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Resumen

RESUMEN

Los humedales construidos han surgido como soluciones basadas en la Naturaleza
(NBS, “Nature Based Solution”) en diversas practicas de gestion de los recursos hidricos, como
la regulacién del ciclo hidrolégico y la mejora de la calidad del agua. La creacién de humedales
implica la conversion de tierras altas o sistemas de aguas abiertas poco profundas en
humedales con vegetacion. Los humedales construidos (CW, “Constructed Wetland”), también
llamados humedales de tratamiento, se han desarrollado con el propdsito principal de eliminar
contaminantes de las aguas residuales (fuente puntual) o de escorrentia (fuente difusa), y
poseen multiples funciones ecoldgicas y beneficios socioecondmicos, siendo una alternativa
confiable y sostenible para el tratamiento secundario y terciario de aguas residuales. Factores
como las especies de plantas, la selecciéon del sustrato, y las condiciones ambientales e
hidraulicas afectan el rendimiento, con variaciones relacionadas principalmente con la

temperatura, el tiempo de residencia hidraulica y las tasas de carga de contaminantes.

Los procesos de remocidn de nutrientes que ocurren en humedales de tratamiento son
complejos, diversos y especificos, de modo que se requieren condiciones particulares para
cada uno. La remocion de N, por ejemplo, involucra una serie de transformaciones, en su
mayoria mediadas por microbios, que permiten exportarlo en forma gaseosa desde el agua hacia
la atmodsfera. Esta compleja serie de transformaciones constituye una parte importante del ciclo
del N en la naturaleza y su ocurrencia e intensidad dependen de condiciones ambientales tales
como el estado redox, la alcalinidad, la disponibilidad de materia orgédnica, el pH y la

temperatura.

Con relacion al fésforo, los procesos de remocidn pueden ser tanto transitorios como
sostenibles que, con periodos iniciales de adaptacion, pueden extenderse por varios anos. A
medida que aumentan las concentraciones de entrada, también lo hace la eliminacién de la
carga de fésforo. La adsorcién al sustrato proporciona una eliminacién inicial de fésforo; sin
embargo, este almacenamiento, aunque parcialmente reversible, termina por saturarse con el
tiempo. La absorcién por organismos, como bacterias, algas y macrdfitos, también desempena
un papel crucial en las etapas iniciales de eliminacién. No obstante, el ciclo natural de
crecimiento, muerte y descomposicién devuelve la mayor parte del fésforo absorbido al
sistema, aunque una fraccién significativa se incorpora a los sedimentos y suelos recién

formados, contribuyendo asi a la acumulacién a largo plazo.



Resumen

El objetivo general del presente trabajo de tesis doctoral es investigar el efecto de
materiales de relleno accesibles y de especies vegetales locales sobre la remocién conjunta de
nitrégeno y foésforo en humedales de tratamiento. Para ello se buscé evaluar la eficiencia de
distintos sistemas de humedales construidos para la eliminacidon de nutrientes (nitrégeno y
fésforo) y materia organica en aguas residuales bajo diversas condiciones experimentales, tanto

en experimentos controlados (mesocosmos) como en sistemas aplicados a escalareal.

Para este propdsito se realizaron investigaciones en mesocosmos maduros de
humedales de flujo vertical ascendente y descendente, y en una prueba piloto en una escuela

rural.

La investigacion llevada a cabo en mesocosmos maduros de humedales de flujo
ascendente sometidos a alta carga hidraulica y moderada carga organica (Capitulo 3), revelé
que eltratamiento con especies vegetalesy, en menor medida, el sustratoy la interaccidon entre
ambos, afectaron significativamente la remocion de fésforo. En sustrato de conchilla, los
tratamientos rindieron mejores resultados y se alcanzaron las maximas eficiencias con Scirpus
giganteus y Schoenoplectus californicus. Este estudio puso de manifiesto la interaccion
compleja entre sustratos y vegetales, evidenciando que ciertas combinaciones potencian la

remocion de nutrientes de manera mas eficaz.

En los mesocosmos de flujo vertical descendente rellenos de arena, un material mas
accesible pero menos reactivo para la remocién de fosforo, se ensayaron cargas hidraulica y
organica moderadas, consistentes con el objetivo de evaluar el rendimiento de remocién de
nutrientes sobre un efluente con tratamiento secundario (Capitulo 5). Bajo este régimen de
cargas mas bajas que en el experimento anterior, la especie Equisetum giganteum demostro ser
la mas eficiente en términos de remocién de nutrientes, superando a otras heldfitas
comunmente utilizadas, como Phragmites australis y Typha latifolia. Incluso con respecto al
fésforo, lainvestigacion reveld una remocion con E. giganteum tres veces mayor que la obtenida

con P. australis.

El sistema de tratamiento a escala real implementado en una escuela rural también
demostré ser eficaz en la remocidon de materia organica, alcanzando valores promedio de
remocioén superiores al 80% en su ultima etapa. Sin embargo, la remocién de nutrientes fue mas
variable, con una eficiencia promedio del 25,4% de nitrégeno amoniacal, 36,6% de nitrégeno
totaly 31,8 % de fésforo total. Estos resultados reflejan tanto las limitaciones del disefio de los

humedales saturados como las condiciones operativas subdptimas, especialmente en lo que



Resumen

respecta a las cargas hidraulicas y organicas aplicadas, que superaron los valores

recomendados en la literatura para sistemas de humedales horizontales y verticales.

Finalmente, se plantean en las conclusiones recomendaciones para la optimizacién de
humedales construidos, y formulan consideraciones sobre futuras lineas de investigacion que

pueden continuar con el estudio de la remocién de nutrientes en humedales construidos.



Capitulo 1
INTRODUCCION Y OBJETIVOS

CAPITULO 1

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El desafio del tratamiento de las aguas residuales

La meta 6.3 de los Objetivos de Desarrollo Sostenible de Naciones Unidas (ODS)
persigue: “De aqui a 2030, mejorar la calidad del agua reduciendo la contaminacién, eliminando
el vertimiento y minimizando la emisién de productos quimicos y materiales peligrosos,
reduciendo a la mitad el porcentaje de aguas residuales sin tratar y aumentando

considerablemente el reciclado y la reutilizacion sin riesgos a nivel mundial”.

Para registrar el progreso hacia esa meta, el indicador 6.3.1 de los ODS monitorea la
proporcion de flujos de aguas residuales totales, industriales y domésticas, tratados de manera
adecuada segun las normas nacionales. De acuerdo con la informacidn del portal de datos de
la ONU", para el 2022 el 58% de las aguas residuales domésticas mundiales se trataba de
manera adecuada. Esto considera la proporcion de flujos de aguas residuales domésticas que
se tratan y vierten de acuerdo con las normas nacionales o locales (o en ausencia tales datos,
que se tratan mediante procesos secundarios o superiores) e incluye las aguas residuales
domésticas transferidas a una planta de tratamiento a través del alcantarillado (“aguas
residuales tratadas”), vertidas a un sistema de tratamiento in situ (“tratadas in situ”) y vertidas a
un sistema in situ en el que se vacian lodos fecales y se transportan a una planta de tratamiento
(“no tratadas in situ”). Esta estimacidén no incluye las aguas residuales industriales ni la

escorrentia agricola.

Si nos enfocamos en la situacidon de nuestra regiény, en particular de nuestro pais, este
indicador se reduce a 46 % (América Latina y el Caribe) y 36 % (Argentina). Por otra parte, la
categoria de “tratamiento adecuado” no define calidad de vertido. Al respecto, en Argentina se
llevd a cabo un valioso Relevamiento Nacional de Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales
(RNPTAR) donde se informa que casi un tercio de las plantas cloacales relevadas cumple con un
tratamiento adecuado mientras que los dos tercios restantes se encuentra en un estado regular

o malo. De las aguas residuales no colectadas (37% del total), rurales o periurbanas, poco mas

! https://www.sdg6data.org
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de la mitad recibe “tratamiento in situ” que consiste normalmente de camara séptica y pozo

ciego (Katopodis et al., 2023).

Otroindicador de progreso (6.3.2), complementario delanterior, monitorea la proporcién
de cuerpos de agua con buena calidad de agua ambiental, segln estandares nacionales y/o
subnacionales de calidad basados en mediciones de cinco parametros que informan sobre las
presiones mas comunes que impactan en la calidad del agua a nivel global. A 2023, el 56% de
los cuerpos de agua monitoreados del mundo tienen buena calidad de agua ambiental. A nivel
regional, para América Latinay el Caribe se registra el 57% vy para Argentina el 62%. Nuestro pais
reportd con buena calidad al 62% de sus rios ambiental y al 22% de sus masas de agua

subterranea. No reporté informacion para la categoria cuerpos de agua abiertos.

Mas alla del desafio que hoy representa el cumplimiento de la meta 6.3, la integridad de
los ecosistemas acuaticos depende no sélo de la disminucidn de la proporcidon de vertidos de
aguas residuales sin tratar sino también del avance en el control de las descargas de nutrientes
a esos ambientes. Nitrégeno y fésforo son los nutrientes principales que limitan el crecimiento
no solo de las plantas terrestres, sino también de las algas y plantas vasculares en los
ecosistemas marinos y de agua dulce. De hecho, los ecosistemas pueden describirse en
términos que hacen referencia a la disponibilidad de nutrientes que limitan ese crecimiento.
Segun su estado trofico, la concentracion promedio de nitrogeno total y fésforo total puede
variar, respectivamente, desde menos de 260y 10 mg m~2enelmaryen lagos oligotroficos hasta
méas de 1200 y 100 mg m~ en rios y lagos hiper-eutréficos (Smith et al., 1999). El desarrollo
adicional de criterios de nutrientes debe basarse en las relaciones entre el estado ecolégicoy
las concentraciones de nutrientes, teniendo en cuenta la necesidad de comparabilidad entre las
diferentes categorias de agua, los tipos de cuerpos de agua dentro de estas categorias y los

paises (Poikane et al., 2019; Xu et al., 2015).

Los cambios en la carga de nutrientes en los sistemas acuaticos pueden dar lugar a
cambios drasticos en la estructura y funcién de las comunidades (Dodds & Welch, 2000), y su
entrada desde fuentes antropogénicas puede provocar efectos ecoldgicos importantes incluso
cuando las concentraciones ambientales de nutrientes son naturalmente altas (Artigas et al.,
2013). Este proceso, llamado eutrofizacidn, consiste en la produccién excesiva de materia
organica por parte de fitoplancton, plantas benténicas y algas, y ha llevado a la carencia de
oxigeno (zonas andxicas € hipdxicas, a veces llamadas "zonas muertas") en aguas de muchas
areas, asicomo a la degradacién del habitat, la pérdida de diversidad biéticay un aumento en la

incidencia y extension de floraciones algales nocivas. Una de las zonas muertas mas grandes
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del mundo ocurre cada verano en el norte del Golfo de México, causada por el gran flujo de

nitrégeno a través del rio Mississippi (Howarth, 2022).

En general, aunque los procesos convencionales aplicados en las plantas de tratamiento
de aguas residuales (WWTPs, “wastewater treatment plants”), como el proceso anaerébico-
anoxico-o6xico (A20) y los reactores secuenciales por lotes (SBR), pueden reducir las
concentraciones de nitrégeno total (TN) y fosforo total (TP) a menos de 10 y 2 mg L,
respectivamente, las concentraciones de TN y TP en los vertidos de aguas residuales aun
superan con creces estos umbrales, lo que provoca eutrofizacidon. Por lo tanto, se puede
concluir que la capacidad de tratamiento para TN y TP en las WWTPs a nivel mundial es
insuficiente, lo que sugiere la necesidad de un tratamiento avanzado de los efluentes
secundarios de las WWTPs. Se han elegido dos métodos principales para la modernizacion de
las WWTPs: (1) construir nuevos tanques como pasos adicionales de tratamiento; (2) modificar
las WWTPs introduciendo nuevas tecnologias. Sin embargo, estas tecnologias presentan
algunas limitaciones, como altos costos de tratamiento y dificultades para eliminar

simultaneamente nitrégeno y fésforo (Zhou et al., 2022).

Los nutrientes ingresan a los ecosistemas acuaticos tanto desde fuentes puntuales
como difusas. Las primeras, vertidos de aguas residuales o plantas industriales, pueden
controlarse mediante tecnologias de tratamiento que impliquen la eliminaciéon de nutrientes.
Para las segundas, se necesitan estrategias de mitigacion mas complejas, incluyendo el uso de
herramientas de modelado (Xue etal.,, 2022). Basandose en las tecnologias actuales, se
consideran efectivos los esquemas integrados que involucran dos o mas métodos. Las
tecnologias de control en la fuente pueden reducir tanto el volumen de agua como la carga de
contaminacién mediante la gestion de labranza, la gestion de fertilizacidon y la irrigacion de
ahorro de agua. Las tecnologias de control de procesos, como zanjas ecoldgicas, franjas de
amortiguamiento y humedales construidos, pueden complementar las tecnologias de control

en la fuente (Xia et al., 2020).

Los humedales naturales

Los humedales son dificiles de definir porque presentan una gama considerable de
condiciones hidrolégicas, porque se encuentran a lo largo de un gradiente entre los margenes
de tierras altas y de sistemas de aguas profundas bien definidos, y por su gran variacién en
tamafo, ubicacion e influencia humana. Debido a que los humedales combinan atributos de los
ecosistemas acuaticos y terrestres, pero no son ninguno de ellos, han caido en la grieta que

separa las disciplinas cientificas de la ecologia terrestre y acuatica. Sirven como fuentes,
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sumideros y transformadores de nutrientes; los sistemas acuaticos de aguas profundas (al
menos los lagos y océanos) son casi siempre sumideros, y los sistemas terrestres suelen ser
fuentes. Los humedales se cuentan entre los ecosistemas mas productivos del planeta en
comparacion con los sistemas terrestres y acuaticos de aguas profundas adyacentes, pero no
es correcto decir que todos los humedales son altamente productivos. Las turberas y los
pantanos de cipreses son ejemplos de humedales de baja productividad. Las definiciones de

humedales suelen incluir tres componentes principales (Mitsch & Gosselink, 2015):

1. Sedistinguen por la presencia de agua, ya sea en la superficie o en la zona de raices.

2. A menudo tienen condiciones de suelo unicas que difieren de las tierras altas
adyacentes.

3. Soportan biota adaptada a condiciones himedas, como la vegetacion hidroéfitay, por

el contrario, se caracterizan por la ausencia de biota intolerante.

La Convencion sobre los Humedales de Importancia Internacional especialmente como
Habitat de Aves Acuaticas, mas conocida como la Convencidon de Ramsar, adopté en 1971 la
siguiente definicion de humedales (Articulo 1.1): A los efectos de la presente Convencidn, los
humedales son zonas de marismas, pantanos, turberas o aguas, naturales o artificiales,
permanentes o temporales, estaticas o fluyentes, dulces, salobres o saladas, incluidas las zonas

de agua marina cuya profundidad en marea baja no exceda de seis metros.

Propuso, ademads, un Sistema Ramsar de Clasificacion con 42 Tipos de Humedales,
agrupados en tres categorias: humedales marinos y costeros, humedales continentales y
humedales artificiales. Y declaré que los humedales reportan beneficios econédmicos enormes,
como por ejemplo: abastecimiento de agua (cantidad y calidad); pesca (mas de dos tercios de
las capturas mundiales de peces estan vinculadas a la salud de las zonas de humedales
costeras y continentales); agricultura, gracias al mantenimiento de las capas freaticas y a la
retencién de nutrientes en las llanuras aluviales; produccién de madera; recursos energéticos,
como turba y materia vegetal; recursos de vida silvestre; transporte; y posibilidades de
recreaciony turismo. Poseen, ademas, atributos especiales como parte del patrimonio cultural
de lahumanidad: estan asociados a creencias religiosas y cosmoldgicas, constituyen unafuente
de inspiracion estética, sirven de refugio de vida silvestre y dan sustento a importantes
tradiciones locales (Convenciéon de Ramsar, 1971). Lamentablemente, los humedales naturales
de todo el mundo siguen estando amenazados por factores antropogénicosy climaticos, a pesar
de las crecientes preocupaciones por la conservacion y de los esfuerzos de restauracion y

rehabilitacion.
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Los humedales construidos

La creacion de humedales implicala conversion de tierras altas o sistemas de aguas abiertas
poco profundas en humedales con vegetacion. Los humedales construidos (CW, “Constructed
Wetland”), también llamados humedales de tratamiento, se han desarrollado con el propdsito
principal de eliminar contaminantes de las aguas residuales (fuente puntual) o de escorrentia
(fuente difusa). El tratamiento en humedales de aguas residuales y contaminadas es un
concepto interesante que implica la creacidon de una asociacién entre la humanidad (nuestros
desechos) y un ecosistema (los humedales). Por lo tanto, es un buen ejemplo de ingenieria
ecolégica (Mitsch, 2012). Su disefo requiere especial atencion a la hidrologia, la carga
contaminante, la fisicay quimica del sustrato y la seleccion de la vegetacidn. Incluye asuntos de
gestion tales como la atraccion y control de la vida silvestre, el control de mosquitos y
patdgenos, y la gestion de los gases de efecto invernadero y del nivel del agua. Los humedales
de tratamiento no son baratos de construir y operar, pero por lo general cuestan mucho menos

que los sistemas de tratamiento convencionales (Mitsch & Gosselink, 2015).

Los humedales construidos han surgido como soluciones basadas en Naturaleza (NBS,
“Nature Based Solution”) en diversas practicas de gestion de los recursos hidricos, como la
regulacion del ciclo hidrolégico y la mejora de la calidad del agua. La efectividad de los
humedales en la regulacion del caudal durante eventos climaticos extremos (inundaciones y
sequias) y en la purificacién del agua depende de su tamafio, ubicacién y condiciones locales.
Ademas, para una gestidon 6ptima del agua se requiere un cambio de escala que pase de
centrarse en humedales individuales a considerar paisajes humedos. Por ejemplo, la captura de
sedimentos puede maximizarse si se colocan humedales pequenos cerca de las zonas de origen
de los sedimentos, mientras que, si el objetivo es la retencion de las cargas difusas agricolas
dentro del paisaje o el control de inundaciones, deben colocarse humedales grandes en la parte
baja de la cuenca para retener mas escorrentias de las zonas altas. La dependencia de las
funciones de los humedales en relacion con la escala y sus interacciones agregadas con el
paisaje deben tenerse en cuenta en los enfoques de ingenieria ecolégica. Esto requiere la
integracion de mediciones terrestres, modelos analiticos, enfoques estadisticos y técnicas de
teledeteccidn. El desarrollo de paisajes himedos multifuncionales para la gestién del aguay la
maximizacién de otros servicios ecosistémicos, como la biodiversidad, también requiere
enfoques de gobernanza colaborativa que identifiquen los beneficios y las prioridades entre
partes interesadas. Ademas, deberian considerarse instrumentos de politica para apoyar la
financiacién y la ejecucion de los humedales y/o su restauracion, a fin de respaldar planes

eficaces de gestion de los recursos hidricos (Ferreira et al., 2023).
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Un ejemplo de ello es el concepto de “Ciudad esponja”, una iniciativa que el gobierno chino
desarrollé en 2013 en respuesta a extensas inundaciones pluviales acaecidas en numerosas
ciudades. Las ciudades esponjas acumulan, filtran y purifican el agua de lluvia de forma natural.
La iniciativa tiene como objetivo retener el 70% del agua de lluvia a nivel local, alineada con los
principios de mejorar la infiltracion, promover el almacenamiento y explorar el aprovechamiento
del agua de lluvia. Fuertemente subvencionada por el gobierno central, la iniciativa se ha
desarrollado desde 2015 en 30 ciudades de todo el pais. Los resultados de una investigacion
sobre suimplementacién en la ciudad de Yangzhou muestran que los CWs podrian proporcionar
un espacio valioso para almacenar el exceso de agua de la escorrentia superficial y la descarga
de alcantarillado pluvial, pero generalmente solo para los eventos menos extremos. Con un
disefo apropiado, podrian funcionar como llanuras aluviales sin dejar de ser compatibles con
otros fines, como el desarrollo turistico. Los CWs pueden ser prometedores para atenuar las
inundaciones, pero existen importantes advertencias sobre su aplicacion que surgieron tanto de

entrevistas como de los resultados de una modelizacién (Zhou & Penning-Rowsell, 2021).

Elaguaingresa alos humedales a través del caudal de los arroyos, la escorrentia, la descarga
de aguas subterraneas y la precipitacion. Estos flujos son extremadamente variables en la
mayoria de los casos, y las variaciones son de caracter estocastico. Los humedales de
tratamiento de aguas pluviales generalmente poseen este mismo conjunto de afluentes. Los que
tratan aguas residuales de fuentes continuas pueden tener estos mismos insumos, aunque los
aportes de arroyos y agua subterranea suelen estar ausentes. En cambio, el flujo de entrada
constante representa una caracteristica distintiva importante. Un flujo dominante que impulsa
al ecosistema hacia una condicién ecolégica algo diferente de un sistema impulsado

estocasticamente.

Por ello, el flujo de agua determina la siguiente clasificacion de los humedales de

tratamiento (Kadlec & Wallace, 2009):

e Flujo superficial libre (FWS, “free water surface”), similares en apariencia a
humedales naturales, tienen areas de aguas abiertas, el agua fluye libre hacia el
punto de salida

e Flujo subsuperficial horizontal (HF, “horizontal flow”), generalmente emplean un
lecho de grava plantado con vegetacién de humedal. El agua, mantenida por debajo
de la superficie del lecho, fluye horizontalmente hacia la salida.

e Flujo vertical (VF, “vertical flow”), el agua se distribuye en un lecho de arena o grava
plantado con vegetacion de humedaly se trata a medida que atraviesa verticalmente

el lechoy la rizosfera.
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La capacidad de controlar la profundidad del agua es fundamental para el funcionamiento
de los humedales de tratamiento. Esta flexibilidad operacional es necesaria para mantener el
régimen hidraulico dentro de las necesidades hidroldgicas de las especies de plantas deseadas
y, también, para evitar consecuencias operacionales indeseables, como la inundacion de la
zona de entrada de los humedales de HF. Por lo tanto, es necesario comprender los factores
hidraulicos que relacionan la profundidad y el caudal, incluyendo la densidad de vegetacidny la
relacion de aspecto. En los humedales de FWS, esto requiere una comprensién de los efectos
de la friccidon hidraulica de los tallos sobre perfiles del agua superficial. En el caso de los
humedales de HF y VF, existen problemas adicionales relacionados con eltamano del medio del
lecho, la conductividad hidraulica y la obstrucciéon. Las caracteristicas importantes de la
hidrologia de los humedales, desde el punto de vista de la eficiencia del tratamiento, son las que
determinan la duracion de las interacciones entre el agua y la biota y la proximidad a los sitios
de actividad bioldgica y fisica de las sustancias transportadas por el agua (Kadlec & Wallace,

2009).

Humedales de flujo superficial libre

Los humedales de FWS contienen areas de aguas abiertas, vegetacion flotante y plantas
emergentes, ya sea por diselo o0 como una consecuencia inevitable de su configuracion. A
medida que las aguas residuales fluyen a través del humedal, son tratadas mediante procesos
tales como sedimentacion, filtracion, oxidacién, reducciéon, adsorcién, precipitacion,
biodegradacién y foto-oxidacién. Los componentes de un humedal tipico de FWS se muestran
enlaFigura1.1.Lasemejanza con los humedales naturales determina que atraigan a una amplia
variedad de vida silvestre. Por otra parte, la posibilidad de exposicion humana a patégenos hace
que rara vez se utilicen para tratamiento secundario. Debido a un costo relativamente bajo por
unidad de area, generalmente encuentran su mayor aplicacidon en situaciones de elevado
volumen de flujo y baja concentracién de contaminantes. Se utilizan habitualmente para tratar
fuentes no puntuales, como las aguas pluviales urbanas y la escorrentia agricola y, en las
aplicaciones de tratamiento de aguas residuales domésticas y municipales, cumpliendo una
etapa de tratamiento terciario o pulido. Otras aplicaciones incluyen humedales con vegetacion
flotante, bio-zanjas permanentemente inundadas y humedales que emplean vegetacion
sumergida. Los valores estéticos y del habitat suelen ser tan importantes para el disefio como la

mejora de la calidad del agua.
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Figura 1.1. Esquema general de un humedal de FWS (Dotro et al., 2017)

La estructura fisica de un humedal de FWS es tan diversa como su posible aplicacién.
Pueden ser revestidas o no, de profundidad constante o variable, total o parcialmente
vegetadas, la vegetacion puede ser emergente, sumergida o flotante y pueden variar en tamafo
desde unos pocos metros hasta varios kildbmetros cuadrados. Sin embargo, hay varias
caracteristicas definitorias esenciales. El nivel del agua se mantiene por encima de una matriz
de raices que, en suelo, arena o grava, soporta el crecimiento de plantas que pueden sobrevivir
en condiciones de inundacién continua. El flujo es horizontal, pero a una velocidad muy baja

puede tomar una trayectoria tortuosa desde la entrada hasta la salida.

La capa de enraizamiento mayormente anaerdbica, en especial una vez que el sistema
madura y se establece sobre ella una capa de detritos que consiste de vegetacién muerta y
sedimentos atrapados. Los niveles inferiores de la columna de agua pueden variar de
anaeroébicos a aerdbicos dependiendo de las tasas de carga de contaminantes, la profundidad
de la columna de agua y la distancia desde el punto de entrada del flujo. El humedal debe
disefiarse de manera que las capas superiores de la columna de agua sean siempre aerébicas
para promover la eliminacién de organismos patégenos y prevenir la liberaciéon de olores.
Practicamente todas las reacciones dependientes de redox, incluyendo la nitrificacién y la
desnitrificacién, son posibles en el humedal FWS debido a la amplia variedad de condiciones
redox (Figura 1.2). Las areas de aguas abiertas permiten que la luz solar penetre y mejore la foto-

degradacioén (Dotro et al., 2017)
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Figura 1.2. Procesos ecolégicos principales en un humedal de FWS (Wallace & Knigth, 2006)

Humedales de flujo subsuperficial horizontal

En un humedal tipico de flujo horizontal (HF, “Horizontal Flow”), el lecho de grava esta

saturado y plantado con plantas emergentes de humedal (heldéfitas). El agua ingresa al sistema

de tratamiento por un extremo, fluye a través de la grava y las raices, y se recoge en el extremo

opuesto antes de ser descargada. Una tuberia vertical ubicada fuera del lecho del humedal

permite controlar el nivel del agua. Todo el lecho estd aislado del terreno circundante mediante

una combinacién de revestimiento de plastico y membrana geotextil. Para el tratamiento

secundario de aguas residuales domésticas, la profundidad de la grava es generalmente de 0,5

a 0,7 my el nivel del agua se mantiene de 5 a 10 cm por debajo de la superficie (Figura 1.3).

Debido a que el agua no estd expuesta durante el proceso de tratamiento, se minimiza el riesgo

asociado con la exposicién humana o silvestre a organismos patégenos. Los humedales de HF

operados correctamente no proporcionan un habitat adecuado para los mosquitos.

