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Resumen

Los principales componentes identificados en el aceite esencial de las hojas de Ocotea quixos (Lam.) Kosterm.
son: Cariofileno 19,029%, Humuleno 14,323% y Eremofileno |1,407%, aclarandose que éstos sobresalen de un
total de 62 compuestos. La técnica utilizada para la extraccion del aceite fue destilacion con agua y vapor de
agua, empleando un destilador de 250 litros de capacidad. La cantidad de aceite obtenida fue de 3 ml por cada
10 kg de hojas frescas. El aceite fue utilizado para un experimento de evaluacién de actividad antimicrobiana y
antiflingica, siendo el resultado la inhibicion del crecimiento de cepas de Staphylococcus epidermidis, Staphylcoccus
aureus, Escherichia coli, Candida albicans, Streptococos piogenes y Streptococcus mutans. Los resultados del experi-
mento demostraron que el aceite foliar tiene una alta capacidad inhibitoria contra hongos (levaduras) y bacte-
rias; asi, se recomienda por un lado, continuar con analisis quimicos mas finos para determinar la naturaleza es-
pecifica de los 62 compuestos y, por el otro, realizar ensayos con un nimero mayor de agentes patogenos.
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Introduccion

La identificacion quimica de compuestos activos del
aceite de Ocotea quixos (Lam.) Kosterm., ain estd en
una fase inicial, tanto a nivel del Ecuador como en
otros paises, es asi que se convierte en una prioridad
por su actividad bioldgica iniciar estudios que valoren
sus propiedades antimicrobianas.

Por lo antes expuesto, es importante aclarar que
son escasos los estudios publicados respecto a las
propiedades medicinales de O. quixos, entre los que se
destacan los de Naranjo (1981), Gupta (1995) y Ulloa
(2006), quienes mencionan sus usos tradicionales;
Bruni y Medici (2003) y Ballabeni et al. (2007), quienes
reportan la composicién quimica del aceite del céliz y
su actividad biolégica, y Sacchetti et al. (2006), quienes
estudian la composicién quimica del aceite foliar.

Dentro de este contexto, esta investigacion se
propuso relacionar las actividades medicinales pro-
pias de los aceites esenciales con actividad bioldgica
para erradicar agentes microbianos. Asi, se decidié
emplear técnicas modernas de andlisis fitoquimico
para evaluar principios activos del aceite extraido de
las hojas y probar su actividad biolégica contra cepas
de bacterias y hongos (levadura) como: Staphylococcus
epidermidis, Staphylcoccus aureus, Escherichia coli,
Candida albicans, Streptococos piogenes, Streptococcus
mutans.

La seleccion de los arboles que proporcionaron
las hojas de O. quixos para el experimento se realizé
en el bosque que circunda la poblacién de Proafo
(provincia de Morona Santiago). El material fresco fue
transportado al centro de destilacion de la Fundacién
Chankuap (Macas, provincia de Morona Santiago),
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donde se extrajo el aceite, luego éste fue transporta-
do a Quito al Centro de Investigacion y Valoracion de
la Biodiversidad (CIVABI, Universidad Politécnica Sa-
lesiana) para ser analizado a nivel bioquimico.

La identificacién del valor curativo del aceite de
las hojas de O. quixos para combatir patégenos es un
nuevo aporte para la ciencia, por lo tanto se reco-
mienda en los préximos estudios determinar cual o
cudles de los 62 compuestos hasta el momento regis-
trados tiene o tienen la capacidad inhibitoria.

Es importante resaltar que en el futuro el acei-
te foliar de O. quixos puede ser una fuente importan-
te para el desarrollo de medicamentos de origen or-
ganico y que pueden ser promocionados tanto en
centros de salud como en el mercado farmacéutico
convencional.

Métodos empleados para determinar la
composicion quimica y la actividad
biologica del aceite esencial de las hojas
de Ocotea quixos (Lam.) Kosterm.

