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RESUMEN

En Costa Rica el tanque séptico es el tratamiento individual de aguas residuales domésticas
mas extendido, y su uso crece afio tras afio. La generacion de lodos residuales derivados de
la purga de los tanques, su tratamiento y disposicion final es poco controlada por las
autoridades. En la actualidad existen pocas empresas autorizadas para tal propdsito. Ademas,
carecen de normativas que les facilite utilizar indicadores microbioldgicos o fisicoquimicos
confiables para evaluar su desempefio; y no se cuenta con guias practicas para el tratamiento
de los lodos y disposicion final de los biosolidos. Por lo tanto, esta investigacion estudia a
escala de laboratorio dos técnicas conocidas como “de emergencia" para el tratamiento
sanitario de lodos sépticos. La Fermentacion Acido-lactica (FAL), asistida por medio de tres
cepas de bacterias lacticas: Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus y Mix; y tres
fuentes de carbono: zanahoria, melaza y dextrosa. Ademas del encalado con “cal viva” (CaO
=105.5% CaCOs3) y “cal apagada” (Ca(OH)2= 75% CaCO3). Adicionalmente, se valora la
fase de secado solar presente en la planta de tratamiento de lodos sépticos de una empresa
autorizada. Se caracterizO el material de partida con pruebas fisicoquimicas y
microbioldgicas y se seleccioné a los coliformes totales como microorganismos indicadores
idoneos. Las dosis Optimas para FAL fueron de 0.22 g dextrosa/ g lodo y 0.20 g melaza/ g
lodo, alcanzando un pHa < 3.89 y un 100% de efectividad para la eliminacién de coliformes.
Por otro lado, la dosis de 0.12 g CaO/ g lodo fue mas exitosa en comparacion con el uso de
cal apagada, alcanzando un pHby >12 y un 100% de efectividad para la eliminacion del
microorganismo indicador. Después de evaluar la eficiencia de remocién y costos, se
establecio el tratamiento de encalado con CaO como el mas viable. Los resultados obtenidos
son prometedores para el tratamiento de lodos sépticos, sin embargo, es importante
considerar su heterogeneidad fisicoquimica y microbiologica y por ende la necesidad de
ajustar las curvas de encalado previo a realizar el tratamiento.

Palabras clave: Tratamiento de lodos sépticos, Fermentacion Acido-lactica, Oxido de
calcio, biosoélido.
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ABSTRACT

In Costa Rica, the septic tank is the single largest treatment for domestic wastewater, and its
use grows every year. The generation of residual sludge derived from the purging of the
tanks, their treatment and final disposal is little controlled by the authorities. Nowadays there
are few companies authorized for such purpose. In addition, they lack regulations that allow
them to use reliable microbiological or physicochemical indicators to evaluate their
performance; and there are no practical guides for the treatment of sludge and final disposal
of biosolids. Therefore, this research studies two techniques known as "emergency" for the
sanitary treatment of septic sludge, at laboratory scale. Lactic Acid Fermentation (LAF), by
three lactic acid bacteria strains: Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus and Mix, and
three sources of carbon: carrot, molasses and dextrose. In addition to liming with "quicklime"
(Ca0 =105.5% CaCO3) and "slaked lime" (Ca (OH) 2 = 75% CaCO3). Also, the solar drying
phase present in the sewage treatment plant of an authorized company is evaluated. The
starting sludge was characterized with physicochemical and microbiological tests and the
total coliforms were selected as suitable indicator microorganisms. The optimal doses for
FAL were 0.22 g dextrose / g sludge and 0.20 g molasses / g sludge, reaching a pH of < 3.89
and a 100% effectiveness for the elimination of coliforms. On the other hand, the dose of
0.12 g CaO / g sludge was more successful compared to the use of slaked lime, reaching a
pH > 12 and 100% effectiveness for the elimination of the indicator microorganism. After
evaluating the removal efficiency and costs, liming treatment with CaO was established as
the most viable. The results obtained are promising for septic sludge treatment, however, it
is important to consider its physicochemical and microbiological heterogeneity and
consequently the need to adjust the liming curves prior to treatment.

Key words: Septic sludge treatment, Lactic Acid Fermentation, calcium oxide, biosolid.
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1 INTRODUCCION

El manejo y eliminacion de los lodos sépticos es un gran problema ambiental, especialmente
debido al alto contenido de humedad y componentes complejos. Cada pais procesa millones
de toneladas de biosolidos cada afio. En promedio, cada persona produce alrededor de 25 kg
de materia fecal (masa/masa) por afio y como resultado los lodos de depura se han convertido
en un problema considerable (Brodie et al., 2014). La eliminacion segura de excrementos
humanos ha tenido, tradicionalmente, el doble objetivo de proteger la salud humana y el
medio ambiente. Se espera que la cantidad de personas que utilizan tecnologias in situ como
letrinas y tanques sépticos, que requieren la gestion de lodos fecales, aumente de 2.700
millones a 5.400 millones para el afio 2030 (Orner & Mihelcic, 2018). La disminucion global
de la fertilidad y la productividad del suelo han impulsado el interés por el reciclaje de
nutrientes provenientes de desechos organicos. Sin embargo, los lodos de aguas residuales
ricos en nutrientes deben ser procesados antes de ser usados como fertilizantes para
minimizar el riesgo de contaminacion. Por tanto, la eliminacion y la gestion de estos lodos
con tecnologias ecoldgica y econdmicamente sostenibles son de primordial importancia.
(Prabhu et al., 2014).

Debido a que el 76.6 % de las viviendas en Costa Rica utilizan sistemas de tanque séptico
como sistema de tratamiento de aguas residuales (Programa Estado de la Nacion, 2017) y se
estima, solo existen siete empresas autorizadas para el tratamiento y disposicion de lodos
sépticos (Programa Estado de la Nacion, 2013). La necesidad de un tratamiento rapido,
oportuno y ecoldgicamente responsable es una realidad nacional, de acuerdo con lo sugerido
en el Decreto N°21297 Reglamento para el Manejo de Lodos Sépticos. En este no se detalla
parametros fisicoquimicos ni microbioldgicos de control sobre el tratamiento de lodos
sépticos, pero enfatiza que el sistema de tratamiento de lodos sépticos debera ser eficaz,
sencillo y orientado hacia el secado de lodos para la posterior utilizacion como mejorador de
suelo.

El tratamiento de aguas residuales, residuos fecales y orina, con el objetivo de reincorporar
nutrientes al suelo se ha abordado desde distintos enfoques que contemplan tratamientos
térmicos, almacenaje por largos periodos de tiempo, variacion de pH, servicios sanitarios
divergentes, compostaje y vermi-compostaje, entre otros (Alvarenga et al., 2015; Anand &
Apul, 2014; N. Andreev, Ronteltap, Boincean, Wernli, et al., 2017; Bettendorf, Stoeckl, &
Otterpohl, 2014; Kim, Sparovek, Longo, De Melo, & Crowley, 2007; Kurt, Aksoy, & Sanin,
2015). Sin embargo, estos tratamientos pueden ser costo, usualmente requieren la separacion
de la materia fecal y orina, o un largo periodo de tiempo. Por esto, en la presente investigacién
se evaluaron tratamientos denominados por Anderson et al. (2015) como de emergencia, que
buscan ser tratamientos eficientes, de bajo costo econémico, rapidos y que puedan tratar el
lodo séptico como la materia compuesta que es.

Este estudio busca demostrar la opcion que representa la aplicacion de tratamientos sanitarios
novedosas para lodos sépticos domésticos. Tomando en cuenta la heterogeneidad del
material, su carga microbiana y su potencial contenido nutricional como apoyo a la nutricion

1



de suelos infértiles, promoviendo asi el mantenimiento del ciclo de nutrientes comun en
medios naturales. Ademas, pretende dar los primeros pasos a nivel de investigacion para
exponer las carencias legales en el tema y las repercusiones que esto puede tener.

Asi, se evaluaron los tratamientos sanitarios de fermentacion acido-lactica (FAL), encalado
con dos tipos de cales comerciales: cal hidratada [Ca(OH):] y cal viva (CaO), ademés de una
breve evaluacion de la Gltima etapa de la planta de tratamiento de la empresa autorizada
Suelos Fértiles Orgéanicos S.A. que consiste en un secado solar. Esto en lodos previamente
caracterizados a nivel fisicoquimico y microbioldgico.

1.1. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Conocer la eficiencia de remocion de patdogenos en biosédlidos sépticos, mediante
tratamientos sanitarios para garantizar su inocuidad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar los biosolidos mediante andlisis fisicoquimicos y microbiolédgicos.
Establecer y evaluar tratamientos sanitarios para remover patogenos.

Recomendar posibles rutas de disposicion final o aplicaciones de los bios6lidos, segun la
inocuidad y el valor econdmico del tratamiento.



2 REVISION DE LITERATURA

El crecimiento de la poblaciéon mundial, la acelerada urbanizacion, el desarrollo de la
economia y el cambio climatico aumentan la competencia por agua, energia y tierra. El
camino hacia el manejo sostenible de los recursos naturales es uno de los mayores desafios
hoy en dia, ya que, la sostenibilidad de la sociedad depende esencialmente de asegurar el
abastecimiento de agua, alimentos y una gestion inteligente de los desechos (Factura et al.,
2010).

Aunque es bien conocida la necesidad de producir més alimentos para alimentar la poblacion
creciente; la degradacion mundial del suelo y el agua es cada vez mas preocupante. Las
practicas agricolas intensivas y actividades humanas han alterado los ciclos naturales del
fosforo y nitrogeno, la agricultura industrial se basa en el continuo consumo de insumos
minerales, fuentes de fosforo no renovables y en un suministro de nitrogeno que demanda
mucha energia (Nadejda Andreev, Ronteltap, Boincean, & Lens, 2018; Someus, 2014).
Ademas, la energia puede obtenerse de recursos renovables, pero el agua y el suelo no tienen
sustitutos. Por lo tanto, es imperativo evitar su mayor degradacion y restaurar su calidad
(Nadejda Andreev et al., 2018).

Investigaciones recientes apuntan a mejorar el manejo de lodos fecales para la recuperacion
de recursos. Las heces humanas son un fertilizante natural que puede reemplazar a los
fertilizantes quimicos o minerales, dado su contenido de nutrientes, podrian aumentar la
fertilidad del suelo para lograr una agricultura sostenible (Odey, Li, Zhou, & Yan, 2018).

En Costa Rica, el nitrogeno es un factor limitante generalizado y el 74% de los suelos
agricolas presentan deficiencias de fosforo (Berstch, 2003). Ademas, el 76.6% de las
viviendas del pais utilizan sistemas de tanque séptico, y solo el 21.3% tienen conexion a
sistema de alcantarillado sanitario (Programa Estado de la Nacion, 2017). Lo que indica una
creciente necesidad en tratamiento y disposicion final de los lodos de purga de tanques
sépticos, sin embargo, se estima que en el pais solo hay siete empresas autorizadas para el
tratamiento y disposicion de lodos sépticos (Programa Estado de la Nacion, 2013).
Generando asi, la produccion constante de un material con posible potencial como mejorador
de suelo y la necesidad de un tratamiento sanitario oportuno de estos lodos.



2.1. Incorporacion de Biosolidos en el Ciclo de Nutrientes

Biosélidos como nutriente

De acuerdo con Zasada & Tenuta (2008), el material definido como biosdlido, es la materia
orgdnica soélida rica en nutrientes recuperada del tratamiento de las aguas residuales
domésticas en instalaciones de tratamiento de aguas residuales. Este material es también
definido por el Consejo Canadiense de Ministros de Medio Ambiente (CCME) como
productos organicos, es decir, que contienen materia organica y nutrientes vegetales; que
pueden ser solidos, semisélidos o liquidos y provenientes principalmente del tratamiento de
aguas residuales domésticas o lodos municipales y que han sido sometidos a un tratamiento
para disminuir o eliminar organismos patégenos (CCME, 2010).

El lodo fecal humano se caracteriza por ser una mezcla compleja, heterogénea y cambiante,
de agua, microorganismos patogenos (virus, bacterias, helmintos y protozoos), nutrientes en
forma de compuestos orgdnicos macromoleculares no digeridos (proteinas, lipidos y
polisacaridos) e inorganicos, cenizas y minerales. Los biosélidos cuenta con una importante
carga de nutrientes que podrian ser aprovechados, ya que una gran proporcion de los
nutrientes de los alimentos que consume el ser humano estan presentes en la orina y las heces,
conteniendo asi, valiosos recursos (agua, nutrientes, urea, minerales y sales); tal como se
muestra en el siguiente cuadro 2.1 (Afolabi & Sohail, 2016).



Cuadro 2.1. Composicion caracteristica del Lodo Fecal Humano por Afolabi&Sohail (2016).

Composicién Elemental

Composicién Organica

Caracteristicas Fisicas

Composiciéon Quimica

Tasas de Generacion

Categoria 1: Presentan
cantidades significantes de C, O,
H,N,P,KyS.

Categoria 2: Presentan
cantidades pequefias pero
significantes de Ca, Mgy Zn.

Categoria 3: Presenta elementos
traza como Cu, Ni, Cd, Pb y Hg.

DQO: 20-50 g/L
DBO: 6-7.6 g/L

Foésforo total: 150-450
mg/L

Nitrégeno Total: 190-300
mg/L

NKT: 1-3.4 g/L

Nitratos: 0.2-21 mg/L

Color: café

Contenido de humedad:
95-97%

Solidos Totales: 3-5%
Solidos Volatiles Totales:

En base seca
Grasas/lipidos: 2-15%

Proteinas y otros materiales
nitrogenados: 2-25%

Carbohidratos: 10-30%

45-73%

Conductividad eléctrica:
de la orina 160 ms/cm

Minerales (K, Ca & P): 5-8%

Residuos Bacterianos: 10-54%

Fraccidn de urea en orina: mas
del 50%

Valor calorifico: Heces 17-21
MlJ/kg
Orina 7.1 MJ/kg

Heces: 130-530 g/p/d
Orina: 0.6-2.1 L/p/d

Agua de descarga: 1-12 L/
descarga

Papel higiénico: 11.7-36
g/p/d

Toallas sanitarias y flujo: 34
g/p/d

Otros articulos sanitarios:
0.2 g/p/d

Tasa de defecacién: 0.2-
2.5/p/d

Frecuencia urinaria: 5.4-
8/p/d




Los bioso6lidos contienen carbono organico (C), nitrogeno (N), fosforo (P), potasio (K),
azufre (S), calcio (Ca), magnesio (Mg) y microelementos necesarios para las plantas y la
fauna del suelo. El contenido de nutrientes en los biosélidos dependen de la fuente de agua
no tratada, los productos quimicos utilizados para la purificacion y el tipo de operaciones
unitarias utilizadas, estos se estiman estan en los rangos de 1 a 210 g N/ kg, 1 a 150 g P/ kg,
l1ao65gK/ kg, 5a170 g Ca/ kgy 2 a94.5 g Mg/ kg (Tori, Correa, & Renella, 2017).
Representando asi una valiosa fuente secundaria y renovable de fosforo que puede sustituir
a los costosos fertilizantes inorgéanicos y ayudar a reducir el agotamiento de las reservas
finitas de roca de fosfato (Withers, Flynn, Warren, Taylor, & Chambers, 2016).

