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CARACTERIZACION MICROBIOLOGI’CA DE LODOSANAEROBIOSUTILIZADOSEN
EL TRATAMIENTO DE LA FRACCION ORGANICA DE LOSRESIDUOS SOLIDOS

URBANOS

Sludge Anaerobic Microbiologic Characterization Used in the Organic Fraction of Urban Solid Waste

Treatment

RESUMEN

Esta investigacion presenta los resultados obtenidos de la caracterizacion
microbioldgica de un reactor anaerobio en dos fases para el tratamiento de la
Fraccion Organica de los Residuos sélidos Urbanos (FORSU) mediante
recuentos por sensibilidad al oxigeno y grupos metabodlicos por la técnica del
Numero Mas Probable (NMP). Se encontr6 un predominio de la poblacion
fermentativa (10° — 10° NMP ml™"), seguida por la acetogénica (10° NMP ml°
") y la sulfatorreductora (10*— 10° NMP ml™) en el reactor acidogénico. No se
detecté competencia entre la poblacion sulfatorreductora (10* — 10° NMP ml”
") y la metanogénica (10° NMP ml") en el reactor metanogénico. Se
observaron principalmente los géneros, Methanotrix sp, Methanosarcina sp,
Methanoccocus sp y Methanobacterium sp.

PALABRAS CLAVES: Digestion anaerobia, grupos metabdlicos, Fraccion
Organica de los Residuos Solidos Urbanos, Nimero Mas Probable.

ABSTRACT

The microbiological characterization of two phases anaerobe reactor of
Urban Solid Waste Organic Fraction (USWOF) treatment by oxygen
sensibility counts and metabolics groups by Most Probable Number (MPN)
was made. The fermentatives population (10° — 10° MPN mi™), followed for
acetogenic (10° MPN mi™) and sulphate reducing (10*— 10° MPN ml™) in the
acidogenic reactor were found. In the methanogenic reactor, competition
between sulphate reducing (10*— 10° MPN mi™) and methanogenic (10° MPN
mi™) populations was not detected. The Methanotrix sp, Methanosarcina sp,
Methanoccocus sp y Methanobacterium sp.sorts were found.

PALABRAS CLAVES: Digestion anaerobia, grupos metabolicos, Fraccion
Orgénica de los Residuos Solidos Urbanos, Numero Mas Probable.

KEYWORDS:. Anaerohic digestion, metabolic groups, Urban Solid Waste
Organic Fraction (USWOF), Most Probable Number (MPN).
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1. INTRODUCCION

El desarrollo tecnoldgico ¢ industrial y la elevada
densidad poblacional generada al final del siglo XX, han
ocasionado considerables volimenes de residuos solidos
urbanos (RSU) a nivel nacional e internacional,
constituyendo uno de los principales problemas
ambientales de la sociedad contemporanea, ademds de
contribuir en la generacion de focos de infecciéon que
perjudican la salud humana como consecuencia de la
falta de control, de alternativas de tratamiento y la
ausencia de leyes reguladoras [23]. En América Latina la
produccion de RSU asciende a 118 millones de toneladas
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al afio y en Colombia sobrepasa las 29000 toneladas
diarias, de las cuales el 45% son depositadas en los
rellenos sanitarios [24].

Investigaciones realizadas en América Latina para tratar
estos residuos, utilizando métodos fisico-quimicos,
quimicos y bioldgicos han demostrado que estos ultimos
son los mas adecuados, siendo el de mayor perspectiva la
digestion anaerobia. La aplicacion de esta tecnologia es
considerada una de las mas eficientes para el tratamiento
de los RSU, debido a que en la mayoria de los paises
latinoamericanos el contenido de Fraccion Orgéanica (FO)
representa entre un 40 — 75%. [1, 6, 8]. En Colombia y
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especificamente en la ciudad de Bucaramanga el
contenido de la FO de los RSU se encuentra alrededor
del 63% con un porcentaje de humedad del 80% [10].

El proceso de digestion anaerobia consiste en la
transformacion de la materia organica a través de una
serie de reacciones bioquimicas, en un biogas con un alto
contenido de metano (CH,), que puede ser aprovechado
como fuente de energia y un efluente so6lido, con
excelentes caracteristicas para ser utilizado como
fertilizante para el suelo. Durante la primera etapa,
participan las bacterias hidroliticas, encargadas de
romper los polimeros organicos (polisacaridos, proteinas,
y lipidos) para convertirlos a monémeros tales como; los
acidos grasos volatiles de cadena larga, los alcoholes, el
H, y CO,; posteriormente intervienen las bacterias
fermentativas o acidogénicas que transforman los
productos formados durante la hidrélisis en acido acético
y compuestos intermedios como el etanol, el acido
lactico, el acido propionico, el acido formico y el acido
butirico, ademds de H, y CO,. Estos productos son
convertidos en acetato, H, y CO, por las bacterias
acetogénicas. Finalmente, el CHy4 es producido por las
bacterias metanogénicas a partir del acetato, el H, y el
CO,[7, 12,17, 19].

