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RESUMEN

La produccién de lodos residuales generados por las plantas de tratamiento de agua residual (PTAR) de las cur-
tiembres del Quindio pueden llegar a superar la cantidad de 64 toneladas al mes, como disposicion de estos las
opciones son limitadas ya que se envian al relleno sanitario de la regién o se comercializan como abono artesanal
para cultivos agricolas pero el mayor problema se encuentra en la presencia de metales pesados como el cromo
y a su vez los microorganismos con potencial patoégenoque al llegar al sistema agricola (por medio de la transmi-
sion por alimentos) pueden afectar la salud publica. Es por esto que se realiza el aislamiento e identificacion de
microorganismos viablesy cultivables asociados alos|lodos residual es producidos por laPTAR del sector curtidor
del Quindio. Para el estudio se tomaron en cuenta dos tipos de lodos generados por la PTAR, donde se distinguen
los organicos e inorganicos de acuerdo a su composicion fisicoquimica y biologica. Para el aislamiento de los
microorganismos se realizaron técnicas de siembra en medios de cultivo para hongos y bacterias, mientras que
para los parasitos y las micro algas se procesaron con la técnica de Ritchie. La identificacion microbiana se enfoca
en caracteres macroscopicos de las colonias, microscopicos con tinciones diferenciales, bioquimicos y productos
metabolicos ymicrometria. En total se identificaron 76 microorganismos donde las micro algas fueron las mas
frecuentes seguidas de los parasitos, bacterias y finalmente hongos. El lodo orgénico presenta 41 especies a dife-
rencia del inorganico que presenta 35, la reduccion en nimero de microorganismos se debe al tratamiento que se
realiza en la PTAR para las aguas que producen el lodo de tipo inorganico. Como conclusion se establece que los
lodos son una gran fuente de microorganismos que pueden llegar a ser patdgenos para los animales y las plantas
como por ejemplo la mayoria de bacterias, hongos y parasitos identificados en el estudio y quepor lo tanto su uso
como abonos artesanal es puede verse limitado en caso de ho realizarse tratamiento alguno para estos.

Palabras claves: Microorganismos, Lodos residuales, PTAR, Curtiembres.
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ABSTRACT

The production of residual sludge generated by the wastewater treatment plants (WWTP) of Quindio’s tanneries
can exceed the amount of 64 tons per month, as final disposal are sold as organic fertilizer for agricultural crops,
the biggest problem is in the presence of heavy metals and the microorganisms with the potential to be pathogen,
which reach the agricultural system can affect public health. This is why the identification of the microorganisms
associated with the sludge produced by the WWTP of the Quindio’s tanner sector is important for the treatment.
Two types of sludge were taken, where the organic and inorganic are distinguished according to their biological
composition. The isolation techniques were performed in culture media for fungi and bacteria, and for parasites
and micro algae were processed using the Ritchie’s technique. Microbial identification focuses on characters
like: macroscopic of the colony, microscopic morphological, biochemical and micrometric. In total, 76 micro-
organisms were identified where micro algae were the most frequent followed by parasites. The organic sludge
presents 41 species unlike the inorganic one that presents 35, the reduction in number of microorganismsis due
to the treatment that is realized in the WWTP for the waters that produce the sludge of inorganic type. It is esta-
blished that sludge is a source of microorganisms that can become pathogens and therefore their use as artisanal

fertilizers can be limited if no treatment is carried out.

Keywords: microorganisms, Residual sludge, WWTR, Tannery.

INTRODUCCION.

El estudio de las comunidades microbianas toma cada
dia mayor fuerza puesto gque se estima que tan solo se
conoce arededor del 0.1 al 10% de las bacterias del
mediocambiente (Torsvik et al. 2002) y asi mismo para
otros microorganismos asociados como los hongos, las
algas y parasitos.

El conocimiento de lacomunidad microbianaesel com-
ponente principal para comprender € papel que juegan
los microorganismos en |os ecosistemas; Estos ecosis-
temas pueden ser una gran variedad de ambientes tanto
naturales como artificiales (productos derivados del ser
humano), los cuales se producen de manera secundaria.
Hoy en dia es un tema de preocupacion para el plane-
ta pues a medida que el tiempo avanza, las sociedades
cambian sus estructuras y sus esquemas de produccion
y consumo, por lo cual se aumenta la produccion de
desechos, que de no procesarse adecuadamente seincu-
rre en un riesgo de contaminacion para las poblaciones
tanto plantas como animales y otros (Lopez-Jimenez,
2014). El desarrollo tecnolégico y los patrones presen-
tes de consumo han traido, como consecuencia, un au-
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mento en los volimenes de residuos generados en todos
los continentes (Minambiente- Colombia, 2007).

De acuerdo con el plan de gestion ambiental regional
del Quindio (2003-2012) se determina que los residuos
0 desechos peligrosos con mayor generacion en el de-
partamento |o componen, en mayor cantidad, los lodos
residuales de las curtiembres a igual que los residuos
hospitalarios y € aceite residual usado en la ciudad
(PGAR, 2012).

