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AISLAMIENTO Y SELECCION DE MICROORGANISMOS
DEGRADADORES DE LIMONINA

Flavio Ccorifiaupa H.l, Victor Meza Cl*, Alejandro Fukusaki Y?

RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se desarrollé una nueva metodologia de aislamiento y
seleccion de microorganismos degradadores de limonina. La parte experimental se realizo en
los Laboratorios de Microbiologia “Marino Tabusso” y de Fitoquimica, ambos en la
Universidad Nacional Agraria La Molina. Los microorganismos fueron aislados a partir de
cascara de naranja mezclada con tierra humeda, suelo contaminado con hidrocarburos y
compost que contenia residuos de citricos.
Se empleé un medio salino modificado (MSM) que contenia adicionalmente limonina
(120 ug mL™), pH 6,0. El procedimiento de seleccion constaba de tres etapas en los que se
empleaba limonina en diferentes concentraciones y en la tercera etapa se realizaba una
caracterizacion bioquimica de las cepas resultantes.
La primera seleccién permitié obtener 48 microorganismos potenciales degradadores de
limonina. En la segunda seleccion se obtuvo 11 cepas que se destacaron como las que mas
degradaron el triterpenoide. En la tercera seleccion destacaron las cepas LMT-59 y LMT-69
quienes presentaron un alto porcentaje de degradacion de limonina y reunieron las mejores
caracteristicas en la utilizacion de fuentes de carbono: glucosa(-), lactosa(-) y citrato(+). No
obstante, las cepas LMT-47 y LMT-53 presentaron los mayores porcentajes de degradacion:
89,64% vy 88,89%, respectivamente. La metodologia usada resulta barata y practica para el
aislamiento de microorganismos degradadores de triterpenoides tipo limonina.

Palabras clave: limonina, degradadores de triterpenoides, Acinetobacter sp,
Arthrobacter globiformis, compost

ISOLATION AND SELECTION OF MICROORGANISMS THAT
DEGRADE LIMONIN

ABSTRACT
In the current research investigation a new methodology was developed for the isolation and
selection of microorganisms that degrade limonin. The experimental stage was done in
Marino Tabusso Microbiology Laboratory at La Molina National Agrarian University. The
microorganisms were isolated from orange peelings mixed with humid soil, polluted with
hydrocarbons and compost containing citric remains.
A modified saline media containing additional limonin was used (120 pg mL™"), pH 6,0. The
selection procedure was done in three stages, where limonin was used in different
concentrations and where in the third stage a biochemical characterization was done in the
resulting strains.
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The first selection allowed us to obtain 48 potencially degradating microorganisms of
limonin. In the second selection 11 strains were obtained that appeared as the ones that
degraded the triterpenoid the most. In the third selection the strains LMT-59 and LMT-69
were the ones that had the highest percentage of limonin degradation and the ones that had the
best characteristics in the way they used carbon sources: glucose(-), lactose(-) and citrate(+).
However, the strains LMT-47 and LMT-53 were the ones that had the highest percentages of
degradation, 89,64% and 88,89%, respectively. The used methodology was cheap and
practical for the isolation of limonin type terpenoid degradating microorganisms.

Key words: limonin, terpenoid degradating, Acinetobacter sp, Arthrobacter
globiformis, compost )