Varios tipos de procesos anaerobios han sido
desarrollados para el tratamiento de efluentes con altas
cargas organicas, incluyendo los sistemas en batch y los
sistemas continuos en una fase y dos fases. La digestion
anaerobia en dos fases ofrece ventajas significativas
sobre los procesos convencionales de una sola fase,
especialmente la forma en que los microorganismos son
retenidos en el reactor, generando la posibilidad de
establecer condiciones operacionales que disminuyan los
tiempos de arranque del sistema y la especializacion de la
microbiota en cada reactor, permitiendo la obtencion de
una mayor cantidad de productos deseados en cada ctapa
del proceso [7, 8, 9, 11, 28, 29]. La estabilidad y
eficiencia de los reactores anaerobios es usualmente
determinada a través de algunos parametros
fisicoquimicos como los Soélidos Suspendidos Volatiles
(SSV), la concentracion de Acidos Grasos Volatiles
(AGV’s), la alcalinidad, el pH y la cantidad y la
composicion del biogas producido. Sin embargo, son
pocos los estudios que reportan la composicion
microbiana y el equilibrio dinamico existente entre las
distintas poblaciones involucradas en el proceso. [16, 18,
20, 21, 22, 27].

La caracterizacion de las diferentes poblaciones
microbianas que participan en el proceso de digestion
anaerobia de la FORSU en un reactor anaerobio en dos
fases es el centro de atencion del presente trabajo.

2. MATERIALESY METODOS

2.1. Reactores
Un sistema de digestion anaerobia en dos fases
empleando dos reactores a escala de laboratorio; un

reactor acidogénico (R1) y un reactor metanogénico (R3)
construidos en acero inoxidable, con capacidad de 30 L y
un volumen util de 24 L, ademéas de control automatico
de agitacion y temperatura. La temperatura y el pH de R1
fueron mantenidos entre las 5.0 — 6.5 unidades y los 35°C
+ 1°C respectivamente. R3 fue operado a 38°C = 1°C y
un pH entre 7.5 — 8.0 unidades. El arranque de los
reactores se realizd6 empleando las proporciones de lodo,
sustrato y agua planteadas por [17], a temperaturas
controladas y operadas durante 100 dias.

2.2. In6culo

El reactor fue inoculado bajo condiciones anaerobias con
una mezcla 1:1 (v/v) de lodos procedentes de la planta de
tratamiento de aguas residuales municipales (PTAR) Rio
Frio, localizada en el municipio de Girén, Santander y de
un digestor anaerobio para el tratamiento de los residuos
porcicolas ubicado en la finca Gavassa de la mesa de los
Santos, Santander [9].

2.3. Sustrato

Se utilizé la FORSU como sustrato durante el arranque
del R1 y el efluente del mismo como sustrato para el R3.
Estos residuos fueron colectados en la plaza de mercado
del barrio San francisco ubicada en Bucaramanga.
Posterior a su recoleccion fueron sometidos a un proceso
de trituracion para proporcionar un tamafio de particula
(4 — 6 mm). Las caracteristicas fisicoquimicas de este
sustrato son reportadas por [9].

2.4. Métodos andliticos

Durante la operacion del reactor anaerobio en dos fases la
temperatura, el pH, la concentracion de AGV’s, la
alcalinidad y la produccion de biogas fueron
monitoreados  diariamente. Los AGV’s  fueron
determinados segun el procedimiento descrito en [3]. El
contenido de CH, y el CO, en el biogés fueron medidos
por un analizador de gases Bacharach modelo GA-94.

2.5. Preparacion de las muestras

Las muestras fueron tomadas por duplicado en
recipientes estériles con un volumen de 1000 ml.
Posteriormente se burbujearon con N, y CO, en una
proporcion 80:20 y se almacenaron bajo refrigeracion a 4
°C hasta ser procesadas. Todos los procedimientos
descritos fueron hechas usando los medios descritos en
[5], en la camara de anaerobiosis bajo atmodsfera
controlada de N, y CO, (80% - 20%). Los viales
utilizados se sellaron con tapones de caucho de butilo y
agrafes de aluminio, lo cual permito el uso de jeringas
estériles con aguja hipodérmica para agregar soluciones
o inocular [12].

