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RESUMEN

ABSTRACT

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la
deshidratacién de los lodos en lecho de secado sobre las ca-
racteristicas fisicoquimicas de estos subproductos y la acti-
vidad biol6gica de los microorganismos. Se determiné que
después de cinco meses de secado disminuyé la concen-
tracién de carbono orginico, los metales pesados se man-
tuvieron por debajo del limite permisible y el nitrégeno y
fésforo total se mantuvieron constantes. Se evidencié dis-
minucién de los acrobios mesdfilos, hongos y amiloliticos
de siete, seis y una unidad logaritmica de UFC/g respecti-
vamente. La presencia de microorganismos funcionales ce-
luloliticos y solubilizadores de fosfato fue <10 UFC/g. Por
otro lado, el 3 % (7=8040) de las cepas evaluadas, fueron
productoras de PHA en por lo menos una de las fuentes de
carbono evaluadas (sacarosa o glucosa). Los resultados de-
muestran que el tratamiento de deshidratacién en lecho de
secado permiti6 conservar las caracteristicas fisicoquimicas
de los lodos, no obstante, disminuyé la actividad biol6gica
de los microrganismos aerobios mesoéfilos, amiloliticos y
hongos, celuloliticos, solubilizadores de fosfato.

The objective of this work was to evaluate the effect of
sludge dehydration on the physicochemical character-
istics of these by-products and the biological activity of
microorganisms. It was determined that after five months
of drying, the organic carbon concentration decreased,
metals remained below the permissible limit and nitrogen
and total phosphorus remained constant. The decrease in
mesophilic, fungal and amylolytic acrobes of seven, six and
one logistic units of CFU/g was evidenced, respectively.
The presence of cellulolytic microorganisms and phos-
phate solubilizers was <10 CFU/g. On the other hand, 3%
(n=8040) of the evaluated strains were producers of PHA
in at least one of the assessed carbon sources (sucrose or
glucose). Results show that the dehydration process in dry-
ing bed allowed maintaining the sludge’s physicochemical
characteristics; however, the biological activity of aerobic
mesophilic, amylolytic and fungal microorganisms, cel-
lulolytic, phosphate solubilizers and producers of PHAs

diminished.
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Introduccion

Los lodos son residuos orginicos semisélidos
resultado del tratamiento de aguas residuales. En
Colombia, se reporta una produccién de 274 tone-
ladas de lodos por dia provenientes de las princi-
pales plantas de tratamiento de aguas residuales de
pais, sin contar con los producidos por las plantas
de tratamiento de aguas residuales municipales (Be-
doya-Urrego et al., 2013). Los lodos sin estabilizar,
generan riesgos potenciales para la salud publica y el
medio ambiente, debido a la concentracién de me-
tales pesados, microorganismos patégenos e insectos
que transmiten enfermedades (EPA, 2003). Hasta el
momento, la estabilizacién de los lodos constituye
los mayores costos del tratamiento de aguas residua-
les (Anjum et al., 2016; Keffala et al. 2013). A nivel
mundial, se han implementado algunos métodos de
estabilizacién, entre lo que se encuentran deshidra-
tacién por centrifugacion, (Bedoya-Urrego et al.,
2013), compostaje (Awasthi et al., 2018), alcaliniza-
cién (Husillos et al., 2012; Torres et al., 2009), seca-
do térmico (Silva-Leal et al., 2013) y deshidratacién
en lechos de secado (Pompeo et al., 2016; Santos et
al., 2017; Shanahan et al., 2010; Cota-Espericueta
y Ponce-Corral, 2008). La estabilizacién por deshi-
dratacién en lecho de secado es un proceso natural
donde el lodo se coloca en compartimientos rectan-
gulares de poca profundidad con fondos porosos, lo
cual permite junto con la incidencia de la luz solar y
el viento, la deshidratacién y desinfeccion del lodo.
Las ventajas de este método con respecto a los de-
mas, es el bajo nivel de inversién, simplicidad opera-
cional, limitado consumo de energia y la no adicién
de productos quimicos (Pompeo et al., 2016). Los
lodos al estabilizarse, pueden convertirse en la solu-
cién a los problemas de fertilizacién y restauracién
de suelos erosionados o degradados, ya que sus pro-
piedades fisicoquimicas y microbiolégicas podrian
mejorar su calidad (Arévalo y Castellano, 2009).
Hasta el momento, a nivel mundial se han hecho
grandes esfuerzos por determinar como la deshi-
dratacién en lecho de secado afecta a los microor-
ganismos patégenos (Onofre et al., 2017; Santos
et al., 2017; Pompeo et al., 2016). Sin embargo, no
se han reportado estudios donde se evalie el efec-
to que tiene la deshidratacién en lecho de secado
sobre los microorganismos que presentan actividad

