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Resumen

Las cascaras de los citricos puede ser utiliza para la elaboracion de compostaje. En esta
se encuentran los aceites esenciales, comprendidos por los diferentes terpenoides,
siendo el limoneno el mas abundante. Pseudomona sp. es una bacteria capaz de crecer
en diferentes ambiente y de utilizar los compuestos disponibles como fuente de carbono,
incluso utiliza los hidrocarburos. Mediante este estudio evaluaremos el efecto que tiene

el uso de céscaras de citricos sobre el crecimiento de Pseudomona sp en suelo bajo
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condiciones experimentales, donde el mayor recuento de colonias de Pseudomona sp.
se obtuvo en el tratamiento de suelo con cascara de limén. Demostrando de este modo
gue Pseudomona sp. puede degradar los aceites esenciales de la cascara de los

citricos, para suplir sus necesidades nutricionales.

Palabras clave: citricos, limoneno, Pseudomona sp. Terpenoides

Abstract

Citrus peels can be used to make compost. In this compost are found essential oils
composed of terpenoids, being the limonene the most abundant. Pseudomonas sp. is
bacteria capable of growing in different environment and using available compounds as
carbon source even it uses hydrocarbons. Through this study we will evaluate the effect
of the use of citrus peels on the growth of Pseudomonas sp in soil under experimental
conditions, where the largest colony count of Pseudomonas sp. was obtained in the
treatment of soil with lemon peel. Thus demonstrating that Pseudomonas sp. can

degrade the essential oils of citrus peel, to meet their nutritional needs.

Keywords: citrus, limonene, Pseudomonas sp. terpenoids.

INTRODUCCION
Las cascaras y otros residuos de los citricos, son utilizados para la elaboraciéon
del compostaje, pero en pequefias cantidades, ya que pueden tardar un poco en

descomponerse y a su vez los mismos pueden acidificar el compostaje.

En la céascara de los citricos, la mayor parte de los compuestos volatiles
aromaticos estan en el flavedo, en el mismo, se encuentra los aceites esenciales.
(Quiroz, 2009)

Los terpenoides y los terpenos son compuestos aromaticos que se encuentran en
miles de especies de plantas, y son responsables de los diferentes sabores y aromas del

cannabis.
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Poseen una amplia clase de compuestos organicos de origen natural; también se
conocen como isoprenoides, ya que su estructura se basa en la repeticion de unidades
de isopreno (CsHg). Los terpenos son los principales componentes de la resina de las

plantas y de los aceites esenciales extraidos de dichas plantas. (Fundacion Canna, s.f)

Estos compuestos quimicos mencionados anteriormente se encuentran en las
cascaras de los frutos citricos. Por ende el desecho de citricos es utilizado en la
fabricacion de compost, siendo una técnica de transformacion de material organico en
donde éste se descompone. Estas transformaciones son el resultado de la actividad de
bacterias, hongos y otros microorganismos que utilizan el sustrato organico como fuente

de energia y nutrientes.

Al afadirle Pseudomona spp. a la técnica de composts, es capaz de tomar los
compuestos terpenoides de las cascaras de los citricos y crear un grado de complejidad,
lo que la hace mas resistente y poder ser aplicada en suelos contaminados con

hidrocarburos.

El objetivo de este trabajo e investigacion consistio en evaluar el efecto que tiene
uso de cascaras de diferentes citricos sobre el crecimiento de Pseudomona sp. bajo

condiciones experimentales.

MATERIAL Y METODOS
a. Ubicacion del estudio

Unidad de Investigacion del Centro Regional Universitario de Azuero- Chitré.
Coordenadas: latitud 7°57°23.41” N y longitud 80°25°08.12"0.

Disefio del estudio:

Se le aplic6 cuatro tratamientos a un mismo suelo, bajo condiciones experimentales, los
cuales contenian Pseudomona sp. y cascara de naranja, limoén y naranjilla, en un
periodo de 21 dias, para verificar la prevalencia de Pseudomona sp.

b. Hipétesis de la investigacion:
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Hi: La aplicacion de céscara de diferentes citricos tiene efecto sobre el aislamiento y
cuantificacion de Pseudomona sp. en suelo de ensayos experimentales.

c. Variables de la investigacion:

Variable independiente:
- La prevalencia de Pseudomona sp. Se determind mediante el recuento de las

colonias Pseudomonas sp. en agar tipticasa de soya.