INTRODUCCION

Lalimonina es un triterpenoide organolépticamente amargo que esta presente en la mayoria de
los citricos. Su importancia radica en el hecho de que la presencia de este limonoide en
concentraciones que imprimen un grado de amargor fuera del espectro normal devalia el
valor comercial del zumo y reduce su aceptacion como materia prima en las empresas
procesadoras de citricos .
Las empresas que utilizan como materia prima zumos de citricos son las que producen
gaseosas, mayonesa, zumos concentrados, papillas para bebes y mezclas de jugos naturales,
son las que se ven més afectadas en la obtencion de un producto final més aceptable’.
Por otra parte, existen diversos planteamientos que buscan estabilizar el grado de amargor de
los zumos de citricos'. Asi, un método quimico plantea regular el indice de madurez (IM),
factor que relaciona la concentracion de sélidos totales (°Brix) y la acidez. Entre los métodos
fisicos esta el de mantener el zumo a bajas temperaturas o utilizar polimeros sintéticos que
absorben compuestos amargos. Sin embargo, estos métodos presentan problemas de
alteracion de las caracteristicas nutricionales y organolépticas del zumo o su elevado costo
operacional. Frente a esto la biotecnologia ha planteado el uso de enzimas que permitan
hidrolizar los compuestos amargos en procesos compatibles con los flujos de obtencion del
zumo y con el medio ambiente.
Entre los diversos limonoides amargos tenemos a la limonina, nomilina, ichangin y el 4cido
isolimoneico metil éster’; son también muchos los microorganismos que potencialmente
poseen la capacidad de degradarlos. Las investigaciones en microorganismos que pueden ser
utilizados en la prevencion y/o tratamiento del grado de amargor del zumo data
aproximadamente de 1973 y hasta la fecha se han recogido una serie de bacterias, en las que se
ha demostrado la existencia de rutas metabolicas que permiten degradar limonoides. Asi,
tenemos: Arthrobacter globiformis®, Pseudomonas sp. 321-18’, Bacterium 342-152-1%’,
Corynebacterium fascians’, Rhodococcus fascians’y Acinetobacter sp."
Las investigaciones en estos microorganismos se han orientado a la evaluacion de las enzimas
que hidrolizan la limonina o su precursor no amargo. Para ello, se han producido extractos
enzimaticos que se han empleado en la estabilizacion del zumo de citricos. Asi, por ejemplo,
se ha determinado que Arthrobacter globiformis y Bacterium 342-152-1 producen limonoato
deshidrogenasa, enzima que actia controlando el metabolismo de limonoides.
Corynebacterium fascians produce limonoato transeliminasa que actiia sobre la molécula de
limonoato y en Acinetobacter sp. la molécula de limonina es metabolizada por la via
desoxilimonoide. Mientras que en Pseudomonas sp. 321-18 se ha determinado que la
limonina se transforma a limonina lactona y viceversa, y que también produce limonoato
deshidrogenasa, limonina epoxidasay desoxilimonina hidrolasa.
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PARTE EXPERIMENTAL

Materiales y métodos.

El trabajo experimental se realizé en el Laboratorio de Microbiologia “Marino Tabusso™ en la
Universidad Nacional Agraria-La Molina. Los microorganismos fueron aislados a partir de
cascara de naranja mezclada con tierra humeda, suelo contaminado con hidrocarburos y
compost que contenia residuos de citricos.

Por otra parte, se empled un medio salino modificado (MSM) que contenia K,HPO, 1,0 (g L"),
MgS0,.7H,0 0,5 (gL"), NaCl10,1(g L"), KC10,05 (g L"), (NH,),SO, 2,0 (g L"), ZnSO,.7H,0
0,01 (g L") més limonina (120 gmL"), pH 6,0. También, se utilizaron varios medios de cultivo
(caldo indol, caldo cianuro, agar lisina, agar Kliger, agar nitrato, agar motilidad y agar citrato)
como controles bioquimicos de los microorganismos.

Aislamiento de microorganismos y primera selecciéon

Se tomaron 10 g del sustrato, se diluyeron en 90 mL de agua destilada a pH 4,0, se agitaron
enérgicamente por 3 minutos, se tomaba | mL del sobrenadante y se inoculaba en 99 mL de
caldo limonina (120 ug mL™"). Se incubé durante 7 dias a 28 °C. Pasado este tiempo, se tomo
una alicuota de este cultivo (0,1 mL) en placas de Petri con agar limonina (AL) (120 ug mL™"),
agar-aguay agar MSM, respectivamente y se uniformizé con una espatula de Drigalski estéril
sobre la superficie del medio. Luego, se llevo a incubacion por 4 dias a 28 °C. A continuacion,
se observaron las colonias desarrolladas y se evalu6 el diametro y el aspecto externo,
aislandose en tubos de agar limonina (120 pug mL") las de mejor apariencia. Cada colonia
aislada fue codificada con las siglas LMT y un niimero de acuerdo al orden de aislamiento.
Luego, de 48 h de incubacion a 28 °C se evalu6 el crecimiento de cada una de las cepas,
definiéndose como:

- Cepas de crecimiento escaso, aquellas que formaron colonias pequeias (hasta | mm de
diametro) y en nimero reducido.

- Cepas de crecimiento moderado, aquellas que formaron colonias con un diametro
mayor a | mm pero menor a2 mmy el nimero de colonias fue mayor, teniendo distancias
minimas entre las colonias.

- Cepas de crecimiento abundante, aquellas en la cual el crecimiento cubri6 todo el area
de siembra.