2.6. Recuento por sensibilidad al oxigeno
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Las poblaciones fueron cuantificadas empleando Ia
técnica de recuento estandar en placa por siembra
profunda. Se incubaron a 35°C, en la siguiente forma: las
Bacterias Aerobias y Anaerobias Facultativas (BAAF),
bajo condiciones aerobias durante 48 horas; las Bacterias
Anaerobias (BA), durante 8 dias bajo atmodsfera de
anaerobiosis y los Mohos y Levaduras (ML), durante 8
dias a temperatura ambiente. Los datos se reportaron en
UFC ml" [12].

2.7. Recuento por grupos metabolicos

Las poblaciones microbiales fueron estimadas por la
técnica de NMP (n=3) usando los medios de cultivo
descritos por [5], para los siguientes grupos: las Bacterias
Fermentadoras de la Glucosa (BFG) y el Lactato (BFL);
las Bacterias Acetogénicas del Propionato, el Formato y
el Etanol (BAP, BAF, BAE); Ilas Bacterias
Sulfatorreductoras del Acetato (BSRA), el Lactato
(BSRL) y el Etanol (BSRE); las Bacterias Metanogénicas
del Acetato, el Formato, y el Metanol (BMA, BMF,
BMM). Se incubaron a 35°C durante el tiempo necesario
dependiendo del grupo metaboélico [12]. El nimero de
tubos positivos en las diferentes diluciones fue usado
para obtener el NMP segiin la tabla de probabilidades
reportada en el Standard Methods [4].

2.8. Aidamiento e identificacibn de bacterias
metanogénicas

La siembra se realizd por duplicado en la cdmara de
anaerobiosis con una atmosfera de N, y CO, (80: 20) a
partir de cultivos de enriquecimiento tomados del R3,
empleando medios diferenciales publicados en la base de
datos de la DSMZ [13]. Para la identificacién de la
poblacion microbiana se realizaron observaciones
microscopicas 'y macroscopicas de las colonias
diferenciandolas segun su morfologia, caracteristicas
tintoriales y bioquimicas de acuerdo al manual de
Bergey’s [30].

3. RESULTADOS

3.1. Operacion del reactor anaerobio en dos fases y
analisisquimicos

El R1fue aclimatado con una solucion de melaza al (10%
p/v) referida al volumen de operacion del reactor. A
partir de los 30 dias el R1 fue alimentado con la FORSU
para una carga organica total (COT) de 1.8 Kg dia™ con
un tiempo de retenciéon hidraulico (TRH) de 10 dias,
mientras el R3 fue alimentado con un flujo volumétrico
de 1.6 L dia™ del efluente de R1 con un TRH de 15 dias.
El porcentaje de biogas (CHy y CO,) para el R1 y el R3
se presenta en la Figura.l.

Durante la puesta en marcha del R1 el contenido de CH,
hallado fue alrededor del 70%, sin embargo, este
comienza a disminuir después del dia 25 de operacion.

Por otro lado, la cantidad de CO, se incrementd hasta
alcanzar un valor maximo del 90% a los 40 dias y a partir
de los 50 dias disminuy6 gradualmente hasta obtener un
porcentaje entre el 10% - 20%. En el R3 los porcentajes
de CHy y CO, oscilaron entre el 30% y el 60% durante
los primeros 60 dias, no obstante, los niveles de CHy
fueron relativamente superiores a los de CO, durante los
ultimos 40 dias de operacion. Para este reactor se obtuvo
un valor maximo de CH,4 del 70% con un porcentaje de
CO, del 25% en el dia 68. La concentracion de AGV's en
el Rl se increment6 drasticamente durante todo el
proceso de digestion anaerobia llegando a alcanzar
valores alrededor de los 25000 mg L™ a los 95 dias de
operacion 'y como una consecuencia de este
comportamiento, la alcalinidad disminuy6 hasta llegar a
cero. La concentracion de AGV's oscilo entre los 14000
mg L™ y 25000 mg L' durante los tltimos 50 dias. En el
R3 la concentracion de AGV’s se presentd por debajo de
los 4000 mg.L™" durante el tiempo de operacion. Por otro
lado, se observé una disminuciéon de la alcalinidad
durante todo el proceso, con una concentracion maxima
de 18000 mg L™ en el dia 48 y una concentracion final
entre los 6000 mg L™ a los 7000 mg L™ (Figura. 2).

Tiempo en Dias

Figura. 1. Variacion diaria de biogas para los reactores
acidogénico (lineas punteadas azules) y metanogénico (lineas
continuas verdes). (A)% CO, R1, (A) % CH4R1, (o) % CHy
R3, (0) % CO, R3.

