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AISLAMIENTO Y USO DE
MICROORGANISMOS DE LODOS
ACTIVADOS PARA LA FORMACION DE
BIOFERTILIZANTES

Isolation and use of microorganisms from
activated sludge for the formation of
biofertilizers

RESUMEN

Este estudio investigd el potencial de los microorganismos aislados de lodos activados como biofertilizantes
para Fhaseolus vulgaris. Los lodos activados, subproductos del tratamiento de aguas residuales, fueron
procesados para aislar y cuantificar microorganismos beneficiosos. Se compard la eficacia de Pseudomonas
sp. (aislada de los lodos), 7richoderma sp., Rhizobium sp., y una mezcla de los tres, frente a un control con
agua destilada estéril. La fase experimental involucré 240 semillas de frijol distribuidas en 10 bandejas de
24 pocillos cada una. Los tratamientos se aplicaron cada dos dias durante 15 dias, evaluando parametros
como crecimiento del tallo, grosor del tallo y cantidad de hojas. Los resultados revelaron diferencias
significativas entre los tratamientos. Pseudomonas sp. mostré el mayor efecto en el crecimiento del tallo
(20,5 cm), mientras que 7richoderma sp. promovié el mayor desarrollo radicular (24,0 cm). La mezcla de
microorganismos resultd en el mayor crecimiento de hojas (5.5 cm). Los tratamientos individuales con
Pseudomonas sp., Rhizobium sp. y Trichoderma sp. aumentaron el contenido de agua en las plantas al 90
%, comparado con el 80 % en el control y el mix. Este estudio demuestra el potencial de los microorganismos
de lodos activados como biofertilizantes efectivos, ofreciendo una alternativa sostenible a los fertilizantes
quimicos.

Palabras clave: biofertilizante, Fhaseolus vulgaris, Pseudomonas, Rhizobium, suelos, Trichoderma.

ABSTRACT

This study investigated the potential of microorganisms isolated from activated sludge as biofertilizers for
Fhaseolus wvulgaris. Activated sludge, a byproduct of wastewater treatment, was processed to isolate and
quantify beneficial microorganisms. The efficacy of Pseudomonas sp. (isolated from the sludge), 7richoderma
sp., Rhizobium sp., and a mixture of the three was compared against a control with sterile distilled water.
The experimental phase involved 240 bean seeds distributed in 10 trays of 24 wells each. Treatments were
applied every two days for 15 days, evaluating parameters such as stem growth, stem thickness, and number
of leaves. The results revealed significant differences between treatments. Pseudomonas sp. showed the
greatest effect on stem growth (20.5 cm), while 7richoderma sp. promoted the greatest root development
(24.0 cm). The mixture of microorganisms resulted in the greatest leaf growth (5.5 cm). Individual
treatments with Pseudomonas sp., Rhizobium sp., and Trichoderma sp. increased the water content in plants
to 90%, compared to 80% in the control and mixture. This study demonstrates the potential of
microorganisms from activated sludge as effective biofertilizers, offering a sustainable alternative to chemical
fertilizers.

Keywords: biofertilizer, Fhaseolus vulgaris, Pseudomonas, Rhizobium, soils, Trichoderma.
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INTRODUCCION

Los microorganismos desempefian un papel fundamental en los sistemas agricolas, cuya funcionalidad esta
influenciada por factores bioticos y abidticos. Entre los factores bidticos se encuentran la competencia
microbiana, la composicion bioldgica del suelo y las interacciones planta-microorganismo. Los factores
abidticos incluyen las condiciones climaticas y las propiedades fisico-quimicas del suelo (Harman et al,
2004; Compant et al., 2005). Estos factores determinan el tipo de interaccion entre los microorganismos
y las plantas, influyendo en el desarrollo vegetal (Harman, 2006; Hoitink et al., 2006).

