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RESUMEN

Los humedales construidos de flujo horizontal spbsicial (HFHSS) han sido una
tecnologia mundialmente utilizada para el tratatoiele aguas servidas. Sin embargo,
las condiciones de operacion de los HFHSS perngitelesarrollo de microorganismos
productores de metano, que es un gas de efectmadero. De los diversos factores
que inciden en las producciones de metano, ebigpeegetacion utilizada en los HFHSS
puede afectar las comunidades microbianas, y e, estas producciones de metano.

El objetivo de este trabajo fue evaluar las prooiums de metano y composicion
de las comunidades microbianas de HFHSS que tratmras servidas utilizando
Phragmites australiyy Schoenoplectus californicu$e utiliz6 una estacion piloto de
HFHSS plantados corP. australis y S. californicus cuyo monitoreo considero:
determinaciéon de eficiencias de eliminacion de ammiantes; determinacién de
actividad metanogénica especifica (AME); determioracde las comunidades
microbianas mediante las técnicas PCR en tiempoy®LR-DGGE, usando partidores
contra el gen ARNr 16S, con posterior secuenciacion

Los HFHSS presentaron eficiencias de eliminacioh7@e 65, 93 y 92% de
DBOs, DQO, SST y SSV, respectivamente. Las producciateesnetano fueron en
general mayores en la salida del efluente, conreslde AME entre 0,013 y 1,1769g
DQOchsg*SSV'd™. En promedio se cuantificaron 5,68°copiasg’SSV bacterias y
4,710'copiasg'SSV arqueas. Los microorganismos encontrados [eeiton
principalmente a los génerosClostridium  Bacteroidales Methanosaeta
Methanosarcing a los subgrupds y y-proteobacteria.

El uso deP. australiso S. californicusgenerdé diferencias no significativas en las
producciones de metano entre el 20 y 43 %. La iest@aad generd diferencias
significativas desde el 70 al 97 % en las produmsode metano. Las comunidades
microbianas presentaron diferentes composicioné® e uso deP. australiso S.
californicus No obstante, la estacionalidad influydé de mayoanera en las
comunidades. La metanogénesis acetoclastica fuenemanismo principal en la

produccién de metano en los HFHSS.



ABSTRACT

Horizontal subsurface flow constructed wetlands $HBare a technology used
worldwide for wastewater treatment. However, HS$€ration conditions may generate
the development of microorganisms linked to thedpobion of methane, a strong
greenhouse gas. Different plant species used irFH&8 shape microbial communities,
and in consequence, affect methane production.

The aim of this work was to evaluate methane prodncand microbial
community composition of the biomass attached ¢oHBSF that treat wastewater using
PhragmitesaustralisandSchoenoplectus californicus

To carry out this work, a pilot plant based on HS8&nted withPhragmites
australisandSchoenoplectus californicwgas used. The study considered the following
itmes: pollutant removal efficiencies determinatiagpecific methanogenic activity
(SMA) evaluation; determination of microbial comnitigs through real-time PCR,
denaturant gradient gel electrophoresis (DGGE) sartisequent gene sequencing. All
the molecular techniques were carried out targeiacterial and archaeal 16S rRNA
genes.

HSSF presented efficiencies of 70, 65, 93 and 92/%ving BOR, COD, TSS
and VSS, respectively. Methane productions showebet higher in the outlet zones.
SMA values were in the range 0,013 y 1,176g GQRD'VSSd™'. Bacterial and
archaeal quantification presented, in average,168and 4,710%copiesg'VSS,
respectively. The main microbial species foundeldriged to the gener@lostridium,
Bacteroidales, Methanosaetslethanosarcinaand the sub-grougsproteobacteria and
y-proteobacteria.

The use of eithelP. australisor S. californicusproduced differences between 20
and 43 % in methane production. These differencae wot significant. Seasonality did
produce significant differences between 70 and 97 #ethane productions. Microbial
communities from HSSF planted with. australisshowed different compositions to
those from HSSF planted witf. californicus Nevertheless, seasonality was a major
factor in shaping microbial communities. Acetodlastethanogenesis was the principal

pathway for methane production.
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1.INTRODUCCION
1.1. Aguas servidas

Las aguas servidas domésticas corresponden adiosige liquidos generados
por una comunidad, los cuales provienen de vivigngsidencias, edificios comerciales
e institucionales cuyo contenido se basa en todadteria afiadida durante su uso
(Romero, 2004). Por tanto, se compone por aguasasiggortadoras de excretas
humanas (provenientes del inodoro), y aguas grigas, corresponden al residuo
resultante del aseo personal, ropa y cocina (N&@4).

La cantidad de aguas servidas generadas en logeBogau composicion varia
de acuerdo al tipo de instalaciones, implicanaasilfares de los habitantes (nUmero de
individuos, edad, tipos de viviendas, movilidad;.)gtniveles socioeconémicos, entre
otros. Por otro lado, las caracteristicas tambiaériam con respecto a la ubicacién
geografica y la movilidad estacional o anual dehabkitantes (U.S.EPA, 2000). La tasa
de generacién diaria de residuos liquidos urbastésen el rango 100 — 400 L-Hab*
(Zaror, 2000). La regulacion Chilena vigente (D9/68), considera la generacion de
200 L-haB-d* que llegan como descarga a los sistemas de aitlada E| 94,6 % de
las aguas servidas urbanas en chile son tratadaplgpdas de tratamiento de aguas
servidas ya sean de tipo convencional o no congrakt(SISS, 2014). Sin embargo solo
el 8 % de las aguas servidas rurales son trat&ias(2008).

1.2. Caracteristicas de las aguas servidas

Los constituyentes de las aguas servidas se pudaigficar en las categorias de
contaminantes fisicos, quimicos o biolégicos. (Rhmal996). En la Tabla 1 se
observan las principales caracteristicas de laasagarvidas de un ndcleo urbano de
20.000 habitantes en las estaciones de inviernonyapera (Rojaset al., 2013). Las
aguas servidas se clasifican segun su carga dancio@intes. Las aguas mas diluidas
presentan concentraciones 71, 75 y 73 % menord3Bd®;, nitrogeno total (NT) y
sélidos suspendidos totales (SST), respectivameate, comparacion a aquellas

clasificadas como aguas servidas concentradas ¢e¢nt,2002).
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Tabla 1. Concentracién de contaminantes de origen quinmicgeas servidas.