Se consideran residuos o desechos un producto, un ma-
terial 0 una sustancia no procesada, que cumplacon las
caracteristicas de haber sido descartado, rechazado o
entregado por resultar inservible, uno de estos residuos
son los lodos, los cuales son una mezcla de sélidos en
suspensién que constituyen grandes volimenes, hu-
medad considerable y aroma desagradable. Los lodos
residuales de las curtiembres, son un subproducto re-
sultante de los procesos de tratamiento de las estacio-
nes depuradoras de agua residual, teniendo dos proble-
mas particulares: los metales pesados y la presencia de
microorganismos patdgenos (Torres, et al. 2008). Por
este motivo deben ser tratados, ya que su contenido de
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agentes perjudiciales podria afectar la salud publica de
la comunidad (Garcia-Zarza, 2003). De acuerdo con el
PGAR (2012), la cantidad producida en el Quindio es
de 64 toneladas mensuales.

Las plantas de tratamiento de aguaresidual (PTAR) del
sector industrial curtiembres generan dos tipos de re-
siduos: las aguas y los lodos, estos ultimos tienen dos
variaciones, los lodos organicos y los inorgénicos, cada
uno es clasificado dependiendo de su formacion o trata-
miento. Los lodos organicos surgen principalmente de
la filtracion realizada de las aguas depositadas por el
descarnado, recorte de pieles, raspado y lijado de los
cueros, es decir que sus componentes son un gran con-
tenido de material organico en condiciones de putrefac-
cién; El lodo inorganico, esta formado por la acumu-
lacion de los residuos ejercidos en el tratamiento del
agua residual a lo largo de la PTAR, aqui se involucran
agentes fisicoquimicos y bioldgicos donde se incluyen
los materiales residuales que se agregan para tratar las
aguas por ejemplo el Anhidrido fosférico (P205), Oxi-
do de Potasio (K20), Carbonato de Calcio y e Cromo
trivalente y hexava ente que se utilizaen laindustria del
curtido del cuero.

Por otro lado, autores como Merizalde y Mujica (2004)
describen que los lodos no son del todo inservibles,
ya que pueden llegar a ser utilizados como abono or-
ganico, siempre y cuando, el contenido de cromo lo
permita. Andrade (1985) también determina que los
lodos residuales provenientes del tratamiento de aguas
servidas tienen la factibilidad de implementarse en €l
suelo como abonos agricolas, esto, con resultados sa-
tisfactorios, por lo cual se estaria resolviendo, desde el
punto de vista ambiental el problema del aislamiento
y el almacenamiento de los lodos; sin embargo, Juarez
(1987), Metcalf y Eddy (1991), determinan que la pre-
sencia de microorganismos patégenos como bacterias y
parasitos, puede limitar su potencial como insumo agri-
cola. Esto se apoya con lo mencionado porSahlstréma
et al. (2005), que determina que estan compuestos de
alto contenido de material putrefacto y que por lo tanto
hay datas concentraciones de microorganismos (bacte-
rias, helmintos, virusy otros) es por esto que los lodos
pueden ser perjudiciales para la salud puesto que serian
una de las vias de transmision de agentes infecciosos
paralos organismos, contaminando particularmente, los
alimentos cosechados que fueron cultivados con abonos
delodo residual.

Como agunos antecedentes del estudio en lodos resi-
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duales asociados a curtiembres se establece que no se
han realizado en el departamento del Quindio y tampo-
co en el pais. Se cuenta con una caracterizacion de mi-
croorganismos ambientales a partir de lodos residuales
procedentes de una PTAR (urbana) en la Tebaida (Quin-
dio, Colombia), donde se encontré Escherichia cali,
Klebsiella sp., Saphylococcus sp., Aspergillus sp., Tri-
chosporonsp. y Entamoebacoli (Lopez-Jiménez, 2014);
A nivel internacional se han realizado numerosos traba-
jos asociados a las PTAR provenientes de curtiembres,
siendo estudios especificos para aguas (Pacheco, et al.
2008; Rabah y Ibrahim, 2010; Desta et al. 2014), por
lo cual se propone el presente trabajo como uno de los
primeros estudios atendiendo a objetivo principal de
identificar los microorganismos (micro algas, bacterias,
hongos, protozoos y helmintos) viables cultivables pre-
sentes en los lodos residuales especificamente de una
PTAR para empresas curtidoras del Quindio.

RESULTADOS.
Anélisis general.

De acuerdo a la cantidad de especies identificadas se
establece que las micro algas son las més frecuentes en
cuanto a su numero, seguido por los helmintos y pos-
teriormente las bacterias, hongos y protozoos (gréfica
1). Comparando las dos muestras, el lodo organico tie-
ne mayor abundancia de especiescon excepcion de las
microalgas donde son los inorgdnicos que contienen
méas numero de especies de microalgas. Finalmente se
identificd una cianobacteria en los lodos organicos y un
levaduriformeen los lodos inorgénicos.

Identificacion de Bacterias.

En los lodos residuales de tipo orgéanico se identificaron
cuatro especies de bacterias viables cultivables las cua-
les fueron identificadas como: Moraxella sp., Citrobac-
ter sp., Proteus sp 1. y Proteus sp 2., estas dos Gltimas
diferenciadas por caracteres metabolicos.

