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Growth inhibition of Penicillium chrysogenum with oils of Cinnamomum
zeylanicum, Allium cepa and Cymbopogon citratus

Abstract. The antifungal effects of essential oils of Cinnamomum zeylanicum, Allium cepa
and Cymbopogon citratus were evaluated on Penicillium chrysogenum spore germination
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and radial growth. It was determined that the minimum inhibitory concentrations 50 (CR,,)
were 294416, 152+7 and 112+3 ppm of Cinnamomum zeylanicum, Cymbopogon
citratus and Allium cepa, respectively. The three oils significantly inhibited the spore
germination and radial growth compared to controls. We recommended its use for further
study for food protection.
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Resumen. Se evalué el efecto antifingico de los aceites esenciales Cinnamomum
zeylanicum, Allium cepa y Cymbopogon citratus sobre la germinacion de esporas y el
crecimiento radial del micelio de Penicillium chrysogenum. Se determiné que la
concentracién minima inhibitoria que disminuye el crecimiento radial en un 50% (CR,,)
fueron 294416, 15247 y 112+3 ppm para C. zeylanicum, A. cepa y C. citratus,
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respectivamente. Los tres aceites inhiben significativamente la germinacion de esporas y el
crecimiento radial del micelio con respecto a los testigos. Se recomienda su uso para
posteriores estudios en proteccion de alimentos.
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Los aceites esenciales exhiben actividad antimicrobiana en  penetracion, desarrollo de micelio y esporulacion. Por lo

una amplia variedad de especies de insectos, bacterias,
levaduras y hongos, por lo que se ha reportado su uso en la
proteccion de alimentos como ingrediente o en peliculas, en
cultivos agricolas y en areas urbanas (Gershenzon y Croteau,
1991; Isman, 2000; Ramos-Garcia et al., 2010). Ademas, se
consideran de baja peligrosidad y de bajo riesgo al ser
humano (Isman, 2000). El uso de estos compuestos en hongos
se puede dar afectando etapas del desarrollo como la

germinacién de esporas, formacion de estructuras de
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general, lagerminacidon de esporas y el desarrollo micelial son
utilizados en estudios in vitro para subsecuentes aplicaciones
(Montes et al., 2000). Los aceites esenciales de la canela
(Cinnamomum zeylanicum), la cebolla mexicana (Allium
cepaL.)y el té de limén (Cymbopogon) son comercializados
en México y podrian ser aprovechados para combatir
contaminacion fangica en alimentos. Debido a que
Penicillium chrysogenum es un hongo presente en el medio
ambiente y contaminante comin en alimentos, el presente
trabajo tuvo la finalidad de evaluar el efecto de los aceites

esenciales de la canela, cebolla mexicana y té de limén sobre
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la germinacién de esporas y el crecimiento radial de
Penicillium chrysogenum.

Se utilizé6 una cepa de P. chrysogenum de la
coleccion del Laboratorio de Microbiologia del
Departamento de Investigacion y Posgrado en Alimentos de
la Universidad de Sonora. La cepa se cultivd en medio de
cultivo V-8 estéril (jugo V-8 200 ml, CaCO, 3 g/L y agar 15
g/L), incubandose a 25 °C con fotoperiodos de 12 horas luz-
oscuridad, por 96 h. Las esporas producidas se suspendieron
en 20 ml de solucion Tween 20 (0.1%) mediante agitacién
magnética por 5 minutos. Para la determinacion del nimero
de esporas por ml de solucion se emple6 una camara de
Neubauer y las diluciones de esporas obtenidas se guardaron
en refrigeracion (5°C) hasta su uso. Se evaluaron tres aceites
esenciales comerciales (Aldrich) identificados como aceite
de canela (Cinnamomum zeylanicum) (hojas), aceite de té de
limén (Cymbopogon citratus) (Guatemala) y aceite de
cebolla (Allium cepa) (México). Para evaluar la actividad
antifungica de la cepa de P. chrysogenum, al medio V-8 se le
adiciond Tween 80 hasta una solucion final del 1%, la mezcla
seagitdy esteriliz6 en autoclave. Se dejo enfriara45°Cyse le
adiciond el aceite, mezclando y depositando de 8 a 10 ml en
cajas de Petri de 5 cm de diam. Los tratamientos constaron de

