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Investigacion de la actividad anti fangica del aceite esencial de mostaza blanca,
carvacrol y su interaccion contra Candida krusei

Alejandra Nohemy Abrego Gavidia

RESUMEN. EI aceite esencial de mostaza blanca (WMEQ) y carvacrol han sido
ampliamente estudiados por su actividad antimicrobiana. El objetivo del estudio fue
demostrar la actividad antimicrobiana de WMEO vy carvacrol y el tipo de interaccion que
existe entre ellos contra Candida krusei. Se determinaron las concentraciones minimas
inhibitorias (MIC), evaluando Candida krusei bajo cinco tratamientos diferentes en
intervalos de 0, 24, 48 y 72 horas. Todos los tratamientos presentaron diferencias con
relacion al tratamiento control con una reduccion de 4 Log UFC/ml y los valores de MIC
fueron WMEO 0.2% y carvacrol 0.01%. Se usé un disefio de Bloques completos al Azar
con medidas repetidas en el tiempo. Por medio del método de macro dilucion se realizaron
combinaciones fraccionarias de WMEO 0.2% y carvacrol 0.01% obteniendo un total de
ocho tratamientos donde Candida krusei fue evaluada en intervalos de 0, 24, 48 y 72 horas
para poder determinar el tipo de interaccion entre ellos contra Candida krusei. Haciendo
uso de una ecuacidn se determiné las concentraciones fraccionarias inhibitorias (FICI). Se
analizaron las relaciones entre tratamientos y tratamientos por tiempo donde hubo
diferencia significativa (P<0.0001) y donde los resultados obtenidos en 72 horas se
utilizaron para determinar inhibicion o no. En esta parte del estudio se us6 un disefio de
bloques completos al azar con medidas repetidas en el tiempo. Los mejores resultados se
obtuvieron con WMEOQ vy la interaccion presente entre WMEOQ y carvacrol fue aditiva, un
efecto aditivo ayuda a mejorar la vida util de un producto.

Palabras clave: Aditiva, combinaciones fraccionarias, MIC.

Abstract. White mustard essential oil (WMEO) and carvacrol have been widely studied for
their antimicrobial activity. The aim of the study was to demonstrate the antimicrobial
activity of WMEO and carvacrol and type of interaction against Candida krusei. Minimum
inhibitory concentrations (MICs) were determined by evaluating Candida krusei under five
different treatments of essential oils in time intervals of 0, 24, 48 and 72 hours. All
treatments presented differences in relation to the control treatment with a reduction of 4
log CFU/ml and MICs were WMEO 0.2% and carvacrol 0.01%. A randomize complete
block design (RCB) was used with repeated measures over. In a separate experiment using
the macro dilution method, fractional combinations of WMEO 0.2% and carvacrol 0.01%
were evaluated, obtaining a total of eight treatments, where Candida krusei was exposed at
intervals of 0, 24, 48 and 72 hours in order to determine the type of interaction between
essential oils. A randomize complete block design (RCB) was used with repeated measures
over time. In this project the best results were obtained with WMEO, and the interaction
between WMEO and carvacrol was additive. An additive effect can improve in maintaining
a product shelf life.

Key words: Additive, fractionary combinations, MIC.
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1. INTRODUCCION

Los aceites esenciales son definidos como extractos volatiles y aromaticos de plantas, los
cuales juegan una funcién sumamente importante en su sistema de defensa, que en algunos
casos poseen propiedades antimicrobianas (Hyldgaard et al. 2012). Estas propiedades son
aprovechadas para la conservacion de alimentos, ya que los consumidores estan
demandando productos con menos compuestos artificiales (Rodriguez 2011). Los aceites
esenciales han demostrado que no solo tienen propiedades antibacterianas ademas de ser,
antiparasitaria, insecticida, antiviral, fungica y antioxidante (Hyldgaard et al. 2012).

Entre los aceites esenciales que se han estudiado, se encuentra el aceite esencial de mostaza
blanca y el carvacrol (aceite esencial presente en el orégano). El aceite esencial de mostaza
blanca 0 WMEO (por sus siglas en inglés) contiene 4-hidroxi bencil isotiocianato, un
compuesto importante en la mostaza ya que se ha demostrado que tiene acciones
antimicrobianas con un mejor resultado contra bacterias Gram negativas en relacion con las
Gram positivas (Monu et al. 2014). El carvacrol es considerado un monoterpeno fendlico,
el cual es el mayor constituyente del orégano, y es uno de los aceites mas estudiados. Su
efecto causa darios estructurales y funcionales para la membrana celular de la bacteria que
estd atacando (Hyldgaard et al. 2012). Aunque existen muchos estudios de la accion
antibacteriana de los aceites esenciales, hay menos estudios de las propiedades contra
levaduras que deterioran los alimentos (Monu et al. 2016).

