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Resumen

El aceite esencial obtenido por hidrodestilacion de las partes aéreas de Lippia schlimii se analizd por
Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG/EM). Se identificaron aproximadamente 33
componentes, de los cuales los mayoritarios fueron: Linalool-L (2,96%), Benzeneethanol (2,77%), Terpineol-4
(2,25%), a-Guaieno (4,59%), a-Amorfeno (3,39%), 6-Cadineno (5,01%), Germacreno (2,9%), a-Cadinol
(2,45%), T-Cadinol (4,19%) y 1-hidroxilinalool (31,26%). Se evalu6 la actividad antibacteriana del aceite
esencial por el método de difusiéon en agar con pozos, y de la concentracién minima inhibitoria (CMI) frente
a Staphylococcus aereus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Micrococcus sp, Bacillus subtilis
(Gram +), Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomona aeruginosa ATCC 27853, Serratia marcescens, Proteus
vulgaris y Enterobacter cloacae (Gram -). Los resultados muestran que el aceite inhibi6 el desarrollo de S.
aureus, Serratia marcescens y Micrococcus sp, a una concentracion minima inhibitoria (CMI) de 300 pg/ml,
y de B. subtillis de 200 pg/ml.

Palabra claves: Lippia schlimii, Verbenacea, aceite esencial, actividad antibacteriana.

Chemical composition and preliminary antibacterial activity of the
essential oil of the leaves of Lippia schlimii

Abstract

The essential oil obtained by hydrodistillation of the leaves of Lippia schlimii, was analyzed by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS). Approximately 33 compounds were identified,
of which the majority were Linalool-L (2,96%), Benzeneethanol (2,77%), Terpineol-4 (2,25%), a-Guaiene
(4,59%), a-Amorphene (3,39%), 6-Cadinene (5,01%), Germacreno (2,9%), a-Cadinol (2,45%), T-Cadinol
(4,19%) and 1-hydroxylinalool (31,26%). The antibacterial activity of essential oil was evaluated by the agar
diffusion method and minimum inhibitory concentration (MIC), against Staphylococcus aereus ATCC 25923,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Micrococcus sp, Bacillus subtilis (Gram +), Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Serratia marcescens, Proteus vulgaris, Enterobacter cloacae (Gram
-). The results show that the oil inhibited the development of S. aureus, S. marcescens and Micrococcus sp., at
a minimum inhibitory concentration (MIC) of 300 pg/ml and B. subtillis 200 pg/ml.
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Introduccion

Elhombrehaaprovechadolasvirtudesaromaticas
de las plantas. Los aceites esenciales extraidos de
ellas han servido de base para la aromatizacion de
postres, guisos y para la elaboracion de perfumes,
remedios y medicamentos.

Los aceites volatiles son mezclas muy
complejas de compuestos, generalmente
constituidos mayoritariamente por monoterpenos
y sesquiterpenos; de hecho, se ha estimado
la presencia de mas de 1000 monoterpenos y
3000 sesquiterpenos en los aceites esenciales de
diversas plantas. Otros tipos de compuestos que se
encuentran en los aceites son los hidrocarburos de
formula general (C.Hy)n y compuestos oxigenados
derivados de dichos hidrocarburos, tales como
alcoholes, aldehidos, ésteres, éteres, cetonas, fenoles
y 6xidos (1).

La familia Verbenicea estd constituida por
una amplia variedad de plantas principalmente
de arboles tropicales, dentro de éstas, el género
Lippia (Verbenicea) comprende alrededor de
200 especies las cuales han sido estudiadas con
insistencia debido a la marcada variabilidad que
presenta la composicion de sus aceites esenciales,
estrechamente ligada a la diversidad de acciones
farmacologicas (2). L. alba (Mill.) N. E. Br. es una de
las especies més estudiadas hasta los momentos; su
aceite esencial contiene componentes que pueden
considerarse como marcadores quimiotaxonoémicos
(3), los cuales permiten su identificacién boténica.
Es utilizada popularmente para el tratamiento de
estados gripales, en casos de afecciones estomacales,
disfunciones digestivas, también se utiliza como
tonico y antirreumatico, ademas posee propiedades
antiinflamatorias y anti-ulcerogénicas (3, 4).