bioldgica, los cuales juegan un papel importante en
el flujo de energia, la transformacién y el ciclaje de
nutrientes en el ambiente. Sus actividades ayudan
a la formacién del humus, la conservacién de la es-
tructura del suelo, la biorremediacién de contami-
nantes, y la disponibilidad de nutrientes entre otras
funciones (Andrade, 2008). Lo que demuestra que
una gran abundancia, actividad y/o diversidad de es-
tos microorganismos, influyen directamente sobre la
fertilidad y productividad de los suelos (Hoffman et
al., 2003). Uno de los enfoques usados para estudiar
la calidad de los suelos y/o lodos, es medir funcio-
nes microbianas tales como las transformaciones
especificas de carbono, nitrégeno y fésforo, puesto
que afectan directamente la disponibilidad de nu-
trientes y por ende su calidad (Pedraza et al., 2010).
Dentro de los microorganismos que presentan ac-
tividad biolégica se encuentran bacterias y hongos
celuloliticos, amiloliticos, proteoliticos, solubiliza-
dores de fosfato, fijadores de nitrégeno (Beltran et
al., 2017). También ayudan al ciclaje de nutrientes,
las bacterias productoras de polihidroxialcanoatos.
Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son polimeros
con caracteristicas similares a los pldsticos sintéti-
cos que tienen un amplio rango de aplicaciones en
la industria, la agricultura y la medicina, son bio-
degradables, insolubles en agua, no téxicos y exhi-
ben propiedades termoplésticas (Blunt et al., 2018).
En Colombia se han desarrollado algunos trabajos
que implican la bisqueda de microorganismos pro-
ductores de PHAs en diferentes ambientes (Otero
y Ferndndez, 2013; Sinchez et al., 2012). Sin em-
bargo, trabajos relacionados con el aislamiento de
microorganismos productores de PHAs a partir de
lodos han sido muy pocos (Arroyave et al., 2013).
Este trabajo busca proporcionar informacién sobre
el efecto de la deshidratacién de los lodos en lecho
de secado sobre las caracteristicas fisicoquimicas de
estos subproductos y la actividad biolégica de los
microorganismos.

Materiales y métodos

Area de estudio y muestreo

La zona de estudio se encuentra situada en la re-
gién centro oriente de Colombia, en el departamento
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de Boyacd, municipio de Sotaquird, en la planta de
tratamiento de aguas residuales, localizada en las
coordenadas 5°45'54"N, 73°14'53"W a 2.860 m. El
primer muestreo se tomé inmediatamente después
de que la vilvula fue abierta para evacuar los lodos
provenientes del tanque IM-HOFF sobre el lecho
de secado. El lecho de secado consistié en una es-
tructura compuesta por un compartimiento rectan-
gular que tiene un drea de 5,5 m* El lodo se aplicé
sobre el lecho en una capa de 20 cm; sin volver a
abrir la vilvula durante los cinco meses de estudio.
Los lodos descargados en el lecho de secado estu-
vieron expuestos a los rayos solares y protegidos de
la lluvia con tejas transparentes durante todo el pe-
riodo de muestreo. Los siguientes cinco muestreos
se realizaron mensualmente tomando muestras in-
tegradas de 1 kg del lecho de secado mediante el
método de zigzagueo (USDA, 1999). Las muestras
fueron recolectadas en bolsas herméticas con cierres
deslizables y almacenados a 4°C por 48 h antes de
su procesamiento.

