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RESUMEN

Se llama microorganismos de montafia (MM) a la técnica de reproduccién artesanal que aprovecha
los microorganismos nativos del mantillo forestal para incorporarse a las unidades agropecuarias
con varias funciones; una de estas como suplemento para el ganado por sus supuestos beneficios
en pardmetros productivos y gastrointestinales. La funcionalidad de los MM ha sido documentada
principalmente en guias técnicas, pero se carece de evidencia cientifica para comprender sus

dinamicas.

Los probidticos son microorganismos vivos que cuando se suministran en cantidades apropiadas,
confieren al huésped un beneficio para la salud. Los principales microorganismos identificados y
aprovechados como probidticos son las bacterias acido lacticas (BAL). Dentro de las BAL, el género
Lactobacillus ha sido el foco de estudios y del mercado global. Otros microorganismos usados como

probidticos son las levaduras Saccharomyces.

En Aguascalientes el Area Natural Protegida Sierra Fria (ANP SF) contiene 90% de los bosques
templados y de montafia del estado, cuenta con 13% de las 161 especies de Quercus de México y
84% de la diversidad de la entidad. Se encuentra con mayor frecuencia Q. potosina, y Q. sideroxyla
en tercer lugar. Q. potosina se presenta en varias altitudes, es de menor porte, tiene hojas mas
grandes y de mayor senescencia que Q. sideroxyla, especie de mayor porte, hojas de menor tamaiio,

de poca senescencia y ubicada a mayor altitud en la ANP SF.

La presente tesis tuvo como objetivo general caracterizar y evaluar el potencial probidtico de los
microorganismos de montafa reproducidos artesanalmente a partir del mantillo forestal de
Quercus spp. de la ANP SF. Para ello se plantearon cuatro objetivos especificos: (1) realizar la
reproduccion artesanal de MM a partir del mantillo forestal de Quercus spp. y la descripcion de los
productos; (2) aislar e identificar microorganismos de los productos MM mediante métodos
tradicionales y moleculares; (3) evaluar el potencial probidtico de los microorganismos obtenidos
de la reproduccién artesanal de MM; y (4) desarrollar una guia con recomendaciones para la

elaboracion de los MM. El estudio se llevo a cabo entre agosto de 2019 y abril de 2021.



Para el objetivo 1, se colectaron muestras de mantillo forestal, dos sitios de Q. potosina, dos de Q.
sideroxyla y se incluyé una quinta muestra proveniente de una preparacién artesanal elaborada en
2015 con mantillo de Q. potosina. Las muestras de cada sitio se procesaron en el Laboratorio de
Recursos Fitogenéticos del Centro de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Auténoma de
Aguascalientes (UAA). Se elaboraron productos fermentados en fase sdlida (MMS) con 30 dias de
almacenamiento anaerdébico y a partir de estos se prepard otra fermentacién anaerdbica en fase
liquida (MMA) de una semana de procesamiento. Cada producto fue monitoreado y se describieron
sus caracteristicas observadas a simple vista. Se midié el pH de los MMS con distinto tiempo de
almacenamiento entre los preparados y se realizaron lecturas semanales de pH de los MMA durante
ocho semanas. El monitoreo del pH mostré que los productos mantienen estabilidad en su fase
solida y liquida y presentan semejanza con los procesos y caracteristicas de los ensilajes y los

alimentos liquidos fermentados para ganado.

En el objetivo 2, se aislaron e identificaron los microorganismos de los cinco productos MMA
mediante métodos tradicionales (cultivo en medios nutritivos, selectivos y diferenciales, tinciones y
prueba de catalasa) y moleculares (analisis genérico por PCR) en el Laboratorio de Microbiologia
Sanitaria y Ambiental de la UAA. El andlisis microbioldgico de los cinco sitios mostré similitudes en
las cantidades meséfilos aerobios, con siete unidades logaritmicas, también en las potenciales BAL,
con ocho unidades logaritmicas, ademads se presentaron levaduras con cinco a siete unidades
logaritmicas. En cuatro sitios no se detectaron potenciales enterobacterias y en ningun sitio se
encontraron estafilococos. Se aislaron un total de 16 BAL y ocho levaduras de los cinco sitios, de
estas 10 BAL y cinco levaduras fueron estudiadas. Mediante andlisis por PCR, cinco aislados de BAL

se identificaron como Lactobacillus y ninguna levadura resulté del género Saccharomyces.

Para el objetivo 3, se aplicaron pruebas de resistencia a pH 4cido (2 y 4) y 0.3% de sales biliares para
evaluar el potencial probidtico de las BAL y levaduras aisladas de los 5 sitios durante el objetivo 2.
Este analisis de potencial probidtico se realizd en el Laboratorio de Microbiologia Sanitaria y
Ambiental de la UAA. Las BAL y levaduras aisladas, mostraron en general un mejor comportamiento

que los probidticos comerciales usados como control, con porcentajes de resistencia considerables



y varias con diferencias significativas tras su cultivo a pH 2, 4 y 0.3% de sales biliares por 24 horas,
indicando cierta potencialidad probidtica por su tolerancia in vitro a condiciones del tracto

gastrointestinal.

Para cumplir con el objetivo 4, se desarrollé una guia con recomendaciones para la elaboracién de
los MM a partir de la revisién bibliografica, y los resultados y experiencias adquiridas durante la
elaboracion de esta tesis. La guia incluye observaciones y prdcticas para productoras y productores
gue ya conozcan la técnica y busca aportar a la mejora de los materiales existentes, y a la

preparacion y uso responsable de los MM.

Se concluye que, aunque se trate de un método artesanal, se pueden lograr productos MM con
estabilidad y similitud en los valores de pH, asi como en sus poblaciones microbianas y con presencia
de BAL y levaduras con potencial probidtico. A pesar de sus diferencias en el origen del mantillo
forestal, de la especie de Quercus y sus variables relacionadas (ubicacidn, altitud, época de colecta,
caracteristicas del mantillo). Ademas del tiempo de almacenamiento, insumos utilizados y método
de preparacién, ya que en el caso del producto del sitio 5, fue elaborado y manejado sin cuidados y

contaba con cinco afios de almacenamiento.

Esta tesis representa un acercamiento preliminar para explicar los procesos que rodean a los
preparados MM vy su potencialidad probidtica, al abonar conocimiento cientifico de los MM. Sin
embargo, es necesario realizar mds evaluaciones tanto in vitro como in vivo, con el fin de
comprender en detalle los procesos bioquimicos y las dindmicas microbianas que rodean a los MM,

y asi confirmar su capacidad probidtica, su seguridad y beneficios potenciales.

Palabras clave: Bacterias acido lacticas, Levaduras, Lactobacillus.
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ABSTRACT

Mountain microorganisms, MM henceforth, are called to the artisanal reproduction technique that
uses communities of native microorganisms present in the forest litterfall, in order to be
incorporated into farms with various functions, one of them as a supplement for livestock due to its
potential benefits in productive and gastrointestinal parameters. The functionality of MM has been

mainly documented in technical guides, but scientific evidence is lacking to understand its dynamics.

Probiotics are live microorganisms that, when supplied in appropriate amounts, confer a health
benefit on the host. The main microorganisms identified and used as probiotics are lactic acid
bacteria (LAB, henceforth). Within LAB, the genus Lactobacillus has been the focus of studies and

the global market. Other microorganisms used as probiotics are Saccharomyces yeasts.

In Aguascalientes, the Sierra Fria Natural Conservation Area (SF NCA, henceforth) It contains 90% of
the temperate and mountain forests of the state, has 13% of the 161 Quercus species in Mexico and
84% of the diversity of the state. Q. potosina is most frequently found, and Q. sideroxyla in third
place. Q. potosina occurs at various altitudes, is smaller, has larger and more senescent leaves than
Q. sideroxyla, a larger species, smaller leaves, of little senescence, and located at a higher altitude

in the SF NCA

The general objective of this thesis was to characterize and evaluate the probiotic potential of
mountain microorganisms reproduced in an artisanal way from the forest litterfall of Quercus spp.
of the SF PNA. For this, four specific objectives were proposed: (1) to carry out the artisanal
reproduction of MM from the forest mulch of Quercus spp. and the description of the products; (2)
isolate and identify microorganisms from MM products by traditional and molecular methods; (3)
evaluate the probiotic potential of the microorganisms obtained from the artisanal reproduction of
MM; and (4) develop a guide with recommendations for the preparation of MM. The study was

carried out between August 2019 and April 2021.
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For objective 1, samples of forest litterfall were collected, two sites of Q. potosina, two of Q.
sideroxyla and a fifth sample was included from an artisan preparation made in 2015 with litterfall
of Q. potosina. The samples from each site were processed in the Laboratorio de Recursos
Fitogenéticos at the Centro de Ciencias Agropecuarias of the Universidad Auténoma de
Aguascalientes (UAA, henceforth). Solid-phase fermented products (MMS) were made with 30 days
of anaerobic storage and from these, another liquid phase anaerobic fermentation (MMA) of one
week of processing was prepared. Each product was monitored and its characteristics observed
were described. The pH of the MMS was measured with different storage times between the
preparations and weekly pH readings of the MMA were made for eight weeks. The pH monitoring
showed that the products maintain stability in their solid and liquid phases and show similarities

with the processes and characteristics of silage and fermented liquid feed for livestock.

In objective 2, the microorganisms of the five MMA products were isolated and identified by
traditional methods (culture in nutritive, selective and differential media, stains and catalase test)
and molecular (generic analysis by PCR) in the Laboratorio de Microbiologia Sanitaria y Ambiental
of the UAA. The microbiological analysis of the five sites showed similarities in the aerobic
mesophilic quantities, with seven logarithmic units, also in the potential LAB, with eight logarithmic
units moreover, yeasts with five to seven logarithmic units were presented. Potential enterobacteria
were not detected at four sites and Staphylococcus were found at no site. A total of 16 BAL and
eight yeasts were isolated from the five sites, of these 10 LAB and five yeasts were studied. By PCR
analysis, five LAB isolates were identified as Lactobacillus and no yeast resulted from the genus

Saccharomyces.

For objective 3, resistance tests were applied to acidic pH (2 and 4) and 0.3% of bile salts to evaluate
the probiotic potential of the LAB and yeasts isolated from the 5 sites during objective 2. This
probiotic potential analysis was carried out in the Laboratorio de Microbiolégia Sanitaria y
Ambiental of the UAA. The LAB and isolated yeasts, showed in general a better behavior than the

commercial probiotics used as control, with considerable resistance percentages and several with
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significant differences after culturing at pH 2, 4 and 0.3% of bile salts for 24 hours, indicating certain

Probiotic potential due to its in vitro tolerance to gastrointestinal tract conditions.

To meet objective 4, a guide was developed with recommendations for the preparation of MM from
the bibliographic review, and the results and experiences acquired during the preparation of this
thesis. The guide includes observations and practices for producers who already know the technique
and seek to contribute to the improvement of existing materials and the preparation and

responsible use of MM.

It is concluded that, although it is an artisan method, MM products can be achieved with stability
and similarity in pH values, as well as in their microbial populations and with the presence of LAB
and yeasts with probiotic potential. Despite the differences in the origin of the forest litterfall of the
Quercus species and its related variables (location, altitude, collection time, characteristics of the
litterfall), as well as storage time, inputs used, and preparation method, which in the case of the

product from site 5, it was produced and handled carelessly and had five years of storage

This thesis represents a preliminary approach to explain the processes that surround MM
preparations and their probiotic potential, by contributing to the scientific knowledge of MM.
However, further evaluations, both in vitro and in vivo, are required to fully understand the
biochemical processes and microbial dynamics surrounding MM, and thus confirm their probiotic

ability, safety, and potential benefits.

Key words: Lactic acid bacteria, yeasts, Lactobacillus.
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1. INTRODUCCION

Los probidticos son microorganismos vivos que cuando se suministran en cantidades apropiadas
confieren al huésped un beneficio para la salud (FAO y OMS, 2006). Los principales microorganismos
identificados y aprovechados como probiéticos son las bacterias acido lacticas (BAL) (Srivastava
et al., 2018) y dentro de estas el género Lactobacillus. Otros microorganismos aprovechados como
probidticos son las levaduras Saccharomyces, las cuales han sido usadas por muchos afios tanto en

humanos como en ganado (Liong, 2011).

También denominados microorganismos de bosque, microorganismos nativos o microorganismos
autéctonos, se les llama microorganismos de montana (MM) a las colonias de hongos filamentosos,
bacterias y levaduras benéficas que se encuentran en los ecosistemas de manera natural y que

generan la descomposicion de la materia organica (Suchini, 2012).

Su reproduccién artesanal consiste en una técnica de bajo costo que no requiere de insumos ni
equipo sofisticado, y que busca el aprovechamiento de las comunidades de microorganismos
nativos de zonas boscosas, presentes en el mantillo forestal. Esta prdctica de reproducir
microrganismos artesanalmente se incorpora a las fincas bajo distintas practicas de produccion

agropecuaria (Castro Barquero et al., 2015).

Entre los diferentes campos de aplicacién de los MM por los productores agropecuarios, se destaca
la inoculacidn de suelos y abonos, tratamiento de aguas residuales, desechos de ganado, control de
olores, control de plagas y enfermedades en los cultivos y como tratamiento de enfermedades

digestivas en animales (Rodriguez et al., 2018).

Existen algunos trabajos de investigacidon donde se ha valorado la eficiencia de la administracion de
los MM en la dieta del ganado, al evaluar pardmetros productivos, reproductivos y

gastrointestinales, como el de Barreto Argilagos et al., (2015) y Montejo et al., (2017).