Segunda seleccion.
Se evaluo la eficiencia de hidrolisis de limonina de cada una de las cepas aisladas
determinando la concentracién de limonina residual en el caldo limonina (120 pg mL™).

Tercera seleccion.
Se realizé la evaluacion microscopica y bioquimica, de cada una de las cepas aisladas
segun el Test de Mac Faddin'' que considera las siguientes pruebas:
- Reduccion denitrato.
- Oxidacion- reduccion de azicares.
- Motilidad
- Asimilacion de citrato.
- Produccién de 4cido sulfhidrico.
- Descarboxilacion de la lisina.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos de los aislamientos realizados a partir de desperdicios de naranja,
suelo con hidrocarburos y compost se presentan en el tabla 1.

Rev Soc Quim Peru. 75 (3) 2009



Aislamiento y seleccion de microorganismos degradadores de limonina, 365

Tabla 1. Aislamiento de microorganismos degradadores de limonina.

Numero de Sustrato pH Numerode  Nimero de Numero de Codificaciones de
aislamiento colonias colonias colonias la cepa
aisladas en desarrolladas  desarrolladas
AL® en AMSM®  en agar-agua
Primero Desperdlc}os de 3,5 13 6 LMT I - LMT 13
naranja
Segundo Suelo con 6,5 23 9 0 LMT 14 - LMT
hidrocarburos 36
Tercero Compost 5,5 37 7 0 LMT 37 - LMT
73
Total 73

(;) AL: Agar limonina
‘ )AMSM: Agar Medio Salino Modificado

Los tres sustratos empleados presentan un pH acido (3,5; 5,5, y 6,5, respectivamente). Esta
condicion del sustrato pudo potencialmente permitir aislar microorganismos cuyo sistema de
enzimas estuviera adecuado a trabajar a un pH menor a 7,0 y en consecuencia, que exista
mayor probabilidad de encontrar enzimas que degraden limonina a un pH acido; ya que este
triterpenoide amargo se encuentra como tal aun pH acido y en la forma de limonoato aun pH
béasico”. Se demostré que la limonina y la monolactona D-limonoato se encuentran
asimilables microbianamente a pH 5,0 y que a valores de pH 4,0 s6lo se puede asimilar en la
forma de limonina’. No obstante, se conoce que la limonoato deshidrogenasa a nivel de
laboratorio muestra una 6ptima actividad a pH 8,0".

El numero de colonias aisladas difiere significativamente. Asi, de desperdicios de naranja,
suelo con hidrocarburos y compost se aislaron 13,23 y 37 colonias, respectivamente.

Por los resultados obtenidos se puede sefialar que los desperdicios de naranja generaron un
sustrato menos favorable para el crecimiento de microorganismos. Esto podria deberse al pH
extremo que presento (3,5) y también porque se conto con la presencia de aceites esenciales
que pudieron inhibir el crecimiento de los microorganismos.

El numero de colonias de bacterias fue mayor a partir del suelo con hidrocarburos y compost.
Esto probablemente se debio a que en estos sustratos la concentracion de nutrientes es menor,
por lo cual se obliga a los microorganismos a metabolizar la limonina (fuente carbonada)
adicionada y probablemente los mohos y las levaduras no tengan las rutas metabolicas que se
requieren para degradar la limonina.

En un segundo aislamiento, se aislaron en total 23 colonias, de los cuales solo 14 son
potencialmente degradadores de limonina. Esto se puede afirmar porque 9 colonias crecieron
en el medio AMSM y ninguna en el agar-agua.

En el tercer aislamiento se obtuvo un total de 37 colonias, de los cuales solo 30,
potencialmente degradan limonina; porque en el medio AMSM crecieron 7 colonias y en el
agar-agua no se observo crecimiento alguno. La mayoria de las colonias aisladas del compost
presentaron una mejor apariencia que las colonias del primer y segundo aislamiento.

Los resultados de la primera seleccion se observan en el tabla 2; en ésta se presentan las
caracteristicas generales de crecimiento del total de colonias aisladas a partir de los diferentes
sustratos, siendo codificadas con las letras y nimeros LMT-1 hasta LMT-73.