Condiciones meteorolodgicas
de la zona de estudio

Se tomaron los datos meteoroldgicos de tempe-
ratura, humedad relativa, brillo solar y evaporacién,
de tres estaciones meteoroldgicas cercanas a la zona
de estudio (Duitama, Paipa y Tunja) desde el mes
uno hasta el mes cinco. Posteriormente se realizé
una interpolacién de datos por medio del software
ArcGIS 10.1. (Esri, 2013).

Analisis fisicoquimico

A las muestras de lodo recolectadas durante los
cinco meses, se les practicaron los siguientes andli-
sis: arsénico (As), cadmio (Cd), cromo (Cr), mercu-
rio (Hg), niquel (Ni) y plomo (Pb) (APHA et al.,
2012), materia orgdnica segin la Norma Técnica
Colombiana 5403 (ICONTEC, 2013), fésforo total
extraible (Bray y Kurtz, 1945), nitrégeno organico
por el método Kjeldahl (TC WI, 2003), pH por el
método electrométrico 2:5 a 25°C (EPA, 2004), hu-
medad por el método gravimétrico y conductividad
por el método electrométrico 1:5 a 25°C (APHA et
al., 2012).
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Analisis microbioldgico

Se pesaron 10 g de lodo y se agregaron en 90 mLL
de NaCl al 0,85% estéril, a partir de esta solucidn,
se realizaron diluciones seriadas y recuento en pla-
ca de células viables. Las bacterias aerobias mesé-
filas fueron determinados en agar Standard Plate
Count (SPC), los hongos en PDA suplementado
con 30 mg L de cloranfenicol (Beltrin y Castella-
nos-Rozo, 2016), los microorganismos amiloliticos
en agar almidén (Rodriguez et al., 2006), los mi-
croorganismos celuloliticos en agar carboximetil-
celulosa (CMC) segin la metodologia descrita por
Samira et al. (2011) y los solubilizadores de fosfato
en agar NBRIP (Nautiyal, 1999). Todos los anali-
sis se realizaron por triplicado. El aislamiento de
los microorganismos productores de PHA se llevé
a cabo a partir de los aerobios meséfilos. Las co-
lonias crecidas fueron repicadas en medio minimo
de sales minerales (MM) cuya composicién fue la
siguiente (g L): 1 (NH,),SO,, 3,5 Na,HPO,, 1,5
KH,PO,, 0,2 MgSO,7H,0, 0,01 CaCl,:2H,0,
0,06 C¢H;;FeNO,. Solucién de elementos trazas:
0,3 H;BO;, 0,2 CoCl,-6H,0O, 0,1 ZnSO,7H,0,
0,03 MnCl,4H,0, 0,03 NaMoO,2H,0, 0,02
NiCl,:6H,0, 0,01 CuSO45H,0, glucosa y sacaro-
sa como fuentes de carbono. El crecimiento de las
colonias se realizé en medio minimo con 1 g L™ de
glucosa (MMG) y medio minimo con 1 g L! de
sacarosa (MMS), incubadas a 35°C por 24 h. Pos-
teriormente, para promover el acimulo de PHA las
colonias fueron repicadas en medio minimo con 15
g L de glucosa (MMG15) y medio minimo con
15 g L de sacarosa (MMS15), se incubaron a 35°C
por 5 d, transcurrido el tiempo de incubacién las co-
lonias fueron inspeccionadas visualmente y tefiidas
con Sudan Black B (0,02%) en etanol. Se identifi-
caron como positivas las colonias que presentaron
coloracién azul oscuro (Merchdn, 2010).

Resultados

Condiciones meteoroldgicas
de la zona de estudio

Se observé que la temperatura promedio en Sota-
quird durante el estudio fue de 13,5°C, la cual varié
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entre 7 y 20°C. De otro lado, se determiné que la  fue de 125 mm y el valor méximo fue de 140 mm.
humedad relativa varié en el orden de 66 y 85%.Con  De otro lado, los rangos de brillo solar variaron entre
respecto a la evaporacién, el valor minimo mensual 120 y 210 h (Figura 1).