El valor comercial y el uso de los aceites
dependen basicamente de su composicién quimica,
la cual a su vez esta condicionada por diversos
factores de tipo botanico y agricola, entre otros. La
clasificacion de los constituyentes en funcion del
contenido presente en cada esencia es fundamental
tanto para determinar la calidad de la esencia, como
para precisar sus caracteristicas organolépticas, sus
efectos fisiolégicos y/o actividad biologica.

Algunas especies estudiadas del género son L.
grandis (5), L. integrifolia (6-11), L. javanica (12-
14), L. junelliana (15, 16), L. laxibracteata (17), L.
lupulina (18), L. palmieri (19), L. stoechadifolia (20),
L. triphyla (21), L. polystachya (22), L. turbinata
(22, 23) y L. uckambensis (24), las cuales han
demostrado poseer gran variedad de compuestos
terpenoidales, especificamente sesquiterpenos, asi
como actividad antimicrobiana y antiviral entre
otras. Algunas de ellas también presentan actividad
antiinflamatoria, analgésica y antipirética en sus

extractos foliares y parecen ser los terpenos los
responsables de dichas propiedades (25, 26). En
base a los antecedentes antes mencionados, resulta
de gran interés el estudio de la composicion quimica
del aceite esencial dela especie L. schlimiti, asi como
también determinar la actividad antibacteriana por
parte de dicho aceite.

Materiales y Métodos
Tratamiento del material Vegetal.

La especie L. schlimii fue localizada en El Cobre,
municipio José Maria Vargas del Estado Tachira, a
unos 2300 m de altitud. El vegetal fue recolectado
e identificado por el Dr. Miguel Pietrangeli, del
Laboratorio de Plantas Vasculares de la Facultad
Experimental de Ciencias de la Universidad del Zulia
en febrero de 2009. Se realizd6 un muestreo del tipo
aleatorio sobre especies silvestres, hasta obtener la
cantidad necesaria de material vegetal. El material
recolectado (hojas), se dejé secar bajo sombra a
temperatura ambiente durante varios dias, luego se
moli6 finamente hasta obtener 0,5 Kg. de material
seco y molido.

Obtencion del aceite esencial

Las hojas molidas se sometieron a
hidrodestilacion, colocando porciones de 150 y 200
g de las mismas con 1000 mL de agua destilada. Se
reunieron los destilados y se separé el aceite de la
fase acuosa con cloroformo y se sec6 con sulfato
de sodio anhidro. El aceite obtenido (0,5 mL) se
guard6 en un frasco &mbar y se refriger6 a 4 °C por
aproximadamente 5 dias, hasta su posterior anélisis.

Cromatografia de gas (CG)

La composicion porcentual del aceite se
determiné por el método de normalizacién de area
de pico. El anélisis se realizd en un cromatografo
de gas Perkin-Elmer, con detector FID y sistema
de data-handling. Se inyect6 1.0 uL con relaciéon de
split de 10:1, el gas de arrastre fue helio a 0.8 mL/
min. La temperatura del inyector y detector vari6 de
200 a 280 °C. Se utiliz6 una columna capilar HP-5,
de silice fundida a 5% de fenilmetilpolisiloxano (30
m x 0.25 mm d.i, con un grosor de pelicula de 0.25
um); la temperatura fue programada desde 60 a 260
°C con una rampa de 4 °C/min.

Analisis quimico del aceite esencial (CG-MS)

El anélisis del aceite esencial se realizo mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas en un cromatbgrafo de gases Hewlett
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Packard HP 6890 acoplado a un detector de masa
Hewlett Packard modelo 5973, equipado con una
columna HP-5MS de silice fundida (30 m x 0.25
mm d.i, con un grosor de pelicula de 0.25 um). La
temperatura de la cAmara de ionizacion y de linea de
transferencia fue de 150 a 280 °C; el gas de arrastre
fue helio ajustado a una velocidad lineal de 34 cm/s.
La energia de ionizacion fue de 70 eV. Los espectros
de masa se obtuvieron por barrido automatico en el
rango de m/z 20-400 u.m.a, a 3.9 scan/s.

