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Resumen

A partir de las partes aéreas de plantas de Lippia origanoides crecidas en diferentes re-
giones de Colombia, se obtuvieron nueve aceites esenciales por hidrodestilación asistida por
radiación de microondas y analizados por GC-MS. La actividad antibacteriana de los aceites
fue evaluada por el método de perforación en placa de agar y la concentración mínima inhibi-
toria (MIC) fue determinada por el método de microdilución en caldo. Los rangos de inhibición
frente a los microorganismos evaluados estuvieron entre 14 y 105% con respecto a los anti-
bióticos control, y las MIC entre 256 y 1024 ppm. Estos resultados indican que los aceites de
Lippia origanoides pueden ser útiles en el desarrollo de compuestos antibacterianos.
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Antibacterial activity of Lippia origanoides essential oils
from different Colombian regions

Abstract

Starting from the aerial parts of Lippia origanoides plants, grown in different Colombian
regions, nine essential oils from were obtained through hydro-distillation assisted by microwa-
ve radiation and analyzed by GC-MS. The oils antibacterial activity was evaluated using the
agar-well diffusion method and the minimum inhibitory concentration (MIC) by the broth mi-
crodilution. The inhibition ranges against the evaluated microorganisms were between 14 and
105% regarding to the antibiotics control, and the MIC between 256 and 1024 ppm. These re-
sults indicate that the oils from Lippia origanoides could be useful in the development of anti-
bacterial compounds.

Key words: Lippia origanoides, essential oils, antibacterial activity.

Introducción

Los aceites esenciales, son líquidos
aromáticos obtenidos de diferentes partes
de las plantas y utilizados ampliamente
como saborizantes y en la industria de los

perfumes (1). Se ha demostrado que algunos
aceites poseen actividades antibacteriana,
antifúngica, antiviral (2), insecticida, antitó-
xica (3) y propiedades antioxidantes (4),
otros aceites han sido usados en el trata-
miento de cáncer (5).
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Las propiedades antibacterianas de
los aceites esenciales y sus componentes
son utilizadas en diversos productos co-
merciales tales como selladores dentales de
canal radicular (6), antisépticos (7, 8) y su-
plementos alimenticios para cerdas lactan-
tes y lechones destetados (9, 10). Algunos
conservantes que contienen aceites esen-
ciales ya están disponibles comercialmen-
te, para su uso en la industria de alimentos
(11).

Las enfermedades producidas por en-
terobacterias (Escherichia y Salmonella) ge-
neralmente están asociadas con la ingesta
de alimentos contaminados; las enterobac-
terias causan gastroenteritis y diarrea sien-
do responsables de tasas de mortalidad al-
tas, con más de 50000 muertes diarias,
como consecuencia de estas infecciones (12,
13). El surgimiento de cepas resistentes a
antibióticos se ha convertido en un serio
problema de salud y ha obligado a la bús-
queda de nuevas fuentes de éstos, encon-
trándose en los aceites esenciales un alto
potencial para ello.

Las plantas del género Lippia
(Verbenaceae) han sido utilizadas para pro-
pósitos medicinales en muchos países, va-
rias actividades biológicas tales como anti-
bacteriana, antiparasitaria, antiviral y anti-
micótica han sido establecidas tanto para
los extractos como para los aceites (14).

Lippia origanoides HBK es un arbusto
aromático, que crece hasta 1,7 m de altura
perteneciente a la familia Verbenaceae. Es
conocido como “alecrim do Campo” y se ha
propagado ampliamente en el estado de Pi-
aui (Brasil), donde es utilizado comúnmente
en la medicina tradicional para el trata-
miento de la influenza, resfriados e infeccio-
nes pulmonares. También se ha usado en
Venezuela como tónico contra el dolor de es-
tomago, como remedio contra el resfriado, la
gripe, bronquitis y asma (14, 15), algunas
especies se han usado contra la diarrea y la
disentería. En África especies de Lippia sp.
se usan contra la malaria (16).

Compuestos biológicamente activos que
proceden de fuentes naturales han sido siem-
pre de gran interés para los científicos que
trabajan en enfermedades infecciosas. En los
últimos años, ha habido un creciente interés
en la evaluación de las plantas que poseen ac-
tividad antibacteriana contra diversas enfer-
medades (17), por lo que el objeto de este estu-
dio fue evaluar la actividad antibacteriana de
los aceites de Lippia origanoides obtenidos de
especies de diferentes regiones de Colombia.