Las levaduras son consideradas como microorganismos eucariotas los cuales son parte del
reino Fungi, que se reproducen por medio de esporas o fision binaria, consideradas como
unicelulares y una pared celular variable (Martorel 2006). También consideradas como el
grupo méas importante en los microorganismos por su importancia en la industria alimentaria
ya gue son usadas en la produccion de pan y algunas bebidas alcoholicas (Martorel 2006),
a pesar de ello también pueden causar deterioro en los productos alimenticios (Fleet 1992).
Entre el total de las levaduras existe un 25% que se considera como perjudicial para los
productos alimenticios, consideradas como deterioradoras. Las levaduras deterioradoras, se
caracterizan por causar alteracion en productos alimenticios ya procesados y listos para
consumo (Orbera 2004), un ejemplo de levadura alteradora podria ser Candida krusei.

Candida krusei crece a 37°C formando células cilindricas y largas de color blanco (Pitt
2009), su principal caracteristica es que tiene la capacidad de crecer en presencia de
preservantes, y a pH bajo en un ambiente anaerobio (Pitt 2009).



Candida krusei, tiene un gran impacto en la industria del chocolate ya que es la levadura
principal en la fermentacion de cacao y también tiene una gran importancia para la
fermentacion en panaderia (Rosa y Gabor 2006). Sin embargo, como se mencion0
anteriormente esta levadura es capaz de deteriorar los alimentos y es caracterizado por la
formacion de una pelicula en la superficie del alimento con una gran capacidad de acciones
proteoliticas y lipoliticas, convirtiendo esto en deterioro para concentrado de frutas, bebidas
alcohdlicas y una gran variedad de productos lacteos (Casey y Dobson 2003).

Para poder entender y utilizar los aceites esenciales se debe tener en cuenta que una de las
desventajas de usar aceites esenciales como antimicrobianos es que se necesitan altas
concentraciones para poder tener el efecto de preservacion, lo cual puede afectar al producto
sensorialmente (Rodriguez 2011). Para poder obtener mejores resultados y bajar las
concentraciones a utilizar y no comprometer tanto la capacidad antimicrobiana como la
calidad sensorial del producto, se pueden realizar combinaciones entre los aceites esenciales
(Hyldgaard et al. 2012). Las diferentes interacciones presentes en cualquier combinacion
entre aceites esenciales pueden dividirse en sinérgica, aditiva o antagonica. El sinergismo
sucede cuando juntos los aceites esenciales tienen un mejor resultado que por separado
(Hyldgaard et al. 2012).

Para poder determinar de manera cuantitativa que tipo de interaccion se obtuvo se utiliza el
concepto de concentracion fraccionaria inhibitoria (CFI), esto es calculado con los
resultados de la concentracion minina inhibitoria de los aceites por si solos contra algin
microorganismo. Valores de CFI de 0.5, 1.0 6 >1 corresponde a una relacién de sinérgica,
aditiva y antagonico respectivamente (Faleiro 2011). Es por estas razones que se
establecieron diferentes objetivos del estudio:

o Demostrar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales carvacrol y el aceite
esencial de mostaza blanca contra Candida krusei.

o Comparar cuél de los aceites evaluados presenta una mayor eficiencia.

o Indicar que que tipo de relacion existe entre los aceites al combinar las
concentraciones de MIC para evitar su crecimiento.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion.
El proyecto fue realizado en la Universidad de Auburn situada en el estado de Alabama,
Estados Unidos.

Etapa I. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales carvacrol y mostaza blanca
(WMEO).

Preparacion de cultivos. El cultivo de Candida krusei se encontraba congelado (-80 °C),
por lo que primeramente se descongeld y fue inoculado en YPD (caldo de peptona levadura
dextrosa) a 32 °C por 24 horas. Seguidamente se transfirieron 10 uL. a YPD y se incub¢ a
32 °C por 24 horas. Se llevo el inoculo a 107 UFC/mL, donde adicionalmente se realizé una
siembra por superficie para comprobar la pureza y concentracion del in6culo, se incubd a
32° por 48 horas. Finalmente, se afiadieron 20 pL del cultivo a 10 tubos con 9.8 ml de YPD.

Preparacion tratamiento de mostaza blanca. Una solucion congelada de aceite esencial
de mostaza blanca (WMEOQ) al 98% de pureza, se descongel6 para crear dos diferentes
concentraciones. La primera concentracion se preparo afiadiendo 0.153 ml de la solucion
descongelada de WMEO a 1.343 ml de dimetildisulfuxido (DMSO), resultando un
tratamiento con un porcentaje de 0.20% de WMEO. La segunda concentracion son 0.112
mL de la solucion al 98% de pureza de WMEO a 1.388 ml de DMSO, resultando un
tratamiento con 0.15% de WMEO. Se afadieron 0.2 ml de los tratamientos a dos tubos con
YPD y Candida krusei. Se realizaron diluciones con 9 ml de agua peptonada al 0.1% para
realizar los conteos en platos petri con YPD agar que fueron incubados a 32 °C por 48 horas.
Las concentraciones utilizadas estuvieron basadas en estudios previos con estos aceites
esenciales.