Los humedales de HF se utilizan para el tratamiento secundario y terciario de aguas

residuales domésticas, asi como para una variedad de efluentes industriales. En el caso de los

humedales de HF que tratan aguas residuales domésticas, el tratamiento primario se realiza
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generalmente a través de una fosa séptica o un tanque Imhoff. Cuando se utilizan como
tratamiento terciario, el tratamiento secundario a menudo se logra utilizando unidades de
tratamiento biolégico, como contactores biolégicos giratorios o filtros percoladores. Ademas,
se han utilizado combinaciones de HF con otros tipos de humedales (VF, FWS) en una variedad

de sistemas hibridos.
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Figura 1.3. Esquema tipico de un humedal de HF (Dotro et al., 2017)

Las vias de remocién microbiolégica predominantes en los humedales de HF son
anaerdbicas. Cuando se utilizan para el tratamiento secundario de aguas residuales
domésticas, los HF son generalmente capaces de eliminar DBO y SST en una medida razonable.
La eliminacién de TN en los sistemas de HF esta algo restringida debido a limitadas condiciones
aerdbicas para la nitrificaciéon. Sin embargo, los humedales HF pueden ser muy eficaces en la
desnitrificacion siempre que haya suficiente nitrato y carbono presentes en el agua. A largo
plazo, el fésforo no se elimina de manera sostenible en los humedales de HF, a menos que se

utilicen medios reactivos (Dotro et al., 2017)

El papel de las plantas en los humedales HF se relaciona principalmente con los
procesos fisicos, como proporcionar una mayor superficie para el crecimiento microbiano
adherido a las raices y para una mejor filtracién de SST (Figura 1.4). En climas templados y frios,
la capa de hojarasca puede proporcionar un aislamiento térmico adicional durante el invierno.
En el caso de los humedales HF que proporcionan tratamiento secundario de aguas residuales
domésticas, la contribucién de la absorcién de las plantas a la eliminacién de nutrientes es

minima. La transferencia de oxigeno mediada por las plantas ocurre, pero es minima en
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comparacion con la demanda de oxigeno ejercida por la carga de aguas residuales (Dotro et al.,

2017).
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Figura 1.4. Procesos ecolégicos principales en humedales de HF (Wallace & Knigth, 2006)

Humedales verticales

Los humedales de flujo vertical (VF, “Vertical Flow”) adquirieron un fuerte desarrollo en
Europa en los afios 90 en busca de alcanzar niveles mas altos de transferencia de oxigeno, como
respuesta a limitacién de los humedales de HF para oxidar amoniaco. La Figura 1.5 muestra un
esquema de un humedal de VF de disefio francés. El lecho de arena y/o grava esta plantado con
heldfitas y las aguas residuales se cargan de forma intermitente provocando una inundacion
momentanea que asegura la distribucién homogénea sobre la superficie del filtro. En paises con
regulaciones legales que prohiben la dispersion de aguas residuales en superficie debido al
contacto potencial con humanos (por ejemplo, EE. UU.), y en regiones con climas muy frios, los
sistemas de distribucion de afluentes estan aislados con una capa de grava o mantillo. El agua
infiltra a través del sustrato y es colectada por unared de drenaje en la base. Entre cargas, el aire
ingresa al sustrato poroso, transportando al lecho del filtro el oxigeno que sostiene los procesos
microbianos aerdbicos. Todo el lecho esta aislado del terreno circundante mediante una

combinacidn de revestimiento de plastico y membrana geotextil.

En los humedales de VF también mejora el contacto de los contaminantes con la
rizosfera. El sistema radicular de las plantas ocupa volumen de poro dentro del lecho del
humedal y desarrolla un enraizamiento preferencial en la regién superior del lecho granular. En
humedales de HF, esta limitacién de la pluma de raices puede crear trayectorias preferenciales

de flujo a través de la seccion inferior del lecho de grava (Breen & Chick, 1995).
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Debido a las condiciones aerébicas en el lecho del filtro, los humedales VF con carga
intermitente son extremadamente eficientes para el tratamiento secundario y terciario de las
aguas residuales domésticas. Se utilizan también para tratar lixiviados de vertederos y aguas
residuales de procesamiento de alimentos, que a menudo contienen altos niveles de nitrégeno

amoniacal y/o carbono organico, asi como otros productos agricolas, etc.

Existe gran cantidad de variantes de disefio dentro de este tipo. Los humedales de disefio
francés (Figura 1.5) cuentan con dos etapas de tratamiento que les permite tratar efluentes
crudos sin tratamiento primario. Los disefiados para deshidratacion de biosdlidos se pueden
considerar como un tipo de sistema de humedales de VF. También se pueden disefiar sistemas
saturados, tanto con flujo descendente como ascendente. En estos ultimos se establece un

gradiente redox con condiciones anaerdbicas en profundidad y aerdbicas en superficie.

En este punto, resulta relevante sefialar que, tanto la aplicacion de heléfitas como el
desarrollo de humedales de HF y VF para el tratamiento de aguas contaminadas, fueron
propuestas desarrolladas desde mediados de los afios 50 por la Dra. Kathe Seidel. Investigadora
de la estacién limnolégica del Bajo Rin en Krefeld (Limnologische Station Niederrhein), del
Instituto Max Planck de Limnologia con sede en Plon, desarrolld el denominado “Krefeld
System”, un sistema hibrido que combinaba una etapa de humedal de VF (percolation Flow) con
otra de HF (traslation Flow). Su trabajo pionero se difundié a varios paises y fue base para

desarrollos posteriores como el sistema francés (Boutin, 1987).
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Figura 1.5. Esquema de humedal de VF de disefio francés de dos etapas, primera arriba, segunda abajo (Dotro et al.,
2017)

La remocion de nitrégeno y fésforo en humedales construidos

Los humedales construidos son una solucion rentable basada en la naturaleza para el

control de la contaminacion del agua, con multiples funciones ecolégicas y beneficios
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socioeconémicos, y pueden ser una alternativa confiable y sostenible para el tratamiento
secundario y terciario de aguas residuales. Basado en datos de 335 CWs a escala de campo, los
CWs hibridos (que utilizan dos o mas tipos de humedales durante el tratamiento del agua) son
los mas efectivos para mejorar la calidad del agua y mitigar los gases de efecto invernadero, con
medianas promedio del 76%, 63% Yy 72% para la remocidon materia organica, nitrogeno y fésforo,
respectivamente. Factores como las especies de plantas, la seleccidon del sustrato, y las
condiciones ambientales e hidraulicas afectan el rendimiento, con variaciones relacionadas
principalmente con la temperatura, el tiempo de residencia hidraulica y las tasas de carga de

contaminantes (Wu et al., 2023).

Los procesos de remocidn de nutrientes que ocurren en humedales de tratamiento son
complejos, diversos y especificos, de modo que se requieren condiciones particulares para
cada uno. La remocién de N, por ejemplo, involucra una serie de transformaciones, en su
mayoria mediadas por microbios, que permiten exportarlo en forma gaseosa desde el agua hacia
la atmésfera, principalmente como gas dinitrogeno (N2). También las plantas absorben N del
aguay lo incorporan a su biomasa, pudiendo ser exportado de este modo mediante cosecha de
biomasa vegetal, aunque en menor proporcién y con mayor esfuerzo que a través de las

mencionadas rutas microbianas.

El nitrégeno en aguas residuales suele encontrarse en forma reducida (estado de
oxidacion -3) formando parte de compuestos organicos y/o en forma de amoniaco. La
degradacion microbiana de compuestos organicos nitrogenados libera N amoniacal. Este
proceso se denomina amonificacion y puede ocurrir con o sin oxigeno disponible. Por su parte,
el N amoniacal es oxidado a nitrito por bacterias y/o arqueas oxidadoras de amoniaco (AOB:
Nitrosomonas, Nitrosospira; AOA: Nitrososphaera) proceso que requiere oxigeno y consume
alcalinidad. El nitrito producido puede oxidarse a nitrato mediante accion de bacterias
oxidadoras de nitrito (NOB: Nitrobacter, Nitrospira), si hay oxigeno disponible. Caso contrario,
nitrato y/o nitrito pueden reducirse a N,O y N, gaseosos, en presencia de materia organica
biodegradable, o de iones reducidos del hierro o el azufre, mediante la acciéon de bacterias
desnitrificantes que los oxidan utilizando el N oxidado como aceptor electrénico, en reemplazo

de oxigeno.

Rutas microbianas alternativas fueron descubiertas posteriormente como “anammox”,
oxidacion anaerdébica de amoniaco que permite oxidar N amoniacal en ausencia de oxigeno,
reduciendo nitrito y produciendo N, (Strous et al., 1999), la oxidacién anaerdbica desnitrificante
de metano (DAMO) que produce nitrégeno y oxigeno molecular oxidando metano con este ultimo

(Ettwig et al., 2010), “feammox”, oxidacién de amonio con Fe Ill como aceptor electrénico en
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ausencia de oxigeno (Yang etal., 2012), y “commamox”, oxidacion conjunta de amoniaco y

nitrito por un solo microorganismo (Daims et al., 2015; van Kessel et al., 2015).

Esta compleja serie de transformaciones constituye una parte importante del ciclo del N
en la naturalezay su ocurrencia e intensidad dependen de condiciones ambientales tales como
el estado redox, la alcalinidad, la disponibilidad de materia organica, el pHy la temperatura. Las
chances de remover N de manera eficiente en humedales de tratamiento dependeran entonces
de la capacidad de establecer en ellos las condiciones ambientales que promuevan las
transformaciones requeridas. Las especies de plantas heléfitas utilizadas en estos sistemas
estan adaptadas a vivir en suelo inundado suministrando oxigeno a sus raices mediante
sistemas especializados de bombeo. Ello afecta el entorno radicular (rizésfera) elevando el
potencial redox y favoreciendo, en consecuencia, los procesos oxidativos del ciclo. En tal
sentido, distintas especies de heldéfitas podrian estimular con distinta intensidad tales procesos
(Allen et al., 2002; Brix, 1997; Tanner, 2001). EL pH y la reserva alcalina, por otra parte, afectan el
mismo proceso al determinar la tasa de oxidacién, que resulta maxima a pH ligeramente alcalino

(Strauss et al., 2002).

Se ha documentado la remocién de fésforo en mas de 250 humedales de flujo
subsuperficial (FWS), con concentraciones de afluencia que varian ampliamente, desde menos
de 20 pg/L hasta mas de 100 mg/L. A medida que aumentan las concentraciones de entrada,
también lo hace la eliminacidén de la carga de fosforo, que puede oscilar entre menos de 0,1y
maés de 100 g/m>-afio. Los procesos de remocion pueden ser tanto transitorios como sostenibles

que, con periodos iniciales de adaptacion, pueden extenderse por varios afos.

La adsorcion al sustrato proporciona una eliminacién inicial de fésforo; sin embargo,
este almacenamiento, aunque parcialmente reversible, termina por saturarse con el tiempo. La
absorcién por organismos, como bacterias, algas y macroéfitos, también desempefa un papel
crucial en las etapas iniciales de eliminacién. No obstante, el ciclo natural de crecimiento,
muerte y descomposiciéon devuelve la mayor parte del fédsforo absorbido al sistema, aunque una
fraccidn significativa se incorpora a los sedimentos y suelos recién formados, contribuyendo asi

a la acumulacion a largo plazo.

La estacionalidad tiene efectos limitados sobre la eficiencia de remocién, aunque en
algunos casos el rendimiento disminuye en invierno en comparacién con las estaciones mas
calidas, por razones que aun no se comprenden del todo. La ausencia de vegetacién reduce
considerablemente la capacidad de eliminaciéon, y el tipo de comunidad vegetal en los

humedales FWS (emergente o sumergida) influye de manera significativa, aunque no en todos
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los rangos de concentracion. Estos humedales pueden mejorar la calidad del agua en los
efluentes secundarios y terciarios, y tienen un potencial aun mayor para controlar los nutrientes
provenientes de la escorrentia urbanay agricola. Sin embargo, este beneficio debe contrastarse
con la gran cantidad de tierra requerida para que un humedal FWS inmovilice eficazmente el
fésforo. Aunque el fésforo no representa una amenaza toxica directa en estos sistemas de
tratamiento, su acumulacién puede causar eutrofizacién, lo que podria limitar el cumplimiento

de ciertos objetivos de biodiversidad en esos humedales (Kadlec & Wallace, 2009).

Medio Retencion de P pH del Comentarios
g P/kg de medio efluente

Natural

Arena 0,1 7,4 Humedal HF, escala
completa

Apatita 14 7,0 Experimento en columna
de 550 dias

Conchilla de ostras 120 8,3 Test en batch

(caliente)

Conchilla de ostras 830 12,6 Test en columna

(quemadas)

Arena de conchillas 335 8,6 Humedal HF, 1 afo

Subproductos industriales

Ceniza de esquisto 25-60 >12 Escala piloto y batch

bituminoso

Escorias de alto horno 1-2 >10 Experimento en batch a
escala completo

Cenizavolante 100-400 9-11 Experimento en batch a

escala completo
Productos manufacturados

Filtralite P® 0,5-5 >10 Experimento en batch a
escala completo

Ferrosop® <14 7-8 Experimento en batch a
escala completo

LECA® <12 10-12 Experimento en batch a

escala completo
Phosclean ® <14 8,5-11

Tabla 1.1. Ejemplos de medios reactivos utilizados en humedales de tratamiento para la remocion de fésforo
(Adaptada de Dotro et al., 2017)

Los medios reactivos se pueden utilizar en humedales de flujo subsuperficial en lugar de
arena y/o grava para mejorar la eliminacién de fésforo o proporcionar un secuestro temporal de
amoniaco. La eliminacion de fésforo en los humedales HF y VF para el tratamiento secundario
de aguas residuales domésticas se basa principalmente en la adsorcion, la precipitacion y la
cristalizacion en materiales ricos en Ca, Fe y Al. Los medios reactivos para mejorar la eliminacion

de fdésforo incluyen productos naturales, subproductos industriales y productos
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manufacturados. La Tabla 1.1 muestra algunos de los medios reactivos utilizados para la
retencion de fésforo (Vohla et al., 2011). Una de las principales desventajas del uso de medios
reactivos es que la mayoria aumenta significativamente el pH del efluente como contrapartida a
la eliminacién de fdésforo. Si bien hay productos disponibles comercialmente para mejorar la
eliminacion de fésforo que se han utilizado en humedales, se recomiendan los materiales

disponibles localmente sobre otros materiales siempre que sea posible.

En general, los materiales a base de calcio se utilizan ampliamente porque los iones de
calcio pueden formar productos estables e insolubles con fosfato. A bajas concentraciones de
féosforo, la adsorcién es el proceso de remocidon dominante mientras que, a altas
concentraciones de fésforo, se produce precipitacion. Los precipitados reducen el volumen de
poros del filtro y, a largo plazo, pueden provocar una reduccién del rendimiento hidraulico y
fallas debidas a la obstruccién. Una vez que se alcanza la capacidad finita de adsorcién del
material delfiltro, las concentraciones de fésforo en el efluente comienzan aaumentary se debe

cambiar el material.

Dado que el fésforo es un recurso limitado, se prefieren materiales filtrantes a partir de
los cuales el fésforo pueda utilizarse como fertilizante en la agricultura. Sin embargo, la elevada
capacidad de remocién asociada a alta adsorcién podria resultar contradictoria con la alta
disponibilidad de fésforo que se demanda de un fertilizante de modo que es un aspecto que aun

debe ser investigado (Dotro et al., 2017).
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Objetivos de la tesis

El objetivo general del presente trabajo de tesis doctoral es investigar el efecto de

materiales de relleno accesibles y de especies vegetales nativas sobre la remocién simultanea

de nitrégeno y fésforo en humedales de tratamiento.

En particular, los objetivos especificos fueron:

Evaluar la eficiencia de distintos sistemas de humedales construidos en la
remocion de nutrientes (nitrégeno y fosforo) y materia organica de aguas
residuales bajo diversas condiciones experimentales, tanto en escenarios
controlados (mesocosmos) como en sistemas aplicados a escala real.
Investigar el efecto combinado de diferentes sustratos y especies vegetales
sobre laremocion de nutrientes, considerando las posiblesinteracciones entre
las condiciones fisicoquimicas del sistema, la estructura y composicion del
sustrato y los rasgos funcionales de las plantas.

Comparar la eficiencia de tratamiento de un sistema real de pequeina escala
disefado para contextos rurales con modelos experimentales en condiciones
controladas, para identificar oportunidades de mejora y escalabilidad de los

resultados.

Para ello, se llevaron a cabo dos experimentos a escala de mesocosmos y un monitoreo

de rendimiento de un sistema de pequefa escala. Los mesocosmos se dejaron madurar con el

objeto de experimentar bajo condiciones representativas de desarrollo de la rizésfera, de los

procesos de adsorcién y precipitacion de fésforo y de la interaccién entre esos factores.

A partir de los objetivos enunciados se proponen las siguientes hipdtesis:

Los humedales construidos son sistemas eficaces para la remocidén de nutrientes
(nitrogeno y fdésforo), materia organica y coliformes fecales presentes aguas
residuales, tanto en condiciones controladas como en contextos reales de
aplicacion.

Se espera que estos sistemas logren eficiencias significativas en la eliminacion de

contaminantes.

La eficiencia de remocidén de nutrientes depende de la interaccidn entre el tipo de
sustrato y la especie vegetal utilizada, existiendo combinaciones especificas que

maximizan los procesos de adsorcion, nitrificaciéon y desnitrificacion.
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Se espera que, en ciertos sustratos como conchilla, en combinaciéon con especies
vegetales especificas, se potencien los procesos de transformacion de nutrientes en

comparacion con otras combinaciones.

Ciertas condiciones fisicoquimicas del sistema, tales como pH, potencial de
oxidacién-reduccion (ORP) y materia organica disuelta, influyen significativamente

en la eficiencia de remocion de nutrientes en los humedales construidos.

Estos factores afectarian tanto la actividad microbiana como los procesos de adsorcion

y precipitacion de fésforo, siendo determinantes en la efectividad general del sistema.

Los sistemas de tratamiento a escala real alcanzan eficiencias comparables a las
observadas en condiciones controladas cuando se construyen siguiendo las

recomendaciones de disefo de carga hidraulica y organica.

Se espera que los sistemas de tratamiento a escala real sean capaces de cumplir con

las normativas de descarga de efluentes en cuerpos de agua superficial.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se detallaran las metodologias comunes a todos los experimentos

expuestos en los capitulos siguientes.

Los disenos particulares y otras técnicas propias de cada experimento se detallaran en

sus capitulos correspondientes.

RECOLECCION, PROCESAMIENTO Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

La toma de muestras y su conservacién para la determinacién de los parametros
analizados se llevo a cabo siguiendo las recomendaciones del apartado 1060 Toma de Muestras

y Conservacion del Standard Methods (APHA, 2017).

Las especificaciones de toma de muestras, preservacion y almacenamiento para las

distintas variables fisicas y quimicas se muestran en la Tabla 2.1.

Recipiente mL de Preservacion Almacenamien

Determinacion muestra to maximo
Alcalinidad Plastico 200 Frio, <6 °C 24 h
DBO5 Plastico 1000 frio, <6 °C 48 h
DQO Plastico 100 frio, <6 °C / H2S04 pH <2 24h/7d
Color Plastico 500 Frio, <6 °C 24 h
Conductividad Plastico 500 Frio, <6 °C 28d
Amoniaco Plastico 500 filtrar; frio, <6 °C/ H2S04 pH <2 24h/7d
Nitrato Plastico 100 filtrar; Frio, <6 °C 48 hs
Nitrito Plastico 100 filtrar; frio, <6 °C 24 hs
Fosfato Vidrio* 100 filtrar de inmediato; frio, <6 °C 48 h
Fésforo total Plastico 100 H2S04 pH <2; frio, <6 °C 28d
Turbidez Plastico 100 A oscuras, frio, <6 °C 24 hs

* Enjuagado con 1+1 HNO3
Tabla 2.1. Recipientes utilizados para la colecta de muestras de las distintas variables fisicas y quimicas durante la
tesis, incluyendo su volumen, preservacion y tiempo de almacenamiento maximo.
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TECNICAS Y METODOS ANALITICOS

Para las mediciones realizadas con equipamiento electrénico portatil se siguieron
estrictamente las recomendaciones del fabricante de cada instrumento. A continuacioén, se
detallan los equipos utilizados y las referencias bibliograficas de las técnicas que refieren los
fabricantes:

o Temperatura: Termometro digital SMWW 2550. Temperature (APHA, 2017).

e pH: EC10 Portable pH/mV/Temperature Meter, Model 50050. SMWW 4500-H*pH Value

(APHA, 2017).

e Conductividad eléctrica / Sdlidos disueltos totales (TDS): M90 Portable
Microprocessor. SMWW 2510 Conductivity (APHA, 2017)

¢ Potencial de Oxidacion-Reduccién: pH-207 pH Meter. Electrodo ORP Ag/AgCl Sealed
#5739602 utilizado para muestras de agua. Redox Potencial Probes Paleo Terra, utilizado
para mediciones en el relleno de los mesocosmos. SMWW 2580 Oxidation-Reduction
Potential (ORP) (APHA, 2017)

e Oxigeno Disuelto: YSI Model 52, Dissolved Oxygen Meter, Probe Model 5905 utilizada
para muestras de agua. Classic BOD Probe, utilizada para la prueba de DBO. SMWW
4500-0 Oxygen (Dissolved) (APHA, 2017)

o Turbidez: Turbidity Portable Meter HI98703-02. Adaptacién del Método 180.1 de USEPA
y del Método Nefelométrico SMWW 2130 B (APHA, 2017)

e Color: Color of water HI727 Checker®HC. Adaptacion del Método Colorimétrico de

Platino Cobalto SMWW 2120 B (APHA, 2017)

DEMANDA QUIMICA DE OXiGENO (DQO)

La prueba de DQO consiste en medir la cantidad de un oxidante fuerte que se consume
en medio acido a 150 °C para oxidar las sustancias oxidables que contiene un volumen conocido
de muestra. El consumo de oxidante es proporcional a la oxidacién de materia orgénica de la
muestra. El resultado de la prueba es un indicador aproximado del contenido de materia
organica de la muestra.

Se utilizé la técnica colorimétrica de reflujo cerrado SMWW 5220 D (APHA, 2017) que
utiliza dicromato de potasio y acido sulfdrico en presencia de sulfato de plata (Ag.SO4) como
catalizador y afadiendo sulfato mercurico (HgSO,) para eliminar las interferencias de los

cloruros.
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Equipamiento

e ECO-10Thermoreactor VELP COD Analysis

e Filter Photometer Nanocolor 500 D Macherey & Nagel

Reactivos

e Nanocolor Tube Test DQO 160 (Test 0-26) y DQO 1500 (test 0-29) de Macherey & Nagel.

Procedimiento
Las muestras se procesaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La

digestion se llevd a cabo en el termorreactor a 148 °C y los tubos se leyeron directamente en el

fotdmetro MN.

DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO (DBO)

SMWW 5210 B, APHA, 2017

La prueba de DBO consiste en medir el oxigeno que consume una comunidad bacteriana
al digerir enzimaticamente los compuestos biodegradables contenidos en un volumen conocido
de una muestra de agua. En el proceso, los microorganismos oxidan compuestos de carbono
(DBO carbonacea)y de nitrégeno, basicamente amonio (DBO nitrogenada). Para que el resultado
de la prueba sea un indicador del contenido de materia organica biodegradable de la muestra,

se agrega al ensayo un inhibidor de la nitrificacién.

Para medir la DBO se utilizaron botellas llenas con agua de dilucién saturada de oxigeno,
se hicieron diluciones de la muestra y se midié el oxigeno disuelto inicial. Luego se incubaron a
20 °C, en oscuridad, durante 5 dias y se midié la concentracién final de oxigeno. A partir del
consumo de oxigeno (diferencia entre la concentracion oxigeno final e inicial) y de la dilucién de

la muestra se estimé la DBOS5.
Equipamiento

e Incubadora frio-calor capaz de regular a 20 °C +0,5. Ingelab [-316D
e Botellas de DBO de 300 mL con cuello y tapdn de vidrio esmerilado.

e Medidor de oxigeno disuelto: YSI Model 52 Dissolved Oxygen Meter con sonda para DBO
Model 5905 Classic BOD Probe
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Reactivos

e Elagua de dilucidn se preparé con agua de grado reactivo, con alicuotas de soluciones
de buffer de fosfato (fosfato monopotasico (KH,PO,) y fosfato dipotasico (K,HPO4), de
sulfato de magnesio (MgS0.,), de cloruro de calcio (CaCly) y de cloruro férrico (FeCls).

e Como semilla se utilizé efluente del clarificador de un proceso de lodos activados, previo
a la cloracion.

e Como inhibidor de la nitrificacimén se utilizé una solucién de N-Alliltiourea (C4HsN,S)

0,2%.

AMONIACO

METODO AZUL DE INDOFENOL (IPB)
(Soldérzano, 1969; rev Pai et al., 2001)

El amoniaco reacciona con el hipoclorito de sodio y el fenol para formar un compuesto
de color azul intenso, el indofenol. La reaccidn es catalizada por nitroprusiato de sodio. La
presencia de citrato de sodio compleja los iones de calcio y magnesio que, al pH de la reaccion,

pueden producir precipitados que interfieran la lectura.

Con el objeto de minimizar la generacion de residuos se redujo el volumen de muestray
estandares a 5 mL y los volumenes de reactivos en forma proporcional. Las soluciones de
reactivos se prepararon de forma que agregando 0,2 mL de cada uno se obtuviera la

concentracion final adecuada en el tubo de reaccion.

Equipamiento
o Filter Photometer Nanocolor 500 D Macherey & Nagel o
e Espectrofotometro UV-VIS Metrolab modelo M-1700.
Reactivos
e Solucién estandar de NH,Cl: 100 mg N L.

e Solucién de trabajo de NH,Cl: 3,5 mg N L7 (250 uM)
La preparacion de los reactivos R1y R3 se realiza a partir de los reactivos Ay B del kit UREA

1810058 de Wiener Lab.
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e Fenol(R1): Se disolvié el contenido del reactivo A del kit UREA con 225 mL de agua grado
reactivo libre de amoniaco. La solucion resultante alcanzé entonces una composicion de
fenol 100 g/L (1,064 M)y sodio nitroprusiato 0,51 g/L (1,70 mM)

e (Cltrato (R2): Se disolvieron 50 g de citrato trisddico en 100 ml de agua calidad reactivo
libre de amoniaco (1,70 M).

e Sodio Hipoclorito alcalino (R3): Se mezclaron el reactivo B del kit UREA y solucion de
hipoclorito en partes iguales.

o Reactivo B: Se diluyé el contenido del reactivo B concentrado del kit UREA en 74
mL de agua calidad reactivo libre de amoniaco.

o Solucion hipoclorito: Se mezclaron 21 mL de una solucién comercial de 25 gCLL
'con 4 mL de agua calidad reactivo libre de amoniaco. Concentracion resultante
21gCLL" (0,59 M)

e Reactivo de sodio nitroprusiato (R4): 0,46 g de sodio nitroprusiato en 100 ml de agua
calidad reactivo libre de amoniaco.

Procedimiento

A 5 mL de muestras, blancos y patrones se agregaron 0,2 mL de R1, 0,4 mL de los
reactivos R2 y R3 mezclados previamente en partes iguales y 0,2 mL de R5. Bajo tales
condiciones, se alcanzan las concentraciones finales prescriptas para el sistema de reaccion
(Fenol: 36 mM; Hipoclorito 12 mM; Nitroprusiato 0,57 mM) y se ajustan las concentraciones
modificadas (Pai, et al 2001) de citrato (57 mM) e hidréxido (31mM). El pH final de la reaccidon
debe ser 10,5 +0,1.

Luego de 2 hs a temperatura ambiente se completa la reaccion y el color permanece

estable por 24 h. Se leyé la absrbancia en celda de 1 cm a 640 nm en espectrofotdmetro.

NITRITO

DETERMINACION POR DIAZOTACION CON SULFANILAMIDA

(Bendschneider and Robinson, 1952)

El nitrito (NO7’) reacciona con sulfanilamida diazotizada y dihidrocloruro de N-(1-naftil)-
etilendiamina (diclorhidrato de NED) a pH 2.0 a 2.5, para formar un colorante azoico de color
purpura rojizo. La reaccion de color es lineal hasta 180 ug N/L con una trayectoria de luzde 1 cm
a 543 nm. Concentraciones mas altas de NO, pueden determinarse diluyendo la muestra (APHA

etal., 2017).
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Equipamiento

o Filter Photometer Nanocolor 500 D Macherey & Nagel o

e Espectrofotometro UV-VIS Metrolab modelo M-1700.
Reactivos

e Soluciéon madre de nitrito (NaNO;): 100 mg N L™,

e Solucionintermedia: 10 mg N L™.

e Solucién de trabajo: 700 ug N L' (50 uM).

e R1:Sedisolvio 1 gramo de Sulfanilamida en 100 ml de acido clorhidrico 1,2 N.

e R2: Se disolvio 0,1 gramo de N-(1-naftil) etilendiamina dihidrocloridrato en 100 ml de
agua calidad reactivo.

Procedimiento

Con el objeto de minimizar la generacidon de residuos se redujo el volumen de muestray

estandares a5 mLy los volumenes de reactivos en forma proporcional.

A 5 mL de muestras, blancos y patrones se agregaron 0,1 mL de R1y 0,1 mL de R2, mezclando
bien cada vez.