Los bioso6lidos no solo mejoran la fertilidad del suelo, sino que también mejoran la
biodisponibilidad de macro y microelementos beneficiosos para las plantas. La distribucion
de elementos entre el suelo y el soluto es la clave en los suelos modificados con lodo (Dede
et al., 2017) Las bajas tasas de aplicacion de biosolidos en suelos pueden aumentar la
diversidad microbiana del suelo, la compensacion entre los efectos positivos y negativos
puede depender de las caracteristicas especificas del sitio y los biosolidos aplicados (Mossa,
Dickinson, West, Young, & Crout, 2017). Incluso se han acufiado términos que buscan
describir el flujo de nutrientes en sistemas sanitarios, por ejemplo, de acuerdo con Simha,
Zabaniotou, & Ganesapillai (2018), una bioeconomia basada en excretas humanas puede
definirse como un conjunto de enfoques circulares y sostenibles que promueven flujos de
recursos y nutrientes desde el saneamiento hacia la agricultura.

Las heces representan una cantidad mucho menor de nutrientes que la orina y muchos de
estos nutrientes, especialmente el nitrogeno, estdn unidos organicamente. Dado que la
cantidad de N, K y S que se encuentra en el material fecal cubre solo una parte de las
necesidades de los cultivos, puede usarse principalmente como un suplemento y
acondicionador organico del suelo rico en fosforo (Nadejda Andreev et al., 2018). La orina
pura, por su parte, es microbioldgicamente estéril y se estima que su contenido de nutrientes
es comparable con el de un buen fertilizante (Rana, Biswas, Rinklebe, Meers, & Bolan,
2017).

Varios autores, basados en investigaciones sobre las concentraciones de contaminantes
organicos en los lodos de depura tratados, han concluido que hay un creciente nimero de
evidencias que demuestran que la mayoria de los compuestos estudiados como peligrosos no
ponen en peligro la salud humana cuando son reciclados a tierras agricolas siempre y cuando
sean tratados (Alvarenga et al., 2015). La evidencia que muestra los riesgos para la salud
asociados con la practica del procesamiento y aplicacion de biosolidos en tierras agricolas
como enmienda sigue siendo ambigua (Mason-Renton & Luginaah, 2016). Asi, el
tratamiento adecuado de lodos de depura mediante métodos apropiados para obtener
biosolidos o compost seguros constituyen un objetivo crucial para mejorar la salud publica
(WHO, 2006)



Peligros Sanitarios

El reciclaje de residuos organicos, como residuos domésticos, de industrias alimentarias,
mataderos, el estiércol y los lodos de depuradora, podrian representar un riesgo potencial
para la salud humana y animal debido a los microorganismos patogenos que pueden estar
presentes en estos materiales (Elving, Ottoson, Vinneras, & Albihn, 2010). El lodo séptico
contiene cantidades significativas de microorganismos patdgenos, estos son
microorganismos que pueden infectar a un huésped y causar enfermedades. Los nematodos
intestinales tienden a ser mas persistentes en el ambiente que los virus, bacterias y
protozoarios. La mayor parte de los huevos de helmintos presentes en la materia fecal
terminan también en los biosolidos (Odey, Li, Zhou, & Kalakodio, 2017). Las heces humanas
pueden contener una carga patogénica en el rango de 105-1010/ 100 mL coliformes fecales
y hasta 60.000 / L de huevos de helmintos (Afolabi & Sohail, 2016).

La presencia de material fecal supone una importante amenaza sanitaria, que debe tenerse en
cuenta al utilizar lodos para fines agricolas. La supervivencia de las bacterias intestinales en
el suelo generalmente no excede dos meses, pero bajo condiciones favorables puede superar
dos afios. Los huevos de parasitos intestinales, particularmente Toxocara sp. y Ascaris sp.,
constituyen un grupo importante. Se ha estimado que los huevos de parasitos pueden
sobrevivir hasta por 10 afios en el suelo fertilizado con aguas residuales que no fueron
sometidas previamente a procesos de saneamiento (Sypula, Paluszak, Ligocka, & Skowron,
2013).

Aunque es la materia fecal en lodos fecales la cual contiene la mayoria de los
microorganismos patégenos, la orina humana también puede llegar a contener patégenos
como Aeromonas hydrophila, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhimurium, S. senftenberg y Clostridium sp. (Rana et al., 2017).

Existe una reconocida via para la transferencia de patogenos entéricos, como virus de la
hepatitis A, adenovirus, Salmonella entérica, Campylobacter sp., Escherichia coli O157:H7,
Cryptosporidium y Lamblia; a seres humanos a partir de suelos modificados con biosolidos,
esto a través de la contaminacion del agua y cadena alimenticia. La escorrentia sobre la
superficie de estos suelos durante eventos de tormenta podria conducir a la contaminacion de
aguas superficiales, subterraneas o cadena alimentaria. Ademas, podrian crearse nuevas vias
de transmision de agentes patdogenos entre zonas rurales y urbanas mediante el uso de
productos provenientes de desechos organicos, como el compost, tanto en el medio rural
como en el urbano. La transmision de patogenos puede ocurrir a través de aerosoles,
contaminacion de aguas subterraneas, contaminaciéon de alimentos, asi como, debido a
vectores como aves y roedores (Elving et al., 2010; Schwarz, Sidhu, Pritchard, Li, & Toze,
2014).

Por lo tanto, el reciclaje de los residuos organicos podria representar un potencial riesgo para
la salud a menos que se administre adecuadamente. Es vital asi, el saneamiento de los
residuos organicos antes de su aplicacion al suelo. La higienizacion, que se entiende como la



eliminacion o reduccion a un nivel aceptable de patdgenos, es un paso crucial en la aplicacion
de residuos bioldgicos con origen fecal (Stoeckl, Roggentin, Bettendorf, & Otterpohl, 2014).

Legislacion y regulaciones vigentes

El uso de microorganismos indicadores para estimar el riesgo sanitario relacionado con la
aplicacion de lodos al suelo es muy importante, debido a su riesgo potencial de
contaminacion de suelo y agua por patogenos presentes (Alvarenga et al., 2015). El uso de
organismos como Salmonella, E. coli y coliformes fecales como indicadores de
contaminacion es comun entre varias jurisdicciones (CCME, 2010). Segun los reglamentos
de la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA), los biosolidos
clasificados como Clase A o B al final de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales
(PTAR) estan permitidos para aplicaciones no restringidas y restringidas, respectivamente.

En la investigacion realizada por Alvarenga et al. (2015), se utilizan dos microorganismos
indicadores: cuantificacion de E. coli y deteccion de Salmonella sp., de acuerdo con la
legislacion portuguesa para la aplicacion de lodos de depuradora. En la investigacion
cientifica realizada por Sypula et al. (2013), se utilizan como bacterias indicadoras
Salmonella Senstenberg W75, Enterococcus sp., Escherichia coli y huevos de parasito
(Ascaris suum), ya que su presencia puede indicar el riesgo de presencia de microorganismos
patogenos. Sin embargo, Enterococcus sp. fue considerado como un mal indicador en el
analisis realizado por Fidjeland, Magri, Jonsson, Albihn & Vinneras (2013), ya que algunas
especies fueron capaces de crecer en condiciones en las que se inactiva la bacteria
Enterococcus faecalis.

Al realizar una blisqueda en distintas legislaciones de paises como Canada, Estados Unidos
y Nueva Zelanda, se pueden encontrar microorganismos patdgenos indicadores en comun
como Salmonella sp. y coliformes fecales. Los limites permisibles para algunos de estos
microorganismos se presentan en el cuadro 2.2. En el caso de Canadd, se encuentran
diferencias entre los lineamientos para el control de uso de biosélidos segun cada provincia,
pero a nivel nacional segiin la Agencia Canadiense de Inspeccion Alimentaria (CFIA) se
establecen los indicadores mostrados en el cuadro.



Cuadro 2.2. Limites
implementacion de biosolidos tratados en distintos paises.

permisibles

de microorganismos

indicadores para

Pais Microorganismos Limites permisibles
indicadores
Canada Coliformes fecales <1000 NMP/g muestra
Salmonella sp. No detectable
Estados Unidos Coliformes fecales <1000 NMP/g suelo total

Salmonella sp.
Virus entéricos
Huevos de helminto

E. coli
Campylobacter
Salmonella sp.
Virus entéricos

Huevos del helminto

Nueva Zelanda

<3 NMP/4 g suelo total
<1 UFP/ 4 g suelo total
<1 huevo viable/ 4 g suelo total

<100 NMP/g muestra
<1/25 g muestra
<1/25 g muestra
<1UFP/4 g muestra
<I huevecillo/4 g muestra

la

En paises como Australia e Inglaterra se presentan también lineamientos para la disposicion
segura de los biosolidos dependiendo de su inocuidad, sin embargo, estos estan basados en
el codigo de regulaciones Federales de la EPA parte 503 (Walker, Knight, & Stein, 1994),
misma que determina las leyes y regulaciones para bioso6lidos en Estados Unidos.

Esta regulacion establece dos tipos principales de disposicion para biosolidos: la aplicacion
en el suelo y la disposicion de superficie. La aplicacion en el suelo es la aplicacion de
biosolidos a la tierra para acondicionar el suelo o para fertilizar cultivos u otra vegetacion
cultivada en el suelo. Y la disposicion en superficie se define cuando los biosolidos se
colocan en un area para disposicion final. En ambos casos se debe asegurar la reduccion de
vectores de atraccion de los biosolidos y para esto se proponen doce opciones en la norma:

- Lograr una reduccién del 38 % en el contenido de solidos volatiles.

- Demostrar la reduccion de vectores de atraccidn con una digestion anaerdbica
adicional en una unidad a escala de laboratorio.

- Demostrar la reduccion de vectores de atraccion con una digestion aerdbica adicional
en una unidad a escala de laboratorio.

- Cumplir con una tasa especifica de absorcion de oxigeno para biosélidos digeridos
aerdbicamente.

- Utilizar procesos aerobicos a mas de 40 °C durante 14 d o més.

- Adicionar élcali bajo condiciones especificas.



- Secar bioso6lidos sin estabilizar hasta al menos 75 % de s6lidos.

- Secar biosolidos no estabilizados hasta al menos 90 % de sélidos.

- Inyectar biosélidos debajo de la superficie del suelo.

- Incorporar biosolidos en el suelo dentro de las 6 h de la aplicacion o colocacion en la
tierra.

- Cubrir biosoélidos dispuestos en un sitio de eliminacion de la superficie con tierra u
otro material al final de cada dia de funcionamiento. Unicamente en caso de
disposicion en superficie.

- Tratamiento alcalino de residuos sépticos domésticos: a un pH 12 o superior durante
30 min sin agregar mas material alcalino.

Adicionalmente, se establecen ciertos lineamentos aplicables s6lo a residuos sépticos
domésticos (USEPA, 1993). Los cuales son menos rigurosos si se aplican a sitios de baja o
nula probabilidad de contacto publico (terrenos agricolas, bosques y sitios de recuperacion).
En estos casos se contempla incluso la aplicacion del lodo séptico doméstico directo, desde
un tanque de almacenamiento al sitio. Por el contrario, existen mayores restricciones para la
aplicacion en zonas de cultivo. Se contemplan restricciones de cultivo, pastoreo y de sitio.
Estas restricciones son mas leves si el lodo séptico es sometido a un tratamiento de
alcalinizacion que establece que el material permanezca por al menos 30 min a un pH igual
o superior que 12.

Restricciones para cultivo:

- Los cultivos alimenticios con partes cosechadas que toquen la mezcla de
residuos/suelo y estén totalmente sobre el suelo no se cosecharan durante 14 meses
después de la aplicacion de residuos sépticos domésticos.

- Los cultivos alimenticios con partes cosechadas debajo de la superficie de la tierra no
se cosecharan durante 38 meses después de la aplicacion de residuos sépticos
domésticos.

- La alimentacion animal, la fibra y aquellos cultivos alimenticios que no toquen la
superficie del suelo no se cosecharan durante 30 dias después de la aplicacion de los
residuos sépticos domésticos.

- El césped cultivado en terrenos donde se aplican residuos sépticos domésticos no se
recogera durante un afio después de la aplicacion de los residuos sépticos domésticos
cuando el césped cosechado se coloque en césped o en terreno con alto potencial de
exposicion publica a menos que la autoridad competente lo especifique.

Restricciones para pastoreo:

- No se permite que los animales estén en la tierra durante 30 d después de la aplicacion
de los residuos sépticos domésticos.

Restricciones de sitio:

- Elacceso publico a tierras con bajo potencial de exposicion publica estard restringido
por 30 d después de la aplicacion de residuos sépticos domésticos.
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Para lodos sépticos aplicados a zonas con potencial contacto publico como céspedes y
jardines, la rigurosidad es la misma que para aquellos biosolidos no domésticos: limites de
contaminantes, reduccion de patéogenos y vectores de atraccion, practicas de gestion,
frecuencia de monitoreo, registros e informes.

En Costa Rica, no se existe normativa vigente para el control de la aplicacion de biosolidos
como posible mejorador de suelos hasta el dia de hoy, aunque en el Decreto N° 21297
Reglamento para el Manejo de Lodos Sépticos Procedentes de Tanques Sépticos se estipula
que el tratamiento de estos lodos debera ser eficaz y sencillo, utilizando una tecnologia
apropiada, orientado hacia el secado de lodos y posterior utilizacion como mejorador de
suelos. En este mismo reglamento se dan disposiciones generales relacionadas con los
deberes y restricciones de las empresas a cargo de dicha operacion. Menciona que el permiso
sanitario de funcionamiento deberd renovarse anualmente y las empresas deberan cumplir
con los requisitos estipulados en las "Normas para la ubicacion de sistemas de tratamiento de
aguas residuales" y los "Requisitos para la revision de sistemas de tratamiento de aguas
residuales", pero sin indicar limites de control de microorganismos o pardmetros
fisicoquimicos.

Algunos reglamentos que se pueden relacionar con el tema son el N° 33601-S-MINAET
Reglamento de Vertido y Reuso de Aguas Residuales, N° 21297 Reglamento para el Manejo
de Lodos Procedentes de Tanques Sépticos, y la Norma 37017 MAG Autorizacion del Uso
de Purines del Ganado Bovino como Mejorador de las Caracteristicas Fisicas, Quimicas y
Microbiolégicas del Suelo.

En el Reglamento de Vertido y Reuso de Aguas Residuales se establecen parametros de
control mayoritariamente quimicos. Para el vertido de aguas residuales a cuerpos receptores
se menciona que el limite de coliformes fecales no puede ser mayor a 1000 NMP/100 mL de
muestra. En cuanto al reuso de aguas residuales ordinarias se presentan como parametros de
analisis obligatorio el caudal, coliformes fecales (CF) y nematodos intestinales (NI). El
reglamento establece un numero de nematodos intestinales/L de 1 (promedio aritmético) y
coliformes fecales que van de 1000 hasta 10000 NMP/100 mL dependiendo del tipo de reuso,
tales como agricola, recreativo, urbano y de riego.