Como se puede apreciar, existe una mayor tendencia a un crecimiento moderado y escaso de
parte de las cepas aisladas y desarrolladas sobre agar-limonina y un reducido nimero de cepas
con crecimiento abundante. Esto podria deberse a que las condiciones a las que estan
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sometidas las cepas obligan a utilizar a la limonina como fuente de carbono y hace que
muestren diferente crecimiento en el medio.

De 37 colonias aisladas del compost, 23 presentan un crecimiento moderado, 5 un crecimiento
abundante y s6lo 7 crecieron de manera escasa. El hecho de haber aislado un nimero mayor de
cepas del compost, podria ser atribuido a que utilizaron en el proceso de compostaje, material
vegetal proveniente de familias como Rutaceae y Meliaceae que presentan limonoides en sus
te.]ldOSM, 15, l(:.

Ningln autor reporta una seleccion debida a la calidad del crecimiento de la colonia; esta
seleccion permitio discriminar a los microorganismos que se inhibieron por efecto del pH y los
que no tienen la capacidad de metabolizar la limonina como principal fuente de carbono por
faltadeiones de Zn" paralaactivacion de sus enzimas.

De las 73 colonias, se tomaron para la segunda seleccion sdélo los que mostraron un
crecimiento moderado o abundante (48 cepas) y se conservaron en refrigeracion los de
crecimiento escaso para un posterior estudio; probablemente estas ultimas cepas eran los
falsos positivos (cepas quimiolitotrofos).

Los resultados de la segunda seleccion se presentan en el tabla 3; en el cual podemos apreciar
que 11 cepas presentaron porcentajes de degradacion entre 83,69 y 89,54 %, siendo todos
originarios del compost.

Se obtuvieron porcentajes significativos de degradacion de limonina similares a los obtenidos
por Hasegawa"”, quien reporté hasta un 95% de degradacion de limonina con células
inmovilizadas de Arthrobacter globiformis en gel de acrilamida y el 81% de degradacion
utilizando Corynebacterium fascians en el mismo soporte. Ambos trabajos fueron realizados
enzumo de naranja aun pH promedio de 3,6.

Tabla 2. Primera seleccion

Sustrato Cepa Caracteristicas del Sustrato Cepa Caracteristicas del
LMT | Crecimiento en agar- LMT Crecimiento en agar-
limonina limonina
@20 ug mL™) @20 ug mL™)
1 Escaso 37 Moderado
2 Escaso 38 Moderado
3 Escaso 39 Escaso
4 Escaso 40 Moderado
5 Escaso 41 Moderado
Desperdicios 6 Escaso 42 Moderado
De 7 Escaso 43 Moderado
naranja 8 Moderado 44 Moderado
9 Moderado 45 Moderado
10 Escaso 46 Moderado
11 Moderado 47 Moderado
12 Moderado 48 Escaso
13 Escaso 49 Escaso
Suelo 14 Escaso 50 Abundante
con 15 Moderado 51 Escaso
Hidrocarburos 16 Moderado 52 Moderado
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...viene de tabla 2

17 Moderado 53 Moderado
18 Escaso 54 Escaso
19 Escaso 55 Escaso
20 Escaso 56 Abundante
21 Moderado 57 Abundante
22 Escaso 58 Moderado
23 Escaso 59 Abundante
24 Moderado 60 Moderado
Suelo
con 25 Escaso 61 Moderado
Hidrocarburos 26 Moderado Compost 62 Abundante
27 Moderado 63 Moderado
28 Moderado 64 Moderado
29 Moderado 65 Moderado
30 Moderado 66 Moderado
31 Moderado 67 Moderado
32 Moderado 68 Moderado
33 Moderado 69 Abundante
34 Moderado 70 Moderado
35 Escaso 71 Moderado
36 Escaso 72 Moderado
73 Escaso
Tabla 3: Segunda seleccion
CEPA Concentracién inicial de Concentracién final de Porcentaje de -
LMT Limonina (ug mL™) Limonina (ug mL™) degradacion (%) pHinicial - pH final
8 120,0 119,5888 +0,0982 0,34 6,0 6,25
9 120,0 104,0512 +0,0692 13,29 6,0 6,20
11 120,0 118,9912 +0,0579 0,84 6,0 6,30
12 120,0 98,3736 +0,0061 18,02 6,0 6,25
15 120,0 95,9832 +0,0130 20,01 6,0 6,35
16 120,0 86,4216 +0,0266 27,98 6,0 6,55
17 120,0 78,6520 +0,0416 34,46 6,0 6,50
21 120,0 99,8672 +0,0208 16,78 6,0 6,65
24 120,0 110,2926 +0,0131 8,09 6,0 6,45
26 120,0 104,4659 +0,0313 12,95 6,0 6,70
27 120,0 119,2896 +0,0594 0,59 6,0 6,70
28 120,0 118,4286 +0,0563 1,31 6,0 6,80
29 120,0 113,1320 +0,0383 5,72 6,0 6,45
30 120,0 118,2120 +0,0530 1,49 6,0 6,70
31 120,0 107,7528 +0,0129 10,21 6,0 6,60
32 120,0 116,1880 +0,0349 3,18 6,0 6,90