Materiales y métodos

Material vegetal

Nueve muestras de hojas de Lippia ori-
ganoides fueron colectadas en diferentes re-
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Tabla 1

Origen geográfico y voucher de muestras de Lippia origanoides empleadas para obtener los aceites

esenciales estudiados

Voucher N ° (COL) Localidad Departamento

517741 Soatá Boyacá

512271 Jordán Sube Santander

520285 Pedregal Nariño

512075 Bucaramanga Santander

512087 Mercaderes Cauca

519798 Bucaramanga Santander

519799 Bucaramanga Santander



giones de Colombia, tres de ellas correspon-
den a la misma identificación taxonómica
(517741), pero recolectadas en diferentes
épocas del año. La clasificación de las espe-
cies fue desarrollada en el Herbario Nacional
de Colombia, los números de Voucher N°
(COL) y las regiones aparecen referenciados
en la tabla 1.

Extracción del aceite esencial

Los aceites esenciales fueron extraídos
a partir de hojas secas, a través de hidrodes-
tilación asistida por la radiación de micro-
ondas, según la metodología descrita por
Stashenko et al. (18). Los aceites esenciales
decantados fueron secados con sulfato de
sodio.

Análisis cromatográfico

La caracterización química de los acei-
tes esenciales se desarrolló, usando croma-
tografía de gases acoplada a espectrometría
de masas (GC-MS), en un cromatógrafo Agi-
lent Technologies 6890 Plus Series GC Sys-
tem acoplado a un detector selectivo de ma-
sas Agilent Technologies 5973 Network, con
analizador cuadrupolar, en una columna
DB-5MS, con fase estacionaria de 5%-fenil-
poli(dimetilsiloxano), (60 m de largo × 0,25
mm de diámetro × 0,25 µm de película). La
identificación de los compuestos fue basada
en los índices de Kovats, espectros de ma-
sas, comparación entre las muestras, los es-
tándares y las bases de datos.

Actividad antibacteriana

Microorganismos. Las bacterias utili-
zadas fueron Salmonella tiphymurium ATCC
(American type culture colection) 13311,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 33591, Bacillus
cereus ATCC 11778 y unos aislamientos de
Salmonella gallinarum, Escherichia coli Nº 1
resistente a amoxacilina, y Escherichia coli
Nº 2 sensible a amoxacilina.

Prueba de actividad antibacteriana.
La actividad antibacteriana fue evaluada
utilizando el método de perforación en pla-

ca, adicionando en los pozos un volumen de
20 µL de aceite e incubando por 24 horas a
37°C. Se realizaron 3 réplicas de cada uno
de los ensayos, se midió el halo de inhibi-
ción, y se comparó con el control positivo
para determinar el porcentaje de inhibición.
Los controles utilizados fueron Ampicilina
(P. aeruginosa), Amoxacilina (S. gallinarium, S.
tiphymurium E. coli Nº 2, B. cereus, S. aureus)
y Trimetropin sulfa para Escherichia coli Nº
1. Los resultados presentados son el prome-
dio de 3 repeticiones.

La MIC (Concentración mínima inhibi-
toria), definida como la concentración más
baja del aceite que inhibe el 100% del creci-
miento bacteriano, fue determinada utili-
zando la técnica de microdilución en caldo,
empleando cajas de 96 pozos. Se realizaron
diluciones dobles del aceite desde una con-
centración de 1024 hasta 1 ppm. Se incubó
durante 4 horas a 37°C y se adicionó Bro-
muro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-dife-
niltetrazol (MTT); el color violeta indica cre-
cimiento bacteriano, y el color amarillo indi-
ca inhibición. Los pozos que dieron un color
amarillo se confirmaron por siembra en pla-
ca y se determinó la Mínima concentración
bactericida (MBC).

Resultados y discusión

La tabla 2 muestra los porcentajes de
inhibición y las concentraciones de los acei-
tes de Lippia origanoides utilizadas por el
método de perforación en placa. Los porcen-
tajes de inhibición variaron de 14 a 105 %,
con respecto al antibiótico control.

Como se observa en los resultados de la
tabla 2 el microorganismo más resistente a
la acción de los diferentes aceites fue P. aeru-
ginosa, resultado que coincide con reportes
de alta resistencia de éste a muchos antibió-
ticos (19) y también a algunos aceites esen-
ciales como el de Eucalipto (20, 21).

Los aceites que dieron halos de inhibi-
ción de más de 40% comparado con el anti-
biótico (Ampicilina 25 µg/µL) frente a este
microorganismo, son los que presentan los
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mayores porcentajes de carvacrol, (512271
y 512075). Estos resultados coinciden con
trabajos previos (22) quienes encontraron
mayores halos de inhibición del carvacrol
para P. aeruginosa, que del timol, cuando
evaluaron estos compuestos en forma inde-
pendiente. También se reporta que P. aeru-
ginosa es más resistente a la acción del timol
y el carvacrol que S. aureus (23).

