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RESUMO

Penicillium são  fungos  anamorfos  economicamente  importantes  por  produzirem
compostos para uso como suplemento ou melhoramento de  produtos alimentícios e, também
são utilizados em biorremediação para recuperação de ambientes.  Dessa forma, este trabalho
teve como objetivo verificar a pureza, autenticidade, viabilidade e a atividade antimicrobiana
de 60 culturas de Penicillium da região amazônica, preservadas sob água destilada esterilizada
e óleo mineral,  pertencentes ao acervo de Coleção de Cultura  DPUA.  Os microrganismos
revisados foram reativados em Ágar Extrato de Levedura Czapek (CYA) e autenticados, com
base nas características macro e micromorfológicas, em Ágar Extrato de Malte (MEA), Ágar
Glicerol Nitrato 25% (p/v) [G25N] e Ágar Extrato de Levedura Czapek  (CYA). Posterior a
autenticação, as espécies foram submetidas à atividade antimicrobiana pelo Método do Bloco
de Gelose. A atividade antimicrobiana foi realizada em meio de cultura seletivo, a 25 oC e 37
oC,  frente  aos  seguintes  microrganismos-teste,  Candida  albicans DPUA  1340,
Staphylococcus aureus CCT 1352, Escherichia coli CCT 0547 e Mycobacterium smegmatis
PDUFPE-7.  A atividade antimicrobiana foi avaliada medindo-se a área de inibição contra o
microrganismo-teste.  Para  detecção  de  biocompostos  por  bioautograifa,  fragmentos  das
culturas dos Penicillium selecionados por difusão em ágar foram submetidos à extração em
Acetato de Etila  (6:4,  v/v)  utilizando-se como padrão Itraconazol e  Rifampicina.  Entre as
culturas examinadas, 90% expressaram viabilidade, pureza e taxonomicamente confirmadas
de acordo com a literatura especializada. Dessas, 46,66% apresentaram resultado positivo na
atividade antimicrobiana por difusão em ágar e 25% nos ensaios bioautográficos. A partir dos
resultados  comprovou-se  a  eficiência  dos  métodos  de  preservação  em  água  destilada
esterilizada e óleo mineral, assim como o potencial de espécies de Penicillium na produção de
biocomposto com atividade antimicrobiana.

Palavra chave: Penicillium – viabilidade - antagonismo
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ABSTRACT

Penicillium are anamorphics fungi economically important for producing composts for
uses such as supplement  or food products improvement and also are used in bioremediation
for  environments  recovery.   Therefore,  this  work  had  as  objective  to  verify  the  purity,
authenticity,  viability  and the antimicrobial  activity of 60 cultures of  Penicillium from the
Amazon region preserved  in  distilled  sterilized  water and  under  mineral  oil,  deposited in
DPUA Culture  Collection.  The revised microorganisms  were reactivated in  Czapek Yeast
Extract  Agar  (CYA)  and  authenticated  based  on  macro  and  micromorphological
characteristics on Malt  Extract Agar (MEA),  Glicerol Nitrate Agar 25% (w/v) [G25N] and
Czapek  Yeast  Extract  Agar  (CYA).  After  authentication,  the  cultures  were  submitted  to
antimicrobial activity by the Gelose Block Method. The antimicrobial activity was performed
in  selective  culture  medium at  25oC and  37oC against  the following  test microorganisms:
Candida  albicans DPUA 1340,  Staphylococcus aureus CCT 1352,  Escherichia coli CCT
0547 and Mycobacterium smegmatis PDUFPE-7. The antimicrobial activity was evaluated by
measuring the halo of inhibition against the test microorganisms. For biocomposts detection
by  bioautography plugs  of  cultures  of  Penicillium selected  by  diffusion  in  agar  were
submitted to the extraction in  Ethyl  Acetate (6: 4,  v/v)  using  as standard Itraconazol and
Riphampicine.  Among  the  examined  cultures,  90.0%  expressed  viability,  purity  and
taxonomically  confirmed  in  accordance  with  specialized  literature.  From  these,  46.66%
demonstrated positive result in the antimicrobial activity for diffusion in agar and 25.0% in
the bioautographic assay. From the results it  has proved preservation methods efficiency in
distilled sterilized water and under mineral oil, as well as the Penicillium species potential in
the biocomposts production with antimicrobial activity.

Key words: Penicillium, viability, antagonism
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INTRODUÇÃO

1.1 O Gênero Penicillium

A  denominação  genérica  Penicillium (do  latim  =  penicillus)  foi  publicada,  pela

primeira vez, na obra de Link, denominada "Observações em Ordens Plantarum Natural", em

1809.   A mesma  refere-se  à  morfologia  da  estrutura conidiogênica,  penicilio  (do  alemão

pinsel), célula que se assemelha a um pincel. O penicilio, formado por hifas denominadas de

esterigma, se apresenta em graus distintos de complexidade. Na colônia, ele está sustentado

por estrutura filamentosa. Esta estrutura filamentosa tem origem a partir de outra fértil,  que

em conjunto  com o  penicilio  constitui  o  conidióforo,  figura  1  (RAPER;  THOM,  1949;

COMERIO, 2000).   

Entre os caracteres taxonômicos referidos nas monografias de maior importância nos

últimos  50  anos  sobre  o  gênero Penicillium têm destaque  o  conidióforo  como estrutura

taxonômica  primária  (COMERIO, 2000).  Além dessa estrutura  são relatadas  a  textura  da

colônia  e  a  morfologia  da  célula  conidiogênica  (RAPER;  THOM,  1949;  PITT,  1985;

COMERIO, 2000).    

Na contextualização  taxonômica,  entre os trabalhos  de relevância,  a monografia  de

Raper e Thom (1949), “A Manual of the Penicillia” e de Pitt (1985), “A Laboratory Guide to

Common Penicillium Species”, são obras clássicas sobre o gênero  Penicillium. Na primeira

obra,  os  autores  propuseram  o  pioneiro  sistema  de  classificação  realmente  prático  e

manejável. No manual publicado por Pitt, o conteúdo refere sobre a identificação de espécies

comuns de Penicillium isoladas de diferentes substratos. Sabe-se, no entanto, que trata-se de

fungos anamorfos considerados de difícil identificação (PITT, 1985; ASAN, 2000; DORGE;

CARSTENSEN; FRISVAD, 2000). Outros trabalhos de destaque foram os de Samson, Stolk

e Hadlok (1976) e Ramirez (1982) que também enfatizaram as características morfológicas do

conidióforo  como  um  caráter  taxonômico  primário  na  identificação  de  Penicillium spp.

(COMERIO, 2000).

Historicamente,  Penicillium,  no  Reino  Fungi  já  foi  classificado  na  Sub-Divisão

Deuteromycotina, Classe Deuteromycetes. Posteriormente, estes passaram a ser denominados

de fungos mitospóricos e na atualidade de fungos anamorfos.  Segundo as citações de Guarro,

Gené e Stchigel (1999), tornou-se dispensável conservar o termo deuteromycete, pelo menos 
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para  os  fins  de  identificação.  Essa  terminologia  foi  oficialmente  mantida,  mas  sem  o

reconhecimento desses fungos particularizado em uma classe, todavia o grupo deuteromycete

representa a forma conidial dos Ascomycota e Basidiomycota.