:

. S— Meters .
0 8,500 17,000 34,000 51,000 68,000 1:750,000

Figura 1. Condiciones meteoroldgicas en el Municipio de Sotaquira. a). Valores maximos de brillo solar (horas).
b). Valores maximos de evaporacion. c). Valores maximos de humedad relativa. d). Valores maximos de temperatura
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Analisis fisicoquimico de los lodos

El tratamiento de deshidratacién natural en lecho
de secado durante cinco meses, disminuyé la con-
centracién de materia orginica de 440,64 a 373 g
kg, pero se mantuvo las concentraciones de fésforo
y nitrégeno total (Tabla 1).

Por otra parte, la concentracién de metales pe-
sados durante el tratamiento de secado fueron (mg
kg'en base seca): arsénico (As) <15,0, cadmio (Cd)
<0,7, cromo (Cr) <70,0, mercurio (Hg) <1,0, niquel
(Ni) <25,0 y plomo (Pb) <140. Los lodos presenta-
ron una capacidad de intercambio catiénico superior
a 30 cmol, kg y conductividad eléctrica menor a

1000 ps cm™.

Analisis microbioldgico de los lodos

Los lodos presentaron recuentos iniciales de
13.59 log UFC/g para aerobios mesoéfilos y 12.34
log UFC/g para hongos. Durante el tratamiento
de secado se evidenciaron cambios significativos
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en estas poblaciones, las cuales disminuyeron seis
unidades logaritmicas en aerobios meséfilos y siete
en hongos. En cuanto a las poblaciones de microor-
ganismos en los lodos, los resultados indicaron un
recuento inicial de microorganismos amiloliticos de
4.0 log UFC/g,los cuales disminuyeron una unidad
logaritmica durante el tratamiento de secado No
obstante, los recuentos de microorganismos celulo-
liticos y solubilizadores de fosfato fueron de 1 log
UFC/g durante todo el tratamiento (Figura 2).

De otro lado, se realizaron 8040 aislamientos de
microorganismos aerobios meséfilos, de los cuales el

3% fueron productores de PHAs en MMG y el 1%
fueron productores de PHAs en MMS (Figura 3).

Discusion
La degradacién de la materia orginica depende

de la caracteristicas fisicoquimicas y microbiold-
gicas presentes en el agua no tratada y del tipo de

Tabla 1. Contenido nutricional de los lodos deshidratados en lecho de secado

Mes C organico* P total * N total* pH Conductividad (ps cm™) Humedad (%)
o 440,64 51,0 27,44 5.5 889, 4 97
1 408,87 50,0 26,46 7,01 744,0 36
2 447,66 47,0 24,64 6,87 877,6 10
3 389,78 48,0 23,80 6,69 987,7 12
4 396,56 49,0 29,40 6,88 958,7 12
5 373,73 51,0 20,30 6,5 631,3 6

*Los resultados son el promedio de tres réplicas y estan expresados en g kg*

16 |

NE

Log UFC/g
©
=

[0 Mohosy levaduras
[ Amiloliticos
[0 Aerobios mesofilos
[ Celuloliticos

I Solubilizadores
de fosfatos

e e T

Tiempo (meses)

Figura 2. Recuentos de grupos de microorganismos funcionales en los lodos deshidratados en lecho de
secado. Los resultados son el promedio de tres réplicas. Las barras indican la desviacion estandar
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Figura 3. Porcentaje de bacterias productoras
de PHA en medio MMS y MMG