A partir de los lodos inorganicos se identificaron siete
especies de bacterias viables cultivables: Klebsiella sp.,
Morganella sp., Serratia sp., Veillonella sp. Proteus sp
3. Providencia sp. y Pasteurella sp. enlatabla 1 se esta-
blecen las caracteristicas macroscépicas, microscopicas
y metabdlicas de cada especie bacteriana.
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Grafica 1. Namero de microorganismos identificados por cada lodo residual

Identificacion deHongos Filamentosos y Levaduri-
formes.

A partir de los lodos residuales se identificaron ocho
especies de hongos, en el lodo organico se aislan e iden-
tifican cuatro, tres filamentosos y un levaduriforme, los
tres primeros se identificaron como: Rhizopus sp., Mu-
cor sp.1y Penicillium sp. La levadura es identificada
como Candida krusai.

De los lodos de tipo inorganico se aislé e identificé un
total de cuatro hongos filamentosos identificados como
Mucor sp.2, Scopulariopsis sp., Fusarium sp. y Tala-
romyces sp. En la tabla 2 se encuentran los caracteres
macroscépicos y microscopicos de cada hongo identi-
ficado.

Identificacion de Micro algas, Protozoos y helmintos.

Se identificaron en total 41 micro algas pertenecientes
a 13 familias, siendo Bacillariophyceae la de mayor
frecuencia con un total de 20 especies, las otras fami-
lias son: Coscinodiscophyceae con cuatro especies,
Fragilariophyceae con tres especies, Coscinodiscophy-
ceae, Fragilariaceae, Oocystaceae y Spirulinaceae con
dos especies cada una y finalmente Cryptomonadacae,
Neidiaceae, Plagiogrammaceae, Surirellaceae, Syne-
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chococcaceae y Zygnemaceae con una especi e respec-
tivamente. Ademas, se identifica una cianobacteria del
género Aphanotheceen los lodos inorganicos.

Para los lodos organicos se identificaron 22 micro algas,
mientras que el lodo inorganico presento 18 y una cia-
nobacteria. Las fotografias de las especies identificadas
se encuentran en las figuras 1y 2.

En el lodo de tipo organico se evidencia la presencia
de tres formas resistentes similares a las protozoarias,
entre estos posibles quistes de Entamoeba sp., Chilo-
mastix sp. y un trofozoito testaceo de Trinema sp., En
cuanto a los helmintos se determinan ocho morfologi-
camente similares a huevos y adultos de Strongyloides,
junto con otros huevos de Bertiella sp. Clonorchis sp.,
Metagonimus sp. e Hymenolepis sp. Las fotografias de
las especies identificadas se encuentran en la figura 3.

El lodo inorganico presenta un posible protozoo, un tro-
fozoito testdceo de Euglypha sp. Y entre los helmintos
se encuentra la presencia de cuatro formas similares a
huevos, entre ellos Inermicapsifer sp., Hymenolepis sp.,
Enterobius sp. y Srongyloides sp. Las fotografias de las
especies identificadas se encuentran en la figura 4.

Rev. Asoc. Col. Cienc.(Cal.), 2017; 29: 103-118.
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Tabla 1. Resultados de los caracteres morfologicos y metabdlicos de las bacterias aisladas en cada muestra de lodo residual.

Lodo Genero Morfologia | Gram | Ziehl Neelsen Respiracion Indol SIM Citrato Urea LIA TSI Perox. | Oxid. | Hemo.
bacteriano
Diplococo Neg Neg Anaerobia facultativa Pos Pos / H2S Pos Pos A/H2S | K/H2S /A Neg Neg Beta
Moraxella sp. débil
Morfologia macroscépica: Puntiforme, elevada, redondas, de borde entero y superficial, dada su cantidad parecen invasivas. La superficie rugosa, brillante y cremosa.
la interaccion con el medio coloreaba el agar sangre a una tonalidad amarilla
0 Bacilo Neg Neg Aerobia Pos Neg Pos Pos débil K/A K/A Pos Neg Beta
r Citrobacter sp. débil
g Morfologia macroscépica: Puntiforme, elevada, redondas, de borde entero y superficial, dada su cantidad parecen invasivas. La superficie rugosa, brillante y cremosa.
a la interaccion con el medio coloreaba el agar sangre a una tonalidad rosada.
M_ Bacilo _ Neg _ Neg Anaerobia facultativa _ Pos _ Pos / H2S _ Pos _ Pos _ R/A _ A/H2S _ Neg _ Neg _ Beta
c Proteus sp. 1 Morfologia macroscépica: Forma irregular, de borde ondulado, elevada y de superficie elevada por sectores y entre brillante y cremosa. Es invasiva de crecimiento
o centrifugo. Su comportamiento se mantiene en el agar sangre, pero con un mayor crecimiento de invasion.
Bacilo Neg Neg Anaerobia facultativa Pos Pos / H2S Neg Pos R/A A/H2S Pos Neg | Gamma
Proteus sp. 2 Morfologia macroscépica: Forma redonda, de borde entero, elevada y de superficie elevada por sectores y entre brillante y cremosa. Es superficial de crecimiento cen-
trifugo. Su comportamiento se mantiene en el agar sangre, pero con un mayor crecimiento de invasion.
Bacilo Neg Neg Aerobia Neg Neg Pos Pos K/K A/A gas Pos Neg Beta
débil fuerte
Klebsiella sp. Morfologia macroscépica: Superficial e irregular de borde ondulado, acuminada, lisa, brillante y cremosa, al pasar de agar sangre al agar nutritivo ella aumenta de
tamafio y se vuelve convexa con puntos blancos en medio de esta.
Bacilo Neg Neg Anaerobia facultativa Pos Pos / H2S Pos Pos K/K K/H2S Pos Neg | Gamma
Morganella sp. débil fuerte
I Morfologia macroscopica: Inicialmente era de color rojo, circular, de borde entero, elevacion convexa, superficie lisa, brillante y cremosa ademas de ser superficial. En
n agar nutritivo cambia su color a amarillo palido
0 Bacilo Neg Neg Aerobia Pos Neg Neg Neg K/K K/K Neg Neg Beta
w débil
4 Serratia sp. Morfologia macroscopica: Forma circular, con borde entero, elevacion elevada y con superficie lisa, brillante, cremosa y superficial. En agar nutritivo no se aprecia
n ningln cambio particular.
i Coco Neg Neg Aerobia Pos Neg Pos Pos K/K A/A Pos Neg Beta
¢ débil débil fuerte
o