El uso de los MM ha ido en aumento en los ultimos afios, fomentado por instituciones educativas,
organizaciones gubernamentales, de la sociedad civil y consultores independientes de agricultura
organica, quienes han documentado su eficacia, como ACTo et al., (2017), Guziay, (2016) y Restrepo
y Hensel, (2007). Sin embargo, al ser manejado desde una perspectiva muy artesanal, la

documentacién cientifica con la que se cuenta es limitada (Umafia et al.,, 2017). Por lo cual es
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necesario establecer directrices y protocolos para la reproduccién y manejo de los MM, asi como
conocer sus propiedades fisicoquimicas, identificar los microrganismos presentes tanto benéficos
como potencialmente daiinos, y evaluar el potencial probidtico de estos productos elaborados

artesanalmente.

Por ello, en el presente trabajo de tesis se plantearon las siguientes hipdtesis y objetivos:

1.1 HIPOTESIS

e Los microorganismos de montafia reproducidos artesanalmente a partir del mantillo forestal
de Quercus spp. del ANP Sierra Fria, Aguascalientes, presentan potencial probidtico.
e Los productos artesanales MM elaborados con mantillo forestal de Quercus spp. presentan un

pH estable y contienen bacterias acido lacticas y levaduras con propiedades probidticas.

1.2 OBIJETIVOS
1.2.1 Objetivo general
Caracterizar y evaluar el potencial probiético de microorganismos de montafia reproducidos

artesanalmente a partir de mantillo forestal de Quercus spp. en Aguascalientes.

1.2.2 Objetivos especificos
1. Realizar la reproduccidn artesanal de MM a partir de mantillo forestal de Quercus spp. y la
descripcion de los productos.
2. Aislar e identificar microorganismos de los productos MM mediante métodos tradicionales
y moleculares.
3. Evaluar el potencial probidtico de los microorganismos obtenidos de la reproduccién
artesanal de MM.

4. Desarrollar una guia con recomendaciones para la elaboracién de los MM.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Microorganismos de montafia MM

Los denominados microorganismos de montafia MM, o microorganismos de bosque, son colonias
de hongos filamentosos, bacterias y levaduras que se encuentran de manera natural en diferentes
ecosistemas (Suchini, 2012). La técnica de reproduccidon artesanal de los MM genera un producto
de bajo costo, que no requiere medios de crecimiento sofisticados, y que busca el aprovechamiento
de la diversidad microbiana nativa de zonas boscosas, con el fin de incorporarse en las unidades de
produccién agricola. Los usuarios de esta practica mencionan que la mejor fuente de indculo es el
mantillo forestal de los bosques cercanos a las fincas, ya que presentan microorganismos adaptados
a las condiciones de la zona (Castro Barquero et al., 2015; Campo et al., 2014; Restrepo y Hensel,

2007).

Algunos de los beneficios mencionados de los MM se presentan al incorporarse como inéculo para
la descomposicion de materia orgdnica, al favorecer la fermentacién de abonos, biopreparados y
extractos naturales. Para recuperar la microbiota y fertilidad de los suelos, facilitar la disponibilidad
de los nutrientes a las plantas, suprimir o controlar microorganismos que causan enfermedades en
los cultivos, asi como el control biolégico de plagas (Suchini, 2012). Entre otros usos se encuentran
el tratamiento de aguas residuales, los desechos del ganado, el control de olores, asi como el

tratamiento de enfermedades digestivas en animales (Rodriguez et al., 2018).

La eficiencia de los MM ha sido documentada principalmente en libros, guias técnicas y manuales.
Como ejemplo se tienen los trabajos de ACTo et al., (2017), Guziay, (2016), Restrepo y Hensel,
(2007), Simén, (2016) y Suchini, (2012). También existen algunas tesis de licenciatura y maestria de
universidades como la de Costa Rica y Nicaragua, donde se han evaluado pardmetros productivos
del ganado tras la incorporacién de MM en sus dietas (Casco y Gonzdlez, 2017; Centeno, 2012;
Chiari, 2015; Lépez y Carballo, 2014). Sin embargo, aun se carece de un cuerpo de documentacion
cientificamente caracterizada para entender lo que sucede con ellos. Asi, es que surge la necesidad
de disefiar experimentos con los cuales se puedan cuantificar las diferencias con respecto a los
sistemas de control para entender sus dindmicas y mejorar su potencial de aplicabilidad (Umafia

et al., 2017).
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2.1.1 Reproduccion artesanal de MM

Los MM se conservan en una fase sélida y se utilizan principalmente en una fase liquida. El proceso
varia segun las experiencias de los autores y productores agropecuarios, sin embargo, existen claras
similitudes en cuanto a los insumos, su mezcla y almacenamiento. Los cuatro ingredientes basicos
de cualquier preparado MM son: mantillo forestal, subproductos de gramineas como salvado,

semolina o pulidura, melaza o azucar, y agua sin clorar (Tabla 1).

La reproduccién o fermentacién en fase sélida (MMS) consiste en la mezcla de estos cuatro
ingredientes y su almacenamiento en capas compactadas dentro un recipiente hermético buscando
la anaerobiosis como si se tratara de un forraje ensilado (Figura 1). El producto MMS resulta en un
semillero o silo de microorganismos (Simodn, 2016), el cual puede almacenarse de uno a dos afios

(ACTo et al., 2017).

Aproximadamente después de 30 dias de almacenamiento anaerdbico, se procede a realizar la
activacion o fermentacion en fase liquida (MMA). Para hacerlo se toma cierta cantidad de MMS y
se coloca dentro de una tela en suspensidn en agua sin clorar con melaza, piloncillo o azucar, diluidos
dentro de un recipiente hermético adaptado con una trampa de aire que permita la salida de gases
y mantenga la anaerobiosis por aproximadamente una semana (Restrepo y Hensel, 2007). El
resultado es una solucién color dmbar con un olor a fermento agradable, los cuales son indicadores

de buena calidad (Suchini, 2012).
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Figura 1 llustracién del proceso de reproduccion de MMS.

Fuente: (Restrepo y Hensel, 2007).
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Tabla 1 Proporciones e ingredientes para la reproduccién MMS y MMA segun varios autores.

Microorganismos de montaiia sélidos MMS

(Castro Barquero (Suchini, 2012)

(Restrepo y Hensel,

(ACTo et al., 2017)

etal., 2015) 2007)
Mantillo (costal)1 2 1 1 2
Salvado, semolina o afrecho (costal) 1 1 2 1
Melaza (Iitros)2 2 4 2a4 4
Agua (litros) - 4 Prueba del pufio.> Prueba del pufio.
Tiempo (dias) 30 30 30 25a30
Microorganismos de montaiia liquidos o activados MMA
MMS (kilogramos) 0.4 8 5 8
Agua (litros) 8 190 175 180
Melaza (litros) 0.3 0.5 4 4
Tiempo (dias) 12016 4 5a10 15a20

Semolina de arroz,
harina de maiz,
SOrgo, o yuca,

salvado de trigo o

arroz.

Observaciones en proceso e

] " Semolina de arroz.
ingredientes

Salvado de trigo, 2
kg de polvo de roca
en MMS.

Semolina de arroz o
maiz molido, MMA
aerdbico.

Microorganismos de montaiia sé6lidos MMS

(CENTA, 2012) (Guzfiay, 2016)

(Simdn, 2016)

(Paniagua, 2014)

Mantillo (costal) 3 3 1 3
Salvado, semolina o afrecho (costal) 2 2 1 2
Melaza (litros) 8 4 No especifica 4
Agua (litros) prueba del pufio prueba del pufio - -
Tiempo (dias) 15a20 30 30 30
Microorganismos de montafia liquidos o activados MMA
MMS (kilogramos) 5.4 3.5a4.5 3a5 5
Completar
Agua (litros) 180 170 150 recipiente
200 litros
Melaza (litros) 4 4a8 2 4
Tiempo (dias) 5a15 15 4 4a15

Salvado de arroz 2
kg de roca fosfdrica
en MMS,
1la2kgderoca
fosféricay 225 gr de
salvado en MMA

Semolina de arroz,
harina de maiz o
sorgo

Observaciones en proceso e
ingredientes

Salvado de trigo,
arroz o cascarilla de
arroz, MMA
aerdbico, con 2 litros
de leche y 5 kg de
polvo de roca

Pulidura de arroz

! La unidad de un costal se consideré entre 40y 50 kg.
2 En las recetas indicadas con galones la unidad definié en 4 litros.

3la prueba del pufio consiste en humedecer hasta que apenas suelte una gota al apretarse con la mano.
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2.1.2 MM como potencial probidtico para consumo animal

Entre los trabajos de investigacion donde se ha documentado y evaluado la suplementacién de MM
en la dieta del ganado, al medir pardmetros productivos, reproductivos y gastrointestinales se
encuentra el de Montejo et al., (2017), donde se mostrd un incremento en la ganancia diaria de
peso en cerdos en distintas etapas de desarrollo y la disminucidn en el periodo de engorda, lo que
resulté en un incremento en los ingresos. Asi mismo, Barreto Argilagos et al., (2015) presentan el
tratamiento de colibacilosis neonatal en lechones con una recuperacion del 90% de los individuos,
describiéndola como una opcién terapéutica factible y accesible para los productores. Rodriguez
et al., (2018) describen un distinto uso de los MM por un grupo de productores agropecuarios en
Cuba, quienes los aprovechan en sus fincas como biofertilizante de sus cultivos, higienizacién de

corrales y como suplemento para tratamiento de enfermedades en el ganado.

2.1.3 MM como probidtico para consumo humano

No se han encontrado trabajos experimentales, articulos de revisidn u otros materiales informativos
sobre el uso de MM para consumo humano. Sin embargo, diversas plataformas digitales ofrecen
recomendaciones, preparaciones y formas de aprovechamiento mediante cursos, diplomados y
seminarios. Algunos de ellos son impartidos por divulgadores de agricultura organica y regenerativa
con reconocimiento internacional, entre ellos Ignacio Simén Zamora (Gaia Organicos, 2019) y Jairo

Restrepo Rivera (La Mierda de Vaca, 2019).

2.2 Mantillo forestal

El mantillo forestal consiste en hojas, ramas pequenfas, flores, inflorescencias, frutos y otras
estructuras vegetales. Las hojas son las que comprenden la mayor parte de la produccién anual de

material vegetal e ingreso de nutrientes en los suelos forestales (Pérez-Sudrez et al., 2009).

En este manto que reviste la parte inferior de los bosques, estan presentes millones de

microorganismos que se conforman de una gran cantidad de grupos funcionales de bacterias,
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actinomicetos, hongos, algas y protozoarios (Restrepo y Hensel, 2007). Ejerce un control importante
sobre la transferencia e intercambio de agua y nutrientes entre la atmosfera, el dosel y el suelo
dentro de los ecosistemas forestales. Asi, la presencia de parches de vegetacion contribuye a la gran
variabilidad espacio temporal de los procesos hidroldgicos y del ciclo de nutrientes en los

ecosistemas forestales (Pérez-Suarez, 2009).

Caracteristicas climdticas como la temperatura, precipitacién y variaciones estacionales pueden
influenciar la existencia de microorganismos en la fauna del suelo que afectan significativamente la
velocidad de descomposicion. La diversidad del mantillo forestal también tiene influencia en la
actividad de las comunidades microbianas del suelo y los procesos de descomposicién (Krishna y

Mohan, 2017).

La diversidad bioldgica en la comunidad microbiana del suelo es muy alta. En solo 1 m? de un suelo
se estima que pudieran existir de 1,000 a 5,000 especies de bacterias y 100 especies dominantes de
hongos. Esta gran diversidad en un suelo orgdnico crea un potencial muy alto para la inoculacidon
del nuevo sustrato como la hojarasca, estimandose una presencia de 10° g de bacterias activas o
en estado de reposo (Berg y McClaugherty, 2008). Entre la microfauna del suelo, los hongos son los
principales descomponedores, presentan mds de un 75% del potencial de reducciéon de materia
organica que otros microorganismos, y varia su actividad segun la época del afio. Los hongos y las
bacterias del mantillo son una parte significativa del proceso de descomposicion, y corresponden a

un valor de entre 25 y 30% de la biomasa microbiana total del suelo (Krishna y Mohan, 2017).

2.3 El género Quercus

El género Quercus, llamados cominmente encinos y robles, es uno de los géneros mas importantes
de plantas lefiosas presentes en el hemisferio norte. En México existen de 150 a 200 especies
distribuidas en todos los estados, excepto Quintana Roo y Yucatdn (Mendoza, 2000). Algunos
autores indican que la mayor concentracién de especies de encinos en el continente americano y
tal vez en el mundo, se encuentra en la porcidn central y sur de México (Zavala, 1990; Nixon, 1993).
Se caracterizan por tener como habitat zonas montafiosas. Se localizan principalmente entre los

1200 y 2800 msnm, y su distribucidon puede llegar hasta los 3,100 msnm. Junto con los pinares
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constituyen la mayor proporcion de la cubierta vegetal de areas de clima templado y semihimedo,
ademas se presentan en regiones de clima caliente, hiumedo y semiarido. Los encinares se
distribuyen como masas puras o principalmente mezclados con diversas especies de pinos, asi como

con Cupressus o Juniperus (de la Cerda, 1999).

Una de las caracteristicas fisioldgicas relevantes del género Quercus es el patrén de duracién de las
hojas. Existen encinos perennifolios con sustitucion paulatina de follaje, y caducifolios, los cuales
pierden todas sus hojas en la estacidon de sequia (Arizaga et al., 2009). En su aprovechamiento
ademas de la alta calidad de la madera, los encinos son un recurso importante para las comunidades
rurales, ya que son ampliamente utilizados por sus usos no lefiosos como medicina, alimento, forraje

para el ganado, obtencién de taninos y colorantes (Luna et al., 2003).