Concentracion (mg-LY)

Parametro
Invierno Primavera
DBOs 184,0 + 39,0 236,0 £44,0
DQO 287,6 £ 25,0 425,2 + 350,6
SST 216,6 + 87,7 449,2 +272,3
SSV 123,8 + 85,9 297,5 +142,6
NT 545+17,3 117,7+ 15,4
N-NH/" 39,5+13,2 100,3 + 38,6
PT 14,1 £ 3,2 16,4 £ 4,3
P-PQ*> 82+25 10,7 £ 0,8

DBOs: Demanda bioquimica de oxigeno; DQO: Demanda quaimie oxigeno; SST: sélidos suspendidos
totales; SSV: sélidos suspendidos volatiles; NTrégeno total; N-NH": nitrégeno amoniacal; PT:
fésforo total; P-P@": ortofosfato. Rojast al. (2013).

1.2.1. Caracteristicas Fisicas

a) Solidos Totales: Los solidos totales se clamifien solidos suspendidos totales
(SST) y sdlidos disueltos. Dentro de los SST seuemitan los sélidos suspendidos
volatiles (SSV) que corresponden a la fraccion miggay los solidos sedimentables
(~60% de los sélidos totales) (Metcalf y Eddy, 2003

b) pH Los procesos biolégicos oxidativos que ocurren @andguas servidas
tienden a alcalinizar el medio (Von Sperling, 200#) rango de pH comunmente
observado varia entre 6,5 y 8,5 (Metcalf y EAdQ30
1.2.2. Caracteristicas quimicas

a) Materia organicakEn las aguas servidas la materia organica (MO) esta
comprendida por diversos compuestos, cuyas estascl tamafios moleculares son
diversos (0,001-10Qm) (Aguirre, 2004). Por tanto, esta queda condaxanpor dicha
cualidad, pudiéndose clasificar como se esquematizéa Figura 1. APHA (1999),
describe a la materia organica disuelta (MOD) cawopeella que pasa a través de filtros
de tamafo de poro de 0,45um (o menor), mientradagparticulada (MOP) es la que

queda retenida en el filtrc.a MO se encuentra principalmente en forma disuglta
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sedimentable, tanto como en efluentes primariosoc@n aguas servidas crudas
(Caselles-Osori@t al., 2007). La MO proveniente en las aguas servidasiersnuna
fraccion biodegradable y otra no biodegradablealoiicante) (Metcalf y Eddie, 2003).
Henze et al (2008) documenta que el 10 % de la MOD corredpoa materia
recalcitrante, siendo la fraccién restante (90 %6ydgradable. La MOP comprende un
33,3 % de materia organica inerte y el 66,7 % néstas biodegradable (Henekeal.,
2008).

En las aguas servidas, el indice de biodegradadif{BBQ/DQO) suele ser 0,5,
valor que posibilita el tratamiento con sistemasldgicos. Por el contrario, con
DBOs/DQO < 0,3, las aguas servidas se consideran aitenrecalcitrantes, lo que
dificulta el uso de tratamientos bioldgicos (MetgaEddy, 2003).

| Materia Organica |
|
v
Particulada Soluble
Sedimentable Suspendida

v v v v v v

Biodegradable | [ Recaleitrante | [ Biodegradable | [ Recalcitrante | | Biodegradable | | Recalcitrante

Disuelta

I‘_
I I{_

Figura 1. Clasificacion de los contaminantes organicos arasgervidas. Modificado
de Henzeet al. (2008).

Especificamente, los compuestos organicos preseartelas aguas servidas
consisten principalmente en: proteina (~40%), dadratos (25% al 50%), aceites y
grasas (~10%), y en menor cantidad, urea, detergef@noles, pesticidas, entre otros.
(Pessoaet al.,, 1982). Ademas suele haber presencia de compuestEmicos
individuales, como productos de desinfeccion (taheetanos, triclorofenoles, acidos
haloacéticos, etc.) (Metcalf y Eddy, 2003) y congpag organicos emergentes como
antibioticos, cosméticos, metabolitos y hormondereslales. (Reyes-Contreras al.,
2012).
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b) Nutrientes los nutrientes mas importantes que se consideralaseaguas
servidas son el nitrogeno y el fésforo, ya que & mas indispensables para el
crecimiento de los organismos acuaticos (Ramal®@6 )L

En aguas servidas, el NT generalmente se encuemtnarendido en un 50%
como amonio (N-NH), (0,75 — 3 %) como nitritos y nitratos (N-NON-NOy) vy el
restante como nitrégeno organico (R-){HHenzeet al.2002).

El fosforo total (PT) se puede encontrar en diwefeamas, siendo el ortofosfato
(PO) el utilizado por los organismos como nutrientepy ende, el mas considerado al
momento de caracterizar las aguas servidas (Mefcdtiddy. 2003). Es ademas, la
especie mas abundante en aguas servidas (~71 ®TigHenze,et al., 2002). El
fosforo también se encuentra en su forma inorgariogos valores aumentan en
aproximadamente un 40 % con el alto uso de produdtolimpieza y otros quimicos
hogarefios (Von Sperling, 2007; Hereteal.,2002).

1.3. Humedales construidos

Los humedales construidos (HC) son sistemas dantranto no convencionales
que han sido utilizados a partir de mediados dgb SXX en el tratamiento de aguas
servidas (Vymazal, 2011a). Estos HC han sido déssipara que mediante procesos
fisicoquimicos y biologicos propios de la vegetaci@l suelo y los consorcios
microbianos, puedan depurar las aguas servidas Heferminadas condiciones
operativas (Vymazal, 2007). Estos sistemas de defdur estan constituidos de lagunas
o0 canales impermeabilizados de menos de 1 m dermhofad, con sus respectivas
tuberias de entrada del influente y salida deleeti® (Garcia y Corzo, 2008). Estos se
encuentran vegetados con especies de plantas ec@stichs de zonas humedas,
denominadas macrofitas (Kadlec y Wallace, 2009).

