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Resumen
El objetivo de este estudio fue caracterizar y evaluar in vitro la eficiencia del aceite esencial foliar de Lippia alba contra 
Colletotrichum gloeosporioides. Se extrajo el aceite esencial a partir de las hojas mediante el método de hidrodes-
tilación asistida por microondas (MWHD) y se identificaron sus metabolitos mediante una cromatografía de gases 
acoplada a espectrometría de masas (GC/MS). La evaluación in vitro se realizó empleando 4 concentraciones del 
aceite esencial (500, 1000, 3000 y 10000 ppm) diluidas en acetona; se utilizó un control positivo con Benomil 1 g/L, un 
control negativo con acetona y un testigo absoluto; la eficiencia del aceite se midió mediante el porcentaje de índice 
antifúngico (%I.A). El componente mayoritario en el aceite esencial fue el citral (34.62 a 40.03%) y que el mayor %I.A 
se encontró a la concentración de 10000 ppm (97.8%), muy similar a la del Benomil (100%). Lo anterior demostraría la 
eficacia del aceite esencial de L. alba para controlar a C. gloeosporioides, y su posible uso como fungicida biológico. 

Palabras clave: Aceites esenciales; fitopatógenos; fungicidas; antracnosis; Lippia alba; Colletotrichum gloeosporioides.

Abstract
The aim of this study was to characterize and evaluate the in vitro efficiency of leaf essential oil of Lippia alba against 
Colletotrichum gloeosporioides. Essential oil from the leaves was extracted by the method of assisted microwave 
hydrodistillation (MWHD) and metabolites were identified by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC/
MS). The in vitro evaluation was performed using 4 concentrations of essential oil (500, 1000, 3000 and 10000 ppm) 
diluted in acetone; positive control with Benomyl 1 g /L, a negative control with acetone and absolute control was used; 
oil efficiency was measured by the percentage of antifungal index (% IA). It was found that the major component was 
in the essential oil citral (34.62 to 40.03%) and the highest %I.A was found to 10000 ppm concentration (97.8%) very 
similar to Benomyl (100%). This would demonstrate the efficacy of the L. alba essential oil to control C. gloeosporioides, 
and its possible use as a biological fungicide.

Keywords: Essential oils; phytopathogens; fungicides, anthracnose; Lippia alba; Colletotrichum gloeosporioides
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Introducción. 
El hongo Ascomiceto Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) 

Penz. & Sacc. (teleomorfo: Glomerella cingulata (Stoneman) 
Spauld. & H. Schrenk) es el agente causal de la antracnosis 
en diferentes plantas tropicales (Bussaman et al. 2012). Es un 
hongo facultativo, ya que puede vivir como saprofito o como 
patógeno en una planta (Nesher et al. 2011). Dentro del género 
Colletotrichum se encuentran especies que causan importantes 
enfermedades en un amplio rango de plantas las cuales incluyen 
legumbres, cereales, verduras y frutos cultivables (Talhinhas et 
al. 2005). C. gloeosporioides afecta a los cultivos de mora (Ru-
bus glaucus Benth.) (Rueda-Hernández et al. 2013), aguacate 
(Persea americana Mill.) (Giblin et al. 2010, Guetsky et al. 
2005), mango (Mangifera indica L.) (Giblin et al. 2010, Serra 
et al. 2011), ñame (Dioscorea spp.) (Raj et al. 2013, Abang et 
al. 2004), entre otros.

La implementación de fungicidas para el control de en-
fermedades en los cultivos se ha convertido en una práctica 
común en muchos lugares del mundo (Chen et al. 2001), pero 
la exposición a estos compuestos se les han atribuido efectos 
negativos en la salud como neurotoxicidad crónica y aguda, 
así como la aparición de varios tipos de cáncer (Weisenburger 
1993), sin mencionar los problemas medioambientales que ellos 
ocasionan. Para el control en campo de Colletotrichum spp. así 
como otros hongos fitopatógenos, se suele emplear fungicidas 
de tipo benzimidazol como el Benomil; sin embargo el rápido 
desarrollo de cepas resistentes a este compuesto ha limitado su 
amplio uso (Nakaune & Nakano 2007). Por lo anterior, se hace 
necesario la implementación de otro tipo de sustancias para 
combatir las enfermedades en los cultivos. 

Muchos compuestos químicos obtenidos de organismos vivos 
son empleados como agentes de protección de cultivos agrícolas 
(Copping & Duke 2007), observándose el incremento en su 
uso en los últimos años (Sette-de-Souza et al. 2014, Copping & 
Duke 2007). Dentro de los productos naturales se encuentran 
los aceites esenciales, los cuales ejercen diferentes actividades 
biológicas, las cuales incluyen su potencial antibacteriano y 
antifúngico (Anaruma et al. 2010). Los aceites esenciales de 
plantas representan una alternativa fitoterapéutica, porque ac-
túan como pesticidas de riesgo reducido en el control integrado 
de enfermedades fúngicas (Palhano et al. 2004).