2.4 Contexto forestal en Aguascalientes

El estado de Aguascalientes se localiza en la parte central de la Republica Mexicana, su territorio
presenta altitudes de los 1,540 msnm hasta los 3,050 msnm. Se ubica dentro de tres provincias
fisiogréficas distintas, la Sierra Madre Occidental, Mesa del Centro y Eje Neovolcdnico. Se presentan
ocho formaciones forestales en cinco ecosistemas, bosque de coniferas, bosque mixto y bosque de
latifoliadas, selvas bajas, zonas semidridas, aridas y las denominadas otras areas forestales. Ademas
de una importante extensidn de areas no forestales con desarrollo de actividades agropecuarias. El
52.5% del estado contiene alguna formacién forestal, todos los municipios contienen al menos
cuatro formaciones, sin embargo, en el municipio de San José de Gracia donde se encuentra la
mayor superficie del ANP Sierra Fria se encuentran todas las 8 formaciones forestales (SEMARNAT

y CONAFOR, 2014).

2.5 Area Natural Protegida Sierra Fria

Su proteccidn fue decretada el 30 de enero de 1994, el Area Natural Protegida ANP Sierra Fria se
ubica al noroeste del estado de Aguascalientes, con una superficie de 112,090 ha distribuida entre
los municipios de San José de Gracia, Pabellén de Arteaga, Rincon de Romos, Calvillo y Jesus Maria.

Es una regién montanosa con altitudes que van de los 2,200 a 3,050 msnm, que presenta

21



precipitaciones entre los 600 y los 700 mm anuales. Contiene 90% de los bosques templados y de
montaia del estado, y uno de sus servicios ecosistémicos de mayor relevancia es la recarga de los
mantos acuiferos del valle de Aguascalientes. Presenta una gran diversidad bioldgica debido a su
diversidad ambiental, es una region montanosa constituida por serranias, valles, mesetas y cafiadas,
con una importante variedad de zonas ecoldgicas y tipos de vegetacion, asi como con cantidades

importantes de géneros y especies de flora y fauna (Sosa Ramirez et al., 2014).

2.5.1 Especies del género Quercus en el ANP Sierra Fria

El ANP Sierra Fria cuenta con 13% de las 161 especies de Quercus de México y 84% de la riqueza de
encinos de Aguascalientes, donde se encuentran 21 de las 25 especies del estado. Se presenta con
mayor frecuencia Q. potosina y en orden descendiente Q. eduardii, Q. sideroxyla, Q. grisea y Q.
rugosa, y es posible encontrarlas en un amplio rengo altitudinal y de tipos de vegetacién. La
presencia de las especies de encinos estd ligada a condiciones particulares de altitud y tipo de
vegetacion, al igual que a factores de humedad, tipo de suelos, o exposicidn solar (Sosa Ramirez

et al., 2014; Martinez-Calderdn et al., 2017).

2.5.1.1 Quercus potosina Trel.

Se trata de un arbol de 3 a 7 m de alto con copa redondeada, tronco corto de 15 a 30 cm de grueso
con corteza gris escamosa, a veces es un arbusto de 2 a 3 m de alto, florece en mayo y fructifica en
el mes de septiembre (de la Cerda, 1999). En Aguascalientes se encuentra en los municipios de
Aguascalientes, Asientos, Calvillo, Cosio, El Llano, Jesis Maria, San José de Gracia y Tepezala en
bosque de encino, pino-encino, bosque de junipero y matorral templado y subtropical de 1890 a
2900 m. Se asocia usualmente con Q. laeta y Q. eduardii. Se puede identificar por el gran niumero
de tricomas glandulares rojos en las hojas jévenes, a menudo crece en forma de colonia clonal
(Martinez et al., 2017). Es una especie caducifolia, su caida ocurre en un evento principal, la mayor
senescencia de las hojas en los meses de marzo y abril, con un volumen de concentracién de

hojarasca de 4869 + 510 kg/ha en poblaciones monoespecificas (Pérez-Suarez et al., 2009).
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Figura 2 llustracion de la hoja de Q. potosina.

Fuente: (de la Cerda, 1999).

2.5.1.2 Quercus sideroxyla Humb. & Bonpl.

Arbol de 6 a 15 m de alto, florece de junio a agosto y fructifica de noviembre a enero. En
Aguascalientes se encuentra en los municipios de Calvillo, Jesis Maria y San José de Gracia en
bosques de encino, pino-encino, encino-junipero, en pendientes himedas de 2300 a 2867 m

(Martinez-Calderdn et al., 2017; Sabas, 2011).

Figura 3 llustracion de la hoja de Q. sideroxyla.

Fuente: (de la Cerda, 1999).
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2.6 Probidticos

Los probidticos son microorganismos vivos que al ser administrados en cantidades adecuadas
generan efectos benéficos a la salud del huésped (FAO, 2006). Desde hace miles de afios, la
humanidad ha consumido alimentos que contienen probidticos, principalmente bacterias acido
lacticas y algunas levaduras, en alimentos como pan, queso, leche y otras bebidas fermentadas
(Reyes y Rodriguez, 2012). En el mercado global actual los probidticos se encuentran principalmente
en tres categorias principales: alimentos, suplementos alimenticios y farmacéuticos (Sanders et al.,

2018).

2.6.1 Bacterias dcido lacticas (BAL)

Las BAL, principales microorganismos identificados y aprovechados como probidticos, son un grupo
de bacterias Gram-positivas, anaerobias o facultativas, cocos o bacilos, no formadoras de esporas,
gue generan acido lactico como uno de sus productos principales de fermentacidn de carbohidratos
(Srivastava et al., 2018). Predominan en el medio ambiente en fermentaciones espontaneas de
materia organica de origen vegetal o animal. En las hojas de las plantas, las BAL se encuentran en
cantidades de 10! a 10° por gramo, lo que corresponde a no mas del 0.01% al 1% de la microflora
total (Teuber, 2008). Dentro de las BAL, los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium han sido el foco
de estudios en la investigacion sobre el papel de los probidticos en el mantenimiento de una buena

salud intestinal, ya que son generalmente un indicador de un sistema digestivo sano (Liong, 2011).

2.6.1.1 Lactobacillus

El género Lactobacillus es el mds grande y mas diverso género de las BAL, el cual incluye mds de 200
especies. La distribucién ambiental de las especies de Lactobacillus es altamente variable, con una
extraordinaria diversidad gendmica y metabdlica dentro del género. Estos rasgos les permiten
adaptarse y sobrevivir en ambientes diversos (Martino et al., 2016). Los lactobacilos presentan
requerimientos nutricionales complejos, se encuentran y asocian en distintos medios, desde el

cuerpo humano, en la cavidad oral, tracto intestinal y vagina, hasta plantas y material vegetal. Asi
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como en el suelo, agua, estiércol, aguas residuales, alimentos fermentados y en descomposicion,
asi como en productos de cereales y ensilaje (Stiles y Holzapfel, 1997). Morfolégicamente son
microorganismos en forma de varilla, o bien con forma circular, a los cuales se les llama cocobacilos.

Son fermentativos, microaerofilicos y quimioorganotréficos (Liong, 2011).

Los lactobacilos crecen bajo condiciones anaerdbicas o bajo una reducida tension de oxigeno en
todos los habitats que les provean diversidad de carbohidratos, productos de descomposicion de
proteinas, acidos nucleicos y vitaminas. Su rango de temperatura es mesofilico a ligeramente
termofilico. En general son aciduricos o acidofilicos y disminuyen el pH de los sustratos por debajo
de 4.0 a causa del acido lactico producido, lo cual previene o disminuye drdsticamente el desarrollo

de competidores, a excepcion de otras BAL y levaduras (Whitman, 2009).

Los lactobacilos se presentan en la naturaleza en bajas cantidades en todas las superficies de las
plantas, pero en conjunto con otras BAL, se desarrollan ampliamente en material vegetal en
descomposicidn, especialmente frutas. Por lo tanto, los lactobacilos son importantes para la
produccién, asi como para la descomposiciéon de los alimentos vegetales fermentados como
chucrut, kimchi, aceitunas, pepinillos, asi como cerveza, vino y jugos. Los lactobacilos son
organismos extremadamente fastidiosos, estan adaptados a sustratos orgdnicos complejos y
necesitan de aminodcidos, péptidos, derivados de acidos nucleicos, vitaminas, sales, acidos grasos
o éteres de acidos grasos y carbohidratos fermentables. Los requerimientos nutricionales son

caracteristicos para cada especie y a menudo por cepa (Whitman, 2009).

2.6.2 Levaduras

Las levaduras son hongos unicelulares, facultativas, con desarrollo en condiciones aerobias y
anaerobias, la mayoria son mesdfilas y su pH de crecimiento se encuentra entre 4.5y 6.5, aunque
algunas especies crecen a 3 y 8. Su reproduccion puede ser asexual o sexual. Presentan formas y
dimensiones celulares diversas, al depender de factores como su edad y sustrato en el que estén
presentes. Se encuentran en habitats ricos en carbohidratos simples, ambientes humedos o

liquidos, acidos o alcalinos (Herrera, 2008).
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2.6.2.1 Saccharomyces

Las levaduras del género Saccharomyces han sido usadas por muchos afios tanto en humanos como
en ganado (Gaggia et al., 2010) Su reproduccidon vegetativa es por gemacion multilateral. Las células

son globosas, elipsoidales o cilindricas (Vaughan-Martini y Martini, 2011).

S. cerevisiae se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza y puede ser encontrada en
plantas, frutas y suelo, es incluida en alimentos y bebidas por su papel clave en procesos de
fermentacién (Gaggia et al., 2010). S. cerevisiae y S. cerevisiae var. boulardii son las Unicas levaduras
comercializadas para consumo humano (Liong, 2011). En el caso de S. boulardii, es usada como
probidtico en ganado rumiante y porcino (Gaggia et al., 2010). S. cerevisiae posee el estatus GRAS
Generally Recognized as Safe por la FDA, por su parte la Unién Europea ha aprobado cinco cepas

para uso animal (Bichl et al., 2010).

2.6.3 Efectos de los probiéticos en la salud

Existe una variedad de propuestos beneficios a la salud por los probidticos. Entre los sintomas que
se han reportado como tratados o tienen el potencial para ser tratados con probiéticos se incluyen:
diarrea, gastroenteritis, sindrome del colon irritable, enfermedad inflamatoria del colon, cancer,
depresion del sistema inmune, digestion inadecuada de la lactasa, alergias infantiles, hiperlipidemia,

enfermedades hepaticas y otros (Parvez et al., 2006).

Los probidticos pueden tener beneficios de largo alcance, esto es posible debido a la diversidad de
actividades probidticas que pudieran evocar un beneficio fisioldgico. Algunos de los mecanismos de
accion que se han descubierto sobre diversas cepas de probidticos incluyen la modulacién del
sistema inmune, interacciones con la microbiota intestinal del hospedero, produccion de acidos
organicos, exclusion competitiva, mejora en la funcién de barrera, produccion de moléculas
pequefias con efectos sistémicos y produccidon de enzimas (Sanders et al., 2018). En la Tabla 2 se

muestran varios probidticos y sus efectos en la salud.

Para que los probidticos ejerzan sus efectos benéficos deben ser capaces de sobrevivir dentro del

tracto gastrointestinal y mantenerse en cantidades suficientes. La dosis general que se ha observado
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para la administracion de probidticos de forma oral es superior a las 10° UFC/dia. La mayoria ejercen

beneficios tras su adherencia a las células intestinales, por eso se ha recomendado su consumo

diario, ya que las células son constantemente eliminadas del tracto digestivo a través de las heces,

por cambios fisioldgicos, o por consumo de antibidticos (Liong, 2011).

Tabla 2 Probidticos y sus efectos estudiados en la salud humana y animal.

Fuente: (Parvez et al., 2006).

Probidtico Efectos asociados
Bifidobacterium spp. Reduccidn en la incidencia de enterocolitis neonatal necrotizante
Enterococcus faecium Disminucidn en la duracidn de diarrea aguda por gastroenteritis
Lactobacillus Mejora en pouchitis tras la administracidn de varias cepas.

Mejora en la digestion de lactosa, disminucién en la diarrea y sintomas en
individuos con intolerancia, sindrome de intestino corto y nifios con diarrea
Terapia de eliminacion de patdgenos en conjunto con antibidticos

Mejora en la funcién inmune de la mucosa, secrecién de mucina y prevencion
de enfermedades

Lactobacillus acidophilus

Disminucidn significativa en la diarrea de pacientes que recibian irradiacién
pélvica

Pélipos disminuidos, adenomas y cancer de colon en animales experimentales
Prevencion en la infeccidon urogenital ante la exposicion a patégenos
Disminucidn en los niveles de colesterol sérico

Lactobacillus plantarum

Reduccién en la incidencia de diarrea en nifios de guarderias

Reduccién de la inflamacion en intestino inflamatorio en nifios y ratas
Disminucidn del dolor y estrefiimiento en sindrome de colon irritable
Reduccién de la hinchazén, flatulencia y dolor en sindrome de colon irritable
Efecto positivo en la inmunidad de nifios VIH+

Lactobacillus reuteri

Acortamiento en la duracidn de gastroenteritis aguda
Acortamiento de diarrea aguda

Lactobacillus rhamnosus

Mejoramiento en la inmunidad celular en adultos sanos

Lactobacillus salivarius

Supresion y erradicacidon de Helicobacter pylori en cultivo de tejidos y modelos
animales

Bacteroides spp.