seis concentraciones (12.5, 25, 50, 100, 200 y 250 ppm) para
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Figura 1. Porcentaje de germinacion de esporas de Penicillium
chrysogenum en presencia de aceites con dosis CRsp a 25 °C y
fotoperiodos de 12 hluz-oscuridad.

cada aceite. Ademas se prepararon testigos sin aceite esencial,
testigo H,O y testigo Tween 80 al 1%. Posteriormente
mediante el analisis Probit se obtuvo la concentracion minima
inhibitoria que disminuye el crecimiento radial en un 50% con
respecto al testigo (CR,,) para cada aceite, a partir de las
cinéticas de crecimiento radial y porcentajes de inhibicion.
Cada tratamiento de aceites y testigos se inoculd con la
técnica reportada por Plascencia-Jatomea et al. (2003) y
modificada de la siguiente manera: con una pipeta Pasteur se
realizd una perforacion de 6 mm de didmetro en el centro del
medio de cultivo contenido en placa de Petri, posteriormente
se inoculé el microorganismo a una concentracion de 10°
esporas. Los cultivos se incubaron a 25 °C, con fotoperiodos
de 12 horas luz-oscuridad. El didmetro del micelio
desarrollado se midi6 cada 12 h. Se compararon los resultados
del crecimiento del hongo con el medio testigo Tween 80y se
calculd el porcentaje de inhibicion sobre el crecimiento radial
del micelio con la ecuacion descrita por Guo et al. (2008). La
velocidad de extensidn radial del micelio U (um/h), se obtuvo
a partir de la pendiente obtenida de graficar los datos
experimentales en la etapa de crecimiento micelial en relacién
con el tiempo. El experimento se realiz6 por triplicado.

Con las dosis obtenidas mediante anélisis Probit se
evalud su efecto sobre la germinacién de esporas. Se
inocularon diluciones de esporas de P. chrysogenum (10°) que
fueron distribuidas, con ayuda de una varilla de vidrio estéril,
en toda la superficie del medio. Posteriormente se incubaron a
25°C con fotoperiodos de 12 horas luz-oscuridad, tomandose
muestras aleatorias a diferentes intervalos de tiempo. Ademas
se determind el porcentaje de esporas germinadas de acuerdo
a latécnicareportada por EI-Ghaouth et al. (1992). Asimismo
se determind el porcentaje de la inhibicién germinatoria con
la ecuacion descrita por Plascencia-Jatomea et al. (2003), que
se calculd con respecto al testigo Tween 80. También se
evaluo el efecto de las CR,, sobre el crecimiento radial y la
velocidad de extensidn radial (U) (Sempere y Santamarina,
2007).

Tabla 1. Parametros de crecimiento de Penicillium chrysogenum en presencia de aceites esenciales en medio V-8 con Tween 80 (1%)
a diferentes concentraciones a las 96 h de incubacion 25°C y fotoperiodosde 12 h luz-oscuridad