O  método  tradicional  e  comumente  usado  para  identificação  de  espécies  de

Penicillium ainda  está  sendo  a  visualização  das  características  morfológicas  das  colônias

(textura, cor e diâmetro da colônia), e estruturas de reprodução (tipos e tamanhos de conídios

e conidioforo), além das técnicas de biologia molecular (OKUSHIMA et al., 2004). 

Dentre os fungos filamentosos,  Penicillium são importantes pela enorme capacidade

de adaptação e colonização dos mais  diversos meios,  contendo acima de 300 espécies que

podem  causar  efeitos  benéficos  e  maléficos  aos  demais  seres  vivos  (PITT,  2000;

OKUSHIMA et al., 2004; ASAN, 2004).

    Fonte: o autor

Figura 1 – Penicillium citrinum Thom. Aspecto micromorfológico.

Entre os fungos, espécies de Penicillium são utilizadas na indústria e em processos de

fermentação  para  melhoramento  ou produção  de alimentos,  medicamentos,  a  exemplo  da

penicilina. Trata-se de fungos anamorfos que produzem biodeterioração de produtos in natura

e/ou processados, como P. expansum que causa podridão na maçã e P. sclerotigenum, agente

da podridão verde no inhame (Dioscorea spp.). No melhoramento de alimentos, P. roquefort

é usado no processamento de queijo, embora existam linhagens que podem produzir patulina,

micotoxina  que é degradada pelas proteínas do leite  as quais  contêm enxofre  na molécula

(OLIVEIRA et al., 2007).

Penicillium spp. são também envolvidos em processos alérgicos, inclusive podem ser

agentes de micotoxicoses, patologia causado ao homem e demais animais devido a ingestão

contínua  de  micotoxinas.  Além  desses  biocompostos,  muitas  espécies  tornam-se  valiosas
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economicamente  por  produzirem  pigmentos,  enzimas  e  outros  compostos  com atividade

hipocolesterolêmica,  anticancerígenos,  antitumoral,  antioxidantes,  inibidores  da  α-

glucosidase, inseticidas, herbicidas e fungicidas (PATERSOON; VENÂNCIO; LIMA, 2004;

RASMUSSEN et al., 2005; ELIAS et al., 2006). 

Os metabólitos secundários também são usados como critérios na quimiotaxonomia

para classificação de espécies de Penicillium que têm conidióforo com ramificações terciárias,

os denominados de terverticilados (SANTOS et al., 2002).

1. 2 Atividade Antimicrobiana e Bioautografia

Do ponto de vista  histórico,  os microrganismos  têm sido  fonte inestimável  para a

produção  de  compostos naturais  com atividade  biológica  importantes  para  a  humanidade

(OLIVEIRA,  et  al.,  2006).  O  sucesso  dos  processos  biotecnológicos  está  diretamente

relacionado  à  diversidade  dos  microrganismos  e  às  moléculas  que  eles  produzem como

resultado do metabolismo primário e secundário, bem como com a conservação dos recursos

genéticos  fornecidas  por  eles  (CEVERA,  1998;  UZUNOVA-DONEVA;  DONEV,  2005;

ROKEM; LANTZ; NIELSEN, 2007).  

Durante os últimos  anos,  produtos derivados  de  metabólitos  secundários  têm sido

usados  nas  áreas  médicas,  industrial  e  agrícola,  como  os  antibióticos,  drogas  anti-

carcinogênicas, agentes imunossupressores, enzimas e polímeros para aplicações industriais e

tecnológicas, dentre outros (BAKER et al., 2006).   

Dos  biocompostos  de  importância  industrial  produzidos  por  fungos,  os

antimicrobianos constituem o grupo de maior valor econômico, entre os produtos obtidos por

fermentação. Atualmente, existem mais de 5.000 tipos diferentes de antibióticos conhecidos,

e, a maior contribuição provêm das penicilinas e cefalosporinas (BENNETT, 1998; SANTOS

et al., 2002). 

O crescente aparecimento mundial de bactérias multirresistentes, bem como a falta de

antibióticos para combater tais agentes patogênicos continua a ser a grande preocupação da

omunidade médica. Dessa forma, a constante evolução de microrganismos anti-bioresistentes

está proporcionando o desenvolvimento de pesquisas em busca por novos fármacos de origem

da diversidade microbiana (AHMAD; BEG, 2001; DUARTE et al., 2002; KITOUNI et al.,

2005; CONTI et al., 2007).

A  atividade  antimicrobiana  pelo  método  de  difusão  em ágar  e  bioautografia  são

métodos utilizados para localizar substâncias com ação antibiótica, que seja capaz de inibir o
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crescimento de certos microrganismos. Essas técnicas, devido suas vantagens, rapidamente se

difundiram (FERNANDES et al., 2005).

Nos  últimos  anos,  com  o  desenvolvimento  desses  métodos,  grande  tem  sido  a

oportunidade  de  aplicação  na  busca  de  novas  substâncias  responsáveis  por  atividade

antimicrobiana de origem natural (FERNANDES et al., 2005).

1. 3 Coleções e Conservação de Microrganismos

As coleções de culturas são centros de conservação cujo acervo está constituído por

microrganismos  vivos  de  interesse  para  diversos  ramos  científicos,  inclusive  podem ser

suporte de processos biotecnológicos, condição que impõe a necessidade de preservação das

espécies de modo a manter a vitalidade, a especificidade, a atividade, a imunogenicidade e

outras  propriedades,  em  condições  ex situ (FIGUEIREDO,  2001;  BRASIL,  2002;

UZUNOVA-DONEVA; DONEV, 2005; TEIXEIRA, 2006).

Coleções  ex situ podem ser  classificadas  como  coleções  de pesquisa,  coleções  de

serviço  e  coleções  industriais  as  quais  têm  importância  de  destaque  na  conservação  e

exploração da diversidade genética e metabólica de microrganismos. Esse grupo de coleções

presta  serviço  segundo  a necessidade  do  usuário  e  tem como  objetivo  o  atendimento  de

demanda  prioritariamente  para  pesquisa,  ensino,  manutenção,  distribuição  de  estoques

genéticos processos e produtos biotecnológicos e proteger o acervo da empresa e regular as

linhagens microbianas (CANHOS, 2003; TEIXEIRA et al., 2007). 

Outro tipo de coleção, as de referências, são fontes de culturas puras para utilização

em atividades de ensino, estudos taxonômicos, identificação de patógenos e testes de controle

de  qualidade de  produtos e materiais.  Dessa  forma,  o material  biológico  conservado  por

métodos adequados em coleções de culturas tem uma gama de aplicações nas áreas de saúde,

agropecuária, indústria e meio ambiente (CANHOS, 2000, 2003). 