En la bdsqueda de alternativas sostenibles para la fertilizacion agricola, los lodos activados, subproductos
del tratamiento de aguas residuales, han ganado atencion como potencial fuente de nutrientes y
microorganismos beneficiosos. El tratamiento de estos lodos con microorganismos especificos como
Pseudomonas sp., Rhizobium sp. y 7richoderma sp. podria potenciar sus propiedades como biofertilizantes
(Garcia-Fraile et al., 2015; Berendsen et al., 2012).

La interaccion entre microorganismos rizosféricos, como los hongos formadores de micorrizas arbusculares,
ITrichoderma sp. y bacterias del género Fseudomonas, conocidos por su capacidad de control biologico y
promocion del crecimiento vegetal, depende de complejos factores bioticos y abidticos (Barea et al., 2005;
Whipps, 2001). Estas interacciones pueden resultar en efectos sinérgicos, antagbnicos o neutros para la
planta (Cano, 2011; Martinez et al., 2013).

Las actividades cotidianas del ser humano generan aguas residuales de origen domestico o industrial. Cada
municipio ha implementado diversos procesos tecnoldgicos para la remocion de los contaminantes
presentes, procurando minimizar la cantidad de productos nocivos que puedan poner en riesgo al medio
ambiente.

En la Region de Azuero, en la ciudad de Panama; se encuentra la planta de tratamiento de aguas residuales
(PTAR), que consta de varias etapas: pretratamiento, tratamiento primario, tratamiento secundario,
desinfeccion y tratamiento de lodos (Martelo & Lara, 2012).

Los lodos activados, compuestos principalmente por agregados microbianos utilizados en la remocion de
materia organica del agua, contienen una rica comunidad microbiana con potencial aplicacion en la
agricultura (Bucci et al., 2021). La degradacion del suelo y la pérdida de biodiversidad estan estrechamente
relacionadas, creando un ciclo de retroalimentacion negativa que afecta tanto a los microorganismos del
suelo como a su estructura y drenaje (Wall et al., 2015; Palomo et al., 2017).

Entre los microorganismos beneficiosos, /richoderma sp. destaca por su capacidad de control biolégico y
promocion del crecimiento vegetal. Este hongo produce secreciones que inhiben patdégenos, compite por
recursos y estimula el desarrollo de las raices, mejorando la absorcion de nutrientes y aumentando la
biomasa vegetal (Chirino-Valle et al., 2016; Topolovec-Pintari¢, 2019).

La presente investigacion se enfoca en evaluar el potencial de microorganismos aislados de lodos activados,
especificamente Fseudomonas sp., Khizobium sp. y Trichoderma sp., como alternativa a los fertilizantes
quimicos en el cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris). Estos microorganismos se caracterizan por su capacidad
para promover el crecimiento vegetal, mejorar la absorcion de nutrientes y contribuir a la restauracion del
microbioma del suelo (Lugtenberg & Kamilova, 2009; Vessey, 2003; Harman, 2011).

Aislamiento y uso de microorganismos de lodos activados para la formacion de biofertilizantes
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MATERIAL Y METODOS
2.1. Aislamiento de microorganismos

Los lodos se recolectaron de la planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR) y se procesaron para
aislar microorganismos beneficiosos. Se macerd 1 g de lodo y se diluyd en agua destilada estéril, realizando
diluciones seriadas. Estas diluciones se sembraron en Se utilizaron medios de cultivo selectivos para el
aislamiento y crecimiento de cada microorganismo: Agar Cetrimide para Fseudomonas sp., Agar Papa
Dextrosa (PDA) para 7richoderma sp., y Agar Extracto de Levadura Manitol (YMA) para Ahizobium sp.
(Figura 1).

Figura 1. Aislamiento de microorganismos a partir del lodo activado de la PTAR.

2.2 Desarrollo del bioensayo

La preparacion de los biofertilizantes se llevd a cabo utilizando microorganismos aislados de lodos activados.
Se evaluaron cuatro tratamientos: FPseudomonas sp., Trichoderma sp., Rhizobium sp. y una mezcla de los
tres microorganismos, comparandolos con un control de agua destilada esteéril (Péerez et al., 2018).

