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RESUMEN 

Los microorganismos de montaña se utilizan en la agricultura para mejorar la germinación y crecimiento de 

los cultivos y control de fitopatógenos. En el sector pecuario al ser utilizados como probióticos en el agua 

de bebida o en el alimento, pueden mejorar la calidad en los animales de granja. El objetivo fue recolectar 

y reproducir microorganismos de montaña para la elaboración de disoluciones en agua de bebida para 

animales. Se recolectó hojarasca de una zona poco afectada por las actividades antrópicas y se almacenó 

en fase sólida anaeróbica, posteriormente los microorganismos fueron reactivados en fase líquida durante 

24, 48 y 72h. En la fase sólida y líquida se determinó la cuenta total de microorganismos. Se comprobó 

coliformes totales en los diferentes periodos de activación en fase líquida y finalmente se realizaron 

diluciones en agua de bebida al 20% y se determinó la cuenta total de microorganismos presentes en ellas. 

Los resultados muestran que el tiempo de activación influye sobre el número de poblaciones microbianas 

y que las diluciones al 20% no contienen la cantidad de microorganismos necesarios para ser administradas 

a los animales por lo cual es necesario adicionar una mayor cantidad de activados líquidos en el agua de 

bebida. 

Palabras clave microorganismos nativos, crecimiento microbiano, probiótico. 

ABSTRACT 

Mountain microorganisms are used in agriculture to improve crop germination and growth and to control 

phytopathogens. In the livestock sector, when used as probiotics in drinking water or feed, they can improve 

the quality of farm animals. The objective was to collect and reproduce mountain microorganisms for the 

preparation of solutions in drinking water for animals. Leaf litter was collected from an area little affected by 

anthropic activities and stored in anaerobic solid phase, later the microorganisms were reactivated in liquid 

phase for 24, 48 and 72h. In the solid and liquid phase, the total count of microorganisms was determined. 

Total coliforms were checked in the different periods of activation in the liquid phase and finally 20% dilutions 

were made in drinking water and the total count of microorganisms present in them was determined. The 

results show that the activation time influences the number of microbial populations and that the 20% 

dilutions do not contain the amount of microorganisms necessary to be administered to the animals, 

therefore it is necessary to add a greater amount of activated liquids in the water of drink. 

Keywords: native microorganisms, microbial growth, probiotic. 
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INTRODUCCIÓN 

Los microorganismos de montaña (MM) que provienen de ecosistemas naturales poco 

afectados por factores antrópicos, suelen ser extraídos de un sistema natural para ser 

reproducidos y utilizados en la producción tanto pecuaria como agrícola (Martínez-

Ocampo & Acosta, 2014), como una comunidad de microorganismos formada por hongos 

y bacterias (Ávila et al., 2021). En el sector agrícola son utilizados para mejorar la 

estructura y fertilidad del suelo, la germinación de las semillas, la floración y desarrollo 

de los frutos y para suprimir agentes fitopatógenos en las zonas de cultivo (Tanya-

Morocho & Leiva-Mora, 2019). Por otra parte, en el sector pecuario hay una gran 

preocupación debido al uso de antibióticos como promotores de crecimiento y sus efectos 

sobre la salud humana. Por este motivo, se requiere utilizar nuevas alternativas que 

contribuyan a mejorar la calidad en los animales de granja. En este sentido, el uso de 

probióticos en la dieta del ganado puede contribuir a mejorar la calidad de estos (Al-Shawi 

et al., 2020).  

En el sector pecuario, los microorganismos suelen ser administrados como probióticos 

en el alimento o el agua de bebida, debido a que pueden reducir las enfermedades 

entéricas y mejorar los parámetros de producción (Melara et al., 2022). Los probióticos 

administrados a los animales son principalmente bacterias, aunque algunos hongos 

también pueden cumplir la función de probióticos ya que pueden estimular el crecimiento 

de las comunidades bacterianas benéficas y de esta manera mejorar la flora intestinal y 

la inmunidad (Banick et al., 2019). Los mecanismos que se les han atribuido son: la 

interacción directa con las células del huésped, la inhibición del crecimiento de 

microorganismos patógenos y la modulación de las respuestas inmunes por parte del 

huésped (Karimi-Torshizi et al., 2010). Por lo antes mencionado, el objetivo de este 

trabajo fue recolectar y reproducir microorganismos de montaña para la elaboración de 

disoluciones en agua de bebida que se puedan ser utilizadas como probióticos en el agua 

de bebida en el sector pecuario animales de granja. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Captura de microorganismos y almacenamiento en fase anaeróbica 