Luego de 10 minutos a temperatura ambiente se completa la reaccién y el color
permanece estable por 2 h. Se leyé la absorbancia en celda de 1 cm dentro de ese lapso a 543

nm en espectrofotémetro.

NITRATO

METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA LA DETECCION SIMULTANEA DE NITRATO Y
NITRITO CON V(llI)

(Doane and Horwath, 2003; Miranda et al., 2001; Pai et al., 2001)

El nitrato se puede determinar por la misma reaccidn que el nitrito, previa reduccion de
nitrato a nitrito. El procedimiento de reduccién mas ampliamente adoptado consiste en
permitir que la muestra pase a través de una columna de cadmio recubierta de cobre. Ademas
de las preocupaciones sobre su toxicidad, la preparacion y optimizacion de una columna de
reduccién Cd-Cu lleva mucho tiempo y la eficiencia de reduccién pueden sufrir de
inconsistencia por varias razones. El reacondicionamiento frecuente de la columna de Cd-Cu

es inevitable y tedioso.
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Se ha desarrollado un método espectrofotométrico exacto, preciso, simple y eficiente
para la determinacion de concentraciones de nitrato en aguas naturales mediante el uso de
reactivos premezclados de vanadio y Griess. Las muestras a las que se afladen los reactivos
premezclados se calientan gradualmente en un bano de agua a 50 °C durante 25 a 30 minutos,

seguido de un paso de enfriamiento rapido para fijar el rendimiento final.
Equipamiento

o Filter Photometer Nanocolor 500 D Macherey & Nagel o

o Espectrofotometro UV-VIS Metrolab modelo M-1700.

Reactivos
e Solucion SUL [6% (p/v)]: Compuesta de 6 g de sulfanilamida disueltos en 100 mL de HCl
1,2N,
e Solucion NED [0,3% (p/v)]: Compuesta de 0,15 g de diclorhidrato de
naftiletilenediamina N-1 disuelto en 50 mL de agua destilada, y
e Solucion VCl;3[3,2% (p/v)]: Compuesta de 0,8 g de cloruro de vanadio (Merck, 1.12393)
disuelto en 25 mL de HCL 1,2 N.

Procedimiento

Se prepararon 100 mL de reactivo premezclado mezclando alicuotas de 50 mL de la

solucién SUL, 25 mL de la solucién NED y 25 mL de la solucién VCls.

Para muestras con concentraciones de nitratos entre 0 y 50 uM: En un tubo de ensayo
seco se anadieron 1 mL de muestras, blancos y patrones, 1 mL de reactivo de premezclay 3 mL
de agua grado reactivo. El liquido en el tubo de ensayo fue homogeneizado con un vortex.
Todos los tubos de muestra se colocaron luego en una gradilla y se sumergieron en un bafio de
agua termostatizada a 50 °C durante 25-30 min. A continuacion, la grjilla se transfirio a un bafio
de enfriamiento durante unos minutos (o a una suspension helada durante 1 min) para
disminuir la temperatura a <30 °C. Inmediatamente se midié la absorbancia en

espectrofotdmetro a 543 nm con una cubetade 1 cm.
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METODO ESPECTROFOTOMETRICO ULTRAVIOLETA DE SEGUNDA DERIVACION
SMWW 4500-NO3- C, (APHA, 2017)

ELNO; absorbe fuertemente la luz ultravioleta. La materia organica natural (MON) y otros
solutos también absorben la luz ultravioleta. Los espectros de la MON de diferentes fuentes de
agua suelen ser diferentes, por lo que, si el agua a analizar contiene MON, el procedimiento de
deteccion de NO3 UV 4500- NOs™. B, APHA 2017 no dara resultados fiables. El espectro UV del
NOs" es bastante diferente al del NOM.

El calculo de la segunda derivada de un espectro de muestra elimina efectivamente la
contribucion NOM de fondo.

Equipamiento
e Shimatzu UV-1280 Multipurpose UV-Visible Spectrophotometer.

e (Cubetadecuarzode 1 cm.

Reactivos utilizados

e Solucion de stock de nitrato: 100 mg N-NOs™ L™,
e Solucion de trabajo: 14 mg N L™ (200 uM).

Procedimiento

Primero se llenod la cubeta con agua grado reactivo para establecer la linea de base del
espectro. Luego se llend la cubeta con muestras o patrones. Se diluyd la muestra cuando fue
necesario para mantener las lecturas dentro del rango de los patrones. Se leyd la absorbancia
entre 250 y 200 nm y se procesoé el espectro resultante para calcular la segunda derivada.

Finalmente se registré el valor del pico de absorbancia méaxima entre de 230y 220 nm.

FOSFATO

DETERMINACION POR EL METODO DEL AZUL DE MOLIBDENO (MB)
(Murphy and Riley, 1962; Nagul et al., 2015)

El fosfato soluble u ortofosfato reacciona con el molibdato de amonio y el tartrato de
potasio y antimonio en medio acido para formar acido fosfomolibdico, que se reduce a azul de

molibdeno de color tenso por acido ascoérbico.
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Equipamiento

e Espectrofotometro UV-VIS Metrolab modelo M-1700 o

e Shimatzu UV-1280 Multipurpose UV-Visible Spectrophotometer.
Reactivos utilizados

e Solucidn stock de fosfato (KH2PO,): 100.0 mg P L™,

e Solucion de trabajo: 6,2 mg P L (200 uM).

e Reactivo A: 5 mL de acido sulfurico (H2S0O4) concentrado + 0,030 g de tartrato de potasio
y antimonio K(SbO)C4H406 12H20 + 0750 g de molibdato de amonio (NH4)6M07024
4H20. Se llevé a 100 mL con agua calidad reactivo.

e Reactivo B: 5,40 g de acido ascdrbico en 100 mL de agua grado reactivo.

e Reactivo combinado: Se mezclaron 4 partes de reactivo A con 1 partes de reactivo B. El
reactivo es estable por4 h

Procedimiento

Si el pH de la muestra es >8,0 se neutraliza con una solucién 5N H2S04 gota a gota.

Con el objeto de minimizar la generacidon de residuos se redujo el volumen de muestray
estandares a 5 mLy los volumenes de reactivos en forma proporcional de forma que agregando
0,8 mL de reactivo combinado se obtiene la concentracion final adecuada en el tubo de

reaccion.

Luego de 10 minutos la reaccién se completa a temperatura ambiente. Se leyd la

absorbancia a 880 nm en celda de 1 cm, antes de los 30 minutos.

NITROGENO TOTAL Y FOSFORO TOTAL

METODO PERSULFATO PARA LA DETERMINACION SIMULTANEA DE NITROGENO TOTAL Y
FOSFORO TOTAL

(APHA, 2017; Crumpton et al., 1992)

La oxidacion de los compuestos nitrogenados para determinar el nitrogeno total debe
producirse en un medio alcalino. Por el contrario, la oxidacidn de los compuestos de fosforo para
determinar el fésforo total debe producirse en condiciones acidas.

En el método del persulfato, durante la etapa inicial de la digestion, la muestra es

alcalina (pH>12). En la etapa final se consume el hidréxido de sodio lo que hace que el pH de la
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muestra se vuelva acido (pH<2). Por esta razén el método permite la oxidacién de todos los
compuestos de nitrogeno que pasan a nitratos y los de fosforo que pasan a ortofosfato. En la
muestra asi digerida se analiza nitrato y ortofosfato, que se interpretan como nitrégeno totaly
fosforo total.

Equipamiento

e ECO-10Thermoreactor VELP COD Analysis
e Tubos de vidrio de 13 mm de diametroy 100 mme-largos con tapas herméticas.

Reactivos

e Agua grado reactivo de alta calidad, libre de compuestos de fosforo y nitrégeno.

e Solucidn patrén de nitrégeno y fésforo (14,0 mg N-NOz L'y 3,1 mg P-PO,*L"; 1000 y 100
uM, respectivamente).

e Solucién de hidréxido de sodio, 3N: 120 g de NaOH en 1000 mL de agua grado reactivo.

e Reactivo oxidante: 64 g de persulfato de potasio (K>S,0s), en 500 ml de agua desionizada
+ 80 mL de solucién de NaOH 3N, diluira 1000 mL.

Procedimiento

Cuando fue necesario, las muestras se diluyeron con agua grado reactivo antes de la
digestidn para que las concentraciones esperadas de nitrégeno y fédsforo se encuentren dentro
delrango de la curva de calibracién.

Digestion: A 6,0 mL de muestras, blancos y estandares se afadieron 1,25 ml de reactivo
oxidante. Los tubos se cerraron herméticamente y se colocaron en la placa calefactora para su
digestidon durante 60 min a 120 °C. Al finalizar se dejaron enfriar los tubos a temperatura
ambiente.

Luego se determind nitrogeno como nitrato mediante el método espectrofotométrico de

segunda derivada y fosfato mediante el método de azul de molibdeno.

SOLIDOS SUSPENDIDOS TOTALES

SOLIDOS SUSPENDIDOS TOTALES SECADOS A 103 - 105 °C SMWW 2540 D (APHA et al., 2017)

Se filtran muestras bien mezcladas a través de un filtro de fibra de vidrio estandar pesado
previamente y, a continuacién, se secan los filtros con el residuo retenido en él en un horno a
103 - 105 °C hasta alcanzar un peso constante.

Equipamiento

e Shimatzu Analytical Balance AUW220D
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Horno con termostato 30 a 150 °C

o Filtros de fibra de vidro tipo Whatman grado 934 AH diametro 47 mm
e Aparato de filtracidn para fitros de diametro 47 mm

e Bomba devacio

Se pesaron filtros previamente secados. Se colocaron en el aparato de filtracion y se filtraron
las muestras. Se ajusté el volumen de muestra para que dejara unresiduo de 2,5a 200 mg. Luego
se colocaron en placas y se secaron a 105 °C hasta peso constante. Se calculd el residuo

restando el peso delfiltro al peso totaly se expresé como mg de SST por litro.

BACTERIAS INDICADORAS DE CONTAMINACION FECAL

TECNICA DE FERMENTACION EN TUBOS MULTIPLES ESTANDAR PARA COLIFORMES
TOTALES Y FECALES, SMWW 9221 B, Cy E (APHA et al., 2017)

La técnica consta de tres fases: presuntiva, confirmada y completa. Para la fase
presuntiva se utilizé caldo Lauryl Triptosa en tubos provistos de viales invertidos (tubos Durham).
Se sembré con 1 mL de diluciones decimales seriadas de las muestras, seleccionadas de
manera tal que se observe extincion de crecimiento por dilucién, es decir, que todos los tubos
resulten positivos en las diluciones mas bajas y se incrementen progresivamente los tubos
negativos hacia las diluciones mas altas. La produccion de gas en los viales dentro de las 48 hs
de incubacion a 35 °C constituye una reaccion positiva presunta. Para determinar la densidad
de bacterias por 100 mL de muestra, se sembraron tres réplicas de 3 o 5 diluciones. Los tubos
presuntivos positivos fueron entonces inoculados, en tubos con viales invertidos y caldo EC o
caldo lactosa bilis verde brillante (BGLB), en ese orden. Este ultimo es la prueba confirmatoria
para bacterias coliformes y se interpreta positivo por la presencia de gas en el vial dentro de las
48 hs de incubacién a 35 °C. El caldo EC confirma la presencia de coliformes termotolerantes
(fecales) y se considera prueba completa para coliformes. Luego de una incubaciéon a 44,5+ 0,2

°C por 24 hs se consideraron positivos los tubos con crecimiento y presencia de gas en el vial.
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CAPITULO 3

REMOCION DE NUTRIENTES EN MESOCOSMOS
MADUROS DE HUMEDALES DE FLUJO ASCENDENTE

Introduccion y objetivos

En el diseno de los humedales construidos, una de las variables mas importantes es el
patrén de flujo de agua. Los humedales mas sencillos son de flujo superficial, esto es, con agua
circulando libre entre la vegetacion. En cambio, en los humedales de flujo subsuperficial con
plantas arraigadas a un relleno poroso, el agua debe circular a través de una matriz colonizada
por raices. Los primeros disefios de este tipo tuvieron un patrén de flujo horizontal. En los
ultimos anos se desarrollaron experiencias con flujo vertical, principalmente descendente. La
eficacia de estos sistemas ha resultado muy variable, en particular, en lo que a remocién de
nutrientes se refiere (Verhoeveny Meuleman, 1999). La composicidon del material de rellenoy las

especies vegetales utilizadas son variables importantes que afectan el rendimiento.

En los humedales construidos, como en otros ecosistemas, la remocidn de nitrégeno
ocurre mayoritariamente a través de dos procesos microbianos, la oxidacidon aerébica del
amoniaco a nitrito y nitrato (nitrificacidon) y la reduccién anaerdbica de éstos a nitrégeno
molecular (desnitrificacion). La incorporacion de nitrogeno por parte de las plantas sélo puede
explicar bajas tasas de remocion (Brix, 1997; Wetzel, 2001). La remocidon de fésforo, por otra
parte, depende principalmente de procesos de adsorcién, precipitacidon y acrecion, y no tanto

de los procesos metabdlicos.

La primera etapa de la remocién de nitrégeno, la oxidaciéon de amoniaco, normalmente
se encuentra limitada por déficit de oxigeno en humedales construidos que funcionan con
sustrato saturado. La principal via de suministro del oxigeno bajo tales condiciones es el aporte
que las especies vegetales hacen mediante la pérdida radial de oxigeno (ROL, Radial Oxygen
Loss) de sus raices. Ese oxigeno liberado es un bien escaso sometido a diversas demandas

ademas de la nitrificacidon. La posterior reduccion de los nitritos y nitratos no encuentra
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dificultades en ese ambiente que mayormente es anaerobio y con suficiente carbono organico

para impulsar la desnitrificacion.

Entre los materiales porosos con capacidad para la retencién de fésforo (ver Tabla 1.1)
se utilizan LECA (“Lightweight Expanded Clay Aggregate”, Arlita o Ripiolita en el mercado local)
(Brix et al., 2001; Johansson, 1997; Mlih et al., 2020; Nocetti et al., 2020) y “Shellsands”, esto es,
material de depdsitos de conchillas de moluscos de origen marino (Adam et al., 2007; Johansson

Westholm, 2006; Roseth, 2000; Savik y Klave, 2005).

El objetivo general de este capitulo fue investigar la remocion de nutrientes (Ny P) de un
agua residual sintética de baja carga organica que simula un efluente secundario, en
mesocosmos de flujo vertical ascendente. Particularmente, se evalué el rendimiento de las
diferentes combinaciones entre dos sustratos, conchillay LECA, y cinco plantas heldfitas: dos
especies endémicas, Zizaniopsis bonariensis (Balansa & Poitr.) Speg. (Espadafa) y Scirpus
giganteus Kunth (Paja brava), actualmente sindnimo de Cyperus byssaceus Pereira-Silva, una
especie americana, Schoenoplectus californicus (C.A.Mey.) Sojak (Junco), y dos especies

cosmopolitas, Phragmites australis (Cav.) Trin. ex Steud. (Carrizo) y Typha latifolia L. (Totora)

Complementariamente, se investigaron las variaciones de algunos parametros
fisicoquimicos con el objeto de establecer relaciones entre las condiciones ambientales y la

remocion de los nutrientes.

Se establecié como hipdtesis que las heléfitas incrementaran la remocién de nutrientes
y de materia organica en comparacién con los mesocosmos sin plantas, y que ese efecto sera

mayor en los mesocosmos con sustrato de conchilla.
Esta hipdtesis se fundamenta en que:

e La tasa de oxidacion de amoniaco estara determinada por el suministro de oxigeno a
través de la ROL en tratamientos con distintas especies vegetales mientras que estara
ausente en mesocosmos sin plantas.

e Latasa de remocion de nitrogeno mediante procesos de reduccion de nitrito y/o nitrato
estara determinada por las condiciones reductoras establecidas por las distintas
especies vegetales.

e La tasa de oxidacion de amoniaco puede verse limitada en condiciones acidas. En tal
caso, los materiales de relleno utilizados pueden ofrecer distinta capacidad de

neutralizacion.
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e La capacidad diferencial de LECA y Conchilla para adsorber y/o favorecer la

precipitacion quimica de fodsforo determinara diferencias en su tasa de remocién.
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Materiales y métodos

Configuracion de los mesocosmos y disefno experimental

El diagrama del disefio experimental se muestra en la Figura 3.1, y fotografias de este en
la Figura 3.2. Se emplearon 36 mesocosmos construidos con cafiosy tapas de PVC de 20 cm de
diametro, la mitad de los cuales fueron rellenados con conchilla lavada (explotacién de
cordones conchiles holocenos Domingo Gonzalezy Cia SA, Castelli, PBA), y el resto con LECA 4
- 10 mm. Ambos materiales fueron clasificados a través de dos tamices metalicos: el primero
con malla soldada de 10 x 10 mm de paso, el siguiente con malla mosquitero 14 x 14 (reticula de

1,8 x 1,8 mm aproximadamente).

Los cafios se cortaron en tramos de 70 cm de longitud y luego se tapd un extremo con
una tapa de PVC que oficiaria de fondo del mesocosmos. Antes de pegarlas, las tapas fueron
perforadas en su centro, para colocar una pieza tanque de Y2 pulgada de diametro y, del lado
interno, conectada una pieza T con dos codos con las aberturas orientadas hacia el fondo. En el
otro extremo del cafo, a 10 cm del borde (60 cm del fondo) se realizé otra perforacion sobre la
pared del cafio, en la cual se ajustaron dos piezas, una rosca con tuerca y una doble espiga con
rosca hembra, ambas de V2 pulgada de diametro. Sobre el lado opuesto del cafno se realizaron 3
perforaciones mas, en linea y del mismo diametro, a 40, 30y 15 cm del fondo, en los que se
ajustaron sendos tapones de goma atravesados por un tramo de manguera rigida de PEBD de
pulgada de didametro, con 10 cm de largo hacia el lado interno del cafio y 5 cm del lado externo.
A este extremo se conecté un tramo de 5 cm de manguera de silicona que funcioné como tapén
al mantenerse plegada ajustada por broche metalico. Finalmente, en el lado externo de la pieza
tanque del fondo, se conectd un codo seguido por un niple de 15 cm y una pieza T. En la
derivacién a 90 ° de esta ultima, orientada hacia arriba, se enroscé un cafio de PP de 2 pulgada
de diametro y de 1 m de longitud que quedo paralelo al cafio de PVC. El orificio restantede la T
se sellé con un tapoén. Por ultimo, los mesocosmos fueron envueltos con papel aluminio para

impedir la filtracién de luz a través de la pared del cano.

Los mesocosmos fueron dispuestos en posicion vertical, en estructuras “tipo gradilla”
construidas con madera. En cada una se colocaron 5 mesocosmos separados entre si unos 30
cmy se llenaron con conchilla o LECA hasta 50 cm. En ocho de estas gradillas se ubicaron los

36 mesocosmos dentro de un invernaculo de 6 x4 m.
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Mesocosmos de ambos sustratos fueron plantados, de modo monoespecifico y por
triplicado, con las siguientes especies vegetales: P. australis, S. californicus, S. giganteus, T.

latifolia y Z. bonariensis. Se dejaron tres unidades de cada sustrato sin plantas, como control.

Los mesocosmos fueron alimentados a través de un sistema de conduccién ramificado
construido con cafos de PEBD de 2 pulgada de diametro al que se conectaron mangueras de

alimentacion de PEBD de % pulgada de diametro.

En cada mesocosmos el agua residual se dosificaba en la parte superior del cafo lateral
paralelo, ingresaba por el fondo, atravesaba el relleno con un flujo vertical ascendente, y salia
por la superficie del relleno dejando una capa de 10 cm de agua libre hasta alcanzar la salida a

60 cm del fondo.

En un tanque de alimentacion de 200 L de HDPE se colocé una bomba sumergible
(Kushiro Gs400 2 HP China), controlada por un ciclador (PYSEL® Productos Eléctricos,
Berazategui, Argentina) programado para enviar 12 pulsos por hora de 0,5 minutos cada uno,
separados por intervalos de 4,5 minutos. Los caudales de ingreso a cada mesocosmos se
equipararon variando la altura de descarga de las mangueras de alimentacién. La salida de cada
mesocosmos se conectd a una red de drenaje que descargaba el agua tratada fuera del

invernaculo.

El tanque de alimentacion fue operado a nivel constante (180 L) mediante el ingreso de
agua (subterranea) través de una valvula flotante. El mismo fue alimentado mediante una
dosificaciéon independiente de leche y de una solucién de 114 g de NH3;Cly 54 g de KH,PO; por
litro, utilizando una bomba peristaltica de dos vias (APEMA PC25-0,1-F-D, Avellaneda, Argentina)
calibrada a unos 120 mL d'. El tanque fue disefiado como filtro anaerdbico, con el objetivo de
agotar el nitrato presente en la provisién de agua subterranea (unos 12 -15mgN L™"). La bomba
de alimentacién de los mesocosmos se ubicé cerca de la superficie mientras que el ingreso de
agua, leche y solucién de nutrientes fue dirigido hacia el fondo del tanque a través de un cafo
colector. Este filtro anaerdbico fue operado bajo un caudal promedio de 74 L/d, equivalente a

una tasa de residencia hidraulica promedio de 2,4 dias.

Los mesocosmos fueron alimentados con agua durante un afio y medio (periodo de
maduracién) hasta que comenzaron arecibir agua residual sintética, dos meses antes del primer
muestreo. La misma consistidé en una dilucidon de leche en agua, luego reforzada a partir del
segundo muestreo con la solucién concentrada de nutrientes disueltos, buscando elevar las

concentraciones de Fésforo Total (PT) y Nitrégeno Total (NT). Los mesocosmos fueron
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muestreados en 41 fechas durante los 740 dias de la etapa de experimentacion, entre el

21/12/2007 y el 30/12/20089.

Se tomaron muestras de agua de alimentacién de los mesocosmos ((;), agua de salida,
a 10 cm por encima de la superficie del sustrato (superficial, Cy), y agua intersticial a tres
profundidades, 10 (C;), 20 (C;) y 35 cm (C3) bajo la superficie del sustrato. Durante los muestreos
se utilizé una celda de flujo equipada con electrodos para medir in situ temperatura, pH, oxigeno
disuelto y potencial redox. También se colectaron muestras en frascos de vidrio para,

posteriormente, determinar el resto de los parametros en el laboratorio.

Todos los muestreos se realizaron por la tarde, cumpliendo con la condicidon de ausencia
de precipitaciones durante, al menos, 72 hs previas. Las muestras fueron colectadas en el
siguiente orden: primero el agua de salida (caudal continuo) y luego las de agua intersticial. Las

primeras fueron colectadas durante 1 hora, interceptando la manguera de descarga al drenaje.

Conchilla

=
=3
Bomba peristiltica a dos vias
-
=
0000
o @0
Ciclador
£
Phragmites  Scirpus tus  Typha psi .
Control
qustralis giganieus californicus latifolio bonuerensis 740 d Ias
x3 x3 x3 x3 X3

4

Agua subterranea

Leca
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Figura 3.1. Resumen del disefio experimental usado (arriba), con el detalle de los mesocosmos con Conchillay LECA,

y los puntos de toma de muestras (abajo).

Elvolumen colectado fue expresado como caudal (L h™"). Las segundas, comenzando por
la de menor profundidad, se tomaron conectando una celda de flujo a la manguera de silicona,
luego de soltar el broche metalico. Con los electrodos de pH, OD y ORP en la celda, se dejo fluir
el agua intersticial hasta reemplazar aproximadamente un volumen completo de la celda. A
partir de entonces, se colectd el aguay se registraron los valores de los parametros medidos. Se
repitié el mismo procedimiento en las dos profundidades siguientes. Los caudales de entrada
se midieron el dia previo a cada muestreo, colectando el flujo durante 1 hora, expresando el

volumen colectado como caudal (L h™).
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Durante el desarrollo del experimento se registraron las siguientes observaciones
consideradas relevantes. Mientras que en los controles se mantuvo el nivel del sustrato con 10
cmde agua libre sobrenadante, en los mesocosmos vegetados maduros el espacio de agua libre
fue colonizado por una profusa biomasa aérea vegetal. Ademas, la biomasa subterranea
provoco la expansion del sustrato, en grado variable, con la consecuente reduccion del espacio

de agua libre.

También se observd acumulacidon de gases dentro del sustrato; al liberar el broche
metalico que sellaba las mangueras de silicona salia gas a presiéon antes que el agua intersticial.

Esto puede representar un problema para la circulacién y el contacto del agua con las raices. Y,
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finalmente, dos de las tres réplicas de Z. bonariensis en conchilla, murieron antes de finalizar el

experimento.

Parametros fisicoquimicos

Los parametros fisicoquimicos medidos in situ incluyeron temperatura y pH, oxigeno
disuelto, solidos disueltos totales y potencial redox. En el laboratorio se determind la Demanda
Bioquimica de Oxigeno (DBO5) (SMWW 5210 B, APHA, 2017). Una alicuota de las muestras fue
digerida segun el método de persulfato para la determinacién simultanea de nitrégeno total y

fésforo total (APHA et al., 2017).

Otra alicuota de las muestras fue filtrada por membrana de diametro de poro 0,45 pm
para realizar las siguientes determinaciones: fésforo reactivo soluble mediante la reaccién de
azul de molibdeno (Murphy and Riley, 1962; Nagul et al., 2015); nitrégeno amoniacal mediante
la reaccidon de azul de indofenol (Pai et al., 2001; Solérzano, 1969); nitritos por reaccién de
diazotacion (Bendschneider and Robinson, 1952) y nitratos por reduccién con Vanadio y
reaccioén de diazotacion (Doane and Horwath, 2003; Miranda et al., 2001; Pai et al., 2021). Los

detalles de las metodologias y equipos utilizados se encuentran en el Capitulo 2.
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Figura 3.2. Fotografias de los mesocosmos plantas (arriba) y detalle de las tomas de muestra a distintas

profundidades (abajo).
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Analisis de datos

Las tasas de cargay de remocion de NT, PT, DBOsy N-NH;fueron calculados (Kadlec and

Wallace, 2009):

C:
Tasa de carga (gm™2d™1) = _qu :
C: — C
Tasa de remocién (gm=2d~1) = (QLLA+QOO)

Donde C;es la concentracion de entrada, C, la concentracion de salida, Q; el caudal de
entrada, Q,el caudal de saliday A el area del mesocosmos. Dado que las concentraciones de N-
NOsy de N-NO;, no pueden considerarse parte de la entrada debido a su remocién previa al
ingreso a los mesocosmos y que, ademas, se producen en procesos que ocurren dentro de los
mesocosmos, las tasas de carga y remocidon de estos compuestos no se incluyen en los

resultados.

Se compararon las diferencias en el porcentaje de remocién de nutrientes entre
sustratos, especies y tiempo de experimentaciéon mediante Analisis de la Varianza con medidas

repetidas, considerando los siguientes factores y niveles:

- Factor Especie, con seis niveles: Control, P. australis, T. latifolia, S. californicus, S.
giganteus, Z. bonariensis.

- Factor Sustrato, con dos niveles: Conchilla, LECA.

- Factor Tiempo. Los mesocosmos fueron muestreados en 8 muestreos, cada uno a lo

largo de un promedio de 17 dias.

Ademas, se estudié la variacion en profundidad de nutrientes y parametros
fisicoquimicos, en cuatro profundidades: en el agua sobre la superficie (+10 cm), a 10 cm, a 20

cm, y a 35 cm de profundidad.

Previamente a cada anélisis, se revisaron los principios de normalidad mediante el test

de Cochrane, y de homogeneidad de varianzas mediante el test de Levene.

La relacién entre las distintas variables ambientales y las concentraciones de nutrientes
se analizaron mediante modelos generalizados lineales, para tratar de establecer las
condiciones ambientales que modulan las variaciones en el porcentaje de remocion de PT, NT,

N-NH;zy DBOs.
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Finalmente, se analizé la relacidn entre las concentraciones de nutrientes y las variables
ambientales (SDT, ORP, pH, DO, Temperatura) a distintas profundidades mediante analisis de

correlacion.

