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RESUMEN

El tratamiento de aguas residuales genera como subproducto lodos cuyas caracteristicas dependen del
origen del agua y del tratamiento utilizado para su depuracién. El uso de este material en campos como
la agricultura, recuperacion de canteras, reforestacion y produccion de materiales de construccion, entre
otros, son alternativas a su disposicion final en rellenos sanitarios, en el océano o por incineracion. Su
aplicacion en agricultura estd condicionada a la concentracién de microorganismos patdégenos, asi como
a la presencia de sustancias toxicas y metales pesados. El objetivo de este estudio fue determinar la
concentracion de coliformes fecales (indicadores de contaminacién bacteriana), fagos somaticos y fagos
F-especificos (indicadores de contaminacion viral) y huevos viables de helminto (indicadores de conta-
minacién parasitaria), en biosélidos producidos en una planta depuradora de aguas residuales domésticas,
estabilizados por digestion anaerdbica mesofilica. La media geométrica de las concentraciones de los
indicadores bacterianos y virales es de 1,6 XUBC/g peso seco para coliformes fecales, 5,03xPEP/

g peso seco para fagos somaticos y 7,9 xPHP/g peso seco para fagos F-especificos. La concentracion
promedio de huevos viables de helminto fue 0.14/4 g peso seco. En este Ultimo grupo, los huevos de
Ascarissp. fueron los que presentaron el mayor porcentaje de viabilidad junto con los huevos de origen
no humano Capillaria sp., Dicrocoeliumsp. y Stephanarusp.,, entre otros). De acuerdo con la norma
EPA/625/R-92/013 (1999) que regula el control de patégenos y la atraccion de vectores en lodo residual,
este lodo se clasifica como B, por presentar concentraciones de coliformes fecales® <#&/f0sdlidos

totales. Sin embargo, la concentracion de huevos viables de helminto en el biosélido es <1 huevo viable
/4 g peso seco, lo cual cumple con la clasificacién de un lodo tipo A (autorizado para todos los usos).
Aunque la determinacion y cuantificacion de fagos somaticos y fagos F-especificos no son pardmetros
propuestos en la norma EPA/625/R-92/013 (1999), las concentraciones de estos microorganismos en el
biosolido son indicadores de la posible presencia de virus entéricos en las muestras analizadas. Con base
en estos resultados se puede concluir que este producto puede ser aplicado en agricultura teniendo en
cuenta el tiempo de restriccién previo al cultivo para reducir el riesgo sanitario.

Palabras clave: Biosolido, coliformes fecales, bacteriéfagos, huevos de helminto, riesgo sanitario, uso
agricola.

ABSTRACT

Wastewater treatment produce sludge as a by - product. Its characteristics depends of the wastewater origin
and the treatment used for its depuration. Disposition of this material in agriculture, soil recuperation,
reforestation and building materials are alternatives of biosolids disposal in landfilling, dumping to the sea
or incineration. The application of biosolids in agriculture is conditioned not only to indicator
microorganisms and pathogen concentrations, but also to the presence of toxic substances and heavy
metals. The objective of this study was to determine the concentration of fecal coliforms (indicators of
bacterial contamination), somatic phages and F- specific phages (indicators of viral contamination) and
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viable helminth eggs (indicators of parasitological contamination) in biosolids produced in a domestic
wastewater treatment plant, stabilized by mesophilic anaerobic digestion. The geometric media
concentrations of bacterial and viral indicators are 1,6°%URC/g dry weight for fecal coliforms, 5,0 x

10° PFP/g dry weight for somatic phages and 7,9 X RBP/g dry weight for F-specific phages. The
concentration of viable helminth eggs were 0.14/4g peso Jesearissp eggs presented the higher
percentage of viability together with no human origin edgmp(llaria sp, Dicrocoeliumsp and Stephanarus

sp... etc.). According to EPA/625/R-92/013 (1999) decree, which regulate control of pathogens and
vector attraction in sewage sludge, this sludge is classified as type B due to fecal coliforms concentration
(<2 x 16 UFC/g total solids). However, viable helminth eggs concentration in biosolid is less than 1 viable
egg /4 g dry weight, classified as type A sludge (authorized for all uses). Although the determination and
quantification of somatic phages and F-specific phages are not proposed in the EPA/625/R-92/013 (1999)
decree, concentrations of this microorganisms in biosolids suppose the possible presence of enteric virus
in the analyzed samples. According with this results, it can conclude that this product can be applied in
agriculture with the restriction time previous to the farming to reduced the sanitary risk.