Efectos en colitis crénica, gastritis y artritis

Saccharomyces boulardii

Reduccién en la recurrencia de diarrea por Clostridium difficile
Efectos en C. difficile y Klebisella oxytoca y la diminucidn en el riesgo y
acortamiento de la duracién de diarrea asociada a antibiéticos
Reduccién en la duracidn de gastroenteritis aguda

Disminucion en la diarrea funcional
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2.6.4 Condiciones para la definicion, aprovechamiento y comercializacion de los probidticos

A raiz una consulta mixta de expertos de la FAO y la OMS sobre la evaluacidn de las propiedades
saludables y nutricionales de los probidticos, se elaboré un informe con la finalidad de generar
directrices para la declaracidén, evaluacion e incorporacion los probidticos en los alimentos (FAO,

2006). A continuacion, se resumen los ejes principales.

a. Identificacion a nivel de género, especie y cepa mediante ensayos fenotipicos y genéticos.

b. Ensayos in vitro: acidez gastrica, sales biliares, adherencia a mucosas y/o células epiteliales,
actividad antimicrobiana ante patégenos, reduccion de la adhesién de patégenos, actividad
hidrolasa de sales biliares.

c. Inocuidad: patrones de resistencia a antibidticos, evaluacién de actividades metabdlicas y
efectos colaterales en humanos, supervisién epidemioldgica, activad hemolitica.

d. Estudios in vivo: modelos animales previo a ensayos en humanos

e. Declaraciones de propiedades saludables especificas, con evidencia cientifica que las
respalde y etiquetado claro con su identificacion taxondmica, niumero viable, cantidad

sugerida de consumo, condiciones de almacenamiento y datos de contacto.

La viabilidad y supervivencia de los probidticos son unos de los parametros mas importantes a fin
de generar funciones terapéuticas, debido a esto, la resistencia al transito gastrico constituye un
criterio de seleccion relevante. Al ingerirse, el estrés celular de los microorganismos comienza en el
estdmago, con pH de hasta 1.5, posteriormente, la bilis secretada en el intestino delgado reduce la
supervivencia al destruir la membrana celular. Por lo tanto, los probidticos deben de cumplir con
varios criterios como la tolerancia al 4cido y sales biliares. Asi, la primera herramienta en la seleccion
de un probidtico de interés se representa en métodos in vitro dirigidos a asegurar la habilidad de
supervivencia a través del tracto gastro intestinal superior y llegar vivo al sitio de accién (Succi, y

otros, 2005).

Las técnicas tradicionales de identificacién microbiana se basan en el estudio de las caracteristicas

fenotipicas y fisioldgicas de los microorganismos. Primero se comienza con un andlisis morfoldgico
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de las colonias aisladas e incubadas en medios sélidos, continuando con su examen microscopico
de un frotis tenido con la técnica de Gram, para continuar con pruebas bioquimicas como: sistemas
indicadores de pH, formacion o degradacién de ciertas sustancias y actividades enzimaticas (Nieto
et al., 2004). Estos métodos fenotipicos son menos discriminatorios que los métodos genotipicos o
moleculares ya que la expresion de los caracteres fenotipicos resulta de la interaccion del genotipo
con el ambiente y pueden presentarse modificaciones cuando cambian las condiciones ambientales

(Narvaez et al., 2005).

En los ultimos afios ha aumentado de manera importante el desarrollo y aplicacidon de técnicas
moleculares para la identificacién de microorganismos. Los sistemas genéricos son usados para
monitorear las dindmicas de las BAL en los procesos de fermentacidon y productos alimenticios,
mientras que los especificos tienen el potencial de determinar el comportamiento de las bacterias
probidticas en estos sistemas, asi como en el tracto intestinal del consumidor. La mayoria de las
herramientas moleculares se basan en secuencias de ADN ribosdmico 16S, metodologias mas
robustas y superiores que los métodos tradicionales basados en acercamiento fenotipicos (Ben

Amor et al., 2007).

La reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR), es un método rapido con el que se detectan y
amplifican fragmentos especificos de ADN. La polimerasa es una enzima que sintetiza las cadenas
de ADN complementarias a cadenas sencillas. Para esto necesita pequefias secuencias de ADN
llamados primers que tienen que ser complementarios de los extremos de la secuencia a ampliar.
Este método consta de tres pasos que se repiten cierta cantidad de ciclos: separacion del ADN, unidn
de primers a las cadenas sencillas y sintesis de cadena complementaria de ADN a partir de los
primers. El analisis cualitativo de ADN mediante PCR permite detectar si hay presencia o ausencia
de ciertas secuencias de ADN en una muestra, como alguna secuencia caracteristica de algun

organismo (Gonzalez Rumayor et al., 2005).

2.6.5 Legislacion y normatividad de los probioticos

Se ha dado un progreso significativo en la legislacién para la evaluacion de la seguridad de los

probidticos en Europa, Estados Unidos y Canadd, sin embargo, no existe un estandar internacional.
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En Estados Unidos, los microorganismos utilizados para el consumo humano deben tener el estatus
GRAS, el cual es regulado por la FDA en Europa la European Food Safety Authority EFSA cuenta con
el concepto Qualified Presumption of Safety QPS, este provee un sistema de evaluacién genérico
que puede ser aplicado a las solicitudes de evaluacién de seguridad de los microorganismos (Gaggia

et al., 2010).

En México no existe una norma especifica para probidticos, por lo que las empresas que generan
estos productos se tienen que basar en lineamientos internacionales y en las Normas Oficiales
Mexicanas NOM que mas se apegan a los requerimientos de calidad, inocuidad y correcta
presentaciéon de la informacién de los productos. Entre ellos la NOM-243-SSA1-2010 de productos
y servicios; leche, férmula lactea, producto lacteo combinado y derivados lacteos; disposiciones y
especificaciones sanitarias; métodos de prueba; la NOM 051-SCFI/SSA1-2010, de especificaciones
generales de etiquetado para alimentos y bebidas no alcohdlicas preenvasados-Informacién
comercial y sanitaria (Yakult, 2015). Por otro lado, algunos trabajos sobre bebidas con potencial
probidtico se han basado en la NOM-181-SCFI-2010 de yogurt-denominacién, especificaciones
fisicoquimicas y microbioldgicas, informacién comercial y métodos de prueba (Veldzquez-Lépez

et al., 2018).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 ELABORACION Y DESCRIPCION DE LOS PREPARADOS MM.

3.1.1 Colecta de mantillo forestal

Se seleccionaron cuatro sitios (1 a 4) dentro de la ANP Sierra Fria, en el municipio de San José de
Gracia, Aguascalientes, México (Figuras 4 y 5). Se eligieron dos rangos de altitudes distintas en las
qgue predominaran las especies Q. sideroxyla y Q. potosina. Los sitios de colecta de Q. sideroxyla se
realizaron en el terreno ejidal Monte Grande, al norte de la ANP, (Figura 6) y de Q. potosina en la

zona Las Mesas en dos predios privados (Figura 7).

Adicionalmente, se utilizé un preparado MMS previamente procesado en septiembre de 2015, el
cual se usé como referencia puesto que no fue realizado bajo los mismos estandares de este trabajo
de investigacién. El mantillo forestal de este sitio (5), correspondiente a Q. potosina, fue colectado
en el drea de conservacién Arroyo Seco, el cual pertenece al Centro de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Auténoma de Aguascalientes, y se encuentra a 3km de los limites del poligono de la

ANP.

La recoleccion del mantillo forestal de los sitios seleccionados se realizé en el mes de octubre de
2019, posterior a la caida de la hojarasca para Q. potosina (especie caducifolia) y al final del periodo

de lluvias (Pérez-Sudrez et al., 2009; INEGI, 1994).

Se ubicaron los sitios con mayor densidad y acumulaciéon de mantillo para cada especie de Quercus.
Para la recoleccion se descarté la capa mas superficial del mantillo compuesta por hojas sin indicios
de descomposicidn y se colectd material vegetal hasta antes del suelo visible. Si la profundidad del
mantillo era poca, el punto de recoleccidn fue extendido gradualmente de forma radial. Las colectas
fueron de aproximadamente 1.5 kg de material vegetal, estas se tomaron manualmente y se
depositaron en bolsas plasticas previamente etiquetadas. Los sitios fueron geoposicionados con GPS

y las muestras colectadas se transportaron en una mochila a temperatura ambiente.
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Figura 4 Area que conforma la ANP Sierra Fria 'y Figura 5 Detalle del geoposicionamiento de los
ubicacion de los sitios de colecta. sitios de colecta dentro del ANP.

Figura 6 Sitio de colecta 1, Q. sideroxyla. Figura 7 Sitio de colecta 4, Q. potosina.
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3.1.2 Reproduccion de MM

Para el método de reproduccidn de MM se tomaron en cuenta los trabajos de Restrepo y Hensel,
(2007), Suchini, (2012), Castro Barquero et al., (2015), Paniagua, (2014) y Simdn, (2016), sintetizados

en la Tabla 1, a los cuales se aplicaron algunos ajustes.

3.1.2.1 Reproducciéon de MM en fase sélida o MMS

La reproducciéon MMS se realizé en el Laboratorio de Semillas y Recursos Fitogenéticos del Centro
de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Auténoma de Aguascalientes. Las muestras de los sitios
1y 2 se procesaron para iniciar la reproduccién al dia siguiente de su colecta, mientras tanto se
mantuvieron en el laboratorio a temperatura ambiente. Las muestras de los sitios 3 y 4 se

procesaron el mismo dia de su recoleccién.

El preparado original de MMS del sitio 5, elaborado en septiembre de 2015 se encontraba
almacenado en un recipiente plastico de 120 litros con tapa hermética. Estaba compuesto por una
relacidn de salvado y mantillo forestal de 2:1, a diferencia de las preparaciones nuevas cuya relacién
fue de 1:1. Fue preparado con melazay agua de lluvia, mezclado al aire libre sobre una lona plastica,

con ayuda de herramientas de jardineria, de manera completamente artesanal.

El procesamiento de muestras consistid en diluir por hervor 250 gr de piloncillo en 500 ml de agua
purificada, se eliminaron las impurezas mayores a 1 mm con una coladera plastica y se dejo enfriar
a 26 °C en un vaso de precipitado cubierto con papel aluminio. Posterior a ello, se vertieron 500 ml|
de la solucién en un recipiente plastico con 500 gr de salvado de trigo, se mezcld manualmente
hasta que se humedecié de forma homogénea, y por Ultimo se incorporaron y se mezclaron 500 gr
de mantillo forestal (Figura 8). La mezcla resultante se colocd en capas de alrededor de 2 cm de
grosor dentro de frascos de vidrio de un galdn con boca de cuatro pulgadas y tapa plastica con rosca.
Las capas se compactaron manualmente para desplazar la mayor cantidad de aire de la mezcla, se
taparon y se dejaron a temperatura ambiente por 30 dias (Figura 9). Para la preparacion y
manipulacion de cada uno de los preparados MM se utilizaron guantes de nuevos de nitrilo o latex.
Todos los recipientes fueron previamente lavados con agua y jabdn, y limpiados con alcohol

isopropilico al 90%, y enjuagados con agua purificada.
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Figura 8 Mantillo forestal y salvado humedecido

] R ” Figura 9 MMS al momento de su preparacion
con piloncillo previo a su mezcla.

3.1.2.2 Reproduccién de MM en fase liquida o microorganismos de montaiia activados (MMA)

Transcurridos al menos 30 dias de almacenamiento anaerébico de los MMS, se tomaron 100 gr del
producto y se colocaron dentro de bolsas de malla de poliéster, sujetadas con una liga de latex
(Figura 10). Las bolsas se depositaron en suspensién en frascos de vidrio de un galén con 475 ml de
solucidn de piloncillo y 525 ml de agua purificada. Se taparon los frascos y los MMS fueron
compactados nuevamente. Para la solucidn de piloncillo se diluyeron 250 gr en 350 ml de agua
purificada. Al concluir el hervor se eliminaron las impurezas mayores a 1 mm con una coladera
plastica y se dejé enfriar a 26 °C en un vaso de precipitado cubierto con papel aluminio. La tapa de
cada frasco de vidrio fue adaptada con una trampa de aire para expulsar los gases producto de la
fermentacidn sin permitir la entrada de oxigeno. Para esto se realizaron perforaciones de % pulgada
y se ajustaron empaques de silicon de grado alimenticio de 12 mm (Figura 11). Para el sitio 5 se
tomd una muestra de MMS en aproximadamente una pulgada de profundidad por debajo de la
superficie, donde presentd coloracién, humedad y otras caracteristicas similares a cuando se

prepard en 2015.
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Figura 10 Detalle de la bolsa de poliéster con los Figura 11 MMA al momento de su preparacion
MMS.

3.1.2.3 Lecturas de pH de los preparados MM

Se realizaron lecturas semanales de pH de los MMA con al menos una semana de preparacion. Las
lecturas se realizaron por triplicado con un potenciometro OAKTON® 510. Ademads, se midié el pH
de los MMS con al menos 30 dias de almacenamiento y del preparado con 5 afios de
almacenamiento. Para ello se utilizé el método para la determinacion del pH en ensilaje de (Rico-
Oliveros, 2002). Se tomaron 5 gr de MMS, y se dejaron secar por 24 horas a temperatura ambiente
extendidos sobre charolas plasticas; por ultimo, las muestras secas fueron colocadas en frascos con

25 ml de agua destilada y mantenidas en agitacién durante 20 minutos.

3.2 IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS CON POTENCIAL PROBIOTICO

3.2.1 Identificacién tradicional

3.2.1.1 Cultivo en medios nutritivos, selectivos y diferenciales

Se tomaron muestras de los productos MMA de cada uno de los sitios con al menos una semana de
preparacion para lo cual se usaron pipetas seroldgicas estériles. Las muestras se colocaron en tubos

Falcon estériles, y se mantuvieron en refrigeraciéon hasta el momento de su cultivo siguiendo las
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especificaciones de la NOM-109-SSA1-1994 para la toma, manejo y transporte de muestras de

alimentos para su analisis.

Para el cultivo y desarrollo de BAL se us6 agar MRS. Para mesofilicos aerobios se usé agar soya,
tripticaseina AST. Para levaduras se empled AST suplementado con 10 mg de estreptomicina y
10,000 unidades de penicilina en NaCl al 0.9%. Para enterobacterias se utilizé6 agar MacConkey y

para estafilococos se usé Sal y Manitol.

Se trabajaron diluciones seriadas 5x10°, 1x10* y 50x10° para MRS y AST, y 1x10° para McConkey y
Sal y Manitol. Como diluyente, se utilizd agua peptonada al 0.1%. Se sembraron por triplicado
alicuotas de 100 ul mediante dispersién en placa con una varilla de vidrio acodada para incubarse a

37°C durante 48 h.