Lo anterior se puede explicar en térmi-
nos de la importancia de la posición del gru-
po hidroxilo en la estructura fenólica que
puede variar la efectividad del carvacrol y el
timol como agentes antimicrobianos.

Todos los aceites presentaron activi-
dad inhibitoria a las tres concentraciones
evaluadas, frente a microorganismos Gram
negativos, exceptuando P. aeruginosa; y
frente a los microorganismos Gram positi-
vos la mayoría presentaron actividad, ex-
cepto los aceites 512075 y 517741 a la con-
centración de 25 ppm frente a S. aureus y B.
cereus respectivamente. Lo anterior indica
una mayor sensibilidad de las bacterias
Gram negativas que de las Gram positivas a
este tipo de aceites. Tanto para las bacterias
Gram positivas como para las Gram negati-
vas se observa una dependencia de la inhibi-
ción con la concentración del aceite emplea-
da (tabla 2). El mecanismo de acción de los
aceites frente a los microorganismos Gram
negativos es la desintegración de la mem-
brana externa de este grupo de bacterias, li-
berando los lipopolisacáridos, e incremen-
tando la permeabilidad de la membrana ci-
toplasmática al ATP (1).

A las diferentes concentraciones eva-
luadas todos los aceites presentaron algún
grado de actividad inhibitoria frente a las ce-
pas de Salmonella y E. coli; generalmente,
los aceites esenciales que poseen propieda-
des antibacterianas fuertes contra agentes
patógenos alimenticios, contienen un alto
porcentaje de compuestos fenólicos como el
carvacrol y timol (22-27). Lo cual coincide
con la composición química de los aceites
evaluados, representados en la tabla 3.

Parece razonable que su mecanismo de
acción pueda ser similar al de otros fenoles;
estos mecanismos incluyen la alteración de
la membrana citoplásmica, perturbación de
la fuerza motriz de protones (PMF), el flujo
de electrones, el transporte activo y la coa-
gulación de contenidos celulares (1, 28-30).

En la tabla 4 se observa que el aceite
identificado como 519798, presenta valores
bajos de MIC frente a 7 de los microorganis-
mos evaluados, especialmente para E. coli
sensible y resistente a amoxacilina lo ante-
rior hace de este aceite un potencial candi-
dato como agente bactericida. Si se analiza
la composición química (Tabla 3) de este
aceite se observa que a pesar de tener los
porcentajes más bajos de timol y carvacrol
(1,4 y 0,3, respectivamente), presentan los
porcentajes más altos de p-cimeno y �-fela-
ndreno (14,6 y 10,3, respectivamente). Este
aceite sólo tiene determinado el 36,1% de su
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Tabla 3

Composición química de los aceites esenciales de Lippia origanoides

Voucher
N° (COL)

Rendimiento
%

Componentes mayoritarios

Tim Carv p-Cim t-�-Car �-Fel �-Fel �-Terp �-Mir Total

517741 4,4 59,7 12,2 8,8 1,8 0,1 0,3 4,5 2,2 89,6

517741 2,3 43,8 17,3 12,1 2,2 0,1 0,4 6,2 3,0 85,1

517741 1,6 74,4 10,4 2,7 0,4 0,0 0,0 0,3 0,3 88,5

512271 3,6 9,2 36,5 13,9 1,6 0,7 1,7 3,7 3,2 70,5

520285 3,1 54,5 1,7 10,0 2,4 0,9 1,0 5,0 2,8 78,3

512075 1,5 15,1 38,8 11,5 2,6 0,4 0,5 12,6 3,0 84,5

512087 2,0 53,6 0,7 11,5 3,2 0,4 0,7 6,3 4,5 80,9

519798 0,4 1,4 0,3 14,6 5,8 10,3 0,0 2,1 1,6 36,1

519799 1,6 66,0 1,5 7,2 3,6 0,2 0,2 4,4 2,2 85,3
Tim = Timol. Carv = Carvacrol. p-Cim = p-Cimeno. t-�-Car = trans-�-Cariofileno. �-Fel = �-Felandreno.
�-Fel = �-Felandreno. �-Terp = �-Terpineno. �-Mir = �-Mirceno.