Preparacion tratamiento de carvacrol. De una solucion al 100% en refrigeracion de
carvacrol, se realizaron los diferentes tratamientos. Donde una de las concentraciones se
realizaron afadiendo 10 pl. de carvacrol de la solucion de reserva a 990 uL de
dimetildisulfuxido (DMSO), obteniendo un tratamiento con 0.02% de carvacrol. La
segunda consistio en afiadir 5 plL de carvacrol de la solucion de reserva a 995 ulL. de DMSO
obteniendo una solucion con 0.01% de carvacrol. Se afiadieron 0.2 ml de cada tratamiento
a dos diferentes tubos de ensayo con YPD y Candida krusei, similar al tratamiento de
mostaza blanca, de este se realizaron diluciones a tubos de 9 ml de agua peptonada al 0.1%
los cuales se utilizaron para realizar la siembra de este tratamiento, en platos Petri YPD
agar que fueron incubados a 32 °C por 48 horas. Las concentraciones utilizadas estuvieron
basadas en estudios previos con estos aceites esenciales.



Monitoreo de resultados. El proyecto tuvo una duracion de 4 dias (0, 24, 48 y 72 horas)
donde los tubos de ensayo con los tratamientos se incubaron a 22 °C y los platos Petri a 32
°C. Después de haber sembrado los tratamientos cada 0, 24, 48 y 72 horas en platos Petri
con YPD agar, con repetidas diluciones en. agua peptonada al 0.1%, el sembrado se realizé
afiadiendo 0.1 ml de cada uno de los tubos de ensayo en dos platos Petri para cada
tratamiento diferente, las colonias se contabilizaron luego de 48 horas.

Anélisis estadistico. Se us6 un disefio de Bloques Completos al Azar con tres repeticiones.
Se utilizé un nivel de significancia P<0.05. La separacion de medias se realizé mediante
una separacion de medias minimas cuadradas.

Etapa Il. Determinacién de la interaccion de los aceites esenciales.

Preparacion de cultivos. El cultivo de Candida krusei se encontraba congelado, se inoculd
en YPD (caldo de peptona levadura dextrosa) a 32 °C por 24 horas. Seguidamente se
transfirieron 10 pL del cultivo a YPD se incubo a 32 °C por 24 horas, se realizaron
diluciones para poder obtener un inoculo de 10° UFC/mL que se incub6 a 32 °C por 48
horas. De igual manera se realizé una siembra por superficie para asegurar la pureza y

concentracion del indculo. Finalmente, se afadieron 20 pL del cultivo a 8 tubos con 9.8 ml
de YPD.

Preparacion de tratamientos. Para la elaboracion de tratamientos primeramente se
preparé una solucion de WMEO al 0.02% y una solucion de carvacrol al 0.01%
consideradas como MIC las cuales se tomaran como base junto con dimetildisulfuxido para
elaborar los deméas tratamientos, un tratamiento no contuvo ninguno de los aceites
esenciales el cual fue el tratamiento control. Las combinaciones binarias usadas para los
dos aceites esenciales se encuentran representadas en el cuadro 1.

Cuadro 1. Concentracién final de tratamientos de los aceites esenciales carvacrol (CARV)
y de mostaza blanca (WMEO).

Tratamiento Descripcion

WMEO MIC (0.2%) Concentracién minima inhibitoria
CARV MIC (0.01%) Concentracién minima inhibitoria
WMEO (0.1%) + CARV (0.005%) 1/2 WMEO + 1/2 CARV
WMEO (0.15%) + CARV (0.0075%) 3/4 WMEOQO + 3/4 CARV
WMEO (0.15%) + CARV (0.0025%) 3/4 WMEO + 1/4 CARV
WMEO (0.05%) + CARV (0.0075%) 1/4 WMEO + 3/4 CARV
WMEO (0.05%) + CARV (0.0025%) 1/4 WMEO + 1/4 CARV
Control Dimetildisulfuxido




Se afadieron 0.2 mL de cada uno de los tratamientos a un tubo diferente con YPD vy el
Candida krusei, se realizaron diluciones con agua peptonada al 0.1%, con las cuales se
realizaron las siembras de los tratamientos, donde los platos se incubaron a 32 °C a 48 horas.

Monitoreo de resultados. El proyecto tuvo una duracion de 4 dias (0, 24, 48 y 72 horas)
donde los tubos de ensayo con los tratamientos fueron incubados a 22 °C y los platos Petri
a 32 °C. Se realizaron conteos después de 48 horas después de haber sembrado los
tratamientos cada 0, 24, 48 y 72 horas en platos Petri con YPD agar.

