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Resumen 

 

Las biopelículas son estructuras biológicas resistentes a 

los procesos de limpieza y sanitización, su prevalencia 

sobre las superficies donde hay alimentos representa un 

riesgo de contaminación y un problema de salud. El 

objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de carvacrol 

y timol en la formación de biopelículas de E. coli y 

Salmonella spp en superficies de acero inoxidable. Se 

evaluó la capacidad de formación de película de ambas 

cepas y se determinó la CMI de cada uno de los 

antimicrobianos. Los antimicrobianos naturales 

demostraron tener la capacidad de tener efecto sobre la 

formación de biopelículas así como las mezclas binarias 

realizadas aumentaron la eficacia del efecto. 

 

Biopelículas, antimicrobianos de origen natural 

 

Abstract 

 

Biofilms are biological structures resistant to cleaning and 

sanitizing processes, its prevalence on surfaces where 

food are in contact represents a risk of contamination and 

a health problem. The aim of this study was to evaluate 

the effect of carvacrol and thymol in E. coli and 

Salmonella spp biofilms formation on stainless steel 

surfaces. Biofilm formation were evaluated and MIC 

values of each antimicrobial were determined. Natural 

antimicrobials have demonstrated the ability to have 

effect on biofilm formation and binary mixtures made 

increased efficiency effect. 

 

Biofilms, natural antimicrobials 
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Introducción 

Las bacterias pueden existir en la naturaleza 

bajo dos formas o estados, una como bacterias 

planctónicas, de libre flotación y suspendidas 

en el fluido y otra como bacterias sésiles 

(formadoras de biopelículas), las cuales crecen 

en colonias de microorganismos adheridas a 

superficies sólidas (Costerton et al., 

1997).  La formación de biopelículas es una 

estrategia adaptativa de los microorganismos 

que permite incrementar sus posibilidades de 

supervivencia en el medio ambiente y supone 

la aparición de un nuevo concepto de 

“bacteria” como organismo unicelular que 

puede ser capaz de formar estructuras 

complejas con interrelaciones entre sus 

individuos que están muy próximas al 

comportamiento de los organismos 

pluricelulares (Costerton et al., 1999).  

La biopelícula estructuralmente está 

constituida por tres componentes: la masa de 

células la cual puede estar formada por una 

sola especie o por múltiples especies 

microbiológicas, los espacios intercelulares o 

canales, los cuales se han comparado con el 

sistema circulatorio de organismos superiores 

y la matriz extracelular que lo rodea compuesta 

por una mezcla de exopolisacáridos, proteínas, 

ácidos nucleicos y otras sustancias (Herrera- 

Mendoza, 2004).  

Este tipo de estructura abierta permite 

que el agua, presente en el ambiente en donde 

se desarrolla la biopelícula, pueda penetrar a 

través de los canales y por lo tanto los 

nutrientes lleguen a zonas profundas de la 

microcolonia dentro de la comunidad de la 

biopelícula. El intercambio de nutrientes, 

facilitado por la arquitectura de la biopelícula, 

permite que estas comunidades desarrollen un 

espesor y una complejidad considerable 

mientras que las células individuales que las 

componen se mantienen en óptimas 

condiciones nutricionales, en muchas 

ubicaciones dentro de la biopelícula (Dunne, 

2002).  

 

La biopelícula puede tener diferentes 

formas dependiendo de las condiciones 

ambientales bajo las cuales se formó. Las 

propiedades superficiales e intersuperficiales, 

los nutrientes disponibles, el tipo de bacterias 

que conforman la comunidad microbiana y la 

hidrodinámica hacen parte de las numerosas 

condiciones que lo pueden afectar (Phillips et 

al, 2010). La formación de la biopelícula puede 

ocurrir por al menos tres mecanismos. Uno de 

ellos es la división binaria de las células 

adheridas (Haney et al, 2012). El segundo 

mecanismo es la redistribución de las células 

adheridas mediante la movilidad superficial 

(Harrison et al, 2006). Es decir que a medida 

que las células se dividen, las células hijas se 

desplazan sobre la superficie para formar 

cúmulos celulares, de manera similar a lo que 

ocurre en la formación de colonias en las 

placas de agar. Un tercer mecanismo de 

agregación es la captación de células 

planctónicas a partir del fluido hacia la 

biopelícula desarrollada. La contribución 

relativa de estos tres mecanismos depende de 

los organismos involucrados, la naturaleza de 

la superficie colonizada y las condiciones 

físicas y químicas del medio ambiente e 

impacta sobre la estructura de la biopelícula 

(Singh et al, 2002).  