En la Norma N°37017-MAG Autorizaciéon del Uso de Purines del Ganado Bovino como
Mejorador de las Caracteristicas Fisicas, Quimicas y Microbioldgicas del Suelo, se indica
que para llevar a cabo el plan de aplicacion de purines como fertilizante (PAPF) se debe
primero determinar el volumen de purin (mediante una férmula ya establecida en la norma),
realizar un andlisis fisicoquimico del suelo, determinar las hectareas disponibles reales para
aplicar PAPF, seleccionar el sistema de aplicacion y las areas limitantes para recibir purines.
Sin embargo, no se menciona en la norma ningun pardmetro microbioldgico ni fisicoquimico
a controlar en los purines antes de la aplicacion en el suelo mas que el Certificado Veterinario
de Operacion (CVO).
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2.2. Tratamientos Sanitarios

Se han evaluado distintos tratamientos sanitarios para lodos fecales humanos con el fin de
asegurar su posterior aprovechamiento agricola y disposicion segura, tales como, procesos
térmicos de secado, microondas e incineracion, inodoros divergentes, compostaje de lodo
fecal, vermi-compostaje como parte de la técnica de saneamiento Terra Preta, entre otros
(Afolabi & Sohail, 2016; Alvarenga et al., 2015; Fidjeland et al., 2013; Mozo & Goémez,
2016; Silva-Leal, Bedoya-Rios, & Torres-Lozada, 2013; Soewondo, Febriana, Handajani, &
Firdayati, 2014; Wong & Fang, 2000). Sin embargo, estos tratamientos requieren de energia,
tiempo y/o de la separacion de orina y heces.

También se han evaluado tratamientos sanitarios denominados de emergencia para tratar
posibles desbordes de sistemas como los tanques sépticos en caso de inundaciones o demas
desastres naturales; estos tienen la caracteristica de ser tratamientos rapidos y de bajo costo
econdmico. Entre estos se encuentran la fermentacion acido-lactica, adicion de cal y urea
(Anderson et al., 2015). De particular interés para esta investigacion aquellos tratamientos
que procesan orina y material fecal como uno solo, ya que tratar la orina conjuntamente con
la materia fecal es un reto (De Gisi, Petta, & Wendland, 2014). Los tratamientos sanitarios
que admiten tal caracteristica y fueron elegidos para la investigacion se detallan en las
siguientes subsecciones.

Fermentacion Acido-lactica

La fermentacion acido-lactica (FAL) es ampliamente utilizada en la produccion y la
conservacion de alimentos, pero también en el tratamiento de desechos de cocina o
excrementos animales y humanos. Es un proceso anaerobico en el que las bacterias acido-
lacticas y algunos hongos metabolizan hidratos de carbono facilmente degradables, como la
glucosa, la fructosa y la sacarosa, a piruvato a través de la glucdlisis. El piruvato se convierte
principalmente en acido lactico y algunos otros subproductos metabdlicos dependiendo del
tipo de lacto-fermentadores involucrados. Existen dos vias distintas para el metabolismo de
los carbohidratos; mediante las bacterias de acido-lacticas homofermentativas que forman
acido lactico como producto metabolico final y las bacterias 4acido-lacticas
heterofermentativas, que producen dioxido de carbono y etanol o acetato en cantidades equi-
molares ademas del 4acido lactico (Yemaneh, Bulbo, Schmale, & Otterpohl, 2013).

Las bacterias acido-lacticas son microorganismos anaerobios facultativos capaces de
modificar una parte central de sus rutas metabdlicas de acuerdo con la disponibilidad de
oxigeno en el medio. Generalmente son exigentes en medios artificiales, pero crecen
facilmente en la mayoria de los sustratos alimentarios, producen &cido y reducen rapidamente
el pH del cultivo hasta el punto en el que otros microorganismos competidores no pueden
crecer. Sin embargo, la formacion de acidos orgédnicos depende del tipo de fermentacion,
tiempo, temperatura, sustrato y cepa de bacterias acido-lacticas empleada (Abbasiliasi et al.,
2017; Nadejda Andreev et al., 2018).

Este proceso conduce a la desactivacion de diferentes tipos de patégenos como coliformes
fecales, Salmonella, Staphylococcus o Clostridium. Los complejos proteicos como las
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bacteriocinas producidas por las bacterias lacticas, la glucosa oxidasa, el peroxido de
hidrogeno y los exopolisacaridos también tienen un efecto supresor sobre los
microorganismos patdgenos, sin embargo, los mecanismos de reduccion de huevos de
helmintos estan pobremente descritos. Uno de los factores que aporta a dicha reduccion es el
aumento de la temperatura entre 36 °C a 37 °C durante la fermentacion. Debido a que la FAL
no induce un aumento de temperatura tal, una opcion es realizar la fermentacion bajo la luz
del sol directa o en barriles oscuros que aumenten la temperatura al exponerse al sol (N.
Andreev, Ronteltap, Boincean, & Lens, 2017; Nadejda Andreev et al., 2018).

La FAL también desodoriza el olor de las excretas, mediante la eliminacion de compuestos
mal olientes producidos durante la degradacion microbiologica de las proteinas, H2S, NH3 y
acidos grasos inferiores. La formacion de acidos grasos volatiles se inhibe durante el proceso
de FAL, asi después de algunos dias de fermentacion el olor fecal cambia a uno de ensilaje
agrio (Nadejda Andreev et al., 2018). Una apropiada fermentacion es considerada asi cuando
se logra la reduccion de pH a 4 o menos y se produce mas del 2 % de concentracion de acido
lactico aproximadamente (Yemaneh et al., 2013).

Las bacterias acido-lacticas estan ampliamente distribuidas en alimentos fermentados
naturales como microflora indigena, por ejemplo, en leche fermentada de vaca, cabras,
bufalas o camellos (Wang et al., 2016). Sin embargo, aunque la fermentacion represente un
método simple y econémico que se puede lograr a través de la acidificacion a pH < 4, varias
especies de bacterias acido-lacticas no producen acidos lacticos efectivos para la inactivacion
de patdgenos. Por ejemplo, la yuca es conocida por producir bacterias de acido lactico tales
como Pediococcus, Lactobacillus fermenttum y Lactobacillus plantarum, pero al utilizar el
acido lactico de la harina de yuca fermentada para desinfectar lodo fecal, ni el pH y ni los
patogenos disminuyen significativamente. El agua de arroz fermentada permite el
crecimiento de bacterias acido-lacticas e incluso se ha probado la combinacion de harina de
arroz fermentada y azicar morena para la inactivacion de patdégenos en el lodo fecal (Odey
et al., 2018). Sin embargo, la fermentaciéon de la harina de arroz es generalmente un
procedimiento no controlado, por lo que, para producir acido lactico efectivo a partir del
arroz, debe entenderse el crecimiento microbiano y la poblacion durante la fermentacion.

Para el proceso de FAL, el contenido de azucar en el sustrato es particularmente crucial, ya
que los azucares constituyen el factor limitante en el crecimiento de las bacterias acido-
lacticas y aunque la composicion de las excretas humanas varia mucho con la dieta, el clima
y el estado de salud de las personas, la cantidad de aztcar simple excretada es insignificante
para apoyar el crecimiento de las bacterias para el proceso de fermentacion (Yemaneh et al.,
2013). Por lo que es muy importante establecer fuentes de carbono de bajo costo y facil
acceso para la FAL. Algunos investigadores han empleado hidratos de carbono como melaza,
para la fermentacion y bacterias lacticas como Lactobacillus casei Shirota por un periodo de
aproximadamente una semana (Anderson et al., 2015). Por otra parte Andreev et al., (2017),
emplearon bacterias acido-lacticas extraidas de repollo fermentado mezclado con melaza de
remolacha y agua, por un periodo de 36 d para la fermentacion de orina humana . También
se han empleado grupos de bacterias como indculo para la fermentacion, tal como
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei y Pediococcus acidilactici, junto con
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suplementos de carbono constituidos por residuos organicos caseros y melaza, por un periodo
de 21 d (Yemaneh et al., 2013).

La bacteria Lactobacillus casei cepa Shirota, tiene mas de 75 afios de historia de consumo
seguro y beneficios comprobados para la salud, respaldada por amplia investigacion
cientifica enfocada principalmente en la reduccion de enfermedades intestinales funcionales
e infecciosas y su efecto de modulacion inmune. Existen muchos mecanismos sugeridos para
la accion probidtica de esta bacteria en el intestino, la produccion de acido lactico (que
produce una reduccion del pH local) y la adhesion competitiva o desplazamiento de bacterias
patogenas se han citado con mayor frecuencia en la literatura (Sutula, Ann Coulthwaite,
Thomas, & Verran, 2013).

También la bacteria Lactobacillus acidophilus consumida en grandes cantidades se ha
utilizado para restablecer la flora intestinal normal después de terapia con antibioticos orales
y para tratar pacientes infectados con patégenos intestinales. A escala de laboratorio L.
acidophilus ha producido sustancias parecidas a los antibioticos al cultivarse en medios
controlados. Se ha reportado la produccion de antibidticos en leche a temperaturas de 37 °C
por esta bacteria (Gilliland & Speck, 1977). Lo que podria indicar un potencial uso en
saneamiento de estas bacterias lacticas, sin embargo, poca informacién se encuentra
disponible al respecto.

Encalado

La cal es un material de estabilizacion de acidez comliinmente usado en el tratamiento de
aguas residuales para deshidratar, prevenir problemas de olores y eliminar microorganismos
patogenos. Estudios previos demuestran que el co-compostaje de lodo de aguas residuales
con materiales alcalinos tales como ceniza de carbon y residuos de bauxita alcalina son
factibles para reducir las fracciones solubles e intercambiables de metales pesados en el
compost de lodo (Wong & Fang, 2000).

Este material es considerado uno de los materiales de enmienda mas comunes e importantes
para la estabilizacion de lodos de depuradora pues desempefia un papel importante en la
reduccion de la disponibilidad de metales pesados, el aumento de los beneficios agricolas y
la reduccion de los riesgos ambientales respectivos. Al aumentar el pH disminuye la
captacion de metales por los cultivos (Gul, Naz, Fareed, & Irshad, 2015).

Los resultados de ensayos experimentales llevados a cabo con el uso de lodos de depuradora
permiten suponer que se puede lograr una alta eficacia de desinfeccion mediante la aplicacion
de compuestos de calcio, que como resultado del aumento del pH y alta temperatura generada
por una reaccion exotérmica rapida, llevan a cabo la eliminacién de microrganismos de la
biomasa (Paluszak & Bauza-kaszewska, 2011). En la investigacion realizada por Anderson
etal. (2015), la desinfeccion fue alcanzada luego de 30 min a un pH 12, a los 60 min a un pH
de 11.5 y luego de 120 min aun pH de 11.

Existe evidencia de que una gran porcion de microorganismos nativos presentes en lodos se
destruyen después de la estabilizacion de la cal a un pH superior a 11 (Wong & Fang, 2000).
Otros autores indican niveles de pH superiores a 12, para la destruccion de las membranas
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celulares de los patdégenos nocivos, y el pH alto también conduce a altas fracciones de
hidroxido de amonio que actiia como un biocida y contribuye a la eliminacion de patégenos
en periodos de tiempo cortos de hasta 1 h (Anderson et al., 2015).

En paises como Brasil, Estados Unidos, Canada, Turquia, Irlanda y Sudéafrica, la
estabilizacion alcalina prolongada (PAS) es una de las técnicas utilizadas para desinfectar los
lodos provenientes de PTAR. El principio de este tratamiento es la eliminacion de patdgenos
al aumentar el pH del lodo a niveles iguales o superiores a 12, lo que se logra mediante la
adicion de CaO o CaO + MgO (Barbosa et al., 2017). Sin embargo, de acuerdo con Anderson
et al. (2015), el tratamiento con cal implica la aplicacion de cal hidratada [Ca(OH):] para
crear el ambiente alcalino hostil para la actividad bioldgica.

De acuerdo con la investigacion realizada por Barbosa et al. (2017), la aplicacion del lodo de
aguas residuales alcalinizado en suelos dcidos demostro ser una alternativa interesante para
el reciclaje de este tipo de desechos, ya que mejora la fertilidad de estos suelos y podria
reducir los costos asociados a procesos de fertilizacion.

Secado solar

El principio fundamental detrds de un sistema de secado se basa en el hecho de que las
moléculas de agua pueden cambiar de un estado liquido a vapor al exponerse al calor. El
secado ayuda a reducir el volumen y la masa al disminuir el contenido de agua en el lodo, lo
que reduce los costos de transporte, manipulacion y almacenamiento. Ademas, el secado al
80% del contenido de solidos secos ayuda a asegurar la reduccion de los patdogenos y vectores
de atraccion (Youssef & Kahil, 2016).

En los ultimos afios, los principales tipos de secadores utilizados para lodos provenientes de
PTAR se pueden dividir en tres métodos: secado por conveccion, secado conductivo y secado
solar, ademas de los tipos hibridos y combinados. Los sistemas de secado solar de lodos
generalmente incluyen tres componentes: calentamiento del lodo a través de la absorcion de
radiacion solar, como resultado de un efecto en estructuras tipo invernadero, cuando los lodos
se extienden en capas sobre el piso; aireacion del lodo a través de ventiladores pasivos y
ventiladores de extraccion para liberar el aire saturado y acumulado dentro de las celdas de
secado; y el proceso de mezclado de lodo que busca ayudar a la aireacion y garantizar un
secado confiable en todas las capas de lodo (Belloulid, Hamdi, Mandi, & Ouazzani, 2017,
Youssef & Kahil, 2016). Sin embargo, el rendimiento de los sistemas de secado cambian a
lo largo del periodo de uso, la situacion geografica del lugar donde se realice el secado y del
origen de las aguas residuales (Belloulid et al., 2017).

En la investigacion realizada por Dellbriigge et al. (2015), donde se evaluaron sistemas como
calentamiento por suelo y calentamiento por ventilacion, se determind que la reduccion de
coliformes fecales era posible a una temperatura de 80 °C, pero sin alcanzar la desinfeccion
adecuada segun estandares de < 1000 NMP/ g de solidos totales. De acuerdo con Kamil et
al. (2007), cuando la humedad del lodo llega por debajo del 50 % la velocidad de reduccién
de bacterias coliformes aumenta en un sistema de secado solar cubierto.
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Por otra parte, de la investigacion de Shanahan et al. (2010), se concluye que los niveles de
virus y helmintos se reducen mediante el tratamiento de secado solar a niveles aceptables, y
los conteos de Salmonella sp. y E. coli se reducen a niveles aceptables para el cumplimiento
de la categoria biosolido grado A. Sin embargo, los resultados para coliformes fecales no
fueron tan favorables. Aunque se identificO una reduccion general en los microbios
potencialmente patogenos después del proceso de secado solar.
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3 MATERIALES Y METODOS

A continuacion, se muestra en detalle los procedimientos realizados en esta investigacion.
Uno de los puntos clave en el proceso de investigacion fue la seleccion del material para
evaluar los tratamientos sanitarios propuestos, posteriormente se realizé la caracterizacion
fisicoquimica y microbioldgica de las muestras antes y después de los tratamientos.
Igualmente se detalla el analisis estadistico de los datos y una evaluacion econdmica de los
tratamientos, para evaluar la viabilidad de los tratamientos. Tal como se muestra en los
siguientes apartados.

