de este proceso es la identificacion de los

componentes quimicos que estan presentes dentro del aceite esencial.

2.1.2.1Cromatografia de gases. En este proceso los componentes de una muestra
gue ha sido vaporizada se separan debido a su distribucién entre una fase gaseosa y una
fase estacionaria que se contiene en una columna. Durante el proceso de separacion
cromatografica de gases, la muestra es vaporizada y se introduce en la cabeza de una
columna cromatograéfica. Los equipos de cromatografia de gases acoplados a espectrometria
de masas (GC-MS) se emplean con el propésito de discernir y caracterizar una amplia
variedad de compuestos que se encuentran en sistemas naturales y biolégicos (Skoog et al.,

2008).

2.1.3 Usosy aplicaciones

Los aceites esenciales desempefian un papel fundamental en diversas aplicaciones,
como la produccién de fragancias corporales, ambientadores, aromas, ademas de su uso
como saborizantes en condimentos, licores, dulces y golosinas, asi como en la fabricacion de
cosmeéticos. Asimismo, se ha reconocido su valor medicinal desde tiempos antiguos, ya que
se emplean en el tratamiento de numerosas dolencias y enfermedades. Sin embargo, a
principios del siglo XX, con el advenimiento de la quimica organica sintética, estos aceites

fueron dejados de lado (Ortufio, 2017).

2.2 Familia Lauraceae

La familia Lauraceae estd compuesta por un gran numero de plantas madereras con
alrededor de 50 géneros y entre 2500 y 3000 especies que se distribuyen en regiones de
latitudes tropicales a subtropicales. La diversidad taxonGmica actual de las Lauraceae se

concentra principalmente en América tropical y Australasia. En las regiones tropicales de



América, se destacan como componentes prominentes en los bosques de tierras bajas y

suelen ser elementos dominantes en la vegetacion de montafia (Chanderbali et al., 2001).

2.2.1 Género Ocotea

Dentro de este género existen alrededor de 350 especies. Se considera el género
principal de Lauraceas en las regiones neotropicales, especialmente dentro de la Amazonia.
Ocotea se caracteriza por tener tépalos de longitud relativamente larga y superficie interna
no granulada. Una caracteristica distintiva de Ocotea es la presencia de anteras con cuatro
foliolos dispuestos en dos filas. Ademas, sus hojas son alternas y su fruto esta suspendido

por una cupula (Montealegre Pinzén, 2011).

2.2.2 Ocotea quixos (Lam.) Kosterm

Es un arbol de tamafo mediano originario del Ecuador amazobnico y paises
adyacentes, que ha sido reconocido por sus propiedades aromaticas desde la época de los
incas, aunque no es ampliamente conocido fuera de Ecuador. Este arbol produce célices
grandes y lefiosos de flores bienales, localmente llamados Ishpingo. Los calices se recolectan
cuando los arboles silvestres son talados y los indigenas amazonicos tradicionalmente los
utilizan, ya sea frescos o secos, en su forma completa o triturada, como una especia.
Recientemente, su uso también se ha extendido en &reas no rurales con el nombre de Flor
de Canela, debido a su aroma similar al de la canela. Tradicionalmente, se utiliza para
aromatizar pasteles, bebidas e infusiones, y se aprecia como aperitivo, eupéptico,

desinfectante y anestésico local (Bruni et al., 2004).

2.2.3 Clasificacion taxondémica de Ocotea quixos (Lam.) Kosterm

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Laurales

Familia; Lauraceae



Género: Ocotea

Especie: Ocotea quixos

2.3 Organismos Biolégicos

Para la realizacion del presente estudio se utilizaron diferentes tipos de cepas
bacterianas, de las cuales 5 son gramnegativas, 3 son grampositivas y se utilizé un mohoy

una levadura.
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2.3.1 Bacterias gramnegativas

