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RESUMEN 

El río Tahuando es un lugar de descarga del alcantarillado de la ciudad de Ibarra, por esto 

las autoridades crearon un sistema de depuración de aguas para eliminar la carga orgánica 

y mitigar la contaminación, se generan aproximadamente 60 a 80  m3 mensuales de lodos 

residuales que no tienen un adecuado método de biodigestión. Para la biorremediación de 

fangos existen microorganismos que inhiben el crecimiento de patógenos, por ello el 

objetivo fue aislar bacterias productoras de ácidos para aplicarlas en un proceso de 

fermentación y reducir coliformes fecales y Salmonella sp. en lodo residual y evaluar el 

efecto en el crecimiento de fréjol (Phaseolus vulgaris). Se identificó dos bacterias del 

lodo residual del camal de Ibarra (EPFYPROCAI) utilizando técnicas morfológicas y 

moleculares, una del género de Bacillus y otra de la especie de Lactiplantibacillus 

argetoratensis, mediante el NMP se determinó la carga microbiana presente en el lodo 

residual de la PTAR-I, se obtuvo un promedio de 3.52x106 NMP/g seco de coliformes 

fecales y 4.9 x104 NMP/g seco de Salmonella sp, el lodo residual fue sometido a una 

fermentación anaerobia empleando los microorganismos aislados para reducir estos 

patógenos, siendo el mejor tratamiento que contenía la combinación de Bacillus y 

Lactobacillus argetoratensis, la caracterización microbiológica mostró que redujo 

coliformes fecales y Salmonella sp para ser clasificado como un lodo clase C que puede 

ser utilizado en la agricultura según la Norma Oficial Mexicana. La aplicación del 

biofertilizante potenciado con Trichoderma sp mejoró características de longitud de raíz, 

altura, área foliar y peso fresco de la planta de fréjol (Phaseolus vulgaris).  En conclusión 

bacterias como Bacillus y Lactiplantibacillus argetoratensis disminuyen patógenos del 

lodo residual para su posterior aprovechamiento como biofertilizante en la agricultura. 

 

 

Palabras clave: Lodos residuales, bacterias antimicrobianas, Bacillus, biofertilizantes, 

fermentación. 
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ABSTRACT  

 

The Tahuando river is a discharge site for the sewage system of Ibarra city, based on that, 

the authorities created a water purification system to eliminate organic load and mitigate 

contamination. Approximately 60 m3 or 80 m3 of sewage sludge are monthly generated 

and it doesn’t have an acceptable biodigestion method. There are microorganisms that 

inhibit the growth of pathogens in sludge, because of this the objective was isolated acid-

producing bacteria to apply them in a fermentation process and reduce fecal coliforms 

and Salmonella sp in sewage sludge, although to evaluate the effect on the growth of bean 

(Phaseolus vulgaris). Two bacteria were identified from the sewage sludge of the camal 

from Ibarra’s city (EPFYPROCAI) for molecular techniques, one was Bacillus, and the 

other was Lactiplantibacillus argetoratensis. The microbial load presented in the residual 

sludge of the PTAR-I was determined by NMP, on the other side, the sewage sludge had 

an average of 3.52x106 NMP/g dry of fecal coliforms and 4. 9 x104 NMP/g dry of 

Salmonella sp. The residual sludge was submitted to anaerobic fermentation using the 

isolated microorganisms to reduced pathogenic microorganisms, the best treatment was 

the combination of Bacillus and Lactobacillus argetoratensis. The microbiological 

characterization showed that it reduced fecal coliforms and Salmonella sp to be classified 

as a class C sludge, which can be used in agriculture according to the Mexican Official 

Standard. The application of the biofertilizer enhanced with Trichoderma sp improved 

characteristics of root length, height, leaf area and fresh weight of the bean plant 

(Phaseolus vulgaris).  In conclusion, bacteria such as Bacillus and Lactiplantibacillus 

argetoratensis reduce pathogens of the residual sludge, to the following use as 

biofertilizer in agriculture. 

 

Keywords: Sewage sludge, antimicrobial bacteria, Bacillus, biofertilizers, fermentation. 

 

 

 

 



17 

 

CAPÍTULO I 

INTRODUCCIÓN 

1.1. Antecedentes 

Las actividades cotidianas del ser humano generan aguas residuales ya sean de origen 

doméstico o industrial. Cada municipio ha implementado diversos procesos tecnológicos 

para la remoción de los contaminantes presentes, siendo aprovechados y que contribuyan 

con el ecosistema (Pérez, 2016), procurando generar una mínima cantidad de productos 

nocivos que pongan en riesgo al medio ambiente. 

El gobierno descentralizado de la ciudad de Ibarra en conjunto con la empresa pública 

municipal de agua potable y alcantarillado (EMAPA-I) (Valverde, 2019) planificaron la 

construcción de la planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR-I), misma que se 

inauguró el 27 de septiembre del 2018. Según EMAPA-I, 2018 el diseño, tecnología y 

procesos que se emplean para la remoción de las aguas servidas que van al río Tahuando, 

lo convierte en una de las más modernas del Ecuador y América del Sur.  

Su funcionamiento consta de varias etapas: pretratamiento, tratamiento primario, 

tratamiento secundario, desinfección y tratamiento de lodos (Limón, 2013), en este 

procedimiento se generan diversos subproductos. En la primera y segunda fase de la 

depuración de aguas se originan lodos residuales, ya sea aplicando un método físico-

químico o biológico. 

Según Galvis, Ximena, & Guerrero (2013), “los lodos son un residuo sólido, semisólido 

o líquido proveniente del tratamiento de agua y están constituidos de microorganismos 

que remueven la materia orgánica del agua residual que emplean como alimento”. Los 

desechos generados en este tratamiento son conocidos como biosólidos que tiene una gran 

cantidad de propiedades nutricionales para los organismos, pero también tienen un 

contenido  microbiológico patógeno como: coliformes fecales, Salmonella, Escherichia 

coli, huevos de helminto ( Pérez, 2016), que deben ser estabilizados. 

 Al tener los lodos residuales aptos y estabilizados se puede dar un manejo diferente a 

este subproducto generado en la PTAR-I, para evitar que sea desechado dándole un valor 

agregado, utilizando las propiedades beneficiosas que le pueden proporcionar al cultivo 
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estos residuos. En este caso se lo utilizaría como un biofertilizante para la planta de fréjol 

(Phaseolus vulgaris). 

En la PTAR-I se está empleando este lodo residual como un abono para la agricultura ya 

que mediante pruebas realizadas en un laboratorio certificado de la ciudad de Quito se 

determinó que estos lodos son ricos en nutrientes como nitrógeno y fósforo. Estos 

elementos revitalizan el suelo y actúan en el proceso de crecimiento de las plantas 

(EMAPA-I, 2018). 

Sin embargo, en el Ecuador no existe una normativa que detalle el uso adecuado y 

eficiente de dichos lodos ni tampoco existen amplios estudios que garanticen que los 

lodos residuales ayudan a mejorar las condiciones del suelo y la planta. 

1.2. Planteamiento del problema 

La población global ha aumentado en las últimas cinco décadas, este incremento 

demográfico ha tenido consecuencias en el nivel de contaminantes generados. Estos han 

afectado a los recursos naturales necesarios para la vida entre ellos el agua. Grandes 

volúmenes de aguas residuales tanto de origen doméstico e industrial se depositan 

diariamente en ríos y quebradas, generando efectos adversos en la vida y salud de los 

seres humanos (Demir y Fırat Cabalar, 2017). Una de las alternativas para mitigar la 

influencia negativa de estos contaminantes es la implementación de plantas tratamiento.  

Las plantas de tratamiento son instalaciones utilizadas para la remediación del agua, con 

el objetivo de que este recurso pueda disponerse sin causar riesgo a la salud o al medio 

ambiente (Torres, 2017). Durante este proceso se generan diferentes subproductos como: 

grasas, arenas, basuras y lodos. 

Los lodos residuales es uno de los desechos más importantes del tratamiento de aguas 

servidas, debido al volumen que se genera durante el proceso. Estos son producidos 

fundamentalmente en el tratamiento primario y secundario. Puede contener 

microorganismos patógenos que podrían convertirse en una amenaza para la población y 

el medio ambiente (Remis y Mendoza Espinosa, 2011).  

Los microorganismos que se encuentran en los lodos pueden ser coliformes fecales, 

totales y algunas enterobacterias, que están asociadas a diversas enfermedades en el ser 

humano sobre todo intestinales y urinarias (Guerrero et al., 2014), convirtiéndose en una 

preocupación para los sistemas de salud a nivel nacional e internacional. Por lo que, para 
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poder disponerlos, es imprescindible utilizar un método de estabilización que reduzca la 

atracción de vectores y su volumen (Limón, 2013). 

En la actualidad se han desarrollado diversos tipos de métodos para la reducción de 

contaminantes, y que, además, no causen altos impactos ambientales. Una de las técnicas 

comúnmente utilizadas es el secado térmico solar que es dependiente de heliofanía por lo 

tanto el tiempo para llevar a cabo este proceso es largo. En esta metodología tampoco se 

logra alcanzar valores por encima de la temperatura óptima que no permitan el 

crecimiento de los microorganismos patógenos y la proliferación en los lodos (Al-Gheethi 

et al., 2018). Otra alternativa es la utilización de procesos biológicos como la 

biorremediación.  

En el Ecuador un 8% de las aguas residuales tiene algún tipo de tratamiento (Política 

Pública Nacional Del Agua, 2012). En la ciudad de Ibarra se encuentra la planta para 

depurar aguas servidas de uso doméstico e industrial (PTAR-I), las mismas que son 

desechadas en un 95% en el río Tahuando (EMAPA-I, 2018) y generan aproximadamente 

de 60 a 80 m3 mensuales de lodos durante su funcionamiento. 

Los lodos generados en este proceso por la PTAR-I se utilizan como abono orgánico para 

diferentes cultivos. Sin embargo, no existen estudios que demuestren el efecto en el 

crecimiento de las plantas. Si no se tiene un aprovechamiento adecuado de estos sólidos 

residuales constituyen un problema ambiental para la planta de tratamiento en general. 

1.3. Justificación 

Debido a la problemática mencionada anteriormente, así como los antecedentes descritos, 

es necesario realizar un análisis microbiológico de los lodos de la planta de Tratamiento 

de aguas residuales de Ibarra. Ya que se tratan de efluentes del río Tahuando donde 

desembocan las aguas servidas de uso doméstico, industrial, y además este recurso es 

contaminado por las actividades agrícolas, por ello es trascendental buscar alternativas 

que garanticen la inocuidad de estos sólidos. 

El estudio realizado por Cabreja (2020), demuestra que una alternativa efectiva es a través 

de la digestión de los microrganismos ácido-lácticos, proceso en el que se lleva a cabo la 

oxidación de los lodos y reducción de microorganismos patógenos, garantizando que se 

cumplan con los parámetros de calidad para su beneficio en la agricultura. Igualmente, 

enfocándonos en el término de una “Sola Salud” que relaciona a los seres humanos, 

plantas, animales y entorno en general, para prevenir y controlar las enfermedades, 
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buscando medidas que disminuyan la presencia de patógenos, que se podría supervisar 

desde el cultivo (Zinsstag, Schelling, Waltner-Toews, y Tanner, 2011). 

 Obteniendo una manera de poder inspeccionar estos sólidos residuales que están siendo 

utilizados en la parte agrícola, para asegurar que estos subproductos no se encuentran 

enterobacterias, coliformes fecales y totales, evitando la propagación de microorganismos 

patógenos a través de estos biosólidos que son obtenidos del proceso de remediación de 

aguas servidas.  

Estudios realizados por Demir y Fırat Cabalar (2017) demuestra que el empleo de estos 

sólidos es beneficioso ya que aumenta su capacidad productiva, demostrando la eficacia 

de utilizar esta materia prima como abono, por la presencia de altas cantidades de macro 

y micronutrientes, que son asimilados por los microorganismos benéficos que se 

encuentran en el suelo estimulando el crecimiento de la planta, siendo una materia prima 

que pueda ser aprovechada.  

Al ser utilizados los lodos como materia prima en la producción de abonos orgánicos se 

puede generar nuevos ingresos económicos y promover alternativas que ayuden al medio 

ambiente, evitando que terminen en rellenos sanitarios sin ningún tipo de beneficio. 

Siendo el indicio para el desarrollo de una agricultura sustentable donde se minimizan los 

impactos ambientales y que además no perjudiquen a los productores y a la sociedad. 

Además estos biosólidos se le puede dar un valor agregado a través de hongos benéficos.  

Un  microorganismos benéfico es Trichoderma sp, un hongo que beneficia a las plantas 

como control biológico, por la producción de secreciones tóxicas que evitan la 

proliferación de microorganismos patógenos que compiten por oxígeno, nutrientes y 

espacios (Chirino-Valle et al., 2016). Además, por ser promotor del desarrollo vegetal al 

inducir la respuesta de las plantas a patógenos y de su capacidad de estimular el 

crecimiento de las raíces, provocando una mejor absorción de los nutrientes presentes en 

el suelo y lodos, por lo que incrementa la biomasa y el rendimiento en la planta 

(Topolovec-Pintarić, 2019). 

Con la investigación también se pudo comprobar la eficacia del aprovechamiento de lodos 

residuales en la agricultura, permitiendo dar indicios para la generación de políticas o 

normas que se enfoquen en el manejo y disposición de biosólidos utilizados para 

fertilizantes en el Ecuador, tal como existe en otros países.  
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1.4. Pregunta directriz 

¿Cómo incide en el crecimiento del cultivo de fréjol (Phaseolus vulgaris) utilizar un 

biofertilizante obtenido del lodo residual de la planta de tratamiento de aguas de la ciudad 

de Ibarra potenciado con Trichoderma sp.?  

1.5. Objetivos 

1.5.1. Objetivo general. 

Evaluar el efecto de un biofertilizante, elaborado a partir del lodo residual de la planta de 

tratamiento de aguas de la ciudad de Ibarra potenciado con Trichoderma sp. aplicado en 

Phaseolus vulgaris. 

1.5.2. Objetivos específicos 

• Identificar bacterias ácido lácticas del lodo residual de la Empresa Pública 

Municipal de Faenamiento de Ibarra por técnicas morfológicas y 

moleculares.  

• Caracterizar el lodo residual de la planta de tratamiento de aguas de la 

ciudad de Ibarra. 

• Evaluar la aplicación de microorganismos ácido lácticos para la remoción 

de patógenos del lodo residual de la planta de tratamiento de aguas. 

• Analizar el efecto del biofertilizante en variables morfológicas de 

Phaseolus vulgaris mediante bioensayos. 

1.6. Hipótesis 

Los microorganismos ácido-lácticos tienen la capacidad de disminuir la cantidad de 

patógenos en lodos residuales. 