Key words: Agricultural use, bacteriophages, biosolid, fecal coliforms, helminth eggs, sanitary risk.

INTRODUCCION patégenos com&@almonella<8 NMP/10 g
peso secopenterovirus <3 NMP/10 g peso
La aplicaciéon de biosolidos provenientesseco y huevos viables de nematodo <3 hue-
del tratamiento de aguas residuales se hgos/10 g peso seco (ADEME 2001). En
evaluado desde el punto de vista agricolgEstados Unidos, de acuerdo con la norma
y no agricola. En el campo agricola hangpa/625/R-92/013 (1999), un biosélido
sido exitosamente utilizados en la cosecha|ase A (autorizado para todos los
de diferentes alimentos, produccion de césysos) deberesentar concentraciones de
ped, mejoramiento de bosques Ymicroorganismos patégenos como
revegetalizacion de areas disturbadas posalmonella<3 NMP/4 g peso seco o
mineria y construccion, entre otros. LoS coliformes fecales 1000 NMP/g peso seco
biosolidos de origen doméstico presentanenterovirus <1 UFP/4 g peso seco y huevos
un alto contenido de nutrientes y materiaviables de helminto <1 huevo viable/4 g
organica los cuales proveen al suelo nitré-peso seco. Un biosélido clase B, presenta
geno y fdsforo, asi como cantidades trazasina concentracion de coliformes fecales
de micronutrientes (Ni, Zn, Cu, Mg, entre hasta 2 x 19NMP o UFC/g peso seco, el
otros). Su reutilizacion en agricultura es cual puede ser utilizado con ciertas restric-
valiosa no sélo porque representa un costgiones de tiempo (comprendido entre su
razonable, sino también, porque mejora laaplicacién y la siembra del cultivo), lo que
fertilidad del suelo y reduce la necesidadpermite alcanzar concentraciones de
de fertilizantes inorganicos, optimizando microorganismos que no significan un ries-
asi, la calidad de las cosechas. Sin embargo sanitario para la salud publica. Debido
go, su aplicacion esta condicionada al ries-a que la identificaciéon de virus entéricos es
go relacionado con los microorganismoscostosa, demanda tiempo y experiencia téc-
patdgenos presentes en este producto, asica, se han postulado los fagos somaticos,
como a la presencia de sustancias toxicas fagos RNA F-especificos y fagos que infec-
metales pesados. Su disposicion final, retan Bacteroides fragilis como indicadores
quiere de tratamientos adicionales con elde la presencia de estos microorganismos
fin de estabilizarlo y desinfectarlo. En Fran- (Sinton et al,, 1999). El objetivo de este
cia, el decreto No. 97-1133 de enero 8 deestudio fue determinar y cuantificar
1998, clasifica un biosélido como indicadores de contaminacién fecal
higienizado, para uso en agricultura, si pre-(coliformes fecales, fagos somaticos, fagos
senta concentraciones de microorganismo$--especificos y huevos de helminto) en
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biosélidos producidos en una plantacionado con el volumen generado en la
depuradora de aguas residuales doméstiplanta de tratamiento (peso seco 100%) por
cas. La determinacion de la concentra-afio. La planta de tratamiento El Salitre pro-
cion de dichos indicadores permite duce 48.600 toneladas por afio, con una
clasificar los lodos como A o B (EPA/625/ poblacion servida de aproximadamente
R-92/013 - 1999), lo que establece su us®.000.000 habitantes. De acuerdo con lo
en agricultura. propuesto por la EPA/625/R-92/013 (1999)
para este tipo de produccion es necesario
. realizar un evento de muestreo por mes (7
MATERIALES Y METODOS muestras/mes). Sin embargo, basados en la
confiabilidad de los procesos de tratamien-
to se puede justificar una reduccion en el
El estudio se realizé en una planta de trataMonitoreo. Teniendo en cuenta que el sis-
miento de aguas residuales de Origen dolema de estabilizacion utilizado en esta
méstico provenientes de la zona norte dePlanta funciona de manera regular y debi-
Bogota. Esta planta trata un caudal promeo al tiempo necesario para la determina-
dio de 4 mseg. El sistema cuenta con un ¢i0n y recuento de huevos viables de
pretratamiento del agua (desbaste gruesd€/minto, se decidi6 recoger 4 muestras de
desbaste fino, remocion de arenas y grasad)iosolido en vez de 7. Para comprobar si el
antes de ser enviada a ocho decantadorégmportamiento de los indicadores era re-
primarios. El agua decantada se descarggular se evaluaron a partir del segundo mes
en el canal Salitre, que desemboca en el ri¢@s diferencias significativas de las
Bogota. El lodo primario que se genera envarianzas y las medias poblacionales. Se
@ este proceso se envia a dos espesadores g@@termind que la duracion del estudio fue- @
concentran los lodos antes de ser digerif@ deé cuatro meses, tiempo en el cual se
dos o estabilizados anaerébicamente ergsperaba encontrar diferentes condiciones
condiciones mesofilicas (tiempo de reten-Climaticas para evaluar el comportamiento
cién: 18 a 22 dias, 35°C). Posteriormented® [0S microorganismos en periodos secos
es deshidratado mecanicamente por fil-(enero - febrero) y periodos lluviosos (mar-
tro banda, en donde se obtiene una tort&O - abril). El total de muestras de biosdlido
de biosélido con un 33% de sequedad.fecogidas en este periodo de tiempo fueron
La produccion media actual de estel6. En cada mes se muestreé 4 veces, con
biosélido es de 135 ton./d., las cuales sortn intervalo de 1 semana de por medio y
despachadas en su totalidad al relleng'" dia de por medio entre los muestreos
sanitario Dofia Juana para su aprovecha(lunes y miércoles).
miento en la cobertura de celdas ya
clausuradas. METODOS