3.1. Sitio de estudio

El trabajo aqui presentado se llevo de la mano con las empresas Fumigadoras Alto S.A'y
Suelos Fértiles Organicos S.A. en sus instalaciones ubicadas en el cantén de Pérez Zeledon,
provincia de San José. La empresa Fumigadoras Alto S.A se dedica, entre otros, a la limpieza
de tanques sépticos en varias zonas del territorio nacional, mientras que el tratamiento de
estos lodos corre por cuenta de la empresa Suelos Fértiles Organicos S.A. Esta ultima genera
dos productos denominados fertilizante organico y Tierra mejorada (relacion 1:2 de
fertilizante y tierra negra) para comercializacion nacional.

La Planta de Tratamiento (PT) de la empresa Suelos Fértiles Orgéanicos S.A se compone de
cuatro etapas principales: tamizado y reactores en serie, filtros, secado previo, solarizacion o
secado solar y molienda del material final. Tal como se muestra en la siguiente figura.

Tanques anaerobios

1 2 3 4

5
Filtros de secado g
5 4 3 2 1

' =

Lecho de secado

4@4

N

Molienda, Cémara de solarizacion
Tamizajey
Empaque

Figura 3.1. Planta de Tratamiento de lodos sépticos de la Empresa Suelos Fértiles
Organicos S.A. ubicada en Pérez Zeledon.
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Se recolectaron muestras en los principales puntos del tratamiento, como parte del proceso
de seleccion del material para la evaluacion de los tratamientos sanitarios propuestos, con
ayuda de material estéril como bolsas de muestreo, cucharas, guantes y mascarillas. Las
muestras se transportaron en frio con ayuda de hieleras y fueron almacenadas en refrigeracion
en el laboratorio de aguas residuales del Centro de Investigacion y de Servicios Quimicos y
Microbiolédgicos (CEQIATEC) por disponibilidad de espacio.

3.2. Caracterizacion de biosolidos

La eleccion de los parametros de caracterizacion del material se basé en la consulta de
articulos cientificos, legislacion nacional y literatura internacional relacionada con la
disposicion segura de biosolidos o/y aguas residuales, ademas de los recursos disponibles
para esta investigacion.

Pruebas Fisicoquimicas

La caracterizacion fisicoquimica completa se llevé a cabo unicamente en el material elegido
para la evaluacion de los tratamientos sanitarios, esto mediante pruebas comunes de
caracterizacion de suelos, considerando que la textura del material se asemeja. Los analisis
de suelos y abonos organicos se realizaron en el Centro de Investigaciones Agrondmicas
(CIA) de la Universidad de Costa Rica. Estas pruebas incluyeron analisis de relacion C/N, %
C, andlisis quimico completo y porcentaje de humedad. La conductividad eléctrica (CE) fue
medida por método directo con ayuda de un medidor de conductividad y temperatura para
suelos de la marca HANNA modelo HI98331 Soil Test. Adicionalmente, las mediciones de
pH y porcentaje de humedad se realizaron en los laboratorios del CEQIATEC.

Pruebas microbiologicas

La caracterizacion microbioldgica se realizd en todas las muestras de acuerdo con los
métodos establecidos por la Asociacion de Salud Publica Americana (APHA, 2013) y
directrices requeridas para el uso del laboratorio de microbiologia del CEQIATEC, los
analisis microbioldgicos realizados fueron:

- Determinacion de coliformes totales, fecales y Escherichia coli por la técnica de tubos
multiples o nimero mas probable (NMP).

- Determinacion de Salmonella sp.

- Determinacion de Listeria monocytogenes.

- Determinacion de Pseudomonas aeruginosa.

La deteccion de huevecillos de helmintos (Nematodos intestinales) se realizo por la técnica
de Telemann que implica la sedimentacion con acido-éter, como se muestra en la figura 3.2,
de acuerdo con el libro de Técnicas de Diagnostico Parasitologico (Castro & Guerrero, 2010).
Ya que era la técnica que mas se ajustaba a las caracteristicas del lodo y a los recursos
disponibles.
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Figura 3.2. Fase previa al decantado de la técnica de Telemann.

Este anadlisis se realizd so6lo para las muestras de lodo que serian empleadas en los
tratamientos sanitarios elegidos y para el fertilizante organico comercializado por la empresa
Suelos Fértiles Organicos S.A.

3.3. Tratamientos sanitarios

Muestra de lodo para los Tratamientos Sanitarios

La muestra de lodo séptico para evaluar los tratamientos sanitarios se recolecté de los lechos
de secado de la PT de la empresa Suelos Fértiles Orgénicos S.A, esto porque el material que
llega hasta esta etapa estd compuesto por multiples lodos que pasaron tanto por el tamizaje
como los reactores y filtros, creando un material que representa una gran muestra compuesta
de lodos sépticos y con propiedades mecanicas favorables para la investigacion, facilitando
el manejo y transporte hasta los laboratorios del CEQIATEC, y dentro de los mismos.

Una vez elegido el material para evaluar los tratamientos sanitarios se recolectaron un total
de 4 muestras aleatorias cada 2 meses aproximadamente para asegurar que cada muestra
representara un material diferente. Dichas muestras se consignan como lote 1, 2, 3 y 4. Esto
porque el personal de la empresa estima que el tiempo de residencia del lodo en los lechos
de secado es de aproximadamente 19 d.

Fermentacion Acido-Latica
e Seleccidn de las bacterias lacticas

La fermentacion acido-lactica se da por medio de bacterias acido-lacticas, y gran parte de
este grupo se compone por Lactobacillus sp. Se realiz6 la compra de dos de estas bacterias:
Lactobacillus casei ATCC 0334 y Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. Adicionalmente,
se realizo el aislamiento de bacterias lacticas provenientes de leche agria casera como fuente
de bacterias lacticas de bajo costo econdomico. Estas bacterias fueron denominadas como Mix.

Para el aislamiento de estas bacterias provenientes de leche agria casera se siguieron los
siguientes pasos:
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- Se recolectd 10 mL de la leche refrigerada y se agregaron en una bolsa estéril con 90
mL de agua peptonada estéril para hacer una primera dilucion y se procedid a hacer
ocho diluciones decimales.

- Se deposito 0,1 mL de cada dilucion y se depositd por duplicado en placas Petri con
agar MRS. Ademas, se trabajo con controles de esterilidad del agar.

- Laincubacion se realizo en una jarra de anaerobiosis con una candela encendida para
generar una atmosfera rica en CO2 por 48 h a 35 °C.

- Las cepas sospechosas se incubaron, se rayaron en agar estandar, se incubaron por 24
h a 35 °C para la realizacion de pruebas bioquimicas.

- Se realizé una tincion de Gram y una prueba catalasa de las colonias que crecieron.

- Del mismo aislamiento en agar estdndar se tomd un inoculo de las cepas y se
depositaron en un tubo con capacidad de 1.5 mL conteniendo Caldo Infusién Cerebro
Corazon (CICC) con 20 % glicerol como crioprotector.

- Este tubo se congel6 a -80 °C para conservar las bacterias aisladas.

La conservacion en estado de congelacion se utilizd también para las bacterias lacticas
compradas. Se realizaron pruebas previas para evaluar el crecimiento de estas bacterias, en
leche entera pasteurizada y en caldo tripticasa soya (CTS), por recomendacién de la
profesional en el area. Estas pruebas consistieron en agregar las bacterias en suspension
acuosa a los medios mencionados en Erlenmeyers plasticos estériles cerrados por 8 d y por
15 d a temperatura ambiente, monitoreando la variacion de pH antes y después del tiempo
establecido, tal como se muestra en la figura 3.3.

Figura 3.3. Prueba de variacion de pH en caldo CTS y leche entera pasteurizada de
tres bacterias lacticas.

De acuerdo con la variacion de pH presentada en dichas pruebas se determind que las
bacterias que se aplicarian en el tratamiento de fermentacion 4acido-lactica serian
Lactobacillus casei y Mix. Ademas, de acuerdo con la revision de literatura la bacteria L.
casei esta clasificada como homofermentativa lo que indica que su principal producto de la
fermentacion es acido lactico (Escobar, Rojas, Giraldo, & Padilla, 2010).

e Dosificacion de las Bacterias Lacticas

Para agregar las bacterias lacticas Lactobacillus casei y Mix al lodo a tratar se siguio el
siguiente procedimiento:
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- Se rayaron las cepas congeladas en agar MRS se incubaron por 48 h a 35 °C.

- Se suspendieron las colonias en 90 mL de agua peptonada estéril utilizando como
guia un patron Mc Farland de 2.

- Seagrego 1 mL de esta suspension de bacterias lacticas en cada frasco estéril con una
cantidad de lodo y fuente de carbono conocida.

- De la suspension inicial de bacterias se realizaron 8§ diluciones decimales y se
agregaron 0.1 mL por duplicado en placas con agar MRS.

- Estas placas se incubaron por 48 h a 35 °C para su posterior cuantificacion.

e Seleccion de Fuente de Carbono

Debido a las caracteristicas fisicoquimicas que presentd el lodo séptico elegido para el
tratamiento y basado en la revision de literatura, se estim6 que se requeria una fuente de
carbono para optimizar el crecimiento de las bacterias lacticas. Se realizaron pruebas con
fuentes como pergamino de café, puré de zanahoria y dextrosa. A partir de estas pruebas se
decidié evaluar también la melaza como fuente alternativa y mds rentable de carbono. Se
realizd la medicion de grados Brix de las fuentes puré de zanahoria y melaza para poder
determinar los gramos tedricos requeridos para la fermentacion. Se agregd 10 % peso
himedo de cada fuente de carbono, de acuerdo con lo descrito por Soewondo et al. (2014).

e (aracterizacion antes y después del Tratamiento Sanitario

Posterior a la caracterizacion fisicoquimica y microbiologica de varias muestras se establecio
que los parametros a evaluar, previos y posterior al tratamiento de fermentacion serian el pH
alcanzado con ayuda de un electrodo electroquimico de vidrio marca HANNA Instruments
modelo HI10530. Ademas, como muestra la figura 3.4, se realiz6 el recuento de unidades
formadoras de colonias (UFC). La bacteria lactica en agar MRS® (incubacion de 48 h a 35
°C), y coliformes totales en agar MacConkey®™ (incubacion de 48 h a 35 °C, observando la
morfologia a las 24 h). Esto por recomendacion de la microbidloga de utilizar agares
selectivos y siguiendo las reglas mostradas en el apéndice IV.
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Figura 3.4. UFC de bacterias lacticas Mix® y coliformes totales®™ en su respectivo
agar selectivo.

e Diseflo Experimental

Se realizaron dos montajes para este tratamiento, para el primero se siguid la configuracion
mostrada en el cuadro 3.1. De los resultados de este montaje se basaron los ajustes y
reformulacion para el segundo montaje, las especificaciones del segundo montaje se
muestran en el cuadro 3.2.

Cuadro 3.1. Factores del disefio experimental para el primer montaje de la
fermentacion acido-lactica.

Factor Niveles

Pergamino de café 0g 1753 g

Fuente de carbono Dextrosa: 2.09 g Zanahoria: 6.75 g 0g
Tipo de bacteria lactica Lactobacillus Casei Mix

Cuadro 3.2. Factores del disefio experimental para el segundo montaje de la
fermentacion acido-lactica.

Factor Niveles
LactobacillusCasei OmL 1mL

Melaza 0% 10% 20%

Una vez alcanzado el tiempo de tratamiento de 1 mes basado en la experiencia de varios
investigadores, se realizaron las mediciones de pH final y conteo de bacterias en los agares
selectivos correspondientes, antes mencionados.

Encalado

e Tipos de Cal y Dosificacion
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De la revision de literatura y consulta a expertos, se determinaron dos tipos de cales
comerciales de reconocido poder encalate en suelos: Super Cal [Ca(OH)2] y Cal Viva (CaO).
Se realiz6 una prueba del valor de neutralizacién de la cal por medio de una valoracion
quimica con indicador de fenolftaleina segin el procedimiento presentado por Bricefio &
Pacheco (1984), mostrado en el apéndice III. Sin embargo, se realiz6 la modificacion de no
pasar las cales por la malla No®° 60 ya que lo que se busca es evaluar la capacidad del material
tal y como se comercializa, en el tratamiento sanitario.

Luego, para determinar la relacion g cal/g lodo que permitiera llegar al pH deseado se
realizaron varias dosificaciones de menor a mayor probando distintos baches del lodo y
tomando mediciones de pH, previo y posterior al tratamiento.

Se agregaron cantidades conocidas de lodo y cal en frascos plasticos con capacidad de 50
mL, con ayuda de una balanza electronica y material estéril como cucharas, espatula y
guantes. Se agitd vigorosamente la mezcla con ayuda de un agitador eléctrico y un agitador
de vidrio, tal como se muestra en la siguiente figura.

Figura 3.5. Métodos de agitacion empleados para el tratamiento de Encalado.

Posteriormente se taparon los frascos con papel aluminio para evitar contaminacion durante
el tiempo de reposo del tratamiento. Se evalud un periodo de 1 h'y 24 h de tratamiento.

e Caracterizacion antes y después del Tratamiento Sanitario

Para la evaluacion del tratamiento de encalado, con base a la caracterizacion fisicoquimica y
microbioldgica previa en varios puntos de la PT de la empresa Suelos Fértiles Organicos S.A.
Se establecid como parametros de evaluacion, la medicion de pH y el conteo de UFC de
coliformes totales en agar MacConkey. Con un periodo de incubacion de 48 h a 35 °C,
observando la morfologia a las 24 h.

Secado solar

La empresa Suelos Fértiles Organicos S.A., en su planta de tratamiento, cuenta con una
seccion de secado solar denominada camara de solarizacion. Esto previo a moler, tamizar y
empacar el material denominado fertilizante organico. El material de entrada al area de
secado solar es el mismo utilizado para evaluar los anteriores tratamientos. Por lo que esta
etapa de la PT fue evaluada como un tratamiento adicional y como punto de comparacion
para la empresa. Para esto se realizé un analisis fisicoquimico y microbiolégico completo del
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material de entrada y del fertilizante orgénico en el Centro de Investigaciones Agronémicas
de la UCR (CIA). Estos se muestran en los anexos I, II y III. Adicionalmente, se realizo el
recuento de UFC en agar MacConkey de tres muestras del fertilizante orgéanico y lodo, a
manera de evaluar la entrada y salida de este tratamiento.

3.4. Evaluacion de los Tratamientos Sanitarios

Analisis Estadistico de Datos

Se realiz6 un andlisis estadistico de la respuesta pH en los tratamientos de fermentacion
acido-lactica y encalado, tomando en cuenta el disefio experimental de estos ensayos (factor,
niveles y réplicas). Para esto se realiz6 un analisis de varianza ANOVA de los datos de ambos
tratamientos, ademas de una prueba de comparacion de Tukey. Para la respuesta de pH en el
tratamiento de encalado se realiz6 una regresion no lineal en las respuestas del tratamiento
de Encalado. Se utilizo6 el software Minitab 17 y Sigmaplot 12.0 para el andlisis estadistico
de los datos.