3.2.1.2 Conteo y descripcion de colonias

Después de 48 horas de incubacidn, se realizo el conteo de UFC/ml y se describieron las colonias
con macromorfologia diferente y se elaboraron frotis, tincion simple de las colonias desarrolladas

en AST suplementado con antibidtico, y tincion de Gram para MRS, McConkey y Sal y Manitol.

Las tinciones se observaron al microscopio y se describié su morfologia celular. Para las levaduras
se usaron las clasificaciones descritas por Yarrow, (1998) y Kirk et al., (2008). Una vez descritas, las
colonias de bacterias Gram positivas y las levaduras se aislaron en tubos de ensaye con caldo ASTy

MRS, se incubaron a 37°C durante 48 horas y se mantuvieron en refrigeracion a 4°C + 2°C.

3.2.1.3 Tincidn de esporas y prueba de catalasa para identificacion de BAL

A las colonias aisladas en caldo MRS, identificadas como bacterias Gram positivas, se les llevé a cabo
la tincidén de Schaeffer Fulton para la tincion especifica de espora bacteriana, realizada con cinco
minutos de coloracién a emision de vapores con verde malaquita y contratincion con safranina. Para

la prueba de catalasa se vaciaron en cavidades de microplaca 30 ul de cultivo bacteriano
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previamente agitado, en 100 ul de peréxido de hidrégeno al 3%. La prueba es positiva si reacciona

con presencia de burbujas. Como control positivo se utilizd S. aureus.

3.2.1.4 Conservacion de aislados

Una vez realizada la descripcidn de la morfologia colonial y celular de las levaduras y BAL, asi como
las tinciones y prueba de catalasa de las BAL, se conservaron mediante siembra por picadura en
tubos de ensayo con PDA para las levaduras y agar MRS para las BAL. Las muestras de aislados
fueron incubadas a 37°C durante al menos 24 horas y posteriormente almacenadas en refrigeracion

a4°C+2°C.

3.2.2 Identificacion molecular

Para identificacion de aislados de BAL y levaduras pertenecientes a los géneros Lactobacillus y
Saccharomyces, se aplico la técnica PCR basada en el protocolo reportado por Dubernet et al.,
(2002) el cual consiste en la amplificacién de la Secuencia Intergénica Ribosomal (ITS) 165/23S de
Lactobacillus. Para Saccharomyces se usé el método descrito por Sharpe etal., (2014), el cual
identifica el gen HSP30 (YCR021C). Como controles positivos se aislaron Lactobacillus rhamnosus GG
a partir del probidtico comercial Vivere®; Saccharomyces cerevisiae de levadura para panificacion,
y S. boulardii del probidtico comercial Flos-Pro®, el cual se usé para evaluaciones del potencial
probiético. Como control negativo se empleé un aislado de Escherichia coli, donado por el

Departamento de Microbiologia de la UAA.

3.2.2.1 Extraccion de ADN

Para la extraccién de ADN, los aislados de los MMA de los cinco sitios y los controles positivos fueron
cultivados en caldo ICC durante 24 horas a 37°C. Se centrifugaron 1.5 ml de los cultivos a 10,000
rpm durante 1 minuto. El sobrenadante se descartd y las células se lavaron con PBS (pH 7.2), a las

que se les aifadieron 500 pl de Buffer de lisis (Tris HCI, EDTA 0.5 M, SDS 0.5%, agua destilada) y 20
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ul de proteinasa K (20 pg/ ul), incubados a 60°C por 24 horas. Algunos aislados fueron sonicados
hasta 5 ciclos de 10 segundos con 3 ml de Buffer de lisis para facilitar la extraccién de ADN. De las
muestras sonicadas se tomd un volumen de 500 pl. A los aislados digeridos se les agregaron 500 ul
de fenol, luego mezclados por inmersidn 30 segundos, se centrifugaron a 14,000 rpm por 15
minutos, se extrajo el sobrenadante, el cual se colocé en un tubo limpio y se afadié 500 ul de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1, Sigma), luego mezcladas por inmersién 30 segundos para luego
centrifugarse a 14,000 rpm por 15 minutos, el sobrenadante se transfirid a tubos limpios. Para
precipitar el ADN se agregaron 500 pl de isopropanol (Sigma), se agité manualmente 30 veces y fue
incubado 10 minutos a temperatura ambiente, para posteriormente centrifugarse a 14,000 rpm por
10 minutos. El sobrenadante se decantd y se agregd 1 ml de etanol frio al 70% (Sigma) para lavar la
pastilla, luego centrifugado a 14,000 rpm por 5 minutos, decantado y secado a temperatura
ambiente. Una vez secos, se les afiadieron 30 pl de agua inyectable estéril y el ADN fue resuspendido

por 2 horas a 60°C. Finalmente las muestras se conservaron en refrigeracién a -20°C hasta su uso.

Para determinar la pureza y concentracion de los ADN extraidos, se empled un espectrofotémetro
Jenway 73005, las lecturas se realizaron por duplicado a 260 y 280 nm. Las muestras se revisaron en
un gel de agarosa al 1.2% revelado con bromuro de etidio y visualizado en un transiluminador Bio

Rad".

3.2.2.2 Reaccion de PCR

Para la identificacion genérica de Lactobacillius se realizé un analisis de PCR con los iniciadores R16-
1 5P-CTTGTA CAC ACC GCC CGT CA-3P, LbLMA1-rev 5P-CTC AAA ACT AAA CAAAGT TTC-3P, con los
gue se obtiene un producto de amplificaciéon de 250 pb (Dubernet et al., 2002). Para la tipificacién
por PCR del género Saccharomyces se usaron los primers YCR021C F1
GGTGGTAACCGTATACAGCCAGATGG y YCR021C R1 GCAGTCTCTCCAGATGCTCTTGGGC para una
amplificacion de 236 pb (Sharpe et al., 2014). El volumen final de reaccién fue de 10 pl. Los reactivos
y cantidades utilizados para cada reaccién se muestran en las Tablas 3 y 4. Se empled un
termociclador Techne® programado de la siguiente manera: 40 ciclos de 1 minuto a 95°C, 40

segundos a 60° y 1 minuto a 72°C.
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Tabla 3. Reactivos y cantidades utilizadas para la reaccién de PCR en bacterias.

Reactivos 1X pl
PCR Master Mix 2x (Invitrogen®) 5
ADN 1
R16-1 (20 pmol/ul) 1.5
LbLMA1-rev (20 pmol/ul) 0.5
H,0 desionizada 2
Volumen total 10

Tabla 4. Reactivos y cantidades utilizadas para la reaccion de PCR en levaduras.

Reactivos 1X pl
PCR Master Mix 2x (Invitrogen®) 5
ADN 1
YCR021C F1 (20 pmol/ul) 0.5
YCR021C R1 (20 pmol/ul) 0.5
H.0 desionizada 3
Volumen total 10

Electrofdresis de ADN

Los productos se visualizaron en gel de agarosa al 2.5% (p/v) en TBE 1X (Trizma Base, Acido bérico,
EDTA 0.5 M pH 8) teiiido con bromuro de etidio. La electrofdresis fue realizada a 100 volts, luego
observados en el transiluminador Bio Rad®. Como marcador de peso molecular se empled Ladder

Invitrogen® de 100 bp.

3.3 EVALUACION DE LAS PROPIEDADES PROBIOTICAS DE LOS MM

Se evalud el potencial probidtico de los aislados de BAL y levaduras de los preparados MMA de los
cinco sitios mediante su tolerancia a pH 4cido y sales biliares. Los controles positivos fueron
Lactobacillus rhamnosus GG aislado a partir del probidtico comercial Vivere® y Saccharomyces
boulardii del probidtico comercial Flos-Pro®. El método de las evaluaciones se adapté del trabajo de

Bao et al., (2010).
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3.3.1 Tolerancia a pH dcido

Se prepard caldo MRS pH 6.5 para las BAL e Infusion cerebro corazén (ICC) pH 7.3 para levaduras, y
se ajusté el pH a 2 y 4. Se vaciaron 4 ml en tubos de ensayo de 10 ml de capacidad y se les afiadieron
100 ul de indculo de cada aislado, previamente refrescado en MRS o ICC a 37°C 24 horas. Para cada
aislado se usé medio sin acidificar como control. Se agitaron en vortex e incubaron a 37° C por 24
horas. Para medir el desarrollo celular se tomd 1 ml de cultivo agitado en vortex, colocado en 3 ml
de PBS pH 7.32. El crecimiento fue cuantificado por medicién de la absorbancia (DO) a 600 nm en

espectrofotdmetro Jenway® 7305 con lecturas por triplicado.

3.3.2 Tolerancia a sales biliares

En tubos de ensayo con 4 ml de caldo MRS e ICC adicionados con sales biliares (Sigma B8756) 0.3%
p/v ajustado a pH 7.0, se afiadieron 100 pl de indculo de los aislados refrescados en caldo MRS o
ICC a37°C 24 horas y fueron incubados en las mismas condiciones. Como control para cada aislado
se usé medio sin modificar. Se agitaron en vortex para colocarse 1 ml en 3 ml de PBS pH 7.32. El

crecimiento se midié por DOego, con lecturas por triplicado.

3.3.3 Porcentaje de resistencia a pH dcido y Sales biliares

El porcentaje de resistencia de los aislados ante pH acido y sales biliares se calculé con la siguiente
ecuacion adaptada de (Bao et al., 2010). Donde N; representa la lectura de absorbancia a 600 nm
después de su evaluacién y No la lectura de absorbancia en el pH sin modificar, en los medios MRS
(pH 6.5) e ICC (pH 7.3).

DOggo Ny * 100

%R pH =
#oR p DOgoo No
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3.3.4 Andlisis estadistico

Se elaboré una base de datos con los porcentajes de resistencia de las evaluaciones de tolerancia
de pH y sales biliares de los aislados. Para el andlisis de los datos se utilizé el programa STATISTICA.
Se realizé un analisis ANOVA de una sola via (p<0.05) entre los tratamientos y el control y una

comparacién de medias mediante las pruebas de Tukey y Dunnett.

3.4 Recomendaciones para la preparacion de los MM

Se realizé una revisidn de guias técnicas y manuales sobre la reproduccién artesanal de MM. Fueron
identificados elementos prioritarios considerados faltantes o que se deberian de abordar con mayor
énfasis, a fin de asegurar una mejor calidad en los preparados. Ademas, se consideraron los
resultados de la descripcidn de los productos, el comportamiento del pH, el andlisis microbioldgico,
la caracterizacidn e identificacion de las BAL y levaduras aisladas y la evaluacién de sus propiedades
probidticas. A partir de esta revisién se elabord una propuesta de guia técnica como recurso
informativo para productoras y productores agropecuarios que ya conozcan las técnicas de

reproduccion MM.

4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 ELABORACION Y DESCRIPCION DE LOS PREPARADOS MM.

4.1.1 Caracteristicas de los sitos de recoleccion de mantillo forestal

En la Tabla 5 se muestran los datos de geoposicionamiento, altitud y fecha de colecta del mantillo
forestal en cada uno de los sitios. En las zonas con predominancia de Q. sideroxyla, especie de mayor
porte, hojas de menor tamafio, de poca senescencia y ubicada a mayor altitud en el ANP Sierra Fria,
se encontrd un mantillo forestal con espesor de 2 cm, con poca diferencia entre el material nuevo

depositado en la superficie y el descompuesto o en proceso de descomposicién bajo la superficie
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del suelo (Figura 12), por lo que el mantillo recolectado llevaba algo de suelo impregnado por estar
en contacto directo. Los sitios con Q. potosina, especie de mayor presencia y distribucion dentro del
ANP, de menor porte, hojas de mayor tamafio y mayor senescencia presentaron espesores de
mantillo mayores a 5 cm y una clara diferenciacién entre el material nuevo, material en proceso de

descomposicidon y material completamente degradado (Figura 13).

Tabla 5 Geoposicionamiento, altitud y fecha de colecta de mantillo forestal de los cinco sitios en el ANP

Sierra Fria.

o epede N e manm ol
1 Q. sideroxyla  22°14.699  102° 38.433 2830 01/10/19
2 Q. sideroxyla  22°16.229  102°37.001 2890 01/10/19
3 Q. potosina 22°10.364  102° 35.672 2611 22/10/19
4 Q. potosina 22°10.390 102°35.186 2585 29/10/19
5 Q. potosina 21°57.972  102°22.930 1970 05/09/15

Figura 12 Detalle del mantillo forestal de Q. Figura 13 Detalle de mantillo forestal de Q.
sideroxyla. potosina.

4.1.2 Reproduccion en fase sélida MMS

4.1.2.1 MMS de los sitios 1,2,3y4

Dos dias después de iniciado el proceso de reproduccién MMS en las muestras de los sitios 1,2, 3y

4 se observd un abultamiento en las tapas plasticas de los frascos de vidrio, sefialando la generacion
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y presencia de gases derivados del proceso de fermentacidon. Cada semana se revisaron los frascos
para liberar la concentraciéon de gases, en cada ocasion se desenroscaron ligeramente las tapas
hasta que dejaron de mostrar abultamiento por presion. La presidon por concentracidon de gases
disminuyd notablemente después de dos meses de almacenamiento y posterior a los dos meses

disminuyd gradualmente hasta parar.

Al abrirse por completo a los 30 dias de iniciado el proceso, los MMS de los cuatro sitios presentaron
un olor fermentado dulce, afrutado agradable e intenso y con aroma a alcohol. El color del salvado
se volvié ambar por la solucidn de piloncillo. No se observaron cambios en la composicion de los

materiales originales, ni desarrollo de micelio u otro tipo de macromorfologia microbiana (Figura

14).

Figura 14 MMS de las muestras 1 a 4.