Zona de estudio

Cronograma de muestreo Los métodos aplicados incluyen la elusion
de los microorganismos de las particulas

Para definir el nUmero de muestras represolidas y su posterior procesamiento como

sentativo, se tomé como referencia la nor-un agua residual. Los métodos utilizados

ma 40 CFR seccion 503 promulgada elson los siguientes:

19.02.1993 por la EPA (EPA/625/R92/013)

y revisada en 1999, donde se regula el use Deteccién y cuantificacion de

y disposicién de lodos residuales tratados. coliformes fecales: técnica filtraciéon por

El nimero de muestras necesario para cla- membrana, de acuerdo con el protocolo

sificar un biosélido como A o B esta rela- de la EPA/625/R-92/013 (1999).
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« Deteccién y cuantificacion de fagos tiempos de retencion fueron: lodo crudo:
somaticos y F-especificos: técnica de3,14 x 16, lodo digerido 7, 14, 21 y 28
doble capa en agar, protocolo descritodias: 2,8 x 101,2 x 1¢ 1,48 x 16 7,8 x

por Lasobraset al. (1999). 10, respectivamente. No se encontraron di-
ferencias significativas en el comportamien-
« Deteccion, enumeracion y to de coliformes fecales. Por otra parte,

determinacién de la viabilidad de Bujoczek, G.et al, (2001), encontraron
huevos deAscarisen lodos: protocolo niveles similares de coliformes fecales en
EPA/625/R92/013 (1999), modificado muestras de lodos deshidratados digeridos
por Schwartzbrod (2000). anaerébicamente a 35°C - 36°C, desde 6.6
x 1Cfhasta 2.1 x TQUFC o NMP/g ST.
RESULTADOS Y DISCUSION

_ Fagos sométicos
Coliformes fecales

) o . La media geomeétrica de la concentracion
La media geométrica de la concentracionge fagos somaticos expresada por gramo
de coliformes fecales en el biosélido ex-ge peso seco con su respectivo valor en
presada por gramo de peso Seco con su regnjidades logaritmicas en el biosélido fue
pectivo valor en unidades logaritmicas fues g x 1 PFP/g peso seco (3.7 UL).
1,6 x 16 UFC/g peso seco (5.2 UL).