Para cada tratamiento, se inocularon los microorganismos en tubos falcon con 50 mL de caldo nutritivo
estéril (pH 7,0 + 0,2) y se incubaron a 28 °C durante 72 horas en un agitador orbital a 150 rpm (Garcia-
Fraile et al., 2015). Después de la incubacion, cada cultivo se diluyé en 450 mL de solucion salina estéril
(0,85 % NaCl) para obtener una concentracién final de aproximadamente 108 UFC mL", verificada
mediante recuento en placa (Vessey, 2003).

El experimento inicial se realizd en condiciones de invernadero controladas, con una temperatura diurna de
25 + 2 °Cy nocturna de 18 £ 2 °C, humedad relativa del 60-70 %, y un fotoperiodo de 16 horas de luz
y 8 de oscuridad (Martinez et al., 2018). Se utilizaron semillas de frijol (Fhaseolus vulgaris) desinfectadas
superficialmente con hipoclorito de sodio al 2 % durante 3 minutos y enjuagadas con agua destilada estéril
(Lugtenberg & Kamilova, 2009).

Las semillas se sembraron en semilleros plasticos de 20x20x20 cm, con una mezcla de sustrato estéril
compuesto por turba, vermiculita y perlita (2:1:1 v/v/v) (Figura 2). Se aplicaron 50 mL de cada tratamiento
de biofertilizante por cubetas dos veces por semana durante las primeras 2 semanas (Cano, 2011).

Aislamiento y uso de microorganismos de lodos activados para la formacion de biofertilizantes
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Figura 2. Siembra de semillas de Phaseolus vulgaris.

Después de 15 dias de la etapa experimental en invernadero, se seleccionaron 8 plantas de cada
tratamiento, incluyendo el control, para su trasplante al campo. Se prepard una parcela de 1 x 1,5 metros,
arando el suelo para asegurar condiciones Optimas de crecimiento. Las plantas seleccionadas se
trasplantaron a esta area para observar su desarrollo en condiciones de campo (Chirino-Valle et al., 2016)

(Figura 3)

Figura 3. Plantas de FPhaseolus vulgaris en terreno.

Durante toda la fase experimental, tanto en invernadero como en campo, se evaluaron parametros de
crecimiento como altura de la planta, nUmero de hojas, area foliar, longitud de raiz, y biomasa seca de la
parte aérea y raiz (Wall et al., 2015). La fase de campo permitic evaluar el desempefio de las plantas
tratadas con los diferentes biofertilizantes en condiciones mas cercanas a las de cultivo real.

Aislamiento y uso de microorganismos de lodos activados para la formacion de biofertilizantes
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RESULTADOS Y DISCUSION

El experimento mostré un desarrollo generalmente positivo en las plantas de frijol (Fhaseolus vulgaris) bajo
los diferentes tratamientos de biofertilizantes. De las 240 semillas sembradas inicialmente, 217 (90,4 %)
germinaron y se desarrollaron hasta la etapa de evaluacion.

La distribucion del crecimiento entre los diferentes tratamientos mostro variaciones notables. El tratamiento
control, utilizando agua destilada estéril, resultd en 33 plantas supervivientes, lo que representa una tasa
del 68,75 %. En contraste, los tratamientos individuales con Pseudomonas sp., Rhizobium sp., y
Trichoderma sp. exhibieron un rendimiento optimo, con 48 plantas cada uno, alcanzando una tasa de
supervivencia del 100 %. Esto sugiere un efecto positivo significativo de estos microorganismos en el
desarrollo de las plantas de frijol. La mezcla de los tres microorganismos produjo un resultado intermedio,
con 40 plantas supervivientes, equivalente a una tasa de supervivencia del 83,33 %. Estos resultados
indican que, si bien todos los tratamientos con microorganismos superaron al control, los tratamientos
individuales fueron mas efectivos que la mezcla en términos de supervivencia de las plantas.

Estos resultados sugieren que los tratamientos con microorganismos individuales (Fseudomonas sp.,
Rhizobium sp., y Trichoderma sp.) tuvieron un impacto positivo significativo en la supervivencia y desarrollo
de las plantas de frijol en comparacion con el control. Este hallazgo esta en linea con estudios previos que
han demostrado los efectos beneficiosos de estos microorganismos en el crecimiento de las plantas
(Vessey, 2003; Lugtenberg & Kamilova, 2009).