Resultados

La tasa de carga hidraulica (HLR) promedio en los mesocosmos fue de 193,5 (x98,0) L m"
2d™. En los Controles fue de 153,81 (¥52,47) Lm2d™, en T. latifolia de 177,81 (x67,11) Lm?2d"”",
en S. californicus de 206,49 (x99,9) L m2d™, en P. australis de 208,27 (+115,78) Lm?d”, en S.
giganteus de 208,83 (x108,6) Lm2d"'yenZ. bonariensis de 212,98 (+114,68) Lm=2d™".

Las concentraciones medias de nutrientes en elingreso a los mesocosmos durante todo
el experimento (digestor anaerdbico (C;) fue de 23,37 (¥14,82) mg L' de N-NH; 3,63 (¥4,71) mg L
'de N-NO,+ N-NOg, 33,41 (¥14,21) mg L' de NT, 5,22 (+3,0) mg L' de PRS, 6,24(+3,34) mg L' de
PTy 70,17 (+55,09) mg L' de DBO:s.

En la Figura 3.3 se pueden observar las variaciones de la temperatura, el pH, elLOD y SDT
en los mesocosmos con plantas con ambos tipos de sustrato durante el experimento, y en la
Tabla Suplementaria 3.2 se muestran los resultados del analisis estadistico comparando los
sustratos, plantas y fechas de muestreo. Puede observarse que tanto la temperatura, el pH, la
concentracion de SDT y el oxigeno disuelto fueron significativamente distintos entre las fechas
de muestreo, y que ademas los ultimos tres parametros mencionados también fueron distintos

entre plantas.

La temperatura varié de manera similar en todos los mesocosmos, entre un minimo de

6,7 eninviernoy un maximo de 18,3°C en verano.

El pH promedio disminuyd desde el verano hacia el otofio, para aumentar en primavera.

Varié de manera similar en todos los mesocosmos entre un minimo de 6,6 y un maximo de 7,7.

El oxigeno disuelto varié entre la anoxia y un maximo de 14,9 mg L™, en los controles,

mientras que en el resto de los mesocosmos fue similar, alcanzando un maximo de 9,9 mg L.

Los SDT variaron entre 552 y 1450 mg L, siendo mayores en otofio para disminuir en

primaveray similares en todos los mesocosmos.
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Figura 3.3. Variaciones promedio (+DS) de temperatura, OD, pH y SDT en los distintos tratamientos a lo largo del

experimento.

Las concentraciones promedio de nutrientes en los mesocosmos con plantas fueron

menores que en los controles. Los valores promedio y desvios de las concentraciones de

nutrientes en los tratamientos se pueden ver en la Tabla Suplementaria 1, y las variaciones de

las mismas en el tiempo, en las Figuras Suplementarias 2 y 3. Las concentraciones de NT

fueron menores en los mesocosmos con plantas independientemente del tipo de planta o de

sustrato. La disminucién del resto de los nutrientes dependié del tipo de planta y del tipo de

sustrato (Figura 3.4 y Tabla suplementaria 3.1).
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Las concentraciones promedio de PRS y PT se redujeron significativamente en los
mesocosmos de conchilla plantados con S. giganteus y algo menos en los plantados con T.
latifolia. En los mesocosmos de LECA, en cambio, los plantados con Z. bonariensis alcanzaron

la reduccion mas significativa, seguidos por los de S. giganteus.

Para el N-NHzy el NT las reducciones mas significativas se alcanzaron con S. giganteus
y con S. californicus en conchilla, y con Z. bonariensis, seguidas por S. giganteus, P. australis'y

S, californicus en LECA.

Las concentraciones de DBOs fueron reducidas significativamente por S. californicus en

conchillay por Z. bonariensis en LECA, seguidas en ambos casos por S. giganteus.

Enfocando la comparaciéon en los sustratos, los mesocosmos de conchilla con S.
giganteus alcanzaron las concentraciones promedio mas bajas de PRS (1,24 mg P L") y PT (1,56
mg P L), mientras que con S. californicus se alcanzaron los valores promedio mas bajos de
DBO5 (8,54 mg L"). En los mesocosmos de LECA, en cambio, se obtuvieron las concentraciones

mas bajas de N-NH; (0,75 mg N L")y NT (4,57 mg N L") con Z. bonariensis.

En el recorrido ascendente a través de los mesocosmos, el agua aumenté su
temperatura, concentracién de OD, pH y ORP en ambos sustratos y con todos los tratamientos

(Figura 3.5).

Los mayores cambios de temperatura, pH y OD se observaron en el segmento mas
superficial de los mesocosmos (entre profundidades 0y 10 cm), mientras que el ORP aumenté

gradualmente entre todos los segmentos.
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Figura 3.4. Diagramas de cajas (box plots) de las concentraciones de nutrientes (PRS, PT, N-NO2+N-NO3s", N-NHz, NT)
y DBOs en las distintas combinaciones de plantas y sustratos (Conchilla, LECA) durante todo el experimento.

En los perfiles de temperatura representados en la Figura 3.5 se observa un aumento

abrupto de temperatura en el agua libre entre la superficie del sustrato hasta el orificio de salida.

El agua intersticial mantuvo un perfil mas frio y constante, aunque con diferencias entre

especies que no se repitieron entre sustratos.
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Algo similar se observa en los perfiles de oxigeno disuelto, con un aumento abrupto en el
agua superficial cuyos maximos fueron obtenidos en los mesocosmos control de ambos
sustratos. En ellos se observé el maximo crecimiento de algas que no se produjo en los
mesocosmos vegetados con un grado variable de sombreado. Dentro del sustrato, tanto en
conchilla como en LECA, el oxigeno disuelto aumenta ligeramente desde el fondo hacia la

superficie.

También el pH exhibe un aumento abrupto en el agua libre superficial con valores mas
altos en los controles de ambos sustratos, del mismo modo que el oxigeno disuelto. Dentro del
sustrato, en cambio, el pH disminuye desde el fondo hacia la superficie en todos los
mesocosmos vegetados, a diferencia de los controles. Este efecto es mas pronunciado con S.

giganteus en conchillay, mas aun, con Z. bonariensis en LECA.

Por ultimo, los perfiles de ORP exhiben valores crecientes desde el fondo hasta el agua
superficial en todos los mesocosmos. La pendiente es mas pronunciada con conchilla,
alcanzando valores mas altos en el agua superficial. Con LECA, los valores se mantienen mas

bajos en elrellenoy en el agua superficial.

De manera similar, las formas oxidadas de nitrogeno (N-NO.+N-NOj) aumentaron
desde el fondo hacia la superficie, mientras que el amonio disminuyd (Figura 3.6). Los cambios
mas evidentes de las formas nitrogenadas oxidadas se registraron en el segmento mas
superficial (0-10 cm), mientras que tanto el amonio como el PRS disminuyeron gradualmente a

lo largo del recorrido por el mesocosmos.

En la Figura 3.6 se observan los perfiles de nitrogeno y fésforo. Para el nitrogeno
amoniacal, se observa en todos los tratamientos una disminucién progresiva de la
concentraciéon desde el fondo hacia la superficie, que se hace mas pronunciada en el agua
superficial. En mesocosmos de LECA con Z. bonariensis la disminucién es notable en todo el

perfil. También es notable que el efecto no se verifique con la misma especie en conchilla.

Las concentraciones promedio de nitritos mas nitratos se mantuvieron bajas dentro del
sustrato y exhibieron un aumento abrupto en el agua superficial en todos los tratamientos, con

los valores mas altos en los controles y con S. californicus en conchilla.

Para el fésforo reactivo soluble los perfiles resultaron decrecientes desde el fondo hacia
la superficie. Los mesocosmos vegetados exhibieron concentraciones promedio ligeramente
mas bajas que los controles, con un efecto mas pronunciado en conchilla con S. giganteusy en

LECA con Z. bonariensis.
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todo el experimento.
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Figura 3.6. Nutrientes (NO2+NOs", N-NHs, PRS) en los mesocosmos con relacién a su profundidad, valores promedio

durante todo el experimento.

Las tasas de remocién de DBOs, N-NHz; NT y PT fueron mas altas en todos los

tratamientos con plantas que en los controles. Ademas, por tratamiento, las tasas fueron

mayores en conchilla que en LECA, con la notable excepcidon de Z. bonariensis cuyo rendimiento

siempre fue superior en LECA (Tabla 3.1).

Las tasas mas altas de remocion de PT y DBOs se alcanzaron con S. giganteus y S.

californicus en conchilla mientras que las mayores tasas de remocién de N-NH; y NT se
obtuvieron conZ. bonariensis en LECA. Expresadas como porcentaje de la carga de ingreso, esas
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tasas de remocion representan para PT el 85,8 % (S. giganteus) y 85,3 % (S. californicus), para
DBOs el 96,0 % (S. californicus) y 93,1 % (S. giganteus), y para el N-NH;y NT, 98,2 % y 92,6 %,
respectivamente (Z. bonariensis). Aunque un poco mas bajos, los porcentajes de remocion en
conchilla con S. californicus y S. giganteus se mantuvieron elevados, con valores de 94,8 % y
93,1 % para N-NH;y de 89,5 %y 88,8 % para NT, respectivamente (Figura 3.7).

Control P. australis S. californicus S. giganteus T. latifolia Z. bonariensis
PT TC 0,91 1,04 1,22 1,13 1,05 1,15
(£0,56)  (x0,71) (+0,62) (x0,71) (+0,65) (x0,72)
gPm2d’ TR 0,33 0,75 1,04 0,97 0,73 0,81
(£0,36)  (x0,74) (+0,61) (+0,65) (+0,59) (+0,61)
% 36,3 72,1 85,2 85,8 69,5 70,4
DBOs TC 10,59 10,82 11,05 13,32 13,24 11,49
(£8,96)  (¥7,27) (+8,07) (£11,39) (+8,52) (£8,13)
gDBO m2d-’ TR 6,87 9,2 10,61 12,4 9,65 8,49
(%8,4) (=8,15) (£7,9) (+10,64) (+6,73) (+10,28)
% 64,9 85,0 96,0 93,1 72,9 73,9
N-NH; TC 3,56 3,95 4,62 4,17 3,98 4,47
(£2,51)  (*¥2,73) (£2,74) (£2,81) (+2,57) (£3,11)
gN-NHzm?d"' TR 1,82 3,38 4,38 3,88 2,87 3,45
(£1,63)  (*¥2,96) (+2,63) (+2,58) (+2,15) (+2,87)
% 51,1 85,6 94,8 93,0 72,1 77,2
3 NT TC 4,89 5,63 6,38 6,05 5,84 6,27
5 (£2,77)  (%3,35) (=3,18) (%3,44) (£2,9) (=3,67)
g gNm2d’ TR 1,95 4,58 5,71 5,37 4,15 4,45
o (+1,65)  (£3,71) (=3,02) (3,09) (+2,64) (£3,2)
% 39,9 81,3 89,5 88,8 71,1 71,0
PT TC 0,86 1,07 1,04 1,04 0,98 1,15
(x0,5) (=0,66) (+0,57) (+0,63) (=0,54) (+0,66)
gPm2d? TR -0,01 0,5 0,53 0,63 0,38 0,85
(x0,26)  (+0,68) (=0,46) (+0,54) (+0,52) (+0,66)
% -1,2 46,7 51,0 60,6 38,8 73,9
DBO5 TC 8,79 10,65 7,72 10,1 9,15 11,28
(£7,79)  (£9,07) (5,75) (£7,82) (+5,78) (+9,66)
gDBO m?2d’ TR 3,63 7,87 5,3 8,14 4,91 10,31
(£8,78)  (*¥11,04) (x4,11) (£8,17) (+5,75) (£9,13)
% 41,3 73,9 68,7 80,6 53,7 91,4
N-NH; TC 3,12 4,23 4,08 4,1 3,82 4,49
(£1,95)  (x2,9) (x2,51) (*2,6) (+2,35) (+2,8)
gN-NHzm?d TR 1,16 3,61 3,36 3,47 2,45 4,41
(=1,66)  (£3,2) (=2,06) (£2,45) (x2,03) (x2,77)
% 37,2 85,3 82,4 84,6 64,1 98,2
NT TC 4,54 5,89 6,03 5,6 5,3 6,19
< (£1,99)  (£3,46) (£3,21) (£8,13) (£2,57) (+3,38)
8 gNm=2d’ TR 1,48 4,76 4,66 4,34 3,23 5,73
- (£1,76)  (£3,91) (£2,56) (£2,72) (£2,16) (£3,35)
% 32,6 80,8 77,3 77,5 60,9 92,6

Tabla 3.1. Promedio (+DS) de las tasas de carga (TC) y de retencién (TR) por tratamiento, de DBOs, N-NHs, PTy NT, y el
porcentaje de remocion (%) en funcidn de la carga.
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La interaccion significativa entre Sustrato y Planta (F=3,671, p=0,02, n?=0,05) indica que

la remocion de PT depende del tipo de planta utilizada en combinacion con el tipo de sustrato

utilizado. El factor Planta tuvo la mayor influencia (F=9,860, p<0,01, n?=0,46) que el sustrato

(F=17,299, p<0,01, n?=0,16), sugiriendo que las especies vegetales utilizadas desempefian un

rolcrucialen los procesos de retenciény eliminacién de fésforo, mientras que el sustrato mostré

una contribucion mas moderada.
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Figura 3.7. Porcentajes de remocion de PT, NT, N-NHzy DBOS5 con las distintas plantas (P. australis, S. californicus, S.
giganteus, T. latifolia, Z. bonariensis) en comparacién contra los Controles en los dos tipos de sustrato usados
(Conchilla, LECA). La linea punteada gris separa la remocion (>0%) y liberacién (<0%) de nutrientes, y por encima de
cada tratamiento se indican las diferencias contra los controles (ns= no significativo; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001).
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Similar es el caso de la remocidn de NT, donde también hay una interaccion significativa
entre ambos factores (F=3,083, p=0,04, n?=0,04), con el factor Planta generando un efecto

grande (F=19,097, p < 0,01, n?=0,70), mientras que el sustrato no tuvo un efecto significativo.

Para la remocién de amoniaco, el factor Planta tuvo un efecto significativo, aunque con
un tamano del efecto moderado (F=2,843, p=0,04, n?>=0,34), mientras que para la remocion de

DBO5, tanto el tipo de sustrato como el de planta tuvieron un efecto bajo pero significativo.

Sustrato Planta Sustrato:Planta Muestreo
% Remocioén PT F 17,299 9,860 3,671 13,77
p <0,01 <0,01 0,02 0,40
n? 0,16 0,46 0,05 0,99
% Remocién NT F 0,256 19,097 3,083 1,346
p 0,61 <0,01 0,04 0,28
n?> 0,00 0,70 0,04 0,92
% Remocion N-NH; F 0,019 2,843 0,513 0,970
p 0,89 0,04 0,72 0,66
n?> 0,00 0,34 0,11 0,91
% Remociéon DBOs F 3,604 2,494 1,332 4,701
p 0,07 0,06 0,87 <0,01
n? 0,08 0,28 0,15 0,94

Tabla 3.2. Resultados del ANOVA-MR (F, p-valor y n?) para las remociones de PT, NT, N-NH3 y DBO5 con relacion al
sustrato, plantay dia.

A lo largo del experimento, el promedio de remocién de PT, NT, N-NH;y de DBOsvarié

dependiendo del tipo de sustrato y de planta (Figura 3.8).

En sustrato de LECA el porcentaje de remocion de PT decayé aproximadamente a partir del dia
558 (invierno) en todos los mesocosmos, para luego volver a aumentar hacia el final del

experimento en S. giganteus, P. australis y T. latifolia. Las remociones de NT y N-NH; se
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mantuvieron relativamente constantes en los mesocosmos con plantas y superiores a los
controles, los cuales decayeron en su efectividad desde el dia 558 en adelante. La remocién de
DBOs en LECA también fue superior en los mesocosmos con plantas en comparacién con los
controles durante todo el experimento, sufriendo una disminucion desde el dia 558 para luego

recuperar su efectividad.

En sustrato de conchilla el porcentaje de remocion promedio de todos los nutrientes, por
mas que oscilo en algunos casos, fue mas alto en los mesocosmos con plantas en comparacion

con los controles y se mantuvo positivo (>0%) por todo el experimento.
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Figura 3.8. Porcentaje de remocion promedio (lineas) de PT, NT, N-NHs y DBOs en los mesocosmos con Conchilla
(izquierda) y con LECA (derecha) a lo largo del tiempo de experimentacion. La linea punteada gris separa la remocion

(>0%) y liberacion (<0%).
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Los modelos lineales generalizados generados para vincular la remocion de los distintos
nutrientes (PT, NT, N-NH;y DBOs) con las variables fisicoquimicas promedio de los mesocosmos
(pH, OD, Temperatura, SDT, ORP), muestran que el vinculo entre las variables ambientales y los

nutrientes depende del tipo de nutriente y de planta utilizada (Tabla 3.3).

Las variables vinculadas a la remocién de PT en S. giganteus fueron elOD y el ORP, en P.
australis el pH y el ORP, y en los controles el pH y el ORP, mientras que en resto de los
mesocosmos no hubo relaciones significativas entre los nutrientes y las variables ambientales.
Las variables vinculadas a la remocion de NT en P. australis fueron el pH y el ORP, en Z
bonariensis el pH, y en S. californicus, el OD. En el resto de los mesocosmos no hubo relaciones
significativas entre los nutrientes y las variables ambientales. La remocién de N-NH;, en S.
giganteus se la vinculd al OD, en P. australis al pH y la temperatura, y en Z. bonariensis al pH,
mientras que en resto de los mesocosmos no hubo relaciones significativas entre los nutrientes
y las variables ambientales. Finalmente, el porcentaje de remocion de DBOs en los controles se
lo vinculé a las variaciones de pHy SDT, en S. giganteus a las variaciones de OD y en P. australis

alas de ORP.

En relacion a la profundidad, en los controles se encontraron mayores relaciones entre
las concentraciones de nutrientes y las variables ambientales (Figura Suplementaria 3.1).
Principalmente el amonio, el NTy el PRS estuvieron vinculados de manera significativa y positiva
alos SDT, mientras que en general factores como el pH, la temperaturay el OD se vincularon de

manera inversa a la concentracion de nutrientes.

En los mesocosmos con plantas, las correlaciones entre las variables ambientales y los
nutrientes en las distintas profundidades fueron mas escasas, aunque en general el pH tuvo una
relacion directa y positiva con N-NO>,+N-NOjz’, NT, PT (en P. australis), y el ORP una relacién

inversa con el PRS (en P. australis, S. giganteus, T. latifoliay Z. bonariensis).
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Variable dependiente Planta R? Variables significativas
% Remocion PT Control 0,37 pH + ORP
S. californicus 0,20 -—-
S. giganteus 0,48 OD+ ORP
P. australis 0,66 pH + ORP
T. latifolia 0,30 ---
Z. bonariensis 0,24 -
% Remociéon NT Control 0,35 ---
S. californicus 0,34 oD
S. giganteus 0,24 ---
P. australis 0,71 pH + ORP
T. latifolia 0,18 ---
Z. bonariensis 0,31 pH
% Remocion N-NH; Control 0,25 ---
S. californicus 0,13 -—-
S. giganteus 0,33 oD
P. australis 0,71 T+ pH
T. latifolia 0,33 ---
Z. bonariensis 0,38 pH
% Remocién DBO; Control 0,49 pH +SDT
S. californicus 0,36 -—-
S. giganteus 0,40 oD
P. australis 0,41 ORP
T. latifolia 0,20 ---
Z. bonariensis 0,17 ---

Tabla 3.3. Resumen de los resultados obtenidos para los modelos lineales generalizados vinculando los porcentajes
de remocion de los distintos nutrientes (PT, NT, N-NHs; y DBOs) con las variables fisicoquimicas promedio de los
mesocosmos (pH, OD, Temperatura, SDT, ORP).
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Discusioén
La carga hidraulica promedio aplicada a los tratamientos (193,5 98,0 L m™ d') superd
los 80 L d' recomendados (hasta 120 L d' para el tratamiento terciario) por la norma alemana
DWA-A-262, y se registrod cierta variacion dentro y entre tratamientos. La carga organica aplicada
(10,6 g DBO m2d™), otro parametro clave en el disefio de humedales verticales, se mantuvo un
poco por debajo (la mitad aprox.) del limite maximo de 20 g DQO m2 d”', recomendado para
tratamiento secundario (Austrian Standards International, 2009; Deutsche Vereinigung flr
Wasserwirtschaft, Abwasser und Abfall, 2017). Si se compara con la carga organica remanente
que se espera en un efluente secundario (aprox. un quinto) la carga organica aplicada resultd
mayor que la prevista con el objetivo de evaluar la capacidad de eliminacién de nutrientes en

una etapa de tratamiento terciario.

Los resultados estadisticos indicaron que la remocién de fosforo fue afectada por las
plantas, luego por el sustratoy, finalmente, por una moderada interaccién entre ambos factores.
En un trabajo de revisidn sobre la importancia de la eleccion de la especie vegetal en humedales
construidos, se concluye que cuando existen diferencias en la eliminacién de nutrientes entre
las especies de plantas, estas diferencias parecen involucrar mas a menudo la eliminacién de
nitrogeno (especialmente el nitrato), menos a los sélidos y ala materia organica, y sin tendencias
claras para el fosforo (Brisson and Chazarenc, 2009). Otro trabajo que revis6 los factores que
afectan la remocién de P en humedales verticales, comparoé el rendimiento de remocion entre
distintas especies de plantasy tampoco encontré diferencias concluyentes (Verma et al., 2022).
Nuestros resultados evidencian no solo el efecto de las plantas en laremocion de P sino también

las diferencias de rendimiento entre especiesy su interacciéon con el sustrato utilizado.

El efecto del sustrato, por su parte, indica una ventaja de conchilla sobre LECA en la
remocién de fésforo, aun en los controles sin plantas. Sin embargo, los modelos lineales
generalizados no permitieron vincular el rendimiento de las especies mas eficientes con alguna

variable fisicoquimica especifica.

Los perfiles de pH exhibieron una clara disminuciéon en profundidad, aumentando luego
hacia la superficie en todos los mesocosmos plantados, pero mas intensamente con S.
giganteus en conchilla como con Z. bonariensis en LECA. Esa acidificaciéon podria favorecer la
movilizacién de iones (Ca, Mg, Fe) que luego precipiten al cambiar las condiciones en el tramo

mas superficial del gradiente.
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En los perfiles de ORP, aunque de modo mas tenue, las mismas especies se ubican algo

desplazadas del resto, en este caso hacia valores mas altos.

Es interesante advertir que el agua dentro del sustrato atraviesa estos gradientes

rizosféricos que estan determinados por rasgos funcionales de las especies vegetales.

Respecto del nitrégeno, los resultados revelaron una incidencia significativa del factor
tratamiento sobre la remocién N-NHz, mas fuerte aldn sobre la remocion de NT con moderado
efecto de interaccion, y sin efecto de sustrato. Tanto la provisidon del oxigeno necesario para
oxidar el nitrogeno amoniacal como la materia organica necesaria para reducir el nitrégeno de
las formas oxidadas dependen en buena medida de la participacién de las plantas y el efecto de

las distintas especies se evidencia variable.

Elrol de las plantas en el suministro de oxigeno referido a la eliminacién de amoniaco es
motivo de discusidn en la literatura. Un lado de esta disputa esta representado por la idea de
que la transferencia fisica de oxigeno es insignificante y que la oxigenacién de la planta es
responsable de la totalidad de la oxidacion del amoniaco. La extension légica de este punto de
vista es que cuantas mas raices, mas transferencia de oxigeno (Kadlec and Wallace, 2009). En
un trabajo de revisién se compararon las contribuciones de los tres canales de suministro de
oxigeno, esto es, el ingreso con el agua a tratar (influente), el que liberan las plantas mediante la
pérdida radial de oxigeno (ROL) de las raices y el que se transfiere desde la atmdsfera (AR,
“atmospheric reaeration”). Los resultados indicaron que la AR desempefid un papel importante
en el suministro de oxigeno. Por otro lado, la tasa maxima de contribucién de oxigeno por AR en
humedales construidos con flujo vertical subsuperficial también fue significativamente mayor
que la del oxigeno influente y la de ROL, mientras que las tasas maximas de ROL fueron mas
altas que las tasas de AR en humedales construidos con flujo superficial y con flujo horizontal
subsuperficial. Concluyeron que el oxigeno aportado por ROL debe enfatizarse en estas
circunstancias (Liu et al.,, 2016). En la Figura 3.6 se observa una reduccidon gradual de la
concentracion de N-NHzen todo el perfil, aln en los controles. En estos ultimos, el suministro
de oxigeno por ROL esta ausente, por lo que la reduccidn en la concentracidon podria explicarse
por el aporte de AR o por adsorcién al sustrato. El evidente desplazamiento de los perfiles de
todas las especies vegetales en ambos sustratos hacia concentraciones mas bajas refleja el
aporte de ROL, cuyo efecto més notable se observa con Z. bonariensis en LECA. La disminucion
abrupta de la concentracion de N-NH; a nivel superficial en todos los mesocosmos incluyendo
alos controles, coincide con elaumento de oxigeno disuelto disponible y de las concentraciones

de nitrégeno oxidado y representa el aporte de la nitrificacién en esa capa de agua libre vy,
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probablemente, de oxigeno disuelto hacia el sustrato. La acidificacion observada en su perfil de
pH vy en el perfil de S. giganteum en conchilla podrian considerarse otro indicio de nitrificacion

sostenida por ROL.

La fuerte incidencia del tratamiento con plantas sobre la remocién de NT implica el
acoplamiento de la oxidacion de nitrégeno con posterior reduccion a nitrégeno molecular. Los
exudados de raiz son potencialmente importantes como fuente de C organico para la
desnitrificacion en humedales de flujo subsuperficial, particularmente en sistemas que reciben
agua rica en nitrato con bajo contenido de DBOs. Los exudados y los microorganismos varian
significativamente entre las especies de plantas y las estaciones (Wu et al., 2017; Zhai et al.,
2013). Los resultados revelaron que la eficiencia de remocién de NT estuvo asociada a la
remocién de amoniaco sin acumulacién de productos de la nitrificacién. Si bien los perfiles de
ORP mostraron un claro gradiente en profundidad estos no representan necesariamente lo que
sucede a escalas menores. La difusidn de oxigeno por ROL a un entorno reductor produce
microgradientes que favorecen los procesos microbianos de oxidacion (de amoniaco) acoplada

alareduccion (desnitrificacién, anammox, etc).

En la remocién de DBOs no se observo efecto significativo de sustrato ni planta, pero si
delfactor tiempo (Tabla 3.2). Este efecto podria reflejar la variacion de temperatura a lo largo de
periodo experimental. Sin embargo, no se observd esta relacion en el analisis de modelos
lineales generalizados utilizados para detectar vinculos entre rendimientos y variables
experimentales (Tabla 3.3). A pesar de ello, las tasas de remocion en mesocosmos de conchilla,
tanto con controles como con vegetacion, fueron mas altas que sus contrapartes de LECA, con
la notable excepcién de Z. bonariensis cuyo rendimiento en LECA superd a los de conchilla. No
se han encontrado trabajos que den cuenta de esto. La investigacion enfocada en el rendimiento
de diferentes sustratos se ha centrado en la eliminacién de fésforo y, mas recientemente, de
nitrégeno. En general, el tamafo y no la composicién del sustrato es reconocida como variable
relevante para la remocion de materia organica. El efecto de las plantas y, mucho menos, de la
variaciéon especifica, no se encuentran suficientemente probados (Brisson and Chazarenc,

2009; Kadlec and Wallace, 2009; Saeed and Sun, 2012; Yang et al., 2018).

Los resultados revelaron que en mesocosmos maduros sometidos a alta carga
hidraulica y moderada carga orgénica, el tratamiento y, en menor medida el sustrato y la
interaccion entre ambos, afectaron la remocién de fésforo. En sustrato de conchilla, los
tratamientos rindieron mejores resultados y se alcanzaron las maximas eficiencias con S.

giganteus y S. californicus. La excepcion fue el tratamiento con Z. bonariensis, que alcanzd un
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rendimiento mayor en LECA. No se encontraron trabajos previos que demuestren el efecto de la
vegetacion, la variacidon especifica y su interaccidon con el sustrato sobre la eficiencia de
remocién de fésforo. La remociéon de amoniaco, en cambio, se vio afectada solo por el
tratamiento y las maximas eficiencias se alcanzaron con las mismas combinaciones de
tratamientos y sustratos que para el foésforo. Se encontraron fuertes indicios de que las
diferencias de rendimiento en la oxidacidn de amoniaco se pueden explicar por la provision
diferencial de oxigeno por ROL. La remocion de NT estuvo ligada a la oxidacién microbiolégica
de amoniaco que, bajo condiciones microaerdbicas, encuentra facilitado el acoplamiento con
procesos de reduccion del nitrégeno oxidado con eliminacion final de nitrégeno gaseoso.
Finalmente, la remocidon de DBOs, afectada mas por el factor tiempo que por sustrato y
tratamiento, alcanzé las maximas eficiencias con las mismas combinaciones de sustrato y

tratamiento y tampoco se encontraron en trabajos previos evidencia de ello.

