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Resumen

El interés por los productos naturales como fuente de agentes antimicrobianos ha 
ido en aumento. Estudios previos han demostrado que extractos de plantas pueden 
inhibir la proliferación bacteriana en la cavidad oral. El objetivo de este estudio fue 
determinar la susceptibilidad in vitro de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 
frente al aceite esencial de Rosmarinus officinalis. Para la evaluación de la actividad 
antimicrobiana del aceite esencial se utilizó el método cuantitativo de dilución en 
agar, descrito por  Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para bacterias 
anaerobias. El aceite esencial de R. officinalis demostró una concentración mínima 
inhibitoria (CMI) contra Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 de 1000 μg/ml. 
Estos resultados sugieren que el aceite esencial podría ser útil como un agente anti-
bacteriano en preparaciones de uso oral.
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Summary

Effect of essential oil of Rosmarinus officinalis on Porphyromonas 
gingivalis cultivated in vitro

The interest in natural products as a source of antimicrobial agents has been 
increasing. Previous studies have shown that plant extract may inhibit bacterial 
growth in the oral cavity. The aim of this study was to determine the in vitro suscep-
tibility of Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 against the essential oil of Rosma-
rinus officinalis. To evaluate the antimicrobial activity of the essential oil, quantitative 
agar dilution method described by the Clinical and Laboratory Standards Institute 
(CLSI) for anaerobic bacteria was used. The essential oil of R. officinalis showed a 
minimum inhibitory concentration (MIC) of 1000 µg/ml against Porphyromonas 
gingivalis ATCC 33277. These results suggest that essential oil of R. officinalis may 
be useful as an antibacterial agent in oral preparations.

Keywords: Rosmarinus officinalis, essential oil, Porphyromonas gingivalis.

Introducción

La enfermedad periodontal comprende un grupo de patologías causadas por la acumu-
lación de bacterias, que pueden llegar a comprometer los tejidos que rodean el diente. 
Existen factores de riesgo que incrementan la enfermedad periodontal como: diabetes 
mellitus, enfermedades cardiovasculares, embarazo, poca higiene oral y el estrés [1].

Se estima que la diversidad microbiana de la cavidad oral comprende cerca de 500 
especies [2]. Los microorganismos más frecuentemente identificados como agentes 
patógenos periodontales incluyen siete especies anaeróbicas: Porphyromonas gingiva-
lis, Bacteroides forsythus, Treponema denticola, Prevotella intermedia, Fusobacterium 
nucleatum, Eubacterium, y espiroquetas, y tres especies microaerofílicas: Actinobacillus 
ctinomycetemcomitans, Campylobacter rectus, y Eikenella corrodens [3]. Se han identifi-
cado tres microorganismos: T. forsythia, P. gingivalis y T. denticola, como los patógenos 
más fuertemente asociados con la enfermedad periodontal severa, por causar sangrado 
y daño en tejidos [4]. Además de la enfermedad periodontal, P. gingivalis ha demos-
trado estar relacionada con otras patologías de alta prevalencia como la artritis reuma-
toidea [5-6] y la aterosclerosis [7].

El tratamiento de la enfermedad periodontal puede ser de tipo quirúrgico o no quirúr-
gico, conforme a la severidad de la patología. En el segundo caso se opta por un plan de 
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limpieza, tratamiento farmacológico con antibióticos (doxiciclina, metronidazol, amoxi-
cilina–clavulanato de potasio, ciprofloxacina, tetraciclinas o azitromicina) [8] y el uso 
de enjuagues bucales antisépticos. Los agentes antibacterianos más utilizados en formu-
laciones antisépticas incluyen: triclosan, peróxido de hidrógeno y aceites esenciales [9].