La identificacion de los componentes se bas6 en
la comparaciéon computarizada de sus espectros de
masas con los de las librerias Wiley MS Data y NIST,
ademas de los descrito por Adams (27), asi como por
la comparacion de sus indices de retencion con los
datos de la literatura (28).

Actividad antibacteriana

Se realizaron estudios de susceptibilidad
antimicrobiana, sobre bacterias de interés
clinico, utilizando el método de difusibn en
pozo.? Seguidamente se realizaron ensayos de
concentracion minima inhibitoria (CMI), para los
cuales se seleccionaron las bacterias que resultaron
ser mas susceptibles al aceite, en el ensayo de
difusién, utilizando la técnica de micro dilucion
en caldo; se emplearon 9 cepas bacterianas Gram
positivas y Gram negativas del tipo ATCC y otras
provenientes de aislados clinicos: Staphylococcus
aereus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Micrococcus sp., Bacillus subtilis (Gram
+), Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomona
aeruginosa ATCC 27853, Serratia marcescens,
Proteus vulgaris, Enterobacter cloacae (Gram -),
proporcionadas por la seccién de bacteriologia del
Hospital Universitario de Maracaibo Venezuela.

Paralaprueba de susceptibilidad antimicrobiana,
se utiliz6 agar Miiller-Hinton (Difco) como medio
de cultivo; se prepararon indéculos en caldo nutritivo
(Becton Dickinson) para cada una de las especies
bacterianas, la concentracién del inoéculo oscild
entre 107-108 UFC mL*. Luego de ser inoculadas
y de adicionar 20 uL del aceite esencial en cada
pozo, las placas fueron incubadas a 37 °C durante
18-24 horas; transcurrido este tiempo se procedid

a la medida del halo de inhibicion. Los ensayos se
realizaron por triplicado y fueron comparados con
antibidticos comerciales. El aceite se disolvié en una
solucion etanol/agua 9:1, (esta solucion se utilizo
como control negativo y no present6 efecto alguno
sobre el crecimiento bacteriano).

La determinaciéon de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) se realizd utilizando una
modificacion del método descrito por Pino A. y col.
(30), en un rango de concentraciones de 10—500
mg/L; la concentracion del in6culo oscil6 entre
107-108 UFC mL*. Los tubos con las diluciones
del aceite, después de expuestos a las bacterias, se
incubaron a 37 °C durante 18—24 horas, transcurrido
este tiempo se midi6 la transmitancia a 580 nm,
Vera y col., (31), en un espectrometro UV PERKIN
— ELMER. En aquellos casos donde se observd
inhibicién se tomaron alicuotas y se sembraron en
medios agarizados, para corroborar que no existiera
crecimiento bacteriano, determiniandose entonces
el valor de la CMI para cada microorganismo,
definida como la menor concentraciéon del agente
antimicrobiano capaz de inhibir el crecimiento
bacteriano. Se realizaron controles con los solventes
utilizados para diluir la muestra (etanol/agua 9:1)

Resultados y discusiéon

Composicion del aceite esencial de L.
schlimi.

A partir de 0,5 Kg de hojas secas y mediante
hidrodestilacion se obtuvo el aceite esencial de
coloracion rojiza (0,52 g) con un rendimiento de 0,1
% m/m. En la tabla 1, se muestran los componentes
del aceite detectados por CG-EM de acuerdo al orden
de elucion y cuyas concentraciones relativas fueron
mayores a 0,5 % con un porcentaje de confiabilidad
mayor o igual a 90 %; asi como los indices de
Kovats (IK). El IK es un término que relaciona los
componentes y tiempos de retenciéon del aceite
esencial con una serie de n-parafinas multiplicados
por 1000 que tendrian un tiempo de retencién
ajustado idéntico al del pico de interés cuando es
analizado sobre condiciones idénticas, ayudando a
identificar positivamente los componentes de una
mezcla (32, 33).
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Tabla 1. Componentes del aceite esencial de Lippia schlimii

N° Componente

Area IK IK
cal. ref.