3.2. Recuentos por sensibilidad al oxigeno

El R1 se caracterizé por presentar una proporcion de BA
alta, seguidas por las BAAF y ML. Sin embargo, este
comportamiento no se presentd a los 90 dias, en donde se
observé una mayor cantidad de ML (4.2 x 10’ UFC ml™)
que de BAAF (1.6 x 10’ UFC ml™). En el R3 predomin6
la poblacion de BA excepto a los 30 dias, en donde se
encontraron en menor cantidad (7.5 x 10° UFC ml™). Los
ML presentaron los valores mas bajos, sin embargo, se
detectd una mayor cantidad a los 30 dias de operacion.
No se detecto el crecimiento de hongos filamentosos y la
poblacion dominante fueron las levaduras, quienes
intervienen en procesos de fermentacion con produccion
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de acidos y poseen una alta afinidad por sustratos ricos
en carbohidratos. Los conteos realizados para el indculo
presentaron una proporcion de BAAF alta, seguidas por
las BA y en menor cantidad los ML.

25000 - N
20000 -

15000 A

mg. Lt

10000 A

5000 -

Tiempo en dias

Figura. 2. Variacién diaria de la concentracion de (AGV’s) y la
alcalinidad en los reactores acidogénico (lineas punteadas
azules) y metanogénico (lineas continuas verdes). (A)
Alcalinidad R1, (A) AGV’s R1, (@) alcalinidad R3, (o) AGV’s
R3.

3.3. Recuentos por grupos metabdlicos

Con respecto al metabolismo bacterial, las bacterias
fermentadoras (BF) presentaron un incremento entre 10°*
NMP ml' y 10° NMP ml” en el RI, siendo las mas
abundantes las BFG que alcanzaron valores de 1.1 x 10°
NMP ml" a los 90 dias de operacion (Figura 3). Este
grupo metabdlico no fue determinado para el R3 ya que
sus condiciones operacionales no son Optimas para el
crecimiento de las BF. En el Rl se observd un
incremento en la poblacion de BSR por el orden de 10*
NMP ml" a 10° NMP ml" alcanzando valores méximos
de 2.4 x 10° NMP ml™ a los 90 dias (Figura 3). En el R3,
las BSRA y las BSRE aumentaron (10*— 10° NMP ml™),
mientras las BSRL permanecieron constantes 7.4 x 10°*
NMP ml” (Figura 4).

Para el caso de las bacterias acetogénicas (BA), se
encontraron poblaciones por el orden de 10° NMP ml™ en
el R1. Dentro de este grupo metabolico las bacterias mas
representativas fueron las BAP que alcanzaron valores de
46 x 10° NMP ml" a los 60 dias de operacién, sin
embargo, se observo una disminucion de la poblacion a
los 90 dias.

Las BAF presentaron valores constantes de 1.1 x 10°
NMP ml”, mientras las BAE disminuyen en cantidad 1.1
x 10° NMP ml™" (Figura 3). En el R3 la poblaciéon de BA
presentd una disminucion a los 60 dias por el orden de
10 NMP ml'. En este reactor la poblacion més
abundante fueron las BAP, las cuales se encontraron por
el orden de 8.0 x 10° NMP ml"' a los 90 dias. Las
bacterias metanogénicas obtuvieron valores por el orden

de 10° NMP ml!, sin embargo, se observd una
disminucion en la poblacion metanogénica de los conteos
realizados a los 90 dias de operacion. Las BMA
comparadas con las BMF presentaron poblaciones
similares en el R3, mientras los valores mas bajos fueron
reportados para las BMM (Figura 4).
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Figura 3. Grupos microbiales relacionados con el metabolismo
bacterial, para el reactor acidogénico, expresado en NMP ml™!
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Figura 4. Grupos microbiales relacionados con el metabolismo
bacterial, para el reactor metanogénico, expresado en NMP ml”

Como resultado de los procedimientos de aislamiento
llevados a cabo para los lodos procedentes del R3, se
observo la presencia de bacilos filamentosos, utilizadores
de acetato, cuyas caracteristicas morfologicas y
bioquimicas correspondian al género Methanotrix sp.
También se observo la presencia de cocos irregulares
capaces de utilizar varios sustratos, incluyendo acetato y
formato pertenecientes al género Methanosarcina sp. Asi
como representantes de la poblacion metanogénica
hidrogenofilica de los géneros Methanoccocus sp y
Methanobacterium sp.