Los humedales construidos son una tecnologia aggfagpara aquellos sectores
en gque existe disponibilidad de terreno pero no imaypo de obra calificada para la
operacion de sistemas mas complejos de depuradids.HPA, 2000). Los
requerimientos energéticos de los HC son consitisremte menores a los sistemas
convencionales de lodos activados (Kadlec y Wall@2099). Rojas, (2012) obtuvo

consumos de energia (kWh-Haafio') en sistemas de flujo subsuperficial con
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tratamiento primario del 33 al 75 % menores que doeasumos en sistemas de
tratamiento con lodos activados (planta de tratatoigle aguas servidas Hualqui y
Quilleco). Estas caracteristicas han permitidonecimiento exponencial de este tipo de
tecnologias en los ultimos afios en Europa, alcalazan niumero de 1012 humedales
construidos solo en el Reino Unido hasta el aii@ Z@@oper, 2009). Estos se utilizan
comunmente para la depuracion de aguas residuatessticas en zonas rurales de baja
densidad poblacional (<2000 habitantes) como trigtaim secundario o terciario donde
existe la superficie de suelo disponible para stalacion (Vymazal, 2007).
1.3.1. Tipos y Clasificacion de los humedales coitds

Los humedales construidos pueden ser clasificadosaaierdo a diversos
parametros de disefio, siendo los mas importantadralogia, tipo de crecimiento de la

vegetacion, y direccion del flujo del influented&ra 2) (Vymazal, 2011a).

Humedales Construidos

Vegetacion

Flotante Sumergidas Emergentes
| |
Direccion _V v \l/
de flujo Horizontal Vertical

Figura 2. Esquema de clasificacion de los tipos de Humedal®mnstruidos.
Modificado de Plaza de los Reyetsal (2011).

a) Humedales de flujo superficial (HFS): Como spage en la Figura 3a, el
agua se encuentra expuesta directamente a la atamodsfrculando entre los tallos y
hojas de la vegetacion, que puede ser flotanteeigida 0 emergente. Estos humedales
tienen una profundidad de lamina de agua entrey @3 m (Garcia y Corzo, 2008) y
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ocupan, generalmente, grandes extensiones dedatechasta centenares de hectéareas,
ya que el area especifica por persona equival®ftpds entre 5 y 10PE" (Garciaet

al., 2004a; Bécares, 2004). Un inconveniente de los B8l directo contacto de la
lamina de agua con la atmosfera, por lo que eeisp®sicion a patégenos (Kadlec y
Wallace, 2009).

b) Humedales de flujo subsuperficial (HFSS): E® esiso, el agua fluye a través
de un medio granular en forma subterranea (0,®ar0de profundidad) circulando
entre las raices y rizomas de las plantas (Garci@oszo, 2008). Los procesos
bioquimicos de depuracion son llevados a cabogbidpelicula que coloniza el medio
granular y las raices y rizomas del sistema (Kagle&/allace, 2009). Este tipo de
humedales requiere menor superficie especifica5(t PE") que los HFS (Vymazal,
2011a; Bécares, 2004). De acuerdo a la direccibfiige del influente, los HFSS se
pueden clasificar en las siguientes configuraciones

I) Humedales de flujo horizontal subsuperficial (HES):En estos sistemas el

agua residual fluye desde la tuberia del influggasando horizontalmente a

traves del medio filtrante hasta llegar a la zomasdlida (Figura 3b). La

profundidad comunmente utilizada es de 0,5 m ca@nsuiperficie especifica de 5

m? PE® para tratamiento secundario (Bécares, 2004). Estoedales funcionan

permanentemente inundados con la lamina de agta®gtl cm por debajo de

la superficie (Plaza de los Reyatsal.,2011; Garcia y Corzo, 2008).

I) Humedales de flujo vertical subsuperficial (HES): En estos sistemas el

influente entra por la parte superior en forma i@ga uniforme, percolando

verticalmente a través del medio filtrante pararseolectada mediante tuberias
perforadas en el fondo (Figura 3c) (Garcia y Coaf)8). La profundidad de

estos sistemas varia entre 0,8 y 1 m, con supesfiespecificas entre 1 y 2

m?- PE?, dependiendo de las necesidades de eliminacidnitdgeno (Bécares,

2004). La circulacion vertical del agua tiene lugapulsos, de manera que el

medio granular no esté siempre inundado. Estesnsist han sido utilizados para

producir efluentes nitrificados (Plaza de los Resteal.,2011). Mas aln, estos
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son combinados generalmente con sistemas de HFH@Sgpnerar en forma

sucesiva los procesos de nitrificacion y desnitaidion (Garcia y Corzo, 2008).

a) Macréfitas
Entrada
influente . . .

‘ \ " (t\ i
T
”&}}‘ X X X
A
Revestimiento impermeable
b) Macrofitas

Salida

Entrada
influente

Entrada
influente
———

Medio filtrante Salida

g ; efluente

Revestimiento impermeable

Figura 3. Perfiles de los tipos de humedales construidosirsdgdrologia. a) HFS

(humedal de flujo superficial); b) HFHSS (humedalfliljo horizontal subsuperficial);

c) HFVSS (humedal de flujo vertical subsuperficidlodificado de Kadlec y Wallace
(2009)
1.3.2. Vegetacion en humedales construidos

Se han realizado diversos estudios en humedalestrgmios con y sin

vegetacion, en los cuales se concluye que este awnte tiene incidencia en la
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eliminacion de contaminantes (Brix, 1997; Tann®)X Stottmeisteet al., 2003). La

vegetacion en HC otorga un ambiente propicio pasaprocesos fisicoquimicos y

microbiologicos, mejorando de esta manera lasegfiias de eliminacion (Garcia y
Corzo, 2005).

Los procesos en que participan las macréfitas eenezg de los HFHSS para aumentar

las eficiencias de depuracién son:

a) Aislamiento térmico: la vegetacion cumple el rol déslante térmico,

apantallando la radiacién solar durante la épocaeaiano y almacenando el

calor en épocas de bajas temperaturas (Vymazalp201

b) Superficie para crecimiento microbiano: La rizoafee las plantas aumenta la

densidad microbiana proporcionando superficie yenmtrganica (producto de

la fotosintesis) para el crecimiento de la biopgdicque da lugar a los procesos
de depuracion, que se mostraran mas adelante (\&yn284.1b).