4.1.2.2 MMS Sitio 5

A cuatro afios de la elaboracion de los MMS del sitio 5, este presentd un olor afrutado muy fuerte,
avinagrado y con una coloracién muy obscura debido a la melaza (Figura 15). La exposicion al
ambiente en distintas ocasiones al abrir y cerrar el contenedor a lo largo del tiempo, comenzé a

presentar desarrollo micelial de distinta macromorfologia (Figura 16).
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Figura 15 Detalle de los MMS del sitio 5 utilizados Figura 16 Interior del recipiente que contenia los
para su reproduccion MMA. MMS del sitio 5.

4.1.2.3 pH de los MMS

En la Tabla 6 se muestran los promedios de las lecturas de pH de los MMS de los cinco sitios a
distintos dias de almacenamiento. Todos los valores resultaron similares pese a las diferencias del
origen del mantillo forestal y tiempo de almacenamiento. El sitio 5 también presento un pH similar
a los nuevos preparados MMS, a pesar de sus diferencias en tiempo de almacenamiento,
ingredientes, proporciones y forma de elaboracion. El pH de los cinco productos coincide con los

valores promedio esperados en un ensilado de calidad segun J. Lopez y Wernli, (1984).

Tabla 6 Promedio de las lecturas de pH de los MMS de los sitios y tiempo de almacenamiento.

Sitio Especie pH almalc);:::ento
1 Q. sideroxyla 4.44 61
2 Q. sideroxyla 4.43 61
3 Q. potosina 4.68 41
4 Q. potosina 4.52 34
5 Q. potosina 4.56 Desde 2015
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4.1.3 Reproduccion en fase liquida MMA

Después de una hora de su elaboracion, se observé la generacién de gases en las trampas de aire
adaptadas a las tapas plasticas de los frascos de vidrio. Con el paso de las semanas la actividad de
las trampas se vio notoriamente disminuida y las bolsas que contenian los MMS perdieron flotacidn.
Las soluciones MMA de los sitios 1, 2, 3 y 4 exhibieron cambios en su color con el paso de los dias,
desde un tono ambar caramelo intenso y turbio hacia ambar transparente (Figura 17 y 18). Su olor
era fuerte a fermento frutal agradable y ligeramente alcohdlico, similar al pulque, lo cual coincidid
con los indicadores que menciona Suchini, (2012) para los productos MM de buena calidad. El sitio
5 con una semana de activacidn, mostrd un liquido dmbar muy obscuro, con un olor fermentado

intenso y dulce caracteristico de la melaza.

Figura 17 MMA de los sitios 1 y 2 con una semana Figura 18 MMA de los sitios 1y 2 con dos
de activacion. semanas de activacion

45



En la Figura 19 se observan los preparados MMA de los cinco sitios con distintas fechas de activacion,
alineados del 1 al 5 de derecha a izquierda. Los MMA de los sitios 1 y 2 elaborados el mismo dia y
con un mes de activacidn, 3 y 5 preparados el mismo dia y con una semana de activacién y el sitio 4
con tres dias de activacion. En algunos de los preparados MMA se formd una capa superficial muy
delgada y blanquecina sobre la suspensidn, esto se presentd principalmente en el sitio 5 (Figura 20)
lo cual se considerd parte del proceso de fermentacion. Esta caracteristica se aceptd para el analisis
microbioldgico. Sin embargo, preparados MMA de los sitios 4 y 5 en una ocasidn mostraron micelio
blanquecino en la superficie de la solucién, por lo que fueron descartados y se prepararon

nuevamente (Figura 21).

Figura 20 MMA del sitio 5 con una semana de Figura 21 MMA del sitio 5 con formacién de
activacion. micelio.
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4.1.3.1 pH de los MMA

En la Tabla 7 y la Figura 22 se presenta el promedio de lecturas semanales del pH de los preparados
MMA de los cinco sitios. Todos los productos mantuvieron su pH debajo de 4 con valores entre 3.3
y 3.96. Lo cual indica una considerable estabilidad pese a las diferencias de origen del mantillo
forestal y su consecuente carga microbiana, el tiempo de almacenamiento de su fase sélida MMS al

momento de prepararse y en el caso del sitio 5, los insumos y condiciones de elaboracion.

Tabla 7 Promedio de lecturas semanales de pH de los MMA.

Sitio Especie 1 2 3 4 5 6 7 8

1 Q. sideroxyla - - 3.67 3.71 379 3.80 3.78 3.80

Q. sideroxyla - - 3.86 3.90 394 396 3.90 3.87

Q. potosina  3.68 3.59 3.62 3.62 3.59 3.53 349 349

2
3
4 Q. potosina  3.78 3.82 3.80 3.74 3.72 3.69 3.69 3.67
5 Q. potosina  3.70 3.57 3.52 3.51 343 339 3.35 3.38

4
3.9
3.8 -
37 ¢ >4 : e=@==Sijtio 1
%_ 3.6 Sitio 2
3.5 =@ Sitio 3
3.4
3.3 =@ Sitio 4
3.2 —8—5itio 5
1 2 3 4 5 6 7 8
Semanas

Figura 22 Comportamiento del pH de los MMA de todos los sitios durante 8 semanas.

Por sus caracteristicas, los preparados MMA se pueden considerar semejantes a los alimentos
liquidos fermentados para ganado. Los cuales consisten en una mezcla de subproductos alimenticios
liqguidos y materiales convencionales secos para alimentacién animal o de forraje sin procesar

mezclado con agua, fermentados con el fin de mejorar la calidad del alimento y con este la salud y
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productividad de los animales (Missotten et al., 2015). Se menciona que un pH menor a 4.5 en los
alimentos liquidos fermentados es una de sus caracteristicas deseadas. Dicho pH se alcanza y se

mantiene en su fase estable y final para su aprovechamiento (Van Winsen et al., 2001).

4.2 IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS CON POTENCIAL PROBIOTICO

4.2.1 Identificacion tradicional

4.2.2 Diversidad microbioldgica de todos los sitios

Los promedios de los conteos UFC/ml de los MMA de los cinco sitios cultivados en los medios
nutritivos, selectivos y diferenciales se muestran en la Tabla 8. En los conteos de mesdfilos aerobios
todos los sitios presentaron valores de siete unidades logaritmicas. El conteo de BAL muestra valores
potenciales debido a que no se suplementé el medio MRS para la exclusién de organismos
eucariotas. El sitio 3 fue el que mostré un mayor valor, con nueve unidades logaritmicas, las
esperadas para un alimento liquido fermentado de calidad (Van Winsen et al., 2001). Los otros sitios

presentaron valores de ocho unidades logaritmicas.

En el conteo de levaduras, el sitio 3 presentd la mayor cantidad con siete unidades logaritmicas,
seguido del sitio 2 con seis unidades, el 1 y 4 con cinco unidades y el sitio 5 que no presenté
desarrollo. Los conteos de los sitios 1 a 4 coinciden con las UFC de levaduras encontradas en los
alimentos liquidos fermentados para ganado, los cuales presentan de cinco a siete unidades
logaritmicas desde la transicion de su fase estable hasta el momento de su aprovechamiento (Geary

et al., 1999; Missotten et al., 2010).

No se presentd desarrollo de potenciales enterobacterias en los sitios 1, 2, 3 y 5. Estas bacterias se
encuentran en el tracto digestivo humano y animal sin causar dafio, aunque pueden ser oportunistas
o patdgenas, las cuales producen una gran variedad de enfermedades en los humanos (Linton y
Hinton, 1988; Pérez Guerrero et al., 2014). Por lo que no son deseables en los procesos de ensilaje
(Pahlow et al., 2003) ni en los alimentos liquidos fermentados (Brooks, 2008; Missotten et al., 2010).
En el sitio 4, donde si se dio la presencia de potenciales enterobacterias, dos colonias fueron

bacterias Gram negativas y dos levaduras. La ausencia de potenciales enterobacterias en la mayoria
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de los preparados MM coincide con Muck, (2010), quien menciona que las enterobacterias, ademas
de ser las principales competidoras de las BAL en ambientes anaerdbicos de los silos, son inhibidas
en un pH entre 4.5 y 5. De igual manera Missotten etal., (2015) describen como los
enteropatdgenos son inhibidos en los alimentos liquidos fermentados de calidad. Finalmente,
ningun preparado MMA presentd desarrollo de potenciales estafilococos, los cuales son
considerados entre las bacterias de importancia médica por su presencia en diversas patologias

(Pasachova Garzon et al., 2019).

Tabla 8. Unidades formadoras de colonias por ml de los productos MMA de los cinco sitios en medios
nutritivos, selectivos y diferenciales.

Sitio Mesoéfilos  Potenciales Levaduras Potenciales Potenciales
aerobios BAL enterobacterias  estafilococos
1 Q. sideroxyla  25.19x10’ 6.63x10® 8.2x10° 0 0
2 Q. sideroxyla  25.75 x 107 3.27x10% 1.12x10° 0 0
3 Q. potosina  22.81x10° 3.39x10° 4.63 x 10’ 0 0
4 Q. potosina 13.05 x 10’ 1.99 x 108 2.5x10° 1.0 x 10° 0
32.44 x 107 1.28 x 108 Sin 0 0

5 Q. potosina
desarrollo

4.2.3 Aislados identificados como bacterias dcido Ildcticas BAL y levaduras

Se asilaron un total de 16 bacterias y ocho levaduras de los preparados MMA de los cinco sitos. Sus
caracteristicas macro y micro morfolégicas se muestran en la Tabla 9. Las bacterias se identificaron
como bacterias acido lacticas (BAL) al ser Gram positivas, catalasa negativas, no formadoras de
esporas. En la Tabla 10 se presentan fotografias de algunos aislados visualizados en el microscopio
a 100x. De la totalidad de aislados, se realizé la identificacion molecular y la evaluacién del potencial
probidtico de 10 BAL y cinco levaduras, ya que estas fueron las que resistieron su manipulacion y
refrigeraciéon constante al momento de refrescarse para su analisis, ademas de los controles
positivos Lactobacillus rhamnosus GG y Saccharomyces boulardii obtenidos de probidticos

comerciales.
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Tabla 9 Caracteristicas macro y micromorfolégicas de BAL y levaduras aisladas de los MMA de

cinco sitios.
it Macromorfologia2
Sitio Clave? - Micromorfologia3
Tamaiio Forma Color
B1-1 P R Mb Beo
1 B2-1 P R Bn Coc
Coc
Q B3-1 P R Bo
sideroxyla 11-1 G | Bo Lev Sub Ovo Ge m
L2-1 Mg | Bo Lev Ova Ovo Ge m
L3-1 M | Bo Lev Ova Ovo Gem
B1-2 M R Mb Beo
, B2-2 P R Mb Beo
Bco
B3-2 P R Bn
Q
sideroxyla 11-2 Mg | Bo Lev Ova Ovo Ge m
12-2 G | Bo Lev Ova Ovo Ge m
L3-2 M | Bo Lev Ova Ovo Ge m
3 B1-3 P L Bn Bco
Q B2-3 G R Bn Bla
. B3-3 P R Bn Bco
potosina
L1-3 M R BI Lev Glb Sgl Ge m
4 B1-4 P R Mb Chbl
Q B2-4 Mp R Mb Coc
potosina
L1-4 G R BI Lev Glb Sgl Ge m
B1-5 G R Mb Bco
B2-5 M R Bl Bco
5 B3-5 P [r Bn Bco
Q. B4-5 P R Bl Bla
potosina B5-5 P L Tr Bla
B6-5 D R Tr Bco
B7-5 Mp R Bl Bla

1B: bacteria. L: levadura

2 Macromorfologia colonial.

Tamafio. D: diminuta (~0.5 mm). Mp: muy pequefia (~1 mm). P: pequefia (~2 mm). M: mediana (~3 mm). G: grande (~4
mm). Mg: muy grande (=5 mm).

Forma. R: redonda. L: ligeramente irregular. I: irregular

Color. Mb: muy blanca. Bl: blanca. Bn: blanquecina. Bo: blanquecina opaca. Tr: traslicida

3 Micromorfologia celular.

Bco: bacilo corto. Cbl: cocobacilo. Coc: coco. Bla: bacilo largo. Lev: levadura. Sub: subprolata. Ova: oval. Ovo: ovoide Glb:
globosa. Sgl: subglobosa. Gem: gemacion multilateral
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Tabla 10 BAL y Levaduras aisladas de los MMA de los cinco sitios, observadas en microscopio
Optico a 100x.

Sitio Aislado Fotografia Aislado Fotografia
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4.2.2 Identificacion molecular

4.2.2.1 Validacion de oligonucledtidos

Los primers utilizados para la identificacion molecular de Lactobacillus (LbLMAl-rev y R16-1)
mostraron bandas de alrededor de 250 pb con el aislado de Lactobacillus rhamnosus GG
Similarmente, los primers YCR021C F1, y YCR021C R1 utilizados para Saccharomyces generaron una
banda de alrededor de 236 pb con el aislado de Saccharomyces cerevisiae (Figura 23). Esta validacion
coincidié con el trabajo de Dubernet et al., (2002), en el que reportan que se logra una banda de
alrededor de 250 pb al utilizar los primers LbLMA1-rev y R16-1 para Lactobacillus. Y de acuerdo a
Sharpe et al., (2014), que al utilizar los primers YCR021C F1, y YCR021C R1 para Saccharomyces se

obtiene una banda de alrededor de 236 pb.

300 pb
200 pb

100 pb

Figura 23 Gel de validacién de oligonucleétidos. Pozo 1 marcador de peso molecular (DNA Ladder 100 bp
Invitrogen®). Pozo 2 S. cerevisiae de producto comercial para panificacion. Pozo 3 NTC (control negativo sin
ADN). Pozo 4 Lactobacillus rhamnosus GG del producto comercial Vivera®. Pozo 5 E. coli como control
negativo.