Las especies endémicas S. giganteus y Z. bonariensis, junto a S. californicus de
distribucion americana, superaron a las especies cosmopolitas T. latifolia y P. australis,
ampliamente utilizadas en humedales construidos de todo el mundo, en los rendimientos de

remocion de DBOs, nitrégeno y fosforo.
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Figura suplementaria 1. Matriz de correlaciones entre las variables ambientales (SDT, ORP, pH, OD, T) y las concentraciones de nutrientes (N-NH4, NO2+NOs', NT, PT, PRS) en

relacién a la profundidad en los mesocosmos.
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Figura suplementaria 3.2. Variaciones en las concentraciones de nutrientes (N-NHz, N-NO2+ N-NOs', NT, PT, PRS) y
DBOS5 durante el experimento en los mesocosmos con sustrato de conchilla. Los valores son del punto de muestreo

de salida (superficie).
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Variable Control P. australis S. californicus S. giganteus T. latifolia Z. bonariensis
PRS 3,26 2,16 1,91 1,24 1,72 1,84
mgL’
(£1,73) (£2,05) (£1,94) (£1,13) (£1,39) (+1,85)
PT 41 2,7 2,35 1,56 2 2,59
mgL’
(x2,1) (£2,51) (x2,35) (x1,37) (¢1,53) (£2,19)
N-NH; 11,88 5,96 2,5 2,1 7,38 7,48
< mglL?
o (£9,13) (+7,85) (£3,87) (£2,03) (£7,9) (+8,74)
I
% N-NO,+N-NO; 4,44 2,55 2,85 2,62 2,22 2,04
(o] -1
(£3,19) (£3,16) (+4,51) (£3,14) (+2,82) (+2,16)
NT 20,03 10,36 7,9 6,95 11,41 12,94
mg L’
(x10,71)  (%£10,72) (£7,86) (£5,62) (+9,35) (=10,41)
DBOs 23,77 15,62 8,54 10,45 23,67 22
mgL’
(17,51)  (¢18,27) (£14,32) (£14,25) (17,25) (+23,54)
PRS 4,44 3,35 3,13 2,72 3,13 1,73
mgL’
(£2,07) (£2,42) (£2,26) (£2,14) (x2,18) (+1,36)
PT 5,6 4,42 4,24 3,49 3,94 3,05
mgL’
(x2,73)  (£3,2) (£2,84) (£2,71) (£2,79) (£1,93)
N-NH; 12,5 5,21 5,4 5,66 8,27 0,75
-1
< mgL (£7,24) (+8,43) (6,72) (£7,71) (£9,11) (£1,07)
6]
Y N-NO,+N-NO; 3,52 2,95 3,22 2,28 1,8 1,11
-1
mg L (£2,19) (x4,41) (£3,68) (£2,48) (x2,14) (+1,82)
NT 19,65 10,58 10,52 10,3 12,79 4,57
mgL’
(+8,4) (£12,52) (£9,41) (£9,07) (+10,93) (£3,62)
DBOs 32,08 24,5 23,5 17,57 28,38 11,47
mgL’
(x17,99) (£26,2) (£27,01) (£19,41) (£29,14) (x12,68)

Tabla suplementaria 3.1. Concentraciones de nutrientes (N-NHs, N-NO2+ N-NOs", NT, PT, PRS) y DBO5 promedio
(xDS) en los tratamientos. Los valores son del punto de muestreo de salida (superficie).
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Tiempo (T) Planta (P) Sustrato (S) T*P TS P*S T*P*S
14.50 4.20 7.33 0.53 0.95 0.52 0.18
<0.01* <0.01* <0.01* 0.98 0.52 0.76 0.99
0.57 0.04 0.01 0.10 0.04 0.00 0.00
41.03 24.19 60.94 3.88 3.92 4.81 1.78
<0.01* <0.01* <0.01* <0.01* <0.01* <0.01* 0.06
0.96 0.67 0.51 0.86 0.59 0.29 0.34
4.19 2.15 0.10 0.75 0.59 2.36 0.97
<0.01* 0.06 0.74 0.95 0.93 0.04* 0.49
0.27 0.02 0.00 0.14 0.02 0.02 0.03
12.56 9.20 2.94 0.77 0.74 1.38 0.42
<0.01* <0.01* 0.08 0.93 0.79 0.23 0.97
0.53 0.09 0.00 0.14 0.03 0.01 0.01
30.25 47.03 0.69 6.01 3.39 5.87 1.52
<0.01* <0.01* 0.41 <0.01* <0.01* <0.01* 0.01
0.95 0.80 0.01 0.90 0.56 0.33 0.30
394.55 0.60 0.16 0.60 0.47 0.81 1.20
<0.01* 0.69 0.68 0.99 0.96 0.53 0.30
0.97 0.00 0.00 0.10 0.02 0.01 0.01
6.12 6.93 3.65 0.49 0.46 0.13 0.21
<0.01* <0.01* 0.06 1.00 0.97 0.98 0.95
0.35 0.01 0.00 0.09 0.02 0.00 0.00
22.95 7.34 2.77 0.88 1.30 1.90 0.04
<0.01* <0.01* 0.09 0.68 0.22 0.11 0.83
0.66 0.11 0.01 0.12 0.04 0.02 0.00
1.99 2.89 0.18 1.32 0.32 0.01 0.05
<0.01* <0.01* 0.66 0.05 0.99 1.00 0.99
0.18 0.04 0.00 0.24 0.01 0.00 0.00

Tabla suplementaria 3.2. Resultados para el RM-ANOVA de cada variable durante el experimento, indicando el F de

Fisher, los valores de p corregidos por Bonferroni y los valores de n® generalizados. Los resultados significativos

(p<0.05) se muestran en negrita con un asterisco (*).
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CAPITULO 4

SISTEMA DE HUMEDALES HIBRIDO EN UNA ESCUELA
RURAL

Introduccidén y objetivos

Las tecnologias de tratamiento de aguas residuales con humedales construidos se
desarrollarony expandieron en numerosos paises durante las ultimas décadasy se inscriben en
la categoria de los llamados tratamientos extensivos. Estos ocupan, por definicion, mas
superficie que las tecnologias convencionales clasicas desarrolladas para grandes
conglomerados urbanos. No obstante, un reciente estudio de caso en Beijing encontrd, mas alla
de la creencia convencional, que el uso total de tierra (incluyendo el uso indirecto) requerido
para el tratamiento por unidad de aguas residuales es menor para un CW que para un sistema
convencional centralizado (Fan et al. 2021). Ademas, los costos de inversidon de los procesos
extensivos son generalmente inferiores y las tareas de operacion y mantenimiento son mas
sencillas, mas flexibles y mas econdmicas en cuanto a consumo de energia, insumos y
reparaciones de equipamiento. Estas técnicas necesitan menos personal con menor
capacitacion que las técnicas intensivas. Son recomendados para nucleos urbanos que no
superen algunos miles de habitantes (Comisién Europea et al. 2001). Su utilizacidon permite
alcanzar una solucidén descentralizada y sustentable para diversas situaciones como viviendas
individuales o establecimientos de ocupaciéon temporaria o de baja poblacién como campings,
escuelas y hosterias, ubicados en zonas rurales o periféricas a los centros urbanos. También
son aplicables en pequefios pueblos y barrios periféricos de las ciudades, aislados de las redes
cloacales por distancia o cuestiones topograficas, donde la cantidad de personas servidas no
es suficiente para justificar o afrontar los costos de instalacién de servicios de tratamiento
convencionales que se puedan financiar o solventar con el abono de una tasa por servicio. En
estos lugares, suele utilizarse el pozo absorbente como sistema de tratamientoy disposicién del
agua servida, o también el pozo negro, esto es, su versién sin el tratamiento previo en una
camara séptica. Esta opcidon no representa en realidad un sistema de tratamiento y su uso
resulta a menudo en costos periédicos para el vaciado del pozo y en la contaminacién de las

aguas subterraneas, que en muchos casos es la fuente de provisién de agua del lugar.
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El objetivo de este trabajo fue evaluar el rendimiento de un sistema de humedales
construidos disefiado para el tratamiento secundario de las aguas residuales, con énfasis en la
remocion de fésforo y nitrogeno, en una situacion real de pequefa escala, la escuela rural EGB

N° 11 de la localidad de Hudson (Berazategui).

Materiales y métodos

La escuela EGB N°11 (-34.805837, -58.128885) contd con una poblacién aproximada de
70 alumnos y 10 docentes y personal auxiliar, con un régimen de jornada extendida que

contemplaba la provisién del almuerzo a docentes y alumnos.

Para el disefio de la planta se utilizaron los criterios bibliograficos disponibles junto a
innovaciones derivadas de los resultados obtenidos de trabajos experimentales previos (Di

Giorgi, Rep, y Marifielarena 2009).

El disefio de la planta incluyé (Figura 4.1) una cdmara séptica de 12 m® de capacidad y 4
dias de tiempo de residencia hidraulica que recibia todas las corrientes de aguas servidas
(bafos, cocina, lavado de pisos, etc.). Su efluente se repartia en dos cubetas de humedales de
3 mx5m (area 15 m?) y 1,5 m de profundidad, impermeabilizadas con doble lamina de
polietileno de 500 um, rellenas con conchilla lavada. Para asegurar un reparto equitativo se
instald, en el extremo del cafno de entrada a cada humedal, un codo a 90° cuyo giro permitio
regular el caudal. Los humedales se disefaron con un esquema de flujo vertical ascendente. El
ingreso del agua fue por un cano vertical que la conducia a otro cafio cribado apoyado en el
fondo, en sentido longitudinal, por donde el agua a tratar difundia a través del medio poroso. En
una cubeta (HAL) con 70 cm de espesor de sustrato, el agua atravesaba el sustrato para luego
fluir en una capa de 40 cm de agua libre hasta alcanzar la salida a 110 cm sobre el fondo. En la
otra (HSS), con 120 cm de espesor de sustrato, el agua hacia el mismo recorrido, pero no
afloraba porque antes salia por un cafo cribado incluido en los 10 cm superficiales del sustrato.
En ambas cubetas se plantaron ejemplares de espadafa (Zizaniopsis bonariensis). La salida del
agua de los humedales descargaba en una laguna de pulido (drea 18 m?; profundidad 1 m),
donde atravesaba un lecho de conchilla vegetado para descargar finalmente en el cauce del

arroyo Baldovinos.
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Figura 4.1. Esquema de la planta ecotecnoldgica de la EGB11 en vista de planta (arriba) y corte longitudinal (abajo).
Las muestras fueron colectadas a la salida de los humedales de flujo ascendente subsuperficial (HSS) y superficial

(HAL) y en el vuelco de la laguna de pulido (LP).
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Figura 4.2. Fotografias de los humedales verticales ascendentes superficial (dere;cha) y sub-su-perficial (izquierda) y
de la laguna de pulido (abajo)

Entre el 2/10/2009y el 15/11/2011 se tomaron muestras de agua en 18 oportunidades,
en cuatro puntos del sistema de tratamiento: salida de la camara séptica (CS), salida del

humedal subsuperficial (HSS), salida del humedal con agua libre (HAL) y salida de la laguna de

pulido (LP).
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La escuela contaba con una provisidon de agua subterranea a través de una perforacion
al acuifero Puelche. Una bomba sumergible elevaba el agua hasta un tanque que abastecia a
toda la escuela. El caudal diario de aguas residuales que recibia el sistema de tratamiento se
estimad a partir de: a) la medicidén in situ del caudal de envio de la bomba; b) el registro del tiempo
de funcionamiento de la bomba mediante instalacién de un horémetro, y c) la medicion del

caudal de vertido en cada muestreo.

Con el caudal de envio de la bombay el registro del tiempo de funcionamiento diario se
calculd el consumo de agua diario de la escuela, para luego calcular las tasas de retencion de
nutrientes. Las mediciones del caudal de vertido al final de la planta fueron tomadas después
del mediodia, dentro de la franja horaria de mayor caudal debido al aporte de la cocina, para

representar el caudal punta.

Durante el periodo de experimentacion, (2/10/2009 - 15/11/2011), se tomaron muestras
de agua en 18 oportunidades, en cuatro puntos del sistema de tratamiento: salida de la camara
séptica (CS), salida del humedal subsuperficial (HSS), salida del humedal con agua libre (HAL) y
salida de la laguna de pulido (LP).

En cada fecha de muestreo se midieron in situ la temperatura, el pH, la conductividad
eléctrica y el oxigeno disuelto utilizando los materiales y siguiendo los métodos descritos en el
capitulo 2. Se colectaron muestras para analisis de carga organica, nutrientes y bacterias
indicadoras de contaminacion fecal.

En el laboratorio se determinaron los sélidos suspendidos totales (SST) por filtraciéon por
filtro de fibra de vidrio y gravimetria (SMWW 2540 D). Se estimo la carga organica como Demanda
Quimica de Oxigeno (DQO) por la técnica colorimétrica de reflujo cerrado (SMWW 5220 D), y
mediante el ensayo de Demanda bioquimica de oxigeno (DBO) en 5 dias (SMWW 5210 B)
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Del mismo modo se determinaron las concentraciones de amoniaco (N-NHz) por el
método de azul de indofenol (Solérzano, 1969; Pai et al., 2001), de nitratos (N-NO3) por el
método espectrofotométrico ultravioleta de segunda derivacion (SMWW 4500-NO3-C), de
nitritos (N-NOy) por diazotacién con sulfanilamida y de fosforo reactivo soluble (PRS) por el
meétodo del azul de molibdeno (Murphy y Riley 1962; Nagul etal. 2015). Para cuantificar el
nitrogeno total (NT) y el fésforo total (PT) se utilizé el método de oxidacidon simultanea con
persulfato (APHA, 2017; Crumpton et al., 1992) y determinacién posterior del NT como nitratoy

el PT como fosfato.

Las bacterias indicadoras de contaminacion fecal, se cuantificaron mediante la técnica
de fermentacion en tubos multiples estandar para coliformes totales y fecales (SMWW 9221 B,

CyE).

Se compararon las diferencias de concentraciones de materia organica y nutrientes
entre las salidas de los HSS, HAL y la LP en relacion a la entrada al sistema mediante Analisis de
la Varianza considerando los siguientes factores y niveles:

e Factor Sitio, con tres niveles llamados: HSS, HALy LP.

e Factor Tiempo, con 16 niveles indicando los dias desde que comenzd el
experimento: 0,42, 84, 112, 144, 165, 200, 228, 340, 354, 389, 417, 442,502, 529, 571
dias.

Para analizar la diferencia en la abundancia bacteriana entre la entrada a los humedales

y los sitios de muestreo, en el ANOVA se agregé el nivel ST. Los datos de abundancia bacteriana
fueron convertidos a logaritmo, y para ser coherente con la bibliografia cominmente utilizada
respecto a esta variable, se expresan los datos por su media geométrica y coeficiente
geomeétrico de variacién (CGV) en vez de promedio y desvio estandar, respectivamente.

Previamente a cada analisis, se revisaron los principios de normalidad mediante el test
de Cochrane, y de homogeneidad de varianzas mediante el test de Levene. Ademas, se calculd
n? generalizado para medir el tamafio del efecto de los factores.

Adicionalmente, se utilizaron modelos lineales generalizados para estudiar las
relaciones entre los porcentajes de retencion de NT, PT, DQO y N-NH; con las variables fisico-
quimicas (pH, conductividad y temperatura) para tratar de explicar las variaciones durante el
afo en laremocion de nutrientes. La normalidad de la distribucién de frecuencia de las variables
fue comprobada por el test de Shapiro-Wilks, y los modelos éptimos fueron seleccionados

mediante el criterio de informacién de Akaike (AIC).
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Las tasas de carga 'y de remocion de NT, PT, DBOs y N-NH;fueron calculados (Kadlecy
Wallace 2009)

C:
Tasa de carga (gm=2d~1) = qu !
C: — C
Tasa de remocion (gm=2d™1) = (QLLA+QOO)

Donde C;es la concentracion de entrada, C, la concentracién de salida, Q, el caudal de
entrada, Q, el caudal de salida y A el area del mesocosmos. Para LC, C; se calculé como el

promedio de las salidas de HALy HSS

Dado que las concentraciones de N-NO; y de N-NO, no pueden considerarse parte de
la entrada debido a su eliminacién previa al ingreso del agua a los mesocosmos, y que resultan
de procesos que ocurren dentro de los sistemas, las tasas de carga y remocion de estos

compuestos no se incluyen en los resultados
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Resultados

En base alregistro del hordmetro de la bomba se calculé un consumo promedio de agua
de 3,8m®d™. Para una poblacién de 80 personas, equivale a unos 47 L por personay por dia, muy
cercano al valor promedio de 42 L propuesto para escuelas en la bibliografia. El caudal
instantaneo de aguas residuales registrado durante el monitoreo fue muy variable, desde 0,06

hasta 2,70 m®h™", con un valor promedio de 0,18 m®h™".

La Tabla Suplementaria 4.1 relune los datos que permiten controlar si la estimacién de
caudalresultarazonable. Se comparan las concentraciones promedio de DBOs, TNy TP medidas
en la salida de la camara séptica con las concentraciones esperadas para el agua residual cruda
a partir del caudal, las cargas y una remocion implicita en la cdmara séptica (Tchobanoglous
etal. 2014). Concluimos que adoptar el valor de 42 L p” d (3,36 m® d") para los calculos de
remocion era razonable, lo que se traduce en una tasa de carga hidraulica de 0,112 m® m2 d™

para los humedales (HSSy HAL)y 0,187 m®m?d™ para la laguna (LP).

En la Figura 4.3 y en la Tabla Suplementaria 4.3 se pueden ver las concentraciones
promedio de DQO y de los distintos compuestos de nitrégeno y fédsforo en cada punto de
muestreo durante todo el monitoreo, y en la Figura Suplementaria 4.1 sus variaciones a lo largo
del tiempo de experimentacion. En CS, el promedio de DQO fue de 344,06 (= 156,08) mg L™,
mientras que en HSS se registré un valor de 82,06 (+ 27,81) mg L'y en HAL, el promedio alcanzé
63,94 (£ 25,09) mg L™". En LP, se registré el valor mas bajo, con 42,81 (+ 12,38) mg L. La
concentracion de DQO fue menor en la salida de LP que en la entrada (F=63,05; p<0,01; n?=0,79,

Tabla Suplementaria 4.4).

Los valores mas elevados de N-NH; se encontraron en CS, con un promedio de 41,22 (+
14,40) mg L™". En HSS, el valor medio fue de 36,45 (+ 11,00) mg L™", seguido por HAL con 30,35 (=
10,53) mg L™". Finalmente, en LP, el promedio fue de 28,35 (+ 8,41) mg L™", La concentracion de
N-NH;vario significativamente entre sitios de muestreo y en el tiempo (Tabla Suplementaria

4.4), siendo menores en HAL y LP que en los otros dos sitios.

El contenido de N-NO,™ + N-NO,™ vario entre los puntos de muestreo, siendo mayor en
LP con un promedio de 0,36 (+ 0,18) mg L™". En HAL, se obtuvo un valor medio de 0,23 (= 0,17)

mgL~", mientras que en HSS fue de 0,19 (£ 0,13) mg L™". ELmenor promedio se registré en CS con
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0,14 (+ 0,09) mg L™". La concentracién de N-NO,™ + N-NO," fue significativamente mayor en LP

con respecto a los puntos de muestreo dentro del humedaly de CS (Tabla Suplementaria 4.4).

Los valores mas elevados de NT se determinaron en CS, con un promedio de 54,06 (*
21,63) mg L™, HSS y HAL mostraron valores de 40,13 (+ 10,26) mg L™ y 33,93 (+ 13,53) mg L,
respectivamente. En LP, el promedio fue el menor, alcanzando 29,80 (= 8,87) mg L. La
concentracion de NT fue significativamente menor en los puntos dentro del humedal y en LP

comparados con CS (Tabla Suplementaria 4.4), y variaron a lo largo del tiempo.

El punto de muestreo con la mayor concentracion de PT fue CS, con un promedio de 4,06
(x1,42) mg L™". En HSS y HAL, los valores medios fueron de 3,05 (+ 0,73) mg L™ y 2,83 (+ 0,92)
mg L™, respectivamente. En LP, el promedio mas bajo fue de 2,52 (+ 0,67) mg L™". La
concentracion de PT fue significativamente menor en los puntos dentro del humedal y en LP

comparados con CS (Tabla Suplementaria 4.4).

Las concentraciones de PRS mostraron la menor variabilidad entre los puntos de
muestreo. En CS, se obtuvo el mayor promedio con 2,61 (+ 0,72) mg L, seguido de HSS con 2,41
(£ 0,55)mg L™". En HAL, elvalor medio fue de 2,23 (+ 0,69) mgL~", mientras que, en LP, se registré
2,28 (£ 0,43) mg L~". La concentracion de PRS no fue significativamente distinta entre los puntos

de muestreo y fue homogénea en el tiempo (Figura Suplementaria 4.1).
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Figura 4.3. Diagrama de cajas de las concentraciones de nutrientes (SRP, PT, N-NO2 + N-NOs", N-NHz, NT) y DQO en

los distintos puntos de muestreo del humedal artificial durante todo el experimento.
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En la Figura 4.4 se muestran las tasas de remocion de DQO, N-NH;, NTy PT (promedioy

SD) en los humedales (HSS y HAL) y en la laguna de pulido (LP) a lo largo del monitoreo.

La remocion de PT presenté la mayor tasaen HAL con 0,14 (+0,11) g m=>d~", seguida por
HSS con 0,12 (x0,1) g m~>d~", mientras que LP mostré el menor valor con 0,06 (0,07) gm=>d™".
Los porcentajes de remocion de PT fueron significativamente distintos entre los tres sitios
muestreados (F=18,83; p<0,01; n>=0.51), siendo mayores en HAL con 32,7 %, seguido de HSS

con 28,7 %, mientras que LP registré el menor valor con 9,2 % (Tabla 4.1)

HAL presenté la mayor tasa de remocién de DBOs con 24,27 (¥12,59) g m™ d~',
superando a HSS, que registré un valor de 22,19 (+12,82) g m~>d™", mientras que LP mostro la
menor tasa con 7,9 (¥3,72) g m=2 d”". Los porcentajes de remocion de DBOs fueron
significativamente distintos entre los tres sitios muestreados (F=58,23; p<0,01; n?=0,76), siendo
mayores en HAL con 80,0 %, seguido de HSS con 75,1 %, mientras que LP registr6 40,2 %. Para
la DQO, la Figura 4.4 revela un rendimiento similar en HAL y HSS (81,4 % y 76,1%

respectivamente) y significativamente menor para LP (41,4 %).

La mayor tasa de remocién de N-NHs;, se observé en HAL con 1,22 (¥1,25) g m~2d™",
seguida de LP con 0,94 (x0,84) g m~2>d™" y HSS con 0,53 (¥0,83) g m~ d™". Los porcentajes de
remocién de amonio no mostraron diferencias significativas (F=2,65; p=0,08; n?=0,12), siendo
mayores en HAL con un promedio de 26,4 %, seguido de LP con 13,4 %, mientras que HSS mostré

la menor eficiencia con 11,3 %.

HAL también registré la mayor tasa de remocién de NT con 2,22 (+1,66) gm™>d ™", seguido
de HSS con 1,49 (¢1,22) g m~2d~", mientras que LP presento el menor valor con 1,1 (+0,88) g m~2
d~". Aligual que los otros nutrientes, los porcentajes de remocion de NT fueron mayores en HAL
con 39,1 %, seguido de HSS con 27,0 %, mientras que LP alcanzé el menor valor con 13,9 %. Los
porcentajes de remocioén fueron significativamente distintos entre los tres sitios muestreados

(F=15,62; p=0,01; n*=0,46)
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HSS HAL LP
PT TC 0,46 (x0,15) 0,46 (x0,15) 0,55 (x0,13)
gPm2d’ TR 0,12 (x0,1) 0,14 (£0,11) 0,06 (x0,07)
% 28,7 32,7 9,2
DBOs TC 29,74 (x14,46) 29,74 (+14,46) 10,86 (+4,46)
gDBO5m2d" TR 22,19 (¢12,82) 24,27 (+12,59) 7,9 (£3,72)
% 75,1 80,0 40,2
N-NH; TC 4,62 (x1,61) 4,62 (x1,61) 6,23 (x1,91)
gN-NHzm2d" TR 0,53 (x0,83) 1,22 (+1,25) 0,94 (+0,84)
% 11,3 26,4 13,4
NT TC 6,01 (x2,11) 6,01 (x2,11) 6,93 (+1,93)
gNm2d’ TR 1,49 (£1,22) 2,22 (+1,66) 1,1 (20,88)
% 27,0 39,1 13,9

Tabla 4.1. Tasas de carga y de remocién en los tratamientos

porcentaje de remocién (%) en funcion de la carga.

con respecto a CS de DBOs, N-NHs, NT y PT, y el
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Figura 4.4. Porcentaje de remociéon de DQO, N-NHs, NTy PT en los tres sitios de muestreo en el humedal (HSS, HAL y

LP), calculado en referencia a lo que ingresa al humedal (CS).
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A pesar de las variaciones de los porcentajes de remocidon de PT, DQO, N-NHs;y NT
durante el experimento (Figura 4.5), no hubo diferencias en el tiempo dentro de cada sitio de

muestreo (Tabla 4.2), indicando que la remocion fue homogénea durante el afio.

Sitio Tiempo Sitio* Tiempo
% Remocion PT F 18,83 0,25 0,23
p <0,01 0,68 0,79
n? 0,51 0,00 0,01
% Remocion NT F 15,62 0,00 0,68
p <0,01 0,95 0,51
n? 0,46 0,00 0,03
% Remocion N-NH; F 2,65 0,83 1,73
p 0,08 0,36 0,19
n? 0,12 0,02 0,08
% Remocion DBOs F 58,23 0,04 0,23
p <0,01 0,83 0,79
n? 0,76 0,00 0,01

Tabla 4.2. Resultados del ANOVA-MR (F, p-valor y n2) para las remociones de PT, NT, N-NHsz y DBO5 con relacion al

sitio de muestreo (HSS, HAL, LP) y el tiempo (dia) de muestreo.
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Figura 4.5. Variaciones en la remocion de DQO, N-NHs, NTy PT en los tres sitios de muestreo en el humedal (HSS,
HALy LP) durante los 571 dias del periodo de estudio.
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La media geométrica de la densidad de coliformes fecales en CS fue de 1,33 x 10° MPN
100 mL™" (x 431% CGV), en HSS de 2,16 x 10° MPN 100 mL" (£ 191% CGV), en HAL de 1,06 x 10°
MPN 100 mL™ (x 374% CGV) y finalmente en LP de 1,27 x 10* MPN 100 mL™ (+ 533% CGV).

Los resultados estadisticos muestran disminucion significativa de coliformes fecales

(Figura 4.6) en los puntos de muestreo HAL y LP con respecto a ASV, y entre los tres puntos de

muestreo con respecto alingreso (CS).

.- - .
1e+07 1

1e+06 _

1e+051

Coliformes log10(MPNmL™)

1e+041

1e+031

Muestra Bl cs Bl Hss BE HaL B P

Figura 4.6. Densidad de bacterias coliformes fecales (NMP 100 mL™") en los tres sitios de muestreo en el humedal

(HSS, HAL y LP) con respecto a la entrada (CS). La escala del eje Y se muestra en log10.