Atualmente,  existe no  cenário  internacional  um conjunto  de ameaças  concretas ao

trânsito de material biológico e,  portanto, a devida preservação e fornecimento de material

biológico certificado por Coleções de Serviço e/ou Centros de Recursos Biológicos tornou-se

de grande relevância para o desenvolvimento biotecnológico no Brasil (FIGUEIREDO, 2001;

RYAN et al., 2003; BORMAN et al., 2006).  

Dada a importância  das coleções, o gerenciamento desses centros de serviço  exige

capacitação técnica especializada e infra-estrutura específica, além de cuidados especiais com

relação  às  práticas  de  controle  de  qualidade  das  culturas  preservadas,  biossegurança  e
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autenticação dos respectivos acervos (SETTE, 2005). Contudo, no Brasil,  país detentor de

cerca de 20% da diversidade global, as coleções têm pouco reconhecimento, mesmo existindo

capacitação institucional. 

1. 4 A Coleção de Culturas DPUA

Dentre as coleções brasileiras  de microrganismos,  a Coleção de Cultura DPUA, da

Universidade Federal do Amazonas–DPUA (Figura 2 e 3), constitui- se em um patrimônio de

significância científica por tratar-se de um acervo no qual estão preservados microrganismos

da Amazônia.  Entre  esses, no  acervo,  estão  preservados fungos filamentosos, leveduras e

actinomicetos, principalmente,  os produtores de substâncias  para aplicação na indústria  de

alimentos, farmacêutica e limpeza de efluentes. 

A Coleção DPUA está filiada ao World Data Centre for Microorganisms (WDCM)

também credenciada sob o nº 715, como fiel depositário de amostras do patrimônio genético

oriundo  do solo,  água,  resíduo  vegetal  e  bebidas  indígenas  fermentadas  ou  doados  por

Instituições nacionais e internacionais.

           Fonte: o autor

Figura 2 Vista da Coleção de Cultura DPUA: culturas preservadas em água destilada 
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13

                               Fonte: o autor

Figura 3 Vista da Coleção de Cultura DPUA: culturas preservadas sob óleo mineral 

1. 5 Métodos propostos para preservação de microrganismos

A manutenção de microrganismos em coleções de culturas tornou-se de fundamental

importância para estudos retrospectivos e prospectivos, que enfoque a biologia,  etiologia e

aspectos epidemiológicos. Entretanto, para uma satisfatória análise fenotípica e genotípica, a

longo prazo, é necessária a escolha adequada do método de preservação (GIRÃO et al., 2004;

NAKASONE; PETERSON; JONG, 2004; MORGAN et al., 2006).

Entre os métodos alternativos propostos para preservação de fungos os comumente

utilizados nas coleções de microrganismos são água destilada (CASTELLANI, 1939), óleo

mineral  (SHERF,1943),  esporos em areia  (FOSTER;  WOODRUFF;  MCDANIEL,  1943),

liofilização (RAPER; ALEXANDER, 1945), nitrogênio líquido (FENNEL, 1960) e sílica gel

(SMITH; ONIONS,  1983).  Entretanto  o  método  a ser  adotado depende  da  espécie  a  ser

preservada e dos recursos que dispõem na coleção (LIMA; BORBA, 2001).

A preservação de  Penicillum spp., viáveis em coleções, proporciona a realização de

estudos taxonômicos, o conhecimento da diversidade de espécies, assim como a possibilidade

de  prospecção  dos  compostos  de  importância  industrial  para  a  área  de  saúde,  química,

alimentícia e ambiental. Assim sendo, as coleções de cultura de fungos são fontes alternativas

para exploração de microrganismos produtores de compostos naturais em biotecnologia. 
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2. OBJETIVOS 

2. 1 Geral

Verificar  a  pureza,  autenticidade,  viabilidade  fisiológica  e  a  atividade  antimicrobiana  de

espécies  de Penicillium preservadas  sob  água  destilada  esterilizada  e  óleo  mineral

pertencentes ao acervo de Coleção de Cultura DPUA, da Universidade Federal do Amazonas.

2. 2 Específicos

• Verificar  a viabilidade fisiológica,  pureza de 60 culturas de espécies de  Penicillium

estocadas na Coleção de Culturas DPUA e autenticar as espécies viáveis com base na

visualização das características morfológicas das colônias e estruturas de reprodução;

• Caracterizar  qualitativamente  diferentes  espécies  de  Penicillium quanto a atividade

antimicrobiana frente a Candida albicans, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e

Mycobacterium smegmatis;

• Selecionar  por  métodos  bioautográficos  substâncias  com  ação  antifúngica  e

antibacteriana.
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Microrganismos

Foram utilizadas 60 culturas de Penicillium spp. mantidas em água destilada esterilizada

(n= 30) e óleo mineral (n= 30), estocadas na Coleção de Culturas DPUA, do Departamento de

Parasitologia da Universidade Federal do Amazonas-UFAM (Tabela 1) foram reativadas por

diferentes métodos.
Tabela 1 Espécies de Penicillium selecionadas para o estudo da viabilidade morfofisiológica e determinação da
atividade antimicrobiana, preservadas em água destilada esterilizada e sob óleo mineral na Coleção de Culturas
DPUA 

Culturas preservadas em água
destilada

Culturas preservadas sob óleo
mineral

ESPÉCIE ESPÉCIE
P. aurantiogresium DPUA 428 P. aurantiogriseum DPUA 268
P. aurenicola DPUA 798 P. chysogenum DPUA 420
P. chrysogenum DPUA 305 P. citrinum DPUA 507
P. chrysogenum DPUA 582 P. citrinum DPUA 563
P. chrysogenum DPUA 921 P. citrinum DPUA 620 
P. citrinum DPUA 620 P. commune DPUA 298
P. citrinum DPUA 693 P. decumbens DPUA 483
P. decumbens DPUA 559 P. decumbens DPUA 559
P. esclerotiorum DPUA 802 P. decumbens DPUA 517
P. expansum DPUA 546 P. esclerotiorum DPUA 599
P. glabrum DPUA1435 P. fellutanum DPUA 595
P. janczewskii DPUA 577 P. glabrum DPUA 1136
P. janczewskii DPUA 304 P. implicatum DPUA 479
P. janthinellum DPUA 1381 P. janczenskii DPUA 577
P. melinii DPUA 1391 P. janthinellum DPUA 426
P. micznskii DPUA 1406 P. janthinellum DPUA 487
P. minioluteum DPUA 598 P. janthinellum DPUA 531
P. montanence DPUA 1533 P. janthinellum DPUA 572
P. olsonii DPUA 263 P. janthinellum DPUA 645
P. paxilii DPUA 793 P. melini DPUA 634
P. paxilii DPUA 938 P. janczewskii DPUA 304
P. pulberulum DPUA 1146 P. olsonii DPUA 263
P. purpurogenum DPUA 1275 P. oxalicum DPUA 584
P. rugulosum DPUA 543 P. paxilii DPUA 226
P. simplicissimum DPUA 1379 P. raistrikii DPUA 485
P. simplicissimum DPUA 567 P. simplicissimum DPUA 567
P. spinulosum DPUA 499 P. steckii DPUA 306
P. steckii DPUA 306 P. steckii DPUA 573
P.waksmanii DPUA 530 P. variabile DPUA 309
P.waksmanii DPUA 623 P. waksmanii DPUA 623
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3.2 Reativação das culturas preservadas

Das  culturas  preservadas  em  água  destilada  esterilizada  e  sob  óleo  mineral  foram

retiradas frações e transferidas para tubo de ensaio contendo meio de cultura inclinado  Ágar

Extrato de Levedura Czapek (CYA), ou Caldo Glicosado (CG). Os cultivos foram mantidos a

25 oC por sete dias.