La formación de biopelículas por 

microorganismos patógenos en superficies de 

plantas procesadoras de alimentos son un 

problema de salud pública. Las biopelículas 

también se pueden formar en la superficie de 

los recipientes utilizados para la recolección y 

transporte de los alimentos que pueden 

provocar una contaminación cruzada (Hoon & 

Beuchat, 2005). En la naturaleza y en 

diferentes ámbitos de la actividad humana se 

pueden encontrar asociadas las biopelículas 

(Costerton et al, 1999).  
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Se sabe que estas causan un gran 

problema en la industria, se les puede hallar en 

las tuberías que conducen agua u otros 

líquidos, en tal caso las biopelículas que se 

forman pueden ser tan gruesas que llegan a 

colapsarlas y en el caso de superficies de 

metal, incluso aquellas de acero inoxidable, 

pueden acelerar el proceso de corrosión (Kiskó 

& Szabó, 2011). En procesos de 

transformación de alimentos, las biopelículas 

pueden constituirse en importantes focos de 

contaminación por bacterias patógenas, tales 

como Salmonella, Klebsiella, Pseudomona, 

Campilobacter, E. coli y Listeria, ya que son 

difíciles de remover de las superficies de 

contacto durante los procedimientos normales 

de limpieza y sanitación (Ryu & Beuchat, 

2005; Annous, 2009). 

Actualmente las investigaciones se han 

orientado hacia la búsqueda de compuestos 

naturales eficaces para inhibir la formación así 

como la remoción de biopelículas, los cuales 

tengan la característica de ser de bajo costo 

(DeQueiroz & Day, 2007). Los productos 

naturales no tóxicos, compatibles con los 

alimentos, son una fuente potencial de 

antimicrobianos útiles para reducir o eliminar 

microorganismos patógenos en las superficies 

de frutas y vegetales, carne roja y carne de 

aves, utilizadas para minimizar la 

contaminación de estos alimentos durante su 

almacenamiento comercial y en el hogar 

(Friedman et al, 2003). Plantas, hierbas y 

especias, así como sus aceites esenciales, 

contienen un gran número de sustancias con 

propiedades que inhiben la actividad 

metabólica de bacterias, levaduras y mohos. 

Los compuestos antimicrobianos de las 

plantas, se encuentran generalmente en el 

aceite esencial obtenido a partir de hojas, 

flores, bulbos, risomas y frutos. Estos 

compuestos pueden ser letales para las células 

microbianas o simplemente servir como 

inhibidores de la producción de metabolitos. 

La mayoría de los compuestos con actividad 

antimicrobiana son compuestos fenólicos, 

alcoholes alifáticos, aldehídos, cetonas, ácidos 

e isoflavonoides (Falcone et al, 2005).  

Por lo que el objetivo de este trabajo 

fue evaluar el efecto de carvacrol y timol en la 

formación de biopelículas de E. coli y 

Salmonella spp en superficies de acero 

inoxidable. 

Materiales y Métodos  

Prueba de formación de biopelículas en 

placas de acero inoxidable  

En un frasco se introdujo una placa de acero 

inoxidable, posteriormente se esterilizó a 

121°C por 15 minutos. Después se inoculó con 

un hisopo estéril la placa de cada frasco con la 

cepa correspondiente y dejó a temperatura 

ambiente. Se evaluó la formación de 

biopelículas en las placas de acero inoxidable 

cada 24 horas desde las 0 hasta las 72 horas 

para ver la formación de la biopelícula, se 

extrajo la placa de acero inoxidable del frasco 

y con un hisopo se le hizo un raspado a la 

superficie, posteriormente se introdujo el 

hisopo en un tubo con agua estéril y a partir de 

este tubo se hicieron diluciones; para asegurar 

su distribución en el agua estéril se agitaron 

con ayuda del vortex y de estas diluciones se 

tomaron alícuotas de 1 ml para hacer la técnica 

de vertido en placa con agar nutritivo. Las 

placas se incubaron por 24 horas a 37°C y 

posteriormente se observó el crecimiento 

(Speranza et al, 2011).  