Durante todo el experimento, y a pesar de la disminucién de la densidad de coliformes
fecales a través del tratamiento, los valores en el efluente final se mantuvieron por encima del

valor limite de vuelco de 2000 NMP mL™ (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Densidad de bacterias coliformes fecales (NMP mL™") en los tres sitios de muestreo en el humedal (HSS,

HAL y LP) con respecto a la entrada (CS) a lo largo del experimento. La linea punteada indica el limite legal para los

vuelcos.

Los valores promedio de las variables fisicoquimicas medidas in situ y sus desvios
estandar se muestran en la Tabla Suplementaria 4.3 y sus variaciones en el tiempo de

experimentacion en la Figura Suplementaria 4.2.

Los resultados de los modelos lineales generalizados mostraron que el pH estuvo
relacionado con las variaciones en el porcentaje de remocion de NT, PTy DQO, mientras que el
PT y el PRS se relacionaron con el porcentaje de remocion de DQO y de N-NH; (Tabla 4.3). El

ajuste de los mejores modelos para las cuatro variables fue moderado (0,4 > R?<0,7).
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Variable R? Variables significativas (p<0.05)
% remocion DQO 0,68 pH+COND+PRS+PT

% remocion N-NH; 0,51 PRS + PT

% remocion NT 0,47 pH

% remocioén PT 0,45 pH

Tabla 4.3. Resumen de resultados de los GLM vinculando los % de remocidn global de N, PTy DQO con las variables

fisico-quimicas medidas en el agua (Temperatura, pH, Conductividad, Turbidez) y su variacién en el tiempo (Fecha).
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Discusion

Los resultados demuestran que el sistema de tratamiento es capaz de remover los
contaminantes presentes en el agua residual con elevada eficacia respecto de la carga organica
y con una eficacia moderada para nitrégeno y fosforo. La remocion de coliformes fecales,
aunque significativa a lo largo del sistema de humedales, resulté insuficiente para alcanzar el

valor limite impuesto por la normativa local para descargas en aguas superficiales.

Las cargas hidraulicas aplicadas a humedales (112 L m™2 d”') resultaron elevadas, por
encima de los 20 a 40 L m™ d”' recomendados para humedales horizontales y los 80 L d™ para
humedales verticales (Dotro et al. 2017). Asimismo, la carga organica aplicada a los humedales
(29,7 £ 14,4 g DBO5 m?>d"; 38,5 = 17,4 g DQO m™ d™"), otro parametro clave de disefo, resulté
mas alta que el limite maximo (4 a 8 g DBO5 m~ d”") recomendado para tratamiento secundario
con humedales horizontales (Wallace y Knigth 2006) y (20 g DQO m2 d) verticales (Austrian
Standards International 2009; Deutsche Vereinigung fur Wasserwirtschaft, Abwasser und Abfall
2017). Ademas, la carga promedio aplicada a la laguna de pulido (10,8 = 4,4 g DBO5 m>d"; 13,6
+4,7gDQO m~d™") en realidad alcanzé el rango de tasa de carga superficial (10 a 35 g DBO5 m-

2d") correspondiente a una laguna facultativa (Von Sperling 2007).

No obstante, la concentracién de DQO disminuyé drasticamente, con el valor promedio
del vertido (LP) muy por debajo del limite de descarga de la normativa local (Tabla
Suplementaria 4.2). La concentracién promedio de DBOs del efluente tratado también se ubicdo
por debajo del limite de descarga, a partir de un elevado rendimiento de remocién sostenido

principalmente por las etapas HAL y HSS (Figura 4.4 y Tabla 4.1).

La comparacién con el ensayo de mesocosmos correspondiente al mismo sustratoy a
la misma especie de heldfita, presentado en el capitulo anterior, revela que la tasa de remocién
alcanzada (HAL = 80,0%) super¢ a la obtenida en el ensayo (73,9 %), a pesar de que la carga fue

tres veces mayor (29,74 g DBO5 m™>d™") que la del ensayo (8,49 g DBO5 m2d™).

En cambio, la remocién de nutrientes resulté mas limitada. La concentracién promedio
de N-NH; en LP (28,4 mg N L), el efluente tratado, superd el valor limite de 25 mg N L™
establecido por la normativa local. En la Figura 4.3 se observa que la concentracion promedio
de N-NHj; se redujo significativamente en HALy LP, no en HSS. Por otra parte, la tasa de remocién
(1,22 g N m?>d")y la eficiencia (26.4%) maximas, alcanzadas en HAL, resultaron més bajas que
las obtenidas en el ensayo de mesocosmos con la misma configuracioén (3,45 g N m->d" y77,2

%, respectivamente). Estas diferencias podrian explicarse por el suministro adicional de oxigeno
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disuelto provisto por fotosintesis en la capa de agua iluminada de HAL y LP, ausente en HSS, y
por la fuerte limitacion de oxigeno impuesta por la alta carga organica aplicada,

respectivamente.

La concentracién promedio de NT se redujo significativamente en todas las etapas de
tratamiento (Figura 4.3 y Tabla 4.2). Su concentracion promedio en LP fue ligeramente menor
que el limite para el vertido (Tabla Suplementaria 4.2). La tasa de remocidon fue mayor en HAL
que en HSS, y mas baja aun en LP, y sus diferencias significativas (Tabla 4.2). De modo similar
al N-NHg, la tasa de remocion (2,22 g N m~>d")y la eficiencia (39,1%) maximas resultaron mas
bajas que las obtenidas en el ensayo de mesocosmos con el mismo sustratoy la misma especie

de heldfita, 4,45g N m2d-’ y 71,0 %, respectivamente.

Respecto del P, la concentracion promedio de PT se redujo significativamente durante el
tratamiento (Figura 4.3 y Tabla 4.2) pero no alcanzé para cumplir con el limite para descarga
(Tabla Suplementaria 4.2). Las tasas alcanzadas, al igual que para el N, resultaron
sensiblemente menores (0,14 g P m-> d' y 32,7 %) que las obtenidas en el ensayo de
mesocosmos (0,81 g N m->d" y 70,4 %). Para el PRS, en cambio, no se registraron diferencias
significativas en las concentraciones promedio de cada etapa (Figura 3). La diferencia de
rendimiento respecto del PT podria deberse a la remocion (acrecion) de fésforo organico
particulado. En la Tabla Suplementaria 4.3 se registran las concentraciones promedio de
sélidos suspendidos totales (SST) en cada etapa. La CS alcanzé un valor de 59,42 mg L™ que se

redujo 69,3 % en HAL, y 63,4 % en HSS.

La reducciéon de coliformes fecales a lo largo del sistema también fue significativa,
alcanzando un 99.0% en el efluente tratado. Sin embargo, la media geométrica de la densidad
supero el limite permitido para el vertido (Tabla Suplementaria 4.2). La alta carga aplicada a LP
hizo que algunos de los mecanismos que explican la elevada remocidén de patdégenos en lagunas
de maduracidn no estuvieran presentes, entre ellos, el pH elevado (debido a la alta actividad
fotosintética) y alta concentracién de OD (ver Tabla suplementaria 4.3), que favorece a la
comunidad aerdbica, mas eficiente en la eliminacidn de coliformes, ademas de aumentar la tasa
de remocion debido a otros mecanismos, como la fotooxidacién. Los estanques de maduracion
deben alcanzar altas eficiencias de remocion de coliformes (E >99,9 o 99,99%), para que el
efluente pueda cumplir con la mayoria de los usos (Von Sperling 2007). No obstante, de acuerdo
a la normativa local, en descarga superficial, absorciéon por el suelo o vuelco a mar abierto, el
liguido residual tratado debe tener satisfecha la demanda de cloro (Autoridad del Agua PBA

2003). De tal modo, es de esperar que la reduccidn de la carga organica y la disminucién de la
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densidad microbiana faciliten el cumplimiento de estos requerimientos en una etapa posterior

de cloracioén, con un costo adicional.

Los resultados de los modelos lineales generalizados identificaron al pH como la
variable mas influyente sobre la remocidn de fésforo y nitrégeno. Ademas, las concentraciones
de PRS y TP-PRS fueron predictoras clave de la remocién de materia organica y nutrientes. La
temperatura tuvo un efecto menor, restringido al desempeno en la remocion de materia organica
(DQO). Estos hallazgos son consistentes con la literatura, que subraya el rol del pH y las
interacciones quimicas en la eficiencia de retencion de fésforo en sistemas de humedales. Por
otro lado, la variabilidad en el caudal no mostré un impacto estadisticamente significativo, lo
que indica que el sistema mantiene un desempeno estable y no es sensible a los cambios

abruptos de caudal.

Finalmente, queremos comentar algunos inconvenientes que encontramos y que
determinaron la finalizacion del monitoreo del sistema. Por un lado, las plantas fueron
fumigadas con glifosato por personal del municipio durante trabajos de desmalezamiento antes
delinicio del ciclo lectivo. Si bien la planta se encontraba cercada con alambradoy cerrada con
candado, no contaba con carteleria que advirtiera que se trataba de un sistema de tratamiento
de aguas residuales. Ademas, las cubetas fueron colonizadas por alamo plateado (Populus
alba), a partir de estolones provenientes de ejemplares cercanos a la planta. No sabemos si los
mismos perforaron la lamina de polietileno o si esta se encontraba deteriorada. Por ultimo, la
ejecucioén de obras de expansion edilicia hizo que la planta quedara muy proxima a aulas nuevas
y eso representé un problema porque la planta emitia olores, quizas por falta de prevision en la

conduccion de gases de la camara séptica.

Conclusiones y recomendaciones

De acuerdo con los resultados de la experiencia realizada en la EGB N°11, se han puesto
a disposicién las siguientes recomendaciones para otros disefios de plantas de tratamiento

basadas en humedales.

A pesar de haber recibido tasas de carga hidraulica y organica muy superiores a lo
recomendado, la remocién de materia organica se mantuvo muy alta. La calidad del efluente de
HAL y HSS permitiria disehar una etapa siguiente de humedales, preferentemente de flujo
vertical descendente, para asegurar la oxidacidon de N-NHs. Asi, es posible que se alcancen los
rendimientos de remocién de Ny P obtenidos en el ensayo con mesocosmos, tal como ocurrié

con la carga organica.
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Respecto de la primera etapa, la posibilidad de taponamiento (“clogging”) por
acumulacion de SST impone una revision. La figura suplementaria 4.2.E ilustra la retencidn en
los humedales HSS y HAL que implica la disminucidn de su concentracion. Si bien es de esperar
la degradacion anaerdbica de la fraccion biodegradable de esa material consideramos muy
conveniente interponer a los humedales de flujo ascendente algun sistema mejorado de
retencion de SST en la etapa de tratamiento primario y/o en los puntos de ingreso del agua a

tratar, que puedan vaciarse y/o reemplazarse en la medida en que se colmate su capacidad.

La remocidn de patdogenos en una laguna de maduracion seria factible a partir del
efluente de la segunda etapa, aplicando los criterios de disefio que favorecen el establecimiento

de los procesos responsables de esa remocion.

89



Material Suplementario

Capitulo 4
Sistema de humedales hibrido en una escuela rural

A [y B
a_
=] 4_
Ty
fma]
£
!_
0
F
100 200 300 400 571 0 100 200 300 400 571
Dia Dia
C D
2= 0751 R
| - &0
m oy °
E 5
o 0.50 =
il ()]
Q
= E
: T
= z
o (.25 I
0 =
-
|
=
0.00 1
100 200 300 400 571 0 100 200 300 400 571
Dia Dia
E F
500
% ]
400 2
— .
o~ 'T_J
] o 300
] |
o E
£ o
= (@]
E O 2001
m
O
1004 |
D_
100 200 300 400 571 0 100 200 300 400 571
Dia Dia

Muestra Bl cs B nss BE HaL I 1P

Figura Suplementaria 4.1. Variaciones en las concentraciones de nutrientes (N-NHs, N-NO2+ N-NOs", NT, PT, PRS) y

CDBOS5 durante el experimento en los mesocosmos en los tres sitios muestreados del sistema de humedales

construidos (HSS, HAL, LP) y en la cdmara séptica de entrada (CS).
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Figura Suplementaria 4.2. Variaciones en los parametros fisicoquimicos (Temperatura, Conductividad, OD, SSTy

[ W]

pH) durante el experimento en los mesocosmos en los tres sitios muestreados del sistema de humedales

construidos (HSS, HAL, LP) y en la cdmara séptica de entrada (CS).
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DBOs TN TP
Concentracién medida (CS) 306 60 4,6
mg L’
Caudal* 3,36 3,36 3,36
m3d pe™
Carga* 60 9 0,6
g.pe'd’
Proporcion** 0,33 0,33 0,33
Carga aplicada 1584 238 16
gd’
Concentracion esperada 471 71 4,7
mg L’
Remocion implicita (CS) 35 15 2

%

Tabla Suplementaria 4.1. Comparacién de concentraciones medidas y estimadas en base a caudales, cargas 'y

remociones esperadas (Tchobanoglous et al. 2014). *pe = persona-equivalente; ** proporcion de la carga diaria

aplicada a la escuela
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Parametro Unidades Limite para descargar a Monitoreo
conductos pluviales o .
Promedio (SD), n=16
cuerpo de agua
superficial

Coliformes fecales (*) NMP 100 mL™ 2000 1,27 x 10*
DBOs mg L’ 50 26,84 (£25,27)
DQO mg L 250 42,8 (£12,4)
Nitrégeno total (**) mg L’ 35 29,8 (+ 8,9)
Nitrégeno amoniacal (**) mg L’ 25 28,4 (= 8,4)
Fésforo total (**) mg L’ 1 2,52 (x0,67)

Tabla Suplementaria 4.2. Parametros de calidad de las descargas limite admisibles (ADA Res. 336/93) (*) Este
parametro sera controlado en descargas proximas a una zona de balneario. El valor indicado constituye el nivel
maximo admisible a una distancia de por lo menos de 500 metros de una playa o area destinada a deportes acuaticos.
(**) Esto limites son exigidos en las descargas a lagos, lagunas o ambientes favorables a procesos de eutroficacion.
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CS HSS HAL LP
Temperatura (°C) 18,66 (+3,87) 17,01 (£3,2) 15,92 (=4,05) 16,63 (=4,69)
pH 7,4 (x0,34) 7,69 (+x0,38) 8 (x0,3) 8,08 (+x0,31)
Conductividad
(us cm_1) 2208,78 2164,59 2048 1958,39
H (+376,93) (x252,06) (x409,68) (x420,23)
OD (mg L'1) NA NA 0,61 (+x0,64) 0,93 (¢x1,14)
SST (mg L'1) 59,42 (17,1) 21,75 (%10,48) 18,25 (+9,77) 10,75 (+4,52)
DQO (mgL") 344,06 82,06 (+27,81) 63,94 (x25,09) 42,81 (x12,38)
(156,08)
DBOs (mgL™) NA NA NA 26,84 (£25,27)
CDBO;s(mgL™") 265,56 67,44 (+24,27) 48,88 (x25,32) 15,81 (£5,97)
5 g (i1 29’07) ) - ) ’ - ’ ’ =

N-NO; + N-NO,

0,14 (0,09 0,19 (0,13 0,23 (0,17 0,36 (0,18
(mgL") ( ) ( ) ( ) ( )
N-NHs (mg L") 41,22 (+14,4) 36,45 (£11) 30,35(+10,53) 28,35 (+8,41)

NT (mg L")
PRS (mgL™)

PT (mgL")

54,06 (+21,63)
2,61 (x0,72)

4,06 (1,42)

40,13 (x10,26)
2,41 (x0,55)

3,05 (£0,73)

33,93 (+13,53)
2,23 (0,69)

2,83 (+0,92)

29,8 (+8,87)
2,28 (£0,43)

2,52 (+0,67)

Tabla Suplementaria 4.3. Pardmetros fisicoquimicos medidos in situ (Temperatura, pH, Conductividad, OD),
concentraciones de nutrientes (N-NHs, N-NO2 + N-NOg", NT, PT, PRS) y carga organica (DQO, DBOs, CDBOs) promedio
(xDS) en los humedales (HSS y HAL), en la laguna de pulido (LP) y en la salida de la camara séptica (ST).
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Sitio Tiempo Sitio*Tiempo
PRS F 1,54 0,97 0,168
mgL’ p 0,21 0,32 0,18
n? 0,08 0,02 0,09
PT F 11,57 1,88 0,03
mgL’ p <0,01 0,17 0,99
n> 0,42 0,04 0,00
N-NO; + N-NO, F 5,53 0,76 0,21
mgL’ p <0,01 0,38 0,89
n? 0,26 0,01 0,01
N-NH; F 6,09 4,43 0,23
mg L’ P <0,01 0,04 0,87
n? 0,27 0,08 0,01
NT F 13,86 4,48 0,18
mgL’ P <0,01 <0,01 0,90
n? 0,46 0,08 0,01
DQO F 63,05 0,48 0,10
mg L’ p <0,01 0,48 0,95
n? 0,79 0,01 0,06
Temperatura F 1,74 1,77 0,09
°C p 0,17 0,19 0,96
n? 0,09 0,03 0,00
pH F 23,60 20,72 3,03
o] <0,01 <0,01 <0,01
n? 0,60 0,30 0,16
Conductividad F 3,65 0,21 0,23
uscm’’ p 0,01 0,64 0,87
n? 0,18 0,00 0,01
SST F 40,12 5,12 0,02
mg L’ p <0,01 <0,01 <0,01
n? 0,79 0,14 0,02
oD F 0,73 1,63 0,59
mg L’ p 0,40 0,21 0,45
n? 0,03 0,07 0,03

Tabla Suplementaria 4.4. Resultados de los RM-ANOVA para las variables fisicoquimicas in situ (Temperatura, pH,
Conductividad, OD), concentraciones de nutrientes (N-NHz, N-NO2 + N-NOs", NT, PT, PRS) DQO promedio (xDS) en
los humedales (HSS y HAL), en la laguna de pulido (LP) y en la salida de la camara séptica (CS).
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CAPITULO 5

REMOCION DE FOSFORO Y NITROGENO EN
MESOCOSMOS DE HUMEDALES MADUROS CON
EQUISETUM GIGANTEUM PARA EL TRATAMIENTO DE
AGUAS RESIDUALES

Introduccidon y objetivos

Las especies de Equisetum han demostrado desempenar un papel desproporcionado en
el mantenimiento de la productividad primaria neta en humedales arbustivos frios. En estos
entornos, las concentraciones de nutrientes en la biomasa y los brotes de Equisetum se
correlacionan con las caracteristicas edaficas del horizonte C (Marsh et al., 2000), lo que sugiere
que Equisetum puede actuar como una "bomba de nutrientes" en la comunidad, absorbiendo
nutrientes principalmente del horizonte C y secuestrandolos temporalmente en tejidos tanto
subterraneos como aéreos. Su efectividad como acumulador de nutrientes también se
evidencia en su alto contenido de nutrientes en comparaciéon con su biomasa dentro de la
comunidad. Particularmente, la especie Equisetum giganteum L. (“cola de caballo gigante del
sur”) ha mostrado alta tolerancia a la salinidad, capacidad para absorber metales pesados y
tolerancia a la limitacion de nitrégeno (Husby, 2013). Sus raices profundas pueden alcanzar
hasta 2,5 m por debajo de la superficie (Kutschera & Lichtenegger, 1960), y su biomasa tiene un

alto potencial de crecimiento gracias a sus meristemas intercalares.

A pesar de sus beneficios potenciales en el tratamiento de aguas residuales, la
investigacion sobre el uso de especies de este género para la eliminacién de contaminantes es
limitada, y los experimentos existentes se han realizado principalmente en mesocosmos por
lotes durante periodos cortos de maduraciény operacion. Por ejemplo, se estudid la eliminacién
de contaminantes de aguas residuales de lavanderia en pruebas por lotes de corta duracién con
mesocosmos plantados con E. hyemale, considerando los efectos de la dilucién, el tiempo de

residencia y la composicion del sustrato, asi como la cinética de eliminacién de fosfatos (F.
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Wahyudianto et al., 2019; F. E. Wahyudianto et al., 2020). Otros dos estudios (Apritama et al.,
2019; Sijimol MR et al., 2021) analizaron la eficiencia en la eliminacién de cargas organicas en

lixiviados de residuos solidos urbanos y aguas grises, respectivamente.

El objetivo de este capitulo fue medir la eficiencia en la eliminacion de nutrientes (N y P)
de aguas residuales secundarias, comparando dos heldfitas comiunmente utilizadas
(Phragmites australis y Typha latifolia) con Equisetum giganteum. Para ello, se emplearon
mesocosmos alimentados con aguas residuales en un experimento al aire libre que se extendid
por dos afos. Se hipotetizd que: a) las heldfitas aumentaran la eliminacién de nutrientes,
particularmente Ny P, en comparacién con los controles sin plantas; b) Equisetum giganteum
superara a las otras heldfitas en eficiencia de eliminacion de nutrientes debido a su capacidad
de extraer nutrientes del sedimento (Marsh et al., 2000); y c) la eficiencia en la eliminacion de

nutrientes de las heldfitas disminuira con el tiempo.

Adicionalmente, se estudio la relacidon entre las concentraciones de nutrientes y otras
variables fisicoquimicas en los mesocosmos, discutiendo su influencia junto con posibles

variaciones estacionales.

Materiales y métodos

Se utilizaron 12 mesocosmos construidos con tambores de HDPE de 50 litros de
volumen, de seccidon rectangular (32 por 36 cm) y de 60 cm de altura. Los mismos fueron
cortados a 50 cm de altura, descartandose la tapa y los 10 cm superiores. Se realizaron dos
agujeros (diametro 2 cm), uno a 5 cm del fondo sobre una cara y otro a 40 cm sobre la cara
opuesta. Tanto en el primero agujero (inferior) como en el segundo (superior), se ajustaron caios
de PP de diametro %2 pulgada para la salida e ingreso, respectivamente, del caudal aplicado. Este
disefio permitié la operacidn de los mesocosmos bajo un régimen de flujo vertical descendente.
Se utilizé arena como sustrato principal de los mesocosmos de acuerdo a las normas europeas
para la construccién de humedales verticales (Brix and Arias 2005; Austrian Standards
International 2009; Deutsche Vereeniging fur Wasserwirtschaft, Abwasser und Abfall 2017). Los
tambores se rellenaron con 10 cm de piedra partida (10 - 20 mm), 5 cm de grava fina (3 - 6 mm),

25 cmde arena (D10 0,48 mm, D60 0,99 mm) y 5 cm de grava fina, en ese orden.

Los mesocosmos se ubicaron a la intemperie (34°46’ 50,60 S, 58°10° 53,10 O)
separados unos 30 cm entre si. Los mismos fueron alimentados a través un sistema de

conduccioén en forma de anillo construido con cafios de PEBD de diametro %2 pulgada al que se
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conectaron mangueras de alimentacién de PEBD de diametro % pulgadas. El anillo se conectd a
una bomba sumergible (Kushiro Gs400 2 HP China), ubicada en un tanque de alimentacién de
200 L de HDPE, controlada por un ciclador (PYSEL® Productos Eléctricos, Berazategui, Argentina)
capaz de establecer de forma independiente la duracién de un pulso activo (timer) y de un
tiempo de espera (retardo). El ciclador fue seteado para establecer una carga intermitente cada
media hora, enviando un pulso de bombeo de 2 minutos con un retardo de 28 minutos. Para
limitar el caudal a las condiciones experimentales requeridas se instalé una placa orificio en el
envio de la bomba, con una derivacion previa provista de una valvula, para regular el retorno del
caudal excedente hacia el tanque. La distribucion equitativa de caudal se alcanzé variando la
altura de la conexidon de las mangueras de alimentacion al cafio vertical de ingreso de los

mesocosmos.

En la primavera de 2018 los mesocosmos fueron plantados con tres especies de
heléfitas: Carrizo (Phragmites australis), Totora (Typha latifolia) y Cola de caballo (Equisetum
giganteum). Las plantas arraigaron, crecierony colonizaron los mesocosmos durante mas de un
ano. Durante ese periodo se puso a punto el funcionamiento del sistema de alimentaciény se
aumentd en forma progresiva la carga aplicada. Si bien las tres especies colonizaron
satisfactoriamente los mesocosmos, la cobertura de T. latifolia resulté ser mas baja que la de
las otras especies, declinando hasta el final del experimento. Ademas, T. latifolia 'y P. australis
exhibieron un periodo de senescencia invernal a diferencia de E. giganteum que se mantuvo
siempre verde. A partir del verano 2020 se dio por finalizado el periodo de maduracién de los

mesocosmos y se dio inicio al periodo de monitoreo.

El disefio experimental se resume en la Figura 5.1. Un tanque de alimentacién fue
operado a nivel constante (180 L) mediante el ingreso de agua subterranea de pozo a través de
una valvula flotante. El mismo fue alimentado mediante dosificacidon independiente de orina
humanay suero acido lacteo, diluido con agua a 1/3 de su concentracion, utilizando una bomba
peristaltica de dos vias (APEMA PC25-0,1-F-D, Avellaneda, Argentina) calibrada a 600 mLd™. La
orina colectada cumplié con la condicién de provenir de personas que no estuvieran bajo

tratamiento farmacoldgico.

El tanque fue disefiado como un filtro anaerébico de flujo ascendente (FA) con el
objetivo de agotar el nitrato presente en el agua subterranea utilizada (concentracién media de

N de 15,0 £1,8 mg N L"). Para ello, se sumergieron 4 pafios de media sombra de 1 m? atados por
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su centro a un lastre (ladrillo), con el objeto de ofrecer sustrato para el desarrollo de biofilm. La
bomba de alimentacién de los mesocosmos se ubicé cerca de la superficie mientras que el
ingreso de agua, suero y orina fue derivado a través de un cafo colector hacia el fondo del
tanque. La composicion del agua residual utilizada queda entonces determinada por la relacion
entre dosificacion, caudal de bombeo aplicado a los mesocosmos y actividad microbiana

soportada por el biofilm.

Bomba peristéltica a
dos vias

0000
=00
Ciclador

L) 595dias

A mesocosmos

Typha Equisetum Phragmites Control
fatifolia giganteum australis
x3 x3 x3 X3

Agua subterrénea

Figura 5.1. Esquema del disefio experimental de mesocosmos.

Durante la etapa de maduraciéon (marzo 2019 a enero 2020) se realizaron 4 muestreos
preliminares. Durante la etapa de experimentacién (febrero 2020 a septiembre 2021) se
realizaron 14 muestreos. Todos los muestreos se realizaron por la mafiana, cumpliendo con la
condicion de ausencia de precipitaciones durante, al menos, 72 hs previas. Las muestras fueron
colectadas durante una hora, primero las de salida (caudal continuo) y luego las de ingreso (dos
pulsos) alos mesocosmos. Los voliimenes medidos fueron expresados como caudales (Lh™) en

todos los casos.

Se midieron in situ la temperatura, el pH, la conductividad, la turbidez, el color, y el
Potencial Oxidaciéon-Reduccién. Las muestras fueron digeridas segun el método de persulfato
para la determinacién simultanea de nitrégeno total y fédsforo total (4500-P J), y colorimétrico de
reflujo cerrado (5220 D) para la determinacién de la demanda quimica de oxigeno (APHA, 2017).
Una alicuota de las muestras fue filtrada por membrana de diametro de poro 0,45 Bm para
realizar las siguientes determinaciones: fésforo reactivo soluble mediante lareaccién de azulde

molibdeno (Murphy & Riley, 1962; Nagul et al., 2015), y nitré6geno como amonio mediante la
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reaccién de azul de indofenol (APHA et al., 2017), como nitrito por reaccion de diazotacidon y
como nitrato por el método espectrofotométrico ultravioleta de segunda derivada (4500-NO3-
C) (APHA, 2017; Ferree & Shannon, 2001). Adicionalmente, se realizé un muestreo de relleno
para la determinacidon del porcentaje de humedad y materia organica (2540 G, APHA, 2017;
Ferree & Shannon, 2001). El detalle de las metodologias y los equipos utilizados se encuentra en

el Capitulo 2.

Para el ensayo se establecieron cuatro tipos de mesocosmos con tres réplicas cada uno:
mesocosmos solo con arenayy sin plantas (Control) y mesocosmos plantados con tres plantas

de distintas especies (P. australis, T. latifolia, E. giganteum).