Proteus sp. 3

Morfologia macroscépica: Forma irregular, de borde ondulado, con elevacion acuminada, y de superficie lisa, brillante, cremosa y superficial. En agar sangre aumenta
su tamafio considerablemente y tiene aspecto mas cremoso.

Providencia sp

Anaerobia facultativa Pos Pos Pos Pos R/A K/A Alfa

débil

Bacilo Neg Neg Neg Neg

Morfologia macroscopica: Colonia puntiforme de borde entero y con elevacion convexa, su superficie es lisa, mate y cremosa. Se considera superficial. En agar sangre
mantiene sus caracteristicas morfologicas.

Pasteurella sp.

Pos débil K/K K/K Pos

débil

Bacilo Neg Neg Aerobia Pos Neg Neg Neg Beta

Morfologia macroscopica: Colonia de forma puntiforme con borde irregular, elevada y de superficie lisa, mate y cremosa. Es una colonia superficial. En el agar sangre

tiene capacidad hemolitica y su crecimiento se mantiene en morfologia.

Neg.= Negativo, Pos = Positivo, Perox.= Peroxidasas, Oxid.= Oxidasa, Hemo= Hemolisis, H2S= Produccion de acido sulthidrico, K= alcalino, A= éacido.
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Figura 1. Fotografias de las micro algas identificadas en los lodos organicos. Vistas en el objetivo de 40X.

A) Nitzchia sp.,1.B) Pinnularia sp 1., C) Cymbella sp 1., D) Cymbella sp 2., E) Pinnularia sp 2., F) Cymbella sp 3., G) Nitz-
chiasp 2., H) Sellaphora sp. 1) Cymbella sp 4., J) Gomphonema sp. K) Achnanthidium sp., L) Cocconeis sp., M) Melosira
0., N) Fragilaria sp., O) Pseudostaurosira sp., P) Mastogloia sp 1., Q) Mastogloia sp 2., R) Neidiomorpha sp., S) Chlorella

sp., T) Dimeregramma sp., U) Glaucospira sp.,V) Surirella sp.

DISCUSION.

En general, las PTAR son un ambiente idea gue pro-
mueven € crecimiento de microorganismos ya que es-
tan compuestos por material animal en putrefaccion y
otros, que nutren las poblaciones de microorganismos
especialmente de bacterias y protozoos (Sahlstréma et
al. 2005), en su mayoria inofensivos y que pueden uti-
lizarse como tratamiento biolégico de la misma planta
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0 en ¢ tratamiento de otros productos aternos conta-
minantes como el cromo, aunque, por otro lado, tam-
bién se establece que puede contener microorganismos
patdgenos, siendo esta la mayor preocupacién (Abdel-
Raouf, et al. 2012).

Todd y Josephson (1996) establecen que & resultado
de la riqueza de especies resulta de la complgjidad y
diversidad de componentes presentes en el ecosistema,

Rev. Asoc. Cal. Cienc.(Coal.), 2017; 29: 103-118.
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Figura 2. Fotografias de las algas identificadas en los lodos inorganicos. Vistas en el objetivo de 40X.

A) Gomphonema sp., B) Epithemia sp., C) Cymbella sp 1., D) Rhopaloidia sp 1., E) Rhopaloidiasp 2., F) Cymbellasp 2. G)
Cymbellasp 3., H) Pinnularia sp., I) Melosira sp., J) Rhodomonas sp., K) Synedra sp 1. L) Synedra sp 2., M) Pseudostauro-
sira sp., N) Mastogloia sp 1., O) Mastogloia sp 2. P) Oocystis sp., Q) Glaucospira sp., R) Aphanothece sp. (cianobacteria),

S) Spirogyra sp.

entre estos componentes se encuentra la disponibilidad
de nutrientes cuyo caso se encuentran en lamatriz don-
de estan presentes los microorganismos, estos pueden
ser minerales que posteriormente seran utilizados como
fuente primaria para componentes celulares. En general
los microorganismos utilizan carbonatos, fosfatos, me-
tales y otros minerales vitales para sus procesos meta-
bolicos y/o como reservas nutricionales.