La tasa de supervivencia del 100 % observada en los tratamientos con microorganismos individuales podria
atribuirse a varios factores. Pseudomonas sp. es conocida por su capacidad para producir sideréforos y
solubilizar fosfatos, mejorando la disponibilidad de nutrientes para las plantas (Compant et al., 2005).
Rhizobium sp., por su parte, forma nddulos en las raices de las leguminosas, facilitando la fijacion de
nitrégeno atmosférico (Garcia-Fraile et al., 2015). /richoderma sp. ha demostrado mejorar el crecimiento
de las raices y la resistencia a enfermedades en diversas especies de plantas (Harman, 2006).

Curiosamente, la mezcla de los tres microorganismos resulté en una tasa de supervivencia ligeramente
menor (83,33 %) que los tratamientos individuales, pero aun superior al control. Esta observacion podria
sugerir posibles interacciones complejas entre los microorganismos cuando se aplican en conjunto, como
han sefialado estudios anteriores (Cano, 201 1; Martinez et al., 2013).

El grupo control mostré la menor tasa de supervivencia (68,75 %), lo que resalta el impacto positivo de
los biofertilizantes derivados de lodos activados en el desarrollo de las plantas de frijol.

Estos resultados preliminares son prometedores y sugieren que los microorganismos aislados de lodos
activados, particularmente Fseudomonas sp., asi como las cepas comerciales de Ahizobium sp. y
Trichoderma sp., tienen un potencial significativo como biofertilizantes para mejorar el crecimiento vy la
supervivencia de las plantas de frijol. Sin embargo, se requieren analisis estadisticos mas detallados y la
evaluacion de parametros adicionales de crecimiento y rendimiento para confirmar estas observaciones
iniciales.

Los resultados del experimento revelaron efectos variados de los diferentes tratamientos microbianos en el
crecimiento y desarrollo de Fhaseolus vulgaris. El anélisis de los datos de crecimiento del tallo, largo de las
hojas y cantidad de hojas, representados en gréficas de caja y bigotes (Figura 4), no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos. Sin embargo, se observaron tendencias interesantes
gue merecen un analisis mas detallado.

Aislamiento y uso de microorganismos de lodos activados para la formacion de biofertilizantes
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Figura 4. Andlisis de los datos del bioensayo, de crecimiento y desarrollo de las plantas de Phaseolus vulgaris. (A)largo del
tallo, (B) largo de las hojas y (C) cantidad de hojas.

En cuanto al crecimiento del tallo, aunque las medianas fueron similares entre los tratamientos, se observo
una mayor variabilidad en algunos grupos. Esta variabilidad podria atribuirse a la respuesta diferencial de
las plantas individuales a los microorganismos, un fendbmeno que ha sido documentado en estudios previos
(Vessey, 2003). El largo de las hojas mostrd una tendencia similar, con una mayor variacion en los
tratamientos con Fseudomonas sp. y la mezcla de microorganismos. Esto sugiere que estos tratamientos
podrian tener un efecto mas pronunciado en el desarrollo foliar, posiblemente debido a la produccion de
fitohormonas o la mejora en la absorcion de nutrientes (Lugtenberg & Kamilova, 2009).

La cantidad de hojas presentd una distribucion interesante, con ARhizobium sp. mostrando un rango
significativamente mas amplio que los demas tratamientos. Este resultado podria estar relacionado con la
capacidad de Ahizobium sp. para fijar nitrbgeno, proporcionando asi un suministro adicional de este
nutriente esencial para el crecimiento foliar (Garcia-Fraile et al., 2015).

Los datos cuantitativos presentados en la Tabla 1 proporcionan una vision mas detallada de los efectos de
los tratamientos. El tratamiento con FPseudomonas sp. resulté en el mayor crecimiento del tallo (20,5 cm),
mientras que /richoderma sp. promovié el mayor crecimiento de las raices (24,0 cm). Estos resultados son
consistentes con estudios previos que han demostrado los efectos beneficiosos de Fseudomonas sp. en el
crecimiento de la parte aérea y de 7richoderma sp. en el desarrollo radicular (Harman, 2006; Compant et
al., 2005).