Determinación de la Concentración Mínima 

Inhibitoria (CMI)  

La concentración mínima inhibitoria (CMI) se 

define como la concentración más baja del 

antimicrobiano que inhibirá el crecimiento de 

un organismo (Kiskó & Szabó, 2011). Se 

determinó por el método de dilución. Primero 

se inoculó una colonia de cada una de las cepas 

en un tubo con caldo Todd-Hewitt y se incubó 

a 37ºC por 24 horas.  
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Después se estandarizó a 0.5 de la 

escala de Mc Farland y se inocularon las placas 

de acero con los caldos previamente 

elaborados y estandarizados, posteriormente se 

aplicó cada uno de los antimicrobianos en 

concentraciones determinadas de timol y 

carvacrol (200, 400, 600, 800 y 1600 mg/L). 

Una vez concluido este paso, se evaluaron las 

placas de acero inoxidable de la misma manera 

que en punto 2.1 durante cada 24 horas desde 

las 0 hasta las 72 horas para ver el efecto de los 

antimicrobianos sobre la biopelícula, se 

extrajo la placa de acero inoxidable del frasco 

y con un hisopo se le hizo un raspado a la 

superficie, posteriormente se introdujo el 

hisopo en un tubo con agua estéril y a partir de 

este tubo se hicieron diluciones y de estas 

diluciones se tomaron alícuotas de 1 ml para 

hacer la técnica de vertido en placa con agar 

nutritivo. Las placas con agar se incubaron por 

24 horas a 37°C y posteriormente se observó si 

hubo o no crecimiento bacteriano. Se tomó 

como Concentración Mínima Inhibitoria 

(CMI) a la concentración en la que no se 

observó crecimiento bacteriano.  

Resultados y discusión 

E. coli presentó capacidad para formar 

biopelículas en la superficie de acero 

inoxidable hasta las 72 horas, Chmielewski y 

Frank (2003) demostraron que E. coli tiene la 

capacidad de formar biopelículas en 

superficies inertes y que tiene la capacidad de 

producir exopolisacarido, los cuales le sirven 

de barrera física para proteger a las células 

contra el estrés ambiental. Estos 

exopolisacáridos se encuentran involucrados 

en el proceso de adhesión celular y formación 

de biopelícula.  

Para Salmonella spp. la capacidad de 

formación de biopelículas fue más rápida que 

en el caso de E. coli, ya hubo una presencia 

bacteriana más visible de la formación de la 

biopelícula a las 24 horas Latasa et al (2005), 

mencionan que las fimbrias son importantes 

para la etapa de adherencia primaria.  

La motilidad parece que ayuda a la 

bacteria a alcanzar la superficie y contrarrestar 

las repulsiones hidrofóbicas. Una vez que la 

bacteria se ha adherido a la superficie, 

comienza a dividirse y las células hijas se 

extienden alrededor del sitio de unión, 

formando una microcolonia similar a como 

ocurre durante el proceso de formación de 

colonias en placas de agar.  

La CMI se define como la mínima 

concentración a la cual no hay crecimiento. Se 

ha encontrado que los compuestos fenólicos 

tienen un amplio espectro de efectividad 

contra las bacterias. Santiesteban et al (2007), 

señala que los antimicrobianos más efectivos 

contra bacterias Gram negativas son el 

carvacrol, timol y eugenol en un intervalo de 

100 a 300 ppm en medios de cultivo sólidos. 

Helander et al (1998) mencionan que, en 

general, los antimicrobianos tienen varios 

sitios de ataque dentro de las células 

microbianas y que dependiendo de la 

concentración utilizada puede causar 

inhibición o inactivación de los 

microorganismos. Los compuestos fenólicos 

sensibilizan la membrana celular y cuando se 

saturan los sitios sobre los cuáles actúan se 

presenta un daño grave y un rápido colapso en 

la integridad de la membrana citoplasmática 

con la consecuente pérdida de los 

constituyentes del citoplasma.  

La concentración mínima inhibitoria 

para E. coli, y Salmonella spp. fue de 1,600 

para ambos microorganismos de carvacrol de 

600 y 800 mg/L de timol respectivamente. 

E. coli en la superficie de la placa de 

acero inoxidable tuvo una reducción por 

acción del carvacrol; el efecto fue 

inversamente proporcional en relación a la 

concentración de carvacrol. A concentraciones 

de 200 a 800 mg/L de carvacrol, E. coli redujo 

su masa y a una concentración de 1600 mg/L 

de carvacrol después de haber transcurrido 24 

horas no hay formación de película y pierde 

adhesión sobre la superficie de la placa de 

acero inoxidable (Figura 1).  
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Figura 1 Efecto de las diferentes concentraciones de 

carvacrol sobre la formación de biopelículas de E. coli 

en superficies de acero inoxidable (■ Control, ▲ 200 

mg/L, ♦ 400 mg/L, ○ 800 mg/L y ◊ 1600mg/L).  