4.2.2.2 Identificacion de los aislados

De los 10 aislados de BAL analizados por PCR, cinco se identificaron como Lactobacillus sp., las cuales
presentaron un amplicon de alrededor de 250 pb, igual al generado para el control positivo L.

rhamnosus GG, (Figura 24 y 25). En su descripcién micromorfoldgica, estos aislados presentaron
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caracteristicas tipicas del género Lactobacillus, al ser bacilos largos, cortos y cocobacilos Gram

positivos. Los aislados no identificados como Lactobacillus corresponden a BAL de otros géneros, al

haberse confirmado previamente como Gram positivos, catalasa negativos, no formadores de

esporas. De los cinco aislados de levaduras analizados por PCR, ninguno se identific6 como

Saccharomyces (Figura 26). En la Tabla 11 se muestra un resumen de los resultados de la

identificacion molecular y en la Tabla 12 se presentan fotografias de los aislados identificados como

Lactobacillus observados en microscopio.

300 pb

200 pb

100 pb

Figura 24 Gel de identificacion del género
Lactobacillus (a). Pozo 1 marcador de peso
molecular (DNA Ladder 100 bp Invitrogen®). Pozos
2 a 6 aislados B3-1, B4-5, B1-4, B2-5, B1-2. Pozo 7
control Lactobacillus rhamnosus GG del producto
comercial Vivera®.

300 pb

200 pb

100 pb

300 pb

200 pb

100 pb

Figura 25 Gel de identificacion del género
Lactobacillus (b). Pozo 1 marcador de peso
molecular (DNA Ladder 100 bp Invitrogen®). Pozos
2 a 4 aislados B3-2, B2-3, B1-3. Pozo 5 control
Lactobacillus rhamnosus GG del producto
comercial Vivera®. Pozo 6: aislado B3-3. Pozo 7
NTC.

Figura 26 Gel de identificacién del género Saccharomyces. Pozo 1 Marcador de peso molecular (DNA Ladder
100 bp Invitrogen®). Pozo 2-6 aislados L3-2, L2-2, L2-1, L1-3, L3-1. Pozo 7 NTC. Pozo 8 control S. cerevisiae.
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Tabla 11 Identificacion de Lactobacillus y Saccharomyces aislados de MMA de cinco sitios mediante
tipificacion molecular. !

B3-1 BAL +
) 1 L2-1 Levadura -
Q. sideroxyla
L3-1 Levadura -
B3-2 BAL -
) 2 L2-2 Levadura -
Q. sideroxyla
L3-2 Levadura -
B1-3 BAL -
3 B2-3 BAL +
Q. potosina B3-3 BAL -
L1-3 Levadura L
4 B1-4 BAL +
Q. potosina B2-4 BAL L
B1-5 BAL
: i B2-5 BAL
Q. potosina
B4-5 BAL o

! Analisis de PCR realizado con primers genéricos para Lactobacillus y Saccharomyces indicados en metodologia.

Tabla 12 Aisilados identificados por PCR como Lactobacillus observados en microscopio a 100x.

Sitio Aislado Fotografia Sitio Aislado Fotografia
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Si bien las directrices internacionales indican la importancia de la caracterizacién de los probidticos
a nivel de cepa mediante las técnicas moleculares mas actuales, el uso de medios de cultivo
nutritivos, selectivos y diferenciales, las tinciones y las pruebas bioquimicas resultan de gran
relevancia para el estudio preliminar de los productos de elaboracion artesanal, que por sus
caracteristicas presentan microbiota con potencial probiético. Como ejemplo esta el trabajo de
Cueto etal., (2007) quienes replicaron las condiciones artesanales de un producto liquido
fermentado con el fin de describir el perfil microbiolégico mediante el conteo de BAL, meséfilos
aerobios, levaduras y enterobacterias. Ademas, este estudio lo continuaron con la evaluaciéon del
potencial probidtico de las BAL aisladas producto artesanal Cueto-Vigil et al., (2010). Por otro lado,
la combinacién de técnicas tradicionales de identificacion microbiolégica con técnicas moleculares
a nivel de género, ayuda a complementar los anadlisis que requieren la caracterizacién de
microorganismos de interés como Lactobacillus, como lo presentan Sossa et al., (2009) al utilizar
métodos de identificacidon convencional, bioquimica y molecular para describir las dinamicas de las

BAL y la presencia de Lactobacillus en un proceso de fermentacidn industrial.

4.3 EVALUACION DE LAS PROPIEDADES PROBIOTICAS DE LOS MM

4.3.1 Tolerancia a pH dcido y sales biliares

4.3.1.1 Bacterias dcido lacticas BAL

Los resultados de la respuesta de las BAL a pH y sales biliares se resumen en la Tabla 13 y en las

Figuras 27, 28 y 29. Los resultados se presentan como porcentaje de resistencia de las BAL de los
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cinco sitios a pH 2 y 4, asi como al 0.3% de sales biliares durante 24 horas. Los resultados incluyen

como control al aislado comercial de L. rhamnosus GG.

A pH 2, nueve de los diez aislados presentaron mayor porcentaje de resistencia que el control L.
rhamnosus GG (p<0.05), con valores entre 1.8% y 7.14%. A pH 4, con porcentajes de resistencia
entre 1.99% y 104.60%, siete aislados tuvieron mayor desarrollo que el control, sin embargo, solo
tres exhibieron diferencias significativas (p<0.05). En 0.3% de sales biliares, a excepcidn de uno, los
aislados mostraron mayor porcentaje de resistencia que el control, con valores de 20.12% a

146.63%, seis con diferencias significativas (p<0.05).

Tabla 13 Porcentaje de resistencia de las BAL aisladas de los preparados MMA cultivadas en pH 2,
4y 0.3% de sales biliares por 24 horas.

Porcentaje de
resistencia a 0.3% de
sales biliares

Porcentaje de Porcentaje de

Sitio Aislado resistenciaa pH 2 resistencia a pH 4

Control L. rhamnosus

GG LGG 1.05 d 49.63 a 15.79a c

1 Q. sideroxyla B3-1*  5.41 f 5.71 c 142.34" f

2 Q. sideroxyla B3-2 7.14" g 7.39 C 20.44 ab
B1-3 2.09" a 58.45 ab 21.60 ab

3 Q. potosina B2-3* 2.03" a 53.68 ab 20.12 a
B3-3 3.41" e 56.17 ab 39.13° de

4.Q. potosina B1-4* 1.80** a 1.99 o 51.58" * e
B2-4 413 b 104.60 e 146.63 f
B1-5* 4.23" b 74.36° d 76.35° g

5 Q. potosina B2-5* 445 b 63.41" b d 35.24" b d
B4-5 044 ¢ 55.71 ab 3.24 C

* Valores mavyores al control segun la prueba de Dunnett (p<0.05). Valores con diferentes letras en cada columna
difieren significativamente entre si (prueba de Tukey p<0.05).

* Aislados de BAL identificados por PCR como Lactobacillus.
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Figura 27 Porcentaje de resistencia de las BAL aisladas
de los productos MMA de los cinco sitios y el control L.
rhamnosus GG, cultivadas a pH 2 por 24 h (% de
resistencia calculado con base al crecimiento del mismo
aislado en medio MRS a pH 6.5). * Valores diferentes al
control (p<0.05) segln prueba de Dunnett. Valores
promedio * EE. (+) Aislados identificados por PCR como
Lactobacillus.
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Figura 28 Porcentaje de resistencia de las BAL aisladas
de los productos MMA de los cinco sitios y el control L.
rhamnosus GG, cultivadas a pH 4 por 24 h (% de
resistencia calculado con base al crecimiento del mismo
aislado en medio MRS a pH 6.5. * Valores diferentes al
control (p<0.05) segun prueba de Dunnett. Valores
promedio + EE. + Aislados identificados por PCR como
Lactobacillus.
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Figura 29 Porcentaje de resistencia de las BAL aisladas de los productos MMA de los cinco sitios y el control L. rhamnosus
GG, cultivadas a 0.3% de sales biliares por 24 h (% de resistencia calculado con base al crecimiento del mismo aislado en
medio MRS a pH 6.5). *Valores diferentes al control (p<0.05) segiin prueba de Dunnett. Valores promedio + EE. + Aislados
identificados por PCR como Lactobacillus.

La similitud de los porcentajes de resistencia a pH 2 entre varios aislados evaluados de distintos
géneros de BAL, se relaciona con lo presentado por Cueto-Vigil et al., (2010), sin embargo, estos
autores reportaron que en 0.3% de sales biliares hubo mayor efecto inhibitorio que en pH 2 tras dos
horas de incubacidn, contario a los resultados del presente trabajo, con valores considerablemente

menores a este pH, pero con 24 horas de incubacion.
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Los resultados de resistencia a pH 4 indican un mejor comportamiento tanto en los aislados como
en el control, respecto a las otras dos evaluaciones (pH 2 y 0.3% sales biliares), lo cual coincide con
el trabajo de Landa-Salgado et al., (2019), en el que se evaluaron bacterias acido lacticas, algunas
identificadas como Lactobacillus, y mostraron que tras 24 horas de cultivo a pH 4 los aislados

presentaron valores de resistencia superiores al 50%.

Todos los aislados fueron capaces de sobrevivir en presencia de sales biliares, y dos aislados (B3-1y
B2-4) tuvieron mayor desarrollo en el medio con 0.3% de sales biliares que en pH 6.5. Esta
resistencia generalizada de los aislados de BAL es similar a lo reportado por Ronddn et al., (2008),
estos autores mencionan que ciertas BAL son capaces de desconjugar las sales biliares, lo cual
explica su buen desarrollo bajo estas condiciones de estrés. Cueto-Vigil et al., (2010) también
reportaron porcentajes similares de supervivencia entre distintos aislados de BAL evaluados en 0.3%

de sales biliares.

De los cinco aislados identificados por PCR como Lactobacillus (B3-1, B2-3, B1-4, B1-5, B2-5), y a
excepcion de B3-1y B1-4 en pH 4, los aislados mostraron mejor comportamiento que el control bajo
pH 2, pH 4 y 0.3% de sales biliares (p<0.05). El aislado B3-1 presenté el segundo valor mas alto de
todos los aislados a pH 2 y 0.3% de sales biliares, ademds de mostrar un sobredesarrollo en sales
biliares respecto a su cultivo control en medio MRS a pH 6.5, aunque a pH 4 tuvo el segundo menor

valor de todos los aislados, precedido por B1-4 con el porcentaje mas bajo.

La considerable disminuciéon de la viabilidad del control L. rhamnosus GG, aislado de un producto
comercial y evaluado condiciones de estrés, coincide con el trabajo de (Succi, y otros, 2005) quienes
reportaron una diferencia de cinco unidades logaritmicas entre pH 2 y 3, tan solo a las dos horas de
incubacién. Sin embargo, se debe tener presente que cada cepa de Lactobacillus exhibe
comportamientos distintos al evaluarse su resistencia en pH acido y sales biliares, por lo que cuentan

con mayor o menor habilidad para sobrevivir al estrés a corto o largo plazo (Chou y Weimer, 1999).

En cuanto a la resistencia de aislados de Quercus a pH 2, los aislados de Q. sideroxyla mostraron mas
resistencia que los aislados de Q. potosina. Esta condicidn se invierte a pH 4, donde los aislados de
Q. potosina presentaron valores de resistencia considerablemente mas altos. Por otro lado, bajo
0.3% de sales biliares los porcentajes de resistencia de aislados varian entre las dos especies de

Quercus.
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4.3.1.2 Levaduras

La Tabla 14 y las Figuras 30, 31 y 32 muestran el porcentaje de resistencia de las levaduras
aisladas de los preparados MMA de tres sitios, asi como el aislado comercial control S. boulardii,

cultivadas a pH 2, 4 y 0.3% de sales biliares por 24 horas.

A pH 2, cuatro de los cinco aislados presentaron mayor porcentaje de resistencia que el control
(p<0.05), con valores entre 43.47%y 71.82%. A pH 4 el control presenté mayor desarrollo que todos
los aislados, aunque sin diferencias significativas (p>0.05). Cuatro aislados y el control, este con
158.95%, mostraron sobredesarrollo y superaron su propio crecimiento a pH 7.3. En 0.3% de sales
biliares el control no se desarrolld (0% resistencia), sin embargo, los aislados de MMA exhibieron

valores de resistencia entre 4.20% y 24.29%.

Tabla 14 Porcentaje de resistencia de las levaduras aisladas de los preparados MMA cultivadasapH 2,4y
0.3% de sales biliares por 24 horas.

Sitio Aislado Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de resistencia
resistenciaapH 2 resistenciaapH4 a0.3% de sales biliares
o | sb 1327 b 158.95 ¢ 00 b
boulardii
1Q. sideroxyla L2-1 46.99:a 112.67 a 21.21: a
L3-1 43.47 a 108.54 a 20.76" a
2 Q. sideroxyla L2-2 44.40:a 111.48 a 21.17: a
L3-2 71.82° ¢ 105.01 a 24.29" a
3 Q. potosina L1-3 10.07 b 5.88 b 420" b

* Valores diferentes al control, p<0.05 (prueba de Dunnett). Valores con diferentes letras en cada columna difieren

significativamente (prueba de Tukey p<0.05).
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Figura 30 Porcentaje de resistencia de las levaduras
aisladas de los productos MMA y el control S. boulardii,
cultivadas a pH 2 por 24 h (% de resistencia calculado
con base al crecimiento del mismo aislado en medio ICC
a pH 7.3). * Valores diferentes al control (p<0.05) segun
prueba de Dunnett. Valores promedio * EE.
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Figura 31 Porcentaje de resistencia de las levaduras
aisladas de los productos MMA y el control S. boulardii,
cultivadas a 0.3% de sales biliares por 24 h (% de
resistencia calculado con base al crecimiento del mismo
aislado en medio ICC a pH 7.3). * Valores diferentes al
control (p<0.05) segun prueba de Dunnett. Valores
promedio + EE.