El lodo residual estabilizado potenciado con Trichoderma sp. mejorará el crecimiento del 

cultivo de fréjol (Phaseolus vulgaris). 
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CAPÍTULO II 

2. MARCO TEÓRICO 

2.1.Aguas residuales  

Son aguas que han sido utilizadas o consumidas por el ser humano, en las cuales se han 

incorporado sustancias que deterioran su calidad original disminuyendo su potencialidad 

de uso (Belzona Inc, 2010), tienen diferentes orígenes: 

Aguas residuales domésticas o aguas negras:  Proceden de servicios sanitarios 

del ser humano, que contienen heces, orina, nutrientes y materia orgánica, incluso pueden 

existir contaminantes emergentes provenientes de productos farmacéuticos, las cuales 

llegan a redes de saneamiento como alcantarillado.(Bokova and Ryder, 2017) 

 Aguas blancas: Son aquellas que se originan de infiltraciones de lluvia y 

presentan un nivel de contaminación bajo, aunque pueden contener polvo, fango y ramas 

(Del Pino y Calderón, 2017). 

Aguas residuales industriales: Se generan por los procesos realizados en fábricas 

o establecimientos industriales, tiene una composición heterogénea ya que sus 

características dependen del sector en las que son producidas (Carrera and Suárez, 2019). 

 Aguas residuales agrícolas: Son generados en zonas rurales por las labores 

agrícolas que se realizan, sus contaminantes principales son nutrientes de insecticidas, 

pesticidas y fertilizantes químicos usados para mejorar la calidad del suelo (Bokova and 

Ryder, 2017). 

Las aguas residuales de origen diferente generan contaminación en los efluentes 

de agua naturales, por lo que es importante la remoción de los contaminantes y materia 

orgánica antes de ser eliminados, para lo cual se creó las Plantas de Tratamiento de aguas 

residuales. 

2.1.1. Sistemas de tratamiento de aguas residuales 

Son instalaciones para el tratamiento de las aguas servidas que constan de las siguientes 

etapas: 
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Tratamiento preliminar 

El pretratamiento es un proceso físico que consiste en recolectar sólidos de gran tamaño 

mediante cribas o rejillas para poder retener el material flotante como: plásticos, trozos 

de cristales y  ramas que se arrojan por los inodoros y fregaderos urbanos, ya que puedan 

causar daños a las máquinas que intervienen en todo el proceso de remoción de 

contaminantes (Belzona Inc, 2010). 

En esta rejilla se quedarán retenidos todos aquellos cuerpos voluminosos, flotantes y en 

suspensión, arrastrados por el agua. Luego se colocan tamices, con aberturas menores 

para remover un porcentaje más alto de sólidos, con el fin de evitar atascamiento de 

tuberías y filtros biológicos (UDEP, 2012), como se muestra en la Figura 1.  

 

Tratamiento Primario 

Después de pasar por el pretratamiento se procede a eliminar parcialmente en unidades 

de sedimentación. El tratamiento primario tiene como objetivo la eliminación de aquellos 

contaminantes que puedan sedimentarse como: sólidos en suspensión, sólidos 

sedimentables, sólidos flotantes, grasas como se muestra en la Figura 2. Toda la serie de 

pasos que componen el tratamiento primario es conocida como clarificación (Belzona 

Inc, 2010). 

Sedimentación 

Debido al tamaño muy reducido o densidad de sustancias en suspensión y disoluciones 

en las aguas se realiza una sedimentación o también llamada decantación. Estos tanques 

puedes ser circulares o rectangulares, en donde se lleva a cabo la separación de los sólidos 

Figura 1. Sistema de rejillas del tratamiento preliminar. Procedente de: Allende, (2001). 

Tubo de 

limpieza 

Salida de 

efluente 

Entrada de 
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y líquidos mediante la gravedad (Belzona Inc, 2010), removiendo aproximadamente el 

65% de los sólidos suspendidos y el 35% de la demanda bioquímica de oxígeno (DBO) 

presente en las aguas residuales (Yaulema, 2015).     

La decantación se lleva a cabo por las variaciones de la velocidad de circulación de las 

aguas residuales, en donde  las partículas en suspensión se depositan en el fondo del 

decantador (UDEP, 2012). 

Los lodos primaros producidos están conformados por partículas orgánicas, los cuales se 

recogen del fondo con rastrillos para luego ser sometidos a una digestión. Las grasas y 

espumas que se forman sobre la superficie del sedimentador primario son removidas por 

un barrido superficial continuo (Belzona Inc, 2010). 

Tratamiento Secundario o biológico 

El Tratamiento Secundario es la fase final antes de la desinfección y el regreso del agua 

al ecosistema. Un tanque de tratamiento secundario (clarificador secundario) recibe las 

aguas residuales del clarificador primario y del aireador después de que tuvo lugar la 

evacuación de lodos e impurezas de la superficie (Belzona Inc, 2010). 

El objetivo principal del tratamiento secundario es la eliminación de la materia orgánica, 

en este proceso se elimina el 90% de sólidos contaminantes que está presente en las 

siguientes formas:  

 Materia orgánica disuelta (soluble o filtrada DBO) aquella que no se ha 

eliminado por los métodos físicos que se realiza en los tratamientos antes 

mencionados (Yaulema, 2015). 

 La materia orgánica en suspensión (partículas suspendidas o DBO), se 

elimina en gran medida en el tratamiento primario, pero en algunos casos 

los sólidos con sedimentabilidad más lenta (sólidos más finos) 

permanecen en la masa líquida (Yaulema, 2015). 

El tratamiento secundario es la parte más importante del proceso, ya que por medio de 

microorganismos como: bacterias, protozoos, hongos y otros, se remueve la materia 

orgánica contenida en el agua residual. Esta etapa puede llevarse a cabo de forma aerobia 

(Belzona Inc, 2010). 

La base de todo el proceso biológico es el contacto eficaz entre estos organismos y la 

materia orgánica contenida en las aguas residuales ya que puede ser utilizado como fuente 
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de alimento, convirtiendo la materia orgánica en dióxido de carbono, agua y material 

celular, monitoreando parámetros tales como temperatura, pH, tiempo de contacto 

(Yaulema, 2015) para el correcto metabolismo de los microorganismos.  

Tratamiento Terciario 

Este tratamiento consiste en un proceso físico-químico que utiliza la precipitación, la 

filtración o la cloración para reducir los niveles de nutrientes inorgánicos, especialmente 

fosfatos y nitratos del efluente final (Belzona Inc, 2010). 

Como resultado de la remoción de contaminantes, en los procesos de tratamiento se 

producen diferentes subproductos, siendo el más importante los lodos que provienen de 

las etapas de tratamiento primario y tratamiento secundario. (Yaulema, 2015). 

2.1.2. La problemática del manejo de aguas residuales en el Ecuador 

En el Ecuador aproximadamente el 70% de las aguas servidas son evacuadas a las redes 

de alcantarillado de las cuales el 12% reciben algún tipo de tratamiento, mientras que el 

88% se descarga hacia ríos y quebradas (Torske, 2019). El desembocar el agua residual a 

los ríos generan impactos negativos ecológicos y en la salud humana (Alarcón, 2019). 

Uno de los impactos ecológicos es que el agua se contamina y se vuelve no apta para ser 

utilizada en actividades como el riego. Además, se altera la biodiversidad del ecosistema 

ya que altas cantidades de materia orgánica se acumulan en este recurso natural, las cuales 

provocan la disminución del oxígeno y por ende que los organismos no sobrevivan a las 

nuevas condiciones (Alarcón, 2019). Mientras que, para la salud de los seres humanos el 

agua de los ríos contaminada se convierte en un vector para transmisión de enfermedades 

por la presencia de microorganismos patógenos como coliformes fecales, Salmonella y 

virus (Llive, 2020). 

Para reducir estos impactos en los ríos, en el Ecuador se han creado plantas de 

Tratamiento de Aguas residuales contando con 421 plantas a nivel nacional en 133 GADS 

municipales, de los cuales disponen el agua tratada en un 56, 39% en ríos, el 26,32% en 

quebradas y un 19,55% en otros sitios como mar y pantano (INEC, 2016). 

En la actualidad más del 50% de los GADS municipales a nivel Nacional ya cuentan con 

una planta de tratamiento de remediación de aguas enfocándose en la recuperación de los 

ríos para la protección de los recursos hídricos (Alarcón, 2019). 
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2.2.Lodos residuales 

Los lodos residuales son sólidos generados en las plantas de tratamiento de aguas 

residuales, específicamente en los tratamientos primarios y secundarios, los cuales  

contienen altas  cantidades de materia orgánica lo que significa a una alta concentración 

de microrganismos y metales pesado (Pérez, 2016). Los lodos producidos en el 

tratamiento de aguas residuales dependiendo del tipo de planta de tratamiento y de la 

operación de ésta. 

Caracterización físico-química 

La composición físico química de los lodos producidos se muestras en la Tabla 1 antes 

del tratamiento de depuración de aguas, como también los valores posteriores al proceso 

(Pérez, 2016). 

Tabla 1.  

Composición físico-química de los lodos residuales. Procedente de Pérez, (2016). 

CONCEPTO UNIDADES LODO 

PRIMERIO 

LODO 

PRIMARIO 

DIGERIDO 

LODO 

SECUNDARIO 

Concentración de 

sólidos 

% 5-6 2-5 0.8-1.2 

Sólidos volátiles % de ST 60-80 30-60 59-88 

Proteínas % de ST 20-30 15-20 32-41 

Nitrógeno % de ST 1,5-4 1.6-3 2.4-5 

Fosforo % de ST 0.8-2.8 1.5-41.5-4 2.8-11 

Óxido de potasio % de ST 0-1 0-30.3 0.5-0.7 

Celulosa % de ST 8-15 8-15 - 

Hierro % de ST 2-4 3-8 - 

Óxido de silicio % de ST 15-20 10-20 - 

pH u. pH 5-8 6.5-7.5 6.5-8 

Alcalinidad Mg CaCO2/1 500-1500 2500-3500 580-1100 

Ácidos orgánicos Mg HAc/1 200-2000 100-600 1100-1700 

Contenido 

energético 

KJ ST/kg 23000-29000 9000-14000 19000-23000 

Caracterización microbiológica 

Según la Norma Oficial Mexicana, protección ambiental de lodos y biosólidos clasifica a 

los lodos según su contenido microbiano de patógenos. Están los de clase A, B y C como 

se menciona en Tabla 2. 
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Tabla 2.  

Clasificación de lodos según contenido microbiano de la norma oficial Mexicana. 

Adaptado de SEMARNAT, (2003). 

Parámetro Lodo clase A                    

(NMP/g base seca) 

Lodo clase B 

(NMP/g base seca) 

Lodo clase C 

(NMP/g base seca) 

Coliformes fecales <1000 <1000 <2000000 

Salmonella <3 <3 <300 

NMP: Número más probable  

Como se muestra en la Tabla 2 existe tres clases de lodos de acuerdo con el contenido 

microbiológico. Los de clase A son lodos que no tienes niveles detectables de agentes 

patógenos, satisfacen a los requerimientos de reducción de vectores, para usos urbanos 

con contacto directo con el público mientras es aplicado (SEMARNAT, 2003a), mientras 

que los de clase B tienes restricciones al público durante es aplicado y los de clase C para 

aplicación en forestales y agrícolas, así como mejoramiento de suelos. Sin embargo, aún 

contienen niveles detectables de agentes patógenos (Pérez, 2016). 

2.2.1. Métodos comunes de aprovechamiento de lodos. 

Los lodos obtenidos durante las etapas del tratamiento de aguas residuales pueden ser 

utilizado de diferentes maneras. Tradicionalmente se dispone en vertederos municipales, 

sin tener ningún beneficio. En la actualidad se buscan alternativas de aprovechamiento 

que sean amigables con el medio ambiente porque representan una enorme cantidad de 

biomasa potencialmente valiosa (Anisley et al., 2015). Surge así la idea de la reutilización 

de estos subproductos considerados como desechos en diferentes áreas, como se muestra 

en la Figura 2. 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Métodos comunes de aprovechamiento de lodos residuales. Adaptado de 

Colomer y Gallardo (2007)               
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 Energético: Por la presencia de microorganismos y sus actividades metabólicas 

en condiciones anaerobias se origina un subproducto conocido como biogas, 

además de la liberación de energía y conversión de materia orgánica en 

metano,CO2 y agua (Torres, 2017). 

El lodo que ha tenido una transformación puede ser utilizado en la producción de 

electricidad, convirtiendo así la energía química del biogas entre un 38%-39% de 

energía eléctrica (Limon, 2013). 

 

 Material de construcción: Se propone el uso de los lodos residuales como materia 

prima para materiales como cemento, acero, hierro y ladrillos. Ayudando así 

reforzar su estructura mecánica al incorporarse en ellos. Se eliminan los metales 

pesados ya que para la elaboración de estos materiales es necesaria la cocción a 

niveles altos de temperatura, lo cual puede ser un riesgo que se debe manejar 

durante la elaboración (Anisley et al., 2015). 

 

 Agricultura: Los lodos estabilizados no presentan elementos tóxicos, metales 

pesados o microorganismos patógenos que pongan en riesgo a la planta y por ende 

a los seres humanos. En la composición de estos sólidos se encuentran minerales 

que favorecen el crecimiento, reproducción y producción de frutos de la planta, 

pudiendo ser utilizados como abonos naturales para que los cultivos tengan un 

ambiente óptimo para su desarrollo, mejorando la producción y disminuyendo el 

uso de fertilizantes químicos que causen un efecto negativo en el medio ambiente. 

Por lo que se utilizará como materia prima para la elaboración de un biofertilizante 

(Hue, 1988). 

Los nutrientes contenidos en los lodos estabilizados (biosólidos) de origen 

orgánico tienen menos probabilidad de ser arrastrados por el agua superficial o 

lixiviarse hacía aguas subterráneas, al ser menos solubles (gracias al tipo de enlace 

covalente), una ventaja más frente a los fertilizantes inorgánicos (Limon, 2013). 

2.2.2. Estabilización de lodos residuales 

Los lodos residuales generados por la planta de tratamiento de agua se consideran 

residuos nocivos por lo que la etapa más importante del tratamiento es la estabilización, 

durante la cual se reduce en masa y volumen, además se disminuye los organismos 

patógenos, olores y la atracción de vectores (Peñaherrera, 2015).  
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La estabilización tiene como objetivo ser reutilizados en favor del medio ambiente como 

mejoradores de suelo en la agricultura al mejorar sus características y proveer nutrientes 

esenciales para el crecimiento vegetal como nitrógeno, fósforo, níquel, zinc y cobre, por 

lo que los biosólidos pueden utilizarse como sustituto de fertilizantes químicos (Limón, 

2013). 