2.3.1.1Campylobacter jejuni. Se trata de un bacilo gramnegativo sin capacidad de
formar esporas, cuya forma adopta una morfologia curvada o en forma de S. Un rasgo
caracteristico de muchas cepas es su capacidad de movimiento, lo cual esta relacionado con
la presencia de un flagelo en uno o ambos extremos polares de la bacteria. Estas bacterias
experimentan un crecimiento éptimo en concentraciones de oxigeno que oscilan entre el 3%
y el 5%. Como resultado, tienden a ser bastante sensibles en el entorno natural y presentan
cierta dificultad para su cultivo en el laboratorio. Entre las principales fuentes de alimentos
asociadas a las infecciones se incluyen productos avicolas que han sido manipulados de
manera incorrecta o no cocinados adecuadamente, leche no pasteurizada ("cruda") y quesos
elaborados con leche no pasteurizada, asi como el consumo de agua contaminada (Food and
Drug Administration, 2012).
2.3.1.2 Escherichia coli. Se trata de un bacilo gramnegativo perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae y a la tribu Escherichia. Es un microorganismo facultativo anaerobio que
coloniza el intestino humano poco tiempo después del nacimiento y se considera parte de la
flora normal. Sin embargo, existen cepas que pueden ser patdgenas y causar diversos
cuadros clinicos dafiinos (Rodriguez-Angeles, 2002). Este microorganismo se encuentra
comunmente en el tracto gastrointestinal de los animales de sangre caliente. Algunas cepas
son responsables de la aparicién de gastroenteritis y otras enfermedades. Su capacidad para
causar enfermedades es ampliamente reconocida y se ha asociado con diversos trastornos,
como diarrea, colitis hemorragica, disenteria, infecciones urinarias y meningitis, entre otras
patologias (Bayona, 2009).
2.3.1.3 Klebsiella aerogenes. La bacteria que antes se conocia como Enterobacter
aerogenes hasido reclasificada como Klebsiella aerogenes. Pertenece al género de bacterias
gramnegativas, anaerobias facultativas, con forma de bastoncillos y que no forman esporas.
Se encuentra comunmente en muestras clinicas humanas obtenidas del tracto respiratorio,

urinario, sanguineo y gastrointestinal (Davin-Regli & Pageés, 2015).
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2.3.1.4 Pseudomona aeuruginosa. Se trata de un tipo de bacteria en forma de baston
gue se tifie negativamente en la técnica de Gram, y representa la principal amenaza para los
seres humanos dentro del género Pseudomonas. Se encuentra ampliamente distribuida en
la naturaleza, presente en diferentes entornos como el suelo, el agua, las plantas y los
animales. Es especialmente problematica en los entornos hospitalarios, donde causa
numerosas infecciones. Esta bacteria puede provocar tanto enfermedades localizadas como
sistémicas, afectando practicamente cualquier érgano o tejido del cuerpo humano. Aquellos
individuos con un sistema inmunitario debilitado son mas propensos a sufrir una infeccion
(Harvey et al., 2008).

2.3.1.5 Sallmonella enterica subsp. enterica. Se trata de una bacteria de la familia
Enterobacteriaceae y la tribu Salmonellae, que se clasifica como gramnegativa. Es un
organismo moévil y no forma esporas, con una forma alargada similar a un bastoncillo. Esta
bacteria es conocida por causar enfermedades gastrointestinales en los seres humanos,
manifestdndose a través de sintomas como nauseas, vomitos, diarrea, calambres y fiebre.
Estos sintomas suelen durar varios dias y desaparecer en aproximadamente una semana.
En individuos sanos, los sintomas tienden a resolver por si solos, aunque en algunos casos

puede desarrollarse artritis crénica a largo plazo (Food and Drug Administration, 2012).

2.3.2 Bacterias Grampositivas

2.3.2.1 Staphylococcus aureus. Son bacterias grampositivas positivas para la enzima
catalasa y que no son madviles. Tienen una forma esférica y pequefia, conocida como cocos.
Entre los patdgenos humanos no formadores de esporas, son consideradas una de las mas
resistentes. Pueden sobrevivir en diversos alimentos, especialmente en carne y productos
carnicos, lo que los convierte en causantes frecuentes de intoxicaciones alimentarias. A
menos que se sometan a procesos térmicos adecuados, se espera que estas bacterias estén
presentes en todos los alimentos que son manipulados directamente por los seres humanos

0 que provienen de animales (Food and Drug Administration, 2012).
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2.3.2.2 Staphylococcus epidermidis. Son bacterias grampositivas de forma esférica,
pertenecientes a la familia Staphylococcaceae, positivas para la enzima catalasa. Se puede
encontrar naturalmente en la superficie corporal como parte de la flora normal, y sobrevive
gracias a la presencia de enzimas llamadas lipasas. Las infecciones causadas por S.
epidermidis estan asociadas con la colonizacion de objetos extrafios en el cuerpo,
especialmente en pacientes hospitalizados. Esta especie de bacteria es una de las mas
comunes que se aislan en infecciones humanas (Pirez & Mota, 2006).