Se compararon las diferencias en las concentraciones de nutrientes entre los
tratamientos (plantas) y los controles mediante Analisis de la Varianza con Medidas Repetidas
(RM-ANOVA), con los mesocosmos como factor de medida repetida, y considerando los

siguientes factores y niveles:

@® Factor Tratamiento, con cinco niveles llamados: Control (mesocosmos sé6lo con
arena), P. australis, T. latifolia, E. giganteum, correspondientes a las tres especies
vegetales, y FA, correspondiente al filtro anaerébico de agua de entrada.

@® Factor Tiempo, con 14 niveles indicando los dias desde que comenzd el experimento: 0,
70, 121, 166, 190, 258, 325, 393, 425, 470, 50, 530, 559 y 595. En los anélisis estadisticos
no seincluyeron los resultados de la etapa de maduracidon de las plantas (dias -346 hasta
dia 0).

Previamente a cada analisis, se revisaron los principios de normalidad mediante el test
de Cochrane, y de homogeneidad de varianzas mediante el test de Levene. Ademas, se calculd

n? generalizado para medir el tamafio del efecto de los factores.

Adicionalmente, se utilizaron modelos lineales generalizados para estudiar las
relaciones entre los porcentajes de retencion de PT, NT, DQO y N-NH; con las variables fisico-
quimicas pH, conductividad, turbidez y temperatura. La normalidad de la distribucién de
frecuencia de las variables fue comprobada por el test de Shapiro-Wilks, y los modelos 6ptimos

fueron seleccionados mediante el criterio de informacién de Akaike (AIC).

Las tasas de carga y eliminacion de TP, TN, DQO y N-NH; se calcularon siguiendo a

(Kadlec & Wallace, 2008):
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C:
Tasa de carga (gm=2d~1) = %

(Qici - QoCo)

Tasa de remocion (gm=2d™1) = "

Donde C; es la concentracion de entrada, C, la concentracion de salida, Q; el caudal de
entrada, Q. elcaudalde saliday A el areadel mesocosmos. Dado que N-NOs y N-NO;, no pueden
considerarse parte de la entrada debido a su agotamiento antes de que el agua ingrese a los
mesocosmos, y ya que resultan de procesos que ocurren dentro de los sistemas, las tasas de

cargay eliminacidn de estos compuestos no se incluyen en los resultados.

Resultados

Durante la etapa de experimentacion no hubo diferencias significativas en el caudal de
ingreso a los mesocosmos (F=2,5; p=0,16; n°=0,13), con valores promedio de 8,17 Ld™" (x1,26 L
d") en Control, 8,65Ld"(x1,15L d") en E. giganteum, 8,47 Ld"(x1,19Ld™) en P. australis y 8,42
L d'(=1,11 L d") en T. latifolia. El flujo de salida disminuyd en P. australis y alin mas en E.
giganteum, lo que, combinado con el aumento en la conductividad, sugeriria una mayor

evapotranspiracion en esos tratamientos (Tabla Suplementaria 5.1).

El agua residual de entrada tuvo concentraciones mediasde 2,6 mg L™ (x2,5mgL") de N-
NOs, 37,6 mg L' (29,7 mg L") de N-NH3, 0,3 mg L (x0,3 mg L") de N-NO,, 40,1 mgL"(x8,2mg L
"de NT,3,7mgL"(x2,1mgL")de PRSy3,8mgL"(x2,0mgL")de PT, con valores medios de
DQO de 78,5mg L' (x 37,1 mg L") (Tabla Suplementaria 5.1).

En el FA el tiempo de residencia hidraulica (HRT) promedio fue de 1,7 (=0,3) dias. En los
mesocosmos, las tasas de carga hidraulica (HLR) fueron de 71,0 L m2d™" (x 10,9) en control, 75,3
L m2d’ (x9,9) en E. giganteum, 73,6 L m2d™ (= 10,4) in P. gustralisy 73,2 L m2d" (x9,6) en T.
latifolia. La Tabla 1 muestra las tasas de carga resultantes de DQO, N-NH;z NTy PT, y no hubo

diferencias significativas en las tasas de carga sobre los distintos tratamientos (p>0,05).

Los principales parametros fisicoquimicos, resumidos en la Tabla Suplementaria 5.1,
exhibieron variaciones significativas entre tratamientos durante el tiempo del experimento

(Figura Suplementaria 5.2 y Tabla 5.2). Las variaciones en temperatura, pH y conductividad
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fueron mayores en el tiempo que entre tratamientos, mientras que las diferencias en turbidezy

color fueron mas importantes entre los tratamientos (n?).

A suvez, se evidencié un aumento de casi 15 veces en la coloracién del agua (Figura 5.3)
en los mesocosmos con E. giganteum (37,5 PCU = 35,9 PCU) en comparacion con los Controles
(2,5 PCU £ 5,8 PCU). Tanto en P. australis (10,0 PCU = 9,9 PCU) como en T. latifolia (4,2 PCU =
5,3 PCU) se observaron aumentos significativos en la coloracion en comparacién con los
controles durante el experimento (Tabla 2; F=5,23; p<0,01; n?=0,54), aunque no tan evidentes

como en E. giganteum.

La Figura Suplementaria 5.3 muestra los resultados de una medicion de ORP a 5,10, 15
y 20 cm de profundidad en un mesocosmos de cada tratamiento. En el mesocosmos controly
con T. latifolia los valores fueron mas altos, aumentando ligeramente en profundidad. En los
mesocosmos con P. australis se registraron valores mas bajos entre 10y 15 cm de profundidad.
En los mesocosmos con E. giganteum, la disminucion de ORP fue mas pronunciada entre los 5
cm hasta 15 cm de profundidad, donde se observdé acumulacidon de materia organica oscura,
ausente en el resto de los tratamientos. Ademas, en E. giganteum los porcentajes de soélidos
totales fueron menores y los sélidos volatiles un orden de magnitud mayores en comparacion

con los otros tratamientos (Tabla Suplementaria 5.3).

En la Tabla 5.1 se registran las tasas de remocién de DQO en los distintos tratamientos
alolargo del experimento. Expresada como porcentaje de la carga aplicada, laremocién alcanzo
el 63,0 % (¥19,2%) en el control, 54,2% (¥61.6%) con E. giganteum, 64,4% (+15,5%) con P.
australis y 61,8% (+16,9%) con T. latifolia. La Figura 5.3-G y la Tabla Suplementaria 5.1
muestran que la concentracidon de DQO fue mayor en mesocosmos con E. giganteum (36,4 mg
L'+£22,2mgL"), P. australis (34,2mg L'+ 23,6 mg L")y T. latifolia (29,2 mg L'+ 20,6 mg L"), que
en los controles (26,9 mg L™ +18,35 mg L"). Esta diferencia fue significativa con P. australis y E.
giganteum (Tabla suplementaria 5.2) y se mantuvo a lo largo del experimento (Figura

Suplementaria 5.1; Tabla 2, F=6,46; p<0,01; n2=0,71).

Las concentraciones promedio de PRS y PT (Figura 5.3, Ay B; Tablas 5.2 y 5.3) fueron

significativamente mas bajas en E. giganteum que en FAy el resto de los tratamientos (Tablas

102



Capitulo 5
Remocion de fosforo y nitrogeno en mesocosmos de humedales maduros con E. giganteum

5.2y 3), y esta diferencia se mantuvo a lo largo de todo el experimento (Figura Suplementaria

5.1).

La tasa diaria de remocién de TP (Tabla 5.1) a lo largo del experimento fue un orden de
magnitud mayor con E. giganteum (0,27 £0,21 g P m*d~") en comparacién con los controles (0,03
+ 0,10 g P m® d™"), con un promedio total del 78,4% de la carga aplicada. Esta tasa fue
significativamente mayor (F = 25,77; p <0,01; r]2 =0,59) que los porcentajes de eliminacién de la

carga aplicada logrados con P. australis (24,7%), Control (6,2%) y T. latifolia (2,1%).

La remocion de PRS en los mesocosmos en comparacion con FA indicd liberacion de
fosforo en los Controles (-17,42% + 27,87%) y en T. latifolia (-18,89% * 30,44%), y remocion en E.
giganteum (76,88% = 17,85%) y en P. australis (1,93% = 42,70%). De manera similar, los
porcentajes de remocion de TP (Figura 5.4B) relativos a FA indicaron liberacién de TP tanto en
los Controles (-2,77% = 26,10%) como en T. latifolia (-6,00% * 36,81%), y remocién de TP tanto

en P. australis (14,24% + 36,12%) como en E. giganteum (74,18% = 16,56%).

De manera similar, los porcentajes de remocion de PT (Figura 4B) en relacién con FA
indicaron liberacién de TP tanto en los Controles (-2,77% * 26,10%) como en T. latifolia (-6,00%
+ 36,81%), y retencion de TP tanto en P. australis (14,24% = 36,12%) como en E. giganteum
(74,18% * 16,56%). Las tasas de remocién de PT también fueron mayores en E. giganteum (0,27
0,21 gP m2d") en comparacién con el mesocosmos control (0,03 + 0,1 gP m2d™") alcanzando
el 77,1% de la carga aplicada, y siendo significativamente mayor que los porcentajes alcanzados

con P. australis (26,5%), control (9,1%) y T. latifolia (5,9%) (F=25,77; p<0,01; n* = 0,59).

A lo largo del tiempo de experimentacion, las concentraciones de PRS y TP (Figura
Suplementaria 5.1) y los porcentajes de remocién variaron (Figura 5.4, A y B) en los
mesocosmos Control, P. australis, y T. latifolia, disminuyendo junto a la concentracién en FA
hacia el dia 500, para luego estabilizarse hacia el final del experimento, sin diferencias
significativas entre ellos. En E. giganteum, en cambio, el fédsforo fue retenido desde la etapa de
crecimiento de las plantas, manteniéndose estable y significativamente menor al FA y el resto
de los tratamientos, hasta el tltimo dia de experimentacion (Tabla 5.2, PRS F=6,46; p<0,01, n*=

0,71y TP F=4,87; p<0,01, n?= 0,64), alcanzando valores tan bajos como 0,1 mg P/L.

Las concentraciones promedio de salida N-NO3;, N-NO", N-NH;y NT en los tratamientos

(Figura 5.3, C-F) y sus variaciones a lo largo del experimento (Figura Suplementaria 5.1)
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muestran que hubo una liberacién de formas oxidadas en los mesocosmos con plantas (Figura

5.2) en comparacion con su entrada (FA), mientras que el amonio fue removido.

Las tasas de remocion de N-NH; fueron consistentemente altas durante todo el
tratamiento, oscilando entre 2,63 (x0,8) g N-NH; m>d~" en el controly 2,8 (x0,84) g N-NHzm?*d™"

con E. giganteum (Tabla 5.1; Figura 5.4C).

Las tasas de remocién de NT promediaron 1,91 (£1,15) g N m* d™" con E. giganteum,
superando al control sin plantas (0,14 + 0,74 g N m> d") en mas de un orden de magnitud (Tabla
5.1). En los mesocosmos con E. giganteum, la remocién de NT fue casi trece veces mayor que

2

en el control (F=14,56; p<0,01; n° = 0,45). Como porcentaje de la carga aplicada, las
eliminaciones promediaron un 61,0% en los mesocosmos con E. giganteum, un 33,6% en los
mesocosmos con P. australis, un 8,9% con T. latifoliay un 4,6% en los Controles (Figura 5 D). La
concentracién promedio de NT en la salida también fue menor en E. giganteum (20,07 mg L™ =
10,29 mg L™") en comparacién con otros tratamientos y el control (37,79 mg L™ + 7,177 mg L™
(Figura 5.3). El rendimiento con E. giganteum mostré una disminucion entre 300 y 500 dias,
correspondiente al otofioy alinvierno, pero se recupero hacia el final del experimento, mientras
que P. australis siguié un patrén similar sin recuperacion. Esta pérdida de eficiencia coincidio

con un aumento en la concentracion de nitratos y una disminucién en la concentracion de NT en

FA (Figura Suplementaria 5.1).
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Figura 5.2. Concentraciones promedio (+DS) de las formas de nitrégeno (NT, N-NOs", N-NO2, N-NH3 en el FAy en los
mesocosmos controly con plantas.
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Control E. giganteum P. australis T. latifolia
HLR 71,0 (#10,9) 753 (%9,9) 73,0 (10,4) 73,2 (9,7)
Lm32d?
DQO Tasa de carga 5,59 (£2,96) 5,90 (x3,02) 5,78 (x2,94) 5,73 (x2,9)
gCoD m?2d"’
Tasa de remocion 3,51 (¥1,97) 3,46 (x3,74) 3,67 (x1,78) 3,52 (¥1,91)
% 62,79 58,64 63,49 61,43
N-NH; Tasa de carga 2,66 (+0,79) 2,85 (+0,88) 2,78 (x0,88) 2,77 (£0,88)
gN-NH;m2d"’
Tasa de remocion 2,63 (+0,80) 2,8 (x0,84) 2,76 (x0,87) 2,74 (+0,88)
% 98,87 98,25 99,28 98,92
NT Tasa de carga 2,97 (+0,63) 3,15 (¢0,69) 3,08 (+0,69) 3,07 (x0,71)
gNm3d’
Tasa de remocion 0,14 (x0,74) 1,91 (=1,15) 1,06 (+0,98) 0,27 (x0,74)
% 4,71 60,63 34,42 8,79
PRS Tasa de carga 0,28 (+0,17) 0,29 (x0,17) 0,29 (x0,17) 0,28 (+0,15)
gPRSm?2d’
Tasa de remocion -0,02 (+0,09) 0,24 (+0,18) 0,05 (x0,16) -0,03 (x0,07)
% -7,14 82,76 17,24 -10,71
PT Tasa de carga 0,33 (x0,18) 0,35 (x0,18) 0,34 (x0,19) 0,34 (x0,17)
gPm2d’
Tasa de remocion 0,03 (x0,10) 0,27 (£0,21) 0,09 (x0,17) 0,02 (x0,11)
% 9,09 77,14 26,47 5,88

Tabla 5.1. Tasas de carga y de remocion en los tratamientos con respecto a FA de DQO, N-NHs, NT, PRS, y PT, y el
porcentaje de remocién (%) en funcién de la carga. Los valores negativos en las tasas de eliminacién indican una

liberacion de ese compuesto desde los mesocosmos hacia el agua de salida.
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Tratamiento Tiempo Tratamiento: Tiempo
PRS F 358,77 60,72 6,46
mgL’ p 0,00* 0,00* 0,00*
n? 0,84 0,87 0,71
PT F 75,58 43,35 4,87
mgL’ p 0,00* 0,00* 0,00*
n? 0,80 0,75 0,64
N-NO; F 15,61 114,32 4,65
mg L’ p 0,00* 0,00* 0,00*
n? 0,63 0,90 0,59
N-NO; F 10,05 133,83 18,36
mgL’ p 0,00* 0,00* 0,00*
n? 0,57 0,74 0,86
N-NH; F 92,62 17042,23 35,88
mglL’ p 0,00* 0,00* 0,00*
n? 0,90 1,00 0,97
NT F 40,32 37,15 6,84
mglL’ p 0,00* 0,00* 0,00*
n? 0,75 0,81 0,67
DQO F 358,77 60,72 6,46
mgL’ p 0,00* 0,00* 0,00*
n? 0,84 0,87 0,71
Temperatura F 18,43 688,14 8,26
°C p 0,00* 0,00* 0,00*
n? 0,60 0,99 0,65
pH F 13,32 17,17 5,82
p 0,00* 0,00* 0,00*
n? 0,54 0,64 0,63
Conductividad F 22,72 53,83 6,26
uscm’’ p 0,00* 0,00* 0,00*
n? 0,59 0,88 0,66
Turbidez F 35,57 26,81 7,25
NTU p 0,00* 0,00* 0,00*
n? 0,72 0,66 0,71
Color F 8,45 7,89 5,23
pPCU p 0,01* 0,00* 0,00*
n? 0,60 0,35 0,54

Tabla5.2. Resultados para el RM-ANOVA de cada variable durante el experimento, indicando el F de Fisher, los valores
de p corregidos por Bonferroniy los valores de r]2 generalizados. Los resultados significativos (p<0.05) se muestran en

negrita con un asterisco (*).
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Figura 5.3. Diagrama de cajas de las concentraciones de A) PRS (mg L"); B) PT (mg L"); C) N-NOs™ (mg L"); D) N-NO2»
(mg L™"); E) N-NHs (mg L"); F) NT (mg L™"); G) DQO (mg L") y H) Color (PCU) entre los distintos tratamientos durante la
etapa experimental. Las letras (a,b,c) indican los grupos del analisis a posteriori de Tukey cuando hay diferencias

significativas (p<0,05).
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Figura 5.4. Porcentaje de remocion promedio de A) PRS; B) PT; C) N-NHs; D) NT; E) DQO entre los tratamientos en
comparacién con la entrada. Valores superiores a cero indican remocién (concentraciones mas bajas a la salida que

a la entrada) y valores inferiores a cero indican liberacién (concentraciones mas altas a la salida que a la entrada).
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Los resultados de los modelos lineales generalizados vinculados a la remocién de PT,
NT, N-NH;y DQO se exhiben en la Tabla 5.3. En el caso de PT, el tratamiento con P. australis
estuvo vinculado a latemperatura, conductividad y el pH, con el R mas alto (0,59). Los controles
y los tratamientos con T. latifolia presentaron R® bajos (0,18 y 0,19, respectivamente), con la
conductividad como predictor principal, mientras que E. giganteum tuvo un R*de 0,07, asociado

exclusivamente a temperatura.

Para la remocién de NT, el modelo mas robusto se observé también en el tratamiento
con P. australis (R2=O,62), siendo las variables temperatura, conductividad y pH las mejores
predictoras. Mientras que el pH fue el Unico predictor asociado a la variabilidad en E. giganteum

(R*=0,19), los controles y los tratamientos con T. latifolia no mostraron relaciones significativas.

En cuanto a la remocion de N-NH;, los controles y los tratamientos con E. giganteum
obtuvieron R moderados (0,21 y 0,11, respectivamente), relacionados con combinaciones de
pH, conductividad y temperatura, mientras que los tratamientos con P. australis y T. latifolia no

presentaron relaciones significativas con ninguna variable fisicoquimica analizada.

Por ultimo, con respecto a la remocion de DQO, el tratamiento con E. giganteum
presenté el R*> mas alto (0,68), siendo pH y turbidez los principales predictores. P. australis
alcanzo un R? de 0,2, mientras que los tratamientos con Control y T. latifolia tuvieron valores

bajos o no significativos.
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Variable dependiente Tratamiento R Mejor modelo (p<0.05)
% remocion de PT Control 0,18 Conductividad
E. giganteum 0,07 Temperatura
P. australis 0,59 Temperatura + Conductividad + pH
T. latifolia 0,19 Conductividad
% remocion de NT Control 0 Modelo nulo
E. giganteum 0,19 pH
P. australis 0,62 Temperatura + Conductividad + pH
T. latifolia 0 Modelo nulo
% remocion de N-NH; Control 0,21 pH + Conductividad
E. giganteum 0,11 Temperatura
P. australis 0 Modelo nulo
T. latifolia 0 Modelo nulo
% remocion de DQO Control 0 Modelo nulo
E. giganteum 0,68 pH + Turbidez
P. australis 0,20 pH
T. latifolia 0,07 Temperatura

Tabla 5.3. Resumen de resultados de los GLM vinculando los % de remocion de NT, PT, N-NHsy DQO con las variables

fisicoquimicas medidas en el agua (Temperatura, pH, Conductividad, Turbidez), indicando el R2 del modelo con el

mejor ajuste (AIC mas bajo) y aquellas variables de dicho modelo que fueron significativas (p<0.05)
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Discusioén
En este capitulo se investigd la capacidad de remocion de nutrientes en una etapa de
tratamiento terciario bajo condiciones controladas durante un periodo prolongado (dos afos).
La carga hidraulica aplicada entre los tratamientos fue homogénea, y se mantuvo apenas por
debajo de los 80 L d' recomendados (hasta 120 L d™' para el tratamiento terciario) por la norma
alemana DWA-A-262. Asimismo, la carga organica aplicada, otro parametro clave en el disefio
de humedales verticales, se mantuvo por debajo (poco mas de un cuarto) del limite maximo de
20g DQO m~2d", recomendado para tratamiento secundario (Austrian Standards International,
2009; Deutsche Vereinigung fur Wasserwirtschaft, Abwasser und Abfall, 2017) resultando asi
coherente con el objetivo de evaluar la capacidad de eliminaciéon de nutrientes en una etapa de

tratamiento terciario.

La mayor eliminacién de fosforo total se logré en los mesocosmos plantados con E.
giganteum, medida como tasa promedio (0,27 g P m2d™")y como porcentaje de la carga aplicada
(77,1 %). Si los comparamos con una revision sistematica de 215 estudios seleccionados (Wu
et al., 2023), estos resultados superan la mediana de las tasas (0,12g P m~2d ")y los porcentajes
promedio de remocidn (49,7%) registrados para los disefios mas eficientes. Ademas, una tasa
de eliminaciéon de 0,34 g P m—=2d", ligeramente superior a la obtenida en nuestro estudio,
determind en ese analisis el percentil 75 por encima del cual se ubicaron las tasas mas altas

registradas.

Para contextualizar mejor estos resultados, la Tabla Suplementaria 5.4 proporciona los
resultados obtenidos en estos y otros estudios similares que compartieron el criterio de tener al
menos un afio de maduracion y/o monitoreo. Los tratamientos que lograron las tasas de
eliminacion mas altas lo hicieron partiendo de tasas de carga elevadas, debido a altas
concentraciones de fésforo y/o altas tasas de carga hidraulica. Bajo tales condiciones, sin
embargo, se observaron altas concentraciones de fdsforo en el efluente, bajos porcentajes de
eliminacion o ambos (Barbagallo et al., 2011; Bateganya et al., 2016; Cooper et al., 2020; Gunes
et al., 2012; Licata et al., 2021; Mantovi et al., 2003; Shen et al., 2018; Terzakis et al., 2008; Zhai
etal., 2016).

Los resultados con E. giganteum aqui muestran un alto rendimiento con una tasa de
carga mas moderaday una baja concentracion de fésforo en el efluente (1,4 mgL™" £1,4mgL™"),
a diferencia de los otros tratamientos que probamos. Resultados similares se lograron en otro
estudio (Ennabili & Radoux, 2021) utilizando el mismo tipo de humedal (flujo subsuperficial

vertical, o “VSSF”), arena gruesa como material de relleno, y especies de plantas como las
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lefiosas de bosques riberefios Salix purpurea, Populus euphratica y Tamarix gallica, y la cafa
invasora Arundo donax. En una revisién que recopild publicaciones sobre humedales
construidos de flujo subsuperficial vertical, (Verma et al., 2022) también establecié se una
relacion lineal positiva entre las tasas de eliminacion y las tasas de carga de fdsforo, asi como
mejores resultados con sustratos de grava y arena en comparacion con grava gruesa, dada la

mayor superficie disponible para adsorcion.

Del mismo modo, el rendimiento de remocidn de nitrégeno obtenido en este ensayo con
E. giganteum (1,91 g N m~>d~'y 60,6 %), se ubicé por encima de la mediana (1,30 gNm=>d"y
50,1 %) correspondiente al tipo de humedal mas eficiente en estudios previos (Wu et al., 2023).
La concentracion de NT en el efluente (20,07 mg L™ £ 10,29 mg L"), mayoritariamente en forma
de nitrato, resultd ser la mas baja entre los tratamientos ensayados. Los estudios de la Tabla
Suplementaria 5.4 que superaron este rendimiento lo hicieron partiendo de tasas de carga mas
altas (Barbagallo etal., 2011; Bateganya et al., 2016; Cooper et al., 2020; Gunes et al., 2012;
Licata etal., 2021; Shen et al., 2018; Zhai et al., 2016), a excepcidén del trabajo de Ennabili &
Radoux (2021) quienes obtuvieron rendimientos superiores con concentraciones de NT en el

efluente mas bajas por efecto de las especies S. purpureay, aun mas pronunciado, A. donax.

El conocimiento de que las plantas mejoran el rendimiento de los humedales
construidos esta respaldado por numerosos estudios realizados en humedales con y sin
vegetacion, y su papel hasido descritoy analizado en importantes articulos de revision. Amenos
que las cargas de nutrientes sean muy bajas, la eliminacién neta por absorcidén directa de las

plantas suele representar una proporcion relativamente pequena de la eliminacion total.

Las plantas influyen principalmente en el rendimiento del tratamiento a través de la
ingenieria ecosistémica, al potenciar los procesos clave de transformacién de nutrientes (por
ejemplo, nitrificacion y desnitrificacién) mediante la liberacion de oxigeno en la zona radiculary
el suministro de materia organica. El ciclo y la acumulacién de materia organica derivada de las
plantas proporcionan un suministro sostenido de carbono organico para los microorganismos,
secuestran nutrientes ligados organicamente y amortiguan la liberacion de nutrientes. Ademas,
el metabolismo de las plantas afecta los procesos de tratamiento en distintos grados segun el
disefio del sistema (Brix, 1997; Tanner, 2001). Incluso cuando se utilizan macrdfitas sanas y
maduras con formas de crecimiento similares, las diferencias en la eficiencia de eliminacion
entre especies vegetales son frecuentes. Estas diferencias estan mas relacionadas con la
eliminacion de nitrégeno (especialmente nitrato), la reduccién de sélidos suspendidos y la

eliminacion de materia organica, mientras que para el fésforo no se han observado tendencias
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claras. A medida que el disefo de los humedales construidos continlla mejorando, la seleccién
de especies vegetales podria ser la mejor estrategia para maximizar aun mas la eliminacion de

contaminantes (Brisson & Chazarenc, 2009).

La retencién de fédsforo en humedales construidos de flujo subsuperficial se ha centrado
en el uso de materiales de lecho (agregados ligeros, subproductos industriales) con altas
capacidades de adsorcion. Debido a que el lecho tiene una capacidad finita, los humedales
disefiados bajo este enfoque son inherentemente sacrificiales y requeriran excavaciéon y
reemplazo peridédico del material del lecho como resultado. Una vez que los reservorios de
retencién de fésforo a corto plazo se saturan, la remocion de fésforo continda, aunque a un ritmo
mucho mas lento, a través de mecanismos sostenibles como la precipitacion quimica, la

acumulacidény la sedimentacién de particulas (Kadlec & Wallace, 2008).

En este estudio se realizé un muestreo de sustrato conjuntamente con una medicién de
ORP en profundidad en una sola unidad experimental por tratamiento (Figura Suplementaria
5.3). En el mesocosmos con E. giganteum se encontraron caracteristicas distintivas respecto de
los otros tratamientos, con sedimentos mas oscuros y cohesionadas debido a un mayor
contenido de materia organica, probablemente producida por las raices. Adicionalmente a lo
reportado, realizamos una estimacion de materia organica por pérdida por ignicidn cuyos
resultados se presentan en la Tabla Suplementaria 5.3. En general, se observa que la
concentraciéon de materia organica es mayor en los mesocosmos plantados y que los valores
decrecen en profundidad en todos los casos. Pero con E. giganteum. los valores resultaron entre
5y casi 10 veces mas altos que con P. australis. Este patrdn se replica en los perfiles de ORP,
donde E. giganteum alcanza en los primeros 10 cm de profundidad valores mas bajos que el
resto de los tratamientos. Estos hallazgos plantean el interrogante de si las mejoras en el
rendimiento con E. giganteum podrian estar relacionadas con esta singular condicion

rizosférica, dando lugar a distintas hipdtesis que pueden ser revisadas en futuros estudios.

Dos mecanismos de remocién de P podrian tener lugar bajo tales condiciones. Por un
lado, se encuentra bien documentada en humedales arbustivos templado-frio de Alaska la
capacidad de las especies del género Equisetum de transportar P y otros nutrientes desde el
horizonte C del suelo hacia la superficie, alcanzando hasta el 55% del total de P aportado por
descomposicién de hojarasca (Marsh et al., 2000). Respecto de estos hallazgos, Lambert et al.
(2022) postularon que muchas especies que acumulan silice, que es co-movilizado por

carboxilatos movilizadores de P, probablemente liberen carboxilatos. La capacidad de
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Equisetum para actuar como una bomba de nutrientes y su acumulacién de silice podria

explicarse entonces por la liberacion de carboxilato.