Exudacion de las raices: Las macrofitas eliminaerdbs componentes a través
de las raices producto de su metabolismo. Uno sledmponentes liberados es
el oxigeno, el cual genera ambientes aerobios ®rtdacanias de las raices,
habilitando procesos de nitrificacion, oxidacion metano, digestion aerobia,

entre otros (Le Mer y Roger, 2001).

Las especies de macrdfitas utilizadas en los HR®lgu ser del tipo flotante,

como por ejemplhemna minor, Spirodella polyrhizasumergidas comblyriophylum

spilatu(Kadlec y Wallace, 2009).as macréfitas emergentes se usan para todapdss t

de humedales (HFHSS, HFVSS y HFS), donde los gérmrmunmente utilizados en

HFHSS sonPhragmitesspp, Schoenoplectuspp, y Typhaspp.(Plaza de los Reyes y

Vidal,

2007). En la Tabla 2, se especifican lasac@risticas y condiciones de

crecimiento de las especies mas utilizadas emsstele HFHSS

Tabla 2. Caracteristicas y parametros optimos de crecimielgolas especies de

macrofitas mas utilizadas en HC

T Altura  Profundidad Asimilacion

Especie Tipo (°C) pH (m) raices (m) de nutrientes
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(kg-ha’afio™)

Phragmites
australis Perenne 16-27 4,8-8,2 8 0,6-1,0 225 (35)
SCTOG”OF’.'eCtUS Perenne 16-28 4,0-9.0 3 0,7-0,8 125 (18)
acustris
Typha latifolia 10-30 4,0-10 3 - 2630 (403)

T: temperatura; Asimilacién de nutrientes: en ptgis la asimilacion de fésforo, fuera del paréstes

asimilacién de nitrégeno. (Plaza de los Reyes wali2007; Vymazal, 2013b

1.3.3. Mecanismos de degradacién de contaminantésimedales de flujo horizontal
subsuperficial (HFHSS)

Los mecanismos que predominan en los HFHSS saplaacion liquido-solido
y las transformaciones quimicas (Kadlec y Wall&)9). Las separaciones incluyen
procesos de sedimentacion, filtracion, absorcidisorcion, intercambio i6nico y
lixiviacion (U.S.EPA, 2000). Dentro de las transh@ciones quimicas, estan las
reacciones de oxido/reduccion, floculacion, preagdn, reacciones acido/base y
reacciones bioquimicas (U.S.EPA, 2000). Las reaesidioquimicas ocurren mediante
mecanismos aerobios en presencia de oxigeno disiMientras que en condiciones
anoxicas o de baja concentracién de oxigeno dis@éb) (< 2 mg-[') los procesos
son principalmente anaerobios (Vymagigél., 1998).

En los HFHSS, las reacciones bioquimicas se llaveaibo principalmente por la
biopelicula que crece en el medio granular y ldsemde las macrdfitas (Garcia y
Corzo, 2008). De esta manera se alcanzan altasrefi@s (Tabla 3) de eliminacion de
MO organica (medidas como DQO y DBOSST y SSV. En cuanto a nutrientes las
eficiencias suelen ser menores (Tabla 3).

Tabla 3. Eficiencias de eliminacién de contaminantes medial uso de HFHSS

Concentracion (mg- LY

Parametro Influente Efluente Eficiencia (%)
DBOs 19,5-373,0 - 60,7 - 97,0
DQO 260,0 - 580,0 26,1 -98,0 70,0-97,0

NT 53,0-85,0 <10,0-126,0 30,0-75,0
N-NH4 59,0 -61,0 47,0-51,0 14,0-25,0
PT 0,6 -17,0 0,6-64 10,0 - 40,9
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SST 113,0 - 310,0 2,0-223 68,1 -99,0

DBOs: demanda bioquimica de oxigeno; DQO: demanda gaimé oxigeno; NT: nitrégeno total; N-

NH,": nitrégeno amoniacal; PT: fésforo total; SST: doé suspendidos totales. Modificado de Rojas
(2012).

La importancia relativa de las diferentes reaca@dsiequimicas involucradas en
la depuracién es determinante para la eficiendigisiema (Vymazatt al,, 1998). En el
caso de los HFHSS, la permantente saturacion steinsa promueve la predominancia
de las vias anaerobias de eliminacion de contatdsgwguirre, 2004). Ademas, las
condiciones 6xido reduccion coartan las vias dmiedicion de contaminantes en los
HFHSS (Garciat al., 2010). Debido a esto, el potencial de 6xido remunc¢POR) es
un parametro que sirve como indicador de los aceptde electrones disponibles en el
medio, y en consecuencia de la importancia relateszg@ada proceso involucrado en la
eliminacion de contaminantes (Baptigtiaal., 2003; Garciaet al., 2003; Faulwetteet
al., 2009; Saeed y Sun, 2012). De esta manera, lasagfabias predominaran en un
rango de potencial oxido reduccion (POR) de eng8@0mV y +700mV (condiciones
oxidativas), mientras que con potenciales redoxameEna +300mV nos indican un
medio donde predomina un ambiente reductor y pde emaerobio (Scholz, 2005;
Faulwetteret al., 2009). Hay que tomar en cuenta que estos umbpalkeden cambiar
debido a que el potencial redox esta influenciadiola temperatura y pH del medio
(Kadlec y Wallace, 2009). Los mecanismos de eligigra de los distintos
constituyentes de las aguas servidas se descrit@mtiauacion:

a) Solidos suspendidos: Los sistemas de HFHSSntidawgos tiempos de
residencia hidraulicos (TRH) (5 - 10 dias) (Plagda$ Reyes y VidaR007), por lo que
gran parte de los solidos suspendidos son remowpdossedimentacion y filtracion
(Garcia y Corzo, 2005). Los sodlidos suspendidogidales no sedimentables son
degradados por los microorganismos (o las enzimétigadas por estos) o adsorbidos
al medio granular o raices y rizomas de las maesd{Vymazakt al.,1998).

Como se muestra en la Tabla 3, las eficienciasSIes®n altas. Mas de la mitad
de la eliminacion se lleva a cabo en el primer toude la longitud total del sistema
(Garcia et al.,2004). Es por esto que los HFHSS tienden a cotsgtaobre todo si las

aguas servidas a tratar contienen un alto contesdonateria organica recalcitrante

20



(Caselles-osorieet al., 2007). Por ende, es necesaria la instalacion deateimiento
primario, con el fin de evitar la colmatacion préana del sistema (Pedescel al.,
2011).