Analisis Economico de los Tratamientos Sanitarios

Para evaluar la factibilidad de los tratamientos sanitarios, ademas de tomar en cuenta la
legislacion correspondiente, se llevo a cabo una estructura de costos con base a 1 tonelada de
lodo a tratar. Para ello se realizd la consulta a expertos, cotizacién de servicios e
implementos, y se estimaron algunos costos basados en la experiencia a nivel de laboratorio.
Los datos fueron tratados con Microsoft Excel (2017). La estructura detalla se adjunta en el
apéndice VI.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion fisicoquimica de los biosolidos

Los residuos sépticos domésticos contienen distintas sustancias segun el tipo de residuo
tratado en el sistema séptico (USEPA, 1993), por lo que la caracterizacion del lodo a nivel
fisicoquimico y microbioldgico es de crucial importancia.

Para la caracterizacion fisicoquimica del material se evalué el pH, % de Humedad,
conductividad eléctrica, la relacion C/N y contenido en % m/m de nutrientes relevantes para
el mejoramiento del suelo, tal como muestra el cuadro 4.1. Los lotes que se muestran
corresponden a lodo de la etapa de lecho de secado de la PT de la empresa Suelos Fértiles
Organicos S.A, mostrado en la figura 3.1. Contrario a lo esperado, el lodo parece presentar
una tendencia constante y composicion quimica homogénea a través del tiempo en los lotes
1, 3 y 4. No obstante, el lote 2 presenta menor humedad y conductividad eléctrica (CE), esto
puede deberse a que el tiempo de residencia de los lodos en el lecho de secado en el momento
de tomar cada muestra fue variable.

Un periodo mas prolongado en el lecho de secado promueve la pérdida de humedad y esto
podria disminuir la CE si se considera la consistencia del lodo como similar a un suelo. La
CE del suelo varia, entre otros factores, con el contenido de humedad ya que esté relacionada
con la movilidad de los iones presentes en el fluido que llena los poros por lo que depende
de la concentracion y la viscosidad del agua (Samouélian, Cousin, Tabbagh, Bruand, &
Richard, 2005). A mayor capacidad de almacenamiento de agua se podria alcanzar valores
mas altos de CE.

Cuadro 4.1. Caracterizacion fisicoquimica de muestras de lodo y abonos organicos.

% m/m
Lote Fecha pH Humedad CE Relacion C N P K Ca Mg
(m/a) % (mS/cm)  C/N
1 08/2017 7.34 84.5 2.38 9.5 3935 414 098 0.09 263 022
2 11/2017 7.39 40.5 1.93 9.7 40.05 4.13 090 0.08 268 0.21
3 02/2018 7.41 80.4 2.06 10.3 35.64 347
4 03/2018 7.11 2.35 9.6 36.02 3.75
Estiércol de vaca* 9.01 4.16 52 1.07 024 2.18
Vermicompost* 4.69 8.19 37 1.11 090 1.28
Gallinaza** 548 1.19 1.82
Lodos residuales** 351 239 054

CE: Conductividad eléctrica

% m/m: masa/masa

Naiji & Souri, (2018)*

Hang, Tlustos, Szakova, & Balik (2008)**
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Algunos de los abonos organicos mas comiunmente utilizados para el mejoramiento de suelos,
mostrados en el cuadro 4.1, son reportados con valores de elementos quimicos de importancia
nutricional comparables con los obtenidos en los lodos. El contenido de nitrégeno y fosforo
en los lodos se encuentra en un rango aceptable e incluso supera en algunos casos los valores
establecidos para los abonos organicos comunes, a excepcion del potasio.

Las limitantes quimicas cambian segun la exigencia de cada cultivo y las préacticas de manejo
que se empleen. En Costa Rica, los suelos cafieros presentan una disminucion considerable
de reservas de bases K, Mg y Ca, y las practicas de fertilizacion en suelos cafetaleros a
conducido a una acidificacion progresiva importante (Alvarado-Hernandez et al., 2001). Lo
que podria indicar una via para la incorporacion de lodo con las caracteristicas quimicas
expuestas en este tipo de suelos agricolas. Las posibles vias de disposicion de los biosolidos
se detallan en las Gltimas subsecciones.

4.2. Caracterizacion microbiologica de los biosdlidos

La carga microbiana de los lodos sépticos representa una de las principales preocupaciones
para la poblacion en general, de ahi la importancia de la caracterizacion microbiologica
inicial del lodo a tratar. De acuerdo con la legislaciéon nacional e internacional
correspondiente consultada, y los medios disponibles, se establecio el paquete de analisis
microbioldgicos mostrado en el cuadro 4.2.

La presencia de coliformes totales evaluados por el método de nimero mas probable (NMP),
es constante en todos los lotes, y se observan respuestas similares para coliformes fecales y
E. coli a diferencia del lote 4 por la heterogeneidad de la naturaleza del material. Los
microorganismos patogenos Listeria monocytogenes, Salmonella sp. y huevecillos de
helmintos resultaron ausentes en las muestras procesadas. Estos datos difieren con lo
presentado por Afolabi & Sohail (2016), de una carga patogénica en el rango de 105-1010/
100 mL coliformes fecales y hasta 60.000 / L de huevos de helmintos para heces humanas.

La presencia del grupo coliformes sugiere la prevalencia de otros patdgenos y por eso es
empleado por unanimidad como indicador de contaminacion (Mishra et al., 2018). Los
indicadores preferidos son coliformes totales, coliformes fecales y Enterococos, sin embargo,
Escherichia coli se considera el indicador mas adecuado de contaminacion fecal pues se
encuentra en grandes cantidades en heces humanas y animales (Omondi-Donde & Bangding,
2017). Algunos autores incluso aseveran que el tnico indicador confiable de contaminacién
fecal es E. coli (Martin, Trmcic, Hsieh, Boor, & Wiedmann, 2016).
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Cuadro 4.2. Caracterizacion microbioldgica de las muestras del lodo.

Lodos en etapa de lechos de secado

Analisis
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4

Coliformes totales (NMP/g muestra) >1.1x10°  >1.1x10° >1.1x10° > 1.1x10°
Coliformes fecales (NMP/g muestra) <3 <3 <3 43
Escherichia Coli (NMP/g muestra) <3 <3 <3 <3
Pseudomonas aeruginosa (UFC/g muestra)  est 3.2x10° A est 1.0x10? A
Listeria monocytogenes (UFC /25 g A A A A
muestra)
Salmonella sp. (UFC/ 25 g muestra) A A A A
Huevecillos de helmintos N.S N.S N.S

N.S: No se observaron huevecillos de helmintos
A: Ausente
est: estimado, segun metodologia del apéndice IV

La bacteria Pseudomonas aeruginosa presenta una respuesta intermitente en las muestras
procesadas. Este microorganismo representa una de las principales causas de infeccion en
hospitales y presenta resistencia a multiples farmacos, mas recientemente se ha convertido
en causa importante de infecciones a nivel comunitario (Sader, Castanheira, Duncan, &
Flamm, 2018). Tiene un gran potencial para adherirse a superficies solidas y formar
biopeliculas, esta es una adaptacion que utiliza en el cuerpo humano (Azizian et al., 2015).
Debido a su amplio potencial fisiologico pueden poblar constantemente diversos entornos
que conducen a infecciones graves en humanos, como septicemia, Ulceras en las piernas y
quemaduras (Buivydas et al., 2013; Chen, Mangoni & Di, 2017).

Sin embargo, investigaciones como la de Arif et al. (2016), afirman que el género
Pseudomonas es el mas abundante en las rizobacterias y estas son beneficiosas porque
promueven la fijacion de nitrégeno, la movilizacion de nutrientes, la sintesis del crecimiento
vegetal y la supresion de enfermedades de las plantas a manera de control biologico. (Rivera-
Cruz et al., 2008). En la investigacion de Uzair et al. (2018), se evalua la cepa Pseudomonas
aeruginosa PS24 como control biolodgico contra los hongos fitopatdogenos. Dicho estudio
destaca la importancia de buscar cepas microbianas especificas de cada region, con ayuda de
la biotecnologia ambiental para comprender su uso correcto y puntual en la rizosfera, su
comportamiento y rendimiento en el sistema del suelo.

La caracterizacion fisicoquimica y microbioldégica de un material el cual se asume
heterogéneo es importante para determina las necesidades de los tratamientos sanitarios, por
ejemplo, dosis de fuentes de carbono, cales y himedad inicial. No obstante, a pesar de que
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las muestras mostraron poca variabilidad microbiologica. Es necesario caracterizar cada lote
de lodo de forma independiente, y no asumir comportamientos generales. En la siguiente
subseccion se detallan los resultados obtenidos de los tratamientos sanitarios de fermentacion
acido-lactica y encalado. Ademas, de una pequefia evaluacion de la ultima etapa de la PT de
la empresa.

4.3. Tratamientos Sanitarios

Fermentacion Acido-lactica

Las bacterias lacticas en el proceso de FAL producen varios tipos de acidos y compuestos
que disminuiran el valor de pH en el medio (Soewondo et al., 2014), por lo que promover
condiciones Optimas para el crecimiento de estas bacterias es crucial. Sin embargo, de la
informacion analizada, experiencia experimental y analisis estadistico se determin6 que la
variacion de pH en el proceso de FAL puede cambiar por varios factores, debido también a
la naturaleza bioldgica del tratamiento, ya que el crecimiento de las bacterias y la
acumulacion de sus metabolitos estan determinados por el ambiente, la composicion de los
medios, el pH del cultivo, las fuentes de carbono y nitrégeno, los factores de crecimiento y
los minerales (Abbasiliasi et al., 2017).

El pH critico teodrico (pH:) esperado se baso en los resultados de investigaciones que indican
valores de pH optimos para la fermentacion de 4.0 (Soewondo et al., 2014) y de 4.0 a 4.5 (N.
Andreev, Ronteltap, Boincean, Wernli, et al., 2017). Para lograr la disminucion del pH hasta
estos valores se tomaron en cuenta los factores establecidos en el cuadro 3.1 y 3.2. Del
analisis de varianza ANOVA, se determind que el tipo de bacteria (Lactobacillus casei y
Mix), no influye significativamente en la respuesta pH del tratamiento (p > 0.05). Esto puede
representar una respuesta favorable, pues el uso de bacterias lacticas nativas aisladas y de
bajo costo economico (Mix) pueden ser igualmente efectivas para el tratamiento sanitario,
sin embargo, se requiere mas investigacion para confirmarlo.

Como se observa en el cuadro 3.1, el pergamino de café no influye significativamente en la
respuesta pH del tratamiento (p > 0.05), y parece impedir la disminucion del pH en las
muestras (datos no mostrados). Por el contrario, la fuente de carbono muestra una influencia
significativa (p < 0.05) en el pH final del tratamiento con un 95 % de confianza.

Por tanto, de los factores contemplados en el disefio experimental la fuente de carbono es el
unico que influye estadisticamente en las respuestas. Esto coincide con lo expuesto por
Nadejda Andreev et al. (2018), que determina la adicion de fuentes de carbohidratos
facilmente fermentables como una de las principales limitaciones en FAL de heces.

Como se muestra en la figura 4.1, leves variaciones de la dosis representan cambios en el pH
del lodo tratado. Para la dextrosa se obtuvo como respuesta ausente UFC/g muestra de
coliformes totales a un pH de 3.89 y con melaza a un pH de 3.48. Por lo tanto, se establece
un pH critico 4cido experimental (pHa) < 3.89 para el lodo del lote 4. Esto concuerda con los
resultados de Odey et al., (2018), de entre 3.7 y 3.9 en FAL con azucar moreno, en el
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tratamiento de lodo fecal. En la figura 4.1 se observa el cambio en el pH producto de
pequenas variaciones en la dosificacion de la fuente de carbono.

Puré zanahoria Dextrosa Melaza

i |
8 ] =

0.00 0.64 0.66 0.68 0.00 0.19 0.20 022 0.00 0.10 0.20
[Fuente de carbono/ lodo] g g !

Figura 4.1. Efecto de la fuente de carbono en la acidez del lodo durante el tratamiento
FAL.

También del analisis estadistico se determina que el puré de zanahoria como fuente de
carbono tiene influencia estadisticamente significativa en el pH final (p < 0.05), en un 95%
de confianza. La dextrosa no tiene una influencia significativa (p > 0.05), y la melaza si
representa una influencia significativa (p < 0.05), en un 95% de confianza. Esto concuerda
con lo concluido por Andreev, Ronteltap, Boincean, Wernli, et al. (2017), sobre que el
contenido de melaza en la fermentacion de orina conduce a una acidificacion efectiva a pH
< 4. De acuerdo con Andreev et al. (2018), una de las principales limitaciones de la FAL es
la adicion de fuentes de carbono facilmente fermentables como melaza o salvado de trigo.

Al establecer un tratamiento sanitario de FAL, se espera condiciones de acidez en el medio
generadas por la actividad metabolica de las bacterias inoculadas. Por tanto, la influencia no
significativa de la dextrosa podria interpretarse que a pesar de ser importante para el
crecimiento de las bacterias lacticas no inhibe el mismo. La composicion de la dextrosa es
mas pura en comparacion con la melaza o puré de zanahoria, esto puede representar menos
fibra y agua en el medio. Lo que podria facilitar la metabolizacion por parte de las bacterias,
como muestran los resultados expuesto en el cuadro 4.3.

En el caso de la melaza, la influencia significativa en el pH puede interpretarse en el
mantenimiento, pero no precisamente el crecimiento, de la bacteria Lactobacillus casei en el
biosolido. No obstante, de acuerdo con Andreev, Ronteltap, Boincean & Lens (2017) el pH
bajo y la formacion de acido lactico durante la lacto-fermentacion inhibe el crecimiento de
microorganismos, incluido el crecimiento de las propias bacterias acido-lacticas,
promoviendo asi la preservacion del material fecal y la inhibicion de la descomposicion
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adicional. Esto puede explicar el mantenimiento y leve crecimiento de la bacteria L.Casei en
el lodo.

La respuesta estadistica para el puré de zanahoria parece ser significativamente negativa e
impide la disminucion del valor de pH en el medio, debido a esto la muestra no fue evaluada
microbioldgicamente. Segin Escobar et al. (2010), una concentracion alta de azucares en el
medio puede ejercer una fuerte presion osmotica sobre la bacteria y generar un proceso de
deshidratacion de la célula inhibiendo su crecimiento e incluso provocando su muerte.
Ademas, en la investigacion de Yemaneh et al. (2013), la adicion de mayores porcentajes de
melaza provoco una tasa de fermentacion inicial mas lenta. Sin embargo, el pH final fue
similar al obtenido con concentraciones menores de la fuente de carbono. Esto puede explicar
la respuesta de pH con el puré, debido a que de la medicion de grados Brix de las fuentes de
carbono, el puré de zanahoria present6 30 °Bx y la melaza 20 °Bx.

Cuadro 4.3. Respuesta microbiologica al tratamiento sanitario FAL.