La captura y reproducción de los Microorganismos de Montaña (MM) se llevó a cabo en 

dos etapas. La primera etapa consistió en recolectar 3 Kg hojarasca en estado 

descomposición del cerro de Culiacán ubicado en Salvatierra, Guanajuato, México con 

coordenadas 20°19′58″N 100°58′52″O a 2,509 msnm de acuerdo con Google earth. En 

una primera etapa la hojarasca fue colocada en un recipiente de 20 L y se mezcló con 6 

kg de harina de maíz (Zea mays L.), 1.5 kg de melaza y 2 L agua hasta obtener una 

mezcla homogénea. Posteriormente se realizó la prueba de puño de acuerdo con 

Restrepo (2007), la cual se utiliza para medir el porcentaje de humedad en el sustrato. 

La mezcla fue compactada en un recipiente de 20 L, el recipiente fue cerrado y sellado 
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para evitar la presencia de oxígeno y se reservó por un periodo de 30 días. Transcurrido 

el periodo se repitió el proceso en una segunda etapa, tomando 10 kg de producto 

anterior y se mezclaron con 6 kg de harina de maíz, 1.5 kg de melaza y 2 L agua y se 

reservó durante un periodo de 30 días fase anaerobia.  

 

Activación de microorganismos en fase líquida  

Para la reactivación de los microorganismos se utilizaron 3 recipientes que contenían 100 

g de melaza disuelta en 20 L de agua no clorada. Adicionalmente, se cortaron 3 tramos 

de manta cruda de 30 X 30 cm en los cuales se envolvieron 500 g de muestra en fase 

sólida. Posteriormente, las mantas fueron sumergidas en los recipientes (una muestra 

por envase) y se le incorporó oxígeno mediante una bomba de aireación para pesera. 

Cada recipiente correspondía a un periodo de activación, es decir, el tiempo de 

incorporación de oxígeno, siendo así que se tuvieron tres periodos de activación 24, 48 

y 72 h. Finalmente, con los activados líquidos se prepararon diluciones a una 

concentración del 20% de MM de acuerdo con lo sugerido por Restrepo & Agredo (2020) 

para especies menores. 

 

Cuenta total de microorganismos  

Para determinar la cuenta total de microorganismos presentes en las muestras, se tomó 

1 g de muestra de la fase sólida y 1mL en el caso de la fase líquida (24, 48 y 72 h) y las 

diluciones al 20%, y se realizaron diluciones en serie de 10-1 hasta 10-6 . Posteriormente 

se tomaron alícuotas de 100 µL de cada una de las diluciones y se realizó la siembra en 

placa en medio de cultivo sólido de Agar Dextrosa y papa (PDA),  para el crecimiento de 

hongos y agar nutritivo para el crecimiento bacteriano (por triplicado). Las placas 

inoculadas fueron incubadas a temperatura ambiente durante 24h. Transcurrido el tiempo 

de incubación, se realizó el conteo de las colonias bacterianas y se determinaron las 

UFC/mL. Para el análisis de los datos correspondientes a la fase líquida y las diluciones 

al 20% de los diferentes tiempos de activación se realzó un ANOVA (α=0.05) y una 

prueba de Tukey para la comparación de medias. Para la fase sólida se realizó una 

prueba t (α=0.05). Los datos se presentan como Log10 UFC/mL para la fase líquida y 

Log10 UFC/g de muestra para la fase sólida y se presentaron como la media ± desviación 

estándar. 