El fendbmeno de colmatacion (o clogging) se genetzidd a factores de carga
internos (crecimiento de biomasa microbiana y \agekesiduos exudados por la
biopelicula y las raices de las macrdfitas y erogjdimica de la grava) y externos
(solidos suspendidos provenientes en las aguasdasry precipitados quimicos)
(Knowleset al.,2011). No obstante, Tannetral. (1998) documenta que el mayor factor
que contribuye a tal fendbmeno es la carga de S®/epientes en las aguas servidas y la
acumulacion de MO recalcitrante exudada por laesafle las macrofitas. Los lodos
acumulados estan constituidos por un 80% de agexiagadamente (Tanner y Sukias,
1995). Esto otorga la consistencia necesaria al pzla que acidos fulvicos y humicos
(63-96% del carbono total acumulado en grava) edaslapor las raices de las
macrofitas tapen los poros del lodo acumulado (Keswt al., 2011; Nguyeret al.,
2000).

Las tasas de acumulacion de sélidos en HFHSS seeminan en un rango de
entre 0,7 y 8,8 kg MS-fafic' (MS= materia seca) (con cargas aplicadas de @réne
8,0 g SST-mM-d") (Tanner y Sukias, 1995; Tannefral., 1998; Caselles-Osoriet al.,
2007; Pedescobt al.,2011). Estos lodos se encuentran altamente miredak (10 al
20 % SSV/SST) (Caselles-Ososdbal.,2007).

b) Materia organica: los mecanismos de eliminacide la MO estan
condicionados por la distribucion del tamafio deipala de esta, por lo que al evaluar
las vias de eliminacién, este factor es clave (8ogih et al.,2004). En HFHSS la MOP
es eliminada por mecanismos fisicos que involucsadimentacion vy filtracion
(Vymazal y Kropfelova, 2009). Garciet al (2005) documenta que el conteo de
particulas disminuye en un 90% en el primer cudelcsistema, logrando eliminaciones
de carbono organico total del 50%. El 10 % de laPvi@stante es degradada por
mecanismos fisicos y enzimas extracelulares, wamsindose en MOD (Garcé al.,
2005). En los casos de colmatacion, la materianicgaacumulada es principalmente

recalcitrante (90%) y comprende menos de un 20% deumulacion de solidos totales
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(Caselles-Osorioet al., 2007; Nguyenet al.,, 2000). Aun asi, este fendbmeno es
directamente proporcional con la carga organicandlelente (Tanneet al., 1998).

La MOD es eliminada principalmente por la biopdidcadherida al medio
filtrante y a las raices de las macrdfitas, ya @seplantas no la asimilan de forma
significativa. Es mas, estas aportan MOD al sistemediante el exudado de las raices
(Tanneret al.,2001).

Tabla 4: Eficiencias de eliminacion de materia organica deHBS con diferentes

disefios y cargas organicas aplicadas.

Carga o ) ) Eliminacion
o Medio filtrante Profundidad ©  Vegetacion
organica® (% DQO)
5 5 Grava (¢=3,5-10mm) 0,5 Phr 64-65
’ Grava (Q¢=3,5-10mm) 0,27 Phr 70-79
5.9 Grava (¢=3,5-10mm) 0,5 Phr 58-65 ]
’ Grava (Q¢=3,5-10mm) 0,27 Phr 73-83
. Grava (3¢=3,5-10mm) 0,5 Phr 53-62
’ Grava (Q¢=3,5-10mm) 0,27 Phr 76-77
6 Grava (R=3,5-10mm) 0,3 Phr 81 [2]
20,7 Grava (40% porosidad) 0,2 Phr 70
Filtralite (45% [3]
18 ) 0,2 Phr 94
porosidad)
0,9-4,1  Grava (D=10-40mm) 0,4 Sch 76-92 [4]
S.
1,7-5,8  Grava (D=10-30mm) 0,4 . 74-88  [5]
tabernamontani
6-10,8 Grava (D=9-12mm) 0,6 Phr 36-48
6-10,8 Grava (D=9-12mm) 0,6 Phr, Sch, Typ 21-73
Zeolita natural + Grava
6-10,8 0,6 Phr 51,4-76,7
(D=9-12mm)

a: en (g DQO M dY); b: (gSSV-ritd™); c: (m); Dy tamafio del tamiz al cual un 60% de la materialgue
retenido, eliminacion en % DB@Rhr: Phragmites australis; Sch: Schoenoplectusfoaticus; Typ:
Typha latifolia; S: Schoenoplectyd]: Garciaet al. (2005); [2]: Caselles-osoriet al (2006); [3]:
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Alburquerqueet al. (2010); [4]: Tannerget al. (1994); [5]: Nguyenet al. (2000); [6]: Janbo Liet al
(2008).

Vymazal y Kropfelova, (2009) llevaron a cabo unlaigsobre las eficiencias de
eliminacion de MOD de cerca de 200 HFHSS que tratpras servidas domésticas. Las
eliminaciones de carga organica fueron de 32 a ¥g,@BC:-ha’-d' y 149 kg
DQO-ha'-d* (Vymazal y Kropfelova, 2009). Estos porcentajesetiminacion varian
con respecto a diversos factores clave, entredessg encuentran el disefio del sistema,
la carga y el tipo de materia organica del inflegfftabla 4) (Garciat al.,2005). Garcia
et al (2005) confirmd que el parametro de disefio miigyente es la profundidad del
sistema debido a que cambia el perfil de POR, go@secuencia, la importancia relativa
de cada reaccion bioquimica involucrada en la abgion de MOD (Tabla 4).

En condiciones aerobias, la degradacion de MODesa kb cabo por bacterias
heterdtrofas aerobias estrictas y facultativas,rdeca la reaccibn mostrada en la
Ecuacion 1 (Vymazal y Kropfelova, 2009).

Ecuacion 1

(CsH1206) + 6G > 6CO, + 6H,O + 12€ + Energia

Sin embargo, este proceso es interrumpido en sastelea HFHSS debido a las
condiciones andxicas en las cuales estos sistepgraro(Garcia y Corzo, 2004). De
esta manera, el bajo oxigeno disuelto (<2 rifyy-y el ambiente altamente reductor
(entre +200 y -400 mV), dan lugar a reacciones rahégs en la eliminacion de MOD
(Garciaet al.,2003; Duselet al.,2008).