unidades operacionales empleadas en la planta de
tratamiento (Ruffino et al., 2015). Con relacién a
estas caracteristicas, el lodo presenté inicialmen-
te una gran cantidad de carbono orgénico (440 g
kg?), pero a medida que el tiempo de secado fue
transcurriendo, la concentracién de carbono orgi-
nico disminuyé 15,2%, aunque las concentracio-
nes de fésforo y nitrégeno total no disminuyeron
significativamente. Este comportamiento también
fue observado por Santos et al. (2017), quienes,
al someter el lodo a un proceso de deshidrata-
cién en lecho de secado durante 90 d, obtuvieron
una disminucién de carbono orginico de 57%, sin
embargo, el tratamiento no disminuyé la concen-
tracién de fésforo y nitrégeno total. Estudios han
mostrado que el clima afecta el contenido total de
nitrégeno en los suelos, en el drea de estudio se
presentaron cambios abruptos de temperatura; frio
intenso durante la noche y un aumento de tempe-
ratura de hasta 10°C durante el dia, las temperatu-
ras bajas por su parte disminuye la actividad de los
microorganismos y por lo tanto la velocidad de la
descomposicién de los restos y la materia orgdnica
también baja, haciendo que la concentraciones de
este elemento se mantengan constantes.

A pesar de la disminucién en el contenido de
carbono orginico, la concentracién de este elemen-
to continto elevada, ademds los lodos presentaron
una capacidad de intercambio catiénico superior
a 30 cmol,) kg!, conductividad eléctrica menor a
1000 ps cm™ y metales pesados por debajo de los
limites maximos permisibles segin decreto 2017
del 2014. Estas caracteristicas lo clasifican como

biosélido categoria B (Ministerio de Vivienda,
Ciudad y Territorio de Colombia, 2014) y podria
ser utilizado como enmienda orgénica no hdimica
para la restauracién de suelos degradados segun la
Norma Técnica Colombiana 2167 (ICONTEC,
2011). Segutn Julca-Otiniano et al. (2006), la apli-
cacién de lodos deshidratados con alta concentra-
ciones de materia orgédnica, fésforo y nitrégeno,
aumenta el intercambio catidénico y favorece la
asimilacién de nutrientes por parte de las plantas
y de la mesofauna. La aplicacién de los lodos esta-
bilizados podria mejorar la estructura y textura de
los suelos, porque el contenido de materia organica
afecta las propiedades edificas dando porosidad a
los suelos arcillosos y disgregando los suelos areno-
sos (Arévalo y Castellano, 2009).

Por otra parte, se observé un recuento elevado
de las poblaciones microbianas al inicio del estu-
dio, las cuales se vieron afectadas por el tratamiento
de deshidratacién natural en lecho de secado. Los
recuentos de aerobios meséfilos mostraron un des-
censo al final del tratamiento de siete unidades lo-
garitmicas, comportamiento similar al presentado
por mohos y levaduras (Figura 2). La reduccién en
los recuentos de las poblaciones microbianas, po-
dria ser resultante de la pérdida de humedad a lo
largo del tratamiento, la cual disminuyé de 97% al
6% (Tabla 1). Esta variable es relevante en la so-
brevivencia de los microorganismos, segin Julca-
Otiniano et al. (2006), el contenido de humedad
influye en la actividad de la poblacién microbiana
de los lodos, a medida que se va secando, disminu-
ye la disponibilidad del agua y como consecuencia
la actividad enzimitica y las relaciones osmdticas
de las células. Esta disminucién microbiana fue
corroborada por Cota-Espericueta y Ponce-Corral
(2008) en México, quienes determinaron la eficien-
cia de un dispositivo solar para la eliminacién de
microorganismos patégenos. En estos estudios va-
riables como temperatura, pH y humedad, fueron
determinantes para la eliminacién de patégenos,
siendo la humedad el principal factor. Sumado a
lo anterior, la radiacién ultravioleta también afecta
la sobrevivencia de los microorganismos, debido a
que impide que se replique su ADN (Falguera et
al., 2011).
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A pesar de la disminucién en las poblaciones de
aerobios mesdfilos y de hongos, fue evidente la so-
brevivencia de un nimero elevado al final del es-
tudio. Esto debido a que los hongos y las bacterias
disponen de diversos métodos para sobrevivir en
condiciones ambientales adversas, como la com-
posicién de sus paredes celulares, la formacién de
esporas y esclerocios en el caso de los hongos y de
endosporas y cdpsulas en el caso de las bacterias
(Madigan et al., 2015; Anjum et al., 2016). La pre-
sencia de poblaciones altas de hongos en el lodo es
muy importante, porque ayudan a la descomposi-
cién de la materia orgédnica y a la fertilidad de los
suelos (Stone et al., 2016).

