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REVISION DE LITERATURA SOBRE LAS PROPIEDADES ANTIMICROBIANAS DEL
ACEITE ESENCIAL DE LIPPIA ALBA CONTRA MICROORGANISMOS PATOGENOS
CAUSANTES DE ENFERMEDADES EN HUMANOS.

RESUMEN

Los aceites esenciales en la actualidad han demostrado tener muchas propiedades beneficiosas
entre ellas, actuar como antioxidantes, antibacterianos, antiflngicos, antiparasitarios, antivirales e
insecticidas. Lippia alba es una especie de planta aromatica perteneciente a la familia de las
Verbenaceas. El objetivo de esta revision es recopilar informacion acerca de la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de Lippia alba utilizada como farmaco biol6gico y la
concentracion minima inhibitoria utilizada contra patégenos que causan afecciones en seres

humanos.

Para tal fin se busco informacion que demostrase la accion antimicrobiana del aceite esencial por
medio de métodos de susceptibilidad convencionales y clasificar su accion antimicrobiana de
acuerdo al microorganismo enfrentado y la concentracién minima inhibitoria (MIC) reportada
hasta el momento contra patogenos estudiados. De igual forma se busca recopilar los estudios
realizados acerca de la composicién de los tres quimiotipos, el primero (A) caracterizado por su
alto contenido de carvona (41 %) y limoneno (36%) el segundo quimiotipo (B) con alto
contenido citral (54 %)y trans B-cariofileno (8%) y el tercero quimiotipo (C) denominado

“hibrido” rico en carvona (25%), limoneno (22%) y citral (21%), reportados en Colombia.

El resultado de la literatura consultada establece que existen propiedades antimicrobianas contra
bacterias, hongos, parasitos, e insectos con concentraciones minimas inhibitorias que dependen

en su mayoria por la composicion del aceite esencial y a su vez por factores ambientales durante
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la cosecha, pos cosecha y método de extraccion inciden en la composicion del aceite esencial de

Lippia alba.

Palabras claves: Lippia alba, Aceite esencial, actividad antimicrobiana, concentracién minima
inhibitoria.

Estudiante: Diana Marcela Charfuelan Laguna

Docente: Jovanna Acero Godoy

Institucidn: Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca

Junio 2019
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INTRODUCCION

Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos voldatiles, principalmente
terpenoides, que forman parte del metabolismo secundario de las plantas. Muchos extractos y
aceites esenciales de origen natural han mostrado ser bioactivos in Vitro e in Vivo, por lo que se
justifica la investigacion enfocada a la actividad antimicrobiana de estos vegetales® Por su parte,
el aceite esencial de Lippia alba ademés de presentar propiedades, antiespasmodicos,
estomaquicas, sudorificas entre otras, se ha caracterizado por presentar actividad antimicrobiana
contra bacterias como: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus
fecalis, Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Escherichia coli, Serratia marcescens,
Pseudomonas aeruginosa y Salmonella choleraesuis y hongos como Céandida albicans, Candida
parapsilosis ,Candida dubliniensis, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei,
Cryptococcus grubii, Cryptococcus gattii, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus ochraceus, Aspergillus versicolor, Aspergillus niger, Penicillum funiculosum,
importantes en clinica por las patologias que originan y la actual resistencia que han mostrado a
los antibiéticos comunes® Estos abarcan una gran gama de antibiéticos de primera, segunda y
hasta tercera generacion que ofrecen una amplia variedad de opciones para el tratamiento de
padecimientos causados por bacterias® Sin embargo, estudios han demostrado que el uso
excesivo de antibiéticos en personas ha disminuido su efectividad y por el contrario segun la
Secretaria Distrital de Salud dichos microorganismos han ido adquiriendo nuevos mecanismos de
resistencia bacteriana a los diferentes antibioticos utilizados en la practica clinica, convirtiéndose
en un problema a nivel mundial.” El uso indiscriminado e irracional ha ido incrementando esta
resistencia, sin mencionar la presion evolutiva ejercida por el uso terapéutico. Consecuentemente
surge la necesidad de descubrir nuevos antibi6ticos para resolver dicho problema® La resistencia
bacteriana genera un aumento en la mortalidad, en la estancia prolongada y un gran impacto
econdémico, produciendo endemicidad de cepas multirresistentes en el ambiente hospitalario
como extra hospitalario aumentando la incidencia de infecciones en pacientes de la comunidad

como en pacientes hospitalizados y consecuentemente el uso de antibiéticos de amplio espectro®
18.
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En este sentido el uso de las plantas medicinales se ha intensificado, pero no simplemente por
comprender la sabiduria tradicional, sino por integrarla a la validacion cientifica por medio de
estudios in vitro que garanticen productos fitoterapéuticos de uso seguro y eficaz de tal manera

que puedan ser utilizados por una mayor cantidad de la poblacién **

En Colombia mediante estudios de cromatografia se han reportado tres quimiotipos de aceite
esencial de Lippia alba los cuales presentan actividad farmacoldgica entre los que se encuentran
el quimiotipo citral-mirceno, citral-limoneno y carvona —limoneno; este Gltimo quimiotipo tiene
un alto valor agregado ya que se usa en muchos articulos cosméticos, perfumes y productos de

uso personal.

Existen diferentes factores que hacen parte de la variabilidad de quimiotipos y la calidad del
producto final, estos factores inician desde la identificacion correcta de la especie, manejo del
cultivo, cosecha y beneficio. Entre los factores que afectan la calidad del producto final se
encuentran las variaciones de clima, suelo, época de cosecha, caracteristicas genéticas de la
planta, condiciones de secado y tiempo de almacenamiento por su parte, la calidad de los aceites
esenciales esta definida por la relacién porcentual de cada uno de sus componentes. La calidad de
los aceites esenciales es el factor principal para su utilizacion en industrias cosméticas,
terapéutica o agrobioldgica, ya que son una fuente natural de compuestos dificiles de sintetizar.
Entre los aspectos que pueden dar lugar a pequefios cambios en la composicion de los aceites
esenciales se encuentran el método de extraccion utilizado la etapa fisioldgica de la planta al

momento de la cosecha, el clima, los dias de sol y la humedad relativa

Esta claro que se necesita estandarizar el procedimiento para la obtencién del aceite esencial de
Lippia alba que va desde su cultivo hasta su almacenamiento ya que esto es otro de los factores
que ha conllevado a la existencia de una gran variabilidad de los componentes y por ende la
actividad antimicrobiana que estos tienen sobre los diferentes microorganismos estudiados por
los investigadores difiere en las concentraciones minimas inhibitorias utilizadas en los diferentes

estudios contra bacterias, virus, hongos, parasitos e insectos.

De esta manera el conocimiento sobre las diferentes propiedades del aceite esencial de Lippia

alba favoreceria a la economia ya que la obtencion de este aceite esencial no supera la
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produccién de los antimicrobianos convencionales y por otro lado se llevaria a cabo la

produccion de antimicrobianos amigables con el medio ambiente.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

e Realizar un estudio documental a partir de la busqueda histérica de la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de Lippia alba frente a importantes microorganismos

patdgenos en humanos.

Objetivos especificos:

e Identificar los microorganismos que han sido estudiados frente a la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de Lippia alba y su respectiva concentracion minima
inhibitoria.

e Determinar los principales compuestos quimicos del aceite esencial de Lippia alba y los
factores geobotanicos asociados.

e Conocer los métodos de extraccion més utilizados en la obtencion del aceite esencial de

Lippia alba.
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1. ANTECEDENTES

En el estudio realizado por Oliveira D, (2006) sobre investigacion entofarmacoldgica de Lippia
alba y Lippia alba intermedia, evalud los microorganismos utilizando el método de difusién en
agar, los microorganismos probados fueron: Candida albicans Serotipo B ATCC 36802, Candida
albicans, Céandida parapsilosis, Candida guilliermondii, Cryptococcus neoformans T1-444
Serotipo, Staphylococcus aureus MRSA, Staphylococcus aureus ATCC 25923.Con respecto a la
composicion quimica, los anélisis de los aceites esenciales permitieron la identificacion de Lippia
alba como un quimiotipo mirceno-citral (15% y 37.1%, respectivamente) y Lippia alba
intermedia como quimiotipo citral (22.1%). Los aceites esenciales de ambas especies fueron
activos contra todos los microorganismos analizados (bacterias y hongos) y mostraron halos de
inhibicidn que varian de 1.1 a 5.0 cm, probablemente debido al alto contenido de monoterpenos

oxigenados (51.0% y 40.1%, respectivamente) **

Montiel J, et al (2007) en su investigacion sobre la actividad anti-candida (Candida parapsilosis,
Candida krusei) y anti-aspergillus (Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus) in vitro mediante la
determinacion de la concentracién minima inhibitoria CMI de cinco aceites esenciales de Lippia
alba quimiotipo carvona-limoneno recolectados en diferentes lugares de Colombia, evaluaron los
compuestos del aceite esencial por medio de analisis de cromatografia de gases-espectrometria de
masas. Evidenciado que la composicion quimica depende del origen geografico de la planta, las
condiciones de su cultivo, la edad y la parte de la planta empleada para la extraccion y de algunos
otros factores geobotanicos y los resultados para la concentracién minima inhibitoria encontraron
que el aceite mas activo fue el de L. alba de Flandes-Tolima con valores de CMI de 0,004
+0,0%v/v para A. fumigatus y 0,036+0,021 para C. krusei. Los aceites esenciales mas activos de
L. alba mostraron una asociacion con sus componentes mayoritarioslimoneno, carvona y

biciclosesquifelandreno™

En la investigacion realizada por Celis C, Et al. (2007) identificaron la relacion existente entre la
composicion quimica de los aceites esenciales L. alba, L. origanoides y Phyla dulcis
encontrando que Lippia alba tiene un importante contenido de monoterpenos oxigenados, los
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cuales constituyen el 67% de la esencia y de ellos el citral, una mezcla de aldehidos R-insaturados
que representan el 42% (quimiotipos citral y carvona), Lippia origanoides contiene un 56% de
compuestos fendlicos, timol y carvacrol y Phyla dulcis se caracterizd por la presencia de
sesquiterpenos (63%), entre los cuales se destacan trans-3-cariofileno y d-cadineno, entre otros.
De igual manera evaluaron la actividad inhibitoria de los aceites contra promastigotes de
Leishmania chagasi demostrando la efectividad de los aceites de Lippia origanoides y Lippia
alba, quimiotipo citral, mientras el aceite de L. alba quimiotipo carvona fue parcialmente activo y

la esencia de Phyla dulcis carecié completamente de actividad™®

En la investigacion realizada por Nogueira M, et al (2007) evaluaron la actividad antibacteriana in
vitro del aceite esencial de Lippia alba obtenido de las hojas y la capacidad antibacteriana la
evaluaron por medio del método de difusidon en disco para esto utilizaron bacterias aisladas de
pacientes en ambientes hospitalarios, algunos de ellos resistentes a multiples farmacos, excepto
Lactobacillus casei que presentd un halo de inhibicion de 18mm; los otros microorganismos
encontrados fueron: Escherichia coli (17mm), Pseudomonas aeruginosa (N/A), Proteus mirabilis

(18mm), Staphylococcus intermedis (18-20 mm) *"

Mesa A. et al (2009), en su estudio evaluaron dos aceites esenciales de Lippia alba; el quimiotipo
carvona y citral y 15 de sus compuestos para determinar la citotoxicidad in vitro evaluada contra
células HELA ATCC, CCL-2 y linea celular Vero ATCC CCL-81 mediante un ensayo MTT y
la actividad antifungica contra cepas de Candida parapsilosis, Candida krusei, Aspergillus flavus
y Aspergillus fumigatus; el efecto citotoxico lo calcularon por medio de la concentracion
citotdxica 50 (CC50), definida como la dilucion minima del compuesto que induce el 50% de
destruccion de las células y la actividad antifangica fue evaluada por medio del método AFST-
EUCAST, determinando la concentracion minima inhibitoria; de acuerdo a los resultados
informados por los investigadores tanto la actividad citotdxica y antifungica se ve influenciada
por la composicion quimica del aceite esencial de Lippia alba en este sentido segun la GS/MS
indican que el quimiotipo citral*®