En la actualidad se ha incrementado el interés por los productos naturales como fuente 
de agentes antimicrobianos. Estudios anteriores han demostrado el efecto antibacte-
riano de extractos de plantas y aceites esenciales contra bacterias orales, entre los más 
utilizados se encuentra el aceite esencial del té verde (Melaleuca alternifolia), el cual 
ha demostrado actividad antibacteriana contra Streptococcus mutans y Porphyromonas 
gingivalis, así como el aceite esencial de Artemisia lavandulaefolia que inhibe especial-
mente, microorganismos anaerobios orales [10]. Una de las plantas más utilizadas de 
forma empírica es el romero (Rosmarinus officinalis), el cual se usa en el tratamiento de 
inflamaciones de la boca en forma tópica y como enjuague bucal para la higiene oral; 
este se utiliza en forma de infusión partiendo de las partes aéreas de la planta. 

Varios estudios realizados con el aceite esencial del romero han comprobado su efecto 
contra microorganismos Gram-negativos, Gram-positivos y microorganismos resisten-
tes. Jiang y colaboradores demostraron la actividad antimicrobiana del aceite esencial 
de R. officinalis sobre tres bacterias Gram-positivas: Staphylococcus epidermidis, Sta-
phylococcus aureus y Bacillus subtilis; tres bacterias Gram-negativas: Proteus vulgaris, 
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli y dos hongos: Candida albicans y Aspergillus 
niger [11]. Bernardes y colaboradores [12] también demostraron la actividad antibac-
teriana del aceite contra Streptococcus mutans, S. salivarius, S. sobrinus, S. mitis, S. san-
guinis, y Enterococcus faecalis, microorganismos presentes en la cavidad oral. 

A pesar de la amplia disponibilidad de antibióticos de uso clínico, aún es indispen-
sable continuar con la búsqueda de nuevos agentes antimicrobianos que permitan el 
tratamiento contra microorganismos patógenos resistentes. Ardila y colaboradores 
observaron resistencias a amoxicilina, clindamicina y metronidazol de cepas aisladas 
de P. gingivalis en pacientes con enfermedad periodontal [13] y Jacinto, al estudiar la 
sensibilidad de algunos microorganismos anaeróbicos orales encontró que Prevotella 
intermedia/nigrescens es resistente a la Penicilina G [14]; ambas especies son de impor-
tancia en la enfermedad periodontal. 

En este estudio se analiza la susceptibilidad in vitro de Porphyromonas gingivalis ATCC 
33277 frente al aceite esencial de Rosmarinus officinalis empleando el método cuanti-
tativo de dilución en agar descrito por el Clinical and Laboratory Standards Institute 
(CLSI) para bacterias anaerobias.
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Metodología

Extracción del aceite

El material vegetal fue recolectado de los cultivos existentes en la Facultad de Agrono-
mía de la Universidad Nacional de Colombia para el proyecto Plantas aromáticas. La 
extracción del aceite esencial de Rosmarinus officinalis se realizó mediante el método de 
destilación por arrastre con vapor a partir de las hojas de la planta. 

Caracterización fisicoquímica 

La determinación del índice de refracción se realizó por medio del refractómetro de 
Abbe AusJENA, la densidad del aceite esencial se obtuvo utilizando un picnómetro 
de 5 ml y la determinación de la rotación óptica a través de un polarímetro de Laurent. 
Todas las mediciones fueron realizadas a 22 °C.

Perfíl cromatográfico

Se realizó el perfil cromatográfico del aceite esencial de R. officinalis utilizando cro-
matografía en capa delgada (CCD) con el fin de identificar qué tipo de compuestos se 
encuentran en el aceite. Las placas fueron preparadas usando Silicagel 60 (Merck) como 
fase estacionaria. Se utilizaron dos tipos de fase móvil, tolueno-acetato de etilo 93:7  
y cloruro de metileno. La muestra se aplicó a 0,5 cm del solvente en varios puntos de 
origen y se utilizaron dos tipos de reveladores: vainillina-ácido sulfúrico y anisalde-
hído-ácido sulfúrico. Para las placas reveladas con vainillina-ácido sulfúrico, se asperjó 
sobre la placa vainillina al 1% en etanol (solución I) seguida inmediatamente de ácido 
sulfúrico al 10% en etanol (solución II). Después de calentar a 110 °C por 5 minutos se 
calculó el factor de retención (Rf ) de las manchas reveladas. 