Tiempo Coliformes Lactobacillus casei

totales (UFC/g) (UFC/g)
Lodo tod 1.8x10° est. 5.0x10%
Biosolido + dextrosa t30d No detectable est. 2.0x10°
Control t30d 2.0x10*
Lodo tod 6.5x10° 3.8x10'°
Biosolido + melaza t30d No detectable 5.2x10'°
Control t30d 2.3x10°

Los datos mostrados en el cuadro 4.3 son resultado de 30 d de tratamiento, periodo de tiempo
establecido como resultado de varios ensayos previos, superando lo expuesto por Andreev et
al. (2018), de (7 - 10) d para excreta humana y los 15 a 17) d propuestos por Odey et al.
(2018), pero no sobrepasa los 36 d de fermentacion estudiados para orina humana (N.
Andreev, Ronteltap, Boincean, Wernli, et al., 2017). La respuesta de pH puede estar
influenciada por factores fuera del disefio experimental, ya que las variaciones en el conteo
de coliformes en ambos controles muestran una disminuciéon de microorganismos. Por lo
tanto, es importante considerar elementos que podrian tener un efecto supresor sobre los
microorganismos patdogenos en el lodo y las fuentes de carbono, como los complejos
proteicos, la glucosa oxidasa, el peroxido de hidrogeno y los exopolisacaridos (Nadejda
Andreev et al., 2018).

El tratamiento propuesto logro la reducciéon de coliformes totales en condiciones de
anaerobiosis basicas y una temperatura ambiente promedio dentro del laboratorio de 24 °C
en un lodo con las caracteristicas antes presentadas. Aunque patégenos mas resistentes, no
detectados en el escaneo inicial del lodo, como los nematodos no siempre son removidos de
manera efectiva, parecen haber excepciones. Por ejemplo, la viabilidad de los huevecillos de
Ascaris suum, puede ser reducida luego de 21 d de fermentacion y eliminados luego de 56 d
de fermentacion (Andreev et al., 2018).
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Esto indica una respuesta microbiologica positiva. Es importante mencionar que, aunque la
capacidad de saneamiento de este tratamiento ha sido evaluada tanto para orina y heces en
sistemas como servicios sanitarios divergentes, la aplicacion del tratamiento en materiales
homogéneos como el lodo séptico ha sido poco evaluado a nivel internacional, y a nivel
nacional parece ser la primera investigacion al respecto. En la siguiente subseccion se
detallan los resultados del segundo tratamiento sanitario evaluado.

Encalado

El uso de cal para compensar el valor de pH, controlar olores o apaciguar agentes como
moscas en suelos y heces de animales es una practica utilizada cominmente en el pais, sin
embargo, en esta investigacion se evalua el poder sanitario de la practica, basado en crear un
ambiente alcalino hostil para microorganismos patogenos, debido al cambio de pH que
provoca un efecto perjudicial sobre las membranas y las estructuras bacterianas (Silva-Leal
etal., 2013).

Como paso inicial, se realizé la valoracion quimica para establecer el valor de neutralizacion
de ambeas cales. El valor de neutralizacion equivalente para el 6xido de calcio (conocido como
cal viva) fue de 105.5% CaCOs3 y de 78.0% CaCOs3 para el hidroxido de calcio (stper cal o
cal hidratada). Esto concuerda con la variacion de pH resultante de la aplicacion de ambas
cales y el analisis estadistico, ya que el tipo de cal utilizada presenta una influencia
significativa (p < 0.05), en el pH final con un 95% de confianza.

Posteriormente se evaluaron varias dosis de cal en distintas muestras de lodo como el lote 1
y 2, para un ultimo montaje con el lote 3. Se identificd, de acuerdo a la revision de literatura,
un rango de pH que va de 11 a 12 (Anderson et al., 2015; Barbosa et al., 2017; Paluszak &
Bauza-kaszewska, 2011; Silva-Leal et al., 2013; Wong & Fang, 2000). Por tanto, se
estableci6 un pH critico teorico (pHt), > 11. No obstante, a nivel experimental se identificd
un pH critico basico (pHb) > 12, como se muestra en la figura 4.3. El pHb presento la
supresion de coliformes totales en la muestra evaluada, como se presenta en el cuadro 4.4.
Lo que concuerda con los valores de pH recomendados por Paluszak & Bauza-kaszewska
(2011), Silva-Leal et al. (2013) y Barbosa et al. (2017).
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Figura 4.2. Efecto del tratamiento de encalado en la acidez del lodo del lote 4.

Se midié el pH pasado el periodo de (1 - 24) h con el propdsito de determinar alguna
variacion, sin embargo, esta no se dio. El andlisis de varianza revela una efectividad en el
encalado de ambos tiempos de tratamiento segun la respuesta de pH (p > 0.05), al 95 % de
confianza. Ademads, se observa un mantenimiento del pH final por al menos 24 h luego de la
dosificacion en la muestra de lodo evaluada.

El CaO conocido como cal viva logré la elevacion de pH deseada y la reduccion de
coliformes totales al nivel deseado, como se muestra en el cuadro 4.4 y la figura 4.3.

Cuadro 4.4. Respuesta microbiologica del lote 4 al tratamiento sanitario de encalado.

Tiempo Coliformes totales
(UFC/g)
Lodo ton 8.3x10°
Biosoélido + CaO tin No detectable
Biosolido + Ca(OH)2 tin 4.3x10°
Control tin 3.7x10°

Debido a que los lotes tratados presentaron un % de humedad alto (lote 2, 3 y 4), la
dosificacion de cada cal fue directa, sin necesidad de utilizar soluciones liquidas. Es
importante considerar que la eficiencia de FAL y encalado con CaO se dan en materiales con
porcentajes de humedad altos.
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Con todo, el encalado parece representar un tratamiento sanitario efectivo, rapido y de bajo
costo para el lodo evaluado; puesto que sus factores mas relevantes fueron la dosificacion
que depende de las caracteristicas de cada lodo y el proceso de mezcla inicial. En la siguiente
subseccion se evalua la tltima etapa de la planta de tratamiento de la empresa Suelos Fértiles
Organicos S.A. Esto porque como se detalla en secciones anteriores, el material de entrada
de dicha etapa proviene del lecho de secado, mismo lodo procesado en los tratamientos
sanitarios propuestos.

Secado solar

El secado solar es un proceso que permite la reduccion del volumen del material lo que
facilita el manejo, pero ademas puede promover la reduccion de microorganismos, ya que la
reduccidn del porcentaje de humedad en mas de un 50 % en el lodo puede genera un ambiente
hostil para la actividad microbiana (Belloulid et al., 2017). El secado al 80 % del contenido
de solidos secos ayuda a garantizar la reduccidon de patdgenos y vectores de atraccidon
(Youssef & Kabhil, 2016). El efecto del secado por medio de energia solar se presenta como
ultima etapa del tratamiento de lodos sépticos en la Planta de Tratamiento (PT) de la empresa
Suelos Fértiles Organicos S.A., ver figura 3.1. Este trabajo compar6 la efectividad de la
reduccion de organismos patogenos de la camara de solarizacion, procesando la respuesta
microbiologica y fisicoquimica de muestras aisladas de la entrada y de la salida de dicha
etapa, este ultimo considerado el material final llamado fertilizante orgédnico y aqui
denominado biosolido.

Debido a que no se logrd dar trazabilidad a las muestras desde la entrada hasta la salida, no
se logro evaluar la influencia de la etapa en cada lodo. Como se muestra en el cuadro 4.5, del
conteo de unidades formadoras de colonia en contraste con una muestra de lodo el efecto del
secado solar parece ser nulo. Contrario a lo presentado por Belloulid et al. (2017), donde se
da una reduccion de estas mismas bacterias en una matriz similar luego de 24 horas en una
estructura tipo invernadero, y lo obtenido por Mathioudakis et al. (2013), de una reduccién
de coliformes totales y fecales de 3 6rdenes de magnitud en un periodo de hasta 31 dias.

Cuadro 4.5. Respuesta microbiologica al proceso de secado solar.

Fecha de Tiempo Coliformes totales

muestreo (UFC/g)
Lodo 08/2018 toh 3.5x10*
Biosolido 1 05/2018 t1od 4.9x10*
Biosélido 2 07/2018 t19d 4.6x10*
Biosolido 3 08/2018 t19d 4.5x10%

A pesar de ello, de la serie de analisis microbioldgicos realizados en la caracterizacion del
lodo, en contraste con los resultados de tres muestras de biosolidos, se puede ver un
comportamiento distinto en mas microorganismos patégenos, como se muestra en el cuadro
4.6. Se observa un aumento de coliformes totales, fecales, Escherichia coli y Pseudomonas
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aeruginosa en las muestras procesadas. Incluso en la prueba de confirmacion realizada en el
laboratorio de microbiologia del CIA (UCR), los resultados son superiores a los presentados
por las muestras de lodo. Ademas, los datos mostrados en el cuadro 4.6 difieren de lo
registrado por la empresa Suelos Fértiles Organicos S.A. en datos presentados en enero del
afio 2005. Se reportaron valores de < 14 NMP/g para coliformes totales, < 2 NMP/g para
coliformes fecales, < 2 NMP/g para Escherichia Coli y negativo para Pseudomonas
aeruginosa.

Cuadro 4.6. Contraste de la respuesta microbioldgica de varias muestras en la etapa de
secado solar.

Lodos en etapa de lecho de secado Biosolidos
Analisis

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Muestral  Muestra2  Muestra 3*
Coliformes totales >1.1x103 >1.1x103 >1.1x103 >1.1x103 >1.1x10° 53
(NMP/g muestra)
Coliformes fecales <3 <3 <3 43 1.1x10° 9.1 > 1.6x10*
(NMP/g muestra)
Escherichia Coli No No No <3 1.1x10° 9.1 > 1.6x10*
(NMP/g muestra) detectable  detectable  detectable
Pseudomonas est 3.2x10° No est 1.0x10 No est 2.3x10*  2.0x10* 3.7x10*
aeruginosa (UFC/g detectable detectable
muestra)

est: estimado, segiin metodologia del apéndice IV
*Pruebas de confirmacién

Este comportamiento podria indicar la presencia de contaminacidn externa en esta etapa del
tratamiento de la empresa o podria dar un indicio de que no se estan alcanzando temperaturas
ideales para la supresion de microorganismos patdogenos, sino mas bien para su crecimiento.
De acuerdo con el trabajo de Silva-Leal et al. (2013), el secado térmico en temperaturas de
entre 60 y 75 °C por tiempos de (0 — 13) h fueron suficientes para lograr el saneamiento de
los biosdlidos. En la investigacion de Ameri, Hanini, Benhamou, & Chibane (2018) la
deshidratacion de los lodos se llevo a cabo a temperaturas que oscilaron entre (38 — 67) ° C.
Pero en el Barrio el Hoyon de San Isidro de Pérez Zeledon donde se ubica la PT, la
temperatura puede alcanzar los 31 °C en el dia segiin algunos datos del Instituto
Meteorologico Nacional (IMN). Lo que liga la efectividad de esta etapa, tal como esta
disefiada, a las variaciones climaticas de la zona.

De acuerdo con Syputa, Paluszak, & Szata (2013), el secado solar de lodos no garantiza la
desinfeccion por lo que parece ser necesario prolongar el tiempo de secado y aplicar métodos
adicionales como encalado o compostaje para aumentar su bioseguridad.

La dependencia de la etapa a las condiciones climaticas podria explicar los resultados
mostrados en el cuadro 4.7, donde se observa un porcentaje de humedad de hasta el 23 %. Al
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considerar los datos de la caracterizacion fisicoquimica previa del lodo, el material podria no
estar alcanzando la reduccion en humedad necesaria para lograr el efecto deseado.

Cuadro 4.7. Analisis fisicoquimico de dos biosolidos realizados por el Centro de
Investigaciones Agronomicas (CIA) de la Universidad de Costa Rica.

% m/m
Biosolido pH Humedad CE Relacion C N P K Ca Mg
% (mS/cm) C/N
Muestra2 6.1 21 4.0 9.3 35.11 3.80 1.25 0.10 3.76 0.25
Muestra3 6.2 23 3.2 9.3 33.67 3.61 1.18 0.09 3.60 0.25

CE: Conductividad eléctrica
%m/m: masa/masa

Es importante denotar que de acuerdo con los datos presentados en el cuadro 4.1, los valores
del grupo NPK para los biosdlidos presentados en el cuadro 4.7 son comparables con los del
estiércol de vaca, vermicompost y gallinaza. Incluso superan los valores de N y P del estiércol
de vaca y vermicompost. Lo que podria indicar que el contenido nutricional es competitivo
con los abonos organicos tradicionales.

De acuerdo con registros de la empresa Suelos Fértiles Organicos S.A. (2005), los valores
del cuadro 4.7 difieren a lo reportado por la empresa en algunos pardmetros; como en el caso
de la relacion C/N igual a 20 y C de 70 %. Sin embargo, segun el mismo registro se tiene un
valor de pH de 7.98, humedad de 26.85 % y N total igual 3.57 % que se son comparables con
lo presentado en el cuadro 4.7.

A pesar de la eficiencia y rentabilidad que un tratamiento basado en energia solar pueda tener,
es importante la revision del disefio de la estructura para secado, el control de calidad
microbiolégico y fisicoquimico periddico en varios puntos de la PT. En la siguiente
subseccion se busca comparar los tratamientos sanitarios propuestos y las posibles
aplicaciones de los biosolidos.

4.4. Evaluacion de Tratamientos Sanitarios y aplicacion de biosolidos

Como parte de un proceso de evaluacion y comparacion de los tratamientos sanitarios
propuestos se toman en cuenta tres aspectos principales: cumplimiento de normativa,
estructura de costos e inversion inicial y eficiencia. Y ademads, evaluar una posible ruta de
disposicion final para el mejor biosélido obtenido para su manejo como mejorador de suelos.

En cuanto al aspecto de cumplimiento de la normativa, los biosolidos de FAL con dextrosa
y melaza, y el tratamiento de encalado con CaO resultaron inocuos seguin coliformes totales,
por lo que pueden cumplir con la disminucion de coliformes fecales de las normativas
expuestas en la seccion de revision de literatura. No obstante, el biosdlido tratado con
Ca(OH): result6 con una poblacion de coliformes totales de 4.3 x 10° UFC/g muestra y los
biosolidos provenientes del secado solar 4.9 x 10* UFC coliformes totales/g muestra.
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En pruebas de caricter interlaboratorial a nivel internacional se comparan resultados
reportados en unidades de recuento (UFC/g) con aquellos reportados a partir de tablas
estadisticas (NMP/g) sin concluir diferencias estadisticamente representativas (Dra. Andrea
Quesada, comunicacion personal); por lo que en tal caso se podria contemplar el pardmetro
de coliformes totales. La respuesta microbioldgica para el encalado con Ca(OH):2 y el secado
solar podrian exceder los valores estipulados de < 1000 NMP/g muestra en coliformes
fecales, de acuerdo con las normativas Estados Unidos, Canada, Nueva Zelanda e incluso la
del Reglamento de Vertido y Reuso de Aguas Residuales a nivel nacional. Sin embargo,
pruebas bioquimicas son necesarias para comprobar las colonias sospechas reproducidas en
agar MacConkey como coliformes fecales.