En la investigacion Agudelo L. Et al. (2010) evaluaron la actividad antiviral in vitro frente al
Herpes virus humano tipo | (HSV-1) debido a que causa infecciones del 30-50 % de riesgo en el
momento del parto y constituyendo uno de los problemas de salud publica debido al aumento de
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la prevalencia, aunque el tratamiento de eleccion para las infecciones causadas por los virus Alfa
Herpes Viridae es el aciclovir y su derivados se ha visto afectado por la aparicion de cepas
resistentes a este farmaco complica su manejo a nivel clinico, los investigadores han visto la
necesidad de evaluar la actividad antiviral de principios activos del aceite esencial de Lippia alba
extraidos por destilacion tipo Clevenger y encontraron que la mayor actividad anti-herpética, fue
evidenciada para los aceites quimiotipo carvona BC1ly CA2 respectivamente a una concentracion

de 250 pug/mL y 125pg/mL, los cuales redujeron en 10(1.5) unidades logaritmicas la carga viral*®

En el estudio realizado por Ocazionez R, Et al (2010) investigaron el efecto inhibidor in vitro de
los aceites esenciales de Lippia alba y Lippia citriodora contra serotipos replicados del virus del
dengue; el cual es considerado entre las enfermedades arbo virales humanas y el responsable de
causar la mayoria de las enfermedades y la muerte, por tal razén en el siguiente estudio evaluaron
la citotoxicidad del virus con el aceite esencial mediante ensayos MTT y el modo de efecto
inhibidor viral fue investigado por medio de ensayos de reduccidon de placa con cultivos
monocapa de células vero utilizando concentraciones variables del aceite (0.02, 0.1, 2.5, 12.5,
62.5 y 312.5 p g / mL) los ensayos mostraron para Lippia alba IC 50 los valores fueron entre
0,4 a 33 pg/ml con los indices de selectividad que van desde 4-349. Segun los IC 50 Lippia alba
fue mas activo contra DENV-2 que otros serotipos inhibicion del 50% de la formacién de placa
contra todos los virus examinados®*

En la revision bibliografia realizada por Jaramillo D. Giulianna L. (2012) relacionaron la
diversidad de la composicion del aceite esencial con el origen, clima, suelo, época de cosecha,
caracteristicas genéticas de la planta, condiciones de secado y tiempo de almacenamiento son
factores que afectan significativamente la calidad en cuanto a la composicién del aceite esencial.
De igual forma el objetivo del estudio estd relacionado con el contenido de la humedad del
material vegetal al momento de la extraccion; mostrando que este es un factor importante en el
rendimiento de los aceites esenciales; asi en plantas de pronto alivio (Lippia alba) el rendimiento
fue mayor cuando el material al momento de la extraccion en fresco presentaba 75% de humedad
vs. 12% en seco. En este sentido la composicion de los aceites esenciales de las hojas de L. alba 'y
L. origanoides son sensibles a la post cosecha influenciados por el contenido de humedad de las

hojas al momento de la extraccion; pero no por la edad de las plantas®*

19



Alvarez 1. Et al (2015) evaluaron la técnica de arrastre por vapor para la produccion de aceite
esencial de Lippia alba de igual manera determinaron los tiempos de secado, condiciones de
temperatura y presiones mas adecuadas para la extraccion de aceite esencial de Lippia alba.
Observaron que el tiempo de secado adecuado del material vegetal a temperatura ambiente bajo
sombra no debe ser mayor a 6 dias. Observaron que después de dichos tiempos de secado la
pérdida de rendimiento de aceite esencial es progresiva, mientras que el rendimiento de hidrolato
(subproducto de la destilacion), no se ve afectado, mostrando pérdidas significativas de calidad y
no de cantidad de material destilado, lo cual perjudicaria visiblemente a los productores de
aceites esenciales®

Ardizolli K, (2015) en su tesis evalud la actividad antifungica de cuatro quimiotipos del aceite
esencial de Lippia alba (Carvona, Citral, Dihidrocarvona y Linalol ) provenientes de diversos
lugares, frente a Fusarium solani, Fusarium oxysporum, Fusarium verticillioides que fueron
recolectados de dos tipos de pacientes el primer grupo lo conformaban pacientes de consultorio
externo, inmunocompetentes que presentaban onicomicosis y lesiones en la cornea y el segundo
grupo pacientes inmunocomprometidos internados en la Unidad de Trasplante de Médula Osea
(UTMO) para este caso las muestras las obtuvieron de lesiones en piel, hisopados nasales,
reservorios de catéter o hemocultivos; evaluaron la capacidad inhibitoria in vitro mediante el
método de microdilucién en caldo siguiendo las normativas Reference Method for Broth Dilution
Antifungal Susceptibility Testing of Filamentous Fungi del Clinical Laboratory Standad Institute
(CLSI) este estudio se evaluo la actividad frente a Fusarium oxysporum y Fusarium solani con
los siguientes quimiotipos: carvona el cual presentd una concentracion minima inhibitoria (MIC)
de 1500 ppm y una MIC mayor 1750 ppm, citral demostré cantidades de MIC mayores de 750
ppm y 1250 ppm, dihidrocarvona mostré una MIC mayor a 1750 ppm y mayor a 2000 ppm y por
Gltimo el quimiotipo linanol mostré cantidades de MIC mayores 1750 y 2000 respectivamente®®

De acuerdo al estudio realizado por Torrenegra M, et al (2015) los aceites esenciales de plantas
aromaticas y medicinales contienen principios activos que presentan actividades bioldgicas
como: antioxidante, antifingica, antimicrobiana, entre otras y en particular los AE de los géneros
Thymus, Origanum y Lippia contienen compuestos fendlicos como el timol y el carvacrol que

tienen propiedades antisépticas y bactericidas por tal motivo se evalud la actividad antibacteriana

20



in vitro de aceites esenciales de Lippia alba, Origanum vulgare Origanum vulgare ssp sobre
Propionibacterium acnes ATCC 11827, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 microorganismos implicados en el acné, evidenciando que a las 48
horas de incubacion presentaron valores de concentracion maxima inhibitoria para con valores
de 0.029, 0.027 y 0.027 ug/mL respectivamente®*

Dos Santos. Et al (2016) en su articulo sobre la composicion quimica del aceite esencial crudo
extraido de hojas de L. alba y la evaluacion de sus actividades antimicrobianas y citotoxicas,
obtenidos por hidrodestilacion y sus respectivos componentes analizados por cromatografia de
gases—espectrometria de masas; evaluaron la actividad antimicrobiana in vitro usando ensayos de
microdilucion en caldo y observaron que todas las cepas de levadura probadas, (Candida
dubliniensis, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida krusei,
Cryptococcus grubii, Cryptococcus gattii, Cryptococcus neoformans, excepto C. albicans son
considerablemente mas sensibles al aceite esencial de L. alba que las cepas bacterianas ensayadas
(Escherichia coli, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis,
Enterococcus faecalis. En resumen, estos resultados prometen posibles aplicaciones del aceite

esencial de L. alba como antif(ingica en medicina, asi como en la agricultura®

De Amorin I. et al (2016) en su estudio evaluaron la actividad amebicida de los aceites esenciales
de Lippia alba contra trofozoitos de Acanthamoeba polyfhaga que causa queratitis amebiana y la
encefalitis amebiana granulomatosa. Para el caso de la queratitis, uno de los mayores problemas
es la recurrencia de la enfermedad debido a la resistencia de los parasitos, especialmente las
formas quisticas a las drogas que se usan actualmente. De esta forma los estudios realizados han
recurrido a agentes bioactivos potenciales de algunos aceites esenciales de plantas como: el
carvacol (Lippia sidoides, Lippia gracilis), carvona (Lippia alba) y rotundifolona (Lippia
pedunculosa) la actividad amebicida de estos compuestos fueron determinados a varias
concentraciones 'y mostraron que casi todas fueron significativamente inhibidoras del
crecimiento amebiano, y se determino que los valores 1C50 para L.sidoides fue de 18.19 ug/mL,
L.gracilis 10.08 ug/mL, L. alba 31.79 ug/mL y L.pedunculosa 71.47 ug/mL. Los resultados

obtenidos de este estudio mostraron que los aceites esenciales de Lippia spp. Poseen fuerte
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actividad amebicida que podria estar relacionada con la interaccion de los componentes activos
con la pared celular del parésito o con su penetracion mecanismo en los paréasitos a través de

canales de membrana®

En la investigacion realizada por Ortega M, et al. (2016) evaluaron la capacidad antibacteriana de
aceites esenciales de Lippia alba para erradicar biopeliculas de Streptoccocus mutans agente
principal asociado a la caries. Para llevar a cabo dicho ensayo realizaron pruebas de
susceptibilidad mediante la técnica MBEC-high-throughput (prueba de suceptibilidad a metales
de alto rendimiento de biopeliculas microbianas), con el fin de determinar la concentracion de
erradicacion de las mismas el cual mostrd un valor de 0.01 mg/100 mL que removié el 95.8% de
biopeliculas de Streptococcus mutans®”

Aldana F, Cruz S. (2017) estudiaron la actividad larvicida de cinco aceites esenciales obtenidos
de tres quimiotipos de Lippia graveolens (timol, carvacrol y mixto) y dos de Lippa alba (timol y
carvacol ) contra de Aedes aegypti vector importante que provoca enfermedades febriles como
Dengue, Chikungunya y Zika que afectan en gran parte de la poblacion en los paises tropicales,
para tal fin realizaron ensayos para cada uno de los cuatro estadios larvarios, empleando
inicialmente cuatro concentraciones de los aceites esenciales ((0.4, 0.2, 0.1 y 0.05 mg/mL);
determinaron la concentracion minima letal media CL50 los ensayos mostraron que el aceite
esencial obtenido del quimiotipo timol de L. graveolens, mostr6 las CL50 mas bajas con las
mayores mortalidades: primer estadio 0.056 mg/mL 95% IC [0.046, 0.064], segundo estadio
0.068 mg/mL 95% IC [0.062, 0.077] tercer estadio 0.088 mg/mL 95% IC [0.080, 0.096] cuarto
estadio 0.092 mg/mL 95% IC [0.084, 0.100]. Los resultados indicaron el potencial uso del aceite
esencial quimiotipo timol, como un insecticida de origen natural, para el control de A. aegypti®*

Lopez J, Alayo A.(2018) en su tesis determinaron el efecto in vitro del aceite esencial de Lippia
alba extraido por el método de arrastre de vapor de agua, frente a Escherichia coli y
Staphylococcus aureus utilizando el método de macrodiluciéon en caldo Brain Heart infusion(
BHI) para la determinacién de la concentracion minima inhibitoria, mostrando que el aceite
esencial de las hojas de Lippia alba tienen efecto antibacteriano frente a Escherichia coli y

Staphylococcus aureus®
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Moreno M. Et al. (2018) en su trabajo de investigacion afirman que la enfermedad de Chagas
causada por T. Cruzi es una de las enfermedades tropicales desatendidas mas importantes sin una
terapia eficaz; en este sentido las plantas medicinales como Lippia alba ofrecen una reserva
prometedora de moléculas bioactivas importantes para caracterizar propiedades inhibidoras y
efectos celulares de Lippia alba, los quimiotipos citral y carvona y sus principales terpenos. para
este estudio la actividad tripanocida y la citotoxicidad se enfrentaron en epimastigotes (Epi),
tripomastigotes (Tryp), amastigotes (Amas) y células Vero. El aceite esencial de L. alba mostro
diferencias significativas en su composicion quimica y rendimiento tripanocida (p = 0,0001),
aceites quimiotipo Citral mostrd ser mas tripanocida que el AE quimiotipo carvona, con la
concentracion inhibitoria 50 (IC 50) de 14 £+ 1,59/ ml, 22 + 14 g/ mly 74 £ 44 g/ ml, en
Epimastigotes, Trypomastigotes y Amastigotes, respectivamente. El estudio indic6 que el analisis
celular de estos aceites 0 sus terpenos bioactivos (citral, 6xido de cariofileno y limoneno) podrian

inducir la muerte celular de T. cruzi mediante un mecanismo de tipo apoptético"
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2. MARCO TEORICO.