La Figura 4 muestra las etapas de la degradaciaerania de MO vy los
consorcios microbianos anaerobios asociados a resd&ion (Seghezzo, 2004). Este
proceso multi-etapas cumple el objetivo de degradéimeros organicos complejos a
sus unidades monoméricas solubles para que puétEmdnte ser utilizadas como
fuente de energia para los microorganismos (Vymatall., 1998). Esta asociacion
entre consorcios microbianos es necesaria ya das 88lo pueden transportar materia
organica de tamafio menor a 1 kDa (1 nm aproximad@na traves de la membrana
celular (Sophonsiret al.,2004).
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La primera etapa consiste en la hidrdlisis, doma$epolimeros complejos son
transformados, mediante enzimas hidroliticas ealnéeres, a sus unidades
monomeéricas (carbohidratos, proteinas y acidoogyd¥ymazal y Kropfelova, 2009).
Solo la MOD y MO coloidal (<1 pm aproximadamentelege ser degradada por las
enzimas hidroliticas, pues esta debe tener un tanog@® les permita penetrar la
biopelicula y estar en contacto con las bacterasiry et al., 1993). En la etapa
siguiente, llamada fermentacion primaria, 0 acidegé, los mondmeros son
transformados a intermediarios aun mas simplesndimaolos acidos grasos volatiles.
(AGV) como &cido acético (Ecuacion 2), acido lact{&cuacion 3), etanol (Ecuacion
4), butirato, propionato, valerato, € H,, principalmente (Aguirre, 2004). Los AGV
son los intermediarios mas importantes en la degiad anaerobia de materia organica,
especialmente el acetato (responsable del 75 % deotuccion de metano) (Huaag
al., 2005). Se ha demostrado que en HFHSS el acetaserga ser el AGV de mayor
importancia, puesto mostro representar desde €48 & del 17 al 70 % del carbono
organico total del influente y efluente, respectieate (Garciset al., 2004b). La
siguiente etapa, llamada acetogénesis, se centiea ganeracion de acetato a partir de
los otros AGV y de C®y H, (Homoacetogenesis) (Aguirre, 2004).

Ecuacion 2

CsH1206 > 3CHCOOH + H
Ecuacion 3

CeH1206 > 2CH;CHOHCOOH + H
Ecuacion 4

CsH120s 2> 2CO + 2CHCH,OH
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primaria
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Acidos grasos
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\ » PE e RN Acetoiénicas Acetogenesis
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e Sulfato 1 i
Desnitrificantes
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¢ Metanogénicas Metanogenesis
Acetoclasticas
P Metanogénicas
Sulfato CH4 [«

Hidrogenotrdficas
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Figura 4. Esquema de las transformaciones involucradas eigéstion anaerobia de
materia organica y los consorcios microbiologicogplicados en cada una de ellas.
Kadlec y Wallace (2009); Almeid2011).

Los productos de la fermentacion son luego degmslgdor consorcios
microbiologicos que utilizan los donadores y acegstale electrones que se encuentren
disponibles en el medio, segun las reacciones siedaaciones 5 a la 8 (Vymazal y
Krépfelova, 2009; Saeed y Sun, 2012).

a) Sulfato reduccion
Ecuacion 5

CH3;COOH + HSO, 2> 2CQO + 2H,0 + H:S
Ecuacion 6

2CH;CHOHCOOH + HSO, > 2CHCOOH + 2CQ + 2H,0 + H,S
b) Metanogénesis

Ecuacion 7
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CH;COOH + 4H - 2CH, + 2H,0
Ecuacion 8

4H, + CO, 2 2CH, + H:,0
Ecuacion 9

CH3;COOH - CH; + CO,

c) Desnitrificacion
Ecuacién 10

CeH1206 + ANO;s > 6H,O + 6CQ+2N; + 4€

Los mecanismos de eliminaciéon de MOD representaddas ecuaciones 5 a la
10 tienden a competir por el sustrato (donadoregleetrones) utilizando diferentes
aceptores de electrones (Vymagiél., 1998).

La desnitrificacion puede ser significativa en HESH8e bajas profundidades
(Tabla 4) (0,27 m) donde el POR presenta mayoregg(+350 a +100 mV) pudiendo
representar del 50 hasta un 70% de la eliminac®®M@D (Garciaet al., 2004b). Sin
embargo este proceso esta limitado por la tasatdicacion, que es despreciable en
HFHSS, debido a las condiciones anaerobias (< ®d.") (Vymazal, 2007).

En aquellos sistemas de HFHSS donde el POR sergrewatre -100 y -200 mV con
presencia de sulfato ($8) en el medio, predomina la sulfato-reduccién (wetteret

al., 2009). Cuando la relacion DQO:$O es menor a 1,5, los procesos sulfato
reductores pueden desplazar por competencia al (®inet al, 2007). Por otro lado,
Baptista et al. (2003) encontraron presencia de bacterias sulémtoetoras en un
HFHSS con POR menores a -200 mV, sin embargo s8tosaportaban 11 — 12 % en la
eliminacion de DQO del sistema. Los mecanismos moginicos suelen ser los
predominantes en HFHSS, con POR entre -200 y -300(FFaulwetteret al., 2009),
teniendo una importancia relativa mayor (>90%) &reliminacion de MOD (medida
como DQO) (Baptistat al.,2003; Aguirre, 2004).

¢) Nutrientes: La eficiencia de eliminacion de NTHFHSS oscila entre el 42,3
y 44,6% (Vymazal 2007). Los mecanismos de elimigradncluyen: a) amonificacion:
proceso que ocurre en sistemas tanto aerobios ewaerobios (Vymazal, 2007) b)

volatilizacion de amonio (N§J: este proceso es relevante solo a pH >7,5 alodoza
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tasas de eliminacion considerables (2,2 g N%th (Garcia et al., 2010) c)
nitrificacion-desnitrificacion: la nitrificacion agre en ambientes estrictamente aerobios,
por lo qgue en HFHSS sdlo ocurre en los microambgenkidados cercanos a las raices
de las macrofitas, con rendimientos bajos y fuestegm dependientes de la temperatura
ambiente (0,15 a 0,7 g N-NHm?d%) (Vymazal, 2007; Garciat al., 2010). La
desnitrificacion ocurre en ambientes estrictameat@erobios (potenciales redox
+350mV a +100mV) utilizando la MOD como donador e@lectrones (Garciat al.,
2010,). d) asimilacion por plantas y microorganismbas plantas son capaces de
asimilar nitrogeno en tasas mostradas en la Tablha2eliminacion de nitrdgeno
también ocurre por otros procesos como adsoradXimialcion, oxidacion anaerobia de
amonio (mediado por consorcios anaerobios AnAmn{@yinazal 2007).