3.3 Autenticação das culturas em nível de espécie

Para  confirmação  das  características  macroscópicas,  fragmento  de  cultura  dos

Penicillium crescidas  em CYA  e  CG  pura  foram  repicadas  para  Ágar  Extrato  de  Malte

(MEA), Ágar Glicerol Nitrato 25% (p/v) [G25N] e Ágar Extrato de Levedura Czapek (CYA),

em placa de Petri (90 mm x 15 mm), mantendo-se os cultivos a 25 oC, durante sete dias. As

microestruturas foram observadas em lâmina obtidas por microcultivo. Para o reconhecimento

em nível de espécie foram utilizados trabalhos descritos por Pitt (1985).

3.4 Determinação da atividade antimicrobiana

 Para  avaliação  da  atividade  antimicrobiana  pelo  Método  do  Bloco  de  Gelose  por

difusão em ágar, os microrganismos-teste foram cultivadas em Ágar Sabouraud, a 25 oC por

48 horas (Candida albicans DPUA 1340) e em  Ágar Müeller-Hinton, a 37 oC por 24 horas

(Staphylococcus aureus CCT 1352, Escherichia coli CCT 0547 e Mycobacterium smegmatis

PDUFPE-71).  Nesses  cultivos  foi  preparada  uma  suspensão  celular  de  concentração

semelhante a Escala de MacFarland  no1.  De cada suspensão, 100 µL foi retirado para ser

semeado na superfície Ágar Sabouraud e Ágar Müeller-Hinton, em placa de Petri (90 mm x

15 mm), formando uma camada uniforme.  Nesses cultivos foram sobrepostos três fragmentos

retirados da área central das culturas de CYA medindo 5 mm de diâmetro. As placas foram

incubadas a 25  oC e 37  oC por 24 e 48 horas, respectivamente. Como padrão foi utilizado

Itraconazol e Rifampicina (0,005 mg/mL). A atividade antimicrobiana foi avaliada medindo-

se o halo de inibição contra o microrganismo-teste.  

3.5  Extração  de  biocompostos  para  cromatografia  em  camada  delgada

(CCD)/biautografia

Os Penicillium foram cultivados em Ágar Extrato de Levedura Czapek (CYA), a 25
oC. Após sete dias foram retirados fragmentos do centro da colônia para extração a frio dos

biocompostos  em  Hexano.  Ao  término  dessa  extração,  no  resíduo  remanescente  foi

adicionado  Acetato  de  Etila,  repetindo-se  o  procedimento  com Etanol  95%.  Os  extratos
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Hexano, Acetato de Etila e Etanol, obtidos em 48 horas foram filtrados em papel Whatman nº

30 e submetidos à concentração. Os extratos orgânicos foram redissolvidos com o solvente

extrativo (500 µL) para determinação do perfil cromatográfico e atividade antimicrobiana.

3.6 Cromatografia em camada delgada e Bioautografia

Nos ensaios bioautográficos, em cada placa de cromatografia de camada delgada (CCD)

marca MERCK,  foram aplicados com capilar  o padrão  [Itraconazol e  Rifampicina  (0,005

mg/mL)]  e  os extratos orgânicos.  Os  cromatogramas  foram desenvolvidos  no  sistema  de

eluição: Hexano/Acetato de Etila (6:4 v/v), secos ao ar e observados sob luz ultravioleta para

determinadas classes de metabólitos secundários. Os respectivos Rf  foram determinados nas

bandas visualizadas.  Para determinação  da atividade  antimicrobiana  por bioautografia,  em

condições assépticas, 20 mL dos meios a 40 ºC, (ágar  Müeller-Hinton ou Ágar Sabouraud),

suplementados com 500 µL de suspensão celular de cada microgarnismos-teste e 500 µL de

Cloreto de Trifeniltetrazoliun -TCC 1,0 % (p/v) foi vertido no cromatograma em placa de

Petri medindo (120 mm x 9 mm) Após solidificação do meio, as placas foram incubadas a 25
oC e  37  oC  por 24 e  48  horas,  respectivamente.  A atividade  antimicrobiana  foi  avaliada

visualizando-se a área de inibição  (Schmourlo et al.,  2005; Ahmad e Beg, 2001; Balinova,

1995). 

3.7 Análise estatística

Os dados foram submetidos a análise  estatística descritiva no Programa Excel Versão

7.0 e a seleção das espécies para os ensaios bioautográficos pela análise de cluster , método de

Ward´s e a distância de City-blocks (Manhattam), aos valores do diâmetro médio do halo de

inibição em milímetros das espécies estudadas (Valentin, 2000).
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Potencialidad ant imicrobiana de especies de Penicillium mantenidas bajo dos

condiciones  de preservación

Resumen

En  este  trabajo  se  verificó  la  viabilidad  y  la  potencialidad  antimicrobiana  de  60

cultivos de Penicillium preservados bajo aceite mineral y en agua destilada esterilizada. Los

hongos  fueron  reactivados  en  medios  de  cultivo  selectivos  y  autenticados  conforme  las

características morfológicas. La actividad antimicrobiana fue determinada por la técnica del

bloque  de  Gelosa  y  bioautobiografia  contra  Candida  albicans,  Staphylococcus  aureus,

Mycobacterium smegmatis y  Escherichia coli. De los cultivos reactivados 90% expresaron

viabilidad, de estos 52% presentaron actividad antimicrobiana frente a los microorganismos

tests.  P.  puberulum DPUA 1146 (halo= 28 mm)  y  P. paxilii DPUA 793 (halo= 28,3 mm)

fueron  los  de  mayor  espectro  antimicrobiano  en los  tests de  difusión  en  agar.  Los  tests

bioautográficos  confirmaron  la  antibiosis  de  los  cultivos  testados  destacandose  P.  paxilii

DPUA  793,  comprobandose  así  la  viabilidad  y  la  potencialidad  antimicrobiana  dos

Penicillium.