Determinacion de interaccion. Una vez obtenidos los resultados de los ocho diferentes
tratamientos se recopilaron y con el uso del cuadro 2 se determind el tipo de interaccion
entre ambos ya sea sinérgica, aditiva o antagonica.

Cuadro 2. Disefio de las combinaciones binarias antimicrobianas con sus concentraciones
de inhibicion fraccionaria (FICI) y la interpretacion de los efectos.

Proporcion MICC aceite

esencial
Resultado
A B FICle crecimiento Efecto
bacteriano
0 0 Crecimiento Control
1 0 1 No crecimiento MIC
1 1 No crecimiento MIC
Ya 1/4 1 Crecimiento Aditivo o antagonico
No crecimiento Aditivo
Yo 1/2 1 Crecimiento Aditivo o antagonico
No crecimiento Aditivo
Ya 3/4 1 Crecimiento Aditivo o antagonico
No crecimiento Aditivo
Ya 1/4 0.5 Crecimiento Aditivo o antagénico
No crecimiento Sinérgico
3/4 3/4 15 Crecimiento Antagdnico
No crecimiento Aditivo o sinérgico

¢ Interacciones sinergicas, aditivas y antagonicas corresponden a FICIs de < 0.5, 1.0, y >1.5 respectivamente
(Techathuvanan et al. 2014)

Analisis estadistico. Se uso6 un disefio de Blogues Completos al Azar con tres repeticiones.
Se utiliz6 un nivel de significancia P<0.05. La separacion de medias se realiz6 mediante el
método de medias minimas cuadradas (LS MEANS) y fueron reportados en Log UFC/mL.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Concentracion minima inhibitoria de cada aceite esencial.

Todos los tratamientos mostraron inhibicion con relacion al tratamiento control (Cuadro 3)
teniendo una P<0.0001. A pesar de que estos tratamientos también se analizaron por el
tiempo de exposicion, esta relacion no presento diferencia significativa (P=0.2409) de igual
forma entre tiempos no existié una diferencia significativa (P=0.4091)

Cuadro 3. Recuentos de Candida krusei (Log UFC/ml) segln exposicion a diferentes
concentraciones de extractos de mostaza blanca (WMEQ) y carvacrol.

Tratamiento Log UFC/mI& % reduccion
Control 5.95 + 0.87A -
Carvacrol 0.01% 1.97 + 1.458 99.99%
Carvacrol 0.02% 1.17 +0.865¢ 100.00%
WMEO 0.15% 1.59 + 0.988¢ 100.00%
WMEO 0.20% 0.95 +0.83¢ 100.00%
R2 0.85680

CcVv 42.86003

&L_os valores representados en el cuadro corresponden a al promedio + Desviacion Estandar
de tres repeticiones independientes y 4 observaciones por repeticion. (N=60)

ABC Medias con letras diferentes son significativamente diferentes (P<0.05)

204 de reduccion con respecto al tratamiento control

Todos los tratamientos presentaron un porcentaje de reduccion de > 4 Log UFC/ml sin
embargo, estadisticamente los mejores resultados fueron obtenidos en WMEQO 0.15%,
carvacrol 0.02% y WMEOQO 0.20%. Las ventajas con estos resultados pueden atribuirse a que
se puede hacer uso de la concentracion mas baja de los dos aceites esenciales, teniendo
menos consecuencias en el sabor de los alimentos, pero teniendo una alta inhibicién de la
levadura.

Esto es una mayor ventaja para el aceite de mostaza blanca (WMEOQ) ya que debido a sus
componentes tiene un fuerte sabor pungente y agrio muy caracteristico lo que es debido a
su alto contenido de sinalbina (glucosinolatos) (Clarke 2010), el cual no suele ser muy
aceptado por los consumidores. Por otra parte, el carvacrol es un agente saborizante que
puede ser utilizado en bebidas alcohdlicas y no alcohodlicas, goma de mascar, gelatinas y
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algunos dulces, donde se usa en bajas concentraciones para el consumo humano (Suntres et
al. 2015)

ElI WMEO contiene un compuesto llamado sinalbina (4 hidroxibencil glucosinolato), los
glucosinolatos son degradados por una enzima llamada mirosinasa, lo que da como
resultado diferentes productos como los isotiocianatos, a los cuales se le atribuye su poder
antimicrobiano, donde se obtiene 4 hidroxibencil isotiocianato (Monu et al. 2014). La forma
de actuar de los isotiocianatos se le atribuye a la inactivacion de enzimas extracelulares
mediante la division oxidativa de los enlaces disulfuros (Brul y Coote 1999). El efecto
antimicrobiano de WMEO contra Salmonella sp. ha sido estudiado en matrices de salsas,
donde se observd una reduccién de los conteos a 0.8 a 2.7 log a concentraciones de 0.025%
a 0.027% de WMEO (David et al. 2013), resultados muy similares a los obtenidos en el
presente estudio.