Los mecanismos de eliminacion del fosforo puedenisaipo bidtico o abidtico,
con eficiencias de hasta un 32% promedio en sisteleddFHSS (Garciet al., 2010).
Los procesos abidticos de eliminacion constan ddimsntacion, adsorcion,
precipitacion, mientras que los bidticos corresgordlia asimilacion por parte de las
macrofitas (U.S.EPA, 2000). Las tasas de asimitadefosforo por parte de las plantas
se muestran en la Tabla 2. Los procesos abidtiealers ser los que mas contribuyen a
la eliminacion de PT, puesto que las plantas saltigipan de un 5 al 10 % en la
eliminacion de PT por asimilacion (Tanner, 2001a &liminacion de fésforo es
altamente dependiente de los materiales usados suareonstruccion, debido a la
saturacion de este componente en el medio (ArBisxy 2004). Por ejemplo, se puede
emplear Zeolita como medio de soporte en HFHSS,eatando la eficiencia de
eliminacion en un 20% en sistemas aireados (¥ei., 2014). En sistemas anoxicos
(POR < +250mV) se observa lixiviacion de fosfore@tido o precipitado (Vymazat
al., 1998).
1.4. Emisiones de metano

Desde el siglo XIX, las concentraciones atmosférida dioxido de carbono
(CO,) han aumentado en un 30 %, las de oxido nitros@)YMNn 15 %, y las de mayor
aumento, de metano (GH en un 145 % (Fadel y Massound, 2001). El metsde

principal preocupacion, puesto que ademas de seée ahayor aumento, posee un
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potencial de efecto invernadero 23 veces al eqeriv@len masa de G@n un horizonte

de tiempo de 100 afos (Wargal.,2013). Estas emisiones son generadas por fuentes
tanto naturales como antropogénicas, donde lastefsienaturales principales son:
humedales naturales, incendios, termitas, océardepgsiciones animales (Czepél

al., 1993). Estas fuentes naturales y antropogénicastaap en un 45 y 55 %,
respectivamente a las emisiones totales de meGzepielet al.,1993).

1.4.1. Emisiones de metano en sistemas convenem®nal

La emision de Chles un suceso inherente al tratamiento de aguesiagicon
materia organica, pues es el producto final dedastion de la MO por vias anaerobias,
como se desprende de la Figura 4 (IPCC, 2006).sarpde las condiciones aerobias de
la mayoria de los tratamientos convencionales, texisregiones con bajas
concentraciones de oxigeno disuelto, dando lugkr metanogénesis (Wargt al.,
2011). El-Fadel y Massound (2001) estimaron quefial 2040, habran emisiones de
0,34 a 0,69 Gg CHafic" originadas en el tratamiento de aguas servidas.

En la Tabla 5 se expresan los porcentajes de emiside metano de diversas
plantas de tratamiento de aguas servidas. Las@masestan relacionadas generalmente
por la volatilizacion del metano en el efluenteadgias servidas y los lodos digeridos,
ademas de los sedimentadores y espesadores dealniddss a la atmosfera (Daelman
etal.,2012).
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Tabla 5. Emisiones de metano en tratamientos de aguas aermiddiante tecnologias

convencionales

Unidad Emiszion de metano Carga orgéniga Eficiencia Ref
g CHy-m?d* kg CHg-afic®  (Ton DBOs-d”) (%)
FA 4-26 92
LA 1-8 220 0,5-1 94 [1]
ALD 7—86 63
FA 6-19 791-2411
TA 2-3 4976-8036
SSe 0,1 663-1124 81 80 2]
ELS 1-3 1133-2001
TL 631-978 58-89
SP - 17
ALD - 9
Sse ) 35 19 87 [3]
ALDH - 18

FA: filtro aireado; LA: lodos activados; ALD: almamgador de lodos digeridos; TA: tanque anaerobio;
SSe: sedimentador secundario; ELS: espesador Isdogndarios; SP: sedimentador primario; TL:
transporte de lodos; ALDH: almacenamiento lodosidieatados. [1]: Czepiadt al (1993); [2]: Wanget

al. (2011); [3]: Daelmaet al. (2012)

1.4.2. Emisiones de metano en HFHSS

Los humedales son la mayor fuente natural de metamtdo a la atmosfera,
aportado el 21% del total (IPCC, 2006). La degrestade materia organica por la via
metanogénica en HFHSS genera;GHCO, como productos finales (Figura 4). Estos
gases son generados en el tratamiento de aguadasedebido a las condiciones de
carga organica, temperatura y anaerobiosis queeser@n en sistemas biologicos
naturales, como lagunas anaerobias de estabilizduidfiltros o humedales construidos
(Torpak 1994; Tanneet al., 1997; Mandeeet al., 2014) Piceket al (2003) encontro
que de las emisiones totales de carbono en un HHRpB&tado conPhragmites
australig, el 10,1 % se emitio en la forma de metano.

Por otro lado, la cuantificacion de las emisione®gcentraciones de metano en
HFHSS son importantes en el proceso de depuragaoqe nos indican la eficiencia de
los procesos de degradacion de MOD en sistemads-tHiSH (Garciat al.,2010). Esto
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es debido a que la tasa de emision de €$fa correlacionada con la intensidad de la
anaerobiosis, y por consiguiente, relacionada dmdoinversa con la eficiencia de
eliminacion de MOD (Seghezzo, 2004; Huan@l.,2005).