Existen diversos métodos para la estabilización de suelos dependiendo en lo que sea 

aplicado como se muestra en la Tabla 3.  

Tabla 3 

Métodos de estabilización de lodos residuales 

Método Características Ventajas Desventajas Fuente 

Desinfección 

alcalina 

-Incrementa el pH del 

lodo sobre 12 por dos 

horas. 

-Se agrega óxido de 

calcio (CaO) o cal 

hidratada. 

- Evita que se produzcan 

fermentaciones ácidas. 

-Bajo costo 

-Menos olores 

-Usado para 

plantas con 

producción de 

bajos volúmenes 

de lodos. 

-Fácil operación 

-Cambia las 

características 

físico químicas 

del lodo. 

-Disminuye los 

nutrientes. 

-Se necesita un 

constante 

monitoreo del 

pH. 

- No se aplica en 

suelos con pH 

alcalino. 

-No disminuye 

masa del lodo. 

 

(Bina et al., 

2004) 

(Wang, 2012) 

(Peñaherrera, 

2015) 

(Gualoto, 2016) 

 

Desinfección 

térmica 

-Se emplea la 

temperatura dependiendo 

el tipo de biosólido que 

se desee obtener. 

- Temperatura de 77°C 

por media hora o de 

52°C por 12 horas. 

 

-No se usan 

químicos. 

-No hay 

generación de 

malos olores. 

-Poco tiempo 

-Bajo costo 

-Fácil operación 

 

 

 

-Ciertos 

patógenos como 

Salmonella no se 

reducen en su 

totalidad. 

-Pérdida de 

nutrientes. 

-Perdida de 

microorganismos 

benéficos propios 

del lodo. 

 

(Wang, 2012) 

(Peñaherrera, 

2015) 

(Gualoto, 2016) 

 

Compostaje -Degradación biológica 

aerobia a 45°C - 60°C. 

- Se necesita ventilación 

y humedad. 

-Combinación de lodo 

con desechos orgánicos. 

-Producto de alta 

calidad para la 

agricultura. 

-Bajo costo 

-Mejora en las 

características del 

suelo. 

- Es necesario 

grandes áreas . 

-Producción de 

malos olores. 

-Reducción de 

patógenos baja. 

(Instituto 

Mexicano de 

Tecnología del 

Agua, 2009) 

(Vicencio et al., 

2011) 
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-Generación de 

composta estable. 

 

-Reducción de 

patógenos a un 

lodo clase C. 

-Proceso que 

necesita bastante 

tiempo. 

 

(Calderón et al., 

2014) 

 

Vermi 

estabilización 

-Proceso de 

descomposición 

aplicando lombrices. 

-Movimiento de 

lombrices permite 

entrada de aire al lodo. 

-Se requiere 

temperaturas de 19°C- 

20°C. 

-Se necesita baja 

cantidad de luz. 

 

 

-Producto de alta 

calidad. 

-Menor cantidad 

de nitrógeno y 

potasio. 

-No produce 

contaminación. 

-Bajo costo 

-Fácil operación 

 

-Se necesita 

agregar 

compuestos y 

materia orgánica 

para desarrollo de 

lombrices. 

-Monitoreo de 

temperatura y 

humedad. 

-Sensible a 

metales pesados 

 

(Vicencio et al., 

2011) 

(Peñaherrera, 

2015) 

(Gualoto, 2016) 

(Malińska et al., 

2016) 

Digestión 

aerobia 

-Oxidación de sólidos 

biológicos con 

microorganismos 

aerobios. 

- Mantenimiento de las 

condiciones necesarias 

como temperatura, 

presión, humedad para el 

desarrollo de los 

microorganismos 

-Fácil operación. 

-Reduce masa y 

volumen 

- Eliminación de 

malos olores. 

-Corto tiempo de 

tratamiento. 

-Es necesario 

grandes 

cantidades de 

energía. 

-Alto contenido 

de humedad. 

-Sensible a altas 

temperaturas y 

cambios de pH. 

-No se genera 

biogas. 

(Cain, 2010) 

(Peñaherrera, 

2015) 

(Calderón et al., 

2014) 

Digestión 

anaerobia  

-Proceso biológico con 

presencia de 

microorganismos.  

-Desarrollo en un 

recipiente hermético 

(biodigestor) con 

ambiente anóxico. 

 - Mantenimiento de las 

condiciones necesarias 

como temperatura, 

presión, humedad para el 

desarrollo de los 

microorganismos 

-Reducción de 

masa de lodo 

residual.  

-Se obtiene un 

lodo con alta 

cantidad de 

nutrientes.  

-Eliminación de 

olores entre un 

50% y 70%.  

-Método para 

grandes 

volúmenes. 

-Producción de 

biogas.  

-Reducción de 

patógenos. 

 

-Alto costo  

-Personal 

especializado  

-Monitoreo 

constante 

-Producción de 

gas inflamable.  

- Largo tiempo. 

-Durante el 

proceso se genera 

mal olor.  

(Instituto 

Mexicano de 

Tecnología del 

Agua, 2009) 

(Szucs et al., 

2011) 

(Anderson et al., 

2015) 

(Gualoto, 2016) 

 

 

 

La aplicación de biodigestión anaerobia para el saneamiento de lodos residuales es uno 

de los métodos más aplicados a nivel mundial. Estudios demuestran que el emplear 

microorganismos con capacidad antimicrobiana como Bacillus y Lactobacillus en este 
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tratamiento a través de la fermentación de los compuestos producidos logra reducir los 

patógenos.  

Lactobacillus: Los lactobacillus presentan un crecimiento relativamente lento y 

dependen directamente de la temperatura es necesario un período de incubación de 3 días 

a 37°C o 5 días a 30°C, además crecen fácilmente en un pH ácido (Cardona y García, 

2008). 

 Se encuentran distribuidos en la naturaleza y se han aislado principalmente de suelo, 

alimentos, agua, lodos entre otros. Se encuentran dentro del tipo de homofermentadoras 

de las BAL ya que generan ácido láctico como producto principal (Cardona y García, 

2008). Este grupo de microorganismos producen ácido láctico a partir de azúcares como 

parte de su metabolismo que generan una variedad de metabolitos antagonistas conocidos 

como bacteriocinas que tienen un espectro específico de inhibición  sobre 

microorganismos Gram positivos como patógenos (Klaenhammer, 1988) provoca una 

disminución del pH durante la reacción, lo cual dificulta el crecimiento de patógenos 

(Cardona y García, 2008). 

Bacillus: Son microorganismos aerobios o anaerobios facultativos que crecen en un 

amplio intervalo de temperatura y además presentan un crecimiento óptimo tanto en pH 

neutro como ácido dependiendo de la especie (Calvo and Zúñiga, 2010).  

 Varias especies de este género se encuentran distribuidas en suelo, rocas, polvos, 

alimentos, tracto gastrointestinal de varios insectos y animales de donde han sido aislados 

(Sharma et al., 2018). Se ha demostrado la capacidad de producir sustancias 

antimicrobianas de naturaleza proteica como bacteriocinas que pueden actuar contra 

microorganismos patógenos como Escherichia coli y Salmonella, ya que inhiben su 

crecimiento al formar poros en su superficie celular e interfieren en la síntesis de su pared 

celular (Sharma et al., 2018)(Sierra Vázquez, 1998).  
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2.3. Fertilizantes 

2.3.1. Conceptos generales 

El fertilizante es una sustancia orgánica, inorgánica o química que se utiliza como una 

alternativa para aumentar la fertilidad del suelo y la producción de cultivos en la 

agricultura. Contienen los nutrientes esenciales que requieren las plantas, incluidos 

nitrógeno, potasio y fósforo. Mejoran la capacidad de retención de agua del suelo y 

también aumentan su fertilidad (Ju, Bang, Sila, Onyimba, y Egbere, 2018). De acuerdo 

con su obtención los fertilizantes pueden ser de dos tipos :  

 Fertilizantes químicos: son fabricados por el ser humano de origen sintético o se 

encuentran en yacimientos naturales contienen nutrientes fundamentales para el 

suelo como son nitrógeno, fósforo y potasio. 

 Fertilizantes inorgánicos: El abono inorgánico, también conocido como 

fertilizante sintético, se fabrica artificialmente y contiene minerales o químicos. 

Por ejemplo, los fertilizantes nitrogenados sintéticos se fabrican típicamente a 

partir de petróleo o gas natural. El fósforo, el potasio y otros oligoelementos de 

estos se extraen a menudo de la tierra. Los fertilizantes inorgánicos balanceados, 

ricos en los tres macronutrientes, comúnmente incluyen productos como nitrato 

de amonio, sulfato de amonio, cloruro de potasio (potasa), superfosfato triple y 

sulfato de magnesio (Hera, 1995). 

 Fertilizantes orgánicos o biofertilizantes: Los fertilizantes orgánicos contienen 

solo materiales de origen vegetal o animal que son un subproducto o un producto 

final de procesos naturales, como abonos, hojas. El aprovechamiento de 

microorganismos benéficos como biofertilizantes se ha vuelto de suma 

importancia en el sector agrícola por su papel potencial en la seguridad alimentaria 

y la producción sostenible de cultivos (Torres, 2017). 

 Dentro de este grupo existen dos tipos fertilizantes orgánicos sólidos aquellos 

generados de la estabilización de residuos vegetales, animales o residuos sólidos 

urbanos y los fertilizantes orgánico-minerales sólidos son aquellos subproductos 

del tratamiento de aguas residuales, que pueden ser estabilizados y aprovechados 

(Torres, 2017). 
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2.3.2. Tipos de biofertilizantes  

Los biofertilizantes o bionoculantes principales de acuerdo con su naturaleza son:  

Bioinoculantes: Son aquellos que en su composición tienen microorganismos latentes, se 

agrega al cultivo para que faciliten la disponibilidad de los nutrientes a la planta utilizados 

como control biológico y para mejora del crecimiento (FAO, 2018).  En este grupo 

encontramos a bacterias y hongos como:  

 Azotobacter: Es elaborado en base a varias especies de este género que tienen la 

capacidad de fijar nitrógeno en el suelo, además protege a las raíces de la planta 

de patógenos que pueden existir en el suelo (Gautam et al., 2021). 

 Rhizobium: Bacteria que fija el nitrógeno mediante simbiosis con los nódulos de 

las raíces de las plantas (Afanador, 2019). 

 Azospirillum: Fijan nitrógeno a la planta y brinda resistencia a enfermedades y 

tolerancia a sequias, realiza simbiosis con plantas gramíneas (Afanador, 2019). 

 Solubilizadores de fosfato y silicato: Microorganismos que hidrolizan 

compuestos de fósforo y silicato insolubles, mediante la disminución de pH y 

secreción de ácidos orgánicos para que puedan ser asimilados por la planta 

(Afanador, 2019). 

 Tricho-car: Biofertilizante compuesto por el hongo Trichoderma que es un 

hongo que resiste a amplios rangos de temperatura y se adaptan fácilmente a pH 

5,5 a 8,5 del sustrato. Para su desarrollo es necesario la humedad con un valor 

óptimo del 60%,  funciona como control biológico y acelera el crecimiento del 

sistema radicular, por ende que la planta se vuelva resistente a estrés, mejora la 

absorción de nutrientes inorgánicos estimulando su crecimiento (Martínez, 

Infante, y Reyes, 2013), tiene la capacidad de actuar sobre los patógenos de 

manera indirecta a través de mecanismos de defensa fisiológicos y bioquímicos 

involucrando diferentes mecanismos de acción como la desactivación de los 

factores de patogenicidad de Trichoderma contra hongos fitopatógenos (Méndez, 

Meza y Peña, 2015), además mejora la absorción de nutrientes inorgánicos 

estimulando su crecimiento (Martínez, Infante, y Reyes, 2013). Como menciona 

Méndez, Meza y Peña (2015), en su investigación titulada “Disminuir el uso 

excesivo de agroquímicos” identificó que algunas especies de Trichoderma 

pueden degradar diversos agroquímicos y convertirlos en sustancias no tóxicas, 

con un efecto de biorremediación. 
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Abonos verdes: Plantas que se siembran en la etapa de floración en el suelo para que 

exista un aumento de la materia orgánica y aporte nutrientes así como mejore la actividad 

de los microorganismos benéficos. Se emplean principalmente cultivos de gramíneas, 

leguminosas y crucíferas (Guzmán, 2018). 

Cenizas: Polvo mineral producido por la incineración de materia proveniente de plantas 

que poseen elevadas cantidades de nutrientes esenciales como sodio y fósforo 

indispensable para el desarrollo de las plantas, al estar en contacto con humus mejora la 

biodisponibilidad de los nutrientes en los cultivos (Guzmán, 2018). 

Carbón vegetal: Producido por la pirólisis de la madera que ayuda a mejorar la fertilidad 

del suelo al retener los nutrientes por su porosidad y su alta capacidad de absorción, posee 

la ventaja de permanecer por largos períodos de tiempo en el suelo (Guzmán, 2018).  

Estiércol: Son obtenidos de excrementos de animales como bovinos, porcinos, caprinos, 

aves; son los de mayor utilidad para la recuperación y mejoramiento del suelo (Guzmán, 

2018). 

Bio compost: Es uno de los biofertilizantes amigable con el medio ambiente ya que este 

compuesto de materiales de desecho de diferentes industrias o vegetales, los cuales sufren 

descomposición a través de diversos microorganismos como bacterias y hongos para 

obtener un producto estable con altas cantidades de nutrientes y estimular el desarrollo de 

las plantas (Gautam et al., 2021). 

Vermicompost: Se producen de la aplicación de lombrices en materia en descomposición 

como en compostas utilizándolo como fuente de alimentación para el cumplimiento de 

sus funciones vitales para estimular el crecimiento de las plantas y contribuir en la 

asimilación de los nutrientes de la planta (Guzmán, 2018).  

Guanos: Se originan por la acumulación de excrementos de animales como murciélagos, 

aves marinas y focas por las altas cantidades de fósforo y potasio que contienen (Guzmán, 

2018).  

Los biofertilizantes mencionados forman parte del humus que resulta de la 

descomposición de la materia orgánica en el suelo debido a factores como aire, agua y 

microorganismos (FAO, 2018). Todos los biofertilizantes estimulan el desarrollo de las 

plantas por contener nutrientes esenciales que son asimilados por la rizosfera, facilitan la 
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asimilación de nutrientes, también mejoran la fertilidad del suelo evitando que se 

compacte y retenga el agua, entre otras funciones  

2.3.3. Biofertilizantes de lodos residuales 

El tratamiento de aguas residuales genera altas cantidades de lodos diarios, por lo que 

varios países han visto la necesidad de aprovecharlos en la agricultura, debido a sus altas 

cantidades de materia orgánica así como macro y micronutrientes. Se han planteado ser 

utilizados como abono o mejorador del suelo. (Torres, 2017) 

Este aprovechamiento a nivel mundial se ha ido incrementando ya que actúa como un 

fertilizante de liberación lenta al ser biológico y además los nutrientes presentes son 

liberados de manera eficaz y asimilados por las plantas, además es una alternativa 

económicamente viable (Remis and Mendoza Espinosa, 2011). 