L os gradientes g ercidos por a gunos procesos naturales
del metabolismo también influyen en la presencia de las
especies como lo son las variables fisicoquimicas, tales
como el oxigeno disuelto, el potencial oxido-reductor,

Rev. Asoc. Cal. Cienc.(Col.), 2017; 29: 103-118

el pH, latemperatura, lahumedad y los metal es presen-
tes (Todd y Josephson, 1996). Ademas, las relaciones
intra e inter especificas como en algunos casos de paré-
sitos que reducen la flora bacteriana alimentandose de
ellas; los hongos que producen enzimas y/o toxinas que
colaboran en la inhibicion del crecimiento de las algas
y bacterias, entre otras.

El estudio de las comunidades microbianas siempre
estard sesgado al momento de realizar estudios de ca-
racterizacion e identificacion ya que la mayoria no pue-
den ser aidados porque en general, tienen condiciones
nutricionales muy estrictas, por lo cual los métodos
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tradicionales no dan la posibilidad de estudiar este gru-
po mas a fondo principalmente por sus condiciones de
crecimiento (Ravenshlag, et al. 2001; Domingo, et al.
2011).

Las bacterias Grampositivas no fueron identificadas en
las muestras de lodo, esto posiblemente estd dado por
los nutrientes esenciales del medio ambiente los cua-
lespodrian estar limitados y a su vez por los requeri-
mientos osmaticos presentes en este mismo (Ryan, et
al. 2011), estableciendo que se cultivaron las bacterias
gue naturalmente se han seleccionado por el ambiente
como las Gramnegativas.

En el caso particular de las bacterias hay un sesgo muy
grande al momento de identificarlas ya que metaboli-
camente son muy diversas y los medios de cultivo no
son suficientes para permitir acercarse al valor total de
las posibles especies aisladas del medio, esperando que
entre las bacterias no cultivadas se encuentren los ae-
robios estrictos, extremdfilos o cuyos requerimientos
nutricionales son muy especificos (Winn et al. 2008).

Teniendo en cuenta que solo las bacterias viables culti-

vables fueron identificadas, de estas se puede decir que
Su presencia puede estar dada por las pieles de los ani-
males gue provienen de un ambiente donde pudo tener
contacto como los alimentos, aguas, suelos, el estiér-
col del ganado, etc (Laujovd, 2000; Manganello, et al.
2001; Peterson-Wolfe, 2011).

De acuerdo con la microbiologia medica de Ryan et al.
(2011) las bacterias identificadas como potencialmente
pat6genas en la presente investigacion son Moraxella
sp, Citrobacter sp., Proteus spp. Klebsiella sp., Mor-
ganella sp., Serratia sp., y Providencia sp. En el caso
de \eillondlla sp. son consideradas comensales que no
tiene efecto sobre la salud (Hungate, 1996).

Independientemente del tipo de lodo ddl cua se aida
ron los hongos, todos los filamentosos y levaduriformes
hacen parte de la micoflora natural del suelo, son sapro-
fitos generalistas (Rhizopus sp., Mucor spp., Scopula-
riopsis sp. y Talaromyces sp.) o saprofitos facultativos
(C. krusei) (Yuthika, 1994), ellos interacttan con todo
tipo de organismos, desde plantas como Fusariumspy
Penicillium sp. hastaanimales (mayea, et al. 1991; Giti,
et al. 2005; Frisvad, et al. 2013). Otros estudios (Mo-
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Figura 3. Fotografias de los parasitos identificados en los lodos inorganicos. Vistas en el objetivo de 40X.

A) Entamoeba sp., B) Chilomastix sp., C) Trinema sp., D) Bertiella sp., E) Clonorchis sp., F) Metagonimus sp., G) Stron-

gyloides sp., H) Hymenolepis diminuta 1., 1) Hymenolepis
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Figura 4. Fotografias de los parasitos identificados en los lo-
dos inorganicos. Vistas en el objetivo de 40X.

A) Euglypha sp., B) Inermicapsifer sp., C) Hymenolepis sp., D) En-
terobius sp., E)Strongyloides sp.

reira, et al. 2012) determinan que algunos de los hongos
aislados se consideran hongos comunes del suelo y se
encuentran en cas todos los estudios realizados en di-
cho ambiente, aunque Jimenez et al. (2011) establece
que las especies del género Scopulariopsis pueden ser
agentes causales de la onicomicosis; Candidakruseise
encuentra asociada a infecciones oculares y otras de
tipo sistémico. Y Castro-Caisedo et al.(2000) estable-
cen que Penicilium sp. y Fusarium sp. son fitopatégenos
importantes de cultivos frutales como los citricos.