2.1 Generalidades de Lippia alba.

Es una planta nativa de Ameérica se encuentra ampliamente distribuida y se adapta a diferentes
climas, se caracteriza por su olor aromatico intenso 0.2 a 0.6% de aceite esencial sobre material
fresco ademaés se distingue por su alto contenido de carvona, compuesto ampliamente utilizado en las

industrias cosmética, de alimentos y farmaceutica; su clasificacion taxonémica se presenta en la tabla
N°1.

Tabla N°1. Taxonomia de Lippia alba.

Reino Plantae
Division Tracheophyta
Orden Lamiales
Clase Magnoliopsida
Familia Verbenaceae
Genero Lippia
Especie alba
Nombre cientifico Lippia alba (Mill.) N.E.
Br. Ex Britton & P.
Wilson.

Tabla N° 1. Tomada de: Jardin Botanico José Celestino Mutis (32).

Existen distintos nombres comunes con los que se conoce a esta planta en muchos paises. Por

ejemplo, en Cuba se la llama “quita dolor”, “menta americana”, “anis de Espaia”, “salvia

2 ¢« bR 19

, “poleo”, “toronjil isleno”. En Guatemala recibe los nombres de “salvia santa”, “salvia

3

americana
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sija”, “orozus”. En Costa Rica y Nicaragua se la conoce como “juanilama” o “mastranto”. En

EE 1Y 2% ¢

Honduras, se la denomina “juanilama”, “orégano de monte”, “salvia santa”. En Panama, “oroazul” o

2 13 2 13

“mastrento”. En México, “hierba del negro”, “mirto”, “sonora” o “mastranto”. En Jamaica, “colie

29 ¢

mint”. En Colombia se conoce con el nombre de “pronto alivio”, “cidron llanero”, o “quita dolor”.
2 (13

En Brasil “falsa melissa”, “erva cidreira”; en Venezuela “cidron”; en Peru “pampa orégano” y en

- - 32.
Argentina se la conoce como “salvia morada

2.1.1  Descripcion botanica.

Es un arbusto ramificado, puede alcanzar hasta 2.0 metros de altura ademas posee hojas pequefias
membranosas redondeado-ovalaladas, rugosas, de 2.0 a 7.0 cm de largo con peciolos de hasta 14
mm de largo ,posee tallos lefiosos ramas largas arqueadas, presenta flores zigomorfas hermafroditas
en espigas axilares de color lila, purpura o blanco de 6 mm de longitud usualmente alongadas con un
tamafo de 8-12 mm de largo, presentan vello en la parte inferior del tamafio que va desde 1.5 -2 mm
de largo. Los frutos miden cerca de 3 mm de largo, en drupa o cépsula seca con un exocarpo
membranaceo de color violeta oscuro, que se separa al final en dos nuececillas. Presenta raiz axial
fasciculada de mas o0 menos 25 cm de largo y se caracteriza por su olor aromatico a menta, limén o

lima®
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Figura N°1.Planta de Lippia alba. A. Planta de Lippia alba B. Hojas de Lippia alba, de forma

eliptica con borde dentado nerviacion reticulada, pecioladas. Fuente: Propia

2.1.2 Etapas de la floracion.
Los caracteres del desarrollo floral constituyen una herramienta fundamental para la
caracterizacion taxonémica y la determinacién de compuestos quimicos que estan presentes en
las inflorescencias importantes para sus aplicaciones farmacoldgicas contra patégenos en
humanos. La descripcion de la dindmica de la floracion es dificil por el tamafio de la flor , sin
embargo “la floracion de L. alba inicia con la aparicion del boton floral, posteriormente se
presenta la antesis en las primeras flores y de alli hasta la fructificacion, la cual inicia con el
secado de flores; el desarrollo de los frutos al igual que las inflorescencias presenta un proceso de
maduracion ascendente, es decir asi como las flores mas maduras se encuentran en la parte baja,
los frutos en desarrollo més avanzado seran los de la parte inferior®*
Las Inflorescencias son pedunculadas y cada una puede llegar a tener hasta 45 flores el aroma de
las flores presenta caracteristicas llamativas para los insectos por su fuerte aroma. se puede
dividir en tres etapas principales

e FEtapa I: corresponde a los botones verdes pubescentes del ca 1.5mm de disposicion

acropeta, esta etapa se caracteriza por su minimo desarrollo. Hay una maduracion
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acropeta de las flores, los procesos morfogenéticos que dan paso a la formacion de

verticilios florales son cabezulas glomerulares de ubicacidn axilar opuestas y en pares, la

flores pubescentes y sésiles estan insertadas sobre una parte del receptaculo comdn sobre
33,34.

un raquis, acompanadas por bracteas poco diferenciadas

Figura N°2. Botdn floral Etapa I. (35).

e FEtapa Il: se diferencia de la etapa anterior en el tamafio de ca 2.5 mm vy la presencia de
multiples bracteas mas diferenciadas pubescentes, cerradas que no permiten ver a simple
vista el desarrollo de estructuras florales, a través de cortes longitudinales y vistos por
medio de un microscopio estereoscopico se observa la individualizacion de cada flor y
hay una maduracién acrépeta. se aprecia la estructura capellar que dara origen al gineceo
acompariada de lo primordio de los futuros estambres, se puede evidenciar el inicio de la

formacion de sépalos, pétalos y estambres, desde la base y en forma centripeta®:
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Figura N°3. Botones florales presentes en la etapa Il, Bra: braceas Of: Botones en floracion.
Tomada de: Morfologia, anatomia, ontogenia y composicion quimica de metabolitos
secundarios en inflorescencias de Lippia alba (Verbenéacea) (36).

e FEtapa lll: en esta etapa se observa por primera vez la inflorescencia de tamafio de 5 mm,
con varias flores tubulares de color lila y con todos los érganos florares abiertos y
préximos a abrir, tiene un tamafio entre 6-7 mm de largo y de ancho 3-4mm, estas flores

son zigomorfas®
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Figura N°4. Botones en floracion etapa Ill. Tomada de: Descripcion botanica y manejo del

cultivo y post cosecha de Lippia alba (35).

2.1.3 Distribucion geografica.

Esta planta es oriunda de América responde a diversos tipos de suelos como arcillosos y limosos
con pH de 5-6. Esta distribucion tan amplia condiciona a la planta a presentar una gran
variabilidad genética, con el propdsito de ocupar los diversos habitats naturales disponibles,
situacion que lleva a su adaptacion a las diversas regiones biogeograficas de América. La
presencia de biotipos en diversas regiones de América, contribuye a que la especie se adapte con
mayor facilidad a las condiciones reinantes en cada sitio, variando a su vez el contenido de
aceites esenciales o de metabolitos secundarios en sus 6rganos, segin el origen de la planta®”
motivo por el cual ha conllevado a la existencia de diferentes quimiotipos distribuidos tal como
se muestra en la figura 5. Su distribucion es bastante amplia, desde México, Centro América y
América del Sur, hasta Argentina; en Colombia se encuentra distribuida en casi todo el territorio
hasta altitudes de 1800 msnm y con mayor presencia se encuentra en las regiones del Valle del
Cauca, Bolivar, Amazonas, Guajira, Magdalena, Atlantico, Cundinamarca, Santander, Antioquia
y Quindio®
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Figura N°5.Distribucion geografica de quimiotipos de Lippia alba. La asignacion de quimiotipos
estd dada por el componente o componentes mayoritarios en el aceite esencial. Tomada de:
Estudio comparativo de la composicion quimica de aceites esenciales de Lippia alba
provenientes de diferentes regiones de Colombia, y efecto del tiempo de destilacion sobre la

composicion del aceite (39).

2.1.4 Condiciones de cultivo de Lippia alba.
Esta planta aromatica se caracteriza por adaptarse a diferentes condiciones climaticas que van
desde el nivel del mar hasta los 1900 msnm, la temperatura de crecimiento adecuada esta dentro
del rango entre 15°C -25°C; sin embargo para un mayor rendimiento se ha visto que las altas
temperaturas hacen que desarrolle una mayor vegetacion y por el contrario en zonas frias y en
épocas de lluvia hacen que el encharcamiento no permita su desarrollo vegetativo ya que esta
planta no tolera estas condiciones®*Por otra parte la multiplicacién de la planta puede realizarse
por semillas y propagacion con material vegetal (esqueje) sin embargo se ha evidenciado un
mayor rendimiento por medio de propagacion por esquejes que aunque se requieran de optimas
condiciones de humedad del terreno, la buena radiacion luminica hace que el cultivo presente

mayor cantidad de material vegetal®®

e Multiplicacion por semilla: Las semillas son de tamafio pequefio, por tanto, se hace
semillero En ensayos realizados en el Instituto de Ciencia se encontrd que la semilla tiene
un bajo porcentaje de germinacion, por lo que Unicamente se podria utilizar en trabajos de
mejoramiento; por tanto, para produccion comercial no es recomendable la propagacion
por este medio.

e Multiplicacion por esqueje: Se reproduce por estacas de tallo de unos 20 cm de largo, con
un minimo de tres nudos por estaca a las cuales se les eliminan las hojas o se les deja
unicamente una tercera parte de las mismas para evitar la pérdida excesiva de agua por
respiracion. el terreno debe tener buen contenido de humedad; si se disponen estacas
enraizadas para trasplante deberdn mantenerse bajo sombra y himedos antes de ser

llevados a campo y realizar un riego después del trasplante a su sitio definitivo®®.
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Figura N°6. Esquejes de Lippia alba. Tomada de: Descripcion botanica y manejo del cultivo y

post cosecha de Lippia alba (35).

2.1.5 Condiciones de cosecha de Lippia alba.
Las condiciones aptas de cosecha de Lippia alba deben ser manualmente y cuando ésta alcanza
su maxima floracion debido a que en este punto presentan un mejor rendimiento. Esta época se
alcanza aproximadamente a los 72 dias, tiempo en el cual las plantas alcanzan una altura
aproximada de 30 cm**Aunque la primera cosecha depende de la época de floracion de la planta
esta a su vez es dependiente de las condiciones climaticas y altitud del lugar de siembra ya que se
desarrolla en diferentes tiempos**  Estas condiciones son muy importantes debido a que la
presencia de humedad en el momento de recoleccion del material vegetal puede favorecer el
deterioro ocasionado por mohos y otros microorganismos, por lo tanto, el contenido de humedad

de las materias vegetales debe mantenerse lo mas bajo posible®

2.2 Generalidades de los aceites esenciales.
Los aceites esenciales son compuestos formados por varias sustancias volatiles que pueden ser
alcoholes, cetonas, éteres, aldehidos, que se producen y almacenan en los canales secretores de
las plantas y son responsables del aroma de las plantas. Generalmente se obtienen por métodos
como arrastre con vapor de agua. Las plantas aromaticas, como la Lippia alba en este caso,
poseen pequefias cantidades de aceite esencial respecto a su masa vegetal, por lo cual la

produccién de los aceites tiene lugar con un rendimiento muy bajo, ya que para obtener unos
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gramos de esencia se necesita gran cantidad de material. Estos aceites son olorosos y muy
volatiles, es decir, se evaporan muy rapidamente en contacto con el aire. Su quimica es compleja,
en general cada aceite lo integran compuestos quimicos diferentes, como los mencionados
anteriormente; pero puede haber muchos compuestos aun por identificar. Estos son solubles en
los aceites y en el alcohol, e insolubles en agua*

2.2.1 Clasificacion de los aceites esenciales.

Esencias fluidas: Liquidos volatiles a
temperatura ambiente.