Aislamiento y uso de microorganismos de lodos activados para la formacion de biofertilizantes
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Tabla 1. Comparacién del crecimiento de tallos, hojas y raices de FPhaseolus vulgaris bajo diferentes tratamientos.

Tratamiento  Largo del tallo (cm) Largo de las hojas (cm) Largo de las raices (cm)

Control 16,8 50 18,0
Pseudomonas sp. 20,5 53 22,0
Rhizobium sp. 18,5 51 21,0
Trichoderma sp. 18,0 52 24,0
Mix 17,8 55 19,0

El andlisis del peso fresco y seco de las plantas (Tabla 2) reveld que, aunque el peso seco fue constante
entre los tratamientos, el peso fresco fue mayor en las plantas tratadas con FPseudomonas sp., Rhizobium
sp. y [richoderma sp. en comparacion con el control y la mezcla. Esto sugiere que estos microorganismos
podrian estar mejorando la capacidad de las plantas para absorber y retener agua, un factor crucial para el
crecimiento vegetal (Vessey, 2003).

Tabla 2. Peso de las plantas de FPhaseolus vulgaris bajo diferentes tratamientos.

Peso de las plantas
Control Pseudomonas sp. | FRhizobium sp. | Trichoderma sp. MIX
Peso humedo 10g 20g 20g 20g 1,0g
Peso seco 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Los datos de contenido de agua y materia seca (Tabla 3) corroboran esta observacion, mostrando un 90%
de contenido de agua en las plantas tratadas con FPseudomonas sp., Rhizobium sp. 'y [richoderma sp., en
comparacién con el 80 % en la mezcla frente al control. Este aumento en el contenido de agua podria estar
relacionado con la produccion de exopolisacaridos por parte de estos microorganismos, que pueden mejorar
la retencion de agua en la rizosfera (Sandhya et al., 2009).

Tabla 3. Porcentaje de agua y de materia seca en la planta de Phaseolus vulgaris bajo diferentes tratamientos

Peso de las plantas
Control Pseudomonas | Rhizobium sp. | Trichoderma sp. MIX
sp.
Contenido de agua 80 % 90 % 90 % 90 % 80 %
Materia seca 20 % 10 % 10 % 10 % 20 %

Aislamiento y uso de microorganismos de lodos activados para la formacion de biofertilizantes
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Es interesante notar que el tratamiento con la mezcla de microorganismos no mostré un rendimiento
superior a los tratamientos individuales en varios parametros. Esto podria deberse a interacciones complejas
entre los microorganismos, que podrian estar compitiendo por recursos o produciendo compuestos que
inhiben mutuamente sus efectos beneficiosos (Martinez et al., 2013).

En conjunto, estos resultados subrayan el potencial de los microorganismos derivados de lodos activados
como biofertilizantes para mejorar el crecimiento y desarrollo de Fhaseolus vulgaris. Sin embargo, se
requieren mas estudios para comprender completamente los mecanismos subyacentes a estos efectos y
optimizar las formulaciones de biofertilizantes para su uso en la agricultura sostenible.

Los resultados de este estudio demuestran el potencial de los microorganismos aislados de lodos activados
como biofertilizantes efectivos para Fhaseolus vulgaris. El tratamiento con FPseudomonas sp. mostré un
impacto positivo en el crecimiento general de la planta, presentando el mayor crecimiento del tallo (20,5
cm) y un desarrollo significativo de las raices (22,0 cm). Estos hallazgos son consistentes con
investigaciones previas que destacan los beneficios de FPseudomonas sp. en la promocion del crecimiento
vegetal y la supresion de patdgenos (Lugtenberg & Kamilova, 2009; Gouda et al., 2018).