i En la figura 2 se observan las concentra-
En la figura 1 se observan las concentracignes de fagos somaticos en las mues-
ciones de coliformes fecales en las muesyras analizadas. Lasobras,el.al, (1999)
tras de biosolido. encontraron concentraciones de fagos
sométicos de 8,1 x 1@PFP/100g en lodos
digeridos anaerdébicamente bajo condicio-
nes mesofilicas que fueron deshidratados
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Moeller, G. y Ferat, C. (2000), evaluaron la Figura 2. Fagos somaticos en biosélidos

reduccion de patégenos en lodos primariosestabilizados por un sistema anaerobio
digeridos anaerdbicamente que operabamesofilico.

a temperatura ambiente (18°C) con tiem-

pos de retencion de 7, 14, 21 y 28 dias. Lofagos F-especificos

resultados de coliformes fecales (expresa-

dos como UFC/g) en el lodo de entrada yLa media geométrica de la concentracion
en los lodos digeridos en los diferentesde fagos F-especificos expresada por gra-
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mo de peso seco con su respectivo valor enTasLa 1. Concentracion total de huevos
unidades logaritmicas en el biosélido fue de Nematodo y Cestodos en Biosoélidos

7.9 x 10 PFP/ g peso seco (1.9 UL). estabilizados por un sistema anaerobio
mesofilico*

En la figura 3 se observan las concentra

ciones de fagos F-especificos en las mues- Huevos/100 g ST

tras analizadas. Tipo No.

de lodo muestrasNematodo Cestodos

Lasobras, Jet al, (1999) encontraron con-
centraciones de fagos F-especificos de 3,8Biosélido 16 61 0
x 10* PFP/100 g en lodos digeridos
anaerObicamente bajo condiciones* Concentracion total: No. huevos viables
mesofilicas que fueron deshidratados pos-+ No. huevos no viables.

teriormente. Segun estos autores, la

inactivacion de los fagos F-especificos di-Con relacion a la distribuciéon de los hue-
fiere claramente del comportamiento devos de helmintoAscarissp.y Uncinaria
otros grupos de fagos, tanto en cinéticasp. contribuyen a los mas altos porcentajes
como en la reduccion numérica. Este gru-de huevos de nematodo, mientras que la
po de fagos parece inactivarse masdistribucion de los huevos de cestodos fue
eficientemente que los fagos sométicos. Eruniforme.

este estudio se observé un comportamien-

to variable de los fagos F-especificos. Ade-La concentracion de huevos viables, méas
mas, las concentraciones de estos fagogue la concentracion de huevos totales
fueron inferiores comparadas con los fagogviables + no viables) es esencial para de-
somaticos (figura 3). terminar el riesgo de contaminacion por pa-
rasitos, ya que la fase infectiva y el desarrollo
de la enfermedad se relacionan directamen-

35 te con la fase viable del parésito.

3,0
% 25 Ps -/ \‘/\ En este estudio se determinaron las con-
2 201 e / ,/‘/ \0\/\‘\ centraciones de huevos viables de helminto
I ] \ (nematodo y cestodos) y quistes viables de
A protozoarios, asi como el numero de larvas
5 O': \ / presentes. Los valores se expresaron por 4

' Y gramos de peso seco, de acuerdo con la nor-

T s e e s BB B s 16 ma EPA/625/R-92/013 (1999).

No. Muestra

Las concentraciones de huevos viables

Ficura 3. Fagos F-especificos en biosc')lidosge T‘e'm'”“’ ?sca_rlssp.HTrlchulrls_sp.,
estabilizados por un sistema anaerobio ncinana sp., faéniasp., Hymenolepissp.
mesofilico. y huevos de origen no humano) fueron

menores a 1 huevo viable/4 g peso seco.
Los quistes de protozoo& ( histolytica,
Giardia sp., Coccidiasp., Eimeria sp) fue-
Las concentraciones de huevos defon menoresal qUiSte viable/4 g peso seco.

nematodo y cestodos expresadas por 1000 se encontraron quistes Hehistolytica
g de sélidos totales se observan en la ta€n las muestras de biosolido. Las concen-
bla 1. traciones de larvas viables al igual que los

Huevos de helminto
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grupos anteriores fueron menores a la uni-digeridos anaerébicamente bajo condicio-
dad (< 1 larva viable/4 g peso seco). nes mesofilicas.