El reactivo anisaldehído-ácido sulfúrico fue preparado con 0,5 ml de anisaldehído mez-
clado con 10 ml de ácido acético glacial, seguido por 85 ml de metanol y 5 ml de ácido 
sulfúrico concentrado, en ese orden. Las placas que se revelaron con este reactivo fueron 
calentadas a 100 °C por 5 minutos después de esparcir el reactivo sobre la placa [15]. Final-
mente, se calculó el factor de retención (Rf ) para las manchas de las sustancias separadas. 

Actividad antimicrobiana

Cepa bacteriana y condiciones de cultivo 

La cepa bacteriana usada fue Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, partiendo de un 
cultivo en fase exponencial de crecimiento. Se utilizó una concentración de microor-
ganismos de 108 UFC/ml que corresponde al tubo N.° 0,5 de la escala de Mc. Farland, 
adicionando 100 μl del inóculo sin esparcir en el agar Brucella enriquecido. Después de 
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10 minutos las cajas se incubaron en un medio anaeróbico durante 7 días a una tempe-
ratura de 36 ºC empleando una campana hermética y sobres de AnaeroGen (Oxoid®). 

Evaluación de la actividad antimicrobiana

La susceptibilidad de Porphyromonas gingivalis se determinó por el método de dilu-
ción en agar descrito por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para 
bacterias anaerobias [16]. Se realizaron diluciones de aceite esencial de R. officinalis y 
de metronidazol en etanol 96%, en concentraciones de 12,5 μg /ml a 12000 μg/ml de 
aceite esencial y de 0,015 μg/ml a 256 μg/ml de metronidazol.

Las diluciones obtenidas fueron inoculadas por triplicado en agar Brucella enriquecido 
con 5% de sangre, 0,0005 % de Hemina y 0,00005% de Menadiona. Para la determi-
nación de la CMI se tuvo en cuenta la dilución causada por el medio tras agregar el 
inóculo. Se emplearon controles negativos para descartar posible contaminación del 
medio y se evaluó el diluyente como blanco. 

Determinación de la concentración mínima inhibitoria 

La concentración mínima inhibitoria (CMI) fue determinada después del séptimo día 
de incubación. Para ello se evaluó la concentración de aceite esencial y de metronidazol 
a la cual no hubo crecimiento aparente del microorganismo en el agar. Una vez deter-
minada la CMI, se realizó una resiembra en medio agar Brucella enriquecido tomando 
dos concentraciones; una por encima y otra por debajo de la CMI para evaluar el efecto 
bacteriostático o bactericida del aceite esencial de R. officinalis y del metronidazol sobre 
P. gingivalis.

Las concentraciones utilizadas para hallar la CMI del metronidazol fueron tomadas de 
acuerdo al método para la evaluación de la susceptibilidad antimicrobiana de bacterias 
anaerobias del CLSI [16]. 

Análisis estadístico

Se utilizó el método de la t-Student para determinar diferencias significativas entre los 
promedios extremos de las concentraciones de aceite esencial de romero y metronidazol.

Resultados y discusión

Tras la extracción del aceite esencial de Rosmarinus officinalis se obtuvo un rendimiento 
de 0,67% que se encuentra dentro del rango 0,48 y 1,75% reportado en la literatura 
para esta especie por Angioni y colaboradores quienes utilizaron el mismo método de 
extracción [17]. 



280

Diego M. Bonilla et al.

Tabla 1. Propiedades físicas del aceite esencial de Rosmarinus officinalis.