Las diferentes normativas muestran los valores máximos permisibles tanto para metales 

pesados y microrganismos patógenos de acuerdo con las características del lodo residual 

se especifica el aprovechamiento que se le puede atribuir. 

 En el Ecuador no existe una normativa que especifique las aplicaciones sin embargo 

algunas plantas de tratamiento ya se encuentran empleando estos lodos en la agricultura 

como es el caso de la PTAR-I ya que se tiene en cuenta el programa Nacional para la 

Gestión de Desechos sólidos del Ministerio del Ambiente buscando dar un valor agregado 

a estos residuos. 

2.4.Cultivos de importancia económica y social en el Ecuador 

egún el INEC en el 2018, la superficie en el país para la agricultura alcanzó los 5,3 

millones de hectáreas, siendo esta actividad agrícola una de las principales fuentes de 

ingresos económicos del país, tal es el caso de cultivos como: caña de azúcar, banano, 

palma africana, arroz, papa y maíz y además de otros. Dentro de estos tenemos a los 

cultivos de corto plazo como es el fréjol (Phaseolus vulgaris). 

2.4.1. El fréjol (Phaseolus vulgaris)  

 El fréjol a nivel mundial es la leguminosa más importante para cerca de 300 millones de 

personas entre ellos mujeres y niños, que, en su mayoría, viven en países en desarrollo, 

debido a su alto contenido nutricional y además de eso por su bajo costo, lo que lo hace 

asequible para consumidores de bajos recursos (Torres Navarrete et al., 2013). Además, 
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tiene gran importancia económica, ya que genera ingresos para millones de pequeños 

agricultores. En Ecuador las provincias más productores del cultivo de Phaseolus vulgaris 

son: Imbabura, Azuay y Loja. (Galvez, 2015) 

2.5.Principales problemáticas actuales en la agricultura  

El desarrollo de la agricultura representa la mayor proporción de uso de la tierra lo que 

conlleva a que esto tiene genere varios efectos sobre suelo, ya que por el mal manejo de 

diversos componentes se convierten en la principal fuente de contaminación y perdida de 

la biodiversidad. Esto ocurre por la presencia de nitratos, fosfatos y plaguicidas. 

Adicional a esto también son la mayor fuente gases responsables del efecto invernadero 

que contribuyen a la contaminación del aire y del agua. Lo que puede ocurrir es la que se  

degrade de la tierra y se vuelva inutilizable debido a la salinización, el exceso de 

extracción de agua y la reducción de la diversidad genética agropecuaria.(FAO, 2015) 

Los fertilizantes, el estiércol, los plaguicidas y residuos agroquímicos es una de las 

principales causas de contaminación. Ya que el uso excesivo de varios compuestos 

químicos hace que los cultivos no pueden degradar todos estos productos y son 

eliminados por acción del agua o del viento de la superficie del suelo antes de que puedan 

ser absorbidos. Los excesos de nitrógeno y fosfatos pueden infiltrarse en las aguas 

subterráneas o ser arrastrados a cursos de agua. Esta sobrecarga de nutrientes provoca la 

eutrofización de lagos, embalses y estanques y da lugar a una explosión de algas que 

suprimen otras plantas y animales acuáticos (Espinosa, Navarra, 2014). También puede 

provocar la contaminación del agua dulce con compuestos carcinógenos y otros venenos 

que afectan al ser humano y a muchas formas de vida silvestre.  

Si se utilizan más métodos de producción sostenible, se podrán atenuar los efectos de la 

agricultura sobre el medio ambiente. Ya que es evidente que la acción agrícola desempeña 

una función importante es por ellos importante la inversión para reducir estos efectos, por 

ejemplo, almacenando carbono en los suelos, mejorando la filtración del agua y 

conservando los paisajes rurales y la biodiversidad (FAO, 2015). 
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CAPÍTULO III 

3. METODOLOGÍA 

3.1. Descripción del área de estudio  

La investigación fue realizada en la ciudad de Ibarra, provincia de Imbabura, Ecuador, 

que se encuentra localizada a 0°21′46″ N, 78°7′48″ y a una altura de 2225 m.s.n.m. Su 

clima es cálido templado con una temperatura media anual de 17º C aproximadamente. 

El muestreo del lodo residual se realizó en la planta de tratamiento de agua de la 

EPFYPROCAI y de la PTAR-I, ubicación que se detalla en la Figura 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La fase experimental se realizó en dos lugares, el aislamiento de microorganismos 

productores de ácidos se realizó en la EPFYPROCAI ubicado en la Obispo Jesús Yerovi 

y  los análisis y pruebas in vitro se desarrollaron en el Laboratorio de investigación de la 

PTAR-I, ubicado en la Av. Carchi y María Angélica Idrobo a orillas del río Tahuando. 

La fase de campo se realizó en un invernadero localizado en la parroquia San Francisco 

de Azaya, barrio Vista al lago ubicado a una latitud de 0°22'37.4"N y longitud de 

78°07'33.4"W. Las características climáticas del invernadero se detallan en la Tabla 4 . 

Tabla 4.   

Parámetros climáticos del invernadero  

Parámetro climático Promedio 

Temperatura promedio 25 °C 

Humedad relativa 71% 

Figura 3.Ubicación de la PTAR-I (A) y de la EPFYPROCAI (B) 

A B 
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3.2.Procedimiento de la investigación 

Como se muestra en la Figura 4 la investigación se llevó a cabo en 4 fases. Durante la 

Fase 1 se aisló e identificó del lodo residual de la EPFYPROCAI bacterias que producen 

ácidos, utilizando técnicas morfológicas y moleculares. En la fase 2 se caracterizó el lodo 

residual previamente biodigerido y centrifugado de la PTAR- I, utilizando la técnica de 

tubos de fermentación múltiple (NMP), para la Fase 3 se estabilizó el lodo residual 

utilizando las bacterias aisladas en la Fase 1 en un proceso de fermentación, después de 

31 días se caracterizó el biosólido obtenido por la técnica del NMP y en la fase 4 se evaluó 

la toxicidad a diferentes concentraciones y el efecto del lodo estabilizado en fréjol 

(Phaseolus vulgaris). El procedimiento de cada una de las fases se encuentra detallado en 

los apartados a continuación. 

 

 

 

 

 

Figura 4 Diagrama del procedimiento seguido durante la investigación.  

 EPFYPROCAI 
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3.3.Recolección de muestras  

Para el aislamiento de los microorganismos ácido-lácticos se recolectó una muestra de 

500 ml de lodo residual secundario de la Planta de Tratamiento de Aguas de la EP-

FYPROCAI en frascos estériles; mientras que para la caracterización microbiológica del 

lodo residual de la PTAR-I se recolectó en frascos estériles una vez por mes durante 

cuatro meses una muestra de 20 g de lodo residual del deshidratador (centrifuga) de la 

PTAR-I. Las dos muestras fueron almacenadas en frío a 3°C, etiquetadas y transportadas 

al laboratorio de la PTAR-I para su análisis.  

3.4.FASE 1: Aislamiento e identificación de microorganismos ácido-lácticos del lodo 

residual de la EPFYPROCAI. 

3.4.1.  Identificación morfológica  

Se siguió el protocolo establecido por Díaz, Iglesias y Cabrera, (2014), se realizó un 

preparado microbiano (PM) de 1000 ml que contenía el 45% de agua estéril, 33% lodos, 

melaza de caña 20%, 1% de urea y 1% de sal mineral, se homogenizó la muestra y se dejó 

fermentar 4 días a temperatura ambiente y se agitó diariamente por 30 segundos.  

Posteriormente se prepararon diluciones seriadas por triplicado del PM en agua peptona 

hasta 10-6, de cada dilución se inoculó una alícuota de 1 ml en Agar MRS se dejó incubar 

a 35°C durante 72 horas. Para la purificación de BAL se tomó el cultivo que tenía entre 

30 y 300 colonias aisladas y aquellas que presentaban diferente morfología se hizo una 

resiembra en agar MRS mediante la técnica de estriado por agotamiento, se incubó a 35°C 

durante 24 horas. 

Para la identificación fenotípica se determinaron las características macroscópicas de  

acuerdo a los rasgos planteados en el manual de Bou, Fernández, García, Sáez, y 

Valdezate (2011) para bacterias ácido lácticas, quienes determinan que las colonias 

presentan tamaño entre 2 y 4 mm, forma circular, borde irregular, textura viscosa, color 

blanco o crema y con una superficie lisa; mientras que las características  microscópicas 

se determinaron por tinción de Gram, seleccionando las que sean gram positivas, 

presenten forma bacilar con bordes redondeados y tengan disposición aislada o en  

cadenas. Para la conservación del cultivo se realizó una resiembra en agar MRS cada 15 

días. 
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3.4.2. Identificación molecular  

Para la identificación molecular las muestras se enviaron a un laboratorio certificado de 

la ciudad de Quito ID-gen, aplicando el método de ADN barcoding: la extracción de ADN 

fue realizada por métodos convencionales, la amplificación por la técnica de reacción en 

cadena polimerasa (PCR) utilizando el primer universal 27F/1492R, los productos de 

PCR se secuenciaron por el método SANGER en la empresa Macrogen, las secuencias 

obtenidas fueron ensambladas y  se compararon  en la base de datos de nucleótidos de 

acceso público del Gen-Bank del NCBI con el software BLAST para obtener el porcentaje 

de similitud y la especie de los microorganismos aislados. 

3.5.FASE 2: Caracterización microbiológica de lodos residuales de la PTAR-Ibarra. 

3.5.1. Determinación de sólidos totales  

Se determinó el contenido de sólidos totales del lodo residual de acuerdo con el protocolo 

establecido por la EPA (2014), se introdujo la cápsula en la estufa por 30 minutos a 105°C 

y se dejó enfriar en el desecador, para posteriormente pesar la cápsula una vez fría.  

Se añadió una cantidad indeterminada de lodo residual a la cápsula y se vuelva a medir el 

peso de la misma, se procedió a secar en la estufa a 105°C durante 24 horas, pasado este 

tiempo se enfrió la cápsula en el desecador y se volvió a pesar.  

Para el cálculo del porcentaje de sólidos totales se utilizó la ecuación 1.  

%ST =
(C − A)

(B − A)
∗ 100 

(1) 

 

Siendo:  

A: Peso de la cápsula en gramos.  

B: Peso de la cápsula más el fango húmedo.  

C: Peso de la cápsula más el residuo seco a 105°C en gramos.  

3.5.2. Cuantificación de coliformes fecales. 

Se prepararó 37 g de medio EC en forma deshidratada en un litro de agua destilada, se 

esterilizó en una autoclave a 121°C durante 15 minutos.  

Para cuantificar coliformes fecales se siguió el protocolo del Número más probable 

(NMP) establecido en la EPA (2014), se preparó una dilución (Solución Madre) con razón 
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1:9, para ello se colocó 10 g de muestra de lodo residual en 90 ml de agua peptona 

(dilución 10-1) y se  realizaron diluciones seriadas hasta 10-6. Posteriormente se inoculó 

una alícuota de 1ml de cada dilución en tubos de ensayo que contenía una campana 

Durham y 10 ml de medio EC, se realizaron 5 repeticiones y se incubó durante 48 h a 

45°C. Para determinar los tubos positivos para coliformes fecales se observó los tubos 

con producción de gas a partir de la fermentación de la lactosa del medio EC. 

Para la interpretación de los resultados se determinó la producción de gas en la campana 

de Durham y la turbidez en el medio EC. Se obtuvo el código de los tubos con resultados 

positivos de las cinco series consecutivas. Además, como prueba confirmatoria de 

Escherichia coli se inoculó una alícuota de 1 ml en placas con medio TBX de cada 

repetición como se muestra en la Figura 5. Es importante destacar que se realizó 1 ensayo 

por mes durante 4 meses consecutivos.    

   

 

 

 

 

 

 

 

 

Para la cuantificación de los datos se aplicó la ecuación 2:  

𝐍𝐌𝐏

𝐠𝐬𝐞𝐜𝐨
=

NMP/ml

(dilución significactiva de mayor volumen)(sólidos totales)
 

 

(2) 

 

El valor para el NMP/ml se obtiene de la tabla del Número más probable establecida en 

el método 1680 de la EPA (2014); a partir del código compuesto obtenido de las 

diluciones significativas de las cinco series consecutivas. 

Figura 5. Diluciones seriadas para cuantificación de coliformes fecales. 

9ml agua peptona  9ml agua peptona  9ml agua peptona  9ml agua peptona  

90ml agua peptona  
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3.5.3. Método de cuantificación de Salmonella sp.  

Para cuantificar Salmonella spp se siguió el protocolo del Número más probable (NMP) 

establecido en la (EPA,2014), se realizó un enriquecimiento para promover el crecimiento 

bacteriano de Salmonella sp, preparando una dilución con razón 1:9 (1 ml de lodo residual 

y 9 ml de caldo tetrationato), siendo esta la dilución 10-1, se agitó hasta tener una solución 

homogénea y se incubó a 35° C durante 24 horas. Luego se preparó diluciones seriadas 

hasta 10-6 en agua peptona. 

 Posteriormente, se inoculó una alícuota de 1 ml de cada dilución en tubos de ensayo con 

10 ml de caldo selenito cistina y se incubó durante 24 horas a 35°C. Para cada dilución 

se realizaron 5 repeticiones. La interpretación de los resultados se observó mediante el 

cambio de coloración a anaranjado intenso considerándolo como positivo. Se obtuvo el 

código de los tubos con resultados positivos de las cinco series consecutivas.  

Además, como prueba confirmatoria se inoculó una alícuota de 1 ml en placas de agar SS 

durante 24 horas a 35°C. Las colonias con centro negro verifican la presencia de 

Salmonella spp.  Es importante destacar que se realizó 1 ensayo de manera mensual 

durante 4 meses. Para la cuantificación de los datos se aplicó la Ecuación 2. 

El valor para el NMP/ml se obtiene de la tabla del NMP a partir del código compuesto 

obtenido de las diluciones significativas de las cinco series consecutivas. 

3.6.FASE 3: Estabilización de lodo residual  

3.6.1. Diseño de biodigestor 

Se elaboró un biodigestor anaerobio tipo discontinuo (Batch) que presentó las 

características de la Tabla 5. 

Tabla 5  

Características de biodigestor. 