Palabras-Clave: Penicillium, preservación, viabilidad, antagonismo.
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 Antimicrobial potentiality of Penicillium species preserved under two conservation

conditions

Abstract

In  this  work  it  was  verified  the  viability  and  the  antimicrobial  potentiality  of 60

cultures  of  Penicillium preserved  under  mineral  oil  and  in  distilled  sterilized  water.  The

fungus  were  reactivated  in  a  selective  medium  and  authenticated  in  accordance  with

morphological features. The antimicrobial activity was determined by the gelose block and

bioautography against  Candida albicans, Staphylococcus aureus, Mycobacterium smegmatis

and  Escherichia coli. From the 60 reactivated cultures 90% expressed viability and 52% of

them expressed antimicrobial  activity against  microorganisms tested.  P. puberulum DPUA

1146 (inhibition zone=28 mm) and P. paxilii DPUA 793 (inhibition zone =28,3 mm) were the

species with wide spectrum antimicrobial  in the agar diffusion method. The bioautographic

tests confirmed the tested cultures antibiosis emphasized in P. paxilii DPUA 793, confirming

the viability antimicrobial of Penicillium species.

Key words: Penicillium, conservation, viability, antagonism.
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Introducción

Penicillium son hongos anamorfos representados por mas de 300 especies, existiendo

entre esas las oportunistas, agentes de patologias humana y de otros animales, predominando

las  especies  productoras  de  metabolitos  secundarios  de  interés  económico.  Entre  los

metabolitos  secundarios,  Penicillium produce  antibióticos,  micotoxinas,  enzimas,

anticancerígenos, antioxidantes, insecticidas, herbicidas y fungicidas (1-4).

La constante evolución de microorganismos antibioresistentes está proporcionando el

desarrollo  de investigaciones científicas en busca de nuevos y eficaces fármacos de diversa

origen  microbiana.  El creciente aparecimiento  mundial  de  bacterias  multiresistentes,  la

carencia  de  antibióticos  para  combatir  tales  agentes  patógenos  continua  siendo  una  gran

preocupación de la comunidad médica (5, 6).

Dada  la  importancia  industrial  del  género  Penicillium  como  fuente  de  alimentos,

medicamentos y en la bioremediación, métodos de preservación fueron desenvueltos para el

mantenimiento in vitro de microorganismos, pues la permanencia en medios de cultivo exige

una serie de cuidados debido al consumo rápido de nutrientes y a la realización de subcultivos

frecuentes,  factores  que  contribuyen  para  la  contaminación  y  alteración  del  potencial

fisiológico y genético (7-10). 

Entre  los  métodos  alternativos  propuestos  para  conservación de  hongos  los

comunmente utilizados, en las colecciones de microorganismos, son aceite mineral (11), agua

destilada  (12),  esporas en arena (13),  sílica  gel (14),  por liofilización (15) y en nitrógeno

líquido (16). Entretanto, el método a ser adoptado depende de la especie a ser preservada y de

los  recursos que dispone  la  colección (17).  En ese contexto esta investigación tuvo como

objetivo verificar  la viabilidad morfológica, fisiológica y la  potencialidad antimicrobiana de

especies de Penicillium de la Colección de Cultivo DPUA, preservadas bajo aceite mineral y

en agua destilada esterilizada. 
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Materiales y métodos

Microorganismos

Para este estudio se utilizó 60 culturas de Penicillium (Tabela 1), preservadas en agua

destilada esterilizada (n=30) y aceite mineral (n=30), almacenadas en la Colección de Cultivo

DPUA, del Departamento de Parasitologia de la Universidad Federal del Amazonas-UFAM.

Reactivación de los cultivos preservados

De los cultivos preservados en agua destilada esterilizada fueron retiradas fracciones y

transferidas  para tubo de ensayo  conteniendo  medio  de cultivo  inclinado  Agar  Extrato de

Levadura Czapek (CYA) o Caldo Glicosado (CG). Los cultivos fueron mantenidos a 25 oC

por siete dias.

Autenticación de los cultivos en nivel de especie

Para  confirmación  de  las  características  macroscópicas,  fragmento de  cultivo  de  las

especies de Penicillium crecidas en medio de cultivo CYA y CG puro fueron transferidos para

Agar Extrato de Malta (MEA), Agar Glicerol Nitrato 25% (p/v) [G25N] y Agar Extrato de

Levadura Czapek (CYA), en placa de Petri (10 mm x 90 mm), manteniendose los cultivos a

25  oC,  por  siete dias.  Las  microestructuras  fueron  observadas  en  lámina  obtenidas  por

microcultivo.  Para  el  reconocimiento  de las  características  de la  especie  fueron utilizadas

metodologías descritas por Pitt (18).

Determinación de la actividad antimicrobiana

La evaluación de la actividad antimicrobiana fue realizada por el Método del Bloque de

Gelosa por difusión en agar. Los microorganismos tests fueron cultivados en Agar Sabouraud,

a 25 oC por 48 horas (Candida albicans DPUA 1340) y en  Agar Müeller-Hinton, a 37 oC por

24 horas (Staphylococcus aureus CCT 1352,  Escherichia coli CCT 0547 y Mycobacterium

smegmatis PDUFPE-71).  En  esos  cultivos  fue  preparado  una  suspensión  celular  de

concentración semejante a la columna no1 de la Escala de MacFarland. De cada suspensión,
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100 µL fue retirado para ser sembrado en la superfície de Agar Sabouraud y Agar Müeller-

Hinton,  en placa  de Petri (10 mm x 90 mm),  formando  una  camada uniforme.   En esos

cultivos fueron sobrepuestos tres discos con 5 mm de diámetro retirados del área central de

los cultivos de Penicillium crecidos  em CYA. Las placas fueron incubadas en estufa a 25 oC

y  37  oC  por  24  y  48  horas,  respectivamente.  Como  padrón  fue  utilizado  Itraconazol  y

Rifampicina (0,005 mg/mL). La actividad antimicrobiana fue evaluada mediendose el halo de

inhibición.  

Extracción de los biocompuestos

Los Penicillium fueron cultivados en Agar Extrato de Levadura Czapek (CYA), a 25

oC, y después de siete dias fueron retirados discos del centro de la colonia para extracción a

frio de los biocompuestos en Hexano. Al término de esa extracción, en el residuo remanente

fue adicionado Acetato de Etilo, repitiendose el procedimiento con Etanol 95%. Los extractos

obtenidos  después  de  48  horas  de  extracción  fueron  filtrados  en  papel  Whatman  nº  30,

sometidos  a  la  concentración  y  rediluidos  con  el  solvente  extractivo  (500  µL)  para

determinación del perfil cromatográfico y actividad antimicrobiana.

Cromatografia en camada delgada (CCD) y Bioautografia

En los  ensayos  bioautográficos,  en cada placa  de  cromatografia  de camada delgada

(CCD), marca MERCK, fueron aplicados con capilar  el padrón [Itraconazol y Rifampicina

(0,005  mg/mL)]  y  los  diferentes  extractos  orgánicos.  Las  placas  fueron  colocadas  en  el

sistema de elución: Hexano/Acetato de Etilo (6:4 v/v), secadas al aire y la revelación de los

biocompuestos  fue  realizada  bajo  luz  ultravioleta  para  identificación  de  los  metabolitos

secundários y los respectivos Rf fueron determinados en las bandas visualizadas. 