Una de las plantas productoras de aceites esenciales corres-
ponde a Lippia alba (Mill.) N.E. Br. ex Britton & P. Wilson. 
Esta planta es un arbusto perteneciente a la familia Verbenaceae 
originaria de los Andes (Chile-Perú), y se le puede encontrar en 
las regiones tropicales y subtropicales de Centro, Suramérica y 
las islas del Caribe (Manica-Cattani et al. 2009) y es amplia-
mente usada en las dos primeras zonas para diferentes propósitos 
(Glamočlija et al. 2011). Su aceite esencial es producido princi-
palmente en sus hojas a través del metabolismo secundario de 
la planta (Blank et al. 2015).

Al aceite esencial de L. alba se le han atribuido propiedades 
antifúngicas (Shukla et al. 2009, Geromini et al. 2015), anti-
bacterianas (Veras et al. 2011, Lima et al. 2015), insecticidas 
(Shukla et al. 2011, Vera et al. 2014) y viricidas (Ocazionez et 
al. 2010, Meneses et al. 2009). Algunos autores han reportado la 
actividad antifúngica contra C. gloeosporioides del aceite esencial 
de L. alba (Anaruma et al. 2010, Rozwalka et al. 2008) al igual 

que el de otras especies dentro del género Lippia (Regnier et al. 
2008, Regnier et al. 2010). 

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue hacer una carac-
terización química del aceite esencial de L. alba y comprobar su 
actividad fungicida contra C. gloeosporioides para ser utilizado 
en un futuro como un fungicida biológico.

Materiales y métodos
Recolección y procesamiento del material vegetal.- Las 

plantas de L. alba fueron recolectadas de forma manual en el mes 
de octubre-diciembre de 2014 en la Universidad de Sucre- Sede 
Puerta Roja ubicada en el Municipio de Sincelejo- Sucre- Co-
lombia a los 9°18’55.193”N y 75°23’20.894”W. 

La identificación de esta planta fue realizada en el Herbario 
de la Universidad de Sucre y un ejemplar fue conservado bajo el 
registro Voucher N° 000830. Las muestras fueron conservadas 
en sacos de polietileno, y puestas en un lugar limpio y libre de 
humedad hasta su procesamiento (Arango et al. 2015). Luego 
se tomaron las hojas, se seleccionaron y se lavaron con agua de 
grifo; y finalmente fueron troceadas para someterlas al proceso 
de extracción de sus aceites.

Obtención del aceite esencial foliar.- Mediante el método 
de hidrodestilación asistida por microondas (MWHD) se obtuvo 
el aceite esencial foliar de L. alba y para ello, se usó un equipo 
de hidrodestilación con capacidad para 2 L (balón de destila-
ción). Se tomaron aproximadamente 300 g de material vegetal 
y fueron introducidos en el balón de extracción junto con 250 
mL de agua destilada. Como fuente de radiación microondas se 
empleó un horno convencional (Panasonic ANE61424LO4G), 
y el material vegetal se sometió a un tiempo de extracción de 
30 minutos divididos en 3 ciclos de 10 minutos cada uno. El 
aceite esencial se recuperó en un recipiente tipo Dean Stark, y 
se separó por decantación e inmediatamente fue almacenado a 
4 °C en un vial ámbar de 4 mL hasta su uso.

Caracterización química del aceite esencial.- Se efectuó 
mediante una Cromatografía de Gases acoplada a Espectrometría 
de Masa (GC/MS), utilizando un equipo de cromatografía de 
gases Agilent 6890N acoplado a un detector selectivo de masa 
Agilent 5973N. Los índices de Kóvats se determinaron en una 
columna capilar ligeramente polar DB_5MS longitud de 30 m 
x320 µm x0.5 µm. El gas de arrastre usado fue Helio con una 
presión de 0.27 psi y un promedio de velocidad de flujo de 40 
cm/s. La temperatura inicial del horno fue de 150 °C y la final 
de 350 °C. La temperatura del inyector fue de 250 °C y la del 
detector fue de 300 °C. La identidad de los componentes se 
asignó por comparación del espectro de masas obtenido expe-
rimentalmente para cada componente con los reportados en las 
bases de datos de NIST98.L, NIST02.L,  NIST5a.L. y Demo.L.