Tabla 4

Concentraciones mínimas inhibitorias (ppm) de los aceites esenciales de Lippia origanoides frente a los

microorganismos estudiados

Voucher
N° (COL)

Microorganismos

S.
tiphymurium

S.
gallinarium

E. coli Nº 1
(Res. Amox)

E. coli
Nº 2

P.
aeruginosa

S.
aureus

B.
cereus

512271 512 1024 1024 512 >1024 1024 512

512087 512 1024 1024 512 >1024 512 512

512075 512 >1024 >1024 512 >1024 >1024 512

520285 256 64 1024 1024 >1024 64 256

517741 1024 1024 1024 1024 >1024 512 1024

517741 1024 1024 1024 1024 >1024 512 1024

517741 512 512 1024 512 >1024 512 512

519798 512 512 256 256 >1024 256 512

519799 512 512 1024 512 >1024 512 512
Res. Amox = Resistente a Amoxacilina. Unidades de los valores: µg/mL = ppm.



composición química. Posiblemente mu-
chos de los compuestos minoritarios que
participan en la actividad bactericida frente
a E. coli no se identificaron. Además el pre-
cursor biológico del carvacrol, es el p-cim-
eno compuesto hidrofóbico que causa infla-
mación de la membrana citoplasmática en
una mayor extensión que el carvacrol (1). Lo
anterior puede explicar los bajos valores de
MIC de este aceite.

Como se observa en la figura 2 el aceite
519798 presenta valores más bajos de MIC
(256 ppm) que el 519799 frente a E. coli; los
valores de MIC para el antibiótico control (ci-
profloxacina) estuvieron en el rango de 8
ppm. El DMSO solvente en el que se diluye-
ron todos los aceites no presenta ningún
efecto de inhibición sobre el crecimiento
bacteriano.

En este trabajo los valores de MIC coin-
cidieron con los valores de MBC, lo que de-
muestra la acción bactericida de estos acei-
tes a las diferentes concentraciones.

En general los microorganismos que
presentaron MIC superiores o iguales a
1024 ppm, para la mayoría de los aceites

fueron P. aeruginosa y E. coli Nº 1, esto pue-
de atribuirse a mecanismos de resistencia
adquiridos en estos microorganismos.

De los 9 aceites analizados, 6 presen-
tan como componente mayoritario el timol,
lo cual coincide con estudios previos de acei-
tes de Lippia origanoides analizadas en Bra-
sil (31) con timol como componente mayori-
tario (20,6-38,4%).

Mientras que otros 2 de los 9, presen-
tan como componente mayoritario el carva-
crol, lo cual coincide con algunos reportes
(32). Lo anterior sugiere que en la especie
Lippia origanoides se encuentran varios qui-
miotipos, de la misma forma que sucede con
Lippia alba (33, 34). Esas diferencias quími-
cas pueden estar relacionadas a diferencias
en los suelos, las condiciones climáticas, y a
variaciones genéticas intraespecíficas.

Las actividades inhibitorias presenta-
das frente a microorganismos Gram positi-
vos y Gram negativos puede deberse a la
presencia de timol y carvacrol, los cuales
fueron los componentes mayoritarios en 8
de los aceites estudiados. No obstante exis-
ten evidencias que los componentes minori-
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Figura 2. MIC de 256 y 512 µg/mL de los aceites esenciales 519798 y 519799 respectivamente, frente a E.

coli Nº 2.



tarios juegan un papel crítico en la actividad
antibacteriana, posiblemente por producir
un efecto sinérgico con otros componentes
(35). La actividad antimicrobiana del carva-
crol y el timol ha sido demostrada, ambos
compuestos parece que afectan la permea-
bilidad de la membrana celular (36).

A pesar de la existencia de varios qui-
miotipos para diferentes especies de Lippias
origanoides, las cuales varían principal-
mente en el contenido de Carvacrol y Timol,
en Europa son considerados mejores para la
industria de alimentos los que tienen alto
contenido de carvacrol (37-39). Así los acei-
tes 512271 y 512075 provenientes de la re-
gión de Santander, los cuales muestran un
alto contenido de Carvacrol (36,5 y 38,8%
respectivamente), pueden ser considerados
promisorios para futuras aplicaciones, prin-
cipalmente en la industria de alimentos.

Conclusiones

Se observó una correlación entre la
concentración de los aceites de Lippia
origanoides y los porcentajes de inhibición.
El aceite 519798 presenta una MIC de 256
ppm frente a E coli resistente a amoxacilina,
lo cual lo hace un potencial candidato para
controlar infecciones producidas por este mi-
croorganismo. Los aceites 512271 y 512075
fueron los únicos que presentaron porcen-
tajes de inhibición frente a P. aerouginosa, lo
que los hace buenos candidatos como agen-
tes antimicrobianos frente a este microorga-
nismo que ha desarrollado varios mecanis-
mos de resistencia.

En el análisis de composición química
se encontró que de los 9 aceites evaluados 6
presentan como componente mayoritario el
timol.
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