180
160

-
140
120
100
8
6
4
2
0
Sb

Figura 32 Porcentaje de resistencia de las levaduras
aisladas de los productos MMA y el control S. boulardii,
cultivadas a pH 4 por 24 h (% de resistencia calculado
con base al crecimiento del mismo aislado en medio ICC
a pH 7.3). * Valores diferentes al control (p<0.05) segun
prueba de Dunnett. Valores promedio * EE.

o O O O

Porcentaje de resistencia

L2-1 131 L12-2 1L13-2 L13

Aislados

60



Los aislados de levaduras de los productos MMA presentaron un mejor comportamiento que las
BAL, con mayores porcentajes de resistencia a pH 2 y 4, asi como una considerable similitud de los
valores entre aislados, igualmente observada en las sales biliares. Aunque ninguno de los cinco
aislados de levaduras se identific6 como Saccharomyces, existen otros géneros de levaduras que
también son usados como probidticos en animales, como Candida pintolopesii, C. utilis y C. saitoana
(Liong, 2011). Por esto, los resultados obtenidos en la presente investigacidn se pueden relacionar
con el trabajo de Gavilanes-torres et al., (2018), donde levaduras presentadas como nuevas especies
mostraron mayor tolerancia que S. boulardii bajo pH acido y sales biliares. Similarmente, De Hoyos
et al.,, (2019) describen una cepa de levadura nativa, y la proponen para su aprovechamiento
probidtico al ser muy prometedora por su tolerancia in vitro a condiciones simuladas del tracto

gastrointestinal.

La alta sensibilidad de S. boulardii ante las sales biliares pero considerable resistencia a pH acido
observada en el presente estudio, coinciden con los resultados de Fietto et al., (2004), quienes
compararon un aislado de un producto comercial de S. boulardii contra S. cerevisiae. Sin embargo,
estos autores mostraron que la viabilidad de sus aislados disminuyo considerablemente en tan solo

60 minutos a pH 2.

Es importante considerar que la viabilidad de los probidticos puede verse afectada de manera
importante por la composicién de la matriz alimentaria que les rodea y que funciona como vehiculo
(Mattila-Sandholm et al., 2002), asi como los constituyentes no acidos de la secrecién gastrica, por
lo que su comportamiento pudiera ser mas favorable en condiciones fisioldgicas que en los ensayos
in vitro (Palacio Delgado, 2005). Por esto, se debe de considerar que, tanto los resultados de los
controles L. rhamnosus y S. boulardii, como los resultados con los aislados obtenidos de los
productos MM pudieran ser mas favorables al ingerirse junto con el excipiente, en el caso de los
probidticos comerciales, y en el caso de los aislados de los MM, con sus respectivos medios sdlido y

liguido que les sirven de sustrato y alimento.

El estrés celular de los probidticos comienza en el estdmago, con un pH que puede disminuir hasta
1.5. Después de pasar a través del estdmago, los probidticos entran al tracto intestinal superior,
donde es secretada bilis, la cual presenta concentraciones variables a lo largo del sistema. Luego de
transitar por este ambiente hostil, los microrganismos colonizan el epitelio del tracto intestinal
inferior. Asi, los organismos usados como probidticos deben de ser capaces de tolerar el ambiente

acido por al menos durante 90 minutos, incluyendo las sales biliares (Chou y Weimer, 1999).
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Durante la primera hora de digestidn, las sales biliares presentan concentraciones desde 1.5 hasta
2% (p/v), y luego disminuye a 0.3% (Bao et al., 2010). Esta habilidad de supervivencia a través del
tracto gastrointestinal superior se considera como el primer criterio en la seleccion de los

probidticos (Succi et al., 2005).

En este trabajo las BAL y levaduras aisladas de preparados MMA se evaluaron bajo condiciones de
pH acido vy sales biliares por 24 horas y mostraron un mejor comportamiento que los controles
aislados de productos comerciales ante la simulacidn de las condiciones de estrés del tracto
gastrointestinal, por lo que se puede inferir el potencial probidtico de las BAL y levaduras aisladas
de los productos MM bajo estudio. Los resultados también explican en cierta forma los beneficios
reportados sobre pardmetros productivos, reproductivos y gastrointestinales del ganado
suministrado con preparados MM, como lo proponen Montejo et al., (2017), Barreto Argilagos

et al., (2015) y Restrepo y Hensel, (2007).

Sin embargo, este es un primer acercamiento sobre las dindmicas de la microbiota de los preparados
MM, y sobre las relaciones entre la potencialidad probidtica y el origen del mantillo forestal usado
como inéculo. Por esto, resulta de gran relevancia continuar con mas evaluaciones y estudios sobre
el tema, a fin de comprender mejor los procesos microbioldgicos y bioquimicos que ocurren durante
las fases sdlida y liquida. Asimismo, resulta de gran relevancia confirmar la seguridad e inocuidad de
los MM y el potencial probidtico de las BAL y levaduras presentes en estos productos, a través de
ensayos y pruebas sobre su actividad antimicrobiana, resistencia a antibioticos, adhesidon de
patdgenos, estudios in vivo en modelos animales, asi como la identificacidon rigurosa de los grupos
microbianos presentes, segln las directrices internacionales para las declaraciones vy

aprovechamiento de los probidticos.

4.4 GUIA DE RECOMENDACIONES PARA LA PREPARACION DE LOS MM

La guia técnica sobre recomendaciones en la elaboracién de preparados MM se presenta en la
Figura 33. Esta guia no busca incentivar la elaboracion de los MM, mas bien pretende presentar una
serie de recomendaciones para productoras y productores que ya conozcan la técnica de
reproduccion de MM. La guia busca aportar a la mejora de los materiales ya existentes y a la

preparacion y uso responsable de los MM.
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Durante la revisién de materiales y reportes de organizaciones civiles e instituciones
gubernamentales sobre la reproduccién de MM, se detectd que hay poco énfasis en los procesos y
recomendaciones sobre el mantenimiento de la higiene y la calidad de los insumos y materiales para
su preparacion. Si bien se trata de una técnica artesanal con un fin principalmente agronémico, es
importante tomar en cuenta ciertas practicas que ayuden a disminuir problemas potenciales
relacionados con las contaminaciones de origen bidtico y abidtico durante los procesos de
reproduccion de microorganismos y fermentacidon en estado sdlido y liquido. Estas
recomendaciones son mas relevantes cuando los productos MM se elaboran para suplementar la
dieta del ganado. Existen similitudes entre los procesos de los productos MM, los procesos de
ensilaje y los alimentos liquidos fermentados para ganado. Por esta semejanza, en los MM se
pueden presentan errores en su manejo que pueden causar la presencia de bacterias y hongos
oportunistas y/o patégenos. Estos contaminantes afectan la calidad del producto, disminuyen el
desempeno de los animales y son una amenaza a la salud humana (Pahlow et al., 2003; Missotten
et al., 2010). Entre las practicas principales para mantener la calidad de los procesos de ensilaje
estdn el uso de ingredientes de calidad, el mantenimiento de la anaerobiosis con una adecuada
compactacién y sellado de los contenedores, asi como el evitar almacenamiento por largos periodos

de tiempo (Queiroz et al., 2018).

Si bien, las y los productores no pueden acceder facilmente a un laboratorio de microbiologia, o
incluso a tiras reactivas para medir el pH, si es posible obtener productos MM con buena calidad.
Para ello es importante poner atencion a ciertos procesos, a la calidad de los materiales utilizados y

apoyarse en practicas de verificaciéon sensorial durante todo el proceso.
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{USTED PREPARA
MICROORGANISMOS DE
MONTARA (MM)?

A continuacién, algunas
recomendaciones para evitar
problemas y tener productos de
la mejor calidad posible

Higiene

# Lavarse las manos con agua y
jabon antes de recolectar,
preparar y manejar los MM,

® Lavar con agua y jabon todas las
herramientas y recipientes
donde se transparten, preparen
y almacenen los MM.

» Usar recipientes que no hayan
contenido quimicos, basura u
otro elemento que pueda dafiar
los MM

» Tomar la hojarasca de un lugar
que esté lo mas alejado posible,
limpio, sin basura ni ganado

e

&,
&

Condicion de los materiales e
insumos

# Usar agua purificada, o de pozo,
sin clorar, para los todos los
preparados MM.

» Usar recipientes de plastico, que

sellen bien, sin orificios o grietas.

Mo uwsar recipientes, tapas o

conexiones de metal porgue se

corroen.

» Preparar los MM en recipientes

del tamafio que se necesite;

igual que un silo, entre menos
espacio de aire mejor.

Usar ingredientes gue no tengan

mucho tiempo guardados, estén

himedos o tengan hongos

(melaza, salvado, piloncillo).

[ 4
& ==,

Calidad de los preparados MM

Transportar la  hojarasca o
mantillo de bosgue en un
recipiente limpio, obscuro y a
temperatura ambiente.

Preparar los microcrganismos de
montafia solides (MMS) &l mismo
dia gue se recolecto la hojarasca o
mantillo de bosque.

Compactar y sellar bien los MMS
después de usarse.

Los MM deben de oler a fermento
dulce agradable, con un poco de
olor a alcohol, tener um color

como la melaza o piloncillo,
pudiendo ser mas o mencs
OSCUros.

No usar cualgquier preparado MM
si huele a podrido.

Dejar enfriar el pilencille diluido
en agua a temperatura ambiente
antes de incorporar los MMS.
Cuidar el sellado de los recipientes
¥ mantener con agua las trampas

o |
@ Q

= Mantener los recipientes con los
MM en wun lugar limpio v a la
sombra.

= Preparar los MM considerando la
cantidad a wtilizar, evitar preparar
de mas y almacenar por mucho
tiempao.

= Con el tiempo pueden crecer
hongos en los MMS, pero no es
normal en los MMA, =i crecen
hongos “wvellosos™ en la superficie
del liguido hay gue desecharlos y
volver a preparar.

Fuentes de consulta

® Guznay D, €. (2016} Guiz
agroecoldgica para uma  agriculturs
resiliente en la parte bajz de |z
subcuenta del rio Daule. Quito:
Agrdnomos y veterinarios sin fronteras
- AWSF.

* Restrepo Rivera, J. {2013). E| ABC de |z
agricultura organica, fosfitos y panes
de pizdra. Méridz: Uniprint.

* Simdn Zamorg, 1. 1. (2016). Manual de
microbidtica en la remineralizacion de

suglos  en manos  Campesinags.
Guadalzjara: Rapido-Print.
® Suchini, J. [2012). Innovadiones

agroecologicas para una produccion
agropecuzria sostenible en |z regidn
del Trifinic. Turrialba: CATIE.

1

UMIUCRSIOND SUTONOMS
D€ ACUSSCILENTES

CEPIrOBE En e

B OrCEUSES

Elabarado por: 1A Darie Franco
Contacto: #5# #88 84 8%

Figura 33 Guia con recomendaciones para la elaboracidn de productos MM dirigido a productoras y
productores agropecuarios.
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5. CONCLUSIONES

Los preparados MM de los cinco sitios presentaron estabilidad en el pH tanto en la fase sélida como
en la fase liquida. Por sus caracteristicas, los preparados MM se pueden relacionar con los procesos
de ensilaje, y al igual que en estos, el mantenimiento de anaerobiosis y pH acido son unos de los

factores mds importantes para asegurar la calidad y viabilidad del producto final.

La diversidad de la microbiota de los preparados MM de los cinco sitios fue semejante, con valores
similares en el conteo de mesofilos aerobios con siete unidades logaritmicas, potenciales bacterias
acido lacticas, cuyos valores oscilaron entre ocho y nueve unidades logaritmicas, y levaduras entre
cinco y siete unidades logaritmicas. Ademas de mostrar inhibicién de potenciales patégenos como
enterobacterias, las cuales no se desarrollaron en cuatro sitios y estafilococos que no se detectaron

en ningun sitio.

Se logré el aislamiento de 16 BAL y ocho levaduras; de estas, 10 BAL y cinco levaduras fueron
sometidas a evaluaciones de potencial probidtico mediante pruebas de resistencia a pH 2,4y 0.3%
de sales biliares. Todos los sitios produjeron aislados generalmente con mejor comportamiento, que
los controles Lactobacillus rhamnosus GG y Saccharomyces boulardii obtenidos de probidticos

comerciales.

De los 10 aislados de BAL evaluadas, cinco se identificaron como Lactobacillus mediante PCR.
Ninguno de los cinco aislados de levaduras evaluadas correspondieron al género Saccharomyces;
sin embargo, por su comportamiento en las evaluaciones de simulacidn del trato gastrointestinal,

las levaduras aisladas de los MM presentan potencial probidtico.

Los productos y aislados de los cinco sitios mostraron un comportamiento muy similar, a pesar de
las diferencia entre especies de Quercus y variables relacionadas de sitio, como ubicacion, altitud,
fecha de colecta, caracteristicas del mantillo forestal, asi como el tiempo de almacenamiento de los
MMS, los insumos utilizados y el método de preparacion, que en el caso del sitio 5, contaba con
cinco afios de almacenamiento y una elaboracion y manejo que se realizo sin cuidar la inocuidad del
producto. Todo lo anterior indica que, aunque se trate de un método artesanal, se pueden lograr
productos semejantes, con presencia considerable de BAL y su consecuente inhibicién de

potenciales patdgenos.
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Los resultados obtenidos en esta tesis representan un acercamiento preliminar para explicar los
procesos que rodean a los preparados MM. Los resultados también permiten evaluar de manera
indirecta, los beneficios potenciales de MM en el ganado. Sin embargo, es necesario realizar mas
evaluaciones, tanto in vitro como in vivo a fin de comprender en detalle los procesos bioquimicos y
las dindmicas microbianas que rodean a los MM, y asi poder asegurar su capacidad probidtica. El

esfuerzo de este trabajo abona al conocimiento cientifico de los MM.
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