1-hexanol
Benzaldehido
Octenol
Benzenometanol
Linalool- L
Benzeneethanol
Terpineol-4
B-Bourbeneno

O ONN bk W N

10  f-Caiofileno

11 a-Guaieno

12  a-Humuleno

13  Aromandendreno

14  a-Amorfeno

15  Pseudowiddreno

16  f-Selineno

17 Valenceno

18  a-Muuroleno

19  p-Bisaboleno

20 Gamma.Cadineno

21  7-epi-alfa-Selineno
22  §- Cadineno

23  Germacreno

24  Selina-3,7(11)-dieno
25 Nerolidol

26  (-)-Caryofileno 6xido
27  y-Eudesmol

28 a-Cadinol

29 T-Cadinol

30  1-hidroxilinalool

31 4,4-difluoro-3-metoxibifenilo
32 trans-alfa-bisaboleno
33  Fitol isomero

0,74 865 870
0,63 963 960
0,79 978 979
0,98 1036 1031
2,06 1100 1096
2,77 1117 -
2,25 1184 1177
1,13 1390 1388

B-Elemeno 2,4-diisopropenil-1-metil-1-vinil-ciclohexano 0,91 1397 1390

1,35 1428 1421
4,59 1449 1439
1,67 1465 1454
1,72 1473 1441
3,39 1489 1484
0,89 1496 1498
2,04 1499 1490
1,53 1507 1496
1,16 1513 1500
2,62 1520 1505
2,14 1526 1513
2,72 1530 1522
5,01 1535 1523
2,9 1546 1557
1,68 1552 1546
1,46 1558 1561
1,26 1588 1583
1,09 1618 1629
2,45 1623 1635
4,19 1630 1640

31,26 1638 -
1,41 1646 -
1,45 1689 1680
1,1 2106 2102

IK cal (HP5): Indice de Kovats calculado, Columna HP-5MS.
IK ref. (HP5): Indice de Kovats de referencia, Columna HP-5MS.?728

El componente mayoritario del aceite presento
una concentracion relativa de 31,26 %, su estructura
corresponde al 1-1-hidroxilinalool, la correlacion
obtenida para este componente fue de 9o % (se
realizaron comparaciones con las diferentes bases
de datos), otros componentes presentes en el
aceite resultaron ser los sesquiterpenos, Linalool
(3,0 %), Benzeneethanol (2,8 %), Terpineol-4 (2,3
%), a-Guaieno (4,6%), a-Amorpheno (3,4 %),
d-Cadineno (5,0 %), Germacreno (3,0 %), a-Cadinol
(2,5 %), T-Cadinol (4,2%), los cuales se han
encontrado en proporciones similares en aceites de
otras especies del género Lippia, como L. alba (34,
3), L. integrifolia (6, 11), y Lippia junelliana (15) por

nombrar algunas. Los resultados obtenidos fueron
diferentes a los reportados por Yafez y col. (35)
en el 2006, realizados a la misma especie ubicada
al norte de Santander (Colombia), y que crece de
forma silvestre a la misma altitud y temperatura;
en dicho estudio se identificaron 16 componentes,
de los cuales solo 4 (f-Bourboneno, -Cariofileno,
Aromadendreno y o6xido de -cariofileno), estan
presente en el aceite de la especie venezolana.
Por su parte el componente mayoritario del aceite
para la especie cultivada en Colombia resulté ser
Germacreno D (21%) el cual difiere totalmente al
componente mayoritario encontrado en este estudio.
Estos resultados indican una notable diferencia
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en la composicion del aceite esencial para ambos
vegetales, hecho que se observa en otras especies del
género Lippia tal es el caso L. alba, L. origanoide,
L. multiflora y L. sidoides, cuyos componentes
principales del aceite esencial varian de una planta
a otra dentro de la misma especie, caracteristica que
es utilizada para diferenciarlas como quimiotipos
De acuerdo a los resultados obtenidos en este
trabajo se puede decir que ambos vegetales difieren
en la composicion del su aceite esencial por lo que
se est4 en presencia de un nuevo quimiotipo para la
especie Lippia schlimi correspondiente a la especie
que crece en territorio Venezolano.