Balsamos: Son liquidos espesos, de pocos
Consistencia volatiles y propensos a sufrir reacciones de
polimerizacion.

Oleorresinas: Poseen el aroma concentrado de
las plantas, son muy viscosos o semisolidos.

Maturales: Se obtienen de la planta y no sufren
modificaciones fisicas ni quimicas posteriores a
la extraccion, pero son demasiado costosos

ACEITES Ori Artificiales: Se obtienen a traves de procesos
ESENCIALES rigen de enriquecimiento de la misma esencia con
uno o varios de sus componentes

Sinteticos: Producidos por la combinacion de
sus componentes producidos por sintesis
quimica

Monoterpenocides: Son aquellos ricos en
monoterpenos (terpenos de 10 C)

N:E-ilr:‘?ilgaza Sesquiterpenocides: Son aquellos aceites ricos

en sesquiterpenos (terpenos de 15 C)

Tenilterpencides Son l0s que se encuentra
mayormente compuestos por diterpenos
(terpenos de 20 C)

Figura N°7. Clasificacion de los aceites esenciales. Tomado de: Estudio comparativo de dos
métodos de extraccion para el aceite esencial presente en la cascara de Pémelo (Citrus méaxima)
(42).
2.2.2 Caracteristicas quimicas de los aceites esenciales.
Los aceites esenciales son extractos vegetales aromaticos muy complejos y concentrados. Pueden
contener mas de una centena de moléculas aromaticas en proporciones muy variables. Son estas
distintas combinaciones de moléculas las que aportan a los aceites esenciales sus propiedades tan
particulares y las causantes de su olor caracteristico. Generalmente los aceites esenciales se
clasifican dentro de dos grupos importantes.

e No terpenoides: En este grupo hacen parte sustancias alifaticas de cadena corta, sustancias

aromaticas, sustancias con azufre y sustancias nitrogenadas. No son tan importantes como

los terpenoides en cuanto a sus usos y aplicaciones.
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e Terpenos o Terpenoides: la actividad antimicrobiana presentada por los aceites esenciales
es debida, en gran medida a la presencia de estos compuestos, debido a sus propiedades
también son utilizados de manera comercial. los terpenoides son los principales
contribuyentes de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales, siguiendo en
orden de actividad los terpenoides que contienen grupos alcoholes, luego los que poseen
aldehidos y por ultimo los que tienen grupos cetdnicos. estos compuestos pueden
modificar su estructura en presencia de luz pueden causar oxidaciones o polimerizaciones.
en cuanto a su estructura quimica estan formados por varios isopropenos el cual posee la
misma unidad estructural del caucho, constituido por el hidrocarburo (CsHsg) n. entre los

terpenos que se encuentran mas frecuente son el Linanol, nerol, geraniol y citronerol**

Compuesto Grupo funcional Ejemplo Propiedades
|
C~0H . Antimicrobiano, antiséptico,
Alcohol I Mentol, geraniol tonificante, espasmolitico
0
) Il . . Espasmolitico, sedante,
Aldehido R-C—H Citral, citronelal antiviral
| Mucolitico, regenerador
Cetona R,—C—R, Alcanfor, tuyona celular, neurotéxico
“ yr .
Ester Rt Metil salicilato Espasmolitico, sedativo,
0—R2 antifungico
Eteres -C-0-C- Cineol, ascaridol Expectorante, estimulante
. o . s diurético, carminativo,
Eter fendlico Anilo-0-C Safrol, anetol, miristicina estomacal, expectorante
OH - .
N Timol, eugenol, Arjt|m|cr0b|ano
Fenol | Irritante
carvacrol . . L
/ Estimulante inmunolégico
Estimulante
Hidrocarburo | Sélo contiene C y H | Pineno, limoneno descongestionante
antivirico, antitumoral

Tabla N°2. Grupos funcionales de cada categoria. Tomado de: Aceites esenciales, una alternativa

de diversificacion para el eje cafetero (43).

2.2.3 Factores que afectan la composicion quimica del aceite esencial de Lippia alba.

33



La composicion quimica del aceite esencial depende de los factores geogréficos, factores
genéticos de la planta, las condiciones de cultivo, edad de corte, parte de la planta empleada para
su extraccion. De igual manera otros factores que varian el rendimiento y la calidad de los
principios activos son: hora de la cosecha, fase lunar, época de lluvias, luminosidad, y tecnologia
de cosecha al igual que las condiciones de preparacion del material para el proceso de
extraccion, como temperaturas de secado de hasta 80°C las cuales afectan de manera negativa
reduciendo entre el 12% y 17% el contenido de aceite esencial de plantas secas de Lippia alba
en comparacion con los contenidos de los mismos aceites en plantas frescas, el tiempo de
extraccion, el contenido de humedad del material vegetal y el tratamiento post- cosecha afectan
no solo el rendimiento sino generan variabilidad en la composicién quimica de los aceites

esenciales**

2.2.4 Quimiotipos del aceite esencial de Lippia alba en Colombia.

Las diferentes propiedades medicinales que se le atribuyen a la planta dependen estrictamente a
la variabilidad de sus componentes en su aceite esencial. Sin embargo, como se ha citado
anteriormente existe una variabilidad dependiente de muchos factores presentando notables
variaciones en el contenido de terpenos livianos y sesquiterpenos, de acuerdo al origen de la
planta; estas variaciones se originan principalmente en una variacién genética, y/o posibles
influencias de tipo ecolégico de acuerdo a la region en que crece la planta*

En Colombia se han reportado diferentes quimiotipos de acuerdo al origen del material vegetal
seleccionado en este sentido el aceite esencial de Lippia alba presenta algunas variaciones entre
las regiones de Cundinamarca (Anolaima), Tolima (Flandes y Venadillo), Boyacd (Cubara),
Santander (Bucaramanga, Suaita y Bolivar), Antioquia (Puerto Berrio), Arauca (Saravena),
Bolivar (Turbaco y Colorado), Valle del Cauca (Cali y Palmira), Quindio (Armenia) y Cesar (San
Martin). La tabla N° 3 muestra los componentes con sus respectivos porcentajes encontrados en
Lippia alba y el porcenataje del rendimiento del material vegetal utilizado recolectado de las

anteriores regiones mencionadas™
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Tabla N°3. Composicion quimica de los aceites esenciales de Lippia alba de regiones de

Colombia.
N Localidad Compuestos mayoritarios, Cantidad relativa (%) Rendimiento
Limoneno Neral Carvona Piperitona  Geranial Piperitenona  Biciclosesquifelandreno % (p/p)
| PuertoBerrio  28.1 . 40.6 2.5 - 54 10.6 048
2 Cubara 31.2 . 415 2.5 - 45 8.6 0.78
3 Anolaima 303 . 351 30 - 3l 114 0.51
4 Bucaramanga 318 - 383 26 - 44 9.0 0.43
5 Flandes 285 . 394 19 - 42 109 0.73
6 Cal 36.1 . 388 2.2 - 1.7 84 0.60
7 Palmira 341 . 354 35 - 49 88 0.55
§  Suaita 300 . 419 33 - 5.6 6.0 3.00
9  Armenia 30.2 . 343 2.5 - 37 13.6 320
10 Bolivar 309 . 389 36 - 42 17 2.50
Il San Martin 26.1 . 2 29 - 6.8 8.6 240
12 Venadillo 30.2 . 50.3 il - 1.0 34 250
13 Saravena 24 104 253 1l 104 22 5.0 0.36
14 Colorado 37 226 - - 288 . 3l 0.30
15 Turbaco 37 236 - 0.1 305 . 18 0.83
H.J 14.6 . 49.9 2.1 - 6.8 17.5 0.53
HM 15.5 - 51.2 27 - 14 12,5 0.45

Tabla N° 3. Tomada de: Estudio comparativo de la composicion quimica de aceites esenciales de
Lippia alba provenientes de diferentes regiones de Colombia, efecto del tiempo de destilacion
sobre la composicion del aceite. H.J: hojas jovenes H.M: hojas maduras (39.)

Sin embargo, pese a las multiples variaciones en la composicion quimica en Colombia se han
identificado principalmente tres quimiotipos: el quimiotipo A caracterizado por su alto contenido
de carvona (41%) y limoneno (36%) el quimiotipo B el cual se destaca por su alto contenido de
neral y geranial (citral, 54%) y Trans- - cariofileno (8%) y un nuevo quimiotipo, denominado
“hibrido” (C), rico en carvona (25%), limoneno (22%) y citral (21%). Aunque la composicion
quimica como se habia mencionado anteriormente depende de diversidad de factores como por
ejemplo la parte y la edad de la planta a emplear para extraccién, se ha notado que las cantidades
de los compuestos mayoritarios presentes en los aceites esenciales, tales como el limoneno , la
carvona ,la piperona son superiores en las hojas maduras; mientras que el biciclosesquifelandreno
y el B-bourboneno, principales sesquiterpenos en los aceites esenciales presentan una mayor

concentracion en las hojas jovenes.
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2.2.5 Quimiotipos del aceite esencial de Lippia alba en otros paises

En Brasil el analisis quimico de Lippia alba recolectado en el estado de Sao Paulo presento 39
compuestos que corresponden al 99.45% del aceite esencial de este porcentaje
aproximadamente 67% corresponde a monoterpenos , los principales monoterpenos fueron el
isomerol nerol / geraniol (27.09%) y citral ( 21.87 % ) el 6-metil-5-heptene-2-ona (11,98%) y E-
cariofirileno (9,25%),y el 19% a sesquiterpenos®otro quimiotipo  de Brasil, cultivado en
Parana, presentd vy-terpineno (46,7%), p-cimeno (8,7%) y p-cariofileno (7,2%) como
constituyentes mayoritarios. La planta cultivada en la region noreste de Brasil, presentd dos
quimiotipos: uno con neral (27,2-30,4%), geranial (35,6-41,0%) y limoneno (9,1-13,1%) y otro
con carvona (42,3-54,7%), limoneno (23,2-30,4%) y p-cimeno (3,1-10,6%). En noreste de Brasil,
la composicién quimica de Lippia alba presentd dos quimiotipos: uno con neral (27,2-30,4%),
geranial (35,6-41,0%) y limoneno (9,1-13,1%) y otro con carvona (42,3-54,7%), limoneno (23,2-
30,4%) y p-cimeno (3,1-10,6%); en Perd el material vegetal recolectado presento
mayoritariamente la composicion quimica de 63,4% de carvona, 5,6% de germacreno D y un
5,1% de limoneno. En Argentina encontraron varios tipos quimiotipos que tienen como
constituyentes mayoritarios: lippiona (1,2-epoxipulegona), dihidrocarvona, citral y 1,8-cineol, y
un cuarto tipo con piperitona (36,7%) y limoneno (34,2%). De plantas que crecen en Uruguay, se
informd de un tipo quimico en donde los constituyentes principales del aceite son alcanfor
(18,2%) vy 1,8-cineol (16,5%)%.

El material vegetal recolectado en Cuba demostrd 43 compuestos agrupados en 22 hidrocarburos
terpénicos y 21 compuestos oxigenados, los mayores constituyentes fueron Limoneno (5,76)
carvona (40.00%), piperitona (3,62%) piperitenona (8.26%)y beta guaiene (9,84%) de igual
forma mencionaron componentes que no habian sido reportados como .En América del Norte, el
aceite esencial obtenido de plantas cultivadas en macetas (en Delaware) y procedentes de
Sinaloa, México, dio un nuevo quimiotipo en el que los constituyentes mayoritarios fueron metil
(estragol) (56,5%), 1,8-cineol (12,6%) y canfeno (7,0%). En el Norte de India, se encontrd otro
tipo quimico diferente, en el que los compuestos mayoritarios del aceite fueron mirceno (26,4%),
peral (6,4%) y geranial (9,8%) En sintesis, se podria concluir que los principales componentes del

aceite esencial son: alcanfor, dihidrocarvona, cariofileno, 1.8-cineol, citral, acetato de citronelol,
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pcimeno, metildecilcetona, geranial, limoneno, linalool, acetato de linalool, lipiona, mierceno,

neral, metiloctil-cetona, a- y b-pineno, piperitona, sabineno y a-terpineol**“®

Tabla N°4. Principales componentes del aceite esencial de Lippia alba

Componentes mayoritarios del aceite esencial, %
Carvona 53.0
Limoneno 11.1
Biciclosesquifelandreno 16.4
Piperitenona 36
Piperitona 2.5
B-Bourboneno 1.5

Tabla N°4. Tomada de: Aceites esenciales. UIS (46).