Aceite Concentracién Radio del micelio Velocidad de Inhibicién radial
ppm (mm) extension (%)
radial
(uh?)
Cinnamomun 0 8.5+0.3° 126+2% NA
zeylanicum 12.5 9.1+0.1"° 123+4% 0.0+0.0°
25 9.3+0.27 127424 0.0+0.0°¢
50 8.9+0.2"8 123+4" 0.040.0°
100 7.240.1° 106+4° 15.69+0.98°
200 6.940.1°¢ 103+1°® 18.63+0.98°
250 4.1+0.1° 85+1° 51.96+0.98"
Allium cepa 0 8.5+0.3" 126+2" NA
12.5 8.0+0.27 114437 5.88+2.94¢
25 8.6+0.7" 117+4% 4.90+2.59°
50 8.0+0.17 112424 5.88+1.69°
100 4.7+0.2° 94+2° 44.12+2.94°
200 4.2+0.08 90+0° 50+0.08
250 2.140.2° 70+10° 75.49+2.59"
Cymbopogun 0 8.5+0.34 12642 NA
citatrus 12.5 9.3+0.5" 129+4"® 0.0+0.0¢
25 8.3+0.34 117447 3.92+1.96°
50 8.1+0.2" 11242 3.92+1.96°
100 5.840.28 84+38¢ 31.37+1.96°
200 0.840.2° 35+7°¢ 90.20+1.96"
250 0.5+0.5°¢ 0+0° 94.12+1.967
NA=no aplica

Valores expresados en promedio de tres réplicas y error estandar

Diferentes superindices indican grupos estadisticos para cada aceite (P<0.05, Tukey)

De acuerdo a los resultados obtenidos, no se
encontrd diferencia significativa en crecimiento radial entre
el testigo H,0 y el testigo Tween 80. Los tres aceites
evaluados mostraron diferencia significativa en crecimiento
radial con respecto al testigo Tween 80 a partir de una
concentracion de 100 ppm, encontrandose a 250 ppm el
mayor porcentaje de inhibicion a las 96 h (Tabla 1). En cuanto
a la velocidad de extension radial del micelio del hongo, las
muestras con 250 ppm y 96 h de incubacién mostraron
diferencias significativas con respecto al testigo Tween 80,
siendo de 85, 70 y 0.0 micras h™ para los aceites de C.
zeylanicum, A. cepay C. citratus, respectivamente (Tabla 1).

Las CR,, obtenidas fueron 294+16, 152+7 y 112+3
ppm para C. zeylanicum, A. cepa y C. citratus,
respectivamente. Con las CR,, se encontro diferencia

significativa entre tratamientos con aceites con respecto a los

testigos a las 20 h, encontrandose inhibicion sobre la
germinacion de las esporas de 8.33+1.67, 100z0.0,
86.33+0.88 para aceite de C. zeylanicum, A. cepa y C.
citratus, respectivamente (Figura 1). En crecimiento radial
las CR,, mostraron diferencia significativa con respecto a los
testigos, presentando a las 96 h de incubacién inhibiciones
radiales del aceite de 48.96+1.6%, 64.83£6.6%Yy 77.93+7.1%
para C. zeylanicum, A. cepa y C. citratus, respectivamente
(Figura 2). El aceite con mayor potencial inhibitorio fue C.
citratus. Al duplicar la CR,, se podria esperar una inhibicién
del 100%, sin embargo en el presente estudio no se evalug si el
efecto de los aceites es fungicida o fungistatico en esas
concentraciones. Algunos autores mencionan que un posible
mecanismo de accion de los aceites sobre el crecimiento de
los hongos es debido a los constituyentes con alta

hidrofobicidad presentes en la célula, lo que ocasiona
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Figura 2. Cinética de aecimiento radial de Penicillium

chrysogenum en presencia de aceites con dosis CRspa 25 °C y

fotoperiodos de 12 hluz-oscuridad.
trastornos en la permeabilidad y en el transporte de iones y de
otros compuestos, asi como en la separacion de componentes
lipidicos de lamembrana celular y la mitocondria. Este efecto
se ve favorecido a bajos pHs, temperaturas y niveles de
oxigeno (Burt, 2004; Bosquez-Molina et al., 2009). Esto
pudiera indisponer los nutrientes necesarios para el desarrollo
del hongo e inclusive inhibirlo, probablemente en funcién de
la concentracion de aceite esencial, sin embargo esta hipdtesis

no fue comprobada en este estudio.
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