2.3.2.3 Listeria monocytogenes. Son microorganismos que pertenecen al grupo de
los bacilos grampositivos, de tamaiio reducido y forma delgada. A diferencia de otros bacilos,
no forman esporas. Esta especie en particular es la Unica capaz de infectar a los seres
humanos. Las infecciones causadas por Listeria suelen originarse en casos aislados o en
pequefas epidemias, y generalmente se transmiten a través de alimentos. Se estima que
aproximadamente entre un 2% y un 3% de los productos lacteos estan contaminados por este
microorganismo (Harvey et al., 2008).
2.3.3 Mohos

2.3.3.1 Aspergillus niger. Es una variedad de hongo responsable del desarrollo del
"moho de color negro” que se observa en la superficie de ciertos alimentos como duraznos,
cebollas, uvas, entre otros. Esto convierte al Aspergillus niger en un organismo que deteriora
los alimentos. Este hongo tiene la capacidad de adaptarse y producir grandes cantidades de
fructooligosacaridos, debido a la alta actividad transfructosiladora de las enzimas presentes
en su superficie (Hinton-Sheley, 2018).

2.3.4 Levaduras
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2.3.4.1 Candida albicans. Aunque se clasifica como una levadura, C. albicans tiene la
capacidad de adoptar dos formas distintas y puede formar un micelio verdadero. Es
responsable de causar la candidiasis (candidosis), junto con otras especies de Candida que
son parte de la flora normal de la piel, boca, vagina e intestinos. Las infecciones ocurren
cuando la flora bacteriana que normalmente compite con Candida es eliminada, por ejemplo,
mediante el uso de antibidticos antibacterianos, lo que permite que la levadura crezca de
manera descontrolada. Las infecciones se manifiestan de diversas formas, dependiendo de

la ubicacién en la que se desarrollen (Harvey et al., 2008).
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Capitulo tres
Materiales y métodos

3.1 Obtencioén del aceite esencial

El material vegetal de Ocotea quixos fue procesada de manera inmediata y fresca al
llegar al laboratorio, dentro de un periodo de 2 a 6 horas después de su recoleccion. Se utilizé
un dispositivo de tipo Clevenger para llevar a cabo la hidrodestilacion del aceite esencial,
manteniendo el proceso durante 3 horas. Posteriormente, el aceite esencial fue separado del
agua a través de decantacion, se sec6 utilizando sulfato de sodio anhidro y se almacené a

una temperatura de 4 °C hasta su utilizacion tal y como lo describe Sosa et al., (2023).

Este proceso se llevo a cabo en el Departamento de Quimica, en el laboratorio de

Microbiologia de alimentos de la Universidad Técnica Particular de Loja.

3.2 Actividad antimicrobiana in vitro

3.2.1 Especies microbianas

Para la preparacién de los agares de revivificacion, se utilizé el agar correspondiente
para cada microorganismo (Tabla 1) y siguiendo las especificaciones que se presentan en la

etiqueta de cada medio de cultivo.

Tablal

Clasificaciéon de las especies a utilizar y preparacién de microrganismos

- L. T de
. . Identificacién Agar de . L

Microorganismo Gram i L. incubacion

de la cepa revivificacion °C)
Salmonella enterica subsp V1000312
Enterica " 10EA derivada -

ATCC® 14028

Pseudomona aeuruginosa  ATCC® 10145 - TSA 37
Escherichia coli ATCC 11775 -

Klebsiella aerogenes ATCC 13048 -
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Staphyloccoccus ATCC 12228 ¥
epidermidis
Staphyloccoccus aureus ATCC 25923 +
Listeria monocytogenes ATCC 19115 +
Campylobacter jejuni ATCC® 33560 : ’;‘;:”en”sangre 42
Aspergillus niger ATCC 6275 Extracto de
Perg 9 Malta
25
Candida albicans ATCC 24433 AYM

Nota. (Diez et al., 2023), Cepas ATCC: American Type Culture Collection. Estados Unidos,

Universidad Técnica Practicar de Loja. Laboratorios Acreditados UTPL

3.2.2 Reuvivificacion de microrganismos

Una vez preparados los distintos medios de cultivos a continuacion se coloc6 6ml de

agar en tubos de ensayo y se procedi6é a auto clavar a 121°C, 15 psi por 15 minutos. El

meétodo de siembra en agar inclinado o pico de flauta es como se deben solidificar los

diferentes medios de cultivo como se muestra en la Figura 1.