Por otra parte, la disponibilidad de materia organicay la presencia de gradientes de ORP
podrian haber facilitado la remocién de N y P mediante nitrificacion, desnitrificacion endégena
y eliminacidon de simultanea fosforo (“SNEDPR”), un proceso que esta jugando un papel
importante en muchos sistemas de remocién simultanea de Ny P (“SNPR”) y que se espera sea
tendencia de desarrollo en futuros humedales construidos (Wu et al., 2023). Wang et al. (2021)
establecieron con éxito un proceso de SNEDPR en un humedal construido con aireacioén
intermitente, y tras 22 semanas de operacion demostraron que se puede lograr una alta
eficiencia de eliminacién de TN (96,21%) y P-PO;* (92,68%) integrando una etapa anaerdbica
previa, aireacién intermitente y estrategias de liberacidn periddica de P-POz*. También
postularon que el rendimiento de eliminacion de P-POs;* y TN fue probablemente el resultado de
la coordinacién de microorganismos funcionales, es decir, nitrificadores, organismos aerdbicos
acumuladores de P (APAQO), organismos denitrificadores acumuladores de P (DPAO) y
organismos aerébicos acumuladores de glicogeno (DGAQO). Brevemente, el proceso implica que
durante la etapa anaerdbica la mayor parte del carbono en el influente se convierte directamente
en polimeros de almacenamiento carbonosos intracelulares mediante PAO y GAO, que
proporcionan suficiente carbono para la asimilacién posterior de P-PO:* y la desnitrificacion
enddgena. Durante la etapa aerdbica posterior, la nitrificacion completa convierte la mayor
parte del amonio entrante en nitrato en la capa de biofilm aerdbica. Mientras tanto, la
estratificaciéon redox en el biofilm favorece el desarrollo de DGAO y DPAO, permitiendo que el
sistema mantenga un proceso eficiente de nitrificacion-denitrificaciéon simultanea (Wanget al.,

2021).

El notable enriquecimiento con materia organica observado en los mesocosmos con E.
giganteum plantea interrogantes respecto a su impacto potencial en las emisiones de gases de
efecto invernadero (GEI). Las sustancias humicas exhiben capacidades de transferencia de
electrones debido a los residuos redox activos presentes en esta materia orgdnica namtural.
Ademas, microorganismos filogenéticamente diversos (arqueas y bacterias) capaces de reducir
y oxidar estos grupos funcionales redox activos (por ejemplo, quinonas e hidroquinonas) estan
ampliamente distribuidos. Ya sea suprimiendo su produccién, promoviendo su agotamiento o
catalizando el ciclo biogeoquimico de elementos, las sustancias humicas y sus analogos
estructurales tienen el potencial inherente de desempenar un papel clave en la prevencién de la
liberacion de gases de efecto invernadero en entornos naturales y disefiados (Valenzuela &

Cervantes, 2021).
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Finalmente, el estudio reveld un aumento en la coloracion del agua en los mesocosmos
vegetados, con un efecto particularmente pronunciado en E. giganteum, presumiblemente
debido a la liberacion de carbono organico disuelto (DOC). El término "browning"
(“amarronamiento”) se refiere a un aumento significativo en la coloracion del agua reportado en
numerosos sistemas de agua dulce del hemisferio norte en las ultimas décadas. Este
oscurecimiento se ha atribuido principalmente al aumento de las concentraciones de DOC de
origen terrestre, aunque las concentraciones crecientes de hierro también contribuyen a la
intensificacion de la coloracion del agua (Kritzberg et al., 2020). Sin embargo, esta tendencia no
es consistente en todas las regiones, ya que algunas aguas continentales experimentan una
disminucion en las concentraciones de DOC o no muestran una tendencia significativa (Imtiazy
etal., 2025). Se han identificado multiples factores como impulsores del aumento de las
concentraciones de DOC en aguas superficiales, incluidos el declive de la lluvia acida en las
ultimas décadas (Monteith et al., 2007), el aumento de temperaturas y precipitaciones asociado
al cambio climatico (de Wit etal., 2016) y los cambios en el uso del suelo y/o la cobertura
terrestre (Kritzberg, 2017). Por lo tanto, al evaluar el rendimiento global de E. giganteum, también

deberia considerarse el impacto del DOC liberado.

Independientemente de los mecanismos subyacentes que puedan explicar nuestros
resultados y que demandan futuros estudios, nuestros hallazgos sobre la capacidad de E.
giganteum para retener fésforo y nitrogeno en aguas residuales resultan relevantes para el
disefio de estrategias de tratamiento de aguas residuales con humedales construidos. Explorar
las alternativas de recuperacidon de nutrientes aqui planteadas permitiria evaluar la aplicacién
de E. giganteum vy, quizas, otras especies emparentadas, como ingenieras ecosistémicas
capaces de establecer procesos que mejoren el rendimiento, minimizando la emisiéon de GEl y
ofreciendo alternativas de recuperacion, alineandose asi con los principios de las metodologias

de tratamiento de aguas residuales verdes y sostenibles.

Adicionalmente, aunque quizds no menos importante, la aplicaciéon de plantas nativas
en tecnologias para el tratamiento de aguas se prefiere al uso de especies introducidas
potencialmente perjudiciales. Ademas, suelen tener un valor cultural, social, econémico, etc.,
en sus territorios, que podria proveer de un valor extra a su aplicacién en caso de ser explotable.
Con numerosos usos en medicina popular en América Latinay Central, E. giganteum se utiliza
como diurético, antiinflamatorio y astringente y para tratar trastornos oftalmolédgicos y renales.
También se utiliza para el control de plagas y como fertilizante en la agricultura debido a su alto

contenido de silicio, y posee actividades antidiabéticas y antifungicas (Feitosa et al., 2018).
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Material suplementario

FA Control P. australis T. latifolia E. giganteum

Temperatura (°C) 16,81 15,18 (£8,74) 14,63 (%8,36) 14,29 13,95 (£7,22)
(x7,57) (x7,76)

pH 7,91 8,11 (x0,3) 7,97 (0,24) 8,14 (+0,24) 7,75 (+0,36)
(x0,25)

Conductividad 2575,93 2393,93 2777,67 2429,9 2841,67

(us cm™) (x428,83)  (+408,26) (2574,27) (x407,9) (546,99)

Turbidez (NTU) 34,8 7,73 (£6,02) 10,07 (£7,52) 8,34 (x7,11) 13,69 (x19,07)
(¥24,31)

Qin 0 (x0) 8,17 (¢1,26) 8,47 (x1,19) 8,42 (¢1,11) 8,65 (+1,15)

Q out 0 (x0) 8,65 (+1,55) 7,14 (£2,19)  8,6(x1,21) 6,75 (+2,02)

Color (PCU) 10,08 2,5 (£5,76) 10 (+9,94) 4,17 (£5,29) 37,5 (+35,92)
(x7,94)

DQO (mgL™) 78,45 26,9 (x18,35) 34,17 29,17 36,44 (£22,23)
(£37,09) (+23,55) (x20,6)

N-NO; (mgL™) 2,63 38,17(+9,58)  33,7(¢12,34) 37,81(+8,6) 20,01 (x11,4)
(x2,54)

N-NO, (mg L") 0,28 0,05 (0,07) 0,07 (x0,1) 0,06 (0,1) 0,05 (x0,08)
(x0,31)

N-NHz;(mgL™") 37,63 0,39 (£0,52) 0,41 (£0,48) 0,45 (x0,55) 1 (x2,75)
(x9,72)

NT (mgL™") 42,06 37,79(x7,17)  33,69(¢11,5) 37,37 20,07 (10,29)
(£8,22) (x7,24)

PRS (mg L") 3,84 3,96 (£1,4) 4,06 (x1,62) 4,15 (£1,5) 1,14 (x1,18)
(+2,03)

PT (mgL-1) 4,49 4,1 (x1,54) 4,32 (£1,84) 4,36 (x1,85) 1,4(x1,41)
(£2,21)

Tabla Suplementaria 5.1. Media y desviacién estandar de los parametros fisicoquimicos en los diferentes

tratamientos (Control, P. australis, T. latifolia, Equisetum) y en el agua de entrada (FA) durante la etapa experimental.
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Control E. giganteum P. australis T. latifolia
E. giganteum P. australis T. latifolia FA P. australis T. latifolia  FA T. latifolia FA FA
10,26 -0,70 -2,83 1,00 -10,12 -10,42 -7,58 -0,74 1,09 2,32
41 41 41 41 41 41 41 41 41 41
0,00* 1,00 0,07 1,00 0,00* 0,00* 0,00* 1,00 1,00 0,25
8,29 -1,25 -1,99 -2,71 -8,46 -7,88 -7,71 -0,31 -0,73 -0,62
41 41 41 41 41 41 41 41 41 41
0,00* 1,00 0,54 0,10 0,00* 0,00* 0,00* 1,00 1,00 1,00
9,43 2,95 0,56 21,11 -6,58 -9,64 9,68 -2,76 15,58 23,25
41 41 41 41 41 41 41 41 41 41
0,00* 0,05 1,00 0,00* 0,00* 0,00* 0,00* 0,09 0,00* 0,00*
-0,08 -1,12 -0,37 -4,44 -0,92 -0,45 -4,53 0,68 -3,92 -4,28
41 41 41 41 41 41 41 41 41 41
1,00 1,00 1,00 0,00* 1,00 1,00 0,00* 1,00 0,00* 0,00*
-1,37 -0,25 -0,70 -24,83 1,34 1,27 -25,77 -0,34 -24,98 -25,21
40 41 41 41 40 40 40 41 41 41
1,00 1,00 1,00 0,00* 1,00 1,00 0,00* 1,00 0,00* 0,00*
10,42 3,11 0,79 -4,47 -6,51 -10,67 -10,81 -2,73 -4,89 -4,51
41 41 41 41 41 41 41 41 41 41
0,00* 0,03* 1,00 0,00* 0,00* 0,00* 0,00* 0,09 0,00* 0,00*
-4,31 -4,06 -2,33 -13,65 0,86 3,37 -9,26 2,56 -12,37 -12,70
40 41 41 41 40 40 40 41 41 41
0,00* 0,00* 0,25 0,00* 1,00 0,02* 0,00* 0,14 0,00* 0,00*

Tabla Suplementaria 5.2. Resultados de los test a posteriori en las concentraciones de PRS, PT, N-NOs", N-NOz, N-NHz, NT y DQO para el factor de Tratamiento del RM-ANOVA

durante el experimento. Se indican los valores del estadistico T, los grados de libertad y los valores de p corregidos por Bonferroni para cada comparacién entre tratamientos. Los

resultados significativos (p<0.05) se muestran en negrita con un asterisco (*).
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Profundidad (cm) Contenido de agua, % % Pérdida porignicion
P. australis 0-5 26,3 1,5
5-10 25,3 0,9
10-15 11,4 0,4
E. giganteum 0-5 95,9 12,9
5-10 37,9 5,8
10-15 21,0 2,0
Control 0-5 9,4 0,6
5-10 7,7 0,4
10-15 9,0 0,2

Tabla suplementaria 5.3. Porcentajes de contenido de agua y pérdida por igniciéon en el sedimento a distintas

profundidades en los tratamientos.
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. DQO - TN - TN TP
Tipo de humedal Especies 'rl':?dt:‘:lagua Temp. Area HLR TC TN-TC TR salida TP-TC TP-TR salida Sustrato Referencia
media, gm-2. gm-2. g m- g m-2. g m-2.
°c m2.mdl Ty Tar 241 MET Tgq Tgq MEET
. 13,1 0,5
F/FWS NA secundaria, cloacal NA 6600,0 6,061 345,5 109,70 30,30 (NA) 3,64 0,85 (0.2) Shenetal., 2018
R . 18,8 1,5
FWS Diversas Secundaria, cloacal 10,2 10792,0 0,028 NA 0,79 0,27 (7,4) 0,06 0,02 (0,2) Cooper et al., 2020
. cruda, 33,3 5,0 . .
HSSF P. australis lactea/doméstica NA 144,0 0,044 53,3 2,83 1,37 (NA) 0,56 0,34 (NA) grava fina Mantovi et al., 2011
. . - 7,5 0,2 arena fina .
VSSF (tidal) P. australis terciaria, cloacal 18,5 2280,0 0,044 0,9 0,39 0,06 0,03 0,02 X Martin et al., 2013
(NA) (0,0) (+hierro)
. . 23,0 3,1
FWS Diversas Secundaria, cloacal 10,2 2900,0 0,055 NA 3,24 2,01 (8,7) 0,48 0,31 1) Cooper et al., 2020
cruda, 43,7 8,4 .
HSSF A. donax \actea/doméstica 17,5 50,0 0,060 12,9 5,46 2,84 (3,) 0,84 0,33 (0,3) grava gruesa Licataetal., 2021
- cruda, 45,7 8,5 .
HSSF C. alternifolius ldctea/domeéstica 17,5 50,0 0,060 12,9 5,46 2,72 2,4) 0,84 0,33 (0.3) grava gruesa Licata et al., 2021
. 20,0 15,0 )
HSSF C. Papyrus secundaria, cloacal 23,0 0,5 0,067 20,2 3,94 1,97 (NA) 2,38 1,02 (NA) grava fina Bateganya et al., 2015
- 4,2 0,2 -
VSSF A. donax terciaria cloacal 20,8 2,0 0,068 8,6 1,55 1,27 (NA) 0,33 0,32 (0,4) arena gruesa Ennabili et al., 2021
- 14,0 1,3 -
VSSF S. purpurea terciaria cloacal 20,8 2,0 0,069 8,7 1,58 0,62 (NA) 0,34 0,25 (0.8) arena gruesa Ennabili et al., 2021
. L 11,2 0,8 -
VSSF T. gallica terciaria cloacal 20,8 2,0 0,073 9,2 1,67 0,86 (NA) 0,36 0,30 (0,5) arena gruesa  Ennabili et al., 2021
. 5,8 0,3 .
VSSF A. donax secundaria cloacal 20,8 2,0 0,074 22,6 2,89 2,46 (NA) 0,50 0,48 (0,4) arena gruesa Ennabili et al., 2021
VSSF P. euphratica terciaria cloacal 20,8 2,0 0,074 9,3 1,69 0,86 :IJI,A? 0,36 0,22 (0’2) arena gruesa  Ennabili et al., 2021
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VSSF S. purpurea secundaria cloacal 20,8 2,0 0,094 28,5 3,65 2,54 :'\1"5 0,63 0,54 (8’:) arena gruesa Ennabili et al., 2021
VSSF/F/FWS/HSSF NA secundaria, cloacal NA 40000,0 0,100 5,8 0,93 0,82 (L’;) 0,07 0,06 (8’1) Shenetal., 2018
HSSF T. latifolia secundaria, cloacal 22,1 72,3 0,110 20 354 022 00 a5 g0 23 Laminasde | ohearling 2015
(NA) (NA)  acero
" 27,0 2,1 ) .
VSSF (French 1) Grass Tifton 85 cruda, cloacal 22,1 86,4 0,160 72 4,81 0,62 (NA) 0,60 0,28 (NA) grava fina von Spearling, 2015
U 18,0 4,3
FWS T. latifolia cruda, cloacal 12,0 2840,0 0,162  100,2 5,86 2,93 (NA) 1,07 0,37 (NA) Gunes et al., 2012
HSSF/FWS P. australis Secundaria, cloacal 17,3 20800 0,166 9,2 482 29 0 100 033 20 volc.grava oorpagalloctal,
(6,0 (3,0 2011
HSSF P. australis Secundaria, cloacal 17,5 19500 0,177 11,4 408 1,77 0 124 03 % gava+ca Barbagallo etal,
(7,0 (2,0 2011
A. donax/P. escorrentia 1,5 1,4 .
FWS australis vehicular 17,2 33,0 0,191 18,9 0,57 0,29 (NA) 0,65 0,38 (0,4) grava Terzakis et al., 2008
A. donax/P. escorrentia 1,2 0,9 .
HSSF australis vehicular 17,2 32,0 0,191 19,5 0,59 0,35 (NA) 0,67 0,49 (0,) grava Terzakis et al., 2008
’ 20,0 10,0
VSSF C. Papyrus secundaria, cloacal 23,0 0,2 0,250 77,3 15,07 9,16 (NA) 9,10 5,41 (NA) arena gruesa Bateganya etal., 2016
VSSF(aer)/HSSF C. alternifolius secundaria, cloacal 14,4 394,0 0,287 19,8 10,92 5,17 (260’00) 0,92 0,40 ((1),2) arena gruesa Zhaietal., 2016
FWS A. donax/P. escorrentia 17,2 330 0382 378 1,15 057 O 130 073 " gava Terzakis et al., 2008
australis vehicular (NA) (0,3)
A. donax/P. escorrentia 1,5 1,2 .
HSSF australis vehicular 17,2 32,0 0,382 39,0 1,18 0,59 (NA) 1,34 0,87 (0,2) grava Terzakis et al., 2008

Tabla suplementaria 5.4. Revision de condiciones experimentales y resultados de otros estudios con disefios similares al empleado en este estudio, ordenados por su tiempo de
retencion hidraulica (HRT). Se indica el tipo de humedal construido (FWS = superficie de agua libre; VSSF = Vertical subsuperficial; HSSF = horizontal subsuperficial), las plantas
empleadas, el origen del agua residual, las tasas de carga (TC) de DQO, TN y TP, tasas de retencién (TR) de TNy TP, las concentraciones de TPy TN a la salida del humedaly el tipo de

sustrato utilizado.
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Capitulo 5
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Figura Suplementaria 5.1. Variaciones de DQO, Color, PRS, N-NOs, N-NO2, N-NHz, NT y PT en la salida de los
mesocosmos y en la entrada (FA) durante el crecimiento de las plantas (etapa de crecimiento, dias -346 el dia Q) y a
lo largo del experimento (etapa madura, desde dia 0 al dia 595). En el eje horizontal también se indican las estaciones

del afo (i.e. v,0,i,p).
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Figura Suplementaria 5.2. Variaciones de Temperatura, pH, Conductividad y turbidez en la salida de los

mesocosmos y en la entrada (FA) lo largo del experimento.
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Figura Suplementaria 5.2. Perfil de ORP en los mesocosmos (dia 430, invierno) y fotografias de los rellenos de
mesocosmos con E. giganteum, P. australis, T. latifolia y control a profundidades de hasta 5,10, 15y 20 cm. Se observa

la presencia de materia orgdnica oscura y un efecto de agregacién de la arena con E. giganteum.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS
FUTURAS

El presente trabajo de tesis investigd el efecto de materiales de relleno accesibles y de
especies vegetales nativas sobre la remocion conjunta de nitrégeno y fésforo en humedales de

tratamiento.

A lo largo de los experimentos en mesocosmos y en campo se ha resaltado el papel
determinante de las especies vegetales y los efectos del tipo de sustrato y las condiciones
fisicoquimicas para la optimizacién de estos sistemas, aportando evidencias que permite
reflexionar sobre su aplicacién en contextos reales y su potencial de desarrollo como

herramientas sostenibles para el tratamiento de aguas residuales.

La investigacion llevada a cabo en mesocosmos maduros de humedales de flujo
ascendente sometidos a alta carga hidraulica y moderada carga organica (Capitulo 3), reveld
que el tratamiento con especies vegetales y, en menor medida el sustrato y la interaccién entre
ambos, afectaron significativamente la remocién de fésforo. En sustrato de conchilla, los
tratamientos rindieron mejores resultados y se alcanzaron las maximas eficiencias con S.
giganteus y S. californicus. La excepcién fue el tratamiento con Z. bonariensis, que alcanzé su
maximo rendimiento en LECA. No se encontraron trabajos previos que demuestren el efecto de
la vegetacion, la variacién especifica y su interaccidon con el sustrato sobre la eficiencia de
remocién de fésforo. La remocion de amoniaco, en cambio, se vid afectada por el tratamientoy,
en menor medida, por la interaccidn con el sustrato, y las maximas eficiencias se alcanzaron
con las mismas combinaciones de sustratos y tratamientos que para el fésforo. Se encontraron
fuertes indicios de que las diferencias de rendimiento en la oxidacion de amoniaco se pueden
explicar por la provision diferencial de oxigeno por ROL. La remocién de NT estuvo ligada a la
oxidacion microbiolégica de amoniaco que, bajo condiciones microaerdbicas, encuentra
facilitado el acoplamiento con procesos de reduccidon del nitrégeno oxidado con eliminacion
final de nitrégeno gaseoso. Finalmente, la remocién de DBOs, también afectada por sustratoy
tratamiento, alcanzé los maximos rendimientos con las mismas combinaciones de sustrato y

tratamiento y tampoco se encontraron evidencias de ello en trabajos previos. Este estudio pone
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de manifiesto la interacciéon compleja entre sustratos y vegetales, evidenciando que ciertas

combinaciones potencian la remocion de nutrientes de manera mas eficaz.

En los mesoscomos de flujo vertical descendente rellenos de arena, un material mas
accesible pero menos reactivo para la remocién de fosforo, las cargas hidraulica y organica
resultaron moderadas, consistentes con el objetivo de evaluar el rendimiento de remocion de
nutrientes sobre un efluente con tratamiento secundario (Capitulo 5). Bajo este régimen de
cargas mas bajas que en el experimento anterior, la investigacion reveld una elevada eficiencia
de remocion de fésforo con E. giganteum, tres veces mayor que la obtenida con P. australis,y en
el orden de las alcanzadas con sustratos reactivos, aunque con una carga de P un tercio mas
baja. La remocion de amoniaco, como era de esperar, fue completa (>98%) en todos los
tratamientos, superandose asi el déficit de oxigeno por el mayor aporte atmosférico (AR) en todo
el lecho, favorecido ademas por una carga organica mas baja. La remocion de NT, en cambio,
alcanzd su valor maximo (61 %) con E. giganteum pero quedando por debajo del rendimiento de
todos los mesocosmos plantados del experimento anterior. A diferencia de estos ultimos, la
remociéon de nitrogeno estuvo limitada por la reduccién del nitrégeno oxidado que solo fue
significativa, aunque parcial, con E. giganteum, explicada por la singular produccidon de materia

organicay reduccion de ORP en su rizdsfera.

En términos de remocién de nutrientes, la especie Equisetum giganteum demostro ser la
mas eficiente, superando a otras heléfitas comunmente utilizadas, como Phragmites australisy
Typha latifolia. La mayor eliminacion de fosforo total (77,1% de la carga aplicada) y nitrégeno
total (60,6%) se logré en los mesocosmos plantados con esta especie, lo que representa tasas
superiores a las reportadas en revisiones sistematicas recientes. Este rendimiento podria
atribuirse a las caracteristicas Unicas de E. giganteum, incluyendo su capacidad de modificar las
condiciones redox en la rizosfera y actuar como una “bomba de nutrientes”, facilitando la
movilizacién y el transporte de fésforo desde capas profundas hacia la superficie. Ademas, se
detecté un enriquecimiento significativo de materia orgdnica en los mesocosmos con E.
giganteum, lo que podria haber contribuido a la creacién de gradientes redox favorables para los
procesos de desnitrificacion simultanea con la remocion de fésforo. Con baja carga orgénica

aplicada, las remociones de DQO no mostraron diferencias significativas entre tratamientos.

El sistema de tratamiento a escala real implementado en una escuela rural con cargas
hidraulica y organica elevadas (Capitulo 5) demostré ser eficaz en la remocién de materia
organica. Bajo ese régimen, los humedales triplicaron las tasas obtenidas en los mesocosmos
de configuracion correspondiente (conchilla y Z. bonariensis) y superaron su eficiencia de

remocién (HAL = 80,0%). La remocién de nutrientes, en cambio, fue desmejorada bajo tales
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condiciones. Paraelamoniaco la tasay la remocién porcentual en la etapa de humedales fue un
tercio de la obtenida en el ensayo de mesocosmos con la misma configuracion y la
concentracion en el vertido superé la normativa. Algo similar ocurrié con el NT. Respecto del P,
las tasas obtenidas alcanzaron un quinto del valor obtenido en los mesocosmos
correspondientes. Estos resultados reflejan tanto las limitaciones del diseno como las
condiciones operativas subdptimas, especialmente en lo que respecta a las cargas hidraulicas
aplicadas, que superaron los valores recomendados en la literatura para sistemas de
humedales horizontales y verticales. La eliminacién de coliformes fecales, aunque significativa
(99,0% en la laguna de pulido), no alcanzd los estandares normativos requeridos para la
descarga en cuerpos de agua superficial. La carga organica aplicada super6 la requerida para

una etapa de maduracion con reduccién de patégenos.

Las interacciones entre las condiciones fisicoquimicas del sistema, en particularelpHy
el potencial de oxido-reduccidn (ORP), también jugaron un papel determinante en la eficiencia
de remocion de nutrientes. Los modelos lineales generalizados aplicados revelaron que el pH
fue la variable mas influyente en la retencién de fdsforo y nitrégeno, mientras que las
concentraciones de PRS y PT surgen como predictores de la retencién de materia organica y
nutrientes. Estos resultados subrayan la necesidad de un monitoreo constante de estas

variables para optimizar el rendimiento de los sistemas de tratamiento en contextos reales.

Recomendaciones practicas para la optimizacion de humedales

construidos

A partir de los resultados obtenidos, se pueden proponer las siguientes recomendaciones para

el disefio y optimizacion de sistemas de tratamiento basados en humedales construidos:

e Seleccion de especies vegetales: Considerar el uso de Equisetum giganteum en
humedales de flujo subsuperficial vertical, dada su mayor eficiencia en la eliminacién de
fésforo y nitrégeno en comparacién con especies comunmente utilizadas.

e Optimizacion del sustrato: Considerar el uso de conchilla en lugar de LECA cuando el
objetivo es maximizar la adsorcién de fésforo y mejorar la retencidon de materia organica.

e Carga hidraulica adecuada: Ajustar los caudales aplicados a los valores recomendados

en la literatura para evitar sobrecargas y mejorar la eficiencia de remocion de nutrientes.
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Monitoreo a largo plazo: Implementar estudios prolongados para evaluar la estabilidad
del rendimiento del sistema y los efectos de la acumulacion de materia organica en la
eficiencia de remocién de nutrientes.

Estrategias de recuperacion de nutrientes: Explorar el uso de biomasa de E. giganteum
u otras especies como biofertilizante o en otras aplicaciones ecoldgicas y/o

econdmicas.

Lineas futuras de investigacion

Si bien los resultados obtenidos son relevantes para el disefio y mejora de humedales

construidos, se identifican diversas areas que requieren investigacion adicional para optimizar

aln mas estos sistemas:

1.

Optimizacidén de sustratos para mejorar la retencion de nutrientes
o Evaluar nuevos materiales de lecho con alta capacidad de adsorcién de fésforo
que no requieran reemplazo frecuente.
o Estudiar la incorporacion de biochar o sustratos enriquecidos con hierro, calcio
0 magnesio para mejorar la eliminacioén de fésforo.
Evaluacidon del efecto de variaciones estacionales en la eficiencia del sistema
o Analizar la influencia de cambios estacionales en la temperatura, disponibilidad
de oxigeno y actividad biolégica sobre la remocién de nitrégeno y fésforo.
o Determinar si es necesario ajustar la operacién del sistema en funcién de la
época del ano.
Estrategias para mejorar la eliminacion de patégenos
o Estudiar el efecto de combinaciones de humedales con etapas de desinfeccién
adicionales (Cloracién, UV, filtracion).
o Evaluar el uso de plantas con propiedades antimicrobianas para mejorar la
remocién de patégenos.
Mecanismos especificos de remocion de fésforo en E. giganteum
o Determinar si la eficiencia de eliminacién observada se debe a mecanismos de
adsorcién en la rizosfera, acumulacién intracelular u otros procesos
biogeoquimicos especificos.
o Analizar la liberacién de carboxilatos y otros compuestos en la rizosfera como
posible estrategia de movilizacién de fésforo.
Impacto del enriquecimiento de materia organica en la emision de gases de efecto

invernadero
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o Evaluar si la acumulacion de materia organica en humedales plantados con E.
giganteum aumenta o disminuye la emisién de metano y 6xido nitroso.

o Explorar el papel de las sustancias humicas en la mitigacion de emisiones en
estos sistemas.

6. Aplicaciones practicas de la biomasa generada en humedales construidos

o Investigar el potencial de E. giganteum como biofertilizante o en procesos de
fitorremediacion.

o Analizar su posible uso en la produccién de biogas o materiales con aplicaciones

industriales.
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