Para definir un huevo como viable se tuvo
en cuenta la absorcion del colorante de vi{g
talidad (azul de tripano 0.4%) por el hue-
vo. Sin embargo, el observar huevos
completamente azules y la larva completa k
mente movil hizo descartar este criterio. Un
huevo viable se caracteriza por presentar Iag
larva en su interior, sea movil o no. Cam-
bios morfol6gicos presentes en los huevos
que incluyen fracturas en la capa externa
fragmentos de huevos, formas degenerada$
desintegracion de la membrana que roded
el huevo, asi como, la carencia de homoge- ] ]
neidad citoplasmatica, la pérdida de su cofGURA 4. Huevo viableAscaris sp. larva
lor normal o la formacién de grandes MOVvil en su interior. (40x).

granulos refractiles dentro de la célula, fue-

ron caracteristicos de un huevo no viable,
La viabilidad de las larvas y de los quistes
de parasitos se determing teniendo en cue
ta la absorcion del colorante de vitalidad
azul de tripano (0.4%) y la morfologia de
cada uno, fragmentos de larvas o larvas qué
tomaran el colorante en una sola parte dej
cuerpo, asi como, quistes irregulares o mem
branas retraidas, definieron la no viabili-
dad. Chauretet al. (1999) mencionan la
utilizacion de una coloracion vital como
4,6-diamino-2-fenilindol, para la identifi-
cacion de quistes y ooquistes @éardia
sp. y Crypstosporidiumsp. Sin embargo, . o
no incluyeron este procedimiento debido Figura 5. Huevo no viableéAscaris sp. au-

a la fluorescencia que produjo, especial-sencia de larva y presencia de granulos
mente en biosdlidos. Las figuras 4 y 5, sonrefractiles. (40x).
ejemplos de huevos considerados como

viables y no viables. Los promedios de viabilidad descaris sp.
huevos de origen no humano y huevos
Para calcular el porcentaje de viabilidad secompletamente desarrollados (que no fue
tuvo en cuenta el nimero de huevos totaposible identificarlos) en el biosélido fue-
les y el nimero de huevos viables. % viabi-ron mayores al 50%, indicando la resisten-
lidad: (No. huevos viables x 100)/ No. cia de estos tres grupos al sistema de
huevos totales. Los porcentajes de viabili-tratamiento de lodos. Blaockt al. (1982),
dad de los huevos de helminto fueron muyencontraron que los huevos Ascarissp.
variables: 2.7% - 100%. Gantzet al.  eran viables en un 77% después del proce-
(2001), encontraron porcentajes de viabi-so de digestion anaerébica. Oropetaal
lidad entre el 14.2% y el 28.9% en lodos (2001) encontraron un 65% de viabilidad
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de huevos de helminto que habian sidones parasitarias. Sin embargo, los porcen-
sometidos a un proceso de digestidn. tajes de morbilidad comparados con el res-

trichiura fue citado por Blaclet al (1982),

to de enfermedades son muy bajos, lo que

como un huevo de helminto resistente a lanos permitiria inferir que el aporte de para-

digestién anaerdbica. Sin embargo, en estsitos no se da en altas proporciones. Por
estudio su porcentaje de viabilidad fue in-otra parte, la concentracion de parasitos
ferior al 50% a la salida del sistema. Es im-aportada por personas asintomaticas que
portante resaltar la presencia de huevos deortan la infeccién y personas que sufren

origen no humano en el biosdlido, ya quela infecciéon pero no consultan un centro

forman parte de las zoonosis emergentesnédico es dificil de cuantificar.