Los hongos tienen distinta forma de dispersion, con la
cua posiblemente hayan llegado alos lodos, ya sea di-
rectamente de las pieles del ganado que transportaron
las esporas desde distintos ambientes donde haya teni-
do interaccion, o inclusive pudieron llegar desde otros
puntos diferentes como por ejemplo por propagacion
anemaocora (De la rosa, et al. 2002). El hecho de que
se encuentren algunos hongos posiblemente patdgenos
tanto para plantas como para animal es genera un riesgo
para la utilizacién de los lodos como abono artesanal ya
gue, por medios indirectos y mecanicos, estos podrian
llegar a transmitirse y generar enfermedades que afec-
ten a los beneficiados u asociados del sistema agricola.

El mayor porcentgje de las micro algas aidadas e iden-
tificadas pertenecen a la familia Bacillariophyceae, que
se caracterizan por ser de los grupos fotosintéticos mas
abundantes en habitats de agua dulce (Myverman et al.
2010; Pla-Rabes, et al. 2016) esto se debid a que poseen
ensamblajes ecoldgicos de gran valor como bioindica-
dores con unatoleranciaambiental muy estrechaanivel
de presiones ambientales (Kopalova et al. 2013). Tam-
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bién se revela que las Chlorophyta son las micro algas
mas diversas y abundantes, seguidos por Cyanophyta,
Bascillariophytay Euglenophyta, pero como se eviden-
cia en los resultados de la presente investigacion, en los
lodos las més abundantes son las diatomeas (Pla-Rabés,
et al. 2016).

Desde hace 30 afios se ha estudiado e identificado es-
pecies para su utilizacion en la respuesta de las algas
frente alas perturbaciones medioambiental es, como or-
ganismosindicadores de la calidad de agua (Mohamed,
1994). Abdel-Raouf et al. (2012), ratifican que algunas
micro algas como Euglena, Oscillatoria, Chlamydo-
monas, Scenedesmus, Chlorella, Nitzschia y Navicula,
estdn asociadas con agua contaminada mientras que
Pinnularia, Meridiony Surirellapodrian indicar aguas
no contaminadas.

Es natural encontrar micro agas asociadas a plantas de
tratamiento de agua tanto potable como residual (Ab-
del-Raouf, et al. 2012), su presencia podria estar rela-
cionada con los lodos residuales se debe alos procesos
de filtracion y sedimentacion que se llevan a cabo en la
PTAR, ademas, se presume el uso directo de agua del
rio para los procesos de curtido de pieles y para tra
tar las aguas residuaes, o que conlleva el transporte
de las micro algas a la zona de obtencion del material
analizado. De acuerdo con Toddy Josephson (1996), las
agasenlas PTAR se encuentran presentes en las aguas,
flotando en cada uno de los tanques utilizados en los
distintos tratamientos realizados.

De los protozoos identificados en los lodos orgéanicos
se puede decir que en su mayoria se han identificado
como potencialmente patégenos para los animales (ma-
miferos y aves) como Entamoeba sp. y Chilomastix sp,
(INSHT, 2015), Estos parésitos estan asociados a los
sistemas digestivos de algunos mamiferos, principal-
mente del ser humano, a diferencia de Trinema sp €
cual es una ameba natural de ecosistemas acuaticosy
hace parte del plancton presente en estos lugares (lsac,
etal. (S.F)). Loshuevosde Bertiella sp. Clonorchis sp.,
Metagonimus sp. e Hymenol epis diminuta e H.nana son
helmintos que también se asocian al sistema digestivo
de los mamiferos y tienen el potencial de ser patdgenos.
Se encuentra también el adulto de Strongyloides sp. el
cual permite establecer que los lodos organicos son un
ambiente cuyos componentes promueven el proceso de
desarrollo del parasito que en debido caso es quientiene
mayor potencial infectante de los helmintos identifica-
dos.
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Tabla 2. Caracteres macroscopicos y microscépicos de los hongos encontrados con las respectivas fotografias: Vistas micros-

Morfologia macroscépica

Morfologia microscopica

Colonia  pulveru-
lenta, negro con
blanco, oscurece
e medio, de creci-
miento lento

Hifas septadas con
esporangios y es-
poras redondas.

Colonia  pulveru-
lenta, verde que
cambia color del
medio en amarillo
y de crecimiento
lento

Hifas no septadas
con esporangiosy
esporas redondas

copicas a 40X.
Lodos Hongo
Rhizopus sp.
@] Mucor sp. 1
r
g
a
n
i
c
0
Penicillium sp.

Colonia pulveru-
lenta de color verde
con borde blanco.
Lacoloniaal crecer
rompe el medio de
cultivo y es de cre-
cimiento lento.

Hifas hiainas
septadas y con
presencia de co-
nidios en forma
de pincel. Esporas
redondas.

Candida krusei

Colonia de color
rojo intenso, de bor-
de enteros, elevada,
brillante y cremosa.
Lacoloniaes super-
ficial.

Células individua-
les con interaccién
positivaen azul de
lactofenol algunas
en proceso de ge-
macién

OO ——S 2Q -0 S5 —

Mucor sp. 2

Colonia  pulveru-
lenta, de color na-
ranja; Cambia €
medio de cultivo de
color naranjay con
crecimiento lento

Hifas no septadas
con esporangiosy
esporas redondas.