Evaluación in vitro de la actividad antifúngica del acei-
te esencial foliar.- Ésta se realizó utilizando una cepa de C. 
gloeosporioides, identificada y donada por la Universidad de 
los Andes sede Bogotá, Colombia. Este aislado se activó en 
medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) durante 5 días, 
y de allí se tomaron discos de la periferia del micelio (donde 
hay crecimiento activo del hongo) (Phoulivong et al. 2010) 
de aproximadamente 6 mm de diámetro, los cuales fueron 
sembrados sobre la superficie del medio PDA enriquecido 
con cloranfenicol, ampicilina y rifampicina, para minimizar 
la contaminación por bacterias en el medio. A estos inóculos 
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se les adicionó directamente 30 µL de aceite esencial de L. 
alba disuelta en acetona a 500, 1000, 3000 y 10000 ppm; se 
utilizó un control positivo con Benomil (1 g/L) y un testigo 
absoluto sin ningún tipo de tratamiento. Los ensayos se in-
cubaron durante 8 días a 30 °C con un fotoperiodo de 12:12 
horas (luz: oscuridad).

La actividad antifúngica se evaluó midiendo el crecimiento 
radial de cada aislado con las diferentes concentraciones después 
del día octavo, usando un calibrador Vernier (±0.05 mm). El 
resultado se interpretó como porcentaje de índice antifúngico: 

% I.A= [1 ‒ (Da / Db)] x 100

Donde Da corresponde al crecimiento de cada tratamiento y 
Db al crecimiento del testigo absoluto (Guo et al., 2008). Para 
determinar la eficiencia del aceite, se restó el %I.A del control 
negativo (acetona) al %I.A de cada aceite esencial y se comparó 
con el control positivo.

Análisis estadístico.- Todos los análisis fueron realizados 
en el software R v3.2.0 (R Development Core Team 2008). 
Cada tratamiento se realizó por triplicado, bajo un diseño com-
pletamente al azar. Se empleó la prueba de Shapiro Wilk para 
verificar la normalidad de los datos, y luego se usaron test no 
paramétricos como la prueba H de Kruskal Wallis y el Test post 
hoc de Bonferroni/Dunn para las diferencias entre las medianas 
de los tratamientos.

Resultados y discusión
Composición química del aceite esencial de L. alba.- El 

componente mayoritario en el aceite esencial foliar de L. alba 
corresponde al Citral a concentración entre 34.62% a 40.03%. 
Otro metabolito el cual no fue identificado obtuvo la segunda 
mayor concentración (28.73%), seguido por el Ácido Oleico + 
Ácido (E)-Palmitoleico (5.28%) y Cariofileno (2.21%) (Tabla 
1). Otros estudios han reportado a los isómeros del citral como 
componentes mayoritarios: Glamočlija et al. (2011) (geranial 
50.94% y neral 33.32%), López et al. (2011) (33% geranial y 
25% neral), Mesa-Arango et al. (2009) (23.6% neral y 30.5% 
geranial), Shukla et al. (2009) (geranial 22.2%y neral 14.2%). 

Además del citral, también se han reportado otros metabolitos 
como los compuestos mayoritarios en el aceite esencial de L. 
alba: Carvona 51% (Meneses et al. 2009), Linnalol 76.30% 
(Anaruma et al. 2010), Carvona 25.3% (Mesa-Arango et al. 
2009), Limoneno 43.6% (Senatore & Rigano 2001). Son 
muchos los factores que afectan la presencia y cantidad de 
los metabolitos presentes en estos aceites esenciales, entre los 
cuales incluyen: las variaciones fisiológicas, las condiciones 
ambientales, las variaciones geográficas, los factores genéticos 
y la evolución, las condiciones sociales y políticas de la zona 
de muestreo; y, la cantidad de material vegetal/espacio y las 
necesidades de mano de obra (Figueiredo et al. 2008). El perfil 
cromatográfico del aceite esencial de L. alba se puede observar 
en la Figura 1. 

Evaluación de la actividad antifúngica contra C. gloeospo-
rioides.- Se presentó la mayor inhibición en el tratamiento con 
el aceite esencial de L. alba a una concentración de 10000 ppm 
(97.8%) seguido por la concentración de 3000 ppm (18.13%), 
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Figura 1. Cromatograma del aceite esencial foliar de Lippia alba. Se indican los tiempos de retención del 
componente mayoritario y sus respectivos espectros de masa. RT: tiempo de retención en minutos. 

Figura 2. Promedio del porcentaje de índice anti fúngico 
(%I.A.) de cada uno de los tratamientos.



214

Pérez Cordero et al.	