I. Recoleccién del material vegetal: Las hojas
de O. quixos fueron recolectadas a 10,5 km de la ciu-
dad de Macas, especificamente en una hacienda loca-
lizada en el km I8 de la via a Riobamba, que pertene-
ce a la parroquia San lIsidro, cantéon Macas, provincia
de Morona Santiago. La propiedad esta cubierta por
vegetacion de sucesion secundaria y se encuentra a
una altitud de 1.200 msnm entre las coordenadas
1,6° latitud N y 79, 6° de longitud S, asi presenta: cli-
ma subtropical, temperatura promedio anual de
24°C, precipitacion media anual de 2.400 mm y hu-
medad relativa promedio de 80%.

2. Datos botanicos de Ocotea quixos (Lam.)
Kosterm.: La especie Ocotea quixos (Lam.) Kosterm.
pertenece a la familia Lauraceae y es conocida en el
Ecuador con diferentes nombres vernaculos, entre
los que se destacan: canelén, ishpink, ispingu y/o ish-
pingo (Gupta 1995; Rios et al. 2007). El habitat natu-
ral de este arbol es el bosque hiimedo tropical de la
Amazonia ecuatoriana, encontrandose entre 310 y
[.250 msnm de altitud y destacandose por ser endé-
mico de este lugar.

Algunas de las caracteristicas botdnicas mas im-
portantes de la especie O. quixos la distinguen por ser
un arbol perenne de 2-5 m de altura; lamina de la ho-
ja de 14,5-23,5 cm de longitud x 3,5-6 cm de ancho,
olor a canela; flor blanco-verdosa; cdliz persistente de
seis sépalos y fruto ovalado de 4 cm de longitud. La

especie florece y fructifica cada dos afos cuando al-
canza minimo veinte afios de madurez (Figura ).

3. Métodos para determinar la composicion
quimica del aceite foliar de Ocotea quixos
(Lam.) Kosterm.: El experimento fue ejecutado de
la siguiente manera:

a. Preparaciéon de la muestra vegetal: se emplearon
10 kg de hojas frescas que fueron colocadas en un
destilador de acero inoxidable.

b. Obtencion del aceite: se obtuvo el aceite me-
diante la técnica de destilacién con agua y vapor de
agua (Sharapin 1999) en un destilador de 250 litros
construido por los autores. El rendimiento fue de 30
ml por cada 10 kg de material vegetal fresco.

c. lIdentificacion de los componentes quimicos del
aceite foliar: se analizaron 20 pl de aceite esencial di-
luidos a 2ml con n-hexano. De esta muestra, se inyec-
taron 2 pl en el equipo de cromatografia gaseosa aco-
plada a masas marca VARIAN modelo Saturn 2001,
siendo las condiciones del andlisis una temperatura
del inyector a 250° C, columna factor four VF-5ms
(30m x 0,25mm), gas transportador Helio Iml/min y
split 200 (Tabla 1).

Figura |. Rama con hojas y frutos de “ishpingo” [Ocotea
quixos (Lam.) Kosterm., Lauraceae].
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Tabla |. Condiciones de la columna del cromatégrafo de gases acoplado a masas para el analisis del aceite fo-

liar de Ocotea quixos (Lam.) Kosterm.

Temperatura (°C) Velocidad (°C/min) Permanencia (min) Total (min)
50 0 2 2
100 20 0 4,5
220 5 1,5 30

El cromatografo de gases acoplado a masas funciona
en conjunto con un espectrémetro de masas que se
operé bajo las siguientes condiciones analiticas: ener-
gia de ionizacion 70 eV, corriente de emision 40mA,
rango de masas 40 — 400 m/z y temperatura ion sour-
ce de 220° C.

d. Determinacién de la concentracion minima inhi-
bitoria (MIC): La MIC se evalu6 con las siguientes ce-
pas de bacterias: Escherichia coli, Staphylcoccus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans 'y
Streptococos piogenes, asi como con la levadura
Candida albicans.

Los patogenos fueron escogidos porque son res-
ponsables de varias infecciones severas, mencionan-
dose las principales a continuacién:

»  Escherichia coli causa infecciones intestinales.

e Staphylcoccus aureus provoca infecciones de la
piel, neumonia, sepsis con o sin metastasis (osteitis,
artritis, endocarditis, abscesos localizados y gastroen-
teritis).