Para  determinación  de la  actividad  antimicrobiana  por bioautografia,  en condiciones

asépticas, 20 mL (Agar Müeller-Hinton o Agar Sabouraud), mantenidos a 40 ºC conteniendo

500  µL  de  suspensión  celular  de  cada  microorgarnismo  test  y  500  µL  de  Cloruro  de
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Trifeniltetrazoliun -TCC 1,0 % (p/v) fueron vertidos en la  cromatoplaca acondicionadas en

placa de Petri mediendo (120 mm x 9 mm). Después de la solidificación del medio, las placas

fueron  incubadas  a  25  oC  y  37  oC  por  24  y  48  horas,  respectivamente.  La  actividad

antimicrobiana fue evaluada visualizandose el área de inhibición (5, 19, 20). 

Análisis estadístico

Los  datos fueron sometidos  a  análisis  estadístico  descriptivo  en el  Programa  Excel

Versión 7.0 y la  selección de las  especies para los ensayos bioautográficos por  análisis  de

cluster,  método  de  Ward´s  y  la  distancia  de  City-blocks  (Manhattam),  a  los  valores  del

diámetro medio del halo de inhibición en milímetros de las especies estudiadas (21).
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Resultados

La Tabla  2 está demostrando los datos referentes a la  viabilidad  de 60 cultivos de

Penicillium, depositados en la  Colección de Cultivo  DPUA,  preservados en agua destilada

esterilizada  y bajo  aceite  mineral,  del total de  preservados en agua destilada  esterilizada,

46,7% y 43,3% demostraron crecimiento  cuando  subcultivados  en CYA,  respectivamente.

Aquellos que no fueron recuperados oriundos de la preservación de agua destilada totalizaron

en 3,3%, entre los preservados por 14 a 16 años y 6,7% de aceite mineral, de los preservados

por 12 a 16 años.

El análisis de los cultivos viables (n = 54) obtenidos en CYA, MEA, G25N y de los

microcultivos  en  CYA  demostraron  las  características  peculiares  del  género  Penicillium,

fundamentandose  en  la  tasa  de  crecimiento,  en  la  morfología  de  la  colonia,  de  las

microestructuras y demas caracteres comparados a la llave de clasificación propuesta por Pitt

(18). De los 60 cultivos de Penicillium, representadas por 30 especies, los que no presentaron

crecimiento,  en las condiciones experimentales fueron  P. citrinum  DPUA 620,  P. citrinum

DPUA 507, P. janthinellum  DPUA 645,  P. variabile DPUA 309, preservados bajo  aceite

mineral y P. esclerotiorum DPUA 802, P. olsonii DPUA 263, preservados en agua destilada

esterilizada. Las especies que crecieron, pero no presentaron esporulación fueron P. citrinum

DPUA 620, P. janczewskii DPUA 304 y  P. steckii DPUA 306, todas preservadas en agua

destilada esterilizada. 

De los 54 cultivos viables que fueron sometidos al test de actividad antimicrobiana,

42,87% preservados bajo  aceite  mineral  y  57,13%  en agua destilada,  expresaron halo  de

inhibición frente a los microorganismos test (Tabla 3). 

De los hongos preservados bajo aceite mineral (Tabla 3),  P. aurantiogriseum DPUA

268 (halo= 11,6 mm), P. chrysogenum DPUA 420 (halo= 11,3 mm, P. citrinum DPUA 563

(halo=  11,6 mm),  P. commune  DPUA 296 (halo= 16,6 mm),  P. janthinellum  DPUA 531
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(halo= 13,0 mm),  P. janczewskii  DPUA 304 (halo= 17,0 mm), P. olsonii DPUA 263 (halo=

10,0 mm),  P. simplicissimum DPUA 567 (halo= 11,6 mm), expresaron actividad bactericida

frente a Staphylococcus aureus CCT 1352.

La actividad fungistática frente a Candida albicans DPUA 1340 fue observada en los

tests realizados con P. citrinum DPUA 573 (halo= 1,0 mm), P. decumbens DPUA 483 (halo=

19 mm), P. janthinellum DPUA 487 (halo= 1,0 mm) y P. steckii DPUA 306 (halo= 2,0 mm),

también preservados en aceite mineral. 

Cuanto a los Penicillium preservados en agua destilada esterilizada, la producción de

metabolito  secundario  con  actividad  antimicrobiana  presentó  amplio  espectro  de  acción

inhibitoria uno  o  mas  microorganismos  tests (Tabla  3).  Selectivamente,  las  especies  que

inhibieron  el  crecimiento  de  tres  de  los  microorganismos  testados  fueron  P.  janczewskii

DPUA 304, P. steckii DPUA 306, P. paxilii DPUA 793, P. puberulum DPUA 1146, siendo

que la intensidad de la actividad inhibitória exhibió variación en el diámetro de los halos (7,0

mm a 28,0 mm), Tabla 3.

De  los  28  cultivos  que  inhibieron  el  crecimiento  de  microorganismos  tests,  siete

cultivos  que demostraron mayores  halos  fueron sometidos a los ensayos  de bioautografia,

siendo cuatro de los preservados en agua destilada (halo≥ 24,6 mm) y  tres en aceite mineral

(halo≥  16,6  mm),  figura  1.  Los  resultados  de  esos  análisis  revelaron  la  presencia  de

compuestos  bioactivos  en  los  extractos Acetato de  Etilo  de  P.  commune  DPUA 296,  P.

miczynskii DPUA 1406,  P.  rugulosum DPUA 543,  P.  paxilii DPUA 793,  P.  puberulum

DPUA 1146 y P. janczewskii DPUA 304 frente, a por lo menos, uno de los microorganismo

test. Dentro de estos, Candida albicans DPUA 1340 (Ca) y Staphylococus aureus CCT 1352

(Sa) presentaron mayor  sensibilidad  a las  biomoléculas  activas  presentes  en los  extractos

Acetato de Etilo de las especies de Penicillium (Tabla 4).
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C.  albicans DPUA  1340  (Ca)  fue  sensible  a  los  biocompuestos  producidos  por

extractos Acetato de Etilo de P. miczynskii DPUA 1406 (Rf 0,69, 0,81 e 0,92), P. decumbens

DPUA 483 (Rf  0,92), P. paxilii DPUA 793 (Rf de valores 0,65, 0,81 e 0,84) y P. puberulum

DPUA 1146 (Rf  0,64, 0,78 e 0,89).

