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Resumen:

Hoy en dia el uso de plantas ha incrementado debido al interés en los compuestos
bioactivos que estas poseen y a la busqueda de alternativas naturales en la industria. En este
marco, especies como Schinus molle (molle) y Ocotea quixos (ishpingo) destacan por su
contenido de metabolitos secundarios con reportada actividad terapéutica, antimicrobiana y
antiinflamatoria. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana
de los aceites esenciales de Schinus molle (molle) y Ocotea quixos (ishpingo) frente a
Escherichia coli ATCC 25922, mediante la determinacion de la concentracion minima
inhibitoria (CMI), la evaluacion del porcentaje de inhibicion de la biopelicula mediante el
ensayo con cristal violeta y la identificacion de los posibles metabolitos secundarios
responsables de la actividad antimicrobiana.

De esta forma, la concentracion minima inhibitoria (CMI) se determind mediante el
método de microdilucion en caldo. El aceite esencial de Schinus molle (molle) presenté una
CMI de 1000 pg/mL, en cambio el aceite esencial de Ocotea quixos (ishpingo) exhibié una
CMI de 4000 pg/mL. Ambos aceites inhibieron la formacion de biopeliculas bacterianas a
concentraciones subinhibitorias, destacando Schinus molle (molle) con porcentajes de
inhibicidn superiores al 57.7%.

Mediante bioautografia acoplada a cromatografia de capa fina y el célculo de los
frentes de referencia (Rf), se identificd los posibles metabolitos con actividad inhibitoria; en
el aceite esencial de Schinus molle (molle), se identific6 compuestos como felandreno (Rf:
0.25), beta-cariofileno (Rf: 0.45-0.52) y limoneno (Rf: 0.57). En cambio, en el aceite esencial
de Ocotea quixos (ishpingo) se identifico los posibles metabolitos con efecto inhibidor,
siendo estos el a-trans-bergamoteno (Rf: 0.18), 1,8-cineol (Rf: 0.35), metoxicinamaldehido
(Rf: 0.4) y acetato de cinamilo (Rf: 0.54).

Palabras clave: CMI, biopeliculas, bioautografia.
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Abstract:

Today, the use of plants has increased due to interest in their bioactive compounds
and the search for natural alternatives in industry. Within this context, species such as
Schinus molle (molle) and Ocotea quixos (ishpingo) stand out for their content of secondary
metabolites with reported therapeutic, antimicrobial, and anti-inflammatory activity. This
study aimed to evaluate the antimicrobial activity of the essential oils of Schinus molle
(molle) and Ocotea quixos (ishpingo) against Escherichia coli ATCC 25922 by determining
the minimum inhibitory concentration (MIC), evaluating the percentage of biofilm inhibition
using the crystal violet assay, and identifying the possible secondary metabolites responsible
for the antimicrobial activity.

The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined using the broth
microdilution method. The essential oil of Schinus molle (molle) showed an MIC of 1000
pg/mL, while the essential oil of Ocotea quixos (ishpingo) exhibited a (CMI) of 4000 pg/mL.
Both oils inhibited bacterial biofilm formation at subinhibitory concentrations, with Schinus
molle (molle) standing out with inhibition percentages exceeding 57.7%. Using
bioautography coupled to thin-layer chromatography and the calculation of reference fronts
(Rf), the potential metabolites with inhibitory activity were identified; in the essential oil of
Schinus molle (molle), compounds such as phellandrene (Rf: 0.25), beta-caryophyllene (Rf:
0.45-0.52), and limonene (Rf: 0.57) were identified. In contrast, in the essential oil of Ocotea
quixos (ishpingo) the possible metabolites with inhibitory effect were identified, these being
a-trans-bergamotene (Rf: 0.18), 1,8 cineole (Rf: 0.35), methoxycinnamaldehyde (Rf: 0.4) and
cinnamyl acetate (Rf: 0.54).

Keywords: MIC, biofilm, bioautography.
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Capitulo |

1. Introduccién

Las plantas han sido utilizadas a lo largo de la historia de la humanidad, con fines
medicinales, culinarios y cosméticos. En la medicina tradicional, las partes mas empleadas
son los tallos, hojas, raices, a partir de las cuales se obtienen compuestos bioactivos mediante
diversos procesos de extraccion. Entre estos compuestos, los mas destacados son los extractos
y aceites esenciales, en los que se concentran los metabolitos de diversas actividades
biolégicas como antimicrobianos, antioxidantes, fungicidas, larvicidas y antitumorales.
Actualmente, se ha propuesto a los aceites esenciales como una alternativa a compuestos
sintéticos y como una estrategia en el desarrollo progresivo de nuevos antimicrobianos frente
a microorganismos patdgenos resistentes a antibidticos convencionales (Winska et al., 2019).

Se considera que los AE son metabolitos secundarios lipéfilos sintetizados en las
plantas y son de naturaleza aromatica debido a la mezcla de distintas sustancias quimicas,
entre las que se incluyen terpenos, fenilpropanoides, fenoles, esteres y éteres, entre otros
(Mirkovi¢ et al., 2025).

Por otro lado, Escherichia coli es una bacteria Gram negativa, cuyas cepas
mayoritariamente son comensales inocuas; sin embargo, algunas variantes patégenas pueden
causar enfermedades graves como diarrea, sindrome hemolitico e incluso la muerte
(Biblioteca Nacional de Medicina, 2025) En este contexto, la cepa Escherichia coli ATCC
25922 constituye un microorganismo de referencia al ser ampliamente utilizado en estudios
microbioldgicos y ensayos de actividad antimicrobiana, debido a su estabilidad genética,
comportamiento reproducible y uso estandarizado como cepa control en evaluaciones in
vitro.

Las familias botanicas que se reconocen por producir alta diversidad y volumen de

aceites esenciales incluyen Lamiaceae, Rutaceae, Myrtaceae, Lauraceae, Zingiberaceae y
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Anacardiaceae. Estas plantas contribuyen significativamente a la produccién comercial de
aceites esenciales debido a sus propiedades aromaticas) (Weiss, 1996). En este contexto,
especies como Schinus molle (molle) y Ocotea quixos (ishpingo) emergen como fuentes
prometedoras de compuestos bioactivos. El primero, rico en terpenos como el a-felandreno,
limoneno y B- mirceno y el segundo caracterizado por su alto contenido de acetato de
cinamilo, B cariofileno y cinamaldehido, han demostrado actividad antibacteriana en estudios
preliminares (Belloumi et al., 2025; Mufioz, 2024).

En el presente estudio, se evaluo la actividad antimicrobiana in vitro de los aceites
esenciales de Schinus molle (molle) y Ocotea quixos (ishpingo) frente a Escherichia coli
ATCC 25922, con el proposito de determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI), el
porcentaje inhibicion de la biopelicula y la identificacion de sus metabolitos secundarios,
comparando la eficiencia de ambos aceites. También, se buscd validar cientificamente el
potencial antimicrobiano de estos productos, contribuyendo al conocimiento de alternativas
naturales frente a los tratamientos con antibioticos, sentando bases para posibles aplicaciones

farmacéuticas o en el desarrollo de productos de desinfeccion y conservacion.

1.1 Planteamiento del problema

En Ecuador el uso de productos naturales con fines terapéuticos es una préctica
ancestral arraigada, respaldada por la Constitucion de 2008 que promueve su integracion en
el sistema de salud. No obstante, el Ministerio de Salud Publica (MSP) y la Agencia Nacional
de Regulacién, Control y Vigilancia Sanitaria (ARCSA) exigen que estos productos cuenten
con evidencia técnica, cientifica y buenas practicas de manufactura para garantizar su calidad
y seguridad. La falta de validacion cientifica de muchos recursos empiricos representa una

brecha para su regulacion y uso responsable, a pesar de la amplia biodiversidad del pais.



18

(Agencia Nacional de Regulacion, 2016; Ministerio de Salud Publica del Ecuador, 2020;

Romero et al., 2022).

Ecuador se distingue por su elevada diversidad botéanica, al albergar entre 60 y 80
familias de plantas productoras de aceites esenciales utilizadas en la medicina tradicional. No
obstante, la evidencia cientifica es limitada sobre la actividad biologica de muchas especies
sigue siendo limitada, particularmente en relacion con su actividad frente a microorganismos
de importancia sanitaria (Montalvan, Malagon, Cumbicus, Tanitana, & Gilardoni, 2023). En
particular, especies nativas como Schinus molle (molle) y Ocotea quixos (ishpingo)
constituyen ejemplos de este potencial subutilizado, por consiguiente, se requieren estudios
adicionales que validen su eficacia y que, a su vez, permitan su posible aplicacién en los
sectores farmacéutico, alimentario y cosmético.

Por otra parte, diversas bacterias patdgenas contintan siendo responsables de un
elevado numero de enfermedades infecciosas en humanos. Se estima que aproximadamente
cien especies bacterianas estan implicadas en estas afecciones a nivel mundial (Li & Liu,
2019). Entre ellas, Escherichia coli destaca por su relevancia sanitaria, al tratarse de una
enterobacteria presente en el tracto intestinal de animales y humanos, y cuyo desequilibrio en
la microbiota se ha asociado principalmente a enfermedades gastrointestinales. En este
contexto, se estima que cada afio se registran 220 millones de casos de diarrea relacionados
con cepas enterotoxigénicas de E. coli, lo que subraya la importancia de evaluar alternativas
de origen natural que permitan explorar su actividad frente a este tipo de microorganismo

(Chakraborty et al., 2024).

1.2 Pregunta de investigacion

¢Influye significativamente el tipo de aceite esencial empleado (Schinus molle y Ocotea

quixos) en la actividad bacteriana de E. coli?
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1.3 Limitaciones

Acceso limitado a modelos celulares tales como lineas celulares de mamiferos para la
evaluacion de la citotoxicidad, la necesidad de reactivacion periodica de cepas bacterianas y
la constante manipulacién incrementaron el riesgo de contaminacion cruzada, a pesar de
seguir estrictas medidas de bioseguridad. Ademas, el disefio experimental se vio limitado por
la disponibilidad de tiempo, especialmente debido a feriados nacionales que dificultaron

repetir ensayos que presentaron variabilidad inesperada.

1.4 Justificacion de la investigacion

Ecuador es un pais considerado como megadiverso, se estima que alberga un 10% de
las plantas vasculares del planeta, de la cuales 2900 especies se consideran como plantas
medicinales (Armijos et al., 2021; Rendon et al., 2021). No obstante, muchas de esas plantas
no han sido estudiadas por métodos cientificos lo cual evita o dificulta que estas sean

aprovechadas por la industria.

En este escenario, es necesario investigar los beneficios de las plantas endémicas o
nativas que Ecuador puede brindar, como Schinus molle (molle) y Ocotea quixos (ishpingo),
cuyas propiedades medicinales no han sido evaluadas completamente. Debido a la escasez de

estudios acerca de sus potenciales propiedades.

Schinus molle (molle) o también conocido como arbol de pimienta peruana. ES una
especie nativa de Sudamérica que incluye a Ecuador como parte de su area de distribucion,
junto con Perd, Chile, Bolivia y Argentina (Camacho et al., 2022). En la medicina tradicional
se le atribuyen propiedades tonicas, antiespasmddicas. En ciertas zonas de Peru ha sido
empleado como droga vegetal, y se le ha atribuido actividad hipotensora y antibacteriana en
medicina veterinaria, en otros lugares se le ha atribuido propiedades contra la gonorrea

(Rodriguez-Diaz & Rebolledo, 2022). Se ha visto que el aceite esencial de esta planta es rico
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en B-mirceno, a-felandreno, B-pineno y a- pineno, compuestos que se han relacionado con

actividad antibacteriana (Ruiz Quiroz et al., 2021).

Ocotea quixos o ishpingo o canela del Amazonas, es una especie nativa y originaria
del amazonas ecuatoriano y colombiano, pertenece a la familia Lauraceae a la cual pertenece
la canela, especie botanica que ha sido ampliamente estudiada e investigada por su actividad
antimicrobiana. El aceite de ishpingo es rico en trans-cinamaldehido, metil-cinamato,

eucaliptol, cariofileno, humuleno, metil cinamato (Mufioz, 2024).

En el &mbito microbioldgico y sanitario, Escherichia coli constituye uno de los
microorganismos de mayor importancia, debido a su amplia distribucion en el tracto
intestinal de humanos y animales, asi como su frecuente implicacién en enfermedades
gastrointestinales. A nivel global, Escherichia coli se reconoce como uno de los principales
agentes etioldgicos de enfermedades diarreicas, lo que la convierte en un microorganismo
clave para estudios microbiol6gicos y sanitarios. En este panorama podemos decir que esta
investigacion es de importancia contemporanea ya que actualmente se buscan alternativas
de bajo costo y derivadas de recursos naturales renovables que cuenten con actividad
antimicrobiana con potencial uso en la industria. La relevancia de este proyecto se basa en
usar la cepa de referencia Escherichia coli ATCC 25922, ya que este microorganismo se
emplea como estandar en pruebas de antimicrobianos, por ello los resultados seran

reproducibles por otros investigadores.

Se busca validar el conocimiento local sobre dos plantas relevantes de la flora andina
y amazonica, cerrando la brecha entre el saber ancestral y la validacion cientifica, de esta
forma generar datos practicos para la industria. Los beneficiarios directos seran la
Universidad Politécnica Salesiana, que obtendra datos validados, asi como futuros

investigadores que usaran estos resultados como punto de partida. Indirectamente, se
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beneficiaran la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria, que dispondran de nuevos
datos para el desarrollo de productos naturales y seguros, y la sociedad ecuatoriana, al ver
validado cientificamente su patrimonio biocultural y abrirse la puerta al desarrollo sostenible

de sus recursos naturales.

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general:

Evaluar la actividad inhibitoria in vitro de los aceites esenciales de Schinus molle (molle) y
Ocotea quixos (ishpingo) frente a Escherichia coli para su uso como potenciales agentes

antimicrobianos.