En este estudio se determinaron las poblacio-
nes de microorganismos con actividad biolégica
en los lodos. Los resultados indicaron recuentos de
microorganismos amiloliticos que fueron dismi-
nuyendo durante el tratamiento de secado (Figura
2). No obstante, los recuentos de microorganismos
celuloliticos y solubilizadores de fosfato fueron de
1 log UFC/g durante todo el tratamiento. Las ba-
jas poblaciones de grupos funcionales de microor-
ganismos puede estar relacionada con la formacién
de subproductos téxicos (compuestos heterociclicos
complejos) o no deseables como édcidos grasos vo-
litiles como butirico, propidnico y valérico, ademds
de otros metabolitos como 4cido acético, amonio,
sulfitos y sulfatos (Yuan y Zhu 2016; Semblante et
al., 2015).

A nivel mundial, se han desarrollado varios tra-
bajos que implican la bisqueda de microorganismos
productores de PHAs en diferentes ambientes (Flo-
res et al., 2018). Sin embargo, trabajos relacionados
con el aislamiento de microorganismos productores
de PHAs a partir de lodos, han sido realizados muy
pocos. En el presente estudio se realizaron 8040
aislamientos, de los cuales el 2% (160) fueron pro-
ductores de PHAs en MMG y el 1% (80) fueron
productores de PHAs en MMS (Figura 3). Bacte-
rias aisladas en estos ambientes han sido reportadas
por Liu et al. (2000), quienes identificaron dos ce-
pas productoras de PHA (LphaS$ y Lpha7) a partir
de lodos provenientes de un sistema anaerobio ali-
mentado con acetato. Estudios realizados por Arro-

yave et al. (2013), identificaron 5 cepas (LM-3D,
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LAR-4D, LAR-5B, LAR-5E LM-3F) potencial-
mente productoras de PHA a partir de lodos de la
PTAR de San Fernando.

A si mismo Inoue et al. (2016), aislaron un total
de 114 cepas bacterianas de cuatro muestras de lo-
dos activados de dos plantas de tratamiento de aguas
residuales municipales. E1 68% del total de los aisla-
mientos eran capaces de producir PHA, a partir de
al menos uno de los seis sustratos utilizados (aceta-
to, propionato, lactato, butirato, glucosa y glicerol).
Los resultados indicaron que los dcidos grasos de
cadena corta serian los sustratos preferidos para la
produccién de PHA por estas bacterias. La mayoria
de las cepas no fueron capaces de producir PHA a
partir de glucosa.

Un menor nimero de bacterias productoras de
PHA fue reportado por Vishnuvardhan et al. (2008),
en donde se obtuvieron 105 aislamientos producto-
res de PHA en medio mineral con glucosa al 2%
como fuente de carbono bajo condiciones limitadas
de nitrégeno.

De acuerdo a lo anterior, se recomienda seguir
con este estudio, evaluar y caracterizar la produccién
de PHA cuantitativamente de los polimeros pro-
ducidos, realizar la caracterizacién molecular de los
aislamientos con el fin de saber cuiles de estas cepas
son patégenas o son nuevas especies reportadas pro-

ductoras de PHAs.

Conclusion

El tratamiento de deshidratacién en lecho de se-
cado durante los cinco meses permitié conservar las
caracteristicas fisicoquimicas de los lodos, no obs-
tante, disminuy6 los recuentos de microrganismos
que presentan actividad biolégica como los aerobios
mesofilos, amiloliticos y hongos. De otro lado, no
se encontraron altos recuentos de microorganismos
celuloliticos y solubilizadores de fosfato durante el
tiempo de secado. Los lodos sometidos a procesos
de deshidratacién en lecho de secado constituyen
una alternativa para realizar bioprospeccién de mi-
croorganismos con actividades biolégicas deseables
de interés industrial, ambiental y agricola como la
produccién de PHAs, que hasta la fecha ha sido

poco explorada.
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