CARACTERÍSTICAS DE BIODIGESTOR 

Volumen 0.03 m3 

Altura 0.485 m 

Diámetro 0.12m 

Volumen ocupado por los gases 0,01 m3 

Volumen ocupado de lodos 0.02 m3 
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En el biodigestor se utilizó el lodo residual del deshidratador (centrifuga) y se inoculó la 

suspensión de microorganismos aislados; el 75% del biodigestor fue ocupado por lodo 

residual para que el 25% sea aprovechado en la fase gaseosa. 

El diseño tuvo accesorios de PVC y acero, en su estructura es un tanque hermético de 

0.03 m3 (1), con una conexión de salida en el centro con una válvula de 1/2 pulgada para 

la toma de muestra (7) , un agitador tipo rejilla (6) para mantener la homogeneidad de la 

muestra, en la parte superior de la tapa del biorreactor presentó un rulimán (3) para 

facilitar la agitación, una válvula de salida de 1/2 pulgada unido a una manguera (4) que 

se encuentra dentro de un galón de plástico invertido con agua (5) y un cierre metálico 

(2) , como se muestra en la Figura 6. 

3.6.2. Condiciones de operación del biodigestor 

Es importante en el biorreactor mantener controlados diferentes parámetros como 

agitación, temperatura y pH para un correcto desarrollo de los microorganismos, para ello 

se aplicaron diferentes métodos que permitan controlar que se mantengan constantes 

como los especificados en la Tabla 6.  

Tabla 6.   

Métodos de control de las condiciones de operación de biodigestor 
Parámetro Método Frecuencia 

Agitación Agitación manual con agitador tipo rejilla, al final de la 

operación del biorreactor se determinó a través de la 

observación que existió un sistema homogéneo en el 

proceso . 

2 veces al día cada 

8 horas 

Temperatura -Medidor digital marca YIERYI modelo TPH01809. 

-Medidor digital para determinar la temperatura ambiental 

dentro del invernadero. 

1 vez al día  

12 am -13 am  

Figura 6. Diseño de biodigestor 
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Humedad 

ambiental  

Medidor digital 1 vez al día  

Cuantificación de 

gases 

El gas se desplaza por la manguera hasta la botella invertida 

que se encuentra llena de agua, las burbujas desplazan el 

agua del recipiente permitiendo cuantificar el volumen de 

biogas producido. 

10 veces al día 

cada 3 horas  

pH - Medidor digital marca YIERYI modelo TPH01809. 1 vez al día 

Fugas -Se usó una solución jabonosa diluida en agua esparcida en 

cada biorreactor para determinar posibles salidas de gases. 

1 vez por semana  

 

Los parámetros fueron evaluados durante 30 días, la temperatura se mantuvo en rangos 

mesofílicos de 25°C a 30°C. Se evaluó la capacidad de las bacterias aisladas para 

reducción de patógenos como E.coli y Salmonella, obteniéndose un total de cuatro 

tratamientos como se muestra en la Tabla 7 de cada uno tres repeticiones, con un total de 

doce unidades experimentales. 

Tabla 7. 

Tratamientos evaluados para estabilización de lodo residual de la PTAR-I 
Tratamiento Código Descripción 

B LR Lodo residual 

T1 LR+AL1 Lodo residual+ Bacillus sp 

T2 LR+ AL1 Lodo residual + Lactobacillus 

T3 LR+AL1+AL2 Lodo residual+ Bacillus sp + Lactobacillus 

 

3.6.3. Inoculación de BAL en el biodigestor. 

Después de aislar e identificar las bacterias, estas se utilizaron para el proceso de 

estabilización del lodo residual en un biodigestor. 

Para la obtención de biomasa de BAL se inoculó varias colonias en tubos de ensayo con 

5 ml de caldo MRS y se dejó incubar por 24 h a 35°C, luego se transfirió los 5 ml de caldo 

MRS en frascos volumétricos de 1000 ml y se dejó incubar durante 72h a 35°C, Se inoculó 

en el reactor en proporción 1:50 de acuerdo a lo establecido por Anderson et al., (2015), 

es decir que por cada 1 kg de lodo se colocó 50 ml de caldo MRS con biomasa obtenida, 

no se logró determinar la concentración inicial de los inóculos bacterianos utilizados en 

la investigación. 
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Cada unidad experimental (reactor) presentó las siguientes características:  

 Lodo residual:         83% 

 Melaza:                   10% 

 Agua:                        3% 

 Microorganismo:      4% 

3.6.4. Análisis microbiológico posterior a la estabilización de lodo de la PTAR. 

Después de los 30 días de la estabilización del lodo residual se procede a caracterizar 

microbiológicamente el lodo estabilizado siguiendo la metodología del apartado 3.4. 

Para  la  elección  del  mejor tratamiento  se  tomó  en  cuenta la reducción de coliformes 

fecales y Salmonella spp, así como  los criterios planteados por Peña, (2008) que 

especifica: el lodo residual estabilizado no debe presentar olores fuertes, presencia de 

capas de microorganismos, sean mohos o levaduras y  el pH debe ser ácido (≤4.5) ya que 

si el lodo residual estabilizado presenta un pH básico contribuye a la pérdida de amoniaco 

gaseoso lo que disminuye el valor fertilizante del biosólido, además este compuesto puede 

resultar tóxico para las plantas y compuestos orgánicos presentes en el suelo.  

 

3.7.FASE 4: Bioensayos de biofertilizante en fréjol (Phaseolus vulgaris). 

Para los ensayos de fitotoxicidad y la siembra se utilizó la variedad de fréjol centenario 

(Phaseolus vulgaris var. centenario.). 

3.7.1. Ensayo de toxicidad del biofertilizante estabilizado en semillas de fréjol 

(Phaseolus vulgaris). 

Para detectar la incidencia en la germinación y el crecimiento de las plantas se realizó un 

bioensayo con semillas de fréjol, mismo que se efectuó previo a la aplicación del 

biofertilizante en el suelo. Se utilizó lo establecido por Martinez y Sánchez, (2012) se 

realizó una desinfección de las semillas en una solución de cloro al 4% por 10 minutos, 

se enjuagó 6 veces con agua estéril y se colocaron en alcohol al 70% durante 10 minutos, 

se enjuagó nuevamente con agua estéril.  
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Posteriormente se preparó 1 testigo con agua destilada y 6 extractos en proporción 2,5,10, 

25, 50, 75% en relación biofertilizante/agua destilada como se muestra en la Figura 7. 

 

Se colocaron 10 ml de cada extracto en recipientes plásticos con algodón, se depositaron 

3 semillas de fréjol (Phaseolus vulgaris) y se humedecieron con 2 ml de agua. Se 

colocaron en una caja oscura durante 24 horas, posteriormente se sometió a un intervalo 

de 16:8 horas luz: oscuridad por 5 días.  

Los resultados se reportan mediante el índice de germinación, según la metodología 

descrita por Cupe y Juscamaita (2018) se calcula el Porcentaje  de  Germinación  Relativo  

(PGR)  y  el  Crecimiento de Radícula  Relativo  (CRR)  teniendo al tratamiento control 

como testigo con las ecuaciones 3,4 y 5. 

  PGR(%) =
N° de semillas germinadas con biofertilizante 

N° de semillas germinadas con agua 
∗ 100 

 

(3) 

 

CRR(%) =
Longitud de la radícula de semillas con biofertilizante

Longitud de la radícula de semillas con agua 
∗ 100 

(4) 

 

  IG (%) =
PGR ∗ CRR

100
 

  (5) 

 

Figura 7. Esquema de porcentaje de germinación de semilla. 
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Para la elección de la concentración del biofertilizante que presenta menor toxicidad y es 

óptimo para la germinación de semillas de fréjol se utilizó un (ANOVA) y prueba de 

Tukey. 

3.7.2.  Preparación de tratamientos 

Se seleccionó la concentración de biofertilizante que presentó un porcentaje de índice de 

germinación de las semillas de fréjol (Phaseolus vulgaris) mayor al 80%. Se realizaron 4 

tratamientos como se muestra en la Figura 8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se homogeniza de forma manual los componentes de cada tratamiento en fundas (unidad 

experimental) que tenían las siguientes características: 

 Ancho:    0.25 m 

 Altura:     0.30 m 

 Área:     0.02 m2 

 kg de sustrato por recipiente:  2 kg 

 Número de plantas por funda             1 

 

En el tratamiento 2 se aplicó en el riego con la siembra el producto comercial BioTric que 

contiene 4 x 109 esporas/ml de dos cepas puras de Trichoderma harzianum y Trichoderma 

viride, se preparó una dilución del 4% del producto (475 de agua y 25 ml de Biotric) 

colocada en cada unidad experimental. 

3.7.3. Siembra de fréjol (Phaseolus vulgaris).  

La siembra se realizó manualmente depositando tres semillas de fréjol (Phaseolus 

vulgaris) por funda que contenía el sustrato. Las fundas se colocaron dentro de un 

Testigo 

(Blanco) 

Tratamiento 1 

(T1) 

Tratamiento 2 

(T2) 

Tratamiento 3 

(T3) 

 

 

 

   

Tierra negra 

(100%) 

Tierra Negra (98%)+ 

Biofertilizante (2%) 

Tierra negra (98%)+ 

Biofertilizante (2%) + 

(dilución al 4% de 

Trichoderma sp)  

Tierra Negra 

(98%)+ Lodo 

PTAR-I (2%) 

Figura 8. Tratamientos aplicados para evaluar el efecto del biosólido en Phaseolus vulgaris 

 

Tierra negra 

Biofertilizante 

Lodo PTAR-I 

Trichoderma sp 
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invernadero para que no exista interferencia de factores externos. El riego se realizó de 

acuerdo con las necesidades del cultivo, hasta que este alcance la capacidad de campo.  

Para el análisis de los resultados se determinó el efecto en las variables morfológicas del 

cultivo de fréjol (Phaseolus vulgaris) en la etapa vegetativa (42 días) .Las variables que 

se analizaron en el estudio fueron: Longitud de raíz, número de hojas por planta, área 

foliar, peso fresco de la planta y altura de la plata. 

Para evaluar las variables vegetativas del crecimiento de fréjol se utilizó el procedimiento 

establecido en la Tabla 8.  

Tabla 8.  

Metodología para evaluar las variables de la etapa vegetativa de la planta de fréjol 

(Phaseolus vulgaris). 

Variables 

medidas 

Método Técnica Instrumento 

Longitud de 

raíz 

Medir la raíz principal desde el 

cuello hasta la cofia 
Observación Cinta métrica 

Número de 

hojas 

Contar las hojas del fréjol en el 

período de crecimiento 
Observación Conteo manual 

Área Foliar 

Medir el área de tres hojas de 

cada planta y obtener un 

promedio. 

Observación Aplicación petiole 

Peso fresco Pesar la planta en una balanza. Observación Balanza 

Altura 

Medir la planta de fréjol desde 

el cuello de la raíz hasta la 

última hoja trifoliada. 

Observación Cinta métrica 

 

Se utilizó un diseño de bloques completos al azar (DBCA), por lo que se distribuyó las 

fundas de los 4 tratamientos con 3 repeticiones (1 planta por funda) en 4 bloques y 

utilizando un nivel de significación del 95% como se muestra en la Figura 9. 
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T2 T3 T1 T4 B1

T4 T2 T1 T3 B2

T4 T1 T3 T2 B3

T2 T3 T4 T1 B4

Figura 9.Distribución de los tratamientos (DBCA) 
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CAPÍTULO IV 

4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1.Aislamiento e identificación morfológica y molecular  de bacterias ácido lácticas 

(BAL).  

La fase de muestreo permitió aislar siete cepas bacterianas, de las cuales se seleccionaron 

dos que presentaron características macroscópicas y microscópicas presuntivas para BAL 

especificadas en el apartado 3.4.1 de la metodología.  

El estudio se centró en el aislamiento de bacterias del género Lactobacillus, por lo que se 

utilizó el medio selectivo MRS, no obstante, se pueden aislar cepas que no pertenecen a 

esta clase de microorganismos como Bacillus. 

Las dos cepas (AL1 y AL2)  se observaron al microscopio para determinar su morfología 

y arreglo celular, en la Tabla 9 se presentan las características macroscópicas y 

microscópicas de la cepa AL1. 

Tabla 9   
Características macroscópicas y microscópicas de la cepa AL1 aislada de lodo residual 

de  la EPFYPROCAI. 

Características cepa AL1  

Macroscópicas 

Tamaño 3 mm 

Forma Circular 

Borde Irregular 

Textura Viscoso 

Color Crema 

Superficie Elevación convexa 

Microscópicas 

Tinción  Gram positiva 

Forma Bacilar 

Tamaño  Largos 

Extremos  Redondeados 

Disposición Cadenas 

 

El primer microorganismo aislado AL1 formó colonias que mostraron tamaño entre 2 y 

4 mm a las 24 h de cultivo, forma redonda, superficie lisa, borde irregular y textura 

cremosa (Figura 10A), coincidiendo con las características macroscópicas  reportadas por 

Cuervo (2010) para el género de Bacillus, por otra parte las características microscópicas  

descritas por Realpe, Hernández y Agudelo (2002) para Bacillus fueron: bacilos gram 

positivos, con bordes cuadrados o redondeados que forman cadenas largas (Figura 10B), 

lo que concuerda con los resultados obtenidos para la cepa codificada como AL1. 
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También dentro del análisis molecular se realizó la técnica de ADN barcoding 

amplificando la región del gen 16S/27F, análisis que fue realizado por el laboratorio 

certificado ID Gen ubicado en la ciudad de Quito.  

Con el programa bioinformático BLAST se demostró que la secuencia amplificada de la 

cepa AL1 pertenece al género de Bacillus sp y comparte similitud con Bacillus cereus 

presentando un porcentaje de identidad de 98.44% y un e-value de 0.0, como se describe 

en la Tabla 10 al ser un porcentaje menor al 99% no permite asegurar que la cepa aislada 

pertenezca a la especie planteada, es decir que no se llegó a determinar su identidad a 

nivel de especie. 

Tabla 10.  

Identificación molecular de Bacillus sp. aislada del lodo residual de la EPFYPROCAI. 

Muestra Organismo Longitud Fragmento 
% de 

homología 

AL1 
Bacillus sp. 

Bacillus cereus 
577 16S 27F 98.44 

 

Por otro lado, la cepa  AL2 presentó características macroscópicas y microscópicas típicas 

del género Lactobacillus, como se evidencia en la Tabla 11. 

 

 

Figura 10 Caracterización morfológica de Bacillus. A) Crecimiento de colonias de  Bacillus 

en agar MRS y B) colonias vistas al microscopio 100x , observándose bacilos largos. 

A B 
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Tabla 11.  

Características macroscópicas y microscópicas de la cepa AL2 aislada de lodo residual 

de  la EPFYPROCAI 

 

Se observó una relación con la descripción fenotípica realizada por Garcia, Alonso y 

García  (2016) y Cutiño et al., (2017) para el género de Lactobacillus, debido a la 

presencia de colonias blancas, de borde liso, circular y de tamaño entre  1 y 2 mm (Figura 

11A). Además, AL2 presentó similitud respecto a las características microscópicas 

planteadas por Ramírez (2010) para el género de Lactobacillus como: bacilos gram 

positivos, con bordes redondeados que forman cadenas cortas (Figura 11B).  