Un estudio realizado con WMEO demuestra que los isotiocianatos, tienen una mejor accion
antimicrobiana contra levaduras y hongos que contra bacterias, donde se ha demostrado que
Schizosaccharomyces pombe fue el organismo con mayor sensibilidad contra WMEQO en
salsa kétchup donde el valor mas bajo de WMEO (0.4 g/litro) presenté un decrecimiento
significante en el conteo de colonias. También se demostr6 que a concentraciones de 150
mg/litro tiene una accion antimicrobiana contra Zygosachromyces bailii (levadura que tiene
la misma caracteristica que Candida krusei, ser resistente a preservantes) (Monu et al.
2014).

Se ha demostrado que los aceites esenciales que contienen aldehidos o fenoles, como el
carvacrol, poseen una actividad antimicrobiana mayor que otros aceites esenciales (Bassole
y Juliani 2012). Sin embargo, en este estudio se demuestra lo contrario, ya que la mayor
accion antimicrobiana se presentd en WMEO con un mayor porcentaje de reduccion contra
Candida krusei.

Segun estudios para la obtencion de los resultados de MIC de cada uno de las
concentraciones minimas inhibitorias se establecen con la concentracion minima del aceite
esencial donde los microorganismos son inhibidos en un 90% aprox (Sleha et al. 2014).
Con los datos obtenidos en el cuadro 3, se establecieron como MIC 0.2% WMEO y 0.01%
carvacrol, siendo la eleccion similar al estudio anteriormente mencionado.

Aunque se sabe que el carvacrol contiene actividades antimicrobianas son pocos aquellos
estudios que dan a conocer su actividad contra levaduras que acortan la vida anaquel de los
productos. En un estudio realizado por la Universidad de Tennesse se demostrd que el MIC
para carvacrol contra la levadura Candida krusei equivaldria a 0.5% (200 mg/L) (Allis
2013). La gran capacidad de inhibicién presente en carvacrol esta directamente relacionada
con los compuestos fenolicos, de los cuales diferentes estudios reportan que poseen altos
niveles de actividad antimicrobiana (Cetin et al. 2009). Asimismo, existe un estudio con
WMEO incubado a 25 °C obteniendo un resultado de 250-500 mg/L contra Bacillus cereus
y Staphyloccocus aureus (Techathuvanan et al. 2014). Comparando esos resultados se
puede indicar que la MIC para levaduras que perjudican la vida anaquel de un producto es
mayor a bacterias Gram negativas al utilizar WMEO.



Se ha demostrado que el carvacrol que afecta la membrana externa de las bacterias Gram
negativas, la cual se desintegra causando una liberacién de los compuestos contenidos en
la membrana externa lipopolisacaridos hidrofilicos. A pesar de afectar directamente la
membrana externa el sitio de accion del carvacrol al actuar como antimicrobiano es la
membrana citoplasmatica, donde hay un transporte de iones entre la membrana. El grupo
hidroxilo cumple con la funcién de portador de transmembrana de cationes monovalentes
a través de la membrana llevando H+ dentro del citoplasma de la célula y transportando K+
de regreso (Hyldgaard et al. 2012). Aunque se sabe poco de la manera de actuar de carvacrol
contra levaduras, un estudio realizado contra Sccharomyces cerevisiae, sugiere que la
accion antifunginca esta relacionada con la perturbacion de la homeostasis de iones Ca+ o
H+ (Chillot et al. 2015).

Efecto de combinaciones antimicrobianas.

En relacion al efecto de las mezclas de aceites esenciales todos los tratamientos presentan
diferencias con relacion al tratamiento control (cuadro 4). Estadisticamente los tratamientos
tuvieron diferencia significativa entre ellos (P <0.0001), los mejores tratamientos fueron el
WMEO 0.2%, WMEO 0.1% + CARV 0.005% y WMEO 0.05% + CARV 0.0075% al
reducir > 4 log UFC/ml.

Cuadro 4. Recuentos de Candida krusei (Log UFC/mI) segln exposiciones de diferentes
mezclas de los extractos de mostaza blanca (WMEOQ) y carvacrol.