continua tabla 2...
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...viene de tabla 3

33 120,0 107,9022 +0,0205 10,08 6.0 6.60
34 120,0 118,5960 +0,0370 1,17 6,0 6.80
37 120,0 108,6480 +0,0250 9,46 6,0 6,95
38 120,0 90,4240 +0,0135 24,65 6.0 6,50
40 120,0 110,4440 +0,0025 7,96 6.0 6.60
41 120,0 106,2600 +0,0335 11,45 6.0 6,70
42 120,0 111,9360 +0,0442 6,72 6,0 6,75
43 120,0 13,6288 +0,0012 88,64 6.0 6,30
44 120,0 63,3800 +0,0956 47,18 6.0 6,65
45 120,0 19,4556 +0,0120 83,79 6.0 6.45
46 120,0 52,1748 +0,0740 56,52 6,0 6,45
47 120,0 12,4336 +0,0050 89,64 6.0 6.75
50 120,0 17,1149 +0,0006 85,74 6.0 6.65
52 120,0 70,4020 +0,0001 4133 6.0 6,50
53 120,0 13,3300 +0,0012 88,89 6,0 6,55
56 120,0 14,5252 +0,0042 87,90 6.0 6,40
57 120,0 17,0652 +0,0011 85,78 6.0 6,40
58 120,0 82,5037 +0,0443 31,25 6.0 7,00
59 120,0 16,9157 +0,0000 85,90 6,0 6,10
60 120,0 17,2145 +0,0064 85,65 6.0 6,75
61 120,0 96,0994 +0,0255 19,92 6.0 7,00
62 120,0 16,0193 +0,0069 86,65 6.0 6,55
63 120,0 93,4101 +0,0140 22,16 6,0 7.25
64 120,0 116,5198 +0,0286 2,90 6,0 6.80
65 120,0 39,1768 +0,0095 67,35 6.0 7,90
66 120,0 113,4301 +0,0181 547 6,0 6,75
67 120,0 87,2846 +0,0085 27,26 6.0 7,60
68 120,0 116,8725 +0,0180 2,61 6,0 6,90
69 120,0 15,6209 +0,0012 86,98 6.0 6,75
70 120,0 103,5695 +0,0461 13,69 6.0 6.75
7 120,0 93,5595 +0,0455 22,03 6,0 6,45
72 120,0 116,1871 +0,0117 3,18 6,0 7,05

Por otro lado, se reportd un 45 % de degradacion utilizando Acinetobacter sp. en zumo natural
de naranja ajustado aun pH de 6,0".

Entre los microorganismos aislados de suelo con hidrocarburos se pudo determinar la
presencia de una levadura, la cual presentd la mayor degradacion de limonina (34,46%).
Pocos investigadores han reportado a las levaduras con la capacidad potencial de degradar
limonina, y menos, aislado de un sustrato con hidrocarburos. Un primer reporte se realizé en
1966 en Candida sp. que presentaba propiedades degradativas de hidrocarburos”. En la
literatura se reportan mas géneros de bacterias que degradan hidrocarburos y también
limonina, por ejemplo Corynebacterium sp. y Pseudomonas sp., entre los mas importantes.
De otro lado, se puede apreciar que el pH final se increment6 en 0,67 unidades en relacion al
pH inicial (6,0), existiendo una tendencia a aumentar conforme llegamos a las cepas aisladas
del compost; asi se aprecia un pH final promedio para las cepas aisladas de desperdicios de
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naranja, de 6,25; para las de suelo con hidrocarburos de 6,63 y para las de compost de 6,74. En
este ultimo se encuentran extremos bien reconocidos; asi tenemos la cepa LMT-059 con un pH
de 6,1 y la cepa LMT-065 con un pH de 7,9. En el primer caso se obtuvo un porcentaje de
degradacion del 85,9 %, encontrandose dentro del intervalo de los mejores degradadores. En
el segundo caso present6 un 67,37 % de degradacion de limonina. El pH final obtenido con la
cepa LMT-059, permite afirmar que la limonina fue degradada como tal durante todo el
tiempo de incubacion, no ocurriendo asi con la cepa LMT-065; hasta un momento
determinado pudo degradar la limonina, para luego inhibirse la enzima (o enzimas). Esto pudo
deberse a que la limonina cambio a limonoato de sodio por efecto del pH y probablemente el
microorganismo no podria haber estado preparado enzimaticamente para la degradacion de
esta sal organica.