 

Adicionalmente, se comparó las secuencias obtenidas del análisis molecular mediante un 

BLAST dando como resultado que la cepa AL2 corresponde a Lactiplantibacillus 

argentoratensis con un porcentaje de identidad de 100% y con un e-value 4 x 10 -174 como 

se muestra en la Tabla 12. 

Características cepa AL2 

Macroscópicas 

Tamaño 1.5 mm 

Forma Circular 

Borde Liso 

Textura Ligero 

Color Blanca 

Superficie Lisa 

Microscópicas 

Tinción  Gram positiva 

Forma Bacilar 

Tamaño  Cortos 

Extremos  Redondeados 

Disposición Aislado 

B 

Figura 11 Caracterización morfológica de Lactobacillus. A) Crecimiento de colonias de 

Lactobacillus en agar MRS y B) colonias vistas al microscopio 100x , observándose 

bacilos cortos. 

A 
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Tabla 12   
Identificación molecular de Lactiplantibacillus argentoratensis aislada del lodo residual 

de la EPFYPROCAI. 

Muestra Organismo Longitud Fragmento 
% de 

homología 

AL2 
Lactiplantibacillus 

argentoratensis 
361 16S 27F 100 

 

De acuerdo con las características macroscópicas y microscópicas de los dos aislados 

obtenidos, se logró determinar que AL1 pertenece al género de Bacillus, mientras que 

AL2 corresponde al género de Lactobacillus. 

En distintos estudios demuestran que en la sangre y la microbiota intestinal de los 

animales presentan cepas nativas de Lactobacillus y Bacillus, los cuales muestran 

actividad antimicrobiana frente a patógenos como Escherichia coli y Salmonella sp 

(Zbrun et al, 2013 ; Reuben, Roy, Sarkar, Alam, y Jahid, 2019).  En la EPFYPROCAI se 

manejan estos tipos de desechos líquidos como sangre y agua del lavado del contenido 

ruminal que son trasladados mediante una tubería a la planta de tratamiento; siendo 

posible que varios microorganismos originarios de estos desechos se encuentren en el 

lodo residual generado (GADM I 2018), razón por la cual se logró aislar estas dos cepas 

bacterianas.  

Existe evidencias de que especies de Bacillus han sido aisladas del lodo residual (Vásquez 

Perea, Villamil Poveda, Sánchez Leal, y Lancheros Diaz, 2014), mientras que de la 

subespecie Lactiplantibacillus argentoratensis hay información limitada de su 

aislamiento, sin embargo de la especie de Lactobacillus plantarum se ha aislado a partir 

de desechos orgánicos, microbiota intestinal  y sangre de animales así lo demuestra Zbrun 

et al.,(2013) y Reuben, Roy, Sarkar, Alam, y Jahid, (2019). Diferentes estudios indican 

que Bacillus y Lactiplantibacillus argentoratensis inhiben el crecimiento de 

microorganismos patógenos como Escherichia coli y Salmonella sp. (Ray Mohapatra, 

Lakshmanan, Mahesh, Suchiang, y Jeevaratnam, 2021) atribuyéndole la acción 

antimicrobiana por la producción de metabolitos bioactivos (Anderson et al., 2015). 
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4.2.Caracterización del lodo residual de la Planta de Tratamiento de Aguas de la 

ciudad de Ibarra (PTAR-I). 

La caracterización microbiológica del lodo residual de la PTAR-I se efectuó con el lodo 

previamente biodigerido y centrifugado, las muestras se analizaron de acuerdo con lo 

planteado en el apartado 3.4 de la metodología para la cuantificación de: 

 Coliformes fecales (CF) 

 Salmonella sp 

Las coliformes fecales y Salmonella sp son un buen indicador de contaminación 

considerando que niveles bajos es evidencia de ausencia de organismos patógenos, 

además de que su concentración en aguas residuales es más alta que otros 

microorganismos. Siendo estos dos organismos los principales causantes de 

enfermedades intestinales graves en los seres humanos (García, 2016). 

Se cuantificó coliformes fecales una vez por mes durante agosto, septiembre, octubre y 

noviembre del 2021, determinando un valor promedio de 3.52x106 ± 2.3x106 , como 

muestra la Tabla 13. 

Tabla 13 

Caracterización de coliformes fecales mediante la técnica del NPM del lodo residual de 

la PTAR-I. 

 
Muestra 

1 

Muestra 

2 

Muestra 

3 

Muestra  

4 
Media 

Desviació

n estándar 

SEMARNAT 

2003 

 Coliformes fecales �̅� 𝝈  

Fecha 30/08/2021 22/09/2021 11/10/2021 27/11/2021  

 

3.52x106 

 

 

2.3x106 

 

 

>2x106 
NMP/

g seco 
5.3 x106 3 x106 5.3 x106 4.7 x105 

 

En el medio EC se evidenció el crecimiento de CF como lo muestra la Figura 12 indicando 

la producción de gas en las campanas Durham y turbidez del medio. 
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En la Figura 13 se evidenció colonias con coloración azul verdoso, mostrando un 

crecimiento bacteriano característico de Escherichia coli en medio TBX, lo que confirmó 

los resultados de la fermentación de tubos múltiples. Se determinó la presencia de E.coli 

debido a que es la especie que se encuentra en mayor porcentaje del grupo de coliformes 

fecales que causan enfermedades infecciosas como hepatitis, gastroenteritis, entre otras 

(García, 2016).  

 

Por otra parte, se cuantificó la población microbiana de Salmonella sp por cuatro meses 

consecutivos obteniendo un promedio de 4.9x104  ± 9.1 x103 como indica la Tabla 14. 

Figura 12 Presencia de gas en campanas Durham con medio EC, 

indica positivo para CF. 

Figura 13 Prueba confirmatoria de Escherichia coli en placa con TBX, se determinó la 

imagen A como ausencia de E.coli, mientras que la B como presencia de E.coli. 
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Tabla 14   

Cuantificación de Salmonella sp. mediante la técnica del NPM del lodo residual de la 

PTAR-I. 

 
Muestra 

1 

Muestra 

2 

Muestra 

3 

Muestra 

4 
Media 

Desviación 

estándar 

SEMARNAT 

2003 

 Salmonella sp. �̅� 𝝈  

Fecha 18/08/2021 15/09/2021 13/10/2021 21/10/2021 

4.9 x104 9.1 x103 

 

NMP 

(Código) 
5-4-1 5-3-2 5-3-3 5-3-1 >300 

NMP/g 

seco 
5.6 x104 4.6 x104 5.6 x104 3.7 x 104 

 

 

En el caldo selenito cistina se evidenció el crecimiento de Salmonella sp como lo muestra 

la Figura 14 por el cambio de coloración a anaranjado intenso. 

 

 

 

 

 

Figura 14 Cambio de coloración a anaranjado intenso indica positivo para presencia de 

Salmonella sp. 

En el medio Salmonella- Shigella (SS) se observó colonias de color negro debido a la 

producción de ácido sulfhídrico, obteniendo un crecimiento bacteriano característico de 

Salmonella sp. como indica la Figura 15. Confirmando los resultados de la fermentación 

de tubos múltiples.  

Figura 15 Prueba confirmatoria en placa con Agar SS, la imagen indica la presencia de 

Salmonella sp  
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Las muestras analizadas presentaron concentraciones diferentes de coliformes fecales y 

Salmonella sp, las cuales varían de acuerdo con el mes de muestreo, ya que  existe un 

flujo de entrada de aguas residuales del río Tahuando diario a la PTAR-I, donde los 

residuos son desembocados de forma continua en el transcurso del día, provocando 

variaciones en la carga microbiana del agua residual y por ende del lodo generado. 

Los valores más altos de CF se encuentran elevados a la sexta potencia (106 ) y el valor 

más bajo elevado a la quinta potencia (105), mientras que para Salmonella sp, se 

encuentran elevados a la cuarta potencia (104), esto nos indican que la cantidad de CF y 

Salmonella sp. del lodo residual de la centrifuga de la PTAR-I previo al secado solar no 

cumple con lo establecido en la Norma Oficial Mexicana para el aprovechamiento de 

lodos residuales de clase C que puede ser utilizado para mejoramiento de suelos, usos 

forestales y agrícolas (SEMARNAT, 2003b).  

A pesar de que la concentración promedio de CF encontrada en la investigación de 

3.52x106 NMP/ g seco no cumple con el valor de <2 x106 NMP/g seco para CF 

establecido en la Norma Oficial Mexicana para el aprovechamiento de los lodos, este 

valor se aproxima, esto se debe a que posiblemente ya que los lodos utilizados en la 

investigación son previamente digeridos por lo que algunas bacterias benéficas propias 

como Bacillus, ácido lácticas y acéticas podrían reducir los patógenos al ingresar al 

biodigestor (García, 2016), como se lo realiza en la PTAR-I. 

4.3.Evaluación de la aplicación de microorganismos ácido lácticos para la remoción 

de patógenos del lodo residual de la planta de tratamiento de aguas. 

4.3.1. Evaluación de la remoción de patógenos (Coliformes fecales y Salmonella sp) 

del blanco respecto a los tres tratamientos. 

Estudios como el de Anderson et al (2015) y Cupe y Juscamait (2018) plantean que las 

bacterias del género Bacillus y Lactobacillus tienen propiedades antimicrobianas por los 

metabolitos bioactivos que producen en un proceso fermentativo. Por ello, se evaluó la 

capacidad de reducción de patógenos de las dos cepas aisladas mediante una fermentación 

anaerobia. 

Se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre el blanco y los tres 

tratamientos, obteniendo un p-valor de 0,0001 de CF (F= 74,29; gl= 8) y de Salmonella 

sp un p-valor <0,0001 (F= 37,01; gl= 8), es decir que el aplicar un inóculo bacteriano 
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independientemente del género microbiano utilizado es más efectivo para la reducción de 

patógenos que dejar al lodo sin ningún inóculo como se puede observar en la Figura 16. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La concentración inicial de coliformes fecales en el tratamiento control (Blanco)  fue de 

3.52x106 NMP/g seco de y luego de 31 días se logró reducir a 2.8x106 NMP/g seco ± 

5.7x105, mientras que de Salmonella sp la carga microbiana inicial fue de 4.9 x104 NMP/g 

seco y posterior a los 31 días tuvo un valor promedio de 4.6x103 NMP/g seco ± 810.29. 

A diferencia de los tres tratamientos que a los 31 días uno de ellos (T3) logró disminuir 

de 3.52x106 NMP/g seco hasta 9.2x105 NMP/g seco de coliformes fecales y de Salmonella 

sp desde 4.9 x104 NMP/g seco a 270.37 NMP/g seco, permitiendo cumplir con lo 

establecido en la Normativa Oficial Mexicana para aprovechamiento de biosólidos.  

a

) 

b

) 

Figura 16 Comparación de la reducción de patógenos del lodo residual de la 

PTAR-I del blanco respecto a los tres tratamientos a) coliformes fecales y b) 

Salmonella sp. Grupos de medias que son estadísticamente diferentes entre sí (p < 

0.05), están indicados con letras distintas.   

 



59 

 

Peña (2012) manifiesta que para el desarrollo de coliformes fecales y Salmonella spp. se 

requiere un pH neutro, en el tratamiento control que obtuvo un promedio de 7.4 ±0.3, el 

cual al ser un valor de pH neutro es el adecuado para el crecimiento de la microbiota 

patógena del lodo residual. Según Betance, Gonzalez, Aguirre y Cueva (2010) un pH 

alcalino permite que los microorganismos involucrados en la acetogénesis y 

metanogénesis se desarrollen correctamente y mantengan el equilibrio ácido-base para la 

transformación de ácidos orgánicos en gas metano en un proceso de biodigestión 

anaerobia.  

Mientras que en los tres tratamientos (T1, T2, T3) respecto al pH mostraron resultados 

similares como se evidencia en la Figura 17, al alcanzar un valor promedio de 4.3 con 

una desviación estándar de 0,3. La acidificación del medio (lodo residual) de los tres 

tratamientos indicó que las bacterias aplicadas del género Lactobacillus y Bacillus 

fermentaron los carbohidratos y la melaza produciendo metabolitos ácidos que inhiben el 

crecimiento de patógenos como coliformes fecales y Salmonella (Zbrun et al., 2013), esto 

coincide con los resultados de Anderson et al (2015) quienes registraron que al utilizar 

bacterias como Lactobacillus y Bacillus se puede reducir el pH aproximadamente a 4,5 

lo que influyen en la actividad metabólica de los microorganismos, afectando a las 

exoenzima y enzimas que se encuentran unidas a su membrana plasmática limitando el 

desarrollo de los patógenos, además el pH ácido provoca que el equilibrio ácido-base se 

altere y permanezca en la etapa de acidifación de la digestión anaerobia, impidiendo la 

proliferación de bacterias  del lodo residual involucradas en la digestión anaerobia y 

proceso de alcalinización. 

Figura 17 Gráfica de la variación del pH del tratamiento control y los tres 

tratamientos con respecto al tiempo. (T1: Lodo residual + Bacillus, T2: Lodo 

residual + Lactobacillus, T3: Lodo residual + Bacillus + Lactobacillus). 
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En el testigo y los tres tratamientos (T1,T2,T3) la temperatura osciló entre 24°C y 32°C 

como se muestra en la Figura 18, valores que se según FAO, MINENERGIA, PNUD y 

GEF,(2011) se encuentran en el intervalo óptimo de 25°C y 35°C para el desarrollo de 

microorganismos mesofílicos como Lactobacillus, Bacillus y los que participan en la 

digestión anaerobia, sin embargo, no se mantuvo una temperatura constante debido a las 

condiciones ambientales variables. 

La producción de biogás permite comprobar el crecimiento de la microbiota que se 

relaciona con el proceso de biodigestión anaerobia (Suárez, López y Álvarez, 2019). En 

el blanco existió una producción máxima de 31L de gas lo que confirma el desarrollo de 

diferentes microorganismos, por otra parte, en los tres tratamientos (T1, T2, T3) 

disminuyó la producción de gas respecto al tiempo generando 4,8 L al finalizar la 

fermentación como se muestra la Figura 19. Reuben et al (2019) expone que la reducción 

de gas es un indicador de que no existió un proceso de biodigestión anaerobia, debido a 

que, el equilibro entre la cantidad microorganismos metanogénicos y acidogénicos es 

alterado por la inoculación de bacterias productoras de ácidos orgánicos como Bacillus y 

Lactiplantibacillus argentoratensis, dificultando el paso a las siguientes etapas de la 

digestión anaerobia: acetogénesis y metanogénesis. Betance et al., (2010) sugiere que la 

producción máxima de gas es un indicador de que se ha alcanzado el estado estacionario 

en la operación, ya que se ha obtenido el máximo crecimiento o concentración de los 

microorganismos en el reactor equilibrándose el crecimiento bruto con la muerte celular, 

posiblemente porque el sustrato que contiene los nutrientes esenciales como hidratos de 

carbono necesarios para su desarrollo se agotaron. 