Tratamiento Log UFC/ml % reduccion @
Control 6.52 + 1.294 -
WMEO 0.2% 1.88 + 1.46°F 100.00%
CARV* 0.01% 3.65+0.828 99.87%
WMEO 0.1% + CARV 0.005% 1.97 + 1.62CPE 100.00%
WMEO 0.15% + CARV 0.0075% 2.36 +1.94¢P 99.99%
WMEO 0.15% + CARV 0.0025% 2.73+2.11¢ 99.98%
WMEO 0.05% + CARV 0.0075% 1.41 +1.32F 100.00%
WMEO 0.05% + CARV 0.0025% 2.69 +1.93¢ 99.99%
R2 0.875

CV 32.587

BCARV= Carvacrol; % de reduccion con respecto al tratamiento control

ABCDE Medias con letras diferentes son significativamente diferentes (P<0.05)

A pesar de no estar en combinaciones binarias el tratamiento WMEO 0.2% presenta uno de
los mayores porcentajes de reduccién con relacion a los demaés tratamientos y un mejor
resultado contra el tratamiento de carvacrol 0.01%. Sin embargo, el tratamiento WMEO
0.05% + CARV 0.0075% representan la mitad de la concentraciéon de WMEO y la menor



concentracion de carvacrol, representa el mayor porcentaje de reduccion con un resultado
de > 5 log UFC/m.

Algunos estudios han demostrado que WMEOQO con concentraciones de 150 mg/It demuestra
una accion antimicrobiana contra Zygosaccharomyces, una levadura que cumple con la
caracteristica de ser resistente a los preservantes, tal como Candida krusei (Monu et al.
2014). En algunos estudios se demuestra la alta capacidad del carvacrol como componente
antimicrobiano, aunque el MIC del Carvacrol contra Candida krusei sea 0.01%, carvacrol
al 0.025% presenta una inhibicion completa en Aspergillus niger (Abbaszadeh et al. 2014).

También se evaluo el efecto de las mezclas de aceites esenciales en diferentes periodos de
tiempo (cuadro 5) donde existieron diferencias significativas (P<0.0001) entre los
tratamientos, entre los tiempos y la interaccion tratamiento por hora fue altamente
significativa (P<0.0001).

Cuadro 5. Recuentos de Candida krusei (Log UFC/ml) segun exposicion a diferentes
mezclas de extractos de mostaza blanca (WMEQ) y carvacrol en diferentes periodos de
tiempo.

Tratamiento 0 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Control 4.71+0.20 6.11+0.09%C 7.38+0.04"C  7.91+0.02°
WMEO 0.2% 3691057 580401794 1.3541.310A  1.70+1.73%%
CARV? 0.01% 4.6810.54 5 64408108 20440474  3.33+0,02%A
WMEOQ0.1%+CARV0.0050%  o39%0.03 <070  1.68+1.70°  2.1242.46%A
WMEOO.15%+CARV0.00750% >20£0.02 <0.70° 1574151  3.97+2.89C
3.09+0.17 bB bAB
WMEO00.15%+CARV0.0025% " <070 136+115%° e
WMEQ0.05% +CARV0.00750 o>420-71 <0.70°  <0.700A® <0.70°
abA
WMEOQ0.05%+CARV0.00250 0006 <0700 1.89£2.06% 4 gg+1.23:
R2 0.875
cV 32,587

B CARV= Carvacrol

*No hubo presencia de colonias en este tratamiento.
3¢ Medias con letras diferentes son significativamente diferentes entre horas (P<0.05)
ABC Medias con letras diferentes son significativamente diferentes entre tratamientos (P<0.05)

Para el tratamiento WMEO 0.2% se observd igualdad estadistica desde las 24 horas,
representando una reduccion con relacion a las 0 horas. En el tratamiento CARV 0.01%



existen diferencias significativas entre las 0 horas y las 48 horas, en el tratamiento WMEQO
0.1% + CARV 0.005% las 0 horas son estadisticamente diferentes con relacion a las 24 y
48 horas, sin embargo las 72 horas presenta una igualdad estadistica entre las horas
anteriormente mencionadas. El tratamiento WMEO 0.15% + CARV 0.0075%, presentd una
alta reduccion en las 24 horas y 48 horas, sin embargo, a las 72 horas presento igualdad
significativa con la hora 0. En el tratamiento WMEO 0.15% + CARV 0.0025%, a las 72
horas presentd diferencias significativas con todos los demas tiempos, donde hubo un
aumento de la poblacién. En el tratamiento WMEO 0.05% + CARV 0.0075%, la hora 0
presento diferencias significativas con las 24, 48 y 72 horas, estos tres ultimos tiempos no
presentaron diferencias significativas. A pesar que este tratamiento tuvo presencia de
colonias similares a todos los tratamientos en la hora 0, fue el Gnico que mantuvo desde las
24 horas a las 72 ausencia de Candida krusei. Para el tratamiento WMEO 0.05% + CARV
0.0025% se presentaron diferencias significativas entre las 72 horas y los demas periodos
de tiempo.