Figura 1

Estriado en agar inclinado o pico de flauta

Asa de plastico

Muestra

Agar pico
de flauta

=

Tubo de vidrio
tapa rosca

%

CQ T
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Dentro de la camara de flujo laminar, que propicia un ambiente estéril, se dejé secar
el agar de forma inclinada para la correcta aplicaciéon del método de estriado hasta lograr
conseguir su solidificacién aproximadamente 2 horas (Figura 2). Se mantuvo en refrigeracion

hasta su utilizacion para la siembra de los diferentes microorganismos.

Figura 2

Secado de tubos de ensayo con agar inclinado

Tomando en cuenta todas las medidas de proteccion, con la ayuda de un asa de
siembra se realiza el estriado de las cepas crio congeladas de los diferentes microorganismos
(-70°C) como se muestra en la Figura 1 en los tubos de ensayo con el agar que se prepard
previamente, se repitio este proceso por triplicado para cada cepa. Posteriormente, se coloco
en incubacion los tubos de ensayo siguiendo las condiciones descritas en latabla 1 para cada

microrganismo.

Lo siguiente es comprobar la presencia de colonias en los tubos y sellar para colocar

en refrigeracion (4°C) hasta su utilizacion en la siguiente etapa del ensayo.
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3.3 Determinacion de actividad antimicrobiana

Para la realizacion de este ensayo se ha adaptado el método utilizado para la
determinacién de la actividad antimicrobiana usado por Arjabi et al., (2021) y Reyes et al.,

(2022). Se realizaron 3 repeticiones de cada ensayo para cada microorganismo.

El agar que se utilizé para el plaqueado es el agar Muller Hinton, a excepcién de
Campylobacter jejuni, donde se utilizé agar Nutrient+ sangre 5%, por lo que se realizaron los
célculos para su preparacion siguiendo las instrucciones detalladas en la etiqueta. Posterior
a esto se prepararon los diferentes medios de cultivo segun corresponda para cada
microrganismo (Tabla 2) y se coloc6 10 ml en cada tubo de ensayo, tomando en cuenta que
deben caber en el densitbmetro. A continuacion, se esterilizé el agar Muller Hinton, los tubos
de ensayo con los medios de cultivo, puntas para micropipetas de 200ul y 1000ul y asas

diglasky a 121°C, 15 psi por 15 minutos.

Una vez esterilizado el agar, dentro de la camara de flujo laminar se colocé
aproximadamente 60ml de agar Muller Hinton en cada placa de 150mm y se dejo secar hasta
gue se solidifique. Se almaceno en refrigeracion (4°C) cubiertas de aluminio, para evitar la

entrada de humedad, hasta el momento de su utilizacion en el ensayo.

3.3.1 Agar Nutrient+ sangre 5%

Para la realizaciéon del ensayo de Campylobacter jejuni fue necesaria la utilizacion de
agar Nutrient+ sangre 5%, que se prepard siguiendo las instrucciones que se detallan en la
etiqueta, posterior a esto se midi6 el pH y con la ayuda de Hidroxido de sodio, se estandarizé

hasta tener un pH de 7.3+0.2, a continuacion, se esterilizd a 121°C, 15 psi por 15 minutos.

Con el agar esterilizado, en la cdmara de flujo laminar, se coloc6 el 5% de sangre
correspondiente dentro del matraz donde se encontraba el agar, utilizando las paredes del
matraz para no causar burbujas dentro del agar. Luego de esto se agita hasta tener una

mezcla homogénea.
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Lo siguiente fue colocar aproximadamente 60ml de agar Nutrient+ sangre 5% en cada
placa de 150mm y dejar secar hasta solidificar. Se almaceno en refrigeracion (4°C) cubiertas
de aluminio, para evitar la entrada de humedad, hasta el momento de su utilizacion en el

ensayo.