 

Figura 18. Variación de la temperatura del tratamiento control y los tres tratamientos 

con respecto al tiempo.  
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4.3.2. Elección del mejor tratamiento para la reducción de patógenos: Coliformes 

fecales y Salmonella sp). 

Como se muestra en la Figura 20, el Tratamiento T3 logró disminuir una mayor cantidad 

de patógenos en comparación a los otros dos tratamientos (T1,T2) obteniendo un 

promedio de 5.4x105 NMP/g seco ± 5.2x104 en lo que respecta a coliformes fecales, 

mientras que de Salmonella sp obtuvo un valor de 270.37 NMP/g seco ± 92.72. Existen 

diferencias significativas (F=5,29; gl=6 p-valor= <0,047) entre los tres tratamientos, es 

decir que el aplicar distintos inóculos bacterianos producen diferente efecto en la 

reducción de coliformes fecales y Salmonella, obteniendo que el tratamiento 3 que 

contenía un inóculo de Bacillus y Lactiplantibacillus redujo en mayor cantidad los 

patógenos respecto al NMP/g seco, autores como Díaz, Iglesias y Cabrera (2014) y Villa 

et al (2013) plantean que microorganismos del género Bacillus y Lactobacillus pueden 

coexistir en un mismo ecosistema sin competir entre sí, adaptándose al medio y 

produciendo metabolitos bioactivos que ayuden en la remoción de patógenos como 

coliformes fecales  y Salmonella sp, probablemente por esta razón el tratamiento T3 que 

es la combinación de inóculos de Bacillus y Lactobacillus resultó el mejor de los tres. 

De la misma manera, el Tratamiento 3 (T3) cumplió con los parámetros microbiológicos 

establecidos en la Normativa Oficial Mexica (SEMARNAT, 2003) para el 

aprovechamiento de biosólidos para ser clasificado como lodo de clase C, ya que redujo 

<2x106 NMP/g seco de coliformes fecales y <300 NMP/g seco de Salmonella sp.  Es 

decir, que el lodo residual obtenido puede ser utilizado para el mejoramiento de suelos, 

usos agrícolas y forestales limitando su aplicación en áreas como parques, y áreas 

recreativas que tenga un contacto directo con el ser humano. Además, cumplió con los 

Figura 19. Gráfica de la producción de biogas del tratamiento control y los tres 

tratamientos con respecto al tiempo. 
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criterios establecidos por Méndez, Meza y Peña (2015) para ser considerado como un 

buen tratamiento estabilizado ya que obtuvo un pH menor a 4,5 evitando que compuestos 

gaseosos tóxicos para la planta se desarrollen, existió ausencia de mal olor y no presentó 

capas de hongos y levaduras. 

Es importante destacar que el lodo residual estabilizado que cumplió con los parámetros 

microbiológicos de la Normativa Oficial Mexicana es el del Tratamiento 3 que contiene 

la combinación de las cepas aisladas (Bacillus y Lactiplantibacillus argentoratensis) y 

melaza, esto debido a que los dos microorganismos inoculados tuvieron una fuente de 

carbono adicional como es la melaza la que contiene azúcares que son fácilmente 

metabolizados permitiéndoles su rápido desarrollo para que surjan como dominantes en 

el medio para la producción de ácidos y otros metabolitos que posiblemente produjeron 

a) 

b) 

Figura 20 Comparación de la reducción de patógenos del lodo residual de la 

PTAR-I de los tres tratamientos, a) coliformes fecales y b) Salmonella sp. Grupos 

de medias que son estadísticamente diferentes entre sí (p < 0.05), están indicados 

con letras diferentes. 
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la reducción del pH del lodo residual que contribuyó a la reducción de patógenos como 

coliformes fecales y Salmonella. Este es el biofertilizante obtenido en esta investigación, 

el cuál será utilizado para el cumplimiento de apartado 4.4. 

4.4.Análisis del efecto del biofertilizante obtenido (lodo residual estabilizado) en la 

fase vegetativa de Phaseolus vulgaris. 

4.4.1. Evaluación de la Fitotoxicidad del biofertilizante (Lodo residual estabilizado) 

en semillas de fréjol (Phaseolus vulgaris). 

Se encontró diferencias estadísticamente significativas (F=53,28; gl=12; p-valor= 

<0,0001) entre las concentraciones del lodo residual (%) respecto al IG, es decir que las 

concentraciones de biofertilizante evaluadas producen un efecto diferente en el índice de 

germinación de semillas de fréjol (Phaseolus vulgaris), como se muestra en la Figura 21, 

encontrándose que el índice de germinación del grupo  B correspondiente a las 

concentraciones de 2,5,10 y 25% fue superior al determinado para el grupo A de 

concentraciones de 50 y 75%, demostrando que el grupo A presenta elementos fitotóxicos 

que impiden la germinación de las semillas. 

Varnero , Rojas y Orellana (2007) señalan que el índice de germinación (IG) debe 

encontrarse sobre el 80% para considerar que la sustancia utilizada no tiene elementos 

fitotóxicos, valores entre el 80 y 50% muestran una presencia moderada de fitotoxinas, 

mientras que, valores menores a 50% indican una alta presencia. De acuerdo con estos 

criterios el biofertilizante obtenido es menos tóxico en concentraciones de 2 y 5% con un 

IG de 99.32 y 92.47 % respectivamente, mientras que el de 10 y 25 % presentaron un IG 

Figura 21. Efecto de diferentes concentraciones del lodo residual estabilizado 

sobre el índice de germinación (IG). 
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de 77,40 y 68.49 % mostrando una toxicidad moderada y el de 50 y 75% tuvieron un IG 

de 0%, lo que demuestra una alta fitotoxicidad impidiendo la germinación de semillas de 

fréjol (Phaseolus vulgaris). 

Analizando los resultados se observó que la dilución de 2% es al que mejor favorece a la 

germinación de las semillas de fréjol (Phaseolus vulgariza) con un IG de 99.32% lo que 

significa que no hay efectos fitotóxicos del biofertilizante en esta concentración. Sin 

embargo, Escobar, Martinez y Sánchez (2012) encontraron que usando lodo residual se 

produjo un IG aceptable de 87% empleando una del concentración del 1%. 

4.4.2. Evaluación del biofertilizante en parámetros de crecimiento de fréjol 

(Phaseolus vulgaris). 

Existe información limitada en el que se haya realizado la aplicación conjunta de lodo 

residual con Trichoderma sp, es por ello que la discusión de los resultados está enfocada 

en los beneficios en forma separada del biosólidos y aplicación de Trichoderma sp. 

Los resultados de las variables: longitud de raíz, número de hojas por planta, área foliar, 

altura y peso fresco de la planta, que fueron cuantificados al final de la etapa vegetativa 

del fréjol (Phaseolus vulgaris). 

Longitud de la raíz  

 Se determinó que existen diferencias estadísticamente significativas entre los 

tratamientos (F= 93.55; gl=44; p-valor = <0.001), es decir, que la aplicación de biosólidos 

como biofertilizante muestran superioridad de elongación radicular en comparación al 

tratamiento control como muestra la Figura 22. Al analizar la longitud de la raíz de las 

plantas de fréjol (Phaseolus vulgaris), se determinó que la longitud máxima  fue de 60cm, 

valor obtenido en el tratamiento 2, mientras que la longitud mínima fue de 28 cm que se 

evidenció en el tratamiento control. 

Entre los tratamientos T1 y T3 se encontró que no existieron diferencias en sus medias 

por lo que el aplicar lodos residuales estabilizados por diferentes métodos (secado y 

biodigestores) influyen de la misma manera en la longitud de la raíz, mientras que para el 

tratamiento T2 en comparación a los otros dos tratamientos y el blanco existieron 

diferencias estadísticamente significativas porque generó la mayor longitud de la raíz. 
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 Es decir que el tratamiento en el que se aplicó biofertilizante y Trichoderma sp (T2) tiene 

el efecto más favorable en la longitud de raíz, esto se debe a la aplicación de 

microorganismos benéficos como Trichoderma sp. en cultivo de fréjol que acelera el 

alargamiento de las raíces ya que al estar colonizadas por el hongo produce auxinas y 

otros compuestos difusibles que pueden modular el crecimiento de la raíz mejorando la 

absorción de nutrientes minerales en el suelo, induciendo al crecimiento de un mayor 

sistema de raíces y mejorando la absorción del agua, lo que fue demostrado por Romero, 

García, Hernández, y Sánchez (2016) en su estudio. Resultados similares se obtuvieron 

en diferentes cultivos como de arveja (Pisum sativum), maracuyá (Passiflora edulis) y 

tomate (Solanum lycopersicum) (Pelagio et al., 2017). 

Además la elongación de la raíz principal se debe a que los lodos residuales inducen en 

el desarrollo de las raíces de las plantas de fréjol, debido al aporte de altos niveles de 

nutrientes y materia orgánica presente en los biosólidos, los cuales son asimilables por 

las raíces de los cultivos influyendo en su crecimiento (Korboulewsky, Bonin y Massiani, 

2002). 

Área foliar 

El área foliar es importante en la fisiología de la planta por la superficie  fotosintética, 

favoreciendo a la producción de carbohidratos que junto al agua y minerales absorbidos 

intervienen en el aumento de biomasa de las plantas (Utria et al., 2008). 

Figura 22 Incidencia del blanco y los tres tratamientos en la longitud de la raíz (cm).T1 

(Biofertilizante +Tierra negra) T2 ( Biofertilizante+ Trichoderma sp +Tierra negra) T3 

(Lodo seco PTAR-I +Tierra negra).  
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Se encontró que existen diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos 

respecto al área foliar, al presentar un p-valor <0.05  (F= 114.89; gl=44; p-valor= <0.001), 

es decir, que la aplicación del biofertilizante, Trichoderma sp y el lodo seco de la PTAR-

I influyeron respecto a esta variable, como se puede observar en la Figura 23.  

El T3 y T1 no son significativamente diferentes obteniéndose un promedio para el área 

foliar de 70.4 cm2, ya que se aplica únicamente el lodo residual estabilizado por diferentes 

métodos pero que posiblemente contienen concentraciones similares nutrientes (Utria 

et al 2008) , pero el T2 donde se empleó lodo residual y se potenció con Trichoderma se 

obtuvo el mayor valor detectado para la variable  (76.7 cm2), mientras que en el 

tratamiento control se obtuvo el valor más bajo de área foliar (57.1 cm2) porque no se 

aplicó ningún tipo de biofertilizante, que promueva el crecimiento de la planta de fréjol.  

En el T2 donde se inoculó adicionalmente Trichoderma sp se evidenció que la variable 

evaluada respondió significativamente a la combinación de biofertilizante con 

Trichoderma sp. ello indica que el hongo se encuentra modulando la respuesta en la planta 

de fréjol (Phaseolus vulgaris) a la presencia del compost (Peña, 2008). 

Varios estudios se han centrado en comprobar la efectividad del lodo residual en el 

crecimiento de plantas asi lo demuestra Utria et al (2008) al evaluar en plántulas de tomate 

(Solanum lycopersicum), encontró que la magnitud del área foliar se incrementó en el 

cultivo tratado con biosólidos, obteniendo un valor máximo aproximado de 70 cm2, 

coincidiendo con los resultados obtenidos en esta investigación que al aplicar biosólidos 

favorece al desarrollo del área foliar.  

Figura 23 Área foliar (cm2) del blanco y los tres tratamientos 
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Otro de los estudios es el de Başdinç y Çirka, (2021) donde evaluó las concentraciones 

de lodos residuales en el crecimiento de las plantas de fréjol (Phaseolus vulgaris) 

encontraron resultados contrarios a los obtenidos, determinando que los lodos no tienen 

un efecto positivo en el área foliar en comparación con el control, esta discrepancia entre 

los dos resultados puede deberse a la aplicación de concentraciones altamente                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    

tóxicas de lodos residuales impidiendo el desarrollo óptimo del cultivo (Guerrero et al., 

2018). 

Número de hojas por planta 

El número de hojas en las plantas de fréjol es importante ya que a medida que la planta 

se desarrolla puede perder hojas por la falta de nutrientes, provocando que la tasa 

fotosintética disminuya generando menor cantidad de nutrientes para el crecimiento de la 

planta e induciendo que la biomasa se reduzca (Ortiz, 2012).   

Respecto al número de hojas existen diferencias estadísticamente significativas entre los  

tres tratamientos en comparación con el blanco  (F= 165.88; gl=44; p-valor= <0.001) 

como se muestra en la Figura 24, es decir, que la aplicación del biofertilizante y el lodo 

seco de la PTAR-I  influyen en el número de hojas, sin embargo entre los tres tratamientos 

T1, T2 y T3 no presentaron diferencias entre sus medias, es decir que aplicar cualquiera 

de los tres tratamientos incrementaría esta variable.  

 

Estos resultados se deben a que  los lodos residuales contribuyen a incrementar el número 

de hojas ya que dispone de altas cantidades de nitrógeno, estimulando el desarrollo 

vegetativo, lo que le permite a la planta producir hojas hasta que alcance su máximo 

Figura 24 Número de hojas de la planta de fréjol (Phaseolus vulgaris) del blanco y los 

tres tratamientos. 
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crecimiento (Lobo y Filho, 2009).  Başdinç y Çirka, (2021) evaluó que al aplicar lodos 

residuales en el cultivo de fréjol (Phaseolus vulgaris) presentan diferencias 

estadísticamente significativas del número de hojas en comparación al control, por otra 

parte Ruiz (2011) al comparar los tratamientos aplicando concentraciones distintas de 

biosólidos observó que no hay diferencias en el número de hojas por planta. Resultados 

que constatan con los obtenidos en la investigación. 

Además, estudios realizados por  Khalifa et al (2010) que analizó el número de hojas al 

inocular Trichoderma sp en cultivo de fréjol (Phaseolus vulgaris) como en el T2 , observó 

que solamente el tratamiento que contenía el hongo se diferenció del control negativo, 

también Camargo y Ávila (2014) y Cubillos y Valero (2009) reportaron el incremento en 

números de hojas al inocular cepas de Trichoderma sp en cultivos de arveja (Pisum 

sativum) y maracuyá (Passiflora edulis); estos hallazgos posiblemente se deben a la 

capacidad que posee el hongo de acidificar el medio alrededor de las raíces y para 

producir metabolitos quelantes, este mecanismos vuelve solubles a algunos minerales y 

compuestos como: manganeso, zinc y fosfato del calcio, lo cuales pueden ser 

aprovechados como nutrientes por la planta, lo que explica la capacidad de Trichoderma 

sp de incrementar  la biomasa vegetal (Altomare et al., 1999). 