Trichoderma sp. demostrd ser particularmente efectivo en la promocion del crecimiento radicular,
alcanzando la mayor longitud de raices (24,0 cm) entre todos los tratamientos. Esto respalda estudios
anteriores sobre la capacidad de /richoderma sp. para mejorar el desarrollo radicular y la salud general de
las plantas (Harman, 2006; Lopez-Bucio et al., 2015).

Es interesante notar que, aunque el tratamiento mixto no superd a los tratamientos individuales en el
crecimiento del tallo y las raices, si mostré el mayor crecimiento en el largo de las hojas (5,5 cm). Esto
sugiere que la combinacion de microorganismos puede tener efectos sinérgicos en ciertos aspectos del
desarrollo vegetal, aunque también podria implicar interacciones complejas que requieren mayor
investigacion (Martinez et al., 2013; Woo et al., 2014).

Los datos de peso fresco y contenido de agua revelan que los tratamientos con Fseudomonas sp.,
Rhizobium sp. y Trichoderma sp. resultaron en un mayor contenido de agua en las plantas (90 %) en
comparacién con el control y el tratamiento mixto (80 %). Esto indica una mejora en la capacidad de las
plantas para absorber y retener agua, un factor crucial para el crecimiento vegetal (Vessey, 2003; Sandhya
et al., 2009).

En general, este estudio proporciona evidencia del potencial de los microorganismos aislados de lodos
activados como biofertilizantes efectivos para Fhaseolus vulgaris. Cada microorganismo mostré beneficios
especificos: Pseudomonas sp. en el crecimiento del tallo, 7richoderma sp. en el desarrollo radicular, y la
mezcla en el crecimiento foliar. El uso de estos microorganismos podria representar una alternativa
sostenible y econdmica a los fertilizantes quimicos, contribuyendo a la mejora de la productividad agricola
y la reduccion del impacto ambiental (Bhardwaj et al., 2014; Malusa et al., 2016). Sin embargo, se
requieren mas investigaciones para optimizar las combinaciones de microorganismos y comprender
completamente los mecanismos subyacentes a sus efectos beneficiosos (Timmusk et al., 2017).

CONCLUSIONES

Este estudio demuestra el potencial de los microorganismos aislados de lodos activados como
biofertilizantes para Fhaseolus vulgaris. Los resultados obtenidos resaltan la eficacia de diferentes
tratamientos microbianos en la promocion del crecimiento y desarrollo de las plantas.

Aislamiento y uso de microorganismos de lodos activados para la formacion de biofertilizantes

8



(@ e Revista Ciencia e Ingenierfa, vol. 11, no. 2, 12809495, 2024.
DOI: https://doi.org/10.5281/zenodo.12809495

Pseudomonas sp. mostro un efecto particularmente positivo en el crecimiento del tallo, alcanzando la mayor
longitud (20,5 cm) entre todos los tratamientos.

Trichoderma sp. demostrd ser altamente efectivo en la promocion del crecimiento radicular, logrando la
mayor longitud de raices (24,0 cm).

El tratamiento con la mezcla de microorganismos resultd en el mayor crecimiento de las hojas (5,5 cm),
sugiriendo posibles efectos sinérgicos entre los diferentes microorganismos en ciertos aspectos del
desarrollo vegetal.

Los tratamientos con Fseudomonas sp., Rhizobium sp. y Trichoderma sp. individualmente resultaron en un
mayor contenido de agua en las plantas (90 %) en comparacion con el control y el tratamiento mixto (80
%), indicando una mejora en la capacidad de las plantas para absorber y retener agua.

A pesar de los prometedores resultados obtenidos en condiciones controladas, es crucial reconocer la
necesidad de futuras investigaciones para validar y expandir estos hallazgos. Se requieren estudios que
evalien el desempefio de estos biofertilizantes en condiciones de campo, considerando diversos factores
ambientales y tipos de suelo. Ademas, es importante profundizar en las interacciones entre los
microorganismos presentes en los lodos activados, optimizar las formulaciones y métodos de aplicacion
para su uso practico, e investigar los mecanismos moleculares subyacentes a los efectos beneficiosos
observados.
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