Tabla 2

Condiciones de cultivo de microorganismos

T de Tiempo de
incubaciéon incubacion
(°C) (horas)

Medio de

Microorganismo :
cultivo

Salmonella enterica subsp.

Enterica
TSB

Pseudomona aeuruginosa

Escherichia coli

37
Klebsiella aerogenes 24

Staphyloccoccus BHI
epidermidis

Staphyloccoccus aureus
Listeria monocytogenes

Campylobacter jejuni 42

Aspergillus niger

CYM 25 48
Candida albicans

3.3.2 Preparacién de diluciones del aceite esencial

Se utilizaron diferentes diluciones del aceite esencial de Ishpingo (Ocotea quixos) con
una disolucion de dimetilsulféxido (DMSO) en agua estéril con una equivalencia de 1:4. Las
concentraciones utilizadas fueron determinadas a partir de la disponibilidad de aceite esencial

y son descritas en la Tabla 3.
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Tabla 3

Diluciones de aceite esencial en disolucién de DMSO

Concentracion en
Diluciones aceite ppm de las diluciones
Microorganismo esencial/ (disolucién  aceite esencial/
DMSOJ/agua estéril) (disolucién
DMSO/agua estéril)

Salmonella enterica subsp.
Enterica

Pseudomona aeuruginosa

Escherichia coli 1:1 4.37x10°
Klebsiella aerogenes 1:3 2.19x10°
Staphyloccoccus epidermidis Aceite esencial puro 8.75x10°

Staphyloccoccus aureus

Listeria monocytogenes

Campylobacter jejuni

il ) 1:3 2.19x10°
Aspergillus niger 15 1 46x10°
Candida albicans 17 1.09x10°

Nota. La reduccién de las diluciones en los casos de Aspergillus niger y Candida
albicans es debido a que en ensayos previos realizados no era posible realizar la

lectura de los resultados del ensayo.

Ademéas de las diluciones se realiz6 dos controles en el ensayo, un positivo con

hipoclorito de sodio en dilucion con agua 1:4 y un control de agua estéril-DMSO 1:4.

Dentro de un ambiente estéril, se selecciona una colonia tipica como se muestra en la figura
3y se traspasa al medio de cultivo que corresponda segun el microorganismo (Tabla 2) hasta
alcanzar una turbiedad de 0.5 en el densitdmetro (equivalente 1.5x108 nimero de células en

la escala McFarland).
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Figura 3
Selecciébn de colonia tipica de Pseudomona

aeuruginosa

ol 1,".'-1

Con la ayuda de una micropipeta se coloc6 250ul del medio de cultivo con la turbiedad
de 0.5 en las placas de 150mm con el agar Muller Hinton y se estri6 alrededor de la placa con
un asa diglasky estéril como se muestra en la Figura 4 y dejar secar por aproximadamente

15 minutos.
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Figura 4

Estriado con asa diglasky

Con la ayuda de puntas de micropipetas estériles de 8mm de diametro se realizé 5
pocillos en cada placa inoculada (figura 5). A continuacién, se colocé 40ul de cada solucién
descrita en la tabla 3 ademas de los controles positivo y negativo. Se secan dentro de la
camara de flujo laminar hasta que sea posible invertirlas sin que las soluciones colocadas se

derramen.
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Figura b

Pocillos realizados con puntas de micropipetas

Las placas se colocaron invertidas dentro de una incubadora con las especificaciones

de tiempo y temperatura especificadas en la tabla 2 correspondiente a cada microorganismo.

3.3.3 Lectura de resultados

Una vez que han trascurrido el tiempo de incubacion establecido para cada
microorganismo, si el aceite esencial tiene efecto, serd posible ver un halo de inhibicién
alrededor de cada pocillo como se muestra en la figura 6. Con la ayuda de una regla se

registré la medida del diametro de cada halo de inhibicion y se fotografié cada placa.
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Figura 6
Halos de inhibicion producidos por el

aceite esencial de Ocotea quixos, con

respecto a Staphyloccoccus aureus

3.4 Andlisis estadistico

Con los datos recolectados de los diametros de los halos de inhibicién de las
diferentes soluciones con respecto a cada microorganismo, se aplicé un anova simple y una

prueba de rango multiple de FISHER (p<0.5).
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Capitulo cuatro
Resultados y discusion
Los resultados de este estudio se exhiben en las Tablas 4 y 5, las cuales proporcionan un
desglose exhaustivo de la actividad antimicrobiana y antifingica, las diluciones empleadas y

los microorganismos sujetos de investigacion.