1.5.2 Objetivos especificos:

e Determinar in vitro la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los aceites
esenciales de Schinus molle (molle) y Ocotea quixos (ishpingo), mediante la técnica
de microdilucion en microplaca para la comparacién de su actividad antimicrobiana.

e Evaluar el porcentaje de inhibicién de biopeliculas de Escherichia coli frente a los
aceites esenciales de Schinus molle (molle) y Ocotea quixos (ishpingo), mediante el
ensayo de tincion con cristal violeta para la comparacion de su efecto sobre la
inhibicidn de biopeliculas.

e Identificar mediante cromatografia en capa fina (TLC) y bioautografia los metabolitos
secundarios presentes en los aceites esenciales de Schinus molle (molle) y Ocotea
quixos (ishpingo) responsables de la actividad antimicrobiana frente a Escherichia

coli.
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1.6 Hipotesis
El tipo de aceite esencial utilizado Schinus molle (molle) y Ocotea quixos (ishpingo) influye

significativamente en la actividad inhibitoria in vitro frente a E. coli.
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Capitulo 11

2. Marco de referencia

2.1. Antecedentes de investigacion

La evidencia cientifica disponible sobre la actividad antimicrobiana de extractos y
aceites esenciales de Schinus molle (molle) y Ocotea quixos (ishpingo), en cuanto a lo que
representa su concentracion minima inhibitoria (CMI) y su capacidad para combatir
biopeliculas bacterianas, sigue siendo limitada. No obstante, los estudios existentes sobre las
familias botanicas, géneros y tipos de extractos sugieren un potencial prometedor que
justifica una investigacion mas profunda. Cabe destacar que la evidencia reportada varia
significativamente segun factores como el 6rgano de origen vegetal, el método de

procesamiento y la composicién quimica de los extractos y aceites.

En concreto, para Schinus molle (molle), se ha reportado que el aceite de hojas secas
presenta mayor actividad inhibitoria (CMI de 31,25 pg/mL) que el de hojas frescas contra la
especie bacteriana Xanthomonas citri (da Silva et al., 2024). Asimismo, extractos de sus
semillas y hojas han mostrado una CMI de 62. 5 pg/mL frente a Bacillus cereus y Klebsiella
pneumoniae, y de 125 pg/mL para Staphylococcus aureus. Sin embargo, para otras cepas
bacterianas gramnegativas de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, la actividad
inhibitoria directa de estos extractos suele ser menor (CMI de 500 pg/mL), lo que subraya

una limitacion frente a ciertos patdgenos (Shehata et al., 2025).

Dada la limitacion de la actividad directa, una estrategia de gran interés es el uso de
estos compuestos como potenciales antimicrobianos. Si bien la evidencia de Schinus molle
(molle) es escasa, investigaciones en especies del mismo genero proporcionaron un

antecedente conceptual solido. En este contexto, el estudio de (Costa da Silva et al., 2023) en
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Schinus terebinthifolius, demostrd6 una CMI relevante (> 1024 ug/mL), logré potenciar
significativamente la accidn de antibioticos como la gentamicina y la norfloxacina contra
cepas multirresistentes de Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus
aureus. Este hallazgo sugiere gque el potencial antimicrobiano del género Schinus podria
residir no solo en su actividad inhibitoria directa, sino también en su capacidad de superar

mecanismos de resistencia bacteriana cuando se usan en combinacion.

Cabe recalcar que, la composicion quimica, determinada por quimiotipo, se confirma
como un factor critico. Aceites ricos en monoterpenos como felandreno, mirceno y limoneno,
han mostrado actividades inhibitorias mas potentes, con un CMI bajas como 2 pg/mL contra
Bacillus cereus, (32.5 pg/mL) contra Yersinia enterocolitica, Salmonella enteritidis, (65
pg/mL) en Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes (Oses et al.,

2025).

Por otro lado, los aceites esenciales de Ocotea quixos (ishpingo) ha demostrado
excelente actividad antibacteriana, aunque con una gran variabilidad en sus valores de
concentracion minima inhibitoria (CMI) dependiendo de la cepa bacteriana, y crucialmente
de la parte vegetal empleada para la extraccion. Por ejemplo, se ha reportado una actividad
muy potente contra Streptococcus mutans, con una CMI de 0.8 uL/mL (Ormaza Pinos &
Parra Roman, 2024). En contraste, para bacterias Gram negativas como Escherichia coli, la
CMI varia significativamente: mientras (Vanegas et al., 2021), reportaron 1,68% v/v, estudios
con el aceite extraido especificamente de la corteza determinaron una CMI notablemente méas
alta de 13.08 mg/mL contra Escherichia coli ATCC 25922 (Herrera & Villegas, 2017;
Noriega et al., 2018). Esta marcada diferencia subraya, una vez mas, que la eficacia
antimicrobiana esta intrinsicamente ligada a la composicion quimica del extracto, la cual

varia segun la parte de la planta procesada.



25

2.2 Marco conceptual

Aceite esencial: Son extractos aromaticos conformados por compuestos bioactivos, son
resultado del metabolismo secundario de las plantas aromaticas, se obtienen por métodos

como la destilacion o compresion (Adeyemo et al., 2022).

Cepa ATCC: Las colecciones microbianas ATCC son cepas de referencia depositadas y
certificadas por la American Type Culture Collection una organizacién de reconocimiento
internacional, estas cepas se emplean como estandares en investigaciones cientificas (Lopez,

2025).

CMI: La concentracion minima inhibitoria es el método para determinar la susceptibilidad de
un microorganismo frente a un antimicrobiano (como los antibiéticos), estas pruebas estan
regidas bajo estrictas directrices del Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad a los
antimicrobianos (EUCAST) o del Instituto de Normas Clinicos y de laboratorio (CLSI). Los
ensayos de CMI nos sirven para determinar la concentracion méas baja de un agente
antimicrobiano que se requiere para inhibir el crecimiento visible mediante pruebas in vitro

(Kadetabkova et al., 2024).

Porcentaje de inhibicion de la biopelicula: Se refiere a la medida de como una sustancia o
condicion reduce la formacion o crecimiento de la biopelicula, se calcula como la porcion de

una biomasa en comparacién con un control.

Bioautografia: Es un método de referencia para la deteccion de compuestos bioactivos, en
extractos complejos mediante el revelado de fracciones que tienen actividad biologica (Wang

etal., 2021).
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2.3 Bases Teoricas

2.3.1 Descripcion botanica de las especies vegetales

Las especies de Schinus molle (molle) y Ocotea quixos (ishpingo) son especies
nativas de Sudamérica, su area de distribucion abarca paises como Ecuador, Per(, Chile,
Argentina, actualmente son especies valoradas por las comunidades indigenas (Logrofio,

2021; Medina et al., 2021).

2.3.1.1 Schinus molle L. (molle)

Schinus molle (molle) es un arbol perenne originario de los andes sudamericanos,
perteneciente a la familia Anacardiaceae. Conocido cominmente como “falso pimentero”,
“molle”, “pirol” o “aguaribay”. Esta especie se ha naturalizado en otros continentes como
Africa y Europa (Chagnoleau et al., 2025; Ramos & Ramos, 2024). Su importancia radica en
su excepcional adaptabilidad y en amplia gama de usos tradicionales y cientificos, en la
actualidad es objeto de investigacién por su riqueza en compuestos bioactivos, con

aplicaciones potenciales en la farmacologia, agroindustria y cosmética (Cadena et al., 2025;

Oses et al., 2025).

Figural

Schinus molle (molle).




Fuente: (Universidad de la Islas Baleares, s. f.)

2.3.1.1.1 Clasificacion taxondémica de Schinus molle (molle)

Tabla 1.

Clasificacion taxonomica de Schinus molle L. (molle)

Nombre cientifico

Schinus molle L

Nombre vulgar

Reino

Division

Clase:

Subclase:

Orden:

Familia:

Género:

Especie:

Molle

Plantae

Antophyta (Angiospermae)

Dicotiledéneas

Arquiclamideas

Sapindales

Anacardiaceae

Schinus

Schinus molle

Fuente: (Huaraca, 2024).

2.3.1.1.2 Caracteristicas botanicas

Schinus molle (molle) es un arbol perenne de porte mediano a grande, que alcanza
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entre 3 y 15 metros de altura. Presenta una corteza fisurada de color marron oscuro, laticifera
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y fisurada. Sus hojas son compuestas e imparipinnadas, con un raquis claramente alado y
entre 20-40 folios por hoja. Estos folios son de forma linear-lanceolada, miden entre 2-5cm
de largo por 0.4-0.8 cm de ancho y su margen puede ser entero o dentado (Machado et al.,
2019). La inflorescencia se presenta en racimos paniculas con flores pequefias unisexuales de
color blanco-amarillento. El fruto es una drupa ovoide con un endocarpio delgado rojizo. Las

semillas son marrones o negras y redondas con un diametro de 2-4mm (Huaraca, 2024).

2.3.1.1.3 Caracteristicas quimicas

La composicion quimica del aceite esencial de Schinus molle (molle), esta constituida
por una mezcla de compuestos volatiles, englobando tanto monoterpenos como
sesquiterpenos. Ejemplos representativitos de estos constituyentes son: a- y 3- felandreno,
pineno, canfeno, limoneno, mirceno, cimeno, germacreno, cadineno, elemol, cubenol, cadinol

(Abderrahim et al., 2018; Murrieta-Dionicio et al., 2023).

En un estudio realizado por (Mariani et al., 2025), se observé que el aceite esencial
proveniente de la hidrodestilacion por arrastre de vapor de las hojas presentaba una
composicion volatil en la que cuatro componentes mayoritarios (pineno, elemol, limoneno y
a-feandreno) representaban en conjunto un 52.2% del perfil quimico total. Dentro de estos, el
pineno demostrd poseer una notable capacidad antioxidante cuantificable mediante métodos
indirectos como la captacion de radicales libres (ensayo DPPH) asi como en sistemas

lipidicos.

2.3.1.1.4 Usos medicinales

A la especie Schinus molle (molle) se le ha atribuido diversas propiedades dentro de la
medicina tradicional, entre ellas efectos antibacterianos, antifingicos, astringentes,
analgésicos, antivirales, antipiréticos, purgantes, cicatrizantes. Ademas, se ha utilizado

comunmente para tratar el dolor dental (Lalangui & Palacios, 2021).
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El estudio realizado por (Oses et al., 2025) en donde se explord el potencial bioactivo
del aceite esencial de las semillas de Schinus molle (molle) se vio que este presenta una
actividad antioxidante moderada en el estudio con radicales libres, una fuerte accion
antibacteriana contra Bacillus cereus y Salmonella spp, y una notable capacidad
antiproliferativa selectiva contra células tumorales de mama (MCF7) a bajas concentraciones
modulando proteinas clave como BCL-2, P53 y RB; también present6 baja toxicidad en
modelos in vivo de Caenorhabditis elegans y un perfil farmacocinético favorable in silico,
posicionandolo como un candidato prometedor para el desarrollo de agentes terapéuticos

naturales en oncologia, desarrollo de antibidticos, productos cosméticos y veterinarios.

2.3.1.2 Ocotea quixos (Lam.) Kosterm.

Ocotea quixos (Lam.) Kosterm. es una especie aromatica nativa de la amazonia
ecuatoriana, esta especie pertenece a la familia Lauraceae. Es conocida cominmente como
“ishpingo” 0 “canela amazonica” y tiende a crecer entre los 310 y 1250 msnm, se desarrolla

principalmente en climas humedos tropicales (Logrofio, 2021).

Figura 2

Ocotea quixos (Lam.) Kosterm (ishpingo).

Fuente: (Noriega et al., 2008)
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2.3.1.2.1 Clasificacién taxondmica

Tabla 2

Clasificacion taxonémica de Ocotea quixos (Lam.) Kosterm

Nombre cientifico Ocotea quixos (Lam.) Kosterm.
Nombre vulgar Ishpik, ishpingo, canela amazonica.
Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Laurales

Familia: Lauraceae

Género: Ocotea

Especie: Ocotea quixos

Fuente: (Chango, 2018).
2.3.1.2.2 Caracteristicas botanicas

Ocotea quixos (ishpingo) es un arbol perenne cuya altura promedios varia entre los 3
y 6 metros, aunque puede alcanzar una altura de 25m y 80cm de diametro en el tronco. Esta
especie que alcanza la madurez reproductiva alrededor de los seis afios y presenta un ciclo

fenologico bienal, es decir, florece y fructifica cada dos afios.

Presenta hojas de tipo lauraceo, de color verde oscuro en el haz con una longitud

aproximada de 15cm. Las flores son pequefias de color blanco-verdoso, con estambres tipo



31

ligulado y un caliz persistente compuesto por seis sépalos. Los frutos son de color amarillo-

verde, miden aproximadamente 5¢cm de longitud (Noriega, 2016; Valarezo et al., 2021).

2.3.1.2.3 Caracteristicas quimicas

La composicion quimica del aceite esencial de Ocotea quixos (ishpingo) es variada,
siendo compuestos como los fenilpropanoides (97.4%) los méas abundantes tales como el
transmetilcinamato (43,60%) y el transcinamaldehido (37,70%) (Ortiz et al., 2018). En otros
estudios se han encontrado otros componentes como el metil cinamato, trans-cariofileno, 1,8-
cineol, a-terpineol, sabinano, a-pineno, p-cimeno, E-cariofileno, terpinen-4-ol (Montalvan

et al., 2023; Radice et al., 2019).

2.3.1.2.4 Usos medicinales

La especie Ocotea quixos (ishpingo) se ha utilizado principalmente por propiedades
aromaticas. Aunque también se le considera anestésico, analgésico, antiinflamatorio,
antifangico, larvicida, antiespasmaodico, antidiabético, antitrombotico, relajante muscular y

repelente (Barbosa et al., 2026).

Ademas, se ha evaluado su capacidad como antiviral, en el estudio de (Radice et al.,
2019) se observd como Ocotea quixos (ishpingo) tuvo actividad contra la replicacién del
virus del Nilo occidental en cultivos celulares con una efectividad media (EC50) de 372
pg/mL y un indice de selectividad de 2.2. La evidencia también indica que, el aceite esencial
de Ocotea quixos (ishpingo) es efectivo contra la bacteria Streptococcus mutans (Ormaza

Pinos & Parra Roman, 2024).

2.3.2 Aceites esenciales

Los aceites esenciales (AE) son mezclas complejas, volatiles y lipofilicos,
principalmente conformados por monoterpenos y sesquiterpenos. Los monoterpenos, como

limoneno y linalol, son responsables del aroma caracteristico, mientras que a los
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sesquiterpenos suelen conferirles actividad bioldgica como efectos antimicrobianos,
antiinflamatoria y antitumorales. Su composicion quimica, y por lo tanto su aroma y eficacia
no es fija, sino que varia significativamente segln los factores como la especie de la planta,
organo de origen, condiciones ambientales, método de extraccion y almacenamiento

(Thangaleela et al., 2022).

2.3.2.1 Hidrodestilacion para la obtencidn de aceites esenciales

La hidrodestilacion es un método tradicional para la extraccion de aceites esenciales,
en este método no se utilizan disolventes organicos y en ciertos casos es necesario un
tratamiento previo del material vegetal como la deshidratacion. Existen tres tipos de
hidrodestilacion: destilacion de agua, destilacion de agua-vapor y destilacion por corriente de

vapor (Oreopoulou et al., 2019).