»  Staphylococcus epidermidis produce infecciones
tanto en mucosas como en membranas animales y
humanas.

»  Streptococcus mutans origina infecciones en la ca-
vidad bucal, siendo la mas conocida la caries dental.
»  Streptococcus pyogenes ocasiona la fiebre reuma-
tica e infecciones de la garganta (Brooke 1999).

* Cdndida albicans induce infecciones superficiales
que afectan a la piel, ufias y mucosas, asi como la infec-
cion vaginal conocida como candidiasis (Brooke 1999).
e. Screening antibacteriano y antifungico: se prepa-
raron de forma independiente las suspensiones de
bacterias y levadura a una concentracién de 108
ufc/ml. Se adicioné 100 pl de aceite esencial a 2 ml de
agar Mueller Hinton Broth con tween 20 al 0,5% en
tubos de ensayo por duplicado. Se toma una alicuota

de | ml de la disoluciéon preparada, se transfiere a un
tubo que tiene un ml de Mueller Hinton Broth y
Tween, se siembran las bacterias, se adiciona | ml de
la concentracién de 108 ufc/ml a 10 ml de Mueller
Hinton Broth y se obtiene un inéculo de 1,107 ufc/ml
que sera 0.5.107 ufc/ml en la disolucién; asi, sucesiva-
mente hasta alcanzar la dilucién nimero 10 y hasta
obtener concentraciones de aceite de: 50, 25, 12,5,
6,25, 3,12, 1,56,0,78,0,39,0,19,y 0,097 pl /ml.

A cada uno de los tubos se sometié al siguiente
procedimiento: se agit6 en el vortice, se adicioné I ml
de suspension bacteriana a cada dilucién, se controlé
el crecimiento del stock en una muestra control con
el tween sin aceite, se incubé por 24 horas para me-
dir el crecimiento de bacterias.

El cultivo obtenido se sembré en cajas petri que
tenian Mueller Hinton Agar para observar la MIC en
una probeta. En caso de que el aceite impida la obser-
vacion se debe colocar una alicuota de 50 pl en un
portaobjeto para ver en el microscopio si existe cre-
cimiento, esto indicd si la concentracién fue bacteri-
cida o bacteriostatica.

Composicion quimica del aceite foliar
de Ocotea quixos (Lam.) Kosterm.

El porcentaje de identificacion de compuestos del
aceite extraido de las hojas de Ocotea quixos (Lam.)
Kosterm. fue de 83,89%, siendo los principales com-
ponentes identificados Cariofileno 19,029%, Humule-
no 14,323% y Eremofileno |1,407%, aclarandose que
estos sobresalen de un total de 62 (Tabla 2) y de 30
que fueron identificados comparandose con la base
de datos de la NIST/02.
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Tabla 2. Composicién quimica del aceite foliar de Ocotea quixos (Lam.) Kosterm.

Compuesto Método de Tiempo Identificado No
identificacion de retencién RA % Identificado
(min) RA%