Escherichia  coli CCT  0547  (Ec)  mostró  sensibilidad  a  dos  únicas  biomoléculas

detectadas en los extractos Acetato de Etilo  de  P. rugulosum DPUA 543 (Rf 0,57 y 0,65),

mientras  que  Mycobacterium  smegmatis PDUFPE-71  (Ms)  presentó  sensibilidad  a  tres

biomoléculas de los extractos Acetato de Etilo de P. paxillii DPUA 793 (Rf  0,65, 0,70 y 0,76)

(Tabla  4).   S. aureus CCT 1352 presentó sensibilidad  a tres biomoléculas  producidas  por

extractos Acetato de Etilo  de  P. paxilii DPUA 793 (Rf  0,65, 0,69 y 0,78),  P. puberulum

DPUA 1146 (Rf  0,50, 0,69 y 0,80), P. janczewskii DPUA 304 (Rf  0,47, 0,65 y 0,72) y P.

commune DPUA 296 (Rf  0,47, 0,64 e 0,72), Tabla 4. 
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Discusión

Las  citaciones  disponibles  en la  literatura  acerca  de los  métodos  empleados  en la

preservación y los respectivos efectos en la diversidad de hongos demostraron que no existe

una técnica padrón la cual sea capaz de preservarlos de forma adecuada y generalizada (10,

17, 22, 23). Por lo tanto, al escoger un método para preservación de un determinado grupo de

hongo, debe ser llevado en consideración la capacidad de mantenimiento de las características

fenotípicas, genotípicas y patógenas de los cultivos almacenados (14, 24). 

 Los  resultados  obtenidos  en  este  estudio  de  evaluación  de  las  características

morfofisiológicas para conocer los posibles efectos causados por los métodos de preservación

en agua destilada esterilizada y bajo aceite mineral mostraron que entre los 60 cultivos de

Penicillium  examinados, 90%  mantuvieron  las características  morfológicas  y  fisiológicas,

semejantes a descripciones de Pitt (18). Estos datos corroboran con los obtenidos por otros

autores (7, 22, 24-28, 39) en los estudios realizados con hongos anamorfos preservados en

agua destilada y bajo aceite mineral.      

En  los  resultados  de  reactivación  de  los  cultivos  preservados  en  agua  destilada

esterilizada y  aceite  mineral (12) se  verificó  que  estos  fueran  métodos  eficientes  en  el

mantenimiento de la viabilidad y preservación de las características morfofisiológicas de los

Penicillium. Probablemente, la predominancia de la viabilidad de los cultivos esté relacionada

a la ausencia de subcultivo y a la permanencia del micelio  en estado de latencia, condiciones

que auxilian en la disminución de mutaciones (29). 

Esos resultados estan en consonancia  con los citados en la  literatura a  ejemplo  de

especies de Fusarium que sobrevivieron de 4 a 35 años (17) y Penicillium y Aspergillus, 32

años (14). Otros autores también relatan la eficacia  de esos métodos de preservación,  pero

destacan que se trata de un proceso laborioso, exigiendo la supervisión constante de forma a

evitar efectos que pueden alterar los cultivos preservados (14, 17, 31, 32).
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Los  métodos  de  preservación  evaluados  en  este  estudio  son  los  mas  prácticos,

económicamente viables  y han sido usados para diferentes microorganismos,  aunque haya

riesgo de contaminación y la estabilidad genética pueda ser comprometida (14, 31).

En 1993, Taniwaki  (33), cita  que diversas investigaciones  han sido realizadas para

viabilizar  métodos destinados al mantenimiento de hongos por largos períodos, con toda la

mayoría  de las técnicas han procurado extender  la  longevidad  de los cultivos,  de forma  a

mantener  las  características  fisiológicas,  incluyendo  patogenicidad  y  producción  de

substancias de interés comercial (enzimas, aflatoxinas, polisacáridos, pigmentos, etc).

 Además de los análisis  acerca de la  acción de los métodos de preservación sobre

Penicillium fue realizado el  screening  de especies productoras de substancias con actividad

antimicrobiana. El resultado mostró que de los 54 cultivos de Penicillum viables, mantenidos

en agua destilada (n = 28) o bajo  aceite mineral (n = 26), 52% presentó efecto inhibitório

contra uno o mas microorganismos tests. Y entre esos cultivos, 22,0 % fueron oriundos de

aceite mineral y 32,0% de agua destilada, observandose así,  el efecto de esos métodos a la

producción de biocompuestos con actividad  antagónica,  sin  desconsiderar las  condiciones

nutricionales,  ambientales y la naturaleza de los hongos fundamentales en la  producción de

metabolitos  secundarios,  pues  son  raras  las  especies  que  demuestran  el  metabolismo

secundario (34-36). En 2005, Bérdy (37), también describe la potencialidad de Penicillium y

Aspergillus en  la  producción  de  metabolitos  antimicrobianos,  como  fuentes  de  1000

antibióticos. Resalta también que los hongos y los actinomicetos son de igual importancia en

relación a la  producción de biocompuestos para uso medicinal.

La actividad antimicrobiana también fue detectada por biautografia/cromatografia  en

camada delgada (CCD) que fue realizada con siete extractos orgánicos de  Penicillium para

identificar  los  constituyentes  responsables  por  la  actividad   antimicrobiana  contra  los

microorganismos tests.  En estos análisis,  se utilizó solamente los extractos con Acetato de
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Etilo por haber presentado los mejores resultados en relación a la extracción con los demas

solventes (Hexano y Etanol).

Se observó que la  mayoría de los extractos presentó actividad para bacterias Gram-

positiva, Gram-negativa y Candida albicans. La actividad observada para los tres grupos de

microorganismos puede ser atribuída a la presencia de compuestos con actividad  antibiótica

de amplio espectro (38).

Para explotar el potencial de esos extractos como prototipos de nuevos fármacos en la

terapia de enfermedades infecciosas causadas por microorganismos multi-resistentes a drogas

se  hace  necesaria  la  realización  de  estudios  adicionales  sobre  constituyentes  activos  que

expresaron actividad  antimicrobiana.
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Conclusiones

Se  comprobó  que  los  métodos  de  preservación  estudiados  son  eficientes  para

garantizar la  viabilidad, pureza y autenticidad de los cultivos preservados en agua destilada

esterilizada  y  aceite  mineral  durante  largos  períodos  de  tiempo  y  la  potencialidad

antimicrobiana de especies de Penicillium.
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Tablas y figuras

Tabla 1 Especies de Penicillium seleccionadas para el estudio de la viabilidad morfofisiológica y determinación
de la actividad antimicrobiana, preservadas en agua destilada esterilizada y bajo aceite mineral en la Colección
de Cultivos DPUA 