La principal diferencia de estos tipos de hidrodestilacion esta en la disposicion del
material vegetal y del agua. En la destilacion con agua el material vegetal se halla
completamente sumergido, el vapor se produce dentro del mismo recipiente de destilacion.
En cambio, en la destilacién con agua y vapor, el vapor se genera dentro del mismo recipiente
en donde se encuentra el material vegetal y el solvente, pero estos no estan en contacto
directo, en esta técnica suele colocarse la materia prima en cestas para evitar el contacto con

el agua (Casado, 2018).

Finalmente, en la destilacion por arrastre con vapor, la materia prima y el agua no
tienen contacto, el vapor es generado externamente en otro recipiente y se inyecta en el
recipiente que contiene la materia vegetal. Por su eficiencia y capacidad para obtener aceites

con mayor calidad a nivel industrial se suele preferir el tercer método (Casado, 2018).
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2.3.2.2 Mecanismos generales de accion antimicrobiana de los aceites esenciales

Los aceites esenciales ejercen actividad antimicrobiana debido a que son la mezcla de
varios componentes como terpenos, fenoles, aldehidos, cetonas, alcoholes, ésteres que se han
probado por separado y han demostrado que tienen actividad antimicrobiana, por lo tanto, la
actividad final de un aceite esencial resulta de interacciones complejas en los distintos

compuestos (Tariq et al., 2019).

Los métodos microbioldgicos usados para evaluar la actividad antimicrobiana de los
metabolitos secundarios presentes en extractos y aceites esenciales de las plantas son
variados. Entre los métodos mas utilizados se encuentran las técnicas de difusion en agar,
como la difusion en disco y en pozo, que permite identificar la presencia o ausencia de
inhibicion mediante la formacion de halos de inhibicion. De igual forma se usan métodos de
dilucion en caldo, especialmente la microdilucion en microplaca son ampliamente utilizados
para determinar pardmetros cuantitativos como la concentracion minima inhibitoria (CMI) y
la concentracion minima bactericida (CMB). De forma complementaria, se emplean ensayos
de viabilidad celular y métodos para la evaluacion de la inhibicidn de la biopelicula, tales
como el ensayo de cristal violeta, los cuales permiten una caracterizacién mas integral de

potencial en los metabolitos secundarios (Balouiri et al., 2016; Hossain, 2024).

2.3.2.2.1 Efecto de los aceites esenciales sobre las biopeliculas microbianas

Las biopeliculas son comunidades estructuradas de microorganismos, como bacterias,
que se adhieren a superficie formando matrices poliméricas extracelulares (EPS) que los
protegen de condiciones adversas. Segun estudios realizados por (Iskanda et al., 2025),
Diversos aceites esenciales pueden actuar como agentes antibiopeliculas en bacterias Gram
negativas y Gram positivas. Su mecanismo de accion es dual, por un lado, alteran las

propiedades de la superficie celular, impidiendo la adhesion bacteriana inicial; por otro,
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modulan via de sefializacién intracelular clave, como las mediadas por CAMP y c-di-CMP

que controlan la formacion de la biopelicula como de la produccion de factores de virulencia.

2.3.2.2.2 Modulacion de la actividad de deteccidn del quérum

El “quérum sensing” (QS) es un mecanismo que regula la comunicacion bacteriana
basado en la densidad poblacional, que regula la virulencia y formacion de biopeliculas. El
proceso implica autoinductores (Al) en bacterias Gram positivas, en cambio en Gram
negativas emplea lactonas de acil-homoserina (AHL o Al-1), con ambos tipos se produce el
autoinductor Al-2 (un furanosil borato diéster) que permite la comunicacién con otras
bacterias. Estudios in vitro han demostrado que los aceites esenciales pueden intervenir en la

sefial AHL-QS (Iskandar et al., 2025).

2.3.2.2.3 Efecto de los aceites esenciales en la membrana plasmatica y el material genético.

La membrana plasmaética bacteriana puede ser afectada por los AE debido a su
naturaleza lipofilica la cual permite la integracion de estos compuestos en la bicapa lipidica,
alterando su fluidez, permeabilidad y funcion. Esta interrupcion provoca un desequilibrio
i6nico (especialmente de H" y K*), lo que dafia la fuerza motriz de protones, conduce a la
coagulacién del citoplasma y reduce la sintesis de ATP. El dafio culmina con la fuga masiva
de contenido intracelular, incluidos iones, material genético y proteina, llevando a la muerte
celular. Ademas, algunos componentes especificos pueden afectar a blancos intracelulares;
por ejemplo, la carvona ha demostrado capacidad para dafiar el ADN plasmidico (Roshni &

Rekha, 2024).

2.3.2.2.4 Actividad prooxidante y antioxidante

Los AE poseen una dualidad quimica Unica que confiere tanto actividad prooxidante
como antioxidante. Como prooxidantes (ejemplo, aceite de canela), inducen el estrés

oxidativo en los patdgenos al generar especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que provoca
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peroxidacion lipidica en la membrana, dafio a proteinas y en el ADN. Paralelamente, en el
huésped, su capacidad antioxidante les permite actuar como protectores celulares al
neutralizar ROS, modular la respuesta inflamatoria y aumentar la actividad de enzimas como

la catalasa y superoxido dismutasa, como se observa en el tomillo (Kong et al., 2022).

2.3.2.2.5 Inhibicién en los mecanismos de resistencia

Los aceites esenciales contrarrestan los mecanismos de resistencia mediada por
bombas de eflujo a través de maltiples mecanismos de accidn. Estos incluyen la inhibicion
directa de la funcién de la bomba, ya sea bloqueando el canal de expulsion de antibidticos, o
compitiendo con ellos por sitios de unién. También, pueden agotar la energia necesaria para
el transporte activo, mediante el colapso del gradiente de protones en bombas secundarias
como de las familias MFS (superfamilia de facilitadores mayores) o RND (superfamilia de
resistencia-nodulacion- division celular). Asimismo, estos compuestos pueden actuar como
potenciadores de la actividad de antibi6ticos mediante sinergia, reduciendo
significativamente la concentracién minima inhibitoria (CMI) de los antibioticos y
restableciendo asi la sensibilidad de cepas bacterianas previamente resistentes (Agreles et al.,

2021; Thidar et al., 2021).

2.3.2.2.6 Factores que influyen en la actividad bioldgica de los aceites esenciales

La actividad bioldgica de los aceites esenciales depende principalmente de su
composicién y de la cantidad de los componentes individuales, los cuales incluyen terpenos
fendlicos como alcanfor, limoneno, eucaliptol, etc. Estos compuestos actian de forma
sinérgica para inhibir el crecimiento de microorganismos patdgenos a través de mecanismos
como la alteracion de la permeabilidad de la membrana bacteriana, la interrupcion de la
produccidn de energia o la destruccion del material genético, ademas factores como el origen
boténico, las condiciones ambientales pueden influir en esta composicion quimicay, en

consecuencia, la actividad bioldgica que estos presentan (Camiletti et al., 2014).
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2.3.3 Escherichia coli

2.3.3.1 Caracteristicas de Escherichia coli

Escherichia coli es una enterobacteria Gram negativa que habitualmente habita el
intestino de animales de sangre caliente, incluidos los seres humanos. Muchas de sus cepas
son inofensivas, sin embargo, ciertas cepas patdgenas pueden ser causa de enfermedades
intestinales como infecciones enterotoxigénicas (ETEC), enterohemorragicas (EHEC),
enteropatogenas (EPEC), entereoinvasivas (EIEC), enteroagregativas (EAEC), asi como otras
afecciones extraintestinales que involucran el tracto urinario, neumonia, bacteriemia y

peritonitis (Mueller et al., 2025).

Ademas, se ha visto que esta bacteria es capaz de persistir en varios nichos tanto en el
medio ambiente como los huéspedes, aungque no produce esporas esta puede vivir durante
periodos prolongados en heces, suelo y agua. La mayoria de las cepas de esta especie tiene
movilidad gracias a la disposicién flagelar peritricosa y una pared delgada con una o dos
capas de peptidoglicano. Escherichia coli crece 6ptimamente a 37°C, pero puede proliferar en
temperaturas altas como a los 49°C. Es considerada como un organismo modelo debido a
que ha sido ampliamente estudiada y es considerada una especie de interés para la produccion
de ADN recombinante, manipulacién de ADN y produccion de proteinas (Basavaraju &

Gunashree, 2022).
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Figura 3

Escherichia coli.
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Fuente: (Basavaraju & Gunashree, 2022).

2.3.3.2 Factores de virulencia de Escherichia coli

Los factores de virulencia de Escherichia coli patdgena que la distingue de
Escherichia coli no patégena incluyen adhesinas como (fimbrias tipo 1, P y agregativas, e
intimina) que permiten la union a las células del hospedador; toxinas como Shiga en EHEC, y
las enterotoxinas LT y ST en ETEC) que alteran los tejidos o la secrecion intestinal. Los
sistemas de secrecion especializados que inyectan factores bacterianos (T3SS en
EPEC/EHEC), sideroforos (como aerobactina) para captar hierro en ambientes hostiles y
factores de evasion inmune como la capsula K y proteinas de resistencia sérica. Muchos de
estos factores estan codificados en elementos genéticos moviles como los plasmidos que
facilitan su dispersion horizontal y la aparicion de cepas hibridas (HyPEC) con

combinaciones atipicas de virulencia y resistencia a los antibioticos (Braz et al., 2020).
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2.3.3.2.1 Biopeliculas bacterianas

Las biopeliculas bacterianas estan formadas por bacterias que conviven y se organizan
en estructuras multicelulares encapsuladas dentro de una matriz de sustancias poliméricas
extracelulares (EPS), estas organizaciones no son simples organizaciones aleatorias sino
ecosistemas microbianos altamente estructurados que favorecen a las bacterias frente a
amenazas externas y condiciones adversas como la escasez de nutrientes, estrés osmotico y

antibidticos (Ramirez & Eckhard, 2022).

Es importante destacar que los EPS estdn compuestos principalmente por
polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos extracelulares, funcionan como una barrera
protectora que limita la penetracion de antibidticos y eliminacién por parte del sistema

inmune de huéspedes infectados (Grari et al., 2025).

2.3.3.2.1.1. Ciclo de las biopeliculas de Escherichia coli

Las biopeliculas bacterianas atraviesan un ciclo de vida dindmico formado por cuatro
fases principales que son la adhesion reversible, la adhesion irreversible y la etapa de

desprendimiento y dispersion.

La primera fase de formacion de biopeliculas es la adhesion reversible, este proceso
es donde las células plancténicas se unen de forma reversible a una superficie gracias a los
flagelos las bacterias pueden superar los efectos de las fuerzas de repulsién (como las fuerzas
hidrodinamicas y Van der Waals); en esta etapa, las bacterias aun son sensibles a los

antibidticos (Ballén et al., 2022; Shree et al., 2023).

Cuando las bacterias han permanecido demasiado tiempo en una superficie y las
condiciones ambientales son favorables inicia la adhesion irreversible, un proceso regulado

que permite evaluar el entorno antes de formar la biopelicula, en esta etapa los
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microorganismos comienzan a dividirse y reclutan a otras células, formando una

microcolonias (Sauer et al., 2022).

En Escherichia coli, este proceso emplea tres estructuras clave: 1) Pili conjugativos,
que facilitan la transferencia de genes y la agregacion celular, 2) Fimbrias “curli”, estructuras
amiloides para la agregacion y adhesién. 3) Fimbrias tipo 1, su proteina FimH se une a la
manosa en la superficie de las células. Adicionalmente, la proteina Ag43 permite la
agregacion bacteriana mediante un sistema de regulacion On/Off controlado por factores

redox (Ballén et al., 2022).

Cabe recalcar que en la etapa de adhesion irreversible es donde se comienza a formar
la matriz de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) y en donde las bacterias trabajan
juntas y se comunican a través de moléculas de sefializacion llamadas autoinductores, en un
mecanismo conocido como “quorum sensing”, el cual responde a cambios en la densidad
poblacional y promueve la expresion de genes especificos para el desarrollo temprano de la
biopelicula (Hernandez, 2025; Shree et al., 2023). Posteriormente se forma una matriz
compuesta de EPS. A medida que la biopelicula madura adquiere una estructura
tridimensional compleja y heterogénea con canales de agua que facilitan el intercambio de

nutrientes y eliminacion de desechos (Shree et al., 2023).

Finalmente, en la etapa de desprendimiento y dispersion, enzimas enddgenas (como
proteasas y DNAsas) degradan la matriz liberando grupos bacterianos o células individuales
que pueden colonizar nuevas superficies y reiniciar el ciclo (Hernandez, 2025; Shree et al.,

2023).

2.3.3.3 Escherichia coli ATCC 25922

La cepa de Escherichia coli ATCC 25922 es usada como estandar en controles de

calidad, en controles negativos y como cepa control de CLSI en pruebas de susceptibilidad
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microbiana, también se emplean en ensayos de sensibilidad a anticuerpos y productos de
diagnostico. Aunque esta cepa se considera como “no patdogena” se ha visto que ciertos
clones ST73 se han asociado con enfermedades de tracto urinario adquiridos de entornos

comunitarios e intrahospitalarios (American Type Culture, 2024; Marchiani et al., 2021).

2.3.4 Metodologias de evaluacion de la actividad antimicrobiana

Las pruebas para evaluar la susceptibilidad antimicrobiana son herramientas que
permiten evaluar el potencial terapéutico de farmacos o compuestos de interés bioldgico.
Bajo esta premisa, la actividad antimicrobiana de aceites esenciales y extractos vegetales ha
sido evaluada tradicionalmente mediante diversos métodos in vitro, entre los que se incluyen
la difusion en disco y la difusién en pozos en agar, ensayos de dilucién en caldo. Estos
métodos permiten estimar la capacidad inhibitoria de los compuestos bioactivos frente a
microorganismos de interés, reportandose principalmente resultados como didmetros de

inhibicion (ID) o concentraciones minimas inhibitorias (MIC) (Silva et al., 2023).

Adicionalmente, técnicas como la bioautografia acoplada a cromatografia en capa fina
permiten localizar fracciones especificas con actividad antimicrobiana facilitando la
identificacion preliminar de los metabolitos responsables de dicha actividad, mientras que
ensayos de inhibicion de biopeliculas mediante técnicas como tincion con cristal violeta
aportan informacion complementaria sobre la capacidad de los compuestos para interferir en
procesos de adhesion y establecimiento bacteriano (Kalia et al., 2023; Kowalska & Sajewicz,

2022).