Scopulariopsis sp.

Colonia  pulveru-
lenta de color
blanca sin cambios
considerables en €
medio de cultivo.
Crecimiento lento.

Hifas hidinas y
no hialinas a lo
largo del micelio,
septadas y con
presencia de coni-
dios en estructura
compleja. Esporas
ovaladas.

112

Rev. Asoc. Cal. Cienc.(Cal.), 2017; 29: 103-118.




Identificacion de microorganismos en lodos residuales. Herrera€et al.

Colonia de color
blanca, pulverulen-
tay de crecimiento

Hifas no hiainas
con septos. Coni-
dios y conidios

rillo claro. Creci-
miento lento.

Fusarium sp. invasiva y rapida. poras en media
El medio cambia| \ luna ubicadas en
de color a amarillo racimo.

OSCUro.

Colonia de color Hifas no hialinas

blanco pulverulenta septadas y con co-

y con produccion nidios conforma-
Talaromyces sp. de exudado ama- dos en pincelesy

esporas redondas.

En los lodos de tipo inorganico no se encontraron pro-
tozoos que se segun la literatura tienen el potencial de
ser patdgenos, solo se identifica un trofozoito testaceo
de Euglypha sp. quien tiene similitud ecosistémica con
Trinema sp. (Isac, et al. (S.F)). Sin embargo, seidenti-
fican huevos de helmintos que se asocian a su vez con
patologias del sistema digestivo de mamiferos como lo
son Inermicapsifer sp., Hymenolepis sp., Enterobius sp.
y Strongyloides sp.

La presencia de protozoos y helmintos en los lodos re-
sidual es se determina por transporte de material animal
asociado como son las pielesy residuos del ganado que
Ilegan junto con las aguas residuales que se tratan en la
PTAR del sector industrial curtiembres. Aungue tenien-
do en cuenta la probabilidad de la utilizacion directa de
agua procedente del rio, es posible que estos microor-
ganismos hayan llegado por accion de este como es el
caso de las micro agas.

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES.
Disefo del estudio descriptivo.

La obtencién de las muestras se realizé en la PTAR de
un sector industria curtidor del departamento del Quin-
dio, Colombia.

Se redlizaron dos intervenciones en la PTAR, donde se
tomaron dos muestras con cinco repeticiones por mues-
tra de lodo (orgénico e inorgéanico) con un intervalo de 6
meses de recoleccion. la obtencion del material se baso
en un muestreo aeatorio ssimple dividiendo la zona en
un cuadrante de 2x2 donde se retird la capa superficial
de los lodos y se realizé una homogenizacion para asi
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tomar 45 mL de muestra con espatulas estériles; Los
lodos fueron guardados en tubos falcon de 50 mL ,luego
fueron almacenados en bolsas resellables y transporta-
dos en una nevera de icopor portéatil a una temperatura
de 4°C hasta llegar a las instalaciones de la universidad
del Quindio donde fueron procesadas.

Aislamientos Microbioldgicos.

Se miden 10 g de lodos y se llevaron a un matraz que
contenia 90 mL de agua peptonada estéril (APE), esta
se homogeniz6 durante 10 minutos y de esta mezcla se
tom6 1 mL en un tubo de ensayo tapa rosca con 9 mL
de APE y se homogeniza nuevamente realizando una
dilucién de 10-2. Posteriormente se centrifuga a 3000
rpm por 20 minutos y se re-suspende en 1 ml de so-
lucion salina estéril al 0.8% realizando la siembra di-
recta por agotamiento en medios de cultivo artificiales
usando agar chocolate paralas bacteriasy agar V8 para
los hongos (levaduras y filamentosos. Finalmente, los
medios de cultivo fueron dispuestos a temperatura am-
biente verificando a diario el crecimiento microbiano.

Aislamiento e identificacion de bacterias

Los criterios de identificacidn para las bacterias se ba-
saron en su crecimiento con medios de cultivo conven-
cionales (agar chocolate, agar nutritivo y CHROMa-
garorientation), teniendo en cuenta las caracteristicas
macroscépicas donde se describe la morfologia de la
colonia, las caracteristicas microscopicas de acuerdo a
su morfologia celular y las tinciones diferenciales de
Gram y Ziehl Neelsen; las caracteristicas bioquimicas
que incluyen las pruebas metabdlicas (SIM, Citrato
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Simmons, Urea, LIA, TSI, Indol, tipo de respiracion,
presencia de peroxidasas, oxidasas y capacidad hemo-
litica en agar sangre) ademas de pruebas APl 20E. Los
caracteres metabdlicos permitieron la identificacion de
acuerdo alas bases de datos del API, e CHROMagaro-
rientation, y claves taxondmicas como las de Cowan y
Steel (1993) y el texto guia de diagndstico microbiolo-
gico (Winn, et al. 2008).

Aislamiento e identificacion de hongos filamentosos
y levaduriformes.