El timol ocasionó el mismo efecto a 

una concentración de 400 mg/L, logró penetrar 

la sustancia polimérica extracelular que 

funciona como capa protectora lo que provocó 

detener el crecimiento de la biopelícula, y a 

una concentración de 600 mg/L de timol no 

solo pudo atravesar la barrera de la sustancia 

polimérica extracelular sino que inhibió a E. 

coli y erradicó la biopelícula de la superficie 

de la placa de acero inoxidable (Figura 2). 

Figura 2 Efecto de las diferentes concentraciones de 

timol sobre la formación de biopelículas de E. coli en 

superficies de acero inoxidable (■ Control, ♦ 400 mg/L 

y □ 600 mg/L).  

 

Para el caso de Samonella spp. hubo 

una disminución de la formación de la 

biopelícula de en la superficie de la placa de 

acero inoxidable en presencia de carvacrol, a 

medida que se aumenta la concentración de 

carvacrol y conforme transcurre el tiempo se 

observa como disminuye la carga microbiana 

en la biopelícula, esto ocurrió a 

concentraciones de 100 a 800 mg/L de 

carvacrol, a una concentraciones de 1600mg/L 

de carvacrol a las 24 horas después del 

contacto la biopelícula de se ve afectada, 

ocasionando su desprendimiento de la 

superficie de la placa de acero inoxidable 

(Figura 3). De igual manera hubo un efecto 

sobre crecimiento de la biopelícula de 

Salmonella spp. en la superficie de la placa de 

acero inoxidable en presencia de timol, a 

medida que se aumentó la concentración de 

timol se observó una disminución de la carga 

microbiana, que fue a 400 y 600 mg/L de 

timol, y a una concentración de 800 mg/L de 

timol a partir de las 24 horas después de 

contacto la biopelícula quedo dañada por el 

antimicrobiano, ocasionando su 

desprendimiento de la superficie de la placa de 

acero inoxidable (Figura 4). Si se compara el 

efecto de carvacrol y timol sobre las 

biopelículas de Salmonella spp. en las placas 

de acero inoxidable, se requirió una menor 

concentración de timol que de carvacrol para 

inhibirla, lo que indica que timol tiene mayor 

efecto inhibitorio ya que solo se requirió de 

800 mg/L, a diferencia de carvacrol que fueron 

necesarios 1600 mg/L para inhibirla. 
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Figura 3 Efecto de las diferentes concentraciones de 

carvacrol sobre la formación de biopelículas de 

Salmonella spp. en superficies de acero inoxidable (■ 

Control, ●100 mg/L, ▲ 200 mg/L, ♦ 400 mg/L, ○ 800 

mg/L y ◊ 1600mg/L).  

Figura 4 Efecto de las diferentes concentraciones de 

timol sobre la formación de biopelículas de Salmonella 

spp. en superficies de acero inoxidable (■ Control, ♦ 400 

mg/L, □ 600 mg/L y ○ 800 mg/L).  

Conclusiones 

E. coli, y Salmonella spp. tienen la capacidad 

de formar biopelículas sobre superficies de 

acero inoxidable en un tiempo de 24 horas con 

el método cuantitativo.   Los antimicrobianos 

timol y carvacrol afectan el crecimiento de la 

biopelícula de E.coli y Salmonella spp. a una 

determinada concentración. La inhibición 

antimicrobiana es causada porque timol y 

carvacrol desintegran la membrana externa de 

las bacterias Gram negativas.  

Cuando la concentración de carvacrol y 

timol aumenta, mayor cantidad de estos 

componentes es acumulado en la membrana y 

por consiguiente el daño de la membrana es 

mayor, lo que ocasiona una disminución en el 

crecimiento de las bacterias en estudio.   El 

agente antimicrobiano natural timol es efectivo 

para inhibir biopelículas en superficies de 

acero inoxidable de las bacterias en estudio en 

concentraciones de 600 a 800 mg/L. y el 

agente antimicrobiano natural carvacrol es 

efectivo para inhibir biopelículas en 

superficies de acero inoxidable de las bacterias 

en estudio en concentraciones de 1600 a 3000 

mg/L.  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