2.3.4.1 Microdilucion en microplaca

El método de microdilucién en microplaca es una técnica de laboratorio ampliamente

utilizada para evaluar la actividad antimicrobiana de sustancias como aceites esenciales,
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extractos vegetales o antibioticos, debido a su rapidez y porque permite analizar multiples

muestras de forma simultanea (Bona et al., 2014; Téllez Ramirez et al., 2019).

Esta técnica se basa en diluir de forma seriada la sustancia a probar, (en el caso de
aceites esenciales se comunmente se incluyen diluyentes como DMSO o TWEEN para
facilitar la dispersion), en un medio de cultivo liquido en una placa de microtitulacién
(generalmente de 96 pocillos). Posteriormente, cada pocillo es inoculado con una cantidad
estandarizada de indculo microbiano e incubado para evaluar la presencia o ausencia de
crecimiento bacteriano. Tras el periodo de incubacién, se determina la concentracion minima
inhibitoria (CMI), definida como la menor concentracién capaz de inhibir el crecimiento
bacteriano. Esta puede evaluarse de manera visual mediante la observacion de turbidez,
medicion de la absorbancia o mediante el uso de indicadores redox como resazurina, sales de
tetrazolio (INT, MTT, TTC) o fenol rojo, los cuales cambian de color en presencia de células

metabolicamente activas (Oses et al., 2025; Tao et al., 2022).

2.3.4.2 Inhibicion de la formacion de biopeliculas

La técnica de cristal violeta constituye un método colorimétrico estandarizado para la
evaluacion cuantitativa de biopeliculas microbianas que son estructuras organizadas de
microorganismos adheridos a una matriz extracelular polimérica que confiere resistencia a
agentes antimicrobianos y desinfectantes. Esta metodologia se fundamenta en la capacidad
del colorante cationico cristal violeta para unirse a componentes cargados negativamente de
la matriz extracelular como polisacaridos y acidos nucleicos (Arzmi et al., 2023; Miller,

2025).

Esta técnica implica la incubacion de microorganismos en placas de microtitulacion,
seguido de la fijacion de la biopelicula con alcoholes, y posterior tincion con soluciones de

cristal violeta (0.1-0.3%) y lavados para eliminar el exceso de colorante, finalmente la
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solubilizacion del complejo biopelicula-colorante con solventes polares como acido acético
glacial o etanol para su posterior cuantificacion mediante espectrofotometria a 590nm-
630nm. Esta técnica permite evaluar tanto la inhibicion de la formacion inicial de la
biopelicula (actividad preventiva) como la destruccién de biopeliculas preformadas (actividad

erradicativa) (Kamimura et al., 2022; Thongjuy et al., 2025).

2.3.4.3 Bioautografia

La bioautografia en microbiologia es un método analitico que integra la cromatografia
de capa fina (TLC) con ensayos bioldgicos para detectar compuestos bioactivos con potencial
antimicrobiano, directamente en la placa cromatogréfica. Permite la separacion de mezclas

complejas y la evaluacion de su actividad bioldgica in situ (Ramallo et al., 2025).

El procedimiento inicia con la separacion de los componentes sobre una placa de TLC,
utilizando una fase movil apropiada. Una vez desarrollado el cromatograma, la placa se somete
a un bioensayo en el que se aplican organismos de prueba, generalmente bacterias, con el fin

de detectar zonas con actividad antimicrobiana (Jesionek et al., 2015; Mdricz & Ott, 2015).

Cabe recalcar, que el ensayo bioldgico puede realizarse de tres formas, mediante
bioautografia por contacto o difusion en agar, bioautografia directa y bioautografia por
inmersién. La primera técnica involucra poner en contacto placa con un agar inoculado. En el
segundo caso la placa se rocia 0 sumerge en una suspension bacteriana. Finalmente, en la
bioautografia por inmersion, se cubre la placa con agar fundido e inoculado. Para visualizar los
resultados, especialmente en métodos directo y por inmersion, se emplean con frecuencia sales
de tetrazolio (como MTT, INT o TZC). Estas sales son incoloras, pero las deshidrogenasas de
los microrganismos reducen a derivados de formazan, produciendo un color purpura, azul o

rojo. Las zonas en donde se encuentran los compuestos bioactivos inhiben el crecimiento o la
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actividad metabdlica microbiana, apareciendo como manchas o halos sobre un fondo coloreado

(Dewanijee et al., 2015; Wang et al., 2021).

Capitulo 111
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3 Marco Metodoldgico

3.1 Tipo y nivel de investigacion

El nivel de investigacion es descriptivo-comparativo, porque busca identificar in vitro
la menor concentracion de un agente antimicrobiano, en este caso utilizando aceites
esenciales de Schinus molle (molle) y Ocotea quixos (ishpingo) capaz de inhibir el
crecimiento visible de Escherichia coli ATCC 25922. Esta determinacion se la realizo
mediante la técnica de microdilucion en microplaca permitiendo cuantificar la actividad

antimicrobiana de cada aceite esencial.

Asimismo, el enfoque comparativo busca la evaluacion y contraste del porcentaje de
inhibicion de biopelicula formada por Escherichia coli ATCC 25922 frente a los aceites

esenciales de estudio, utilizando ensayos de tincion con cristal violeta.

3.2 Disefio de investigacion

Se emple6 un disefio experimental in vitro con un enfoque cuantitativo. El estudio se
basé en la manipulacién controlada de la variable independiente, el aceite esencial, (Schinus
molle (molle) y Ocotea quixos (ishpingo), para medir su efecto sobre las variables
dependientes, relacionadas con la inhibicién del crecimiento bacteriano de Escherichia coli
ATCC 25922, bajo el control de las condiciones de incubacidn. Este estudio se realizo con la

medicion precisa de variables dependientes y con un disefio de corte transversal.

3.3 Disefio de experimental

Se plante6 un disefio experimental in vitro para evaluar el efecto de diferentes
concentraciones de los aceites esenciales de Schinus molle (molle) y Ocotea quixos
(ishpingo) y su posible actividad antimicrobiana sobre la cepa de Escherichia coli ATCC

25922, evaluando la CMlI y el porcentaje de inhibicion de las biopeliculas.
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Para ello se hicieron tres replicas con sus respectivos controles positivos y negativos.

Unidad experimental: pozo individual de microplaca de 96 pocillos (bacteria + control +

aceites).

Resultados: mediante graficos y tablas.

Niveles: 6

Tabla 3

Esquema de tratamientos para la evaluacion de la actividad antimicrobiana

Tratamiento Factor de entrada Salida

1 Al+B CMI, % inhibicion de biopelicula
2 A2 +B CMI, % inhibicion de biopelicula
3(CP) B 0

4 (CS) B (crecimiento bacteriano) 0

5(CN) Caldo puro 0

6 (CA) Antibiotico + Bacteria 0

Nota. Al: Aceite esencial de Schinus molle (molle), A2: Aceite esencial de Ocotea quixos

(ishpingo), S: Solvente, B: Bacteria, CS: Control Solvente, CN: Control negativo, CMI:

Concentracion minima inhibitoria. CA: control antibidtico. Fuente: Autora (2026).

3.4 Unidad experimental

Las unidades experimentales fueron 24, debido a que se trabajé con 8 tratamientos y 3

réplicas.
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3.5 Poblacién y Muestra

Los aceites esenciales caracterizados por GC/MS y con sus respectivas fichas

técnicas se consiguieron de la empresa Aromavida ® y el proyecto Chankuap.

El aceite esencial de Schinus molle (molle) previamente caracterizado por GC/ MS
fue obtenido por la empresa AROMAVIDA® con su respectiva ficha técnica (Anexos A,
B, C), de igual manera el aceite esencial de Ocotea quixos (ishpingo) previamente
caracterizado por GC/MS fue adquirido a través de fundacion Chankuap con su respectiva
ficha técnica (Anexo D y E). La poblacion de investigacion fue la cepa Escherichia coli

ATCC 25922 se adquirio de los laboratorios Microbiolab.

3.6 Variables

Tabla 4

Tabla de variables independientes

Variable Dimensiones Indicadores

Tipo de aceite esencial Especie vegetal -Aceite esencial de
Schinus molle (molle)
-Aceite esencial de Ocotea

quixos (ishpingo)

Fuente: Autora (2026)

Tabla b

Tabla de variables dependientes
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Variable Dimensiones Indicadores
- Inhibicion de la Efecto inhibitorio Concentraciéon minima
actividad inhibitoria
microbiana

Fuente: Autora (2026).

3.7 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Para la recoleccion de datos del CMI y del porcentaje de inhibicion de la formacion de
las biopeliculas se utilizd microplacas transparentes de 96 pocillos a los cuales se les ley6 la
absorbancia haciendo uso de un lector de microplacas, durante la identificacion de
metabolitos secundarios se emple6 cromatografia en capa fina y bioautografia. Finalmente,
en la recoleccidn bibliogréafica se realiz6 mediante revisiones en articulos cientificos, libros y
bases de datos, los cuales se citaron y referenciaron con Mendeley segun las normas APA

séptima edicion.

3.8. Técnicas de procesamiento y analisis de datos

La tabulacion de datos del CMI y porcentaje de inhibicion de la biopelicula se realizé
en tablas de Excel para mayor organizacion y comprension al interpretar los datos, y los

analisis se llevaron a cabo por medio de estadistica descriptiva.

3.9. Procedimientos

El procedimiento experimental se realizo6 en cinco fases en el siguiente orden:
Obtencion de aceites esenciales de Schinus molle (molle) y Ocotea quixos (ishpingo),
obtencion y reactivacion de la cepa de Escherichia coli ATCC 25922, determinacion de la

concentracion minima inhibitoria (CMI), determinacion del porcentaje de inhibicion de la
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biopelicula mediante el método de cristal violeta y evaluacion de metabolitos con potencial
antimicrobiano mediante bioautografia.

3.9.1 Fase 1. Obtencion de aceites esenciales de Schinus molle (molle) y Ocotea quixos
(ishpingo)

Se obtuvo el aceite esencial de Schinus molle (molle) de la empresa Aromavida ® y el
aceite de Ocotea quixos (ishpingo) del proyecto Chankuap, las empresas entregaron las fichas
técnicas de los aceites esenciales con informacion sobre la densidad relativa de cada aceite,

sus metabolitos secundarios y pureza.

3.9.2 Fase 2. Reactivacion de cepa de Escherichia coli ATCC 25922

Para llevar a cabo este proyecto, la cepa de estudio se reactivé en caldo cerebro-
corazon (BHI), posteriormente se resembro por técnica de agotamiento en estria en Agar
MacConkey, y se dejo incubar durante las 18-24 horas previas a la realizacion de cada una de

las pruebas.

Figura 4

Escherichia coli ATCC 25922 en agar MacConkey
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Nota. EI Agar MacConkey es un medio especifico para bacilos Gram negativos. Fuente:

Autora (2026).

3.9.3 Fase 3. Determinacion de la concentracién minima inhibitoria
3.9.3.1. Medios de cultivo:

En el ensayo de determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) se
prepararon 100mL de caldo Mueller-Hinton (MH) y 100 mL de caldo Mueller-Hinton

suplementado con Tween 80 al 0.2% (v/v).

Para la preparacion del caldo MH suplementado, se elabor6 previamente una solucién
de Tween 80 al 10% (v/v), diluyendo 1mL de Tween puro en 9mL de agua destilada, la cual

se agitd hasta su completa homogenizacién. EI Tween 80 es no termoestable, por lo tanto,
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para su esterilizacion no se empled el autoclave; en cambio, la solucion fue esterilizada
mediante un filtro de jeringa de 0.22 um. Posteriormente, se tomaron 2mL de la solucion de
Tween 80 al 10%, y se adicionaron a 98 mL de caldo Mueller- Hinton tibio, obteniéndose una

concentracion final de Tween 80 al 0.2% (v/v).

3.9.3.2 Inéculo:

Se tomaron de 5 a 6 colonias jovenes (18-24 horas de crecimiento) de agar McConkey
con un asa esteril y se pusieron en solucion salina. La suspension se ajusto a una turbidez
equivalente al estandar de 0.5 McFarland (aproximadamente 0.08-0.1 de absorbancia a
630nm), lo que corresponde a una concentracion estimada de 1.5 x108 UFC/mL.
Posteriormente, se tomo una alicuota de esté indculo y se diluyd en caldo MH sin Tween para

alcanzar una concentracion final de 5x10° UFC/mL en los pozos de la microplaca.

3.9.3.3 Preparacion de la solucion madre y tratamientos:

Se calculé con la densidad promedio de las densidades relativas de los aceites
esenciales que las empresas proporcionaron en la ficha técnica. Para el aceite de Schinus
molle (molle), la densidad promedio fue de 0.865 =~ 0.87 g/mL, al igual que la de Ocotea

quixos (ishpingo) (Anexos Ay D).

Por lo tanto, 1pL de aceite esencial de molle o ishpingo equivale a 870 pg. Para
preparar 2mL de una solucién madre de 16 000 pg/mL de aceites esenciales, se aplicé la

formula:
Formula 1

Formula usada para calcular las concentraciones

C (%) x Vt (2mL)

o (%)xlooo

Vaceite =



Donde:
C =16 000 pg/mL (concentracion deseada),
Vi = 2mL (volumen total)

— ug

Nota. Fuente: Autora (2026).

El volumen necesario de los aceites aceite fue de 36.8 pL. Este volumen se mezcld
con 36.8 uL de DMSO puro para facilitar la dispersion del aceite y se ajusto a un volumen

final de 2mL con caldo Mueller-Hinton estéril suplementado con 0.2% v/v de Tween 80.
Tabla 6

Resumen de concentraciones de aceite empleadas

Aceite esencial de Schinus molle (molle) y

Ocotea quixos (ishpingo)

Densidad 0.870 g/mL

Concentracion final una solucion para  36.8 L de aceite + 36.8 pL DMSO 99.99% +

16 000 pg/mL 1926 pL de caldo Mueller-Hinton.

Concentracion final en el primer pozo 4000 pg/mL de aceite esencial.

de la microplaca

Fuente: Autora (2026).

51
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Para las disoluciones seriadas en la microplaca se adapto el protocolo de (Andrews,
2001), para ello se distribuyeron 100 pL de caldo MH con Tween 80 0.2 (v/v) en los pozos
de la fila 1-8. Luego se agregaron 100 pL de la solucion madre en el primer pozo y se
realizaron disoluciones seriadas 1:2 hasta el pozo 8. Finalmente, se afiadieron 100 pL de
caldo con indculo ajustado a 1x10° UFC/mL a cada pozo. De esta forma, se obtuvieron las
siguientes concentraciones finales de los aceites en los pozos: 4000 pg/mL, 2000ug/mL,
1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62.5 pg/mL, 31.25 pg/mL, se dejo6 incubar
a 37°C durante 24 horas, y se leyo en un lector de microplacas a 630nm. Para calcular el

porcentaje de inhibicion del crecimiento se empled la siguiente formula.