Altura de la planta 

La altura de planta es una característica fisiológica importante para el crecimiento, se 

determina por la elongación del tallo donde se acumula los nutrientes originados durante 

la fotosíntesis, variable que se puede ver afectada por falta de nutrientes asimilables por 

la planta (Ortiz, 2012).  

La Figura 25 indica que existen diferencias estadísticamente significativas entre los 

tratamientos (F= 277.28; gl=44; p-valor= <0.001), es decir, que los  tratamientos 

evaluados presenta distinta influencia respecto a la altura de la planta, comprobándose a 

través de la comparación de las medias que todas son significativamente diferentes 

incluyendo el testigo es decir, es decir que el no aplicar biosólidos (blanco) , aplicar 

únicamente lodos residuales (T1 y T3) inocular Trichoderma sp y biosólidos (T2) 

influyen de manera diferente en la altura de la planta, siendo el T2 que contenía lodos 

residuales y Trichoderma sp el que presentó la máxima altura.  
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Frente al control los tratamientos tuvieron un mejor resultado en cuanto a la altura de la 

planta, lo que indica que el uso de biosólidos podría mejorar esta variable, resultados 

similares a los de Negrín y Jiménez (2012) quienes obtuvieron un valor máximo de 65 

cm en la altura de la planta al aplicar biosólidos, lo que evidencia el efecto beneficioso 

sobre el desarrollo fisiológico. Siendo el mejor el T2 donde se inoculó adicionalmente 

Trichoderma sp, cuya altura máxima fue de 67,8 cm frente a los 28,8 cm del control. 

Esta diferencia de altura entre los tratamientos y el control podría atribuirse a los 

componentes del biofertilizante, especialmente materia orgánica y oligoelementos 

esenciales para el crecimiento de las plantas (Belmeskine et al., 2020). 

Mientras que, en el T2 se obtiene la mayor altura, ya que además de aplicar biosólidos se 

potencia con Trichoderma sp que actúa como un estimulante que permite un mayor 

desarrollo en el sistema radical por la secreción de hormonas reguladoras de crecimiento, 

influyendo en una mejor asimilación de nutrientes y por ende una mayor altura de la 

planta (Cubillos y Valero, 2009). Autores como  Peña y Pavone (2020) señalan que 

además pueden producir sideróforos que podrían contribuir en el incremento de la altura. 

En este sentido, Khalifa et al (2010). informó el incremento en el crecimiento de las 

plantas provocada por la aplicación de microorganismos en el suelo. 

 

 

Figura 25 Altura de la planta de fréjol (Phaseolus vulgaris) del blanco y los tres 

tratamientos. 
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Peso fresco de la planta 

El peso fresco permite estimular el volumen, determinando el contenido de agua presente, 

como respuesta a la capacidad fotosintética y nutrición de la planta, directamente 

relacionado con la producción. La aplicación de biofertilizante permite corregir la 

ausencia de nutrientes que pueden tener las plantas, evitando que no se produzcan frutos, 

al conocer el peso fresco se logra determinar que la planta tuvo una correcta nutrición y 

por ende el suelo y biofertilizante proporcionaron los nutrientes necesarios para su 

crecimiento (Ortiz, 2012).  

 Se determinó que existen diferencias estadísticamente significativas entre los 

tratamientos evaluados (Figura 26), es decir, que el peso fresco de la planta depende de 

los factores en estudio (biofertilizante y lodo residual PTAR-I). Teniendo como resultado 

un peso máximo 54,3g en el T2 y un valor mínimo de 22,3g en el tratamiento testigo. 

Başdinç y Çirka (2021) demostraron que el aplicar biosólidos tienen efecto positivo en el 

peso fresco de la planta, aumentando el rendimiento en comparación con el tratamiento 

control, también Camargo y Ávila (2014) mostró que el fréjol (Phaseolus vulgaris) tiene 

una reacción favorable al aplicar Trichoderma sp., estos resultados concuerdan con lo 

reportado en diferentes cultivos como melón, papa y aguacate. 

 

Figura 26 Peso fresco (g) de la planta de fréjol (Phaseolus vulgaris) del blanco y los tres 

tratamientos.  
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CAPÍTULO V 

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

5.1. Conclusiones 

• Mediante técnicas macroscópicas y microscópicas se identificaron dos cepas 

bacterianas en las muestras del lodo residual analizado pertenecientes a los géneros 

Bacillus y Lactobacillus. Además, se determinó mediante la técnica de ADN barcoding 

que uno de los microorganismos corresponde a la especie de Lactiplantibacillus 

argentoratensis. 

• Las características microbiológicas de las muestras de lodo de la centrifuga de la 

PTAR-I presentó un promedio de 3.52x106 NMP/g seco de coliformes fecales y una 

concentración media de 4.9 x104 NMP/g seco de Salmonella sp. En base a estos resultados 

se determinó, que las muestras no cumplieron con los limites permisibles respecto a los 

parámetros microbiológicos establecidos en la Normativa Oficial Mexicana para su 

aprovechamiento en la agricultura. 

• El inóculo compuesto por la combinación de  Lactiplantibacillus argetoratensis y 

Bacillus logró reducir la carga microbiana de coliformes fecales y Salmonella sp. este 

tratamiento resultó ser el mejor ya que disminuyó a un promedio de 5.4x105 NMP/g seco 

de coliformes fecales y 270.37 NMP/g seco para Salmonella sp., además presentó un pH 

de 4,2, sin mal olor y sin presencia de hongos y levaduras, cumpliendo con lo establecido 

en la Norma Oficial Mexicana para lodos de tipo C que pueden ser aprovechados en la 

agricultura. 

•  El biofertilizante presentó una concentración óptima al 2 % la cual no generó 

efectos tóxicos en las semillas de fréjol (Phaseolus vulgaris), mostrando un índice de 

germinación de 99, 32%. 

• La aplicación de biosólidos (T2) y Trichoderma sp promueven significativamente 

el desarrollo de las plantas de fréjol (Phaseolus vulgaris), mostrando incrementos en 

todas las variables evaluadas como: longitud de raíz (60,3 cm), área foliar (76,7 cm2), 

altura de la planta (67.8 cm), peso fresco (54,3 g) y números de hojas por planta (44,7); 

esto indica la conveniencia de utilizar microorganismo benéficos y biofertilizantes por su 

mejor adaptación y su alto contenido de nutrientes.  
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5.2. Recomendaciones 

 Incrementar análisis para la caracterización del lodo residual como parámetros físico 

-químicos, que permitan conocer cómo influyen los microorganismos en la 

composición de los nutrientes del lodo residual de la PTAR-I. 

 Utilizar otro primer que amplifique la región rpoB, con el fin de identificar la especie 

de Bacillus sp aislado. 

 Determinar la concentración de los microorganismos productores de ácido antes, 

durante y al final del proceso de biodigestión a través de UFC/ml, para conocer  como 

varía su crecimiento durante todo el proceso.  

 Extraer los metabolitos producidos por Bacillus sp. y Lactiplantibacillus 

argetoratensis de un extracto crudo de cultivo celular  para separar e identificar por 

cromatografía y  espectrometría de masas e identificar si presentan efecto 

antimicrobiano en los patógenos. 

 Colocar a los digestores en lugares cerrados  para que la temperatura ambiental se 

pueda mantener constante, evitando  variaciones diarias mayores a 1,2°C en los 

reactores provocadas por efecto de las condiciones climáticas. 

 Establecer alianzas con instituciones que permitan la identificación de especies con 

otras técnicas como la de MALDI-TOF. 

 Comprobar la efectividad  antimicrobiana de los metabolitos producidos por Bacillus 

sp. y Lactiplantibacillus argetoratensis por el método de difusión en disco (Kirby-

Bahuer) en la disminución de patógenos del agua y lodo residual. 

 Realizar un muestreo más amplio de diferentes lodos residuales como el primario, 

secundario o terciario de la EPFYPROCAI,  para aislar un mayor número de 

microorganismos con capacidad antimicrobiana.  
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ANEXOS  

Anexo 1 Visualización en gel de agarosa 1% de fragmentos de aproximadamente 1200pb, 

amplificados con primers 27F/1492R. M: Marcador de peso molecular ABM 100pb Opti-

DNA Marker. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 2 Biomasa obtenida de Bacillus sp y Lactiplantibacilus argetoratensis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Biomasa obtenida para M1(Bacillus) y 

M2(Lactiplantibacillus argetoratensis) 
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Anexo 3 Reactores e invernadero  utilizado para la fermentación anaerobia. 

 

 

 

Anexo 4 Análisis de la Varianza para cuantificación de Salmonella spp (NMP/g seco) 

para los diferentes tratamientos. 
 

   F.V.         SC      gl     CM       F    p-valor    

Modelo      34834435,30  3 11611478,43 37,01 <0,0001    

Tratamiento 34834435,30  3 11611478,43 37,01 <0,0001    

Error        2510084,84  8   313760,61                  

Total       37344520,14 11                              

 

Anexo 5 Resultados de la prueba de Tukey de la cuantificación de Salmonella spp 

(NMP/g seco)  para los diferentes tratamientos. 

 

Tratamientos Medias  n   E.E.        

T3           319,80  3 323,40 A     

T1           827,09  3 323,40 A     

T2          1106,00  3 323,40 A     

B           4631,47  3 323,40   B  

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

Anexo 6 Análisis de la Varianza para cuantificación de Coliformes fecales (NMP/g seco) 

para los diferentes tratamientos. 
 

   F.V.            SC         gl        CM         F    p-valor    

Modelo       9486057373454,09  3 3162019124484,70 20,86  0,0004    

Tratamiento  9486057373454,09  3 3162019124484,70 20,86  0,0004    

Error        1212431529909,52  8  151553941238,69                  

Total       10698488903363,60 11                                   

 

Anexo 7 Resultados de la prueba de Tukey de la cuantificación de coliformes fecales 

(NMP/g seco)  para los diferentes tratamientos. 
Tratamiento  Medias    n    E.E.          

T3           538160,90  3 224762,05 A     

T1           784634,18  3 224762,05 A     

T2          1439580,41  3 224762,05 A     

B           2827947,55  3 224762,05    B  

Distribución de tratamientos en el invernadero Diseño de reactor 
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Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

Anexo 8 Concentraciones para determinar fitotoxicidad del lodo estabilizado.  

 

 

 

Anexo 9 Análisis de la Varianza para el índice de germinación (IG) 

 

    F.V.         SC    gl   CM     F    p-valor    

Modelo        29481,97  5 5896,39 53,28 <0,0001    

CONCENTRACION 29481,97  5 5896,39 53,28 <0,0001    

Error          1327,95 12  110,66                  

Total         30809,93 17                         

Anexo 10 Prueba de Tukey de los valores del índice de germinación (IG) 

 

CONCENTRACION Medias n  E.E.       

C5              0,00  3 6,07 A     

C6              0,00  3 6,07 A     

C4             70,78  3 6,07    B  

C3             77,40  3 6,07    B  

C2             87,67  3 6,07    B  

C1             99,32  3 6,07    B  

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

Anexo 11 Crecimiento de plantas de fréjol (Phaseolus vulgaris)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Crecimiento de plantas de fréjol a los 25 días de los 

tratamientos 

Semillas de fréjol a las 24 horas Semillas de fréjol germinadas a 96 horas 
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Anexo 12 Análisis de varianza de la variable área foliar.  
 

F.V.       SC    gl   CM    F    p-valor    

Modelo      2457,51  3 819,17 39,24 <0,0001    

TRATAMIENTO 2457,51  3 819,17 39,24 <0,0001    

Error        918,64 44  20,88                  

Total       3376,16 47                         

 

Anexo 13 Prueba de Tukey de la variable área foliar.  
TRATAMIENTO Medias n  E.E.          

BLANCO       57,12 12 1,32 A        

T3           69,60 12 1,32    B     

T1           71,20 12 1,32    B     

T2           76,67 12 1,32       C  

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

Anexo 14 Análisis de varianza de la variable número de hojas por planta.   
  F.V.     SC    gl   CM      F    p-valor    

Modelo   5850,23  3 1950,08 165,88 <0,0001    

Columna1 5850,23  3 1950,08 165,88 <0,0001    

Error     517,25 44   11,76                   

Total    6367,48 47                           

 

Anexo 15 Prueba de Tukey de la variable número de hojas por planta.  
Tratamiento Medias n  E.E.       

BLANCO    17,58 12 0,99 A     

T3        41,50 12 0,99    B  

T1        42,67 12 0,99    B  

T2        44,67 12 0,99    B  

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

 

 

 

Plantas de fréjol del mejor 

tratamiento 

Raíz de fréjol a los 

42 días del mejor 

tratamiento 
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Anexo 16 Análisis de varianza de la variable peso fresco.   
 F.V.    SC    gl   CM      F    p-valor    

Modelo 7364,25  3 2454,75 114,89 <0,0001    

BLANCO 7364,25  3 2454,75 114,89 <0,0001    

Error   940,07 44   21,37                   

Total  8304,32 47                           

 

 

Anexo 17 Prueba de Tukey de la variable peso fresco.  
Tratamiento Medias n  E.E.          

BLANCO  22,33 12 1,33 A        

T3      47,98 12 1,33    B     

T1      48,90 12 1,33    B     

T2      54,29 12 1,33       C  

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

Anexo 18 Análisis de varianza de la variable longitud de raíz. 

 
Tratamiento   SC    gl   CM     F    p-valor    

Modelo 6302,54  3 2100,85 93,55 <0,0001    

BLANCO 6302,54  3 2100,85 93,55 <0,0001    

Error   988,06 44   22,46                  

Total  7290,60 47                          

 

Anexo 19 Prueba de Tukey de la variable longitud de raíz.   
Tratamiento Medias n  E.E.          

BLANCO  28,31 12 1,37 A        

T1      47,10 12 1,37    B     

T3      48,65 12 1,37    B     

T2      60,28 12 1,37       C  

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

Anexo 20 Análisis de varianza de la variable altura de la planta.  
   F.V.       SC    gl   CM      F    p-valor    

Modelo      9243,75  3 3081,25 277,28 <0,0001    

Tratamiento 9243,75  3 3081,25 277,28 <0,0001    

Error        488,94 44   11,11                   

Total       9732,69 47                           

 

Anexo 21 Prueba de Tukey de la variable altura de la planta.  
Tratamiento Medias n  E.E.             

BLANCO       28,76 12 0,96 A           

T3           47,69 12 0,96    B        

T1           51,47 12 0,96       C     

T2           67,78 12 0,96          D  

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 