4.1 Actividad antimicrobiana



Tabla 4

Inhibicion antimicrobiana a bacterias

25

Salmonella
Pseudomona Klebsiella Campylobacter Staphyloccoccus Staphyloccoccus Listeria
Dilucion enterica subsp. Escherichia coli
aeuruginosa aerogenes jejuni epidermidis aureus monocytogenes
Enterica
Dilucion 1:3 12 + 0,7 b A ni 12+ 15c¢c A 12 + 06 b A 14 4 bc A 10 £ 17 ¢ 11 + 21 B 18 + 42 a A
Dilucion 1:1 13 + 15 b C ni 16 + 15 bc AB 13 + 1 b BC 17 27 ab A 13 £+ 2,5 bc 18 + 15 A 19+ 25 aA
Puro 16 + 06 aB 13+ 06 aB 18 +21b AB 15+ 12 b B 23 64 a A 17 £+ 3,8 ab 20 + 17 A 21+ 27 aA
Blanco (+) 17 + 21 aB 17+ 31 aB23+31a A 20+ 3 a AB 87 12 c¢c C 21+ 15 a 21 + 3,6 A 18 + 2 aA

Nota. No hay inhibicién (ni). Los resultados se expresan como media + desviacion estandar (n = 3). Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Las letras minUsculas comparan a las diluciones entre si en cada bacteria (columnas), las letras maydsculas comparan el comportamiento de la dilucién en todas las

bacterias (filas), p < 0.05. Las medidas de los halos de inhibicién se presentan en milimetros.
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Campylobacter jejuni y Listeria monocytogenes manifiestan una notable sensibilidad
al aceite esencial, evidenciada por halos de inhibicién que oscilan entre 14 mm y 23 mm.
Todas las diluciones muestran halos de inhibicion significativamente mayores (p <0.05) en
comparacién con el control positivo. La sensibilidad particular de Campylobacter jejuni podria
atribuirse a la sinergia entre (E)-cinamaldehido y (E)-cinamato de metilo presentes en el
aceite esencial. Este resultado se respalda por la investigacion de Kollanoor Johny et al.,
(2008), que destaca el alto potencial antimicrobiano de (E)-cinamaldehido frente a este
microorganismo, mientras que Valarezo et al., (2022) sefala un potencial similar para el (E)-
cinamato de metilo. En el caso de Listeria monocytogenes, Calderén et al., (2018) ha
demostrado una marcada capacidad antimicrobiana atribuible a la presencia de

fenilpropanoides.

Salmonella enterica subsp. Enterica, Escherichia coli, Klebsiella aerogenes,
Staphyloccoccus epidermidis y Staphyloccoccus aureus mostraron halos de inhibicién con
diametros comprendidos entre 10 mm y 20 mm. Sin embargo, en ninguno de estos casos los
resultados superaron al control positivo (p <0.05), indicando una sensibilidad moderada al
aceite esencial de Ocotea quixos. Se destaca que Pino et al., (2018) coincide con la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de Ocotea quixos frente a Salmonella enterica subsp.
Enterica, aunque difiere en la identificacion de los componentes responsables, atribuyendo la
accion a 1,8-cineol como agente antimicrobiano y a p-cimeno como potenciador, en contraste
con el presente estudio que muestra una composicion del 1.3% de 1,8-cineol sin presencia
de p-cimeno. Estos cambios en la composicién pueden deberse a factores climaticos, al
metabolismo adaptativo de la planta o a la parte especifica de la planta de la cual se extrajo
el aceite esencial. Noriega et al., (2018) coincide con Calderon et al., (2018) al confirmar la
actividad antibacteriana del aceite esencial de Ocotea quixos frente a E. coli, aunque divergen
en la causa de la inhibicién. Noriega et al., (2018) identifica al (E)-acetato de cinamilo como
responsable de la actividad antimicrobiana, mientras que Calderon et al., (2018) propone la