El porcentaje de inhibicion se calcula con la formula propuesta por (Muhammad et al.,

s. f.)
Formula 2
Formula para calcula porcentaje de inhibicion del crecimiento
Y Inhibicién D0630 = |1 (DO muestra — DO blanco) 100
olmubLeton B (DO control positivo — DO blanco) x
Nota. Se defini6 que hubo inhibicidn si el porcentaje >90. Fuente: (Muhammad et al.,
s. 1.).

Para una evaluacion visual, en cada pocillo se agregaron 20 uL de una mezclade TTC
(60mg/mL) con Triton X-100 al 0.1%, se incubd durante una hora, posteriormente se

evaluaron los pozos que presentaron cambio en su coloracion (Orellana, 2025).
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3.9.3.3 Controles del ensayo de CMI:

Se incluyeron los siguientes controles en el ensayo; positivo (indculo bacteriano),
negativo (esterilidad del medio), de solvente (DMSO), y de antibiotico (ciprofloxacino),

preparados de la siguiente manera:

1. Control antibidtico (ciprofloxacino): Se obtuvo partiendo de una solucion madre de
128 pg/mL, obtenida al disolver una cdpsula de 500mg en 50mL de agua destilada y
esterilizada con un microfiltro de (0.22um), de esta se tomé una alicuota para obtener
1mL de solucién de trabajo en caldo MH suplementado con Tween 80 al 0.2%. De
esta se realizaron seis disoluciones seriadas en las columnas 10 y 11 de la microplaca,
alcanzando, una concentracion de 2ug/mL en el dltimo pozo.

2. Control solvente (DMSO): Consistié en una disolucion de 36.8 uL de DMSO al
99.99% en 1963 pL de caldo MH suplementado con Tween 80 al 0.2% para evaluar el
efecto del vehiculo.

3. Control negativo (esterilidad): Contenia una mezcla de 100 pL de caldo MH
suplementado con Tween 80 al 0.2% y 100 pL de caldo MH sin Tween 80.

4. Control positivo (crecimiento): Contenia 100 pL de caldo MH suplementado con

Tween 80 y 100 pL de una suspension bacteriano de 1x108 UFC/mL.

La distribucion de las diferentes concentraciones como de los controles se puede ver

representada en la Figura 5
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Distribucion de la microplaca para ver la inhibicion del crecimiento bacteriano.
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Nota. Distribucidn de las concentraciones de los aceites esenciales en la microplaca. Fuente:

Autora (2026).

Figura 6

Procedimiento ejecutado en la metodologia para determinar la Concentracion Minima

Inhibitoria (CMI).
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3.9.3 Fase 4. Inhibicién de las biopeliculas

La metodologia para evaluar el porcentaje de disminucion de las biopeliculas se
adapto del protocolo propuesto por (Thongjuy et al., 2025) , el esquema seguido se puede ver

en la Figura 8.

3.9.3.1 Medio e in6culo

Se prepararon 100mL de medio BHI y 100 mL de medio BHI suplementado con

Tween 80 al 0.2%.

El inoculo bacteriano se ajust6 a 0.5 Mc Farland, posteriormente se diluyé en BHI

para obtener aproximadamente 1x10% UFC/mL.

3.9.3.2 Metodologia:

La evaluacion de la actividad inhibitoria de biopeliculas se realizé partiendo de la
concentracion minima inhibitoria (CMI) de los aceites de Schinus molle (molle) y Ocotea
quixos (ishpingo), a partir de ese valor de referencia se prepararon disoluciones de ¥2 x CMI y
Y2 x CMI. La actividad se evalu6 mediante la inhibicion de la formacion (agregando el agente
al mismo tiempo que el indculo bacteriano) haciendo uso de placas de fondo plano para
mayor adhesion. Tras un periodo de incubacién de 24 horas, las biopeliculas remanentes se
cuantificaron mediante el método con cristal violeta. La distribucion de los tratamientos y

controles se pueden observar en la Figura 7.

Posterior a la incubacion necesaria para que se formen las biopeliculas, el contenido
liquido se aspird suavemente con una pipeta multicanal inclinando suavemente la microplaca
y evitando perturbar el fondo. Inmediatamente se afiadio 200 pl de PBS estéril (pH 7.4) para
los lavados. Este proceso se repitid tres veces de forma consecutiva para eliminar de forma
efectiva todas las células bacterianas no adheridas (planctonicas) y los restos del medio de

cultivo.
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Después de los lavados, las biopeliculas se fijaron afiadiendo 200 ul de metanol al
95% a cada pozo Yy se dejo actuar por 15 minutos a temperatura ambiente, posteriormente, se
descartd el metanol y las muestras se secaron al aire. Para la tincion, se afiadieron 150 pL de
una solucion acuosa de violeta de cristal a 0.3% a cada pozo dejando actuar a temperatura
ambiente durante 15 minutos para que el colorante se uniera a las biopeliculas; el exceso de
colorante se elimind mediante tres lavados con PBS estéril hasta que el liquido sali6 incoloro,

y se dejé secar la placa al aire antes de la solubilizacion y lectura.

Durante la cuantificacion, el colorante unido a las biopeliculas se solubiliz6 afiadiendo
150 pL de acido acético glacial al 33% (v/v) a cada pozo. Tas una homogenizacion completa,
toda la solucion coloreada se transfirié a una nueva placa de fondo plano, donde se midio la

densidad optica a 630nm. Empleandose la siguiente formula.

El porcentaje de inhibicion se calcula con la formula propuesta por (Adeyemo et al.,

2022):

Formula 3

Formula para calcula porcentaje de inhibicion de la biopelicula

o, (0D control — OD tratamiento)
%Inhibicion = x100
0D control

Fuente: (Adeyemo et al., 2022)
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Figura7

Distribucion de la microplaca para evaluar inhibicion de la biopelicula.
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Fuente: Autora (2026).

Figura 8

Procedimiento ejecutado en la metodologia para determinar el porcentaje de
inhibicion de la biopelicula.
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3.9.4 Bioautografia

3.9.4.1 Cromatografia de capa fina

En este ensayo se emplearon cromatoplacas para cromatografia TLC de silice con
dimensiones de 3cm x 8cm, se dibujaron dos lineas, la una a 1cm del borde superior y la otra
a 1 cm del borde inferior. Para la prueba con Ocotea quixos (ishpingo) y Schinus molle
(molle) se siguid la metodologia de (Noriega et al., 2018; Sotalin, 2025). Para ello ambos
aceites se diluyeron en metanol, posteriormente con la ayuda de una micropipeta se coloco
con una 20 pL de la disolucion aceite/metanol en el centro de la linea dibujada en la parte
inferior. Simultaneamente se saturo una camara de cromatografia con 5mL de la fase movil
de tolueno, acetato de etilo, éter de petrdleo (93:7:20 v/v/v) durante 10 minutos, una vez
hecho esto se colocaron de forma vertical las cromatoplacas y se dejo recorrer la fase movil
hasta alcanzar la linea del borde superior. Posteriormente se sacaron las cromatoplacas y se
dejo secar durante 2 minutos y para su posterior examinacion con luz ultravioleta a 254nmy

366nm.

Durante revelado se siguié la metodologia de (Lopez, 2013; Sotalin, 2025), para ello

se usaron una mezcla los reactivos que se detallan a continuacion (Tabla 7).

Tabla 7

Reactivos para revelado de la cromarografia

Aceite esencial Reactivos Relacién
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Schinus molle (molle) Vainillina, agua destilada, 0.1:1:1 (p/viv)

acido sulfirico concentrado

Ocotea quixos (ishpingo) Acido sulfurico y agua 1:1 (vIv)

destilada

Fuente: Autora

El frente de referencia para la cromatografia se calculo con la siguiente formula:

Formula 4

Formula del frente de referencia o factor de retencion

Distancia que corrio el soluto

"Distancia que corre el solvente

Nota. El valor de Rf, puede verse afectado por diversos factores, como el tipo de fase
estacionaria, la polaridad del solvente, la temperatura y la concentracion del disolvente:

Fuente: (Mahadevarao ; Sujatha & Zubair, 2024).

3.9.4.2 Fase 5: Bioautografia

En esta prueba, se ajusté en Caldo MH + agar - agar al 0.3% a 37°C un in6culo
bacteriano de Escherichia coli ATCC 25922 a 630nm en un espectrofotometro y una
absorbancia de 0.4, posteriormente se sumergieron cromatoplacas de 3x8 cm que no fueron
reveladas con acido sulfarico. Previo a la exposicion con el indculo, las placas fueron

acondicionadas en camaras himedas elaboradas con cajas Petri durante 90 minutos.
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Transcurrido el tiempo, se sumergieron las placas durante 10 segundos en la suspension
bacteriana y se secaron en una cabina de bioseguridad tipo Il durante 3 minutos (Orellana,

2025).

En el revelado, se sigui6 la metodologia de (Dewanjee et al., 2015; Orellana, 2025)
para ello, las cromatoplacas se sumergieron brevemente en una solucién con colorante MTT
(Azul de Tiazolil Bromuro) (0.6mg/mL) + Triton X-100 al 0.1%. Por ultimo, se incubd
dentro de las cAmaras hiumedas a 37°C durante 1 hora. Finalmente, las cromatoplacas se
sumergieron en etanol al 70% durante 10 segundos y se dejaron secar para su posterior

analisis. El procedimiento ejecutado puede observarse en la Figura 9.

Figura 9

Procedimiento de la metodologia de bioautografia

Fuente: Autora (2026).
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Capitulo IV

4. Resultados y discusiones
4.1 Determinacion de la concentracién minima inhibitoria

4.1.1 Determinacion de la CMI del aceite de Schinus molle (molle) frente a Escherichia

coli ATCC 25922 mediante el método de microdilucion en microplaca.

La determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de
Schinus molle (molle) frente a Escherichia coli ATCC 25922, se llevé mediante el método de
microdilucion en microplaca, la lectura de la absorbancia se realiz6 en un lector de
microplacas a 630nm (Anexo F), también se observo visualmente (Figura 10) la inhibicion en
las concentraciones de 4000, 2000,1000 pg/mL después de agregar 20 pL de una mezcla de
TTC (20mg/L) con Triton X-100 al 0.1% y dejar incubar 1 hora.

Figura 10

Microplaca con tratamientos de Schinus molle (molle) y TTC luego de una hora de
incubacion.

Nota. Los pozos en donde hubo crecimiento bacteriano se observaron con una coloracion
rosada. Fuente: Autora (2026).
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Tabla 8

Tabla de concentracién minima inhibitoria del aceite de Schinus molle (molle) frente a
Escherichia coli ATCC 25922

Cepa bacteriana Escherichia coli ATCC 25922

Concentracion (ug/mL) 1000 (pg/mL)

Fuente: Autora (2026).

A partir de los valores de absorbancia obtenidas tanto de los pozos a los cuales se les
aplicé las disoluciones seriadas y del control positivo se determind la concentracion minima
inhibitoria (CMI) del aceite esencial de Schinus molle (molle) (Anexo F), se establecié que
aquellas concentraciones con un porcentaje de > 90% poseian inhibicion, siendo la
concentracion minima inhibitoria (CMI) el tratamiento que cumpliera este requisito y que
tuviera la menor concentracion de aceite esencial, en este caso se evidencio que la CMI frente
a Escherichia coli fue de 1000 pug/mL (Tablas 8 y 9; Figura 10). Resultados similares fueron
reportados por (Martins et al., 2014), quienes evaluaron y compararon la CMI de aceites
esenciales obtenidos a partir de hojas y frutos de Schinus molle (molle) frente a diferentes
cepas bacterianas, incluyendo Escherichia coli LFGO3, estableciendo una CMI de 1000
pg/mL.

En contraste, (do Prado et al., 2019) reportaron valores de CMI mayores a 5000
png/mL, frente a Escherichia coli ATCC 43895 productora de la toxina Shiga, lo que sugiere
una menor sensibilidad de esta cepa al aceite esencial evaluado. Por otro lado, (Salem et al.,
2016) informaron una actividad inhibitoria considerablemente mayor para aceites esenciales

de hojas de Schinus molle (molle) con una CMI de 125 pg/mL. Estas diferencias pueden
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atribuirse a variaciones en la extraccion, la parte vegetal empleada, la cepa bacteriana y la
concentracion del indculo para los ensayos, lo que evidencia la influencia de estos factores en
la actividad antimicrobiana reportada para esta especie vegetal.

Tabla 9

Porcentajes de inhibicion del crecimiento bacteriano a diferentes concentraciones del

AE de Schinus molle (molle)

Concentraciones Absorbancia (media £DS)  Porcentaje de

(ng/mL) inhibicion (%)
media

4000 0.146 + 0.0229 96

2000 0.162 + 0.0238 94

1000 0.164 £ 0.0271 94

500 0.798 + 0.0811 30

250 1.055 + 0.0347 4

125 1.066 + 0.0491 3

62.5 1.090 £ 0.1600 4

31.25 1.069 + 0.0453 3

Fuente: Autora (2026).
Figura 11

Curva dosis- respuesta del efecto de Schinus molle (molle).
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Curva dosis-respuesta — Molle
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Fuente: Autora (2026).

4.1.2 Determinacion de la CMI del aceite de Ocotea quixos (ishpingo) frente a Escherichia
coli ATCC 25922 mediante el método de microdilucion en microplaca.

La determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de
Ocotea quixos (ishpingo) frente a Escherichia coli ATCC 25922, se realiz6 mediante el
método de microdilucion en microplaca, se leyeron las absorbancias en un lector de
microplacas a 630nm (Anexo G) .La CMI también se establecid a partir de la lectura visual
mediante el indicador TTC (Figura 12), determinandose en un valor de 4000 pg/mL como la
concentracion minima capaz de inhibir el crecimiento bacteriano visible.

Figura 12

Microplaca de Escherichia coli ATCC 25922 con tratamiento y TTC luego de una
hora de incubacion.
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Nota. Los pozos en donde hubo crecimiento bacteriano se observaron con una coloracién
rosada. Fuente: Autora (2026).