Con todo, gracias a la caracterizacion inicial de los lodos y el set de analisis microbioldgicos
realizados para las muestras de bioso6lidos provenientes del secado solar, se puede observar
que las muestras de lodo superan por poco el valor de < 1000 NMP/g muestra para coliformes
fecales. Las muestras procesadas de biosolidos del secado solar cumplen con el parametro de
coliformes fecales. A pesar de ello, presenta una contaminacion por Pseudomonas
aeruginosa, parametro que no fue encontrado en la legislacion consultada y no debe tomarse
por menos.

Para la evaluacion econdmica de los tratamientos sanitarios propuestos se establecid una
estructura de costos modificada debido a la naturaleza del proceso a evaluar, en esta los
costos operativos se dividen en tres principales secciones: operatividad, control de calidad y
comercializacion tal como se muestra en el cuadro 4.8, en base a una tonelada de lodo por
procesar al mes.

Se asumen dos posibles escenarios, el primero contempla asumir todos los procesos que
promueven el buen funcionamiento del tratamiento por parte de la empresa, por ejemplo, en
el caso de FAL incluye la reproduccion de las bacterias lacticas. En el segundo escenario se
establece la subcontratacion de todos los servicios posibles. Ademads, se hace una estimacion
de la inversion inicial en ambos escenarios.

La seccion de operatividad se refiere a los insumos necesarios para llevar a cabo el
tratamiento, el control de calidad hace referencia a la asesoria técnica y analisis
microbioldgicos — fisicoquimicos necesarios. La comercializacion contempla el empaque,
transporte y encargado de la venta del bios6lido. La estructura de costos detallada se adjunta
con en el apéndice IV. Es recomendable analizar la tasa de retorno de la inversion inicial del
tratamiento de interés para la empresa. El tratamiento de encalado presentado en el cuadro
4.8 se refiere al tratamiento con cal viva pues esta presenta los mejores resultados
microbiologicos.
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Cuadro 4.8. Estructura de costos de los tratamientos sanitarios.

I Escenario II Escenario
FAL Encalado Secado solar FAL Encalado  Secado solar
Operatividad $0.52 $0.575 $0.57 $0.421 $0.282 $0.57
2 é Control de calidad $0.19 $0.191 $0.14 $0.191 $0.191 $0.14
§ g Comercializacion $1.70 $1.704 $1.70 $1.704 $1.704 $1.70
° Total (ton/mes) $2.41 $2.47 $2.41 $2.32 $2.18 $2.41
B Operatividad
¥ Control de calidad
B Comercializacién
Inversion inicial ($/ 5 ton) 85734 $2059 $0 $2102 $2079 $0

37



Pese a que la inversion inicial para el secado solar se estima en $0 es importante evaluar la
posibilidad de mejorar la estructura de la cAmara de solarizacion para optimizar esta etapa en
caso de que la empresa desee mantenerla. Ademads, se estiman también los costos operativos
para el secado solar pues las recomendaciones de control de calidad aplican de igual manera.
La operatividad y comercializacion de esta etapa de la PT son elementos existentes, no
obstante, se evaluaron a manera de comparacion con los tratamientos propuestos.

Se observa que la comercializacion representa el mayor porcentaje de los costos operativos
en todos los tratamientos. Tomando en cuenta que este es un procedimiento con el que ya se
cuenta en la empresa, los costos operativos parecen no representar mayor monto economico.
Considerando la capacidad aproximada de recoleccidon de lodo séptico de la empresa, con 7
vehiculos recolectores, de 143 m®. La empresa cuenta con otra PT ubicada en Buenos Aires
de Puntarenas, que se estima tiene mayor capacidad que la contemplada en este trabajo, por
lo tanto, no todo este material sera procesado en Pérez Zeledon.

Es importante también, para determinar el mejor tratamiento sanitario aqui evaluado, el
analisis de varios factores conjuntamente. Para esto se realiz6 un grafico de radar que permite
sobreponer dos factores considerados de interés, la eficiencia en la remocion de coliformes
totales y el costo operativo, como se muestra en la figura 4.4. Se evaluaron asi el tratamiento
de encalado con ambas fuentes y el tratamiento FAL. El secado solar no se incluye debido a
que no se logro6 evaluar el comportamiento de las muestras desde la entrada hasta la salida de
la cdmara de solarizacion y por ende la eficiencia de la etapa no se puede estimar.

CaO

FAL

/ @ Eficiencia (UFC/g)
/ 1 Costo Operativo ($/ton/mes)

/

Ca(OH),

Figura 4.3. Comparacion de los tratamientos de FAL y Encalado.

Tal como se puede observar, tanto el encalado con cal viva como el tratamiento FAL
presentan una eficiencia de remocion de coliformes totales de un 100 % y asi el cumplimiento
de este parametro seglin las normativas internacionales, el costo operativo es practicamente
el mismo. A pesar de ello es importante contemplar el tiempo que requiere cada tratamiento,
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para FAL se evalu6 un periodo de 30 d y para el encalado de 1 h. Por lo que el tratamiento
de encalado con 6xido de calcio (CaO), conocido como cal viva, cumple con todas las
variables de comparacion establecidas y por ser un tratamiento de rapida respuesta puede
representar una opcion mas rentable.

Biosolidos acidos con las caracteristicas presentadas podrian ser evaluados para la
reincorporacion a suelos basicos del norte de Costa Rica. Los biosdlidos basicos tratados con
Ca(OH)2 podrian no cumplir con los requerimientos microbiol6gicos minimos para ser
considerados biosolidos clase B segun la EPA, ya que se propone un parametro de coliformes
fecales < 2.0 x10° NMP/ g. Es necesario considerar un tratamiento sanitario adicional o la
reincorporacion a otro distinto para dicho biosolido. Por otra parte, las muestras del
fertilizante organico cumplen la reduccion de coliformes fecales antes mencionada para ser
considerado biosolido clase B a pesar de la presencia de Pseudomonas aeruginosa que no es
considerada en esta norma. En este caso puede considerarse un tratamiento alcalino que
consiste en la exposicion del material a pH superior a 12 por al menos 30 min.

En cuanto a la incorporacion del biosolido bésico estabilizado con CaO en suelos
costarricenses, tal como lo recomienda en el Reglamento para el Manejo de Lodos Sépticos
Procedentes de Tanques Sépticos, podria llevarse a cabo en suelos acidos. Se estima que los
problemas de acidez de suelos estan distribuidos en muchas zonas de importancia agricola
en el pais con caracteristicas fisicoquimicas muy variables que inciden en la fertilidad y el
manejo. De acuerdo con Alvarado-Herndndez et al. (2001), el 35 % de los suelos del pais son
bajos en Ca'y Mg, siendo la acidez un problema importante en los suelos nacional en 20 a 30
% ; sumado a deficiencias de N y P, también de gran importancia en suelos acidos, y a
menudo la eficiencia de la respuesta a la aplicacion de fertilizantes se ve reducida por la
presencia de alta acidez que limita el crecimiento radical de las plantas.

De acuerdo con el libro Fertilidad de Suelos y Manejo de la Nutricion de Cultivos en Costa
Rica del CIA/UCR, el encalado de este tipo de suelos ha sido una practica comun en el pais,
incluyendo cales como la roca caliza, calcarea o calcita ricas en carbonato de calcio (CaCO3),
Ca0, Ca(OH): y la cal dolomitica aunque esta ultima con uso limitado ser importada y
costosa. Por tanto, la incorporacion de bioso6lidos encalados podria ser una opcion importante
por evaluar, tomando en cuenta que esto permitiria la reincorporacién de materia organica y
la posible compensacion de pH.

Sin embargo, ya que la cal requiere de humedad para reaccionar mas investigacion se requiere
para evaluar el grado de compensacion de pH del suelo que los biosolidos podrian ofrecer.
Se podria considerar, ademas, la técnica de incorporacion de la cal al suelo como una opcion
para el biosolido, esta consiste en agregar el material en los primeros (15 — 20) cm de suelo
para asegurar el contacto en la capa arable (Alvarado-Hernandez et al., 2001). De ser
incorporado a suelos no agricolas, esta sigue siendo una via de incorporacioén quizas mejor a
la aplicacion superficial.

De acuerdo con regulaciones internacionales como la parte 503 de la EPA para residuos
sépticos domésticos. Se contempla la aplicacion de lodos sépticos domésticos tratados con
un aumento de pH hasta 12, utilizando material alcalino. No obstante, la norma establece
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restricciones de cultivo para la aplicacion de estos biosolidos que podrian tomarse en cuenta
a nivel nacional. Por ejemplo, los cultivos con partes cosechables que toquen la mezcla
biosodlida/suelo (tomate, pepino, apio, repollo o lechuga), no se deben cultivar durante 14
meses después de la aplicacion de los biosolidos. Aquellos con partes cosechables por debajo
de la superficie de la tierra (papa, camote, cebolla) no deberan cultivarse durante 20 meses
después de la aplicacion de biosdlidos, si estos permanecen en la superficie del terreno
durante cuatro meses o mas antes de incorporarlo al suelo. Cuando el biosolido permanezca
en la superficie durante menos de cuatro meses antes de incorporarlo al suelo, cultivos con
partes cosechables por debajo de la superficie no se cultivardn durante 38 meses.

La parte 503 para residuos sépticos domésticos también menciona que la alimentacion de
animales, la fibra y aquellos cultivos alimenticios cuyas partes cosechadas no toquen la
superficie del suelo (naranja, manzana, limon), no deben cosecharse durante 30 d después de
la aplicacion del biosolido. El césped cultivado en terrenos donde se aplican biosélidos no se
recogera durante un afio después de la aplicacion cuando el césped cosechado se coloque en
zonas con probabilidad de exposicion publica a menos que la autoridad competente lo
especifique. La EPA no sefiala restricciones de pastoreo ni de sitio cuando el biosolido ha
tenido un tratamiento alcalino por al menos 30 min.

El efecto de la aplicacion de biosolidos a largo plazo en las dindmicas del suelo depende de
las caracteristicas especificas de cada sitio y de los bioso6lidos aplicados, en una investigacion
realizada en un area destinada a la disposicion de aguas residuales municipales por mas de
100 afios en Nottingham, Reino Unido, se determind que bajas tasas de aplicacién de
biosolidos pueden aumentar la diversidad microbiana del suelo, pero esta tendencia se
invierte a tasas de aplicacion mayores por la concentracion de metales pesados a mayores
tasas de aplicacion (Mossa et al., 2017).

De acuerdo con la investigacion de Montiel-Rozas et al. (2018), en un suelo espafiol expuesto
a un derrame toxico de una mina y clima mediterrdneo, luego de 13 afios de aplicacion de
biosoélidos provenientes de compostaje la mejora de la fertilidad quimica y bioldgica en el
suelo aun eran efectivos. Pero se determind que se requieren adiciones repetidas de
enmiendas durante largos intervalos de tiempo para garantizar la durabilidad los efectos
beneficiosos. La efectividad de la enmienda orgénica resultd principalmente de la
neutralizacion del pH y caus6 una mejora general de las propiedades fisicoquimicas del suelo,
favoreciendo el establecimiento de comunidades microbianas mas activas.

Ademas, segin Price, Astatkie, Gillis, & Liu (2015) la aplicacién de biosélidos tratados
alcalinamente en un suelo “arenoso acido”, dieron como resultado un cambio ascendente en
el pH del suelo durante todo el periodo de 4 afios de estudio, las tasas mas altas de aplicacion
anual de biosolidos alcalinos sugiere que la actividad general del suelo relacionada con la
mineralizacion de nitrégeno y/o la nitrificacion se incrementa. La aplicacion de estos
biosolidos a tierras agricolas proporciono nitrogeno para mejorar la produccion de cultivos.
De acuerdo con Coors et al. (2016), la abundancia de fauna del suelo y su actividad
alimenticia estan fuertemente influenciados por los parametros abidticos del suelo y el
enriquecimiento organico, incluso anos después de la aplicacion de los biosolidos.
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Sin embargo, el uso de biosolidos no se reduce al mejoramiento nutricional de los suelos
orientado al cultivo. Pueden considerarse otras vias de disposicion como mejorador de
jardines, parques, recuperacion de suelos explotados por la mineria, para promover el
crecimiento rapido de madera, ademas de ser compostados y comercializados para su uso en
céspedes y huertos domésticos (EPA, 2018).
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5 CONCLUSIONES

A pesar de que la caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas de los lodos en apariencia
son homogéneas, es probable que la capacidad buffer del material sea heterogénea,
resultando en respuestas variables de pH. Esto implica la necesidad de evaluar de forma
independiente cada lote de lodo antes de iniciar un tratamiento sanitario.

La presencia o ausencia de bacterias del grupo coliformes es insuficiente para asegurar la
inocuidad del material. Por esto, es importante el analisis de patdgenos como Pseudomonas
aeruginosa, Listeria monocyotogenes, Salmonella sp. y huevecillos de helmintos en cada lote
de lodo y biosoélidos.

El tratamiento FAL fue 100 % efectivo para la reduccion de coliformes totales con las dosis
de 0.22 g dextrosa/ g lodo y 0.20 g melaza/ g lodo. El tratamiento de encalado fue igualmente
efectivo con una dosis de 0.12 g CaO/ g.

La composicion nutricional NPK de los lodos estudiados y fertilizante organico, es semejante
al contenido nutricional encontrado en abonos orgénicos como el estiércol de vaca,
vermicompost y gallinaza. Se evidencia el potencial beneficio para la nutricién de plantas si
se considera la inocuidad del material.

La evaluacion de factores de eficiencia, tiempo de tratamiento, costos de inversion favorecen
al tratamiento de encalado con CaO, sobre FAL. Bioso6lidos basicos pueden ser empleados a
su vez para la neutralizacion de la acidez caracteristica de los suelos tropicales degradados y
aumentar la base nutricional de los mismos.
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6 RECOMENDACIONES

Considerar el uso de trazadores para establecer el tiempo de residencia del lodo séptico en
los tanques anaerobios, filtros de secado, hasta llegar al lecho de secado que permita
establecer la funcion actual de estas etapas en la actividad microbiologica del lodo, para poder
evaluar los tratamientos sanitarios en materiales mas frescos.

Ampliar el estudio de la presencia de Pseudomonas aeruginosa en la camara de solarizacion
de la PT de la empresa Suelos Fértiles Organicos S.A., que permita confirmar la posible
contaminacion cruzada.

Optimizar el disefo de la cdmara de solarizacidon en caso de que se desee mantener, o bien,
evaluar la utilizacion de sistemas alternos al secado: estructuras tipo invernadero con varios
niveles, ventilacion pasiva de aire caliente, paneles solares, entre otros.

Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas de los lodos luego de ser tratados con 6xido de
calcio y la FAL con melaza.

Estudiar el contenido de contaminantes organicos emergentes, metales pesados,
nanoparticulas y microplasticos en el material séptico y biosolido comercializado.

Continuar la evaluacion de microorganismos indicadores de control que se ajusten a la
naturaleza del lodo para la apropiada evaluacion de la inocuidad de los biosolidos.

Analizar la tasa de retorno de la inversion inicial de los tratamientos sanitarios propuestos.

Evaluar la eficiencia de FAL y encalado con CaO en lodos sépticos con contenidos de
humedad mayores e inferiores.