 

Determinación de coliformes totales  

La determinación de bacterias coliformes totales en la fase líquida fue realizada mediante 

el número más probable (NMP) según el protocolo propuesto por Malkawi & Mohammad 

(2003) con algunas modificaciones. Para lo cual se prepararon tubos con caldo lauril 

triptosa que fueron inoculados con muestras de la fase liquida de 24, 48 y 72h de 

activación. Los tubos inoculados con los activados líquidos fueron incubados a 35°C 

durante 24-48 h. Transcurrido el tiempo de incubación, se tomaron alícuotas de 100 µL 
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de los tubos positivos (con presencia de gas) y se inocularon cajas Petri que contenían 

medio Eosina y Azul de Metileno (EMB) para confirmar la presencia de coliformes. 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Fase sólida anaerobia y fase líquida aerobia 

En la Figura 1 se muestran las fases utilizadas para la reproducción y activación de los 

microorganismos de montaña recolectados. En el inciso (a) se observa la fase solida 

anaerobia al momento de estar sellada y al momento de abrirla donde no se observa 

crecimiento micelial sobre la superficie del preparado. En el inciso (b) se observa que 

conforme pasa el tiempo la coloración se torna más intensa en relación con su coloración 

inicial, debido al crecimiento exponencial de los microorganismos  

 

Figura 1. Reproducción de MM. a) Fase sólida anaerobia y b) Fase líquida aerobia 

Méndez (2019) informa que 21 días después de la preparación de la fase sólida hubo 

presencia de hongos filamentosos en la superficie de la mezcla sólida, además de qué 

esta presentaba un olor agridulce, lo que indica un buen proceso de fermentación, 

además comenta la presencia de levaduras en la fase líquida. En el presente trabajo, se 

detectó un aroma dulce, mayoritariamente a melaza. Por otra parte, como se muestra en 

el inciso a y el inciso b, no se observó la presencia de hongos en la superficie de la fase 

sólida, ni levaduras en la fase líquida. En cuanto a los activados en fase líquida, se puede 

observar que el color de los activados se vuelve más intenso con el aumento del tiempo 

de activación, es un indicativo del aumento de las poblaciones con el aumento del tiempo. 

 

24 h 48 h 72 h

b)

a)
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Cuenta total de microorganismos 

En la Figura 2 y 3 se muestran la cuenta total de microorganismos presentes en la fase 

sólida y liquida en dos tipos de medio de crecimiento (Agar nutritivo y PDA), 

respectivamente. En la Figura 2 se observa que el número total de microorganismos es 

de 5.76 ± 0.09 Log10 (UFC/g) y 5.63 ± 0.07 Log10 (UFC/g) en agar nutritivo y PDA 

respectivamente. Por lo tanto, el promedio de crecimiento microbiano en fase sólida 

anaerobia es de 5.70 ± 0.09 Log10 (UFC/g). Además, se observó que no hubo presencia 

de hongos en el medio PDA en los tres tiempos de activación. 

 

 

 

Figura 2. Número total de microorganismos presentes en la fase solida 

En la Figura 3 se presentan el número de poblaciones microbianas en fase líquida aerobia 

en la cual se observa que el número de microorganismos incrementa de 5.60 ± 0.02 y 3. 

75 ± 0.05 Log10 UFC/mL a las 24 h a 8.22 ± 0.12 y 8.28 ± 0.23 Log10 UFC/mL a las 48 h 

de activación. Los resultados muestran un mayor incremento en el número de las 

poblaciones microbianas de las 24 h a las 48 h de activación, siendo estadísticamente 

diferentes. Por otra parte, no se observaron diferencias estadísticas significativas entre 

los tiempos 48 y 72 h, este fenómeno se observó en los dos tipos de medio de cultivo 

utilizados. Además, al igual que en la fase sólida, no se observó crecimiento de hongos 

en el medio de PDA de ninguno de los activados líquidos. 
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Figura 3. Número total de microorganismos presentes después de 24, 48 y 72 horas de activación 
en fase líquida en medio sólido  agar nutritivo y PDA 

Castro-Barquero & González-Acuña (2021) reportan un valor superior a 8 log10 UFC/mL 

en activados líquidos de MM durante el día 4. Medina-Saavedra et al. (2021) informaron 

6.47 Log10 (UFC/mL), 7.6 Log10 (UFC/mL) y 7.95 Log10 (UFC/mL) de muestra durante la 

activación de microorganismos en fase líquida a las 24, 48 y 72 horas. En el presente 

trabajo se observó un menor número de poblaciones bacterianas al reportado por 

Medina-Saavedra et al. (2021) durante las 24 h de activación, sin embargo, las 

poblaciones obtenidas durante las 48 y 72 h de activación superaron a las reportadas por 

los autores. Cervantes, (2016) informa presencia de hongos a partir del día 7 de 

activación, sin embargo, en el presente trabajo no se observó presencia de hongos en 

ningún tipo de activación evaluados. De acuerdo con Naylor et al. (2022) las propiedades 

del suelo, como el pH, la textura, el uso del suelo y la profundidad, son factores que 

influyen sobre la microbiota del suelo, por tal motivo, la zona de recolección puede influir 

en las poblaciones presentes en las muestras, así como en el en el tipo de especies 

microbianas. 