2.3 Métodos de extraccion de los aceites esenciales.

Existen diferentes métodos para obtener Aes, entre ellos se encuentran; la extraccion por
solventes, la maceracion, el prensado. Estos métodos son demorados y conllevan a la formacion
de productos no deseados como ceras, pigmentos, extractos y acidos grasos o que dificulta la
separacién del aceite, asi mismo existen nuevas técnicas que mejoran los rendimientos del aceite
como la extraccion por microondas sin uso de solventes y la extraccion con fluidos supercriticos.
Lo anterior ha conllevado a buscar nuevas alternativas que no presenten estas limitaciones entre

los métodos mas rentables se encuentran*?

2.3.1 Destilacion por arrastre con vapor de agua.
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Esta técnica es utilizada para separar aceites esenciales a partir de material vegetal; su objetivo es
la obtencion de componentes volatiles y no volatiles, por medio del vapor de agua generado a
partir de una fuente de calor externa sobre un recipiente (matraz, alambique etc.), el cual incluye
un tamiz que no permite el contacto del material vegetal con el agua. El flujo de vapor creado
pasa a través de la materia vegetal y arrastra consigo los aceites esenciales; en seguida estos
vapores se enfrian y se condensan creando dos fases liquidas no solubles entre si, la fase orgénica
(aceite esencial) y la fase acuosa que posteriormente por medio del proceso de decantacion se
pueden separar. Por otra parte, las ventajas que ofrece este procedimiento son su facilidad de uso,
un mayor control de la velocidad de destilacion, la posibilidad de variar la presién del vapor, este
método satisface mejor las operaciones comerciales a escala, al proveer resultados més constantes

y reproducibles esta técnica es utilizada especialmente para esencias muy volatiles**

Figura N°8.Equipo de destilacion por arrastre con vapor 1. Entrada de agua 2. Caldera de
calentamiento3.Alambique 4. Tubo de salida de aceite y vapor 5. Condensador 6. Entrada de
agua al condensador 7. Salida de agua del condensador 8. Salida de la mezcla 9. Recipiente
para captura de la muestra. 10. Salida de residuos tipo hidrolato.11. Manémetro. Tomada de:(49)

2.3.2 Destilacion con agua o hidrodestilacion.
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Este método consiste en sumergir el material vegetal en agua y llevarla por medio de calor hasta
su punto de ebullicion cabe resaltar que las condiciones para que se lleve un buen proceso de
extraccion, el material vegetal debe estar durante todo el proceso sumergido en agua y mantener
una constante agitacion y de esta manera evitar acimulos y sedimentacion del material vegetal.
Posteriormente  los vapores que se producen son recolectados por medio del proceso de
condensacion. En cuanto sus ventajas este proceso es de bajo costo y necesariamente no necesita
de una fuente eléctrica sin embargo existen desventajas que tiene este método se debe a las altas
temperaturas empleadas que con llevan a la disminucion o perdida de algunos compuestos del

material vegetal*®**

Figura N°9. Montaje de hidrodestilacion.

Figura N°9. Tomado de: Estudio comparativo de dos métodos de extraccion para el aceite

esencial presente en la cascara de Pdmelo (Citrus maxima) (42).

2.3.3 Destilacion de agua y vapor o vapor himedo.

Este tipo de destilacion se diferencia de la destilacion por arrastre de vapor ya que este método no
contiene agua en el fondo de la retorta o alambique, el vapor saturado o sobre calentado es
provisto por una caldera y a presiones mas elevadas que la atmosférica, se inyecta por medio de
serpentines cribadas que estan debajo de la carga y se dirige hacia arriba, atravesando la masa

vegetal colocada sobre una parrilla inferior™®
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2.3.4 Hidrodestilacién asistida por microondas (MWHD)

Es un método consiste en sumergir el material vegetal al agua y someterlo a la accion de la
radiacion de microondas, el agua se calienta hasta su punto de ebullicion, libera los compuestos
del aceite extraido contenidos en glandulas, por efecto de la presion de vapor; los compuestos
volatiles en fase gaseosa son arrastrados hasta el condensador, en donde se forman dos capas, una
rica en aceite y otra es hidrolato, los cuales se separan por decantacion. El uso de hidrodestilacion
asistida por microondas ha demostrado ser ambientalmente eficiente, ya que al emplearse agua
como vehiculo de extraccion, se elimina el uso de solventes toxicos y dafinos al medio ambiente,
asi como la degradacion térmica ocasionada por el uso del vapor de agua para obtener los aceites
esenciales y otros extractos; gracias a esto, el rendimiento del extracto es mayor mientras se
mantiene la composicion de los compuestos volatiles, se eliminan solventes toxicos, la biomasa
residual se puede compostar o bien convertir en una fuente energética como combustible y

aminorar costos operativos disminuyendo el consumo energético en el tiempo.
2.3.5 Extraccion con fluido supercritico (SFE).

El proceso de extraccion por fluidos supercriticos o “tecnologia de los solventes verdes” es muy
similar a la extraccion convencional, una de las principales diferencias radica en usar como
agente extractor un fluido supercritico en lugar de un liquido. El poder solvente de los fluidos
supercriticos se encuentra en funcion de la densidad, esta densidad puede ser variada por
aumentos graduales ya sea en la presion o en la temperatura. La extraccion por fluidos
supercriticos satisface en gran manera los requisitos exigidos, puesto que el impacto de este para
el medio ambiente es considerablemente mas bajo comparado con los métodos de extraccién
convencionales y los productos obtenidos mantienen sus propiedades. La conservacion de las
propiedades se debe en gran medida a que las materias primas utilizadas no son sometidas a
temperaturas elevadas que alteran las propiedades gquimicas de los compuestos obtenidos; por
ejemplo, la calidad de los acidos grasos poliinsaturados de diferentes materias primas no se ve
afectada, ya que, mediante el empleo de esta técnica, la extraccion se realiza a temperaturas

inferiores a 65 °C.
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2.3.6 Otros metodos de extraccion.

El método de enflorado o enfleurage: el material vegetal (generalmente flores) es puesto en
contacto con un aceite vegetal. La esencia es solubilizada en el aceite vegetal que actia como
vehiculo extractor. Se obtiene inicialmente una mezcla de aceite esencial y aceite vegetal la cual
es separada posteriormente por otros medios fisico-quimicos. Esta técnica es empleada para la
obtencion de esencias florales (rosa, jazmin, azahar, etc.), pero su bajo rendimiento y la dificil
separacion del aceite extractor la hacen costosa.

Maceracion en ésta el material permanece por varios dias sumergido en un sistema compuesto
por aceite, grasa fundida y alcohol etilico. Se utiliza para cantidades pequefias. Cuando la
maceracion es en alcohol, el contacto se realiza en frio por espacio de 24-48 horas en alcohol de
70°C en general, cuando se quiere usar en forma externa (locién). En forma interna se deja
macerar de una semana a 10 dias, removiendo frecuentemente, para luego exprimir y filtrar el
producto. Extraccion con solventes EI material se pone en contacto con una corriente de solvente
hasta que éste se apodera de toda la esencia y seguidamente, se separa por destilacion. Se utiliza

para conservar mejor los perfumes de flores delicadas®

2.3 Meétodos de susceptibilidad antimicrobiana

2.4.1 Método de difusion en disco.

Es un método cualitativo de rutina que se caracteriza por ser facilmente de estandarizable y que
estd indicado para microorganismos de rapido crecimiento y microorganismos de crecimiento
exigente. Estd basado en el trabajo de Kirby Bauer el cual consiste en depositar en la superficie
de una placa de agar Mueller Hinton previamente inoculada con el microorganismo, discos de
papel de filtro impregnados con los diferentes antibi6ticos. Tan pronto el disco impregnado en
antibidtico se pone en contacto con la superficie himeda del agar el filtro absorbe agua y el
antibidtico se difunde por el agar, formandose un gradiente de concentracion. Transcurridas 18 a
24 horas de incubacion, la lectura se realiza por presencia o ausencia de una zona de inhibicion
de crecimiento, que se mide en milimetros. La interpretacion de la prueba esta basada en la
correlacion entre el diametro de la zona de inhibicion (mm) con la MIC (ug/mL o mg/L) para

cada antimicrobiano y microorganismo. Los discos pueden o no aparecer rodeados por una zona
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de inhibicion de crecimiento bacteriano. Este es uno de los métodos que el CLSI recomienda para
la determinacion de la sensibilidad bacteriana a los antibidticos®"

2.3.5 Pruebas para deteccidon de Concentraciéon Minima Inhibitoria.

La concentracion inhibitoria minima (MIC) de un agente antimicrobiano es la minima
concentracion del agente antimicrobiano que inhibe la multiplicacién y produccién de un
crecimiento visible de una cepa bacteriana dada en el sistema de prueba. Determinamos la
concentracion en el laboratorio incubando una cantidad conocida de bacterias con diluciones
definidas del agente antimicrobiano. Las pruebas de la MIC pueden ser realizadas usando como
medios de cultivo en caldo o agar, pero la microdilucion en caldo es el método maés utilizado en

los laboratorios clinicos

2.3.5.1 Microdilucion en caldo.

La prueba de Microdilucién es un método cuantitativo que utiliza diluciones dobles seriadas del
antimicrobiano y se expresa el resultado en pg/mL. El caldo Mueller-Hinton se recomienda como
el medio preferido para pruebas de susceptibilidad de organismos comdnmente aislados,
aerobicos o facultativos de rapido crecimiento. El caldo debe tener el contenido apropiado de
cationes (Ca++ y Mg++). Los resultados obtenidos por este método pueden ser afectados por
diversas variables que deben ser controladas para asegurar la exactitud y reproducibilidad de los
resultados para esto el medio ideal debe tener un pH entre 7.2 y 7.4, una baja cantidad de

inhibidores pueden afectar las pruebas de susceptibilidad®*

2.3.5.2 Macrodilucién en caldo.

Las pruebas de dilucion han sido utilizadas durante afios. Este método consiste en exponer a las
cepas a estudiar a diferentes concentraciones de antimicrobianos, en diluciones a la mitad y
observar el crecimiento de los microorganismos para luego definir la CIM. El volumen final
minimo, requerido en cada tubo, es de 1 ml de caldo MH suplementado con Ca++ y Mg++ estéril
sin antimicrobiano. La interpretacion de la CIM corresponde a la minima concentracion de

antibi6tico en donde no se observa desarrollo (turbidez). La CIM se expresa en pg/ml®%.
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Overnight Broth Culture
105- 10°Organism/ml

100 pg/ml 50 25 125 625 3125 156 078 039

Antibioti
T Incubate at 37°C overnigth, then subculture

Minimal inhibitory concentration (MIC) = 3,125
Minimal bactericidal concentration (MBC) = 25

Figura N°10. Esquema sugerido de Macrodilucion en caldo. Tomado de: Manual de pruebas de

susceptibilidad antimicrobiana. Library of Congress Cataloging.2005 (52).