Tabla 10

Tabla de resultados para la CMI del aceite de Ocotea quixos (ishpingo)

Cepa bacteriana Escherichia coli ATCC 25922

Concentracion pg/mL 4000 pg/mL

Fuente: Autora

A partir de los valores de absorbancia obtenidos (Tabla 11; Figura 12 y 13, Anexo G)
tanto de los pozos a los cuales se les aplico las disoluciones seriadas y del control positivo se
determind la concentracién minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de Ocotea quixos
(ishpingo), al igual que cuando se trabajé con el aceite de Schinus molle (molle), se estipuld
que aquellas concentraciones con un porcentaje de > 90% poseian inhibicion, siendo el CMI
el tratamiento que cumpliera este requisito y tuviera la menor concentracion del aceite
esencial, en este caso bajo las condiciones evaluadas se observo que solo hubo una
concentracion con inhibicién por ende, se la considero la concentracion minima inhibitoria

(Tabla 11).
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Resultados similares han sido reportados en la literatura; sin embargo, se observan
variaciones atribuibles a las metodologias empleadas. (Fon et al., 2017) reportan una CMI de
5uL/mL para el aceite esencial obtenido de hojas de Ocotea quixos (ishpingo), mientras que
(Noriega et al., 2018) determinan una CMI de 13.08 mg/mL para este mismo aceite. Estas
diferencias pueden explicarse por el uso de metodologias distintas, ya que en el estudio de
(Noriega et al., 2018) la actividad antimicrobiana fue evaluada mediante el método de
difusién en disco, el cual emplea una carga bacteriana superior a la utilizada en ensayos de
microdilucion en microplaca, lo que puede influir directamente en los valores de la CMI
obtenidos.

Tabla 11
Porcentajes de inhibicion del crecimiento bacteriano a diferentes concentraciones del

AE Ocotea quixos (ishpingo)

Concentraciones Absorbancia (media £DS)  Porcentaje de

(ng/mL) inhibicion (%)
media

4000 0.165 + 0.0268 94

2000 1.062 + 0.0340 3

1000 1.041 + 0.0443 3

500 1.026 + 0.0234 3

250 1.050 £ 0.0362 2

125 1.038 + 0.0260 3

62.5 1.075 + 0.0581 3

31.25 1.074 £ 0.0388 2

Fuente: Autora (2026).

Figura 13

Curva dosis-respuesta del efecto de Ocotea quixos (ishpingo).
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Curva dosis-respuesta frente a E. coli
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Fuente: Autora (2026).

4.1.3 Andlisis de diferencia
Para evaluar si existian diferencias entre los dos aceites esenciales evaluados, se

realiz una comparacion visual de los porcentajes de inhibicién de las concentraciones
empleadas durante la prueba para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI)
mediante un diagrama de cajas, lo que permitié observar diferencias en el efecto inhibitorio.
No se realizé una comparacion estadistica inferencial entre ambos aceites debido al nimero
limitado de réplicas bioldgicas por tratamiento (n=3).

Figura 14

Comparacion visual del porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano.
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Comparacion de la inhibicion a diferentes concentraciones de los dos aceites
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Fuente: Autora (2026).

4.2 Inhibicion de las biopeliculas

4.2.1 Inhibicién de la biopelicula de Escherichia coli ATCC 25922 con Schinus molle

(molle)

Se evaluo el porcentaje de inhibicién de las biopeliculas mediante los datos de la
absorbancia de la microplaca a 630nm (Anexo H) de Schinus molle (molle) a dos
concentraciones subinhibitorias (Y2 CMI y ¥4 CMI). Mediante el ensayo con cristal violeta, se
observo que el tratamiento a %2 CMI presentd un porcentaje medio de inhibicion media de
63.9 + 10.07% mientras que el tratamiento ¥4 CMI mostro una inhibicion media de 49.66 +
11.42%.

De esta forma, se demostro que el aceite esencial posee actividad contra las
biopeliculas bacterianas de Escherichia coli ATCC 25922. Actualmente la literatura
especifica sobre la accion del género Schinus contra bacterias Gram negativas es limitada,
aunque podemos comparar la efectividad de inhibicion de las biopeliculas con Schinus molle

de bacterias Gram positivas. De esta forma, una investigacion realizada por (Tabti et al.,
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2025), reporta un porcentaje de inhibicion de 92.87% contra cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a la meticilina (MRSA), los resultados de Schinus molle (molle) contra
Escherichia coli ATCC 25922 sugieren que hay mecanismos de interferencia en etapas

tempranas de la formacion de la biopelicula.

Tabla 12
Porcentajes de inhibicion del crecimiento bacteriano a diferentes concentraciones del

AE Schinus molle (molle).

Aceite Dosis n Media (%) sd
Schinus molle %2 CMI 3 63.96 10.5
(molle)

Schinus molle ¥4 CMI 13 49.00 12.4
(molle)

Fuente: Autora (2026).
Figura 15

Representacion gréfica del porcentaje de inhibicion de la biopelicula bacteriana
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Porcentaje de inhibicion de la biopelicula
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Fuente: Autora (2026).

4.2.2 Inhibicién de biopeliculas de Escherichia coli ATCC 25922 con Ocotea quixos
(ishpingo)

Se evalud el efecto inhibitorio de biopeliculas con el aceite esencial de Ocotea quixos
(ishpingo) frente a Escherichia coli ATCC 25922 a dos concentraciones por debajo del CMI
(¥2 CMI y ¥4 CMI), empleando el ensayo de tincion con cristal violeta. A partir de las
absorbancias obtenidas se calcul6 el porcentaje de inhibicion (Anexo I). Desde el analisis
descriptivo, el tratamiento de % CMI presentd un porcentaje de inhibicion de 52.15+14.71%
mientras que el tratamiento ¥4 CMI mostro una inhibicion media de 29.65+ 14.16%.

Tabla 13

Porcentajes de inhibicion del crecimiento bacteriano a diferentes concentraciones del

AE Ocotea quixos (ishpingo)

Aceite Dosis n Media (%) sd

Ishpingo 1% CMI 3 52.15 14.71

Ishpingo Y4 CMI 3 29.65 14.16
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Actualmente no hay estudios sobre el efecto del género botanico Ocotea y su efecto
sobre las biopeliculas de Escherichia coli, sin embargo, podemos comparar con
investigaciones previas de géneros botanicos de la familia Lauraceae con un similar perfil
fitoquimico a nuestro aceite, por ejemplo, en un estudio llevado a cabo por (Kosari et al.,
2020), se evaluo el efecto del aceite esencial de Cinnamomun spp (canela), un aceite rico en
cinamaldehido y sus derivados, sobre la inhibicion de la formacién de las biopeliculas de
Escherichia coli aisladas de entornos clinicos y se obtuvo un porcentaje de inhibicién de un
60%. De igual forma, (Scotti et al., 2021), evaluaron la inhibicion de la biopelicula de
Escherichia coli O157:H7 tratado con aceite esencial de Cinnamomun verum, también rico
en cinamaldehido, mediante método de cristal-violeta en concentraciones subinhibitorias,

obteniendo una reduccidn de la biopelicula en un rango de 55% -100%.

Figura 16

Representacion gréafica del porcentaje de inhibicion de la biopelicula bacteriana.
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Fuente: Autora (2026).
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4.2.3 Analisis de diferencia del efecto de los aceites esenciales evaluados sobre las
biopeliculas

Para evaluar el comportamiento inhibitorio de la biopelicula de los aceites esenciales,
se realiz6 una comparacion descriptiva de los porcentajes de inhibicion de las biopeliculas
obtenidos respecto a las fracciones relativas de la concentracién minima inhibitoria
empleadas en el ensayo con cristal violeta, esto se realizé6 mediante diagramas de cajas.
Permitiendo visualizar tendencias en el efecto inhibitorio entre los tratamientos. No se
efectud una comparacion estadistica inferencial entre ambos aceites debido al nimero
limitado de réplicas bioldgicas por tratamiento (n=3).

Figura 17

Comparacion visual del porcentaje de inhibicidn de la biopelicula.
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Nota. Se utilizaron fracciones relativas de la concentracion minima inhibitoria (CMI) con el
objetivo de evaluar el efecto de los aceites esenciales a concentraciones subinhibitorias
comparables en términos de precisién bioldgica sobre el microorganismo,

independientemente de las diferencias en la potencia intrinseca de cada aceite esencial.
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Podemos observar que hay diferencia entre los porcentajes de inhibicion de cada aceite.

Fuente: Autora (2026).

4.3 Bioautografia

4.3.1 Deteccion de compuestos con capacidades antimicrobianas del aceite esencial de
Schinus molle (molle) frente a Escherichia coli ATCC 25922, mediante el ensayo de

bioautografia.

Mediante el método de bioautografia- TLC, ilustrado en las figuras 18,19 y 20 se
evidencid la presencia de compuestos con actividad antimicrobiana en el aceite de Schinus
molle (molle). Se observé la formacion de un halo de inhibicién comprendido entre los
valores de Rf de 0.26 y 0.64, lo que sugiere que los compuestos responsables de la actividad
inhibitoria se localizan en dicha region de la cromatografia. Estas zonas se diferenciaron
claramente de las areas de crecimiento bacteriano, las cuales presentaron una coloracién
violeta como resultado de la reaccion con el indicador MTT. En la Tabla 14, se detallan los
posibles metabolitos secundarios identificados, junto con sus respectivos valores de Rf en
base a bibliografia tomando como referencia el analisis GC/MS provisto por la empresa
Aromavida ® (Anexos By C).

Tabla 14

Posibles metabolitos secundarios del aceite esencial de Schinus molle con actividad

antibacteriana

Distancia Distancia Frente de Posibles Color a
recorrida solvente referencia ~ compuestos 366nm
(cm) (cm) antimicrobianos

1 1.54 6 0.26 o/pB-felandreno  Rojo

2 2.77-3.1 6 0.45-0.52 B-cariofileno Naranja

3 3.44 6 0.57 Limoneno Verde
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Fuente: Autora (2026).

De acuerdo con el Atlas de (Wagner & Bladt, 1996), el a y p-felandreno tienen un Rf
comprendido entre 0.2 y 0.4, y tras la aplicacion de los reactivos reveladores puede
visualizarse con tonalidades rojizas o violaceas. Por su parte, el f-cariofileno muestra un
valor de Rf aproximado de 0.5, y, al emplear el revelador de vainillina, se observa con
coloraciones anaranjadas o pardas. Asimismo, en el estudio realizado por (Coérdova et al.,
2009), al correr un estandar de limoneno en cromatografia empleando tolueno y acetato de
etilo se obtuvo un Rf entre 0.52 y 0.70, el cual presento coloraciones verdes, azules o
moradas tras la revelacion cromatografia.

Los compuestos supuestamente identificados en la regiéon cromatografica
asociada a la actividad inhibitoria corresponden principalmente a terpenos, un grupo de
metabolitos secundarios ampliamente reportados por su acciéon antimicrobiana. Entre
ellos, el o y B-felandreno son isomeros monoterpénicos ciclicos pertenecientes a la familia de
los p-mentadienos. El a-felandreno se encuentra mayoritariamente en especies como
Eucalyptus dives, Curcuma zedoaria y Anethum graveolens y ha demostrado una amplia
gama de actividades bioldgicas, entre las que se incluyen efectos antiinflamatrios,
analgésicos, antimicrobianos e insecticidas. Estudios in vitro han demostrado que este exhibe
una actividad antimicrobiana notable contra cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia
coli, su mecanismo de accion esta asociada con la alteracion de la permeabilidad y la
integridad de la membrana celular. Por otro lado, el B-felandreno, es abundante en el género
Pinaceae, aunque comparte algunas propiedades con su isdbmera alfa, como una actividad
antimicrobiana base, el perfil farmacologico del B-felandreno ha sido menos estudiado en

profundidad. No obstante, la investigacion también sugiere que este puede contribuir a los
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efectos sinérgicos observados en los aceites esenciales (Thangaleela, Sivamaruthi, Kesika,
Tiyajamorn, et al.,, 2022),.

Asimismo, el B-cariofileno, es un sesquiterpeno biciclico natural, presente
principalmente en los géneros Piper y Syzygium, se ha visto que tiene una potente actividad
antibacteriana contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, incluyendo Staphylococcus
aureus y Escherichia coli, su accion esta relacionada con la desestabilizacién de la membrana
celular, atribuido a la alta lipofilicidad del compuesto (Francomano et al., 2019).

Finalmente, el limoneno es un terpeno ciclico, presente principalmente en géneros
como Citrus y Cymbopogon, su actividad bioldgica incluye accion insecticida, antioxidante,
antiinflamatorio, su efecto antimicrobiano se basa en el dafio a las membranas celulares, la
alteracion del metabolismo energético y la intervencion en la formacion de biopeliculas (Lin

etal., 2024) .

Figura 18

Cromatografia TLC de Schinus molle (molle) a 254nm.

Fuente: Autora (2026).



Figura 19

Cromatografia TLC de Schinus molle (molle) a 366nm.

Fuente: Autora (2026).
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Figura 20

Cromatografia TLC de Schinus molle (molle) revelada con vainillina y acido sulfarico.

Nota. A la izquierda cromatoplaca revelada con vainillina y acido sulfurico, a la
derecha cromatoplaca revelada con vainillina y acido sulfarico en luz UV a 366nm

luego de estar 20 minutos en una estufa a 80°C. Fuente: Autora (2026).

Figura 21

Bioautografia de Schinus molle revelada con MTT.
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Rf: 0.57

RF: 0.25

Fuente: Autora (2026)

4.3.2 Deteccidén de compuestos con capacidades antimicrobianas del aceite esencial de

Ocotea quixos frente a Escherichia coli ATCC 25922, mediante el ensayo de bioautografia.

Con el método de TLC-Bioautografia ilustrados en las figuras 22, 23, 24 y 25 se
evidencio la presencia de compuestos bioactivos con actividad antimicrobiana del aceite
esencial de Ocotea quixos (ishpingo). Se identificaron dos halos blanquecinos
correspondientes a los metabolitos con accidn inhibitoria frente a Escherichia coli ATCC
25922, diferenciandose de las zonas de crecimiento que presentaron una coloracion violacea
luego de ser revelados con MTT. En la Tabla 15, se detallan los posibles metabolitos

secundarios identificados, junto con sus respectivos Rf en base a la bibliografia tomando
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como referencia el analisis GC/MS de la ficha técnica provista por la fundacion Chankuap

(Anexo D).

Tabla 15

Posibles metabolitos secundarios del aceite esencial de Ocotea quixos (ishpingo) con

actividad antibacteriana

Distancia  Distancia  Frentede  Posibles compuestos Color a
recorrida  solvente referencia  antimicrobianos 366nm
(cm) (cm)
1 1.1 6 0.18 a-trans-bergamoteno  Azul
tenue
2 2.14 6 0.35 1,8 cineol Verde
3 2.4 6 0.4 Metoxicinamaldehido Amarillo-
verdoso
4 3.22 6 0.54 Acetato de cinamilo ~ Marron
0scuro

Fuente: Autora (2026).