Los hongos se dividieron en dos grandes grupos, los
filamentosos y los levaduriformes, siendo los prime-
ros, identificados con técnicas de crecimiento en medio
de cultivo donde se utilizd agar V8 y se determiné la
interaccién de ellos con el medio, la morfologia ma-
croscépica de la colonia junto con su coloracion y en
particular, los hongos filamentosos se cultivaron con
la técnica de micro-cultivo. Finalmente se detallan las
caracteristicas celulares como las hifas, conidioforos,
esporangidforos y esporas observadas con azul de lac-
tofenol bajo el microscopio Optico.

Los hongos levaduriformes fueron identificados con las
caracteristicas macroscépicas de la colonia, la morfo-
logia celular observada en el microscopio optico v fi-
nalmente los caracteres metabolicos con los sustratos
presentes en el APl 20C Aux. Se utilizaron las bases de
datos del API y para los hongos filamentosos la clave
taxonomica de Carrillo (2003) y detalles del registro fo-
tografico de la universidad de Antioquia.

Microalgas, protozoosy helmintos.

La técnica con la cual se realizo el aislamiento de las
micro algas, protozoos y helmintos es conocida como
el método de concentracion formalin-ether (Ritchie),
este método es utilizado cominmente para muestras
de materia fecal humana, agua residual y agua potable
(Londofio-Franco et al., 2014; Lora-Suarez, et al. 2016)
por lo tanto para la aplicacion de la técnica en lodos
residuales se inici6 con el procedimiento tomando 3
gramos de lodo los cuales se homogenizaron con so-
lucién salina estéril al 0.9%, posteriormente se realizo
un proceso de filtracion a través de una gasa estéril, al
filtrado se le realiza una centrifugacion a 2000 r.p.m.
durante 2 minutos, para asi decantar el sobrenadante y
resuspender el sedimento con solucion salina y centri-
fugando nuevamente repitiendo los lavados dos veces
maés. Posteriormente al pellet se le adicionan 5 mL de
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formol salino al 10% y 3 mL de ether etilico al 99%,
agitando vigorosamente para centrifugar a 2500 r.p.m.
por 5 minutos, a partir de aqui se formaron cuatro ca-
pas distintas: (i) un sedimento en e fondo (pellet), (ii)
solucion de formol salino, (iii) restos de agua con ma-
teriales suspendidos y (iv) éter etilico. Se decantaron
las tres Gltimas fases dejando solo el sedimento en el
tubo, este se resuspendié en 1 mL de solucidn salina al
0.85% y a partir de aqui se realizo la observacion tifien-
do las muestras con lugol parasitolégico (lugol al 1%)
con un microscopio optico Olympus el cual cuenta con
un micrometro para medir el tamafio de los microorga-
nismos. La identificacion de los parasitos, microalgas y
la cianobacteria se realiz6 con la ayuda de libros como:
Géneros de micro algas de aguas continentales de Bra-
sil (BicudoyMenezes, 2006) y el atlas de parasitologia
humana de AshyOrihel, (2011) donde se incluyen des-
cripciones y claves taxondmicas para su identificacion.

CONCLUSIONES.

En los lodos se identific un total de 76 microorganis-
mos, donde se establece que los lodos organicos son
aquellos que més especies contiene con un valor de 41.
En los lodos inorganicos se identificaron 35 especies.
Por lo tanto, se puede decir que los lodos organicos tie-
nen mayor diversidad microbiana con unadiferenciade
6 especies.

Se aislaron e identificaron siete bacterias a partir de
los lodos inorganicos las cuales fueron: Klebsiella sp.,
Morganella sp., Serratia sp., Veillonella sp. Proteus sp
3. Providencia sp. y cuatro especies a partir deloslodos
organicos donde se aislan e identifican: Pasteurella sp.
y Moraxella sp., Citrobacter sp., Proteus sp 1. y Pro-
teussp 2.

A partir de los lodos residuales se identificaron ocho
especies de hongos, en el lodo organico se aislan e
identifican cuatro: tres hongos filamentosos: Rhizopus
sp., Mucorsp.1 y Penicillium sp. y un levaduriforme:
Candidakrusei. A diferencia del lodo de tipo inorgani-
co donde se aislo e identifico un total de cuatro hongos
filamentosos identificados como Mucor sp.2, Scopula-
riopsis sp., Fusarium sp. y Talaromyces sp.

Se identifican 18 micro algas del lodo organico y 22
del inorgénico, siendo estas las especies mas frecuentes
para ambas muestras de lodo residual. Se logra identi-
ficar una cianobacteria a partir de los lodos organicos.

Los parésitos identificados, los helmintos son los mas
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frecuentes con un total de 12, los protozoos se estable-
cen con 4 especies. Los lodos organicos son aquellos
donde mas especies se identificaron a lo largo del estu-
dio con un total de 11 parasitos, mientras que los lodos
inorganicos tienen 5 parasitos.

De acuerdo con la literatura la mayoria de las bacterias
y parasitos identificados son potencialmente patégenos
para el ser humano y otros animales con excepcién de
\eillondla sp., Trinema sp. y Euglypha sp.

L os resultados obtenidos son el primer estudio realiza-
do en Colombia para la identificacion y diversidad mi-
crobiana en lodos residuales de una PTAR de un sector
curtidor.
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