Otro punto destacable entre los microorganismos que degradaron significativamente a la
limonina es de que ésta fue degradado a un compuesto estable, reflejado en el hecho de que
existe una cantidad faltante de limonina; de otra manera, el nuevo compuesto producido
hubiera retornado al triterpenoide original al realizar el pre tratamiento correspondiente a la
muestra del caldo “agotado” para la cuantificaciéon de la limonina. No se descarta la
posibilidad de que en el caso del resto de cepas aisladas y que tuvieron porcentajes de
degradacion menores, hubiera ocurrido esto. Similarmente, Hasegawa', atribuye a la
formacion de limonol en lugar de 17 — deshidrolimonoato lactona de anillo A lactona, la poca
efectividad y estabilidad obtenida con células de Corynebacterium fascians inmovilizadas en
gel de acrilamida.

En esta segunda seleccion se puede validar los resultados obtenidos en la primera; asi en el
tabla 3 podemos observar que las 11 mejores cepas tuvieron un crecimiento moderado y
abundante; las cepas que mejor degradaron la limonina no fueron necesariamente las que
crecieron en forma abundante, pero existe una tendencia a esto; asi se puede observar que 6
cepas de las 11 seleccionadas presentan un crecimiento abundante.

De esta manera, el nimero de cepas cuyo porcentaje de degradacion se encontraron entre
83,69y 89,64 % fue de 11, encontrandose una desviacion estandar significativa de 1,743 y un
C.V. del 2%, significando que estas cepas pueden estar representadas por su media 86,87; de
estamanera fueron escogidas para la tercera seleccion.

Los resultados obtenidos en la tercera seleccion se presentan en el tabla 4. Como se puede
observar, todas las cepas que pasaron a esta seleccion fueron del compost.

Una caracteristica general de todo este grupo seleccionado es la falta de produccion de indol,
la reduccion de nitrato a nitrito, asi como también la falta de produccion de acido sulfhidrico.
Adicionalmente, en forma general, excepto por la cepa LMT-62, todos responden en forma
positivaalatincion segiin Gram.

Las cepas LMT 45, 50, 60 y 69 presentaron reaccion positiva a la prueba de la oxidasa,
presentando como tltimo aceptor de iones hidrégeno al oxigeno. Sin embargo, todas las cepas
reducen nitrato a nitrito; esto podria llevar a pensar que se trata de microorganismos que en
ausencia o baja concentracion de oxigeno, pueden utilizar como ultimo aceptor de iones
hidrégeno al nitrato u otro compuesto anionico. Por otro lado, generalmente, los
microorganismos que presentan actividad de oxidasa, también pueden degradar peroxido de
hidrégeno; esto debido a que si el Gltimo aceptor es el oxigeno, podria formarse este
compuesto, siendo altamente toxico para el microorganismo, como lo menciona Mac
Faddin"'.
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Tabla 4: Caracterizacion bioquimica de los microorganismos

Cepa Medio Respuesta %
LMT atincion
Oxi Glu Lis HS Cit I Ni Mo NaCN Kligler Gram cgradacion

43 - Deg + - + -+ - Crec  DegdeGluyLac + 88,64
45 + Deg + - + - + + Crec DegdeGlu + 83,79
47 - Deg + - + -+ - Crec  DegdeGluyLac + 89,64
50 + Deg + - + - + + Crec DegdeGlu + 85,74
53 - Deg + - + -+ - Crec  DegdeGluyLac + 88,89
56 - Deg + - + -+ - Crec  DegdeGluyLac + 87,90
57 - Deg + - + -+ - Crec  DegdeGluyLac + 85,78
59 - No - - + - + - No No Degde Gluni  + 85,90

Deg Crec  Lac
60 + Deg + - + - + + Crec DegdeGlu + 85,65
62 - Deg - - + - + + Crec DegdeGlu - 86,65
69 + Deg - - + -+ - Crec  NoDegdeGluni + 86,98

Lac

(Deg): degradacion, (Crec): crecimiento, (Glu): glucosa, (Lac): lactosa, (+): crecimiento lento

Con respecto a la motilidad de los microorganismos, so6lo las cepas LMT 45, 50, 60 y 62
presentaron dicha cualidad.