Posteriormente, a parir de los valores del frente de referencia (Rf) y de las

coloraciones observadas tras el revelado con acido sulfurico, se propuso la identificacion de

los posibles metabolitos presentes en las zonas inhibitorias. De acuerdo con lo reportado por

(Noriega et al., 2018) un valor de Rf de 0.18 corresponde al a-trans-bergamoteno, mientras

que un Rf de 0.40 se asocia al metoxicinamaldehido y un Rf de 0.54 corresponde al acetato

de cinamilo. De igual modo, (L6pez, 2013) analiz6 un aceite esencial foliar de Ocotea quixos

(ishpingo) perteneciente al proyecto Chankuap y report6 una coloracion verde tras el revelado

con acido sulfarico, caracteristica atribuida al 1,8-cineol. En concordancia con este hallazgo,
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el valor de Rf de 0.35 observado en el presente estudio sugiere la presencia de dicho
compuesto en la fraccion correspondiente.

Los metabolitos identificados en las zonas inhibitorias del aceite esencial Ocotea
quixos (ishpingo) corresponden principalmente a terpenos y derivados fenoélicos. Entre ellos,
el a-trans-bergamoteno es un sesquiterpeno biciclico reconocido principalmente por su aroma
dulce y citrico. A este compuesto, asi como a otros bergamotenos, se le han descrito
actividades antiinflamatorias, asociadas a la inhibicion de la produccién de 6xido nitrico, y
antioxidantes, debido su capacidad de capturar radicales libres. Estos compuestos también
presentan actividad antimicrobiana contra bacterias, atribuido a su naturaleza lipofilica, que
les permite intercalarse en la bicapa lipidica de la membrana celular, ademas de reducir la
adherencia bacteriana y la formacion de biopeliculas (Annaz et al., 2024).

Por otro lado, el metoxicinamaldehido es un compuesto organico derivado del
cinamaldehido, este ejerce su actividad antimicrobiana mediante el dafio a la membrana
celular, el aumento de la permeabilidad, la peroxidacion lipidica y la interferencia en
procesos de transcripcion y expresion génica (Wu et al., 2025).

Otro compuesto relevante es el eucaliptol o 1,8 cineol, este es un monoterpeno
biciclico presente principalmente en aceites esenciales de eucalipto, romero y otras plantas.
Se usa por sus propiedades bioldgicas en el tratamiento de afecciones respiratorias como
sinusitis y enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), debido a su baja actividad
selectiva. Respecto a su actividad antibacteriana, este compuesto es capaz de alterar la
integridad de la membrana celular al aumentar su permeabilidad y permitir la fuga de
material intracelular, ademas, promueve la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), que dafan el contenido intracelular bacteriano como ADN, proteinas y lipidos (Moo

etal., 2021) .
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Finalmente, el acetato de cinamilo es un éster derivado del alcohol cindmico y acido
acetico. Es un liquido incoloro utilizado como fragancia y saborizante y como repelente de
mosquitos. Se ha visto que aceites ricos en este compuesto, presentan actividad
antibacteriana y antifangica, sin embargo, no se ha estudiado su mecanismo de accion

(Cooper & Jeffrey, 2020).

Figura 22

Cromatografia TLC de Ocotea quixos (ishpingo) a 254nm.

Fuente: Autora (2026).



Figura 23

Cromatografia TLC de Ocotea quixos (ishpingo) a 366nm.

Fuente: Autora (2026).
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Figura 24

83

Cromatografia TLC de Ocotea quixos (ishpingo) a 366nm luego de ser revelado con

acido sulftrico.

Fuente: Autora (2026).

Figura 25

Bioautografia de Ocotea quixos revelada con MTT.

Rf: 0.54

Rf: 0.4

Rf: 0.35

Rf:0.18
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Nota. Frentes de referencia del halo de inhibicion. Fuente: Autora (2026).

Capitulo V
5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Basado en la evaluacion in vitro de la actividad antimicrobiana a partir de los aceites
esenciales de Schinus molle (molle) y Ocotea quixos (ishpingo) frente a Escherichia coli
ATCC 25922 se derivan las siguientes conclusiones:

El aceite esencial de Schinus molle (molle) presenté una mayor actividad inhibitoria
frente a la cepa de Escherichia coli ATCC 25922 evidenciada por una concentracion minima
inhibitoria (CMI) de 1000 pg/mL en comparacion con el aceite esencial de Ocotea quixos
(ishpingo) cuya CMI fue de 4000 pg/mL. Estos resultados revelan la riqueza de los
compuestos bioactivos en los aceites esenciales evaluados, la presencia de monoterpenos
como felandrenos y limonenos presentes en el aceite esencial de Schinus molle (molle)
contribuyen a una mejor actividad antimicrobiana.

En relacion con la actividad inhibitoria de las biopeliculas el aceite de Schinus molle
(molle) presentd mejor efecto inhibitorio en comparacion con el aceite esencial de Ocotea
quixos (ishpingo) tanto a ¥2 CMI (63.9 % +10.1 vs 52.4% +14.2) como a ¥ CMI (49.7%
+11.4 vs 29.3% £13.6). Estos resultados indican que el aceite de Schinus molle (molle)
presenta mayor actividad en lo que respecta a la inhibicién de biopeliculas. Lo que sugiere su
posible aplicacion como agente natural para la prevencion y control de biopeliculas
microbianas, la diferencia observada entre ambos aceites se puede atribuir a la variacion en la
composicion quimica resaltando la importancia del analisis de los principios bioactivos en

futuras investigaciones
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Finalmente, se identifico los principales metabolitos secundarios presumiblemente
responsables de la actividad bioldgica de los aceites esenciales frente a Escherichia coli
ATCC 25922, en base a los frentes de referencia (Rf) y bibliografia, se permiti6 asociar
determinados metabolitos con la actividad antimicrobiana. De esta forma, en el aceite
esencial de Schinus molle (molle) evaluado se detectaron compuestos terpénicos como
felandrenos, cariofileno y limoneno, que poseen la capacidad de alterar la integridad de la
membrana celular bacteriana contribuyendo a su efecto antimicrobiano. Por su parte, en el
aceite esencial de Ocotea quixos (ishpingo) se identificaron los posibles metabolitos tales
como el acetato de cinamilo, 1,8 cineol, el metoxicinamaldehido y el bergamoteno. Estos

metabolitos han demostrado actividad antimicrobiana en estudios previos.

En base a los resultados obtenidos no se pudo demostrar de manera estadisticamente
significativa que el tipo de aceite esencial, Schinus molle (molle) y Ocotea quixos (ishpingo)
influya en la actividad inhibitoria in vitro frente Escherichia coli ATCC 25922. Aunque se
observaron diferencias en la actividad inhibitoria entre ambos aceites de Schinus molle
(molle) y Ocotea quixos (ishpingo), el nimero limitado de replicas (n=3), no permitié realizar
un analisis estadistico robusto que confirmara la hipétesis planteada, siendo necesario

aumentar el tamafio muestral en futuras investigaciones.

5.2 Recomendaciones:

Se recomienda explorar y realizar mas estudios acerca de la efectividad
antimicrobiana de Schinus molle (molle) y Ocotea quixos (ishpingo) en contra de otros
microorganismos debido a que estos aceites no solo cuentan con actividad antibacteriana,

sino antifungica y antiviral.
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Se sugiere hacer estudios de la actividad de los aceites esenciales Schinus molle
(molle) y Ocotea quixos (ishpingo) y su efecto en biopeliculas preformadas, debido a que es

un tema de importancia clinica.

Se recomienda explorar mas acerca de los componentes presentes en ambos aceites y
hacer analisis que confirmen la presencia de los posibles metabolitos secundarios en los halos
de inhibicion de las cromatoplacas, bioautograficas mediante analisis GC/MS u otras técnicas

analiticas.

Antes de considerar aplicaciones industriales o clinicas es necesario evaluar la
citotoxicidad de los aceites en lineas celulares o modelos animales, para garantizar la

seguridad de estos.
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Apéndices y anexos

Anexo A
Ficha técnica del aceite esencial de Schinus molle (molle).

FICHA TECNICA AROMAVIDA

GENERALIDADES : MOMBRE :  AcEsencial Molle 10m

CODIGO (PAES20-010 NOMERE CIENTIFICO :  Sehinus molle
NOMBRE COMUN : Ac Egencial Melle 10ml
COMMON NAME - False peppertree
CAS GHOIT-52-2/ B4334-31-3
BC - A05-104-2
PRESENTACION : 10 ml
USD =

Ingrediente para producios milliples. Siempre diluir antes de utilizar.

INGREDIENTES INCI : L00% Schinus molle oil
e
—
PRECAUCIONES - Mo usar sin dikeic. Evitar contaclo con ejos v mucosas. Conservar en un lugar
fresen, seco y obseuro. Mantener fuera del aleance de los nifios.
DESCRIPCION GENERAL -
Aceite esencial 100% purs obienide de 3 destilacidn de las planias por arrasire de vapor. Se raa de un
aceile esencial idalmente natural sin aditivos guimices v de plantas lbres de ofganismos genélicanente
modificados (GM).
ORGANOLEPTICOS ¢
ASPECTD Fluido y limpido
COLOR : Amarillo claro, Amarillo oseuro
OLOR Dulee-especiado, leve nota foral, suave, caractenistico de molle, Fresco, Aromidlios, matiz amaderad
SABOR : MiA
FISICOQUIMICOS -
DENSIDAD RELATIVA - (LB40 - D33
INDICE DE REFRACCION : 1477 - 1.482
BRIX : TAG - TEE %

HiA
NENTES PRINCIFALES @ gipha-PHELLANORENE. LIMONENE, beta-PHELLANDRENE, bete MYRCENE, SABINENE
OTRA INFORMACION :

FAMILIA BOTANICA Anacardiaceas
PARTE PROCESADA Fruto y hojas
TIPQ DE PRODUCTD Aceite esencial
TIPO DE CULTIVO - Silvestre

METODO DE FABRICACION : Destilacion por arrastre de vapor

COSING :
MOMEBRE INCT - Sehinus molle od
FUNCIONES : FRAGRANCE
DESCRIPCION : Sehinus Malle O is thie oil expressed from the it of he American Pepper, Schinus molle L,
Theaceae
RESTRICCIONES MAA

GRUPD DE RIESGO PRINCIPAL : Personas con historia de alergia a los aceites esenciales o a la planta de ee aceite.

Fuente: Aromavida
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Anexo B

Primera pagina del analisis GC/MS del aceite de Schinus molle (molle).



Tableau des résultats : SCHINUS MOLLE EQUATEUR LOT N* 2804
- TR ; Norme Allergines
Pics {min) Constituants %, (%) )
1 7.08 |[TRICYCLENE 0.62
2 7.46 |alpha-PINENE 3.67
3 7.47 |alpha-THUYENE 0.18
4 8.71 |CAMPHENE 3.65
5 10.36 |beta-PINENE 1.62
] 11.08 |SABINENE 1.36
7 beta-MYRCENE
B 1876 alpha-PHELLAMDREMNE nas
a 13.77 |psi-LIMOMENE 0.11
10 | 1441 [alpha-TERPINENE 0.08
11 15.66 |LIMONENE B.B2 B.B2
12 | 16.14 [beta-PHELLANDRENE B.27
13 | 1B.58 [gamma-TERFINENE 0.09
14 19.20 |Trans-beta-OCIMENE 0.04
15 | 1996 [p-CYMEMNE 1.15
16 | 21.00 [TERFINOLENE 0.10
17 23.32 |4.8-DIMETHYL-1,3,7-MONATRIENE 0.02
18 | 2B.77 [CAFRYLATE DE METHYLE 0.14
19 | 33.55 [ESTER ALIFHATIQUE 0.01
20 | 34.04 [alpha-CUBEBENE 0.02
21 34.61 |SESQUITERPENE 0.02
22 | 35.08 [BICYCLOELEMENE 0.17
23 | 36.33 [alpha-COPAENE 0.06
24 38.10 |alpha-GURJUNENE 0.81
25 | 3B.51 |[ESTER ALIFHATIOQUE 0.03
26 | 3B.84 [SESOUITERFENE 0.03
27 308.09 |SESQUITERPENE 0.06
28 | 30.98 [Trans-p-MENTH-2-EN-1-0L 0.02
20 | 40.69 [ACETATE DE BORNYLE 0.15
30 | 41.37 [ELEMENE ISOMERE 0.06
kbl 41.81 |ESTER ALIFHATIQUE 0.02
32 | 42.26 |beta-ELEMENE 0.85
33 | 42.27 |beta-CARYOPHYLLENE in
34 42.46 |TERFINEME-4-0L 0.15
35 | 43.06 [AROMADENDRENE 0.02
36 | 43.33 [COMPOSE AROMATIQUE 0.06
37 43.B8 |SESQUITERFENE 0.01
38 | 44.03 [SESQUITERPENE 0.05
30 | 44.72 [CADINA-3,5-DIENE 0.05
40 | 45.19 |[GERMACRENE A 0.01
41 45.34 |ALLO-AROMADENDRENE 0.27
42 | 46.26 |ZOMNARENE 0.05
43 | 46.65 [alpha-HUMULENE 0.75
44 47.08 |Cis-4.5-MUUROLADIENE 0.07
45 | 47.86 [gamma-MULUROLENE 0.19
46 | 4B.280 [SESQUITERPENE 0.01
47 48.45 |LEDEME 0.10
48 | 4B.61 [BORNEOL 0.06
49 | 49.20 |[GERMACRENE D 0.51
50 | 4946 [beta-SELINENE 0.01
51 48.58 |SESQUITERPEME 0.11
5 49.65 |alpha-SELINENE 0.07
50.27 |alpha-MUUROLENE 0.44
54 50.48 |BICYCLOGERMACRENE 4.18

Fuente: Aromavida (2025)

Anexo C

Segunda péagina del analisis GC/MS del aceite de Schinus molle (molle).
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Tableau des résultats : SCHINUS MOLLE EQUATEUR LOT N* 2804