de tipo helmintico. Helmintos como

Toxocara canishabitan en estado adulto Como se habia anotado anteriormente,
en el intestino delgado del perro y de va-durante el estudio se esperaba analizar la
rios animales silvestres. Los huevos depo-concentracién de indicadores de contami-
sitados con la materia fecal son muynacién bacteriana, viral y parasitaria en un
resistentes a factores ambientales permanegeriodo lluvioso y seco. Sin embargo, du-
ciendo viables durante muchos meses aante los cuatro meses de estudio se presen-
afios. Estos huevos pueden ser ingeridosd un periodo seco, lo cual no permitié
por nifios entre los 18 meses y los 3 afios danalizar el comportamiento de estos
edad ocasionando cuadros clinicos demicroorganismos bajo diferentes condicio-
asma, anorexia, nauseas, hepatomegalia yes climéticas.

linfoadenopatias (Angulo y col., 1987). En

este estudio los huevos de helminto enconCONCLUSIONES

trados no estan relacionados hasta el mo-
mento con enfermedades de tipo zoonético?
La dosis minima infectiva de cada uno de
estos parasitos esta relacionada con el ries-
go que representa un huevo de helminto
para las personas gque estan en contacto con
el biosélido. En este estudio, las concen-
traciones de helmintos (<1 huevo viable/4
g peso seco) representan una baja probabi-
lidad de que ocurra este evento.

Con relacion a los protozoos, no se encon”
traron quistes viables d€. histolyticay
Coccidiasp. en el biosélido. La viabilidad
de los quistes d&iardia sp.en el biosdlido
fue 10.3%.

En relacion con el indice de parasitismo en
la zona norte de Bogotd, se analizaron los
datos estadisticos de morbilidad y mortali-
dad por parasitismo intestinal reportados
en la zona norte durante los afios 1998 -
2002. A partir de estos datos, podemos con-
cluir que los grupos de edades 1 - 5y 10 -
14 afios son los méas afectados por infeccio-

El biosélido producido en la planta @
de tratamiento de aguas residuales
domésticas El Salitre presenta una
concentracion de coliformes fecales de

1,6 x 16 UFC/g peso seco (5.2 UL),

fagos somaticos 5,0 x i(IPFP/g peso

Seco (3.7 UL), fagos F-especificos 7.9 x

10 PFP/g peso seco (1.9 UL) y huevos

viables de helminto 0.14/4 g peso seco.

El biosdlido producido por la planta de
tratamiento de aguas residuales El
Salitre puede utilizarse para usos
agricolas o no agricolas con las debidas
restricciones de aplicacion, para que no
represente un riesgo de salud publica.

Los huevos deé\scarissp. presentaron

el mayor porcentaje de viabilidad
(68.8%) junto con los huevos de origen
no humano (75%), lo que indica un
riesgo potencial no solo para el ser
humano sino para los animales. En
relacién a los quistes de protozoos,

" @
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no se encontraron quistes viables deAncuio, R.; Acuita, C. y GuiLLEN, J. 1987.

E. histolytica en el biosodlido. El
porcentaje de viabilidad de los quistes
de Giardia sp.en el biosélido fue menor
al 50%. Por otra parte, la concentracion

Contaminacion de suelos de parques
publicos porToxocara canisRev. Ibér.
Parasitol, vol. extraordinario, 167-171.

de larvas viables en el biosélido (0.02 Btack, M.; Scarpino, P.; O'DonneLL, C.;
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presentar concentraciones de coliformes
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fecales <2 x l%UFC/g solidos totales. Cpauret, C.: SRINGTHORPE S. and SrTAR,

Sin embargo, la concentracion de huevos
viables de helminto en el biosélido es
<1 huevo viable/4 g peso seco, lo que
haria pensar en clasificarlo como A en
relacion con este pardmetro.

S. 1999.Fate of Cryptosporidium
oocysts, Giardia cysts, and microbial
indicators during wastewater treatment
and anaerobic sludge digestioBanadian
Journal of Microbiology. 45 (3): 257-262.

Aunque la identificacion de fagos EPA. 1999. Environmental Protection

sométicos y fagos F-especificos no son
parametros propuestos en la norma
EPA/625/R-92/013 (1999), las concen-
traciones de estos microorganismos en

Agency Control of Pathogens and
Vector Attraction in Sewage Sludge.
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el biosolido son indicadores de la GANTZER, C., GspParD, P., GiLvez, L. Huvarp,

posible presencia de virus entéricos en
las muestras analizadas.
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