Variables dependientes:
- Tratamiento 1 (T1): Pseudomona sp. y cascara de naranja.
- Tratamiento 2 (T2): Pseudomona sp. cascara de limon.
- Tratamiento 3 (T3): Pseudomona sp. cascara de naranijilla.
- Tratamiento 4 (T4): Pseudomona sp.

d. Preparacion del suelo:

Se pesaron 170,0g de tierra negra y se colocaron en bandejas de aluminio selladas,
las mismas se dejaron en el horno por 10 dias a 80°C para esterilizar el suelo.
Enriguecimiento de la cepa Pseudomona sp: Este se realiz6 dos dias antes de la
preparacion de los tratamientos, donde se prepard 500 ml de caldo tripticasa de soya, al
cual se le inocul6 una cepa aislada de Pseudomona sp, esta se incub6 durante dos
dias. Para verificar su pureza y la concentracion se realizaron dos pases directos a agar
Cetrimide.

e. Procesamiento de las cascaras:

Las cascaras que se utilizaron fueron la de los siguientes citricos: naranja (Citrus
sinensis), limon (Citrus limon) y naranjilla (Citrus limonia). Estas fueron cortadas en
pequefios trozos de 1,5cm X 0,5 cm. Luego estas se desinfectaron con hipoclorito de
sodio al 3% durante 2 minutos, se enjuagaron con agua destilada estéril, luego con
etanol al 94% durante 2 minutos y se enjuagaron nuevamente con agua destilada estéril.
Dejandose escurrir.

f. Preparacion de los tratamientos:
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Estos se basaron en la aplicacion de Pseudomona sp. y cascaras de citricos en el

suelo estéril para los tratamientos positivos, Pseudomona sp. en suelo estéril para los

controles y suelo sin inocular y sin cascara para el blanco.

- Los tratamientos con cascara de citricos consistieron en revolver las cascaras en

las bandejas con suelo el estéril, una bandeja por cada citrico, luego se remojé el

suelo con agua destilada estéril y con un atomizador estéril se coloco la

Pseudomona sp. en cada bandeja.

- Los tratamientos sin citricos o controles, el suelo se remojé con agua destilada

estéril y se afiadié la Pseudomona sp. con el atomizador.

- El blanco consistio solo en afiadir agua destilada estéril para remojar el suelo.

Los tratamientos con céscara de citricos, los controles y el blanco fueron guardados

en cajas separadas y selladas durante 18 dias.

g. Diluciones:

Pasado los 18 dias se pesaron 10 g de suelo de cada tratamiento y se colocaron en

90 ml de agua destilada estéril para obtener la muestra madre, a partir de esta se

realizaron las diluciones en serie tomando 1ml de muestra en 9ml de agua destilada

estéril. De cada dilucién se extrajo 100pul vertiéndose en placas Petri con agar tripticasa

de soya. Esta se incubaron durante 48h a 37° C. Pasado las 48h cada placa se llevo a el

contador de colonias para su recuento.

RESULTADOS Y DISCUSION
Cuadro N° 1: Recuento de colonias en los tratamientos de control suelo con Pseudomona sp. Junio 2016.

fd

M
10
1072
107

10*
10°
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Control 1 Control 2
C UFC/10 C UFC/10
g -fd g-fd

364 3,64X10 22 2,20X10
2 1

72 7,20X10 42 4,2(;X10
2

9
1
0
0

9,0X10° 4  4,0X10?
1,0x10® 3  3,0X10°
0 0 0
0 0 0
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Control 3 Blanco
C UFC/10 C UFC
g-fd Og-fd
1 1,0x10' 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
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Nota: control 2 dilucién 1 error experimental.

Figura N° 1: Colonias de Pseudomona sp en las placas Petri con TSA. a. Control 1, dilucion 1; b. Control 2,
dilucién 1; c. Control 3, dilucién 1. En esta Ultima, la colonia se encontraba en el centro de la placa, su

tamafio era reducido.

Cuadro N° 2: Recuento de colonias en los tratamientos de suelo con cascara de citricos (naranja, limén y
naranjilla) y Pseudomona sp. Junio 2016.

fd
M

10?
107
107
10*
10°

fd- factor de dilucién; C- colonias; M- muestra madre; UFC- unidades formadoras de colonias

Figura N° 2: Colonias de Pseudomona sp en las placas Petri
naranja; b. tratamiento con cascara de limdn; c. tratamiento con cascara de naranijilla.
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C

29

O OO r N

Naranja Limén

UFC/10 C UFCJ/10
g -fd g-fd
2,9X10* 224 2,242x1o

7,0X10' 40 4,0X10?
1,0X10° 9  9,0X107?

0 0 0
0 0 0
0 0 0

Naranijilla

C UFC/10
g-fd

66 6,6X10
27  2,7X10?
11 1,1X10°
2 2Xx10°
0 0
0 0
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Gréfica N° 1: Comparacién de las unidades formadoras de colonia por tratamiento control. Junio 2016

400 364
350
300
250
200
150
100

50

m Control 1
m Control 2
Control 3

UFC/10g

940 130 000 000
1 2 3 4 5 6
Dilusiones

Nota: la dilucién 1 corresponde a la muestra madre, a partir de la diluciéon dos se contaria como la primera
dilucién.

En la dilucién 2 del control 2 al parecer se present6 un error experimental ya que
no concuerdan los resultados. El control 3 presento una sola colonia. Esto pudo deberse
a la resequedad del suelo, puesto que a la hora de pesar los 10 g de suelo, la bandeja

estaba casi seca, de este mudo pudo alterarse el resultado.