Investigar la matriz de cultivos nacionales que puedan ajustarse a las recomendaciones de
uso como mejorador de suelos de los biosélidos.
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8 APENDICES

Apéndice I: Planta de Tratamiento de lodos sépticos de la empresa Suelos Fértiles

Organicos S.A. en el Hoyon de San Isidro de Pérez Zeledon.

TOUE ANAEROR)
L ey

B8 g7
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Apéndice II: Jarras de anaerobiosis utilizadas para la incubacion de bacterias

lacticas.

Apéndice IlI: Calculo del valor de neutralizacion de la cal a partir del método de

titulacion segun Bricerio & Pacheco (1984).

100
% CaC03 = (mL HCl X mol L"*HCl — mL NaOH X mol L"*NaOH ) X 0.050 X ——
P.M
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Apéndice IV: Respuesta microbiologica de las muestras procesadas de distintas etapas de la PT de la empresa Suelos Feértiles

Organicos S.A.

Lodos tanque anaerobio

Lodos en filtros de

Lodos en lecho de secado

Biosolidos

Andlisis 1 secado

M1 M2 M3 M1 M2 M3 Lotel Lote2 Lote3 Loteq luotra Musstra Mucstra
Fecha (m/a) 08/2017 02/2018 04/2018 08/2017 02/2018 05/2018 08/2017 11/2017 02/2018 03/2018 11/2017 04/2018 05/2018
Coliformes
totales
(NMP/g g 3 g 3 g 3 L1x10° - 3 g 3 - 3 g 3 i 3 g 3 g 3 53

1.1x10°  1.1x10° 1.1x10 1.1x10°  1.1x10° 1.1x10° 1.1x10° 1.1x10° 1.1x10° 1.1x10
muestra)
Coliformes
fecales

> > ; > ; >

(NMP/g <3 L1x10°  1.1x10° 1.1x10 11x10° 43 <3 <3 <3 43 1.1x10 9.1 1.6x10°
muestra)
Escherichia
Coli (NMP/g > 1 ) ; >
muestra) <3 11x10° 23 2.3x100  2.9x10 15 A A A <3 1.1x10 9.1 1.6x10°
Pseudomonas
aeruginosa est 4 est est est 4 4 4
(UFClg 1.5x10° 2.3x10 A A 13x10° A 3.9%10° A 1.0x10 A 2.3x10"  2.0x10" 3.7x10
muestra)
M: muestra
A: Ausente

*Pruebas de control cruzado
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Apéndice V: Guia para el recuento de microorganismos empleada.

De acuerdo con los procedimientos establecidos en el Compendio de Métodos para la
Examinacion Microbiologica de Alimentos de la Asociacion Americana de Salud Publica y
en el laboratorio de microbiologia del CEQIATEC.

La siguiente guia de “reglas” se utilizd para seleccionar los platos para recuento y calcular
las UFC por g 6 mL.

1.

8.

Un plato con (25-250) colonias sin dispersadores o accidentes de laboratorio. Se
cuenta las UFC y se multiplica por el factor de la dilucién empleada.

Platos duplicados: con (25-250) colonias sin dispersadores o accidentes de
laboratorio. Se cuentan las UFC de ambos platos y se promedia, recordar la dilucion
empleada para reportar el dato real.

Diluciones consecutivas con (25-250) colonias, se cuenta cada dilucion y se reporta
el promedio de ambas, a menos que el recuento de la dilucion mayor sea mas que el
doble de la dilucién menor. En ese caso, se reporta el recuento de la diluciéon menor.
Ningun plato con (25-250) colonias: si no hay platos con un recuento entre (25-250)
colonias, pero hay uno o més platos que tienen recuentos mayores a 250, se deben
seleccionar aquellos cercanos a 250, re reporta como estimado (est).

Todos los platos con recuentos menores a 25 colonias: se realiza el recuento con los
platos més cercanos a 25 y se reporta como estimado (est).

Platos sin crecimiento: si los platos de todas las diluciones no tienen colonias y no se
agregd ninguna sustancia inhibitoria, se reporta el recuento como “menor que”
correspondiendo a la menor dilucidn y se reporta como estimado (est).

Platos con crecimiento abundante (mds de 250 colonias): si el nimero de colonias por
plato excede 250, se cuentan las colonias en porciones del plato que sea representativa
a la distribucion.

a. Si hay menos de 10 colonias por cm?, se cuentan las colonias en 12 cm?
seleccionando 6 cuadrados consecutivos, tener cuidado de no contar mas de 2
veces un mismo cuadrado.

b. Si hay més de 10 colonias por cm
representativos.

2

2. se cuentan las colonias en 4 cuadrados

En ambos casos se multiplica el promedio de colonias por centimetro cuadrado
por el area del plato para determinar un niimero estimado. Cada laboratorio
determinar el area de los platos Petri empleados, sin embargo, el area de un plato
Petri plastico estandar de 15mm x 100mm es 56 mm? y por lo tanto, el factor es
56.

c. Cuando los recuentos son mayores a 100 colonias por cm? se reporta como

“mayor que” el area del plato multiplicado por 100, multiplicado por la
maxima dilucion plateada.
Existen 3 tipos de esparcidores:

55



a. Elprimero es una cadena de colonias, en la que es dificil distinguir que parece
ser causado por la desintegracion de un grupo de bacterias cuando el indculo
es dispersado en el medio de cultivo. Si aparece una o mas cadenas que
parezcan originadas cada una de una fuente distinta, se debe contar cada
cadena como una colonia. No se debe contar cada colonia dentro de la cadena
como colonias separadas.

b. El segundo tipo de esparcidor se forma a partir de agua entre el agar y el plato
Petri.

c. El tercer tipo se forma a partir de agua en el borde del plato o sobre la
superficie del agar. Estos dos tipos de esparcidores deforman por la humedad
acumulada y su formacién puede impedir el crecimiento de colonias
individuales.

Cuando el agua de dilucion se distribuye de manera uniforme en el medio, raramente se
producen esparcidores.

Si los esparcidores se presentan en platos Petri seleccionados para recuento, se debe contar
las colonias solamente si estan distribuidas en 4reas alejadas del esparcidor y que el
esparcidor no cubra mas del 50% de la placa. Si el area de crecimiento por si solo excede
25% del total del érea, se debe reportar “esparcidor” o accidente de laboratorio (LA).
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9 ANEXOS

Anexo I: Reporte de resultados del analisis quimico completo de dos muestras de

lodos sépticos.

CENTRO DE INVESTIGACIONES AGRONOMICAS gmmm =
CIUDAD DE LA INVE STlGAClON, UCR Facultad de Clenclas Agroalimentarias

Universidad de Costa Rica

LABORATORIO DE SUELOS Y FOLIARES

REPORTE DE ENSAYO
RE-R01 (V1)

r i : -1.-.. v b
N°DE REPORTE: 65125 : Laboratorlo de Ensayo
USUARIC: INSTITUTO TECNOLOGICO DE COSTA RICA : "i'::; ;g::;‘:fg?ﬁ ;g;;”
RESPONSABLE:  FEDERICO MASIS Aleance disponible en wirv:ecatcr
CORREQ fmasis@itcr.ac.cr
TELEFONO: 2550-2364 ]
FAX: ANALISIS: ) QC pH,CE
PROVINCIA: SAN JOSE FECHA RECEPCION: 07/12/2017
CANTON: TARRAZU EMISION DE REPORTE:  18/12/2017
N"'DE MUESTRAS TOTAL. 5
CULTIVO: ABONOS SOLIDOS PAGINA: 112
ANALISIS QUIMICO DE ABONOS ORGANICOS
%' masa malkg
ID USUARIO IDLAB N P Ca Mg K S Fe Cu Zn Mn B
SOL: CASCARILLA AO-17-00585| 0.45 001 0.14 004 024 004| 142 9 4 16 3
SOL: ASERRIN AO-17-00586| 2.87 070 057 051 116 0.34|30176 90 236 996 4
SOL: CAFE AO-17-00587| 361 048 0.89 0236 137 0236| 1631 34 122 159 14
SOL: LOTE 2** AO-17-00588| 414 098 263 022 009 1.33|13030 239 1500 296
ISOL:LOTES AO-17-00589| 413 0.90 268 021 008 1.27 | 14671 232 1329 270 &




,
N° DE REPORTE: 695125
INSTITUTO TECNOLOGICO DE GOSTA RICA

USUARIO:

RESPONSABLE: FEDERICO MASIS

CORREO
TELEFONO:
FAX:
PROVINCIA:
CANTON:

CULTVO:

fmasis@itcr.ac.cr
2550-2364

SAN JOSE
TARRAZU

ABONOS SOLIDOS

CENTRO DE INVESTIGACIONES AGRONOMICAS
CIUDAD DE LA INVESTIGACION, UCR
LABORATORIO DE SUELOS Y FOLIARES

REPORTE DE ENSAYO

RE-R01 (V1)

ANALISIS QUIMICO DE ABONOS ORGANICOS

% H,O | mSiem | % Relacién
ID USUARIO IDLAB HUM | pH CE c CIN
SOL: CASCARILLA AO-17-00585| 13 57 19 |4825 1076
SOL: ASERRIN AO-17-00586 | 29 7.0 121 | 26.76 9.3
SOL: CAFE AO-17-00587 | &7 6.7 81 |4523 12.5
SOL: LOTE 2% AO-17-00588| 85 6.6 41 |39.35 9.5
SOL: LOTE 3 AOQ-17-00589 | #1 7.3 2.6 |40.08 9.7

Centro de Investigaciones Agronomicas

Facultad de Clenclas Agroalimentarias
Universkiad de Costa Rica

ANALISIS: QC,pH,CE
FECHA RECEPCION: 07/12/2017
EMISION DE REPORTE:  18/12/2017
N° DE MUESTRAS TOTAL: B

PAGINA: 212

Mata: - El 3 C u N totales se deterrninaron con el Autoanalizador de Cf N por combustidn seca. Los valores de #{ C total carrelacionan muy bien [R2 = 0,95) con el >
Si quiere estimar el valor del >3 MO a partir del dato de 22 C total determinado con esta metodologia, multiplique el 22 C total por 1.43. La CE fue determinada en una
de 10 g de material: 20 a 60 mL de agua, hasta alcanzar el punto de saturacidn de |a pasta. Las |ecturas se hicieron del extracto filtrado con succién.

Anexo II: Reporte de resultados del andlisis quimico de dos muestras de lodo séptico.

N° DE REPORTE:

CENTRO DE INVESTIGACIONES AGRONOMICAS
CIUDAD DE LA INVESTIGACION, UCR

67332

LABORATORIO DE SUELOS Y FOLIARES

REPORTE DE ENSAYO
RE-R01 (V1)

USUARIO: FABIOLA SEGURA MONTERO
SUBCLIENTE FITTACORI
RESPONSABLE: FABIOLA SEGURA MONTERO
CORREO fasegmo3@gmail com; fmasis@itcr ac cr
TELEFONO 8706-1854
PROVINCIA SAN JOSE
CANTON: PEREZ ZELEDON
CULTIVO SIN CULTIVO
ANALISIS QUIMICO DE SUELOS
% Relacion
[ N C/IN
ID USUARIO ID LAB
LOTE4 5-18-05688| 35.64 3.47 10.3
LOTE S 5-18-05689| 36.02 375 96

ANALISIS: CN
FECHA RECEPCION: 07/06/2018
EMISION DE REPORTE:  15/06/2018
N° DE MUESTRAS TOTAL: 2

PAGINA: 111

Centro de Investigaciones Agrondmicas

Facultad de Clencias Agrealimentarias
Universidad o Costa Rica
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Anexo III: Reporte de resultados del analisis quimico completo de dos muestras de

fertilizante organico de la empresa Suelos Fertiles Organicos S.A.

CIES

Centro de Investigaciones Agrondmicas
Facultad de Cienclas Agroalimentarnas
Universidad de Costa Rica

CENTRO DE INVESTIGACIONES AGRONOMICAS
CIUDAD DE LA INVESTIGACION, UCR
LABORATORIO DE SUELOS Y FOLIARES

REPORTE DE ENSAYO

RE-R01 (V1)
r,
N° DE REPORTE: 67334
USUARIO: FABIOLA SEGURA MONTERO
SUBCLIENTE FITTACORI
RESPONSABLE: FABIOLA SEGURA MONTERO
CORREQO fasegmo3(@gmail.com; Tmasis@itcr.ac.cr
TELEFONO: 8706-1854 i
ANALISIS: Qc
PROVINCIA: SAN JOSE FECHA RECEPCION: 07/06/2018
CANTON: PEREZ ZELEDON EMISION DE REPORTE:  18/06/2018
N° DE MUESTRAS TOTAL: 2
|CULTIVO ABOMO SOLIDO PAGINA: 2/2
ANALISIS QUIMICO DE ABONOS ORGANICOS
%o H,O0 | m8icm| % Relacion
ID USUARIO IDLAB HUM | pH CE c CIN
S0L: ABONO 3 AO-18-00314| 23 6.2 32 |3367 93
S0L: ABONO 2 AO-18-00315] 21 6.1 4.0 [3511 9.3

Mota: - El% Cy M totales se determinaron con el Autoanalizador de C /' M por combustion seca. Los valores de % C total correlacionan muy bien (R2 = 0,95) con el % de M(
Si quiere estimar el valor del % MO a partir del dato de % C total determinado con esta metodologia, multiplique el % C total por 1,43. La CE fue determinada en una propon
de 10 g de material: 20 mL de agua, hasta alcanzar el punto de saturacién de |a pasta. Las lecturas se hicieron del extracto filtrado con succidn

CENTRO DE INVESTIGACIONES AGRONOMICAS E IE

B Centro de Investigaciones Agronémicas
CIUDAD DE LA INVESTIGACION, UCR Facultad de Clencias Agroalimentarias
LABORATORIO DE SUELOS Y FOLIARES

Universidad de Costa Rica

3 A, P
REPORTE DE ENSAYO S o
RE-R01 (V1) o N
N° DE REPORTE: 67334 Laboratorio de Ensayo
USUARIO: FABIOLA SEGURA MONTERO Aleance de Acreditacion N LE-033
Acreditado a partir de: 1206.2006
SUBCLIENTE FITTACORI o
RESPONSABLE:  FABIOLA SEGURA MONTERO Mlcance disponible en www.eca.orcr
CORREO fasegmo3@gmail.com; fmasis@itcr.ac.cr
TELEFONO: 8706-1854
ANALISIS: Qc
PROVINCIA: SAN JOSE FECHA RECEPCION: 07/06/2018
CANTON: PEREZ ZELEDON EMISION DE REPORTE:  18/06/2018
N° DE MUESTRAS TOTAL: 2
CULTIVO: ABONO SOLIDO PAGINA 1/2
ANALISIS QUIMICO DE ABONOS ORGANICOS
%' masa mg/kg

ID USUARIO IDLAB N P Ca Mg K S | Fe _Cu Zn Mn B
SOL: ABONO 3 AO-18-00314| 361 1.18 360 025 0.09 15622280 230 1528 390 8
SOL: ABONO 2 AD-18-00315| 3.80 125 376 025 0.10 1.60|20708 224 1503 396 10
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Anexo IV: Reporte de resultados del andlisis microbiologico realizado a dos

muestras de fertilizante organico de la empresa Suelos Fértiles Organicos S.A.
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