4. DISCUSION
La transformacion eficiente de la FORSU en los

reactores anaerobios requiere del esfuerzo coordinado de
varios grupos metabolicos involucrados en la conversion
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de la materia organica en un biogas formado
principalmente por CH4y CO..

El incremento prolongado en la concentracion de los
AGV’s (25000 mg L) en los lodos procedentes del R1,
al igual que los niveles de CO, detectados durante el
proceso de digestion anaerobia, pueden ser atribuidos a la
presencia de una poblacion balanceada de bacterias
acidogénicas que transforman la FORSU (Figuras 1 y 2).
La comparacion de los recuentos obtenidos para los
diferentes grupos metabdlicos en el R1 mostré un
predominio de la poblacion fermentativa seguida por la
acetogénica y la sulfatorreductora, sin embargo, la
poblacién de BSR presentd valores mas altos (2.4 x 10°
NMP ml") que la poblacion acetogénica (1.1 x 10° NMP
ml™") a los 90 dias de operacion, lo cual puede estar
relacionado con la capacidad de las BSR para utilizar el
etanol y el lactato como sustratos, intermediarios que son
generados por las bacterias fermentadoras que en
ausencia de sulfatos pueden metabolizar estos
compuestos transformandolos en acetato, CO, e H,.

La poblacion de metandgenos acetoclasticos e
hidrogenofilicos se increment6 cuando los AGV’s fueron
consumidos durante la transformacion de la FORSU
(Figura.2). En los lodos evaluados del R3 hubo un
predominio de la poblacion metanogénica del acetato y el
formato por el orden de 10° NMP ml™ en los recuentos
realizados a los 30 y 60 dias. Sin embargo, se detectd una
disminucion de la poblacion metanogénica y un aumento
en la poblacion sulfatorreductora a los 90 dias de
operacion, sin que aparentemente exista competencia por
los sustratos entre estos grupos metabolicos. Por el
contrario, ha sido reportado que en reactores anaerobios
en los que la concentracion de sulfatos es baja, la
poblacion sulfatorreductora podria comportarse como las
bacterias  acetogénicas, debido al metabolismo
fermentativo de esta poblacion, por lo que la
transferencia interespecifica de hidrogeno podria llevarse
a cabo entre la poblacion sulfatorreductora y
metanogénica [14, 24, 31, 32]. Al relacionar este hecho
con los valores obtenidos para la poblacion acetogénica
(10° NMP ml") se puede inferir que la baja
concentraccion de AGV’s podria ser el resultado de las
interaciones sintroficas encontradas en el sistema, donde
las bacterias acetogénicas producen H, y las BMH o BSR
lo consumen. La presencia de metanogenos
acetoclasticos pertenecientes al género Methanotrix sp y
Methanosarcina sp en el R3, posiblemente se debe a que
estos microorganismos utilizan el acetato como la
principal ruta metabdlica para la produccion de metano.
Por otro lado, la producciéon de metano a partir del
formato seria el resultado de la presencia de la poblacion
metanogénica hidrogenofilica (Methanoccocus sp vy
Methanobacterium sp.) que utilizan este tipo de sustrato.
Nuestros resultados concuerdan con los reportados por
otros investigadores quienes observaron la presencia de
bacilos  filamentosos  pertenecientes al  género
Methanotrix sp como el metandgeno acetoclastico mas

abundante en reactores anaerobios. El género
Methanotrix sp presenta alta afinidad por el acetato,
mientras el género Methanosarcina sp se caracteriza por
su habilidad para utilizar multiples sustratos, incluyendo
H, y formato, lo cual le confiere una alta tasa de
crecimiento y una ventaja competitiva en sistemas
estables, en los cuales los niveles de acetato son bajos. [2,
14, 15, 17, 26].

Los resultados presentados en este estudio aportan
evidencia sobre la dindmica poblacional en reactores
anaerobios que tratan la FORSU. Sin embargo, la
complejidad de estos sistemas hace dificil concluir acerca
de todas las interacciones del proceso.

5. CONCLUSIONES

La digestion anaerobia en dos fases es un proceso
adecuado para la degradacion de la FORSU, de acuerdo
con el balance encontrado entre los distintos grupos
metabdlicos involucrados en ella, que permitid
correlacionar la estabilidad de los reactores anaerobios
con el crecimiento de estos grupos. No se detectd
competencia por los sustratos entre la poblacion
sulfatorreductora y la metanogénica, en el R3 lo cual es
atribuido a los efectos de sinergismos entre estos
microbios. Los lodos procedentes del R3 se consideran
un indculo adecuado para el arranque de nuevos reactores
anaerobios para el tratamiento de la FORSU, de acuerdo
con la produccion de metano y la poblacion microbiana
reportada.
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