participacion de fenilpropanoides en el aceite esencial como causa. En el caso de Klebsiella
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aerogenes, Unlu et al., (2010) sefala que el aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum
Blume (Lauraceae), rico en (E)-cinamaldehido, exhibe una destacada capacidad
antimicrobiana contra este microorganismo, sugiriendo la posible implicacion de este
componente en la actividad antimicrobiana observada en el presente estudio. En relacion a
S. epidermidis y S. aureus, tanto Noriega & Dacarro, (2008) como Pino et al., (2018)
concluyen que existe capacidad antimicrobiana frente a ambos 'y Noriega et al.,, (2023)
propone que la presencia de (E)-cariofileno podria ser la causa de la actividad antimicrobiana
observada en estos microrganismos.

Finalmente, es importante destacar que Pseudomona aeuruginosa exhibe
exclusivamente actividad antimicrobiana en el aceite esencial en su forma pura, indicando
una capacidad antimicrobiana inferior en comparacion con las otras bacterias analizadas.
Este resultado presenta que la capacidad minima inhibitoria del aceite esencial de Ocotea
quixos se manifiesta de manera mas notable en su estado puro. El (E)-cinamato de metilo,
segun lo sefialado por Ali et al., (2010), presenta una capacidad antimicrobiana menor frente
a Pseudomona aeruginosa en comparacion con otras bacterias, lo cual podria explicar la
disminucion observada en la actividad antimicrobiana general.

4.2 Actividad antifungica

Tabla5

Inhibicién antifungica a moho y levadura

Dilucion Aspergillus niger Candida albicans

Dilucién 1:7 19

I+

92 b ni
Dilucion 1:5 21 =+ 12 b A 25 4 a A
Dilucion 1:3 37 =+ 12 a A 29 % 13 a A

Blanco (+) 22 + 29 b A 27 % 1,7 a A

Nota. No hay inhibicién (ni). Los resultados se expresan
como media + desviacion estandar (n = 3). Las medias que
no comparten una letra son significativamente diferentes.

Las letras minUsculas comparan a las diluciones entre si en
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cada bacteria (columnas), las letras mayusculas comparan
el comportamiento de la diluciébn en todas las bacterias
(filas), p < 0.05. Las medidas de los halos de inhibicién se

presentan en milimetros.

Aspergillus niger y Candida albicans han exhibido los resultados mas destacados en
términos de inhibicion entre todos los microorganismos investigados. Esto contrasta con la
necesidad de reducir la concentracion del aceite esencial, ya que los halos de inhibicién a las
concentraciones utilizadas en los demas patégenos fueron excesivamente amplios,
impidiendo una lectura precisa. A pesar de ello, se observaron halos de inhibicién en el rango
de 19 mm a 37 mm. En el caso de Aspergillus niger, no se detectaron diferencias significativas
entre la dilucién 1:7, la mas baja, y el blanco positivo, indicando un grado de inhibicion similar.
Pino et al., (2018) respalda la capacidad antimicrobiana del aceite esencial de Ocotea quixos
frente a Aspergillus niger. Fon-Fay et al., (2017) coincide con los autores mencionados
previamente al atribuir la actividad antimicrobiana al elevado contenido de (E)-cinamaldehido.
Ademas, Fon-Fay et al.,, (2017) afade que esta actividad antimicrobiana se debe a la
inhibicién de la sintesis enzimatica de proteasas y amilasas en los microorganismos,
provocando debilitamiento y lisis de la pared celular. En cuanto a Candida albicans, los
resultados revelan una notable capacidad antimicrobiana del aceite esencial, ya que la
dilucion 1:5 no muestra diferencias significativas con el blanco positivo. Sin embargo, en la
dilucién 1:7 no se observa halo de inhibicién, lo que indica una capacidad minima inhibitoria
del 146000 ppm. Sosa et al., (2023) y Noriega & Dacarro, (2008) respaldan la actividad
antimicrobiana frente a Candida albicans, aunque el primero sugiere que la sinergia entre los
componentes del aceite esencial o la alta concentracion de (E)-cinamato de metilo y (E)-
cariofileno podrian ser las causas, ya que han demostrado efectos antimicrobianos en

diversas especies de Candida.
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Sosa et al., (2023) presenta los compuestos existentes dentro del aceite esencial de
Ocotea quixos utilizado para el ensayo, donde predominan (E)-cinamato de metilo, (E)-

cariofileno y (E)-acetato de cinamilo.
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Conclusiones
El aceite esencial de Ishpingo (Ocotea quixos) tiene un mayor grado de inhibicién con
respecto a Aspergilius niger y Candida albicans por lo que una aplicacién en matrices

alimentarias se presenta como una posibilidad en alimentos afectados por estos patégenos.