2.3.5.3 Método de dilucion en agar.

En el método de dilucion en agar, el agente antimicrobiano es incorporado en el medio con cada
placa que contenga una concentracion diferente del agente antimicrobiano. EI agar Muller
Hinton es el agar de eleccion, este debe tener un pH 7,2 - 7,4 no deben afiadirse cationes
suplementarios. Las ventajas de las pruebas de dilucion en agar se encuentra la reproducibilidad
de los resultados y el crecimiento satisfactorio de la mayoria de organismos no fastidiosos. Sin
embargo, sus desventajas incluyen el trabajo requerido para preparar las placas de dilucién en

agar y su relativamente corto tiempo de almacenamiento®>*

2.3.6 Método E test.

La prueba E test determina la susceptibilidad de forma cuantitativa, se basa en el uso de unas tiras
0 "epsilometros" (AB Biodisk, Sweden) las cuales contienen un gradiente exponencial continuo
de antibiotico y una escala interpretativa. El gradiente de antibidtico cubre un amplio rango de
concentraciones correspondientes aproximadamente a 15 diluciones dobles de CIM. Estas
concentraciones estan disefiadas para corresponder con los puntos de corte correspondientes a
cada antimicrobiano. El procedimiento es exactamente igual al usado en el método de difusion en

disco, pero en vez de observar una zona circular de inhibicion, se observa una zona eliptica. La

43



CIM del antibiotico se determina en el punto donde la elipse de crecimiento bacteriano intercepta

la escala de concentracion de la tira®

2.4 Aplicaciones del aceite esencial de Lippia alba.

En la medicina tradicional el aceite esencial de Lippia alba se ha caracterizado por presentar
propiedades analgésicas, antinflamatorias, expectorante, sedante, antidiabética, antiespasmaodicas,
antipirético, antidiarreico, Utiles en enfermedades intestinales y hepéticas, anticolesterolemico, de
igual manera presentan la propiedad de inhibir el crecimiento de microorganismos actuando

como agentes bacteriostaticos, bactericidas, antifingicas, antivirales, insecticidas'”

2.5.1 Actividad antibacteriana del aceite esencial de Lippia alba.

La actividad antibacteriana del aceite esencial de Lippia alba se ha evaluado contra bacterias
Gram positivas como Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus fecalis,
Listeria monocytogenes, Listeria innocua y bacterias Gram negativas como Escherichia coli,
Serratia marcesens, Pseudomonas aeruginosa y Salmonella choleraesuis. Los resultados de la
MIC se presentan en la Tabla N°6. La actividad antibacteriana del aceite de Lippia alba sobre
gérmenes de interés clinico humano han puesto de manifiesto que de las especies estudiadas sélo
la Pseudomonas aeruginosa mostro resistencia a las diferentes concentraciones evaluadas de
dicho agente. El resto de las bacterias, especificamente las gram positivas y Serratia marcescens,
presentaron susceptibilidad frente al aceite esencial, con valores de MIC entre 0,31 y 0,63
mg/mL. El S. aureus fue de todas las bacterias la que resultd sensible con la menor dosis del
agente antibacteriano® Estudios evidencian que la inhibicién del crecimiento microbiano fue
debida a una accién bacteriostatica ocasionada por el aceite sobre las células. Cabe resaltar que
varios autores mencionan que para hablar de actividad antibacteriana de los aceites de plantas se
habla de fuerte inhibicion cuando la MIC tiene un valor hasta 500 pg / mL, una inhibicion
moderada que se caracteriza por la MIC entre 600 pg / mL y 1500 pg / mL, y la inhibicion débil
una MIC por encima de 1600 pg / mL.
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2.4.5 Actividad antifangica del aceite esencial de Lippia alba.

La actividad antifingica contra patdgenos que causan infecciones en humanos ha ido cobrando
importancia debido al elevado incremento en la tasa de morbimortalidad asociada con
microorganismos como: Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida dubliniensis, Candida
tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei, Candida grubii, Candida gattii, Cryptococcus
neoformans, Aspergillus fumigatus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus versicolor, Aspergillus
niger, Penicillum funiculosum. Estos hongos constituyen un grupo de patdégenos emergentes,
causando infecciones de dificil diagndstico y tratamiento, ya que en general son microorganismos
que no responden a los antiflngicos disponibles, por lo cual se asocian a una mayor mortalidad y
aungue las infecciones flngicas invasoras provocadas por hongos emergentes son mas frecuentes
en pacientes innmunosuprimidos 0 terapias inmunosupresoras, estas condiciones hacen
susceptibles a estos individuos de contraer infecciones tanto por hongos patégenos primarios
como por otros gue son inocuos para las personas inmunocompetentes y su importancia reside en
la agresividad de su comportamiento en el hospedero y en la escasa o nula respuesta clinica a la
mayoria de los antifungicos disponibles. Por tal motivo el aumento de las infecciones por hongos
y la resistencia que presentan estos microrganismos hacen recurrir a compuestos de origen natural
como alternativas terapéuticas. Dicha actividad se ha evaluado con el aceite esencial de Lippia
alba que en mdaltiples estudios han demostrado su actividad antimicética con concentraciones
fungicidas minimas en el intervalo de 0,600-1,250 mg/mL. Los componentes mayoritarios
asociados a esta actividad fueron limoneno, carvona y biciclosesquifelandreno a una proporcion
aproximada de 18%, 27 %, 27 % respectivamente. Lo cual hace competitivo el aceite esencial
con medicamentos de referencia como el ketoconazol que presenta una MIC con valores entre
0,250-0,100 mg/mL. Y el bifonazol con MIC de 0,200-0,250 mg/mL™. Sin embargo, cabe
destacar que la actividad antimicética esta relacionada con el porcentaje de sus compuestos
especialmente el geranial el cual parece ser el principal componente fungicida del aceite esencial
de L. alba®™

2.4.6 Actividad antiviral del aceite esencial de Lippia alba.
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En los dltimos afios se ha enfocado en la evaluacion de principios activos aislados de plantas
naturales debido a la resistencia de estos microorganismos al tratamiento convencional; tal es el
caso evaluado contra el Herpes virus Humano Tipo 1 (HSV-1) el cual pertenece a la subfamilia
Alfa Herpes Viridae y causa infecciones virales comunes en humanos, tales como infecciones
herpéticas mucocutaneas, queratitis, encefalitis y herpes neonatal. El tratamiento de eleccion para
las infecciones causadas por los virus Alfa Herpes Viridae es el Aciclovir (ACV) y sus derivados.
Sin embargo, la aparicion de cepas resistentes a este farmaco complica su manejo a nivel clinico.
Los ensayos han demostrado que la fraccion de n-butanol y acetato de etilo dos de los
componentes del aceite esencial obtenido de las hojas de L. alba presentan actividad antiviral
frente a Virus del Herpes Simplex y Poliovirus respectivamente. Cabe aclarar que para mencionar
de actividad antiviral relevante 0 moderada de un producto natural purificado, es aquella cuyo
factor de reduccion (Rf) del titulo viral es, respectivamente de > 1x10° o de 1 x 10°. En este
sentido la mayor actividad anti herpética fue evidenciada para los aceites esenciales del

quimiotipo Carvona a una concentracion entre 125 ug/mL- 250 ug/mL"®

2.4.7 Actividad anti protozoaria del aceite esencial de Lippia alba.

El aceite esencial de L. alba en investigaciones realizadas ha demostrado tener actividad contra
Trypanozoma cruzi este protozoario hemoflagelado conocido por ser el agente causal de la
enfermedad de Chagas; una de las enfermedades desatendidas mas importantes del mundo y uno
de los problemas de salud publica mas relevantes en América Latina en Colombia. Los esfuerzos
por controlar esta enfermedad se han visto reducidos por el costo globales que tiene esta
enfermedad por tanto el control de la enfermedad se centra principalmente en prevenir o reducir
el ciclo de transmisién de T. cruzi mediante la erradicacion de vectores y la deteccion masiva de
donacidon de sangre .Sin embargo, existen desafios mayores como los asociados al cambio del
perfil epidemioldgico de la infeccion (diversidad de vectores, reservorios y modos de
transmision), siendo el problema mas importante, la falta de terapias efectivas para curar
la infeccion por T. cruzi o para prevenir la progresion de la infeccién. En estudios publicados el
Aes de L. alba ha mostrado diferencias significativas en su composicion quimica y rendimiento

tripanocida (p = 0,0001) destacando que los aceites del quimiotipo Citral son méas tripanocidas
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que los Aes del quimiotipo Carvona, con concentracion inhibitoria 50 (IC so) de 14 + 1.5 ug / mL,
22 £ 14 pg / mL y 74 £ 44 ng / mL, en Epimastigotes, Trypomastigotes y Amastigotes,

respectivamente™’.
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3. METODOLOGIA.

3.1 Tipo de estudio.

Esta investigacion es un estudio de tipo documental; ya que se realizd una seleccion de material
bibliogréfico teniendo como finalidad conocer las nuevas alternativas de tipo bioldgico para el
control de patégenos de importancia clinica, caracterizando los métodos de extraccion utilizados,
las condiciones ambientales, genéticos y como afectan la composicion del aceite esencial de
Lippia alba de igual forma identificando la Concentracién minima inhibitoria realizada por los

diferentes métodos de deteccion de susceptibilidad microbiana.
3.2 Universo.

En este trabajo de investigacion el universo comprende el Aceite esencial extraido de Lippia

alba con capacidad antimicrobiana reportada contra patdgenos de importancia clinica.
3.3 Poblacion.

En este caso nuestra poblacion de estudio son los documentos sobre el aceite esencial extraido

de Lippia alba con actividad antimicrobiana frente patdgenos de interés clinico.
1. Muestra.

En este trabajo la muestra son los 56 documentos seleccionados sobre estudios con actividad
antimicrobiana del aceite esencial de Lippia alba y su respectiva concentracion minima

inhibitoria frente a bacterias, hongos, parasitos y virus de importancia clinica.
2. Hipotesis.

El aceite esencial de Lippia alba posee actividad antimicrobiana contra microorganismos
patogenos de importancia clinica y ésta actividad es dependiente de maltiples factores como el
método de extraccion y condiciones geobotanicas que afectan la composicion quimica del AE.

48



3. Variables e indicadores.

Obijetivo Variable independiente Variable
dependiente
Identificar los microorganismos que han | Microorganismos Actividad

sido estudiados frente a la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de Lippia
alba y su respectiva concentracion minima

inhibitoria

estudiados

antimicrobiana

Determinar los principales compuestos
quimicos del aceite esencial de Lippia alba

y los factores geobotéanicos asociados.

Factores geobotanicos

Composicion

guimica

Conocer los métodos de extraccion mas
utilizados en la obtencion del aceite esencial

de Lippia alba

Métodos de extraccion.

Aceite esencial

Lippia alba

de

4, METODOS.

1. Busqueda de articulos cientificos en bases de datos como Pub Med, Scientific electronic

library online(SciELO), Sinab y libros online.

2. Revision de la informacién: Se procede a revisar la informacion recolectada en los

diferentes articulos, se identifica los microorganismos estudiados con actividad

antimicrobiana del AE de Lippia alba, métodos de extraccion, composicion quimica,

factores geobotanicos.

3. Clasificacion de la informacion: Con base en los articulos y la informacion relevante

analizada en cada uno de ellos, se procede a escoger los temas a tratar en el documento

como descripcién de la planta de Lippia alba, condiciones geobotanicos métodos de
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http://www.scielo.cl/

extraccion del AE, Actividad antimicrobiana y Métodos de susceptibilidad con la
finalidad de explicar el tema de forma légica y completa.

Organizacion del documento: Teniendo claros los temas a tratar, se empieza a realizar el
documento, partiendo de una introduccion general del tema que permitan entender con
mas facilidad los items que hablan especificamente de la actividad antimicrobiana del

aceite esencial de Lippia alba.
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4. RESULTADOS

Paso 1. Busqueda y seleccion de informacion.

Se revisaron 56 documentos en diferentes bases de datos como Pub Med, Biblioteca virtual
Sinab- Universidad Nacional de Colombia, ELSEVIER, sciELO y paginas de entidades
dedicadas en la documentacion de la actividad antimicrobiana de aceites esenciales.