I. NI CG-MS 5,243 0,038

2. NI CG-MS 5,543 0,128

3. NI CG-MS 5,775 1,590

4. Canfeno CG-MS 6,030 0,250

5. Benzaldehido CG-MS 6,211 0,886

6. IR _a pineno CG-MS 6,303 0,748

7. IR _p pineno CG-MS 6,418 2,194

8. NI CG-MS 6,798 0,057

9. Terpinolen CG-MS 6,955 0,197

10. Cimeno CG-MS 7,079 0,062

Il. 3,3 dimetil-2 metileno canfeno CG-MS 7,154 0,708

2. p Cimeno

13. Mosleno CG-MS 7,246 2,951

14. NI CG-MS 7,613 0,291

I15. linalol CG-MS 8,101 0,087

16. hidroxicinemaldehido CG-MS 8,274 0,952

7. Bornil alcohol CG-MS 8,629 0,113

18. 4 terpineol CG-MS 9,893 0,053

[9. a terpineol CG-MS 10,014 0,332

20. Cinemaldehido CG-MS 10,299 0,265

21. Acetol CG-MS 12,059 3,425

22. NI CG-MS 12,270 0,055

23. o cubebeno CG-MS 13,294 0,056

24. NI CG-MS 13,626 0,304

25. Ciclosativeno CG-MS 14,207 0,099

26. o Copaeno CG-MS 14,250 0,088

27. Cinamato de metil CG-MS 14,353 7,000

28. NI CG-MS 14,564 7214

29. NI CG-MS 14,824 0,131

30. NI CG-MS 15,066 0,126

31. NI CG-MS 15,144 0,069

32. Cariofileno CG-MS 15,241 0,067

33. NI CG-MS 15,438 19,029

34. NI CG-MS 15,599 0,078

35. Cinamato de etilo CG-MS 15,704 0,054

36. NI CG-MS 15913 4733

37. Humuleno CG-MS 16,069 0,533

38. NI CG-MS 16,270 14,323

39. NI CG-MS 16,374 0,024

40. NI CG-MS 16,590 0,286

4]. o cumemeno CG-MS 16,616 0,310

42. NI CG-MS 16,699 0,172

43. NI CG-MS 16,832 0,148

44. Eremofileno CG-MS 16,909 0,610

45. NI CG-MS 17,053 I 1,407

46. NI CG-MS 17,188 6,016

47. NI CG-MS 17,315 1,092

48. NI CG-MS 17,472 0,137

49. o cadineno CG-MS 17,546 0,054

50. NI CG-MS 17,624 0,763

51. NI CG-MS 17,766 3,243

52. NI CG-MS 17,986 0,133

53. a Calcoreno CG-MS 18,047 0,196

54. NI CG-MS 18,215 0,099

55. NI CG-MS 18,673 0,196

56. Espatulenol CG-MS 19,017 0,124

57. Oxido de cariofileno CG-MS 19,091 0,280

58. NI CG-MS 19,241 3,831

59. 1,5,5,8- tetrametil- 1,2 CG-MS 19,486 0,081
oxabiciclo 1.9.1.01. CG-MS 19,871 1,165
dodeca-3,7-dieno

60. NI CG-MS 20,365 0,102

61. NI CG-MS 20,458 0,063

62. NI CG-MS 21,154 0,183

Total 83,89 16,111




Concentraciéon Minima Inhibitoria (MIC)
del aceite foliar de
Ocotea quixos (Lam.) Kosterm.

El estudio de la actividad biolégica comprobé que el
aceite foliar de Ocotea quixos (Lam.) Kosterm. (Figura
2) tiene una alta capacidad de inhibicion en el creci-
miento de las cepas tanto de bacterias Staphylococcus
epidermidis, Staphylcoccus aureus, Escherichia coli,
Streptococos piogenes y Streptococcus mutans, como del
hongo (levadura) Candida albicans (Tablas 2 y 3).
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Figura 2. Aceite foliar de “ishpingo” [Ocotea quixos (Lam.)
Kosterm., Lauraceae].

Tabla 2. Capacidad de inhibicion del aceite foliar de Ocotea quixos (Lam.) Kosterm. contra el crecimiento de las

cepas de bacterias y de un hongo (levadura).

Cepas de hongo

Crecimiento como concentracién en ul /ml

y bacterias 50 25 12,5 625 3,12 1,56 0,78 0,39 0,19 0,097
Candida albicans - = - + + + + + +
Escherichia coli - - - + + o + + +
Staphylococcus epidermidis - - - + + + + + o
Staphylcoccus aureus - = - - + o + + +
Streptococcus piogenes - - - - - - - + +

Streptococcus mutans - - -

Tabla 3. Concentracién Minima Inhibitoria (MIC) del aceite foliar de Ocotea quixos (Lam.) Kosterm. contra el
crecimiento de las cepas de bacterias y de un hongo (levadura).

Cepas de hongo y bacterias

Concentracion Minima Inhibitoria (MIC)

Candida albicans
Escherichia coli
Staphylococcus epidermidis
Staphylcoccus aureus
Streptococcus piogenes
Streptococcus mutans

12,50
12,50
6,25
3,12
0,39
Menor a 0,10

pl/ml
pl/ml
pl/ml
pl/ml
pl/ml
pl/ml
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