Propiedad Valor

Densidad 0,9116 g/ml

Rotación óptica (+) 10,5º

Índice de refracción 1,4708

Los resultados de la caracterización se encuentran en la tabla 1, donde se observan pro-
piedades fisicoquímicas útiles en la identificación del aceite esencial de R. officinalis. 
Con el fin de detectar que tipo de compuestos se encuentran en el aceite esencial, se rea-
lizó un perfil cromatográfico utilizando cromatografía en capa delgada (CCD). En la 
figura 1 se observan las manchas obtenidas utilizando vainillina-ácido sulfúrico como 
revelador universal para la detección de flavonoides, terpenoides y esteroles [18]; y en 
la figura 2 se observan las manchas obtenidas utilizando anisaldehido-ácido sulfúrico 
como revelador, también útil para la detección de terpenoides [19]. 

Figura 1. Perfil cromatográfico del aceite esencial de R. officinalis.

Figura 1. Perfil cromatográfico del aceite esencial de R. officinalis. Fase estacionaria: 
sílicegel 60, fase móvil: tolueno: acetato de etilo (93:7) y revelador: vainillina-ácido 
sulfúrico. Mancha violeta rosado (Rf = 0,34); mancha rosado (Rf = 0,57); mancha 
violeta (Rf = 0,68); mancha violeta intensa (Rf = 0,95). 
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Las placas cromatográficas reveladas muestran manchas violetas relacionadas con la 
presencia de terpenoides en el extracto, los cuales se han reportado en la literatura como 
los principales componentes del aceite esencial, en especial del tipo monoterpenos. W. 
Wang y colaboradores evaluaron la composición del aceite esencial de R. officinalis 
encontrando que entre los 19 compuestos identificados, los principales corresponden 
los moterpenos 1,8-cineol, alcanfor, canfeno, -pineno y -pineno [20].

En otro estudio realizado por S. Santoyo y colaboradores se identificaron 33 compues-
tos del aceite esencial extraído con fluídos supercríticos de los cuales el 80% del aceite 
lo constituían los monoterpenos -pineno, 1,8-cineol, alcanfor, verbenona y borneol 
[21]. Los resultados de las placas cromatográficas muestran la presencia de terpenoides 
a los cuales se le atribuye las manchas violetas indicando la predominancia de este tipo 
de compuestos en el aceite esencial [15].

Figura 2. Perfil cromatográfico del aceite esencial de R. officinalis.

Figura 2. Perfil cromatográfico del aceite esencial de R. officinalis. Fase estacionaria: 
sílicegel 60, fase móvil cloruro de metileno y revelador anisaldehido-ácido sulfúrico. 
Mancha azul verde (Rf = 0,20); mancha azul violeta (Rf = 0,44); mancha lila (Rf = 0,64); 
 mancha violeta intensa (Rf = 0,82).

Adicionalmente, se ha reportado en la literatura la actividad antimicrobiana del aceite 
esencial de R. officinalis del cual gran parte de su actividad se ha atribuido a la presencia 
de monoterpenos en su composición. S. Santoyo y colaboradores evaluaron la actividad 
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antimicrobiana del aceite esencial y de estándares de estos compuestos, encontrando 
que todos presentaron actividad antimicrobiana sobre Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Aspergillus niger y Candida albicans, 
de los cuales borneol, verbenona y alcanfor presentaron la mayor actividad antimicro-
biana sobre las cepas estudiadas [21]. 