Posteriormente se llevé a cabo la seleccién de la informacion de acuerdo a nuestros temas de

interés que se clasificoer de la siguiente forma:

TEMATICAS DE INTERES

" composicion de
Aes Lippia alba
15%

" Cultivo de Lipia
alba 14%

Métodos de
extraccion de
Aes 10%

B Generalidade
s de aceites
esenciales

21%

Espafol: 43% Ingles: 13%

Figura N°11. Principales teméticas de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Lippia
alba. En el grafico nos muestra las teméticas de mayor relevancia compuesta por un 40% por la
actividad antimicrobiana del Aes de Lippia alba.
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ARTICULOS CONSULTADOS
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Figura N°12. Numero articulos consultados en la revision clasificados por Pais.
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Figura N°13. Numero de Articulos consultados por afio de publicacion.
Paso 2. Organizacion de la informacion.

Seguidamente se organiz6 de forma cronolégica por afio cada uno de los temas con las
caracteristicas anteriormente mencionadas en el gréfico.
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Tabla N°5. Material documental seleccionado ordenado cronoldgicamente por tema.

Tema : Actividad antimicrobiana del aceite esencial de Lippia alba.

ARTICULO AUTORES ANO
Desarrollo agrotecnolégico de Lippia alba Guzman Patricia, Cardozo Ricardo, 2004
(Miller) N. E Brown ex Britton & W Garcia Vanesa.

ilson

Danielo R. Oliveira, Gilda G. Leitao | 2006
, Stela L. Santos , Humberto R. Bizzo

Ethnopharmacological study of

two Lippia species from Oriximind, Brazil.
, Daise Lopes, Celuta S. Alviano,

Daniela S. Alviano ,Susana G. Leitao

Evaluacion de la actividad anti-Candida y Jheidys Montiel , Ana Cecilia Mesa 2007

anti-Aspergillus de aceites esenciales de Arango , Camilo Duran , Juan
lippia alba (miller) n.e brown quimiotipo Gabriel Bueno , Liliana Betancur
carvona limoneno y su asociacion con sus Galvis, Elena Stashenko

componentes mayoritarios

Actividad antimicrobiana in vitro de Ramon Juan, Pastrana Pedro,
compuestos volatiles y no volatiles de Lippia | Fernandez Katherine, Vifia Amparo 2007
alba y extractos organicos y acuoso de

Justicia pectoralis cultivadas en diferentes

pisos termicos del departamento del Tolima.
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Antibacterial activity of Lippa alba (Lemon | Nogueira Marisa, Diaz Gaspar, 2007
herb) Sakumo Luciana, Tagami Patricia.

Evaluacion in vitro de la actividad de aceites | Arevalo Yesika, Robledo Sara, 2009

esenciales de plantas colombianas sobre Mufioz Diana, Granados Diana,

Leishmania braziliensis Cuca Luis , Delgado Gabriela

Composicion quimica y evaluacion de la Agudelo Lee, Gomez German , 2010

actividad antiherpética Duran Diego , Stashenko Elena,

in vitro de aceites Betancur Liliana

esenciales de Lippia alba

(Mill) N.E. Brown

y sus componentes mayoritarios

Virucidal activity of Ocazionez Raquel , Meneses Rocio 2010
. I L ,Torres Flor , Stashenko Elena .

Colombian Lippia essential oils on dengue

virus replication in vitro.

Aceites esenciales: conceptos basicos y Usano Jaime, Pala Jesus, Diaz Silvia | 2014

actividad antibacteriana.

Evaluacion in vitro de cuatro quimiotipos del | Ardizzoli Karina 2015

aceite esencial de Lippia alba (Mill.) N.E.

Brown como antiflingico frente a Fusarium

spp. Recuperados de muestras clinicas

Actividad antibacteriana in vitro de aceites Torrenegra Miladys, Matiz German, 2015

esenciales frente a microorganismos

implicados en el acné

Gil Jesus, Leon Glicerio
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Amebicidal activity of the essential oils Amorim Israel, Scher Ricardo,Brittes | 2016
of Lippia spp. (Verbenaceae) Marilise, Rocha Leociley, Vilaca
against Acanthamoeba polyphaga Emmanoel, Cabral Socrates,
trophozoites Fitzgerald Arie , Dos Santos Jaciana
, Goncalves Tereshina , Santana
Silva.
Actividad antimicrobiana de aceites Cuadros M, Rivera A, Alvarez O, 2016
esenciales de Lippia alba y Cymbopogon Pabon MC ,Pareja D, Mereni L.
citratus sobre streptococcus mutans y
citotoxicidad en células CHO
Larvicidal activity of essential oils of Lippia | Aldana Fransisco , Cruz Sully 2017
alba and Lippia graveolens, on Aedes aegypti
L.
Efecto in vitro del aceite esencial de Lippia Rodriguez Joshep , Segura Alex. 2018
alba “ pampa oregano “ frente a Escherichia
coli y Staphylococcus aureus
Induction of programmed cell death in Moreno Marcela , Leal Sandra, 2018

Trypanosoma cruzi by Lippia alba essential
oils and their major and synergistic terpenes

(citral, limonene and caryophyllene oxide).

Stashenko Elena , Garcia Liliana ,

Fuente: llustracion propia.

Tema : Composicién del aceite esencial de Lippia alba

TITULO

AUTORES

ANO DE PUBLICACION

Examen Comparado de la

Ricciardi Gabriela , Veglia

1999
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Composicion de los Aceites
Esenciales de Especies Autdctonas
de Lippia alba (Mill.) N. E. Br.

Juan, Ricciardi Armando,

Bandano Arnaldo.

Estudio comparativo de la Celis Clara ,Rivero Patricia , 2007
composicion y actividad bioldgica de | Isaza Jose, Stashenko Elena,

los aceites esenciales extraidos de Martinez Jairo ,

Lippia alba, Lippia origanoides y

Phyla dulcis, especies de la familia

verbenaceae

Estudio comparativo de la Duran Diego, Monsalve Luz, | 2007
composicion quimica de aceites Martinez Jairo,Stashenko

esenciales de Lippia alba Elena

provenientes de diferentes regiones

de colombia, y efecto del tiempo de

destilacion sobre la composicion del

aceite

Ciitral and carvone chemotypes Mesa Ana, Montiel Jehidys, 2009
from the essential oils of Zapata Bibiana, Duran

Colombian Lippia alba (Mill) N.E, | <2 Betancur Liliana

Brown: composition, cytotoxicity Stashenko Elena.

and antifungal activity

Quimiotipos, Extraccién, Linde A, Colauto A, Alberto 2015
Composicion y Aplicaciones del E, Gazmin Z.

Aceite Esencial de Lippia alba

Cytotoxic and Antimicrobial Dos Santos Nara, Pascon 2016

Constituents from the Essential Oil

of Lippia alba (Verbenaceae)

Renata , Vallim Marcelo,
Figueiredo Carlos, Soares
Marisi, Lago Joao, Sartorelli

Patricia
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Efecto del secado y la edad de las Delgado Johannes ,Sanchez 2016
plantas en la composicion de los Manuel, Bonilla Carmen
aceites esenciales de Lippia
alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P.
Wilson y Lippia origanoides Kunth
Composicion quimica (volatiles ) Bermudes Carlos 2018
caracterizacion fisico quimica 'y
actividades bioldgicas del aceites
esencial de Lippia alba de Ecuador
Fuente: Ilustracién propia.

Tema : Métodos de Susceptibilidad.
ARTICULO AUTORES ANO
Manual de actualizacion en Secretaria Distrital de Salud 2010
resistencia bacteriana y normas | Bogota- Colombia.
CLSI M100 - S20
Aspectos basicos de los Perez Hector, Fundacion 2013
mecanismos de resistencia Hospital Nuestra sefiora de la
bacteriana Luz
Organizacion mundial de la OoMS 2017

salud. Resistencia a los
antimicrobianos , una amenaza

mundial

Fuente: Ilustracion propia.
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Tema : Métodos de extraccion del aceite esencial

ARTICULO AUTORES ANO
Aceites esenciales : Métodos de | Perede H, Garcia Paulo,Lopez 2009
extraccion. A.
Aceites esenciales Stashenko Elena 2009

) ) ) SENA 2012
Introduccién a la industria de
los aceites esenciales extraidos
de las plantas medicinales y
aromaticas
Analisis de la Produccion de Alvarez Ingrid 2015
Aceite Esencial de
Lippia alba por Destilacion
Mediante
Aurrastre de Vapor en Planta
Movil
Optimizacion de la extraccion Villaverde Irene 2018
de aceites esenciales por
destilacién en corriente de
vapor.

Tema : Cultivo de Lippia alba

ARTICULO AUTORES ANO
El cultivo de pronto alivio Bonilla C, S&nchez M, Guzman | 2004

Lippia alba

S
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Desarrollo agro tecnolégico de | Guzman Patricia, Cardozo 2004
Lippia alba Ricardo, Garcia Vanesa.

(Miller) N. E Brown ex Britton

& Wilson

Descripcion boténica, manejo Bonilla Carmen, Sanchez 2013

del cultivo y poscosecha de
Lippia alba (MILL.)

Zambrano Erika.

Manuel, Delgado Johannes,

Fuente: Ilustracién propia.

Paso 3. Recopilacion de los principales microorganismos evaluados frente al aceite esencial de

Lippia alba

Tabla N°6. Microorganismos evaluados con actividad antibacteriana y su

concentracion minima inhibitoria mg/mL

Pino J.et | FeitosaT. Dos Mesquita
Microorganismo | al.1996. 2013 Santos N. E. et
etal.2016 | al.2017
MIC MIC MIC MIC
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Staphylococcus 0.31 0.29 _ 0.5
aureus
Escherichia coli 2.50 1.17 4.0 _
Pseudomonas No 9.37 _ —
aeruginosa detectable
Serratia 0.63 _ 4.0 —
marcescens
Staphylococcus 0.63 _ 4.0 -
epidermidis
Klebsiella 2.50 - - —
pneumonie

Control: (+) amikacin 1.2 mg/mL; (-) Tween 80 1

Fuente: Ilustracion propia.
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Tabla N°7. Microorganismos evaluados con actividad antibacteriana y su respectiva

concentracion minima inhibitoria en ug/mL

VeraR. | Torrenegra | Oliveirat | Lopez R. | Amin R
etal M. et al etal. et al etal.
(2007) (2015) (2017) (2018) | (2018)
Microorganismo

MIC MIC MIC MIC MIC
ug/mL ug/mL ug/mL ug/mL | ug/mL
Escherichia coli 500 250 2.5 31.25
S. aureus 0.27 125 3
S. epidermidis 0.27

Fuente: llustracion propia.

Tabla N°8. Microorganismos evaluados con actividad antifungica y su respectiva concentracion

minima inhibitoria en mg/mL

Glamoclija J.etal | Santos N. et al.
Microorganismo (2011) (2016)

MIC mg/mL MIC mg/mL
Candida albicans L 2.0
Candida 0.5
dubliniensis
Cryptococcus 1.0
neoformans
Aspergillus niger 0.600
Aspergillus 0.300 L
fumigatus

Control: cloranfenicol; Fluconazole

Fuente: Ilustracién propia.

Tabla N°8. Microorganismos evaluados con actividad antifungica y su respectiva concentracion

minima inhibitoria en ug/mL
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Microorganismo Mesa A. et | Teixeira M.
al (2009) et al (2014)
Compuesto Hidrodestilacion | Destilacion Hidrodestilacion | Extraccion
(HD) con vapor Asistida por con fluidos
microondas supercritico(
(MWHD) SFE)
MIC ug/mL | MIC ug/mL
Candida albicans _ 2,000
Candida krusei 39.4 2,000
Aspergillus 62.5 _
fumigatus
Aspergillus flavus 250 _

Fuente: llustracion propia.