Cultivos preservados en agua destilada Cultivos preservados bajo aceite
mineral

ESPECIE ESPECIE
P. aurantiogriseum DPUA 428 P. aurantiogriseum DPUA 268
P. aurenicola DPUA 798 P. chysogenum DPUA 420
P. chrysogenum DPUA 305 P. citrinum DPUA 507
P. chrysogenum DPUA 582 P. citrinum DPUA 563
P. chrysogenum DPUA 921 P. citrinum DPUA 620 
P. citrinum DPUA 620 P. commune DPUA 298
P. citrinum DPUA 693 P. decumbens DPUA 483
P. decumbens DPUA 559 P. decumbens DPUA 559
P. esclerotiorum DPUA 802 P. decumbens DPUA 517
P. expansum DPUA 546 P. esclerotiorum DPUA 599
P. glabrum DPUA1435 P. fellutanum DPUA 595
P. janczewskii DPUA 577 P. glabrum DPUA 1136
P. janczewskii DPUA 304 P. implicatum DPUA 479
P. janthinellum DPUA 1381 P. janczewskii DPUA 577
P. melinii DPUA 1391 P. janthinellum DPUA 426
P. micznskii DPUA 1406 P. janthinellum DPUA 487
P. minioluteum DPUA 598 P. janthinellum DPUA 531
P. montanense DPUA 1533 P. janthinellum DPUA 572
P. olsonii DPUA 263 P. janthinellum DPUA 645
P. paxilii DPUA 793 P. melini DPUA 634
P. paxilii DPUA 938 P. janczewskii DPUA 304
P. pulberulum DPUA 1146 P. olsonii DPUA 263
P. purpurogenum DPUA 1275 P. oxalicum DPUA 584
P. rugulosum DPUA 543 P. paxilii DPUA 226
P. simplicissimum DPUA 1379 P. raistrikii DPUA 485
P. simplicissimum DPUA 567 P. simplicissimum DPUA 567
P. spinulosum DPUA 499 P. steckii DPUA 306
P. steckii DPUA 306 P. steckii DPUA 573
P.waksmanii DPUA 530 P. variabile DPUA 309
P.waksmanii DPUA 623 P. waksmanii DPUA 623
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Tabla 2 Porcentaje de la viabilidad de cultivos de Penicillium preservados en agua destilada esterilizada y
bajo aceite mineral por diferentes períodos de estoque cuando subcultivadas en agar Czapek Extracto de
Levadura (CYA) a 25 ºC/ 7dias.

Año 
de presevación

Tiempo
presevación

(años)

Cultivos preservados en agua Cultivos preservados bajo aceite mineral

Testados
(%)

Recuperados
(%)

Inviables
(%)

Testados
(%)

Recuperados
(%)

Inviables
(%)

2006 1 - - - 1,67 1,67 -
2005 2 1,67 1,67 - - - -
2004 3 1,67 1,67 - - - -
2002 5 3,33 3,33 - - - -
1999 8 5,0 5,0 - - - -
1997 10 - - - 1,67 1,67 -
1995 12 - - - 1,67 - 1,67
1994 13 1,67 1,67 - 1,67 1,67 -
1993 14 23,33 21,67 1,67 16,67 16,7 -
1992 15 8,33 8,33 18,33 15,0 3,33
1991 16 5,0 3,33 1,67 8,33 6,67 1,67
Total - 30 28 2 30 26 4
(%) - 50 46,7 3,3 50 43,3 6,7
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Tabla 3 Actividad antimicrobiana por difusión en agar de los cultivos viables preservados bajo aceite mineral y
agua destilada esterilizada.

Modo de
preservación

Especie Diámetro del halo (mm)
Ca Ec Ms Sa

Aceite
mineral 
(n = 12)

P. aurantiogriseum DPUA 268 R R R 11,6 b

P. chrysogenum DPUA 420 R R R 11,3 b

P. citrinum DPUA 563 R R R 11,6 b

P. citrinum DPUA 573 1,0 c R R R
P. decumbens DPUA 483 19,0 c R R R
P. commune DPUA 296 R R R 16,6 b

P. janczewskii DPUA 304 R R R 17,0 b

P. janthinellum DPUA 531 R R R 13,0 b

P. janthinellum DPUA 487 1,0 c R R R
P. olsonii DPUA 263 R R R 10,0 b

P. simplicissimum DPUA 567 R R R 11,6 b

P. steckii DPUA 306 2,0 c R R R

Agua
destilada
(n = 16)

P. aurantiogriseum DPUA 428 R R 7,6 a R
P. chrysogenum DPUA 305 R R 14,6 b 7,0 a

P. chrysogenum DPUA 921 9,6 d R R R
P. decumbens DPUA 559 R 14,0 a R R
P. glabrum DPUA 1435 9,3 c R R R
P. janczewskii DPUA 304 20,6 d R 7,6 b 7,0 a

P. janthinellum DPUA 1381 R R 7,3 a 8,6 b

P. melinii DPUA 1391 R R a8,0 12,0 b

P. miczynskii DPUA 1406 27,0 d R R R
P. montanenses DPUA 1533 R 12,0 b R R
P. paxilii DPUA 793 28,3 c R 7,5 a 7,0 b

P. paxilii DPUA 938 R 11,3 b R 8,0 b

P. puberulum DPUA 1146 28,0 d R 13,3 b 9,3 b

P. rugulosum DPUA 543 24,6 d 15,0 b R R
P. steckii DPUA 306 16,6 c R 9,0 b 10,6 b

P. waksmanii DPUA 623 10,0 c R R R
sBacteriostático, bBactericida, cFungistático, dFungicida, Ca= Candida albicans DPUA 1340, Ec= Escherichia coli CCT 0547, Ms=
Mycobacterium smegmatis PDUFPE-71, Sa= Staphylococcus aureus CCT 1352, R=resistente (no hubo desarrollo del halo de inhibición).
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Tabla 4 Bioautografia de especies de Penicillium seleccionadas en los test por difusión en agar

Especies Rf Color
(λ= 365 nm)

Actividad
antimicrobiana

Ca Ec Ms As
P. commune DPUA 296 0,47

0,64
0,72

Verde
Verde
Verde

R
R
R

R
R
R

R
R
R

S
S
S

P. decumbens DPUA 483 0,92 Verde S R R R
P. miczynskii DPUA 1406 0,69

0,81
0,92

Verde
Verde
Verde

S
S
S

R
R
R

R
R
R

R
R
R

P. miczynskii DPUA 304 0,47
0,65
0,72

Verde
Verde
Rosa

R
R
R

R
R
R

R
R
R

S
S
S

P. paxilii DPUA 793 0,65
0,81
0,84
0,50
0,69
0,78
0,65
0,70
0,76

Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde

S
S
S
R
R
R
R
R
R

R
R
R
R
R
R
R
R
R

R
R
R
R
R
R
S
S
S

R
R
R
R
S
S
S
R
R

P. puberulum DPUA 1146 0,50
0,69
0,80
0,64
0,78
0,89

Naranja
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde

R
R
R
S
S
S

R
R
R
R
R
R

R
R
R
R
R
R

S
S
S
R
R
R

P. rugulosum DPUA 543 0,57
0,65

Verde
Verde

R
R

S
S

R
R

R
R

                               Ca= Candida albicans DPUA 1340, Ec= Escherichia coli CCT 0547; 
                               Ms= Mycobacterium smegmatis PDUFPE-71;
                               Sa= Staphylococcus aureus CCT 1352, R=resistente (no hubo desarrollo del halo de inhibición),
                               S=sensible (hubo desarrollo del halo de inhibición)
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 Figura  4  Especies  de  Penicillium de  mayor  actividad  antimicrobiana  seleccionadas  para  los  tests  de
bioautografia.1Preservados en agua destilada; 2Preservados bajo aceite mineral
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