Rev. peru. biol. 24(2): 211 - 216 (Julio 2017)

500 ppm (13.07%) y por último 1000 ppm (8.53%) (Fig. 2). 
Los efectos de la concentración de 10000 ppm del aceite esencial 
de L. alba sobre C. gloeosporioides presentó efectos similares con 
la actividad mostrada en el control positivo, Benomil (100%) 
(Fig. 3). 

Los datos arrojados por el presente estudio mostraron anor-
malidad entre ellos (p<0.001), y con la prueba de Kruskal Wallis 
se demostró diferencia significativa entre las medianas de los 
tratamientos (p<0.05). Al comparar los tratamientos por parejas 
mediante la prueba de Bonferroni/Dunn (Tabla 2) solamente 
se encontraron diferencias significativas entre las medianas del 

control positivo (Benomil 1 g/L) con los tratamientos del aceite 
esencial a 500 y 3000 ppm, es decir, aquellos a 10000 y 3000 
ppm estadísticamente son similares al control positivo. 

Otros estudios han reportado la actividad del aceite esencial 
de L. alba contra C. gloeosporioides. Anaruma et al. (2010) re-
portaron una concentración mínima inhibitoria a 0.3 mg/mL y 
Rozwalka et al. (2008) un porcentaje de inhibición del micelio 
entre 70.8% – 15.7% desde el día tercero al décimo. Para otras 
especies del género Lippia se ha encontrado el potencial anti-
fúngico de sus aceites esenciales, por ejemplo, L. scaberrima a 
una concentración de 2000 µL/L inhibió significativamente el 

Figura 3. Inhibición de Colletotrichum gloeosporioides por el aceite esencial foliar de Lippia alba. (A) Control negativo 
sin ningún tratamiento, (B) 3000 ppm, (C)10000 ppm, (D) Control positivo con Benomil 1 g/L.

Número de 
pico Compuesto Tiempo de retención 

(min.) % Area

1 Dodecano 5.969 0.12
2 N.D. 6.247 0.38
3 α-Felandreno 6.596 0.08
4 Limoneno 7.197 1.07
5 N.D. 7.701 0.11
6 Linalool 9.058 0.63
7 N.D. 9.194 0.09
8 N.D. 10.267 0.28
9 Citronelal 10.532 0.11
10 N.D. 10.826 0.88
11 N.D. 11.307 1.00
12 N.D. 13.479 28.73
13 Citral 14.429 34.62
14 Citral 14.482 5.41
15 Acetato de Geranilo 16.658 1.65
16 β-Elemeno 16.845 0.32
17 Cariofileno 17.550 2.21
18 α-Guaieno 17.828 0.46
19 α-Cariofileno+Acetato de Geranilo 18.377 0.70
20 β-Cubebeno + (+)-Epi-biciclo sesqui-felandreno + γ-Muuroleno 18.984 0.65
21 δ-Guaieno 19.437 0.26
22 Butirato de Geranilo + Acetato de nerilo 19.676 0.19
23 N.D. 20.303 0.24
24 Óxido de Cariofileno + 2,8-P-Mentadieno 21.692 1.56
25 N.D. 22.358 0.35
26 Ácido n-Hexadecanoico 32.988 1.79
27 1-Octadeceno + 1-Hexadeceno + 1-Heptadecanol 35.838 0.34
28 Ácido Oleico + Ácido (E)-Palmitoleico 38.319 5.28
29 N.D. 46.501 0.34
30 N.D. 47.27 0.37
31 Ácido Oleico, 3-hidroxipropil ester (Citrol A) 51.69 1.29

TOTAL     91.51

Tabla 1. Composición química del aceite esencial foliar de Lippia alba. 
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crecimiento de C. gloeosporiodes (Regnier et al. 2010); y a 2400 
µL/L lo inhibió en un 100% (Regnier et al. 2008). 

La actividad fungicida encontrada en el aceite esencial de L. 
alba puede deberse principalmente por la acción del compo-
nente mayoritario encontrado: el citral. Por lo general, la acción 
inhibitoria del citral, al igual que componentes relacionados 
como el citronelal (encontrado a una concentración de 0.11%) 
y el α-pineno, se ve reflejado en la granulación del citoplasma, 
ruptura de la membrana celular e inactivación o inhibición de 
la síntesis de enzimas intra y extracelulares (García et al. 2008). 

La efectividad a altas concentraciones del aceite esencial 
foliar de L. alba para inhibir el crecimiento de C. gloeosporioides 
podria atribuirse principalmente a la volatilización de los cons-
tituyentes de los aceites y/o inestabilidad en presencia de aire, 
la luz, el calor, la humedad y metales (Simões & Spitzer 2000), 
lo cual modifica la atmósfera del interior de las cajas de Petri 
(Rozwalka et al. 2008). 
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