Entre tratamientos a la hora 0 se presentd igualdad estadistica para todos los valores, sin
embargo, para las 24 horas los tratamientos WMEO 0.1% + CARV 0.005%, WMEO 0.15%
+ CARV 0.0075%, WMEO 0.15% + CARV 0.0025%, WMEO 0.05% + CARV 0.0075%
y WMEO 0.05% + CARV 0.0025% presentaron ausencia de poblacion de Candida krusei,
junto con el tratamiento WMEO 0.2% que presento bajos recuentos de Log UFC/mL. Por
otro lado, el control y el tratamiento CARV 0.01% presentaron incrementos en su
poblacién, con relacion a la hora 0 como entre los tratamientos. Para las 48 horas los
tratamientos que presentaron

mayor reduccién fueron el WMEO 0.2%, WMEO 0.15% + CARV 0.0025% y WMEO
0.05% + CARV 0.0075%, sin embargo, todos los tratamientos son completamente
diferentes al tratamiento control. En las 72 horas los tratamientos que presentaron mayor
reduccion fueron el WMEO 0.2% y WMEO 0.05% + CARV 0.0075%, mientras que el
WMEO 0.05% + CARV 0.0025% y WMEO 0.15% + CARV 0.0025% tuvo un incremento
en su poblacion con relacion a las demas medidas de tiempo.

Existen cinco tratamientos de WMEO donde se observa un decrecimiento de 0 a 24 horas
y un aumento de colonias desde las 48 a las 72 horas, resultado muy similar a un estudio
realizado con WMEQO Schizosaccharomyces pombe, donde las células comienzan a
recuperarse a las 24 horas resultando en conteos de 4 log menos que el control a 72 horas
(Monu et al. 2014).

De la combinacion fraccionaria de los aceites esenciales representados en el Cuadro 6 se
tomaron los datos de las 72 horas comparadas con el dato del tratamiento control a O horas,
para poder determinar si existié inhibicion o no, y junto con la tabla 2 se podra determinar
la relacion existente entre los aceites esenciales (Techathuvanan et al. 2014).

Para poder calcular el FICI (concentracion fraccional inhibitoria) se utiliz6 la ecuacion 1:

_ MICa/p |, MICg)a
FICI = MIC, + MICy [1]
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Donde MIC, hace referencia al compuesto A por si solo, MIC,, es el compuesto A en
combinacion, MICg y MICg,, son el compuesto B por si solo y su combinacion
respectivamente (Valcourt et al. 2016).De acuerdo con el valor obtenido en el MIC se
determinara si la interaccion es aditiva, sinérgica o antagonica (cuadro 6).

Cuadro 6. Valores de concentracion de inhibicién final (FICI) de Candida krusei expuesta
a mezclas de aceite de mostaza blanca (WMEQ) y carvacrol (CARV).

Tratamiento FICI* Candida krusei Efecto
Control 0 Crecimiento Control
WMEO 0.2% 1 Sin crecimiento MIC
CARV? 0.01% 1 Sin crecimiento MIC
WMEO 0.1% + CARV 0.005% 1 Sin crecimiento Aditivo
WMEO 0.15% + CARV 0.0075% 1.5  Sincrecimiento Aditivo o sinérgico
WMEO 0.15% + CARV 0.0025% 1 Crecimiento Aditivo
WMEO 0.05% + CARV 0.0075% 1 Sin crecimiento Aditivo
WMED 0.05% + CARV 0.0025% 0.5 Crecimiento aﬁtdaigt]ic;/r?i:o

# CARV= Carvacrol
¢ Interacciones sinergicas, aditivas y antagonicas corresponden a FICIs de < 0.5, 1.0, y >1.5 respectivamente.

Se considera como efecto aditivo cuando la combinacion de los aceites esenciales es igual
a la suma de los efectos obtenidos por el tratamiento individualmente. Una relacion de
sinergismo se obtiene cuando los resultados son mayores que las sumas de ellos
individualmente y una relacion antagonica se refiere cuando al momento de comparar se
obtienen resultados menores (Faleiro 2011). Los analisis de las interacciones de los aceites
esenciales son una oportunidad a la industria alimentaria para poder incrementar su
eficiencia aprovechando las interacciones sinérgicas o aditivas (Bassole y Juliani 2012).

Las combinaciones de WMEO vy carvacrol tuvieron una buena relacion, ya que en los cinco
tratamientos (excluyendo el control y las MIC) tres de ellos presentaron inhibicion en el
crecimiento de Candida krusei. Se puede concluir del cuadro 6 que la interaccion presente
para estos aceites esenciales es aditiva, ya que existe suficiente evidencia con las
combinaciones que presentan esta relacion.

Segun estudios una interaccién aditiva entre aceites esenciales esta relacionado con sus
compuestos fendlicos, los cuales estan presentes en el carvacrol (Bassole y Juliani 2012).
Adicionalmente, de acuerdo con algunos estudios los compuestos fendlicos presentes en el
orégano (carvacrol y timol) poseen una interaccion aditiva contra Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa (Faleiro 2011).