Grafica N° 2: Comparacién de las unidades formadoras de colonia por tratamiento de suelo con cascara
de citrico. Junio 2016
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Nota: la dilucion 1 corresponde a la muestra madre, a partir de la dilucion dos se contaria como
la primera dilucion.
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Como se observa en la grafica N° 2 hubo mayor recuento en el tratamiento con

cascara de limon, seguido por la naranijilla y por dltimo la naranja.

Tomando en cuenta estos resultados cabe resaltar que estos materiales (cascara
o pulpa de naranja, limon, mandarina, pomelo) en el compost ahuyentan las moscas y

son una fuente importante de fésforo y potasio. (Basaure, 2006)

Es importante dejar secar las cascaras y cortarlas en trozos pequefios que
favorecen la aireacion, antes de agregar al compost. El exceso de liquidos puede ser
perjudicial para el preparado y por eso es importante controlarlo. Las mismas suelen
aportar valores bajos de pH ya que son ricos en acidos organicos. De manera que es
importante controlar la cantidad de estos restos que se incorpora para no excederse y
volver asi mas lento el proceso de compostaje. (Reciclario.com.ar una guia para separar

los residuos, s.f)

Como se mencioné con anterioridad el limoneno es una sustancia natural que se
extrae del aceite de las cascaras de los citricos y que da olor y color caracteristico a las
naranjas y los limones. Pertenece al grupo de los terpenos, en concreto al de los
limonoides, que constituyen una de las mas amplias clases de alimentos funcionales y
fitonutrientes, funcionando como antioxidantes. Industrialmente se utiliza para producir
para-cimeno por deshidrogenacion catalitica. En los udltimos afios su demanda ha
experimentado un gran crecimiento para su uso como disolvente biodegradable. (Diaz et
al. 2010).

El limén contiene aproximadamente 2% de sustancias no volatiles, alrededor de 18
alcoholes, 16 aldehidos, 11 ésteres, 3 cetonas, 4 acidos y 23hidrocarburos. Los
componentes mayoritarios del aceite esencial cascara son:

- 63% limoneno (Monoterpeno monociclico)

- 12% beta-pineno (Monoterpeno Biciclico)

- 9% gama-terpeno (Monoterpeno monociclico)
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Otros componentes cualitativamente importantes son:
- 1.5% geranial (aldehido)
- 1.0% neral (limon) (aldehido)
- 0.5% neril aceteto (frutal, floral, rosa)
- 0.4% geranil acetato (frutal, floral, rosa)
- 0.2% citronelal (fuerte, citrico, verde)
- 0.2% linalol (brillante, lavanda) (monoterpeno aciclico)
- 0.1% nonanal (fuerte) (Diaz et al. 2010).

El limoneno presente en la cascara del limon es el dextrégiro (+) es un liquido

aceitoso y es el responsable de su olor. (Quimica orgéanica, s.f).

Pseudomona sp puede vivir en numerosos habitats, que van desde diversos tipos de
ambientes acuaticos y terrestres, hasta tejidos de animales y platas, incluyendo frutas y

verduras.

El habitat primario es ambiental esencialmente, cualquier habitat con las siguientes
caracteristicas:

- Rango de temperatura de 4-42°C.

- pH comprendido entre 4 y 8.

- Que contenga compuestos organicos simples o complejos.

Debido a que la mayoria de las especies de este género son aerdbicas estrictas, el
oxigeno es aparentemente casi el Unico requerimiento obligatorio para la colonizacion de

un ambiente de Pseudomona. (Hernandez, 2013).

Se desarrolla no solo en ambientes normales, sino también en las atmdsferas de
hipoxia, y tiene, por lo tanto, colonizado muchos ambientes naturales y artificiales.
Las cepas del género Pseudomona son capaces de procesar, integrar y reaccionar a
una amplia variedad de condiciones cambiantes en el ambiente, y muestran una alta

capacidad de reaccion a sefales fisico-quimicas y biolégicas. (Hernandez, 2013). La
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misma es capaz de utilizar el limoneno y degradarlo a carveol, carvona y dihidrocarvona.
(Garcia et al. 2004).

CONCLUSIONES
Finalizado el este ensayo se puede concluir lo siguiente:

- Se acepta la hipétesis de investigacion ya que se encontré una alta prevalencia
de Pseudomona sp. en los tratamientos de suelo con cascara de citricos.

- Las céscaras de naranja, limén y naranijilla pueden ser utilizadas por Pseudomona
sp. aunque esta muestra mejor crecimiento en cascara de naranjilla 'y limon.

- Pseudomona sp tuvo mayor prevalencia en el tratamiento de suelo con cascara
de limon, lo que puede deberse a una preferencia por los componentes presentes
en las cascaras, en especial al isémero R-limoneno.

- Las cascaras de citricos pueden agregarse de manera cuidadosa y sin exagerar
en la preparacion del compostaje, para no alterar sus propiedades fisicas

quimicas.
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