Las cepas LMT 59, 62 y 69 no descarboxilaron lisina, es decir no formaron cadaverina; esta
caracteristica es importante desde el punto de vista practico, porque para un uso comercial
futuro, la formacion de esta diamina seria desagradable para su presentacion debido al olor
caracteristico que presenta. Por otro lado, esta caracteristica es comun en algunas bacterias de
caracter patdégeno.

Con respecto a la utilizacion de citrato, todas las cepas presentaron un crecimiento marcado,
excepto la cepa LMT — 59, la cual se caracterizo por un crecimiento lento, siendo necesario
hasta 48 horas para la determinacion del crecimiento en citrato.

Sélo la cepa LMT — 59 presento susceptibilidad al cianuro (CN'), no present6 turbidez a las 24
horas de incubacion, como si lo demostraron el resto de cepas.

Con respecto a la degradacion de azticares evaluados en el medio Kligler, las cepas LMT 43,
47, 53, 56 y 57 degradaron la glucosa y lactosa. Las cepas 45, 50, 60 y 62 degradaron sélo
glucosay sololacepa LMT 59 no lo hizo.

Un caso especial constituye la cepa LMT — 69, la cual degrad¢ la glucosa en el medio Hugh 'y
Leifson para azucares, pero no lo hizo en el medio Kligler, igualmente no degradé lactosa en
este Gltimo medio. En forma similar, Hasegawa’, reporto el aislamiento de una bacteria del
género Pseudomonas sp., la cual no degradd azticares en el medio Hugh y Leifson, pero si muy
débilmente, la glucosa, en el medio sensitivo de Dye.
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Esta caracterizacion es, tal vez, la mas importante entre las que se han realizado. Para una
degradacion optima de la limonina se requiere una cepa cuya capacidad de degradacion sea, en
el mejor de los casos, exclusiva. Si el microorganismo consume ademas de limonina, otra
fuente de carbono como la glucosa, es muy probable que la ruta metabdlica que emplee para la
degradacion del triterpenoide sea alternativa; y si ambas fuentes de carbono estan presentes en
el medio, consumiré probablemente la fuentes de carbono que sea afin con su ruta metabolica
principal; en este caso, la ruta metabdlica en la mayoria de las cepas seria la Embden-
Meyerhof-Parnas (EMP), para la degradacion de glucosa.

Hasegawa’ report6 que tanto Arthrobacter globiformis y Bacterium 342 — 152 —1, forman un
complejo estable entre la limonoato deshidrogenasa y su sustrato (limonoato); la
Pseudomonas sp. aislado en 1974, no forma este tipo de complejo, en este microorganismo el
metabolismo de limonoides juega un papel mucho menor, mientras que en Arthrobacter
globiformis y Bacterium 342 — 152 — 1, la limonoato deshidrogenasa aparentemente juega un
rol en un sistema regulatorio enzimatico, el cual controla el metabolismo de limonoides.

Una cepa con un sistema metabdlico capaz de degradar limonina como principal fuente de
carbono seria mas conveniente para fines de una aplicacion futura al zumo de naranja, en
donde otras fuentes de carbono estan presentes; asi la cepa LMT — 59 estaria en mejor
condicion de metabolizar la limonina por la afinidad que tiene en su degradacion mas no de
glucosa ni lactosa. Similarmente, Hasegawa report6d que la Pseudomonas sp. que aisld, no
degrad¢ azucares, pero si limonoato de sodio. Sin embargo, el mismo autor, aisl6 la bacteria
Corynebacterium fascians, la cual creciendo en medios de cultivo con fuentes de carbono
azucarados y llevandolo posteriormente al zumo de naranja, degradd limonina sin alterar
significativamente la composicion azucarada ni de algunos acidos organicos como el acido
ascorbico, citrico y malico del zumo de naranja’.