TABLA N°9. Composicién quimica del Aceite esencial de Lippia alba.

PinoJ, | Duran Parra | Feitosa | Veras Lopez | Stashe | Fitzgeral | Toni, C | Tofifio Soto M,
Componentes etal. D, et,al. M et, T,etal. | Hyetal. | M,et, nkoE, | dAetal | etal A. et, al.
(%) (1996) | (2007) al. (2011) | (2011) al. et,al. (2015) | (2015) | Etal, (2019)
(2010) (2011) | (2014) (2016)
Carvona 40.00 | 51.2% | 29.14 | 0.84% _ 381% | 08% | 39.58% _ - 54.1%
% %
Limoneno | 576 % | 15.5% | 3.20% | 14.07 30% | 332% _ 4535% | 0.08% | 2.8% 7.2%
%
Citral _ _ _ 31.57 21.87 _ 0.9 % - _ — -
% %
Piperiteno | 8.26% | 74% | 041 % _ _ 43 % _ _ _ _ 25%
na
Neral . . . 2550 | 295% | 254 % - _ _ 15.9 % -
%
Geranial . . . . 31.5% | 33.1% - _ _ 18.9 % -

TABLA N°7. llustracion propia.

Tabla N° 8 Comparacion entre los principales compuestos quimicos aislados por cuatro métodos
diferentes de extraccion.

Tabla N°8. Comparacion entre los principales compuestos quimicos aislados por tres métodos de
extraccion diferentes. Tomada de: (39). Modificado por la autora.
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Limoneno 32.60% 36.90% 29.58% 23.90%
Carvona 51.0% 45.06% 57.21% 40.48%
Piperitona 0.93% 0.8% 1.23% 1.00%
Piperitenona 1.47% 1.1% 1.81% 1.6%
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5. DISCUSION.

Las plantas medicinales son utilizadas desde hace muchos afios como tratamiento para diferentes
afecciones. Dentro de las diversas clases de compuestos aislados de plantas, los aceites esenciales
son un grupo reconocido por presentar actividad antimicrobiana contra un gran ndmero de
microorganismos, incluyendo especies resistentes a los antibio6ticos; por tal motivo en los Gltimos
afios se ha dirigido las investigaciones hacia la actividad antimicrobiana de los aceites® En este
sentido la especie Lippia alba resulta de gran interés por la diversidad quimica de los metabolitos
secundarios volatiles presentes en sus aceites esenciales y la variedad de usos botanicos y
etnofarmacoldgicos entre los que se destacan: uso para problemas digestivos, nauseas, problemas
cardiovasculares, resfriados, asma y tos; ademéas se le han atribuido propiedades sedantes,
ansioliticas, antiulceras, antifungicas, antibacterianas, antiprotozoaria, antioxidantes,
antiespasmadicas, anticonceptivas y antinflamatorias por tanto la importancia que han cobrado
ultimamente la obtencion del AE es sin duda un avance Util para encontrar nuevas alternativas
bioldgicas contra microorganismos especialmente resistentes; sin embargo existen ciertos
factores que ain no han sido estandarizados como la obtencion del aceite esencial util con
actividad antimicrobiana este es el caso del estudio de Agudelo L. Et al quien identificé factores
geobotanicos, condiciones de cultivo, condiciones genéticas, condiciones de cosecha,
encontrando que existe una relacion entre el momento de recoleccion del material vegetal y la
cantidad de los componentes quimicos con una menor produccion de AE al mediodia; revelando
la mafiana como el mejor periodo para obtener mayor cantidad por otra parte los aceites
esenciales extraidos de hojas jovenes y maduras de Lippia alba, son muy similares
cualitativamente; sin embargo, las cantidades de los compuestos mayoritarios presentes en el
aceite esencial de Lippia alba, tales como el limoneno, la carvona, la piperitenona y la piperitona,
son superiores en las hojas maduras; mientras que el biciclosesquifelandreno y el $-bourboneno,
principales sesquiterpenos, presentan una mayor concentracion en las hojas jovenes.
Contradictorio a esto aparecen los ensayos realizados por Ciccio et al. quien afirma que en Costa
Rica especificamente la Costa Atlantica la cosecha de la planta se podria efectuar durante

distintos meses del afio sin que haya una variacion en la composicion del aceite esencial, el cual
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alude a que la plasticidad genética probablemente le permite adaptarse a diversos habitats del

continente.

Otro factor limitante ha sido el proceso de extraccion del AE frente a eso Stashenko et al.
comparé los métodos de extraccion por hidrodestilacion, destilacion simultanea mediante
extraccion con solvente, hidrodestilacion asistida por microondas y encontrd6 45 componentes
entre los mayoritariamente presentes fueron la carvona con un porcentaje entre 40-60% seguido
del limoneno 24-27% vy bicicloesquilfenaldreno 5-22% de la misma forma en el estudio realizado
por Linde C. et al, la extraccion por fluido supercritico aisl6 una mayor cantidad de
sesquiterpenoides e hidrocarburos y la extraccién con solvente aislé una mayor cantidad de
hidrocarburos monoterpenos. Mientras que Celis Et al. obtuvo el aceite esencial por medio de
hidrodestilacion y encontrd entre los compuestos presentes en mayor proporcion el quimiotipo
carvona, gque contiene 35% de monoterpenos oxigenados, el aceite del quimiotipo citral presento
de igual forma un importante contenido de monoterpenos oxigenados; importantes ya que
constituyen el 67% de la esencia. Por su parte Duran D. et al. menciona que la composicion
cuantitativa del aceite esencial depende del tiempo de destilacion, a medida que aumenta se
incrementa el contenido especialmente de carvona y biciclosesquifelandreno, mientras que el
contenido de limoneno disminuye. Yamamoto et al. refiere que la productividad también depende
de factores ambientales tal como demuestra con la alta produccion de citral en material
recolectado de varias regiones los cuales tienen valores porcentuales altos que oscilan entren
54%. Dos Santos Et al. identificé 39 sustancias correspondientes al 99,45% de la composicion
total del aceite entre los compuestos identificados, aproximadamente el 67% corresponde a
monoterpenos y el 19% a sesquiterpenos los principales componentes caracterizados fueron los
monoterpenos isoméricos, nerol / geraniol (27.09%) y citral (21.87%), asi como 6-metil-5-
heptene-2-ona (11.98%) y E- cariofirileno (9.25%), estos compuestos se encontraron previamente
como metabolitos menores en el aceite esencial de las hojas de L. alba que sugiere un nuevo
quimiotipo nerol / geraniol y citral. Estos compuestos de naturaleza monoterpénica que contienen
oxigeno, representado principalmente por aldehidos y alcoholes, tales como neral / geranial y son
los responsables del aroma de las plantas y esta propiedad se esta utilizando en pastas dentales e

industria cosmética igualmente poseen tambien propiedades farmacodinamicas.
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Con respecto a la actividad antimicrobiana, se resalta que hay una inhibicion mejor contra unos
microorganismos que otros, tal como lo menciona Zamora Et al sobre el mecanismo de la
actividad, aunque no se sabe a ciencia cierta se ha manejado hip6tesis como por ejemplo que no
existe un s6lo mecanismo de accion o que solo uno de sus constituyentes sea el responsable de
esta actividad la mayor resistencia a los AE por parte de las bacterias Gram negativas parece estar
asociada a la estructura de su lipopolisacérido de la pared celular que bloquea el paso de los
aceites hidréfobos®> Tales causas podrian explicar entonces el motivo por el cual la mayoria de
resultados de estudios encontrados tengan una mejor actividad contra bacterias especialmente
gram positivas como: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus fecalis,
Listeria monocytogenes, Listeria innocua que sobre bacterias Gram negativas como Escherichia
coli, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa y Salmonella choleraesuis de las especies
estudiadas solo Pseudomonas aeruginosa mostrd resistencia a las diferentes concentraciones
evaluadas de dicho agente. El resto de las bacterias presentaron susceptibilidad frente al aceite
esencial, con valores de MIC entre 0,31 y 0,63 mg/mL, S. aureus fue de todas las bacterias la que
resultd sensible con la menor dosis del agente antibacteriano con una MIC de 0.29 mg/mL>*
Cabe resaltar que varios autores mencionan que para hablar de actividad antibacteriana de los
aceites de plantas se habla de fuerte inhibicion cuando la MIC tiene un valor hasta 500 pug / mL,
una inhibicién moderada que se caracteriza por la MIC entre 600 pg / mL y 1500 pg / mL y la
inhibicion débil una MIC por encima de 1600 pg/mL. No obstante, en los estudios encontrados se
ha reportado la MIC del AE en unidades mg/mL. Igualmente, la actividad antifingica evaluada
contra: Céandida albicans, Candida parapsilosis, Candida dubliniensis, Candida tropicalis,
Candida glabrata, Candida krusei, Cryptococcus grubii, Cryptococcus gattii, Cryptococcus
neoformans, Aspergillus fumigatus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus versicolor, Aspergillus
niger, Penicillum funiculosum. Aunque AE de Lippia alba posee resultados representativos
contra todos los microorganismos analizados, se ha descrito actividad mas sensible especialmente
contra las levaduras que sobre las cepas bacterianas por ejemplo solo a 4.0 mg/ml, E. coli mostro
una inhibicion del crecimiento de mas del 80%; todas las demas cepas mostraron una MIC de
mas de 4,0 mg/mL con inhibiciones del crecimiento por debajo del 70%. Por el contrario, todas
las cepas de levadura probadas fueron sensibles al aceite esencial de L. alba y los MIC calculados

para ellos fueron de dos a cuatro veces mas bajos que los encontrados para cepas bacterianas.
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Cabe destacar que la actividad antimicética esta relacionada con el porcentaje de sus compuestos
especialmente el geranial el cual parece ser el principal componente fungicida del aceite esencial

de L. alba®™

Las investigaciones recopiladas en el presente estudio han identificado la importancia del aceite
esencial de Lippia alba y el aprovechamiento de sus metabolitos frente a microorganismos
resistentes 0 no a tratamientos convencionales, sin embargo, estos compuestos podrian
aprovecharse en mayor medida si se estandarizaran métodos para de esta forma conservar la
originalidad de la composicion del aceite esencial de Lippia alba y pueda ser méas sensible su

actividad antimicrobiana.
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6. CONCLUSIONES.

1. Los microorganismos estudiados frente a la actividad antimicrobiana del aceite esencial
de Lippia alba fueron bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Listeria innocua las cuales se caracterizaron por presentar mayor
sensibilidad que las bacterias Gram negativas como Escherichia coli. De los hongos
evaluados, Candida dubliniensis, Cryptococcus grubii, Cryptococcus neoformans,
Aspergillus fumigatus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus versicolor, Aspergillus niger
tuvieron mayor sensibilidad con valores MIC entre 0.300-0.600 mg/mL.

2. La variabilidad observada en la composicién quimica de los aceites esenciales extraidos
de las plantas provenientes de diferentes regiones de Colombia y otros paises se debe en
su mayoria a factores geobotanicos, condiciones de cultivo, diversidad genética y parte de
la planta utilizada para la obtencion del aceite esencial de Lippia alba.

3. Los métodos mas comunes de extraccion del aceite esencial son: destilacion por arrastre
con vapor de agua, hidrodestilacion y Hidrodestilacion asistida por microondas y vapor
himedo, de estos métodos el mas empleado es destilacion por arrastre con vapor de agua
o tipo Clevenger, aunque tiene ciertas limitaciones como disminucion en el rendimiento
del aceite conserva mejor las propiedades quimicas.

4. Los principales componentes encontrados fueron: Carvona 53%, Limoneno 11%,
Biciclosesquifelandreno 16.4%, Piperitenona 36%, Piperitona 2.5% Yy B-bourboneno
1.5%. Principales compuestos que alteran la permeabilidad de las membranas de
microorganismos especialmente bacterias y efectuar su accion antimicrobiana.
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