En el presente estudio se evalúa la actividad antimicrobiana del aceite esencial de R. 
officinalis sobre Porphyromonas gingivalis, bacteria anaerobia altamente relacionada 
con la enfermedad periodontal. Para el desarrollo del estudio se utilizó metronidazol 
como control teniendo en cuenta la metodología para el análisis de la actividad antimi-
crobiana sobre bacterias anaerobias del CLSI [16]. El metronidazol es un antibiótico 
nitroimidazol cuya actividad antimicrobiana se debe a que se difunde de manera pasiva 
dentro del citoplasma de las bacterias anaerobias donde proteínas de transporte le trans-
fieren electrones al grupo nitro, de esa forma se genera un radical libre nitroso que inte-
ractúa con el ADN de manera irreversible resultando en la inhibición de la síntesis de 
ADN y finalmente, en la muerte de la bacteria [22]. Los resultados de la evaluación de 
la actividad antimicrobiana sobre Porphyromonas gingivalis frente al aceite esencial de 
R. officinalis y el metronidazol se muestran en las tablas 2 y 3, respectivamente; donde 
se observa que la CMI obtenida para metronidazol y el aceite esencial fue de 0,071 
μg/ml y 1000 μg/ml, respectivamente; con un coeficiente de variación de 7% y un  
p ≤ 0,0001 que rechaza la hipótesis nula de que todos los tratamientos eran semejantes. 
Los resultados indican que aunque el aceite esencial presenta actividad antimicrobiana, 
la CMI es inferior al control. La diferencia entre los resultados se debe a que se están 
evaluando compuestos con posible actividad antimicrobiana, a concentraciones desco-
nocidas y embebidas en la matriz compleja del aceite esencial, frente a un fármaco con 
un mecanismo de acción conocido y actividad antimicrobiana ampliamente estudiada. 

Aun así, se han reportado estudios donde se demuestra la actividad antimicrobiana del 
aceite esencial de R. officinalis contra microorganismos aerobios y anaerobios [23-25]. 
Entre los microorganismos estudiados se encuentran Streptococcus mutans, Streptococ-
cus pyogenes [26], Actinobacillus actinomyceetemcomitans, Fusobacterium nucleatum, 
Streptococcus sobrinus [27], los cuales también se ha relacionado con la enfermedad 
periodontal. Adicionalmente, Takarada y colaboradores en 2004 [27], evaluaron la 
actividad del aceite esencial de R. officinalis sobre P. gingivalis utilizando el método de 
dilución en medio líquido para diferentes cepas y encontraron que para P. gingivalis, la 
CMI del aceite es del 1%.
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Las diferencias en los resultados pueden verse influenciadas por las diferencias en el 
diseño experimental, las diferencias propias de las cepas y el perfil químico del aceite el 
cual varía con la época del año en la que se recolecta el material vegetal, los fertilizan-
tes utilizados, la posición geográfica, el genotipo, el método de extracción, entre otros 
factores que influyen en la expresión de metabolitos secundarios [28]. Finalmente, se 
evaluó el efecto inhibitorio del diluyente del aceite esencial, alcohol al 96%, tablas 2 y 
3 comprobándose que este no tiene ningún efecto inhibitorio sobre P. gingivalis. Los 
resultados obtenidos en la evaluación de la actividad antimicrobiana del aceite esencial 
sobre Porphyromonas gingivalis sugieren su utilidad en el tratamiento de la patología 
periodontal en preparaciones orales.

Conclusión

Los resultados obtenidos contribuyen a la caracterización química y al conocimiento 
de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Rosmarinus officinalis contra Por-
phyromonas gingivalis. El perfil cromatográfico indica la predominancia de compuestos 
terpénicos en el aceite esencial. La CMI que se encontró para el extracto frente a Por-
phyromonas gingivalis ATCC 33277 fue de 1000 μg/ml con un efecto bacteriostático 
a la concentración de 1000 μg/ml y un efecto bactericida a la concentración de 1200 
μg/ml. Para el metronidazol empleado como control se obtuvo una CMI de 0,071 µg/
ml. Al ser éste el primer estudio en Colombia que evalúa la actividad del aceite esencial 
de Rosmarinus officinalis sobre Porphyromonas gingivalis se considera que es un aporte 
importante en la búsqueda de nuevos principios activos que lleven a posteriores estu-
dios en los cuales se evalué la efectividad del aceite esencial sobre la patología periodon-
total como una alternativa en el tratamiento de la enfermedad asociada a P. gingivalis.
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