Tener una interaccion aditiva de WMEO con otros aceites esenciales, ayuda a mantener la
inocuidad de un alimento y su vida de anaquel reduciendo las consecuencias negativas en
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la parte sensorial, ya que se reduce la cantidad de WMEO a utilizar (Techathuvanan et al.
2014). Segun un estudio realizado WMEQO posee un aroma muy sensible al gusto del ser
humano, donde mantener una relacion incluso aditiva con otro aceite esencial, ayudara a
mantener el producto contrarrestando el efecto de aroma que posee WMEO (Techathuvanan
et al. 2014), estos analisis de interacciones de los aceites esenciales son una oportunidad a
la industria alimentaria para poder incrementar su eficiencia aprovechando las interacciones
sinérgicas o aditivas (Bassole y Juliani 2012).

Tener una interaccion aditiva de WMEO con otros aceites esenciales, ayuda a mantener la
inocuidad de un alimento, su vida de anaquel reduciendo las consecuencias negativas en la
parte sensorial, ya que se reduce la cantidad de WMEO a utilizar (Techathuvanan et al.
2014). Segun un estudio realizado WMEQ posee un aroma muy sensible al gusto del ser
humano, donde mantener una relacion incluso aditiva con otro aceite esencial, ayudara a
mantener el producto y contrarrestando el efecto de aroma que posee WMEO
(Techathuvanan et al. 2014).

Existen pocos estudios de carvacrol y WMEO interactuando juntos, es por ello que realizar
este analisis con lleva a una gran responsabilidad para la industria de alimentos. Ademas,
de no poseer un proyecto que estudie sus interacciones, la utilizacion de los mismos contra
levaduras deterioradoras de alimentos son muy escasos. Existen estudios de estos aceites
esenciales contra levaduras de importancia en el campo clinico o de estos contra otras
bacterias patdgenas, por ejemplo carvacrol ha sido estudiado contra Candida albicans
utilizando macrodiluciones para determinar los valores de MIC (Vardar-Unlu et al. 2010).
Igualmente existen estudios de WMEO contra Salmonela en una salsa con particulas, donde
se estudio el mecanismo de accion de los isotiocinatos en bacterias Gram negativas (David
et al. 2013).
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4. CONCLUSIONES

Se demostré la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales a diferentes
concentraciones con una reduccion de > 4 log UFC/ml, pudiendo utilizar las
concentraciones mas bajas para no afectar las caracteristicas sensoriales.

Las concentraciones correspondientes al aceite de mostaza blanca (WMEQ) 0.15%,
WMEO 0.20% y carvacrol 0.02% fueron los mejores tratamientos (P<0.05), y pueden
ser usados solos 0 en combinacion con otros aceites esenciales.

Existe una relacién aditiva al combinar los aceites esenciales WMEO vy carvacrol

contra Candida krusei, indicando un uso eficaz en la industria para mantener la vida
anaquel de un producto.
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5. RECOMENDACIONES
Identificar los aceites esenciales que tienen capacidad mas alta de contrarrestar efectos
negativos para el consumidor sensorialmente.

Determinar como actuarian el carvacrol y WMEO en diferentes tipos de matrices
alimentarias altos en grasa, proteina y carbohidratos.

Realizar mas estudios utilizando WMEO contra otras levaduras.
Se deben tomar en cuenta los diferentes compuestos presentes en WMEO ya que pueden

influenciar al momento de inhibir las bacterias tomando ventaja sobre otros aceites
esenciales.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Resultados del andlisis de varianza de actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales carvacrol y mostaza blanca (WMEQ)

Tratamiento 47.54 <0.0001
Tiempo 0.99 0.4091
Tratamiento * tiempo 1.34 0.2409

Anexo 2. Recuentos de Candida krusei (Log UFC/mI) segun exposicion a diferentes
concentraciones de extractos de mostaza blanca (WMEQ) y carvacrol en diferentes horas.

Tratamiento 0 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Control 4,73+0.41 5.95+0.31 6.48 + 0.63 6.46 + 0.42
WMEO 0.20% <0.70 <0.70 1.62 +1.60 <0.70
WMEO 0.15% 1.41+1.24 0.98 £0.48 1.52+0.71 2.9 £0.65
Carvacrol 0.02% 2.08 £0.43 151+141 <0.70 <0.70
Carvacrol 0.01% 2.44 +1.52 1.66 + 1.67 144 +£1.28 235+1.91

Anexo 3. Resultados del analisis de varianza de la determinacién de la interaccion de los
aceites esenciales

Tratamiento 34.77 <0.0001
Tiempo 27.26 <0.0001
Tratamiento * tiempo 4.75 <0.0001
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