De otro lado, se realiz6 un analisis estadistico con los resultados obtenidos de las 11 cepas,
para determinar cuales presentan diferencias significativas. El resultado de esta prueba se
observaen el tabla 5; presentando diferencia significativa las cepas LMT—47 y LMT—53 con
respecto a la cepa LMT —45. Esta diferencia permite afirmar, que siendo los porcentajes mas
altos de degradacion de limonina los que presentan las cepas 47 y 53, se diferencian del resto
de cepas. Sin embargo, las cepas que presentan la misma letra, presentaran porcentajes de
degradacion similares, pero cuyas diferencias con respecto al resto no son significativas.

Tabla 5: Prueba estadistica de tukey

Cepa % Degradacion Presentacion de la significancia
No.

LMT-47 89,64 a

LMT-53 88,89 a b

LMT-43 88,64 a b c

LMT- 56 87,90 a b ¢ d

LMT- 69 86,98 a b c d e

LMT- 62 86,65 a b c de f

LMT-59 85,90 a bcde f g

LMT- 57 85,78 a bcde f gh
LMT-50 85,74 a bcde f g hi
LMT-60 85,65 a bcde f ghij
LMT-45 83,79 c de f g hi j

Nivel de significancia; 95%
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En un primer momento, se puede especular que las cepas LMT —47 y LMT — 53, representan
el punto culminante en la obtencion del objetivo principal de la investigacion pero como se ha
visto anteriormente, estas cepas se caracterizan por la descarboxilacion de la lisina generadora
de malos olores. Sin embargo, la descarboxilasa es adaptada o inducida bajo ciertas
condiciones de crecimiento del microorganismo; caracteristica que los hace objeto de estudio
para futuras investigaciones.

Considerando la capacidad de los microorganismos para degradar limonina y las condiciones
en las cuales fue desarrollada la investigacion, se pudo observar en esta tercera seleccion, dos
grupos bien definidos: aquellos microorganismos que descarboxilan lisina y aquellos que no
lo hacen. En el primer grupo, se encuentran las cepas LMT 43, 45,47, 50, 53, 56, 57 y 60, las
cuales todas degradan glucosa; y en el segundo grupo se encuentran las cepas LMT 59, 62 y
69, de las cuales solo la cepa LMT — 59 se comporta como D-glucosa y lactosa negativos. En
este grupo se encontrd una excepcion, la cepa LMT- 69, la cual no degradé ni glucosa ni
lactosa en el medio Kligler, pero si degradod glucosa en el medio Hugh y Leifson para
carbohidratos.

Aunque las 11 cepas que pasaron a esta tercera seleccion tuvieron un alto porcentaje de
degradacion de limonina, la cepa LMT — 59 es la que mejor encierra el concepto de
exclusividad en la degradacion del triterpenoide seguido de la cepa LMT — 69 para las
condiciones de investigacion desarrolladas.

De esta investigacion se reporta a la cepa LMT — 59 y LMT — 69 como microorganismos
degradadores de limoninaa pH 6,0, en condiciones de laboratorio.

CONCLUSIONES

- La metodologia desarrollada para el aislamiento de microorganismos, basada en el
crecimiento sobre agar limonina y teniendo al agar agua y al agar MSM como blancos, es
eficiente y de bajo costo.

- Lasmetodologias empleadas para las selecciones de los microorganismos, basadas en la
densidad de crecimiento (primera seleccion) y porcentaje de degradacion de limonina
(segunda seleccion) permitieron separarlos seglin su comportamiento frente al pH acido
(6,0) y su respuesta a la limonina como fuente de carbono. Asimismo, la caracterizacion
bioquimica desarrollada en la tercera seleccion permitid aceptar u objetar algunas cepas
seleccionadas.

- Laprimera seleccion permitio obtener 48 microorganismos potenciales degradadores de
limonina. En la segunda seleccion se obtuvieron 11 cepas que se destacaron como las que
mas degradaron el triterpenoide.

- Enla tercera seleccion destacaron las cepas LMT-59 y LMT-69 quienes presentaron un
alto porcentaje de degradacion de limonina y reunieron las mejores caracteristicas en la
utilizacion de fuentes de carbono; glucosa(-), lactosa(-) y citrato(+).

- Las cepas LMT-47 y LMT-53 presentaron los mayores porcentajes de degradacion
89,64%y 88,89%, respectivamente.

- Elcompost constituyo el sustrato mas apropiado para el aislamiento de microorganismos
degradadores de limonina.
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