Actividad antimicrobiana del aceite esencial
de L. schlimi

Se realizaron ensayos de susceptibilidad
antibacteriana mediante el método de difusion en
pozo, para lo cual se utilizaron 9 cepas bacterianas
evidenciandose actividad en 4 de las nueve cepas
estudiadas. Como se aprecia en la tabla 2, los halos
de inhibicién obtenidos fueron inferiores a los de
sus respectivos controles. Sin embargo, se evidencia
propiedad antibacteriana sobre cepas tanto Gram
positivas como Gram negativas, por lo que se
procedid al estudio de la concentraciéon inhibitoria
minima.

Tabla 2. Actividad antibacteriana in vitro
de los extractos de Lippia schlimii y antibitticos
comerciales (Promedio del halo de inhibicién en

mm).
Cepas Acelt.e Antibiéticos
esencial
20ul G| S | C|Cf|Nx

E. coli - 20| 20 | 2 2 1
(ATCC 25922) 9 913
§. aureus 11 20| 16 2 21
(ATCC 25923) 33 5
Ps. aeruginosa } L L -l 5
(ATCC 27853) 9119 913
S. marcescens 10 271 23 | 29| 33| 34
P. vulgaris - 23| 20°| 17 |38°]|34°
Microccocus sp. 9 38| - |40°| 28 |10°
Bacillus subtilis 11 32[16°| 15 | 35 | 31
E. faecalis
(ATCC 29212) ) T -2 8
E. cloacae - 22|20 | 27 | 35| 35

G: Gentamicina; S: Estreptomicina; C: Cloranfenicol; Cf:
Ciprofloxacina; Nx: Norfloxacina,

— No se observd inhibicién. © Algunas colonias resistentes.

La CMI, se realiz6 utilizando un rango de
concentracion de 10-500 ug/mL sobre las cepas
activas al ensayo de susceptibilidad. En la tabla
3, se infiere que el aceite de L. schlimi, evidencid
actividad de amplio espectro al inhibir bacterias
Gram positivas y Gram negativas, pues result6 activo
sobre cuatro de las cepas estudiadas, S. aureus,
Micrococcus sp, Gram + y S. marcescens Gram —,
a CMI de 300 pg/mL, respectivamente para cada
cepa. La cuarta cepa, mas susceptible, fue B. subtilis
a 200 pg/ml, el efecto obtenido por parte del aceite
no fue comparable con los antibi6ticos Ampicilina y
Estreptomicina, probablemente porque algunas de
estas bacterias presenten mecanismos de resistencia
adquiridos al ser aislados clinicos, generando la
diferencia en eficacia con respecto a los controles
positivos; sin embargo otras especies del mismo
género, como L. chevalieri (36), L. javanica (12, 13),
L. gracillis (37) han mostrado efectos comparables a
los obtenidos, en este trabajo, presentando CMI por
encima de 200 pg/mL. En tal caso es importante
resaltar que este es el primer estudio de actividad
antibacteriana para esta especie, y que componentes
como el linalool, hidroxilinalool, cadinol, por
nombrar algunos, pueden ser los responsables de la
actividad antibacteriana del aceite bajo estudio, lo
que la convierte en un potencial agente bactericida

(38).

Tabla 3. Concentracion minima inhibitoria in
vitro (CMI) del aceite esencial de L. schlimi.

MIC (ng/mL)
Aceite | Ampici- | Estrepto-

Microorganismo | esencial lina micina

(Amp) S)
S. aureus 300 10 10
(ATCC 25923)
S. marcescens 300 35 20
(aislado clinico)
Microccocus sp 300 30 25
(aislado clinico).
B. subtilis 200 15 10
(aislado clinico)
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