- TR . Mo rine Allergianes
Pics (win) Constituants o (@) {90
55 | 51.74 |delta-CADINENE 2.63
56 | 51.87 |gamma-CADINEME 0.43
57 | 5212 |SESQOUITERFPENE 0.22
58 | 5350 |CADINA-14-DIENE 0.04
59 | 5399 |alpha-AMORPHENE 0.13
60 | 54.893 |Cis-SABINOL 0.04
61 | 55.25 |SESQUITERFENE 0.05
62 | 5580 |COMPOSE CETONIQUE Mw=126 0.02
63 | 56.97 |CALAMENENE 0.02
G4 | 5004 |SESQUITERFENE 0.0
65 | 5038 |Epi-CUBEBOL 0.16
66 | 50.39 |BUTYRATE DE GERANYLE 0.02
67 | 61.209 |G-epi-SHYOBUNOL ISOMERE 0.42
68 | 61.55 |PALUSTROL 0.23
59 | &2.09 |CUBEBOL 0.21
J0 | 6357 |SESQUITERPEMOL 0.02
71 | 6391 |OXYDE DE CARYOPHYLLENE 0.05
72 | 64.28 |SESQUITERPENOL 0.02
73 | 6683 |ESTER ALIPHATIOUE 0.02
4 | 6615 |SESQUITERPEMOL 0.49
75 | 66.51 |SESQUITERPENOL 0.02
76 | 6A.52 |LEDOL 0.24
77 | &6.83 |SESQUITERPENOL 0.04
78 | 67.37 |GERMACRENE D-4-0L 1.62
78 | 67.60 [Epi-CUBENOL 0.06
80 | &7.68 |CUBEMNOL 0.11
81 | &8.08 |GLOBULOL 0.09
82 | 6B.82 |ELEMOL 3.74
8% | 6B.96 |VIRIDIFLOROL 0.30
84 | &0.50 |CAFROATE DE MERYLE 0.02
85 | &0.70 |10-epi-gamma-EUDESMOL 0.03
86 | 70,899 |SPATHULENOL 0.29
a7 | 7305 |gamma-EUDESMOL 0.30
88 | 7306 |T-CADINOL 0.8
89 | 7324 |AGAROSPIROL 0.02
90 | 7375 |SESQUITERPENOL 0.18
91 | 73.89 |alpha-MUUROLOL 0.63
G2 | 74.39 |delta-CADINOL 0.15
93 | 7457 |CARVACROL 0.01
94 | 74.93 |SESQUITERPENOL 0.03
95 | 7515 |GERANYLGERANIADIEME 0.03
96 | 7538 |SESQUITERPENOL 0.13
97 | 75.66 |alpha-EUDESMOL 0.43
98 | 7580 |beta-EUDESMOL 0.55
99 | 75.91 |alpha-CADINCL 112
100 [ 79.97 |6-Epi-SHYOBUNOL 2.26
i1 [ 8076 |EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0.05
102 | B1.85 |SESQUITERFENOL 0.02
103 | B2.27 |SESOQUITERPENOL 0.05
104 [ g2.96 |COMPOSE ALCOCL 0.07
105 | &6.85 |ACIDE LAURIOUE 0.03
106 [ 90,06 |EPOXYDE SESQUITERPENIOUE 0.03
TOTAL 89.99 8.82

Fuente: Aromavida (2025)

Anexo D

Primera pagina de la ficha técnica del aceite de Ocotea quixos (ishpingo).
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FICHA TECNICA & Crtvar

" OIECRESNE FLER FL FEINER

Fundocidn Chankuap’, Direccidn: Vida! Rivedeneira y Hernando de Benavente, Mocos — Ecuador ECI40150; Telf.: (583)7-
2701763, e-mail: chankuap@mo.pro.ec. Pora mayor informacian contactar: Area de Transformacidn de productas

ACEITE ESENCIAL ISHPINK
{ISHPINK ESSENTIAL OIL)

1. Descripcidn

El geeite esencial de fshpink es un producto oblenido de las hafas y calices florales de lo planta Ocotea quixos
por medio de una destilacion por arrastre de vagor.
Se trata de un aceite esencial totalmente natural sin aditivas guimicos.

2. Aplicaciones

Ingrediente natural para cosméticas (Aroma)

3. Especificaciones
INCI name [sugerida):  Ocoteo guixos

CAS No.: No disponible

EINECS No.: No disponible

COMPUESTO % Id COMPUESTO % I COMPUESTO % Id
Cardenn 0124 Mosleno 0,582 Gurjunero 1735
Alpha pinene 4,121 Linanoal L1213 Caryophylliene 11,785
Berzaldetyde 1,588 3 phenyl propanal 0,321 Cinnamyl acetate 134943
IR- alpha pinene 2263 4 terpineol 0,806 Alpha caryophyilene 7245
Bicyclo heptane 4,773 Alpha terpineci 0,690 Isveugenol meifyl ester (LG58
Terpinalene 1.375 Cinmnamal 13042 Aslenes 2763
Cymene 3,206 Alpha cubeno 0.282 Cardineno G4
Camphene 1694 Copaeno 2560 Caryaphyllene oxide 4,044
Eucalyptol 4811 Methy! cinnamate 4 0652

Benzyl bonznate 1567

GC-MS Estudio de fa Universidad de Ferrara (Tralia)

DATO DE ANALISIS RANGO METODO
Apariencia Viswal Liguida aceitoso transparente Visual

Color Ligeramente amarillo Visual

Chor Tipica nota a canela Mor

Densidad (g/mi) 082092 <841=USP
Indice de Refraccidn 1.520- 1.530 <831>U5SP
Indice de Acidez (%) Max. 1.2 Método Interno
Salubilidad en alcobol Completamente soluble en alcohol 86° Método Interno
Cinnamal (%) 1.0- 135 GC-MS
Caryophyliene (%6) a5- 120 GO-MS
Cinnamyl acetate (%) 135-150 GO-MS

Fuente: Proyecto Chankuap (2025)

Anexo E

Segunda pégina de la ficha técnica del aceite de Ocotea quixos (ishpingo).
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FICHA TECNICA § St

" ONECHRENY PUER FL FEINER

Fundocidn Chonkuap’, Direccidn: Vidal Rivedeneira y Hernando de Benavente, Mocos - Ecuodor EC140150; Telf.: (583)7-
2701763, e-mail: chankuap@mo.pro.ec. Para mayor informacidn contactar: Area de Tronsfarmacidn de productos
4. Parte de la planta utilizada

Hojis de Deotea quixos

5. Vida Util

24 meses a partir de lo fecha de produccidn. Al final del periodo de caducidad es aconsejable reanalizar el
lote, si el late cumple con los pardmetros de calidod se puede seguir utilizando el producto.

6. Descripcidn de la Planta

El ishpink es una planta arbérea perenne dicotileddnen que pertenece a la familia de las Lovraceae, género
Ocoted, especie guixos.

7. Condiciones de Almacenamiento

Asegure buena ventilocion, protéjase de la exposicidn directa o fa fuz.
Manténgase alejodo de los Fuentes de ignician. No fumar.
Manténgase en contenedores estrechamente sellados.

8. Estdndares de Empague

El producte es empacade en botellas de vidra ambar (el velumen: de severdo can el pedido)

9. Uso Tradicional de la Planta

Se emplean los calices, que igualmente poseen oceite esencial para calmar los dofores del parto y luego de
este aliviar los molestias luego del misme (fuente indigena).

10. ASPECTOS SOCIALES ¥ MISION DE FUNDACION CHANKUAP’

Lo Fundocitn Chankuap' es une ONG [Organizacidn No Gubernarmental) sin fines de lucro. El centro de
geopio de Chankuap' se encargo de lo recoleccidn de o materia prima vegetal y de lo produccion de la
especi.

Coda producta es el fruto del trabajo de los comunidades amazdnicos Shuar,

Achuar y Coleno mestiza de Morona Santiege al Sur del Ecuadar y se inserta en una clare voluntad de
virlorizacicn de los recursos locales.

Fuente: Proyecto Chankuap (2025)

Anexo F

Datos obtenidos de la absorbancia de Schinus molle frente a Escherichia coli ATCC 25922
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Réplica Repeticion Absorbancia Tratamientos Absorbancia Capacidad

control minima
positivo inhibitoria
pug/mL
1 1 0.123 T1 1.032
1 2 0.13 T1 1.119
1 3 0.161 T1 1.121
2 1 0.157 T1 1.051 4000
2 2 0.176 T1 1.053
2 3 0.162 T1 1.125
3 1 0.118 T1 1.093
3 2 0.167 T1 1.088
3 3 0.12 T1 1.107
1 1 0.152 T2 1.032
1 2 0.164 T2 1.119
1 3 0.157 T2 1.121
2 1 0.177 T2 1.051 2000
2 2 0.166 T2 1.053
2 3 0.214 T2 1.125
3 1 0.129 T2 1.093
3 2 0.146 T2 1.088
3 3 0.152 T2 1.107
1 1 0.215 T3 1.032

1 2 0.154 T3 1.119



0.17

0.181

0.180

0.169

0.128

0.151

0.131

0.714

0.814

0.912

0.869

0.782

0.857

0.765

0.822

0.65

1.081

1.093

1.011

1.023

1.105

1.056

1.052

1.008

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T4

T4

T4

T4

T4

T4

T4

T4

T4

TS5

TS5

TS5

TS5

TS5

TS5

TS5

TS5

1.121

1.051

1.053

1.125

1.093

1.088

1.107

1.032

1.119

1.121

1.051

1.053

1.125

1.093

1.088

1.107

1.032

1.119

1.121

1.051

1.053

1.125

1.093

1.088

1000

500

250
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1.069

1.074

1.079

1.079

1.082

1.008

1.158

1.091

1.014

1.007

1.076

1.501

1.119

1.001

1.012

1.011

1.014

1.094

1.074

1.045

1.044

1.119

1.079

1.061

TS5

T6

T6

T6

T6

T6

T6

T6

T6

T6

T7

T7

T7

T7

T7

T7

T7

T7

T7

T8

T8

T8

T8

T8

1.107

1.032

1.119

1.121

1.051

1.053

1.125

1.093

1.088

1.107

1.032

1.119

1.121

1.051

1.053

1.125

1.093

1.088

1.107

1.032

1.119

1.121

1.051

1.053

125

62.5

31.25
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1.042

1.038

1.167

1.032

T8

T8

T8

T8

1.125

1.093

1.088

1.107

Fuente: Autora (2026).

Anexo G

Datos obtenidos de la CMI de Ocotea quixos (ishpingo) frente a Escherichia coli ATCC

114

25922

Reéplica  Repeticion  Absorbancia  Absorbancia Tratamientos Capacidad
control minima
positivo inhibitoria

pg/mL

1 1 0.150 1.022 T1

1 2 0.130 1.146 T1

1 3 0.180 1.004 T1

2 1 0.192 1.03 T1 4000

2 2 0.206 1.082 T1

2 3 0.186 1.017 T1

3 1 0.137 1.087 T1

3 2 0.152 1.095 T1

3 3 0.148 1.042 T1



1.047

1.012

11

1.092

1.101

1.041

1.034

1.04

1.002

1.013

1.035

1.025

1.092

1.007

1.047

1.012

1.133

1.133

1.019

1.032

0.987

1.019

1.01

1.034

1.022

1.146

1.004

1.03

1.082

1.017

1.087

1.095

1.042

1.022

1.146

1.004

1.03

1.082

1.017

1.087

1.095

1.042

1.022

1.146

1.004

1.03

1.082

1.017

T2

T2

T2

T2

T2

T2

T2

T2

T2

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T4

T4

T4

T4

T4

T4

2000

1000

500
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1.068

1.048

1.014

1.008

1.074

1.062

1.079

11

1.034

1.009

1.078

1.006

1.073

1.051

1.04

1.048

1.073

1.015

1.025

1.015

1.05

1.021

1.153

1.087

1.095

1.042

1.022

1.146

1.004

1.03

1.082

1.017

1.087

1.095

1.042

1.022

1.146

1.004

1.03

1.082

1.017

1.087

1.095

1.042

1.022

1.146

1.004

T4

T4

T4

T5

T5

T5

T5

T5

T5

T5

T5

T5

T6

T6

T6

T6

T6

T6

T6

T6

T6

T7

T7

T7

250

125
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2 1
2 2
2 3
3 1
3 2
3 3
1 1
1 2
1 3
2 1
2 2
2 3
3 1
3 2
3 3

1.007

1.034

1.098

1.035

1.16

1.116

1.054

1.08

1.143

1.066

1.026

1.149

1.151

1.131

1.167

1.03

1.082

1.017

1.087

1.095

1.042

1.022

1.146

1.004

1.03

1.082

1.017

1.087

1.095

1.042

T7

T7

T7

T7

T7

T7

T8

T8

T8

T8

T8

T8

T8

T8

T8

62.5

31.25
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Fuente: Autora (2026).

Anexo H

Datos obtenidos del ensayo con cristal violeta con para evaluar la inhibicion de la formacion

de biopeliculas con aceite esencial de Schinus molle (molle).

Réplica Repeticion Absorbancia Absorbancia Absorbancia

%2 CMI Y2 CMI control
positivo
R1 1 0.041 0.031 0.090



R1

R1

R1

R1

R1

R2

R2

R2

R2

R2

R2

R3

R3

R3

R3

R3

R3

0.027

0.038

0.036

0.034

0.038

0.035

0.046

0.028

0.030

0.039

0.020

0.043

0.018

0.037

0.030

0.035

0.023

0.064

0.051

0.044

0.048

0.051

0.031

0.037

0.049

0.046

0.045

0.071

0.045

0.051

0.037

0.057

0.045

0.051

0.105

0.072

0.091

0.101

0.070

0.080

0.095

0.086

0.095

0.113

0.095

0.106

0.089

0.100

0.109

0.091

0.107

Nota. El blanco observado fue de 0. No se coloco el control solvente debido a que las

118

absorbancias fueron superiores o similares a las del control negativo. Fuente: Autora (2026).

Anexo |
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Datos obtenidos del ensayo con cristal violeta con para evaluar la inhibicion de la formacion

de biopeliculas con el AE de Ocotea quixos (ishpingo).

Réplica Repeticion Absorbancia Absorbancia Absorbancia

Y2 CMI Y4 CMI control
crecimiento
R1 1 0.048 0.050 0.090
R1 2 0.058 0.059 0.105
R1 3 0.049 0.063 0.072
R1 4 0.015 0.062 0.091
R1 5 0.038 0.071 0.101
R1 6 0.030 0.049 0.070
R2 1 0.039 0.070 0.080
R2 2 0.062 0.065 0.095
R2 3 0.047 0.080 0.086
R2 4 0.042 0.067 0.095
R2 5 0.050 0.064 0.113
R2 6 0.056 0.063 0.095
R3 1 0.043 0.075 0.106
R3 2 0.060 0.063 0.089
R3 3 0.070 0.070 0.100
R3 4 0.039 0.093 0.109
R3 5 0.036 0.079 0.091
R3 6 0.041 0.060 0.107

Fuente: Autora (2026).
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Anexo J

Técnica de tincion con cristal-violeta

Fuente: Autora (2025).

Anexo K

Factura por adquisicion de cepa de estudio

RUC: 1713152047001

NO TIENE LOGO |, .

No.  001401000001282

CLAVEDE ACCESG

Fuente: Microbiolab (2026).