 

Coliformes totales en fase líquida 

En la Tabla 1 se presenta el número más probable (NMP) de coliformes totales en tres 

tiempos de activación de los MM. Se observa que el valor más bajo ocurre a las 24 h de 

activación (<2 NMP/ 100 mL) y el valor incrementa al aumentar el tiempo de activación a 

48 h (4 NMP/100 mL) y 72 h (5 NMP/100 mL). 
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Tabla 1. NMP de coliformes totales presentes después de la activación de los MM en fase líquida a 
las 24, 48 y 72h 

Tiempo de 
activación (horas) 

NMP por 
100 mL 

24 <2 
48 4 
72 5 

 

Según Donald et al. (2001) y Petrie-Dolphin (2022) el agua de ganado no debe superar 

los 5000 coliformes/ 100 mL. Por otra parte, el  Ministry of Agriculture, Food and Rural 

Affairs (2022) comenta que el agua suministrada a los animales puede contener de 20 – 

50 coliformes totales/ 100 mL, lo que sugiere que, de acuerdo con los resultados 

obtenidos, las soluciones con los MM activados (24, 48 y 72 h) contienen baja cantidad 

de coliformes, por lo tanto, son seguras y pueden ser suministradas a los animales en el 

agua de bebida. 

 

Cuenta total en diluciones al 20% para su uso en agua de bebida  

En la Figura 4 se muestran las poblaciones microbianas presentes en las diluciones 

preparadas al 20% de MM, para administrar a animales de granja elaboradas a partir de 

los diferentes tiempos de activación de los MM. En la Figura se observa que el menor 

número de microorganismos presentes en las diluciones incrementa con el tiempo de 

activación, siendo así que el mayor número de microorganismos se observó al preparar 

la dilución con MM activados por 72 h (5.86 ± 0.19 Log10 (UFC/mL) 

 

Figura 4. Cuenta total de microorganismos presentes en diluciones al 20% de MM en agua 
preparadas con los microorganismos activados durante 24, 48 y 72 h 
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Giannenas et al. (2014) reportan la adición de 7.39 Log10 (UFC/L)   y 7.69 Log10 (UFC/L) 

como probióticos en el agua de bebida suministrada a pollos de engorda. Mansilla et al. 

(2022) administraron 7 y 8 Log10 (UFC/animal/día). Li et al. (2021) informan una 

concentración de 8 log/ día suministrado como probióticos en ratones. En el presente 

trabajo se propone administrar soluciones al 20% preparadas con los activados líquidos, 

sin embargo, el mayor número de poblaciones bacterianas fue de 5.86 ± 0.19 Log10 

(UFC/mL), este valor se encuentra por debajo a lo reportado en las investigaciones antes 

mencionadas, por lo cual se podría sugerir que es necesario preparar soluciones con una 

concentración más alta de microorganismos para que sean administradas en animales 

de granja y puedan ejercer un efecto positivo sobre la salud y conversión alimenticia de 

los animales. 

 

CONCLUSIÓN 

Los microorganismos de montaña son una alternativa para ser utilizados como 

probióticos en el sector pecuario. Sin embargo, es necesario tomar en cuenta la zona de 

recolección de estos, ya que esta influye sobre los tipos de microorganismos presentes 

en la muestra. Además, el tiempo de activación es un factor que influye sobre el número 

de las poblaciones microbianas en la fase líquida aerobia. Por otra parte, debido a que la 

concentración de microorganismos presente en las diluciones propuestas es baja, es 

necesario aumentar la cantidad de activados líquidos en el agua de bebida. Finalmente, 

los resultados correspondientes a coliformes totales muestran que los activados líquidos 

son seguros ya que contienen un número por debajo de límite permisible reportado para 

el agua de ganado y pueden ser suministrados a los animales en el agua de consumo. 
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