Campylobacter jejuni y Listeria monocytogenes, presentan un alto grado de
sensibilidad al aceite esencial de Ocotea quixos, por lo que es factible su utilizacién

posteriormente en modelos alimentarios.

Salmonella enterica subsp. Enterica, Escherichia coli, Klebsiella aerogenes,
Staphyloccoccus epidermidis y Staphyloccoccus aureus presentaron halos de inhibicion de
tamafo moderado, por lo que su uso dentro de investigaciones posteriores en modelos

alimentarios es factible.
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Recomendaciones
Se recomienda realizar el ensayo donde se realice las diluciones necesarias para
determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los bactérias y hongos ,excepto
Pseudomona aeuruginosa y Candida albicans, con el objetivo de determinar las
concentraciones adecuadas para realizar un futuro modelo alimentario, tomando un especial

enfasis en Aspergillius niger, Campylobacter jejuni y Listeria monocytogenes.

Se recomienda utilizar el aceite esencial de Ocotea quixos en futuros proyectos que
impliquen la conservacion de alimentos tales como frutas que usualmente son afectadas por
Aspergillius niger y produtos carnicos que son afectados por Listeria monocytogenes,

Excherichia coli y Campylobacter jejuni.

Se recomienda realizar un ensayo con otros microrganismos que puedan estar
presentes dentro de una matriz alimentaria para determinar cual es la amplitud de la

capacidad antimicrobiana del aceite esencial de Ocotea quixos.
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Apéndice A. Resultados de actividad antimicrobiana a diferentes diluciones
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A continuacion se presentan los datos obtenidos en cada uno de los ensayos realizados por triplicado

y los cuales son la base para el andlisis estadistico presentado en latabla4y5:

Tabla Al

Inhibicién antimicrobiana y antifingica del aceite esencial de Ocotea quixos

Aceite esencial de Ishpingo (Ocotea quixos)

Microorganismo Dilucién Repeticion 1  Repeticién 2 Repeticion 3
1:1 11 14 13
Salmonella enterica 1:3 n 12 1
subsp. Enterica Puro 15 16 16
Blanco (+) 19 16 15
Blanco (-) ni ni ni
11 ni ni 10
Pseudomona 1:3 n n n
aeuruginosa Puro 13 14 13
Blanco (+) 14 18 20
Blanco (-) ni ni ni
1:1 16 15 18
1:3 11 12 14
Escherichia coli Puro 16 17 20
Blanco (+) 26 22 20
Blanco (-) ni ni ni
1:1 14 13 12
1:3 12 12 11
Klebsiella aerogenes Puro 14 14 16
Blanco (+) 23 20 17
Blanco (-) ni ni ni
1:1 16 13 11
1:3 11 11 8

Staphyloccoccus
epidermidis Puro 20 19 13
Blanco (+) 22 21 19
Blanco (-) ni ni ni
1:1 20 18 17
1:3 9 13 12
Stapgﬂ?ecjgccus Puro 21 21 18
Blanco (+) 24 22 17
Blanco (-) ni ni ni
1:1 16 21 19
L 1:3 15 21 ni
Listeria

monocytogenes Puro 19 24 20
Blanco (+) 16 20 18
Blanco (-) ni ni ni
1:1 20 15 16
Campylobacter jejuni  1:3 18 13 10
Puro 30 20 18




Blanco (+) 8 8 10
Blanco (-) ni ni ni
1:7 14 30 14
1:5 20 22 20
Aspergillus niger 1:3 36 38 36
Blanco (+) 20 25 20
Blanco (-) ni ni ni
1:7 3,1 ni ni
15 30 23 23
Candida albicans  1:3 40 15 32
Blanco (+) 25 28 28
Blanco (-) ni ni ni

Nota. No hay inhibicién (ni). Las medidas de los halos de inhibicion se presentan en

milimetros.
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