El metano que es emitido por los HFHSS puede aasportado a la atmdsfera
por tres mecanismos: a) transporte gaseoso meg@dias macrofitas; b) difusion; c)
ebullicion. Siendo el primero el que méas contribageel transporte, representando entre
el 50 y el 90% del total (Garcét al.,2007; Grunfeld y Brix,1999; van der Natt al.,
1998). Esta emision neta es la resultante de & dasactividad metanogénica de las
arqueeas del sistema, y la oxidacion del metando tgpor microorganismos
metanotroficos como por via quimica (Hernandezp01
Los factores que condicionan las emisiones de roetam:

a) Vegetacion: Las macrofitas tienen un tejido llamadenquima, el cual tiene la
cualidad del transporte de gases desde las radsts los estomas y en sentido
contrario (Garneet al., 2005). El transporte mediado por plantas es depetsd
de la especie, puesto que estas poseen diferemesnismos fisiologicos de
transporte (por difusion y conveccion). Las espead®n mecanismos de
conveccion, en general, tienen mayores tasas deGnue CH (dependiente de
la temperatura ambiente) que aquellas con mecasidifssivos (Garnetgt al.,
2005). Van der Naet al (1998) cuantific6 emisiones 45% mayores en un
HFHSS plantado con una especie que transporta gasesmecanismos
convectivos Phragmites australisque un HFHSS plantado con una especie de
mecanismos exclusivamente difusivéglfoenoplectulscustrig. En paralelo, el
arenquima permite a las plantas oxigenar sus radcesentando el OD en la
zona de en que estas se encuentran. Por consggthagtun aumento en el POR,
inhibiendo asi la actividad metanogénica (Johanssaih,2004). Por otro lado,
el aumento de los niveles de POR y OD otorga etaaiobiente necesario para
el desarrollo de consorcios metanotroficos que axidl metano (Le Mer y
Roger, 2001; Inamorét al., 2007). Esta caracteristica depende, a la vezade |
profundidad de sus raices (Inametrial.,2007).
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b) Disefio: Aguirreet al (2005) demuestra que la altura de lamina de &gua
limitante en la eficiencia de eliminacién de matesiganica, y por consiguiente
en las emisiones de metano (Tabla 4). En HFHSS ajle frofundidad, el
oxigeno difunde desde la atmoOsfera con mayor €dli inhibiendo la
metanogénesis por el favorecimiento reacciones rnaligas
(nitrificacién/desnitrificacion o digestion aeropig/o aumentando la tasa de
oxidacién de metano (Aguiret al., 2005). Ademas, factores de disefio como el
tipo y tamafo del medio filtrante afectan las eames de Chkl de forma
significativa (Grunfeld y Brix, 1999)

c) Temperatura: Este factor afecta a las emisionesnd@ano aumentando el
fendmeno de conveccion en plantas cddhoagmites australi§vVan der Natet
al., 1998). Ademés, la actividad microbiolégica aumerda mayores
temperaturas, por lo que aumenta la tasa de pridoucke metano por los
consorcios mesofilicos y termofilicos (Torpak, 1994Seghezzo, 2004).
Johannsoret al. (2004) encontré una correlacion significativa e actividad
metanogénica (representada como degradacion de AGN)la temperatura
atmosférica y del seno del sistema. Ademas, a bajageraturas la solubilidad
del CH, aumenta, disminuyendo la tasa de difusion y etatide metano (Zhu
et al.,2007).

d) Caracteristicas del influente: Las cargas organieas el influente estan
positivamente correlacionadas con las emisionesné&no debido al mayor
sustrato disponible (Sovit al.,2007; Inamorket al, 2007; Aguirreet al, 2005;
Wanget al, 2008). Ademas la composicion de la materia acgaen términos
de biodegradabilidad (relacion DBODQO) condicionan las emisiones, al igual
que el uso de medios filtrantes con mayor conteonrgdnico (Griinfeld y Brix,
1999).

En la Tabla 6 se muestran las emisiones de distisisiemas de HFHSS con
diferentes cargas organicas aplicadas, especieplasgas utilizadas y clima. Las
condiciones climaticas pueden afectar directamstemisiones de metano debido al

efecto de la temperatura sobre la actividad metamog. Debido a esto, y a los factores
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expuestos anteriormente, las emisiones son altememtables, con emisiones desde
19,2 a 2208,0 mg Cfm? d* (Garciaet al.,2007; Wanget al.,2013).

Tabla 6: Emisiones de metano en tratamientos de aguasdasrmediante el uso de
HFHSS

VCO Emisién CHy4
Especie de macrdfita Clima (g DBOsm mg-m g CHag’ Ref.
2. d_l) 2Kt TOCint
T. latifolia, P. australis y S.
oyivaticus y TIF 0,6 2,6 9,90% [1]
P. australis T/F 10,3 3,1 1,40% [1]
sin vegetacion F 1,8 7,1 9,60% [2]
P. australis T 7,2 0,8 4,30% [3]
P. australis B 0,5 17,5 79,30% [4]
P. australis T/IC 8,3 7 4,00% [5]
T. latifolia T 2,9 4,9 7,90% [6]
T. latifolia, Z. latifolia P. 20.3- 5,82 92 7]
australis
Z. latifolia T 20,3-58 47,6 [7]
P. australis C 7 8,3 [8]
P. australis C 20 16,6 [8]
P. australis F 33-42 202 [9]
S. californicus F 33-4%2 181 [9]

COA: carga organica aplicada; T: templado; F: fib; célido; B: boreal; a: cargas medidas como g
DQOm?*m™; b) Medidas estimadas por ensayos de actividadimogénica especifica. [1]:Teiter y
Mander (2005); [2]: Sovilet al (2006); [3]: Garciat al. (2007); [4]: Piceket al. (2007); [5]: Liu et al.
(2009); [6]: Van der Zaaget al (2010); [7]: Wanget al., (2013); [8]: Corbella y Pigagut (2015); [9]:
Lépezet al.(2015).

En sistemas de HFHSS las emisiones de metano ssexlenayores en la zona
del influente. Tanneet al (1997), cuantific6 emisiones de metano de hast&24%
mayores en la zona del influente que en la deleetki En Teiter y Mander (2005)
presentaron entre 10 y 20 veces mayores emisionts zona de entrada del influente
que en la de salida. Lo anterior se debe a quasemms de flujo horizontal existen

mayores concentraciones de materia organica esnk @ercana al influente debido a la
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retencion de esta (Garadaal.,2010). Sin embargo, Sams¢ y Garcia (2014) presentar
un modelo de HFHSS en que la zona activa de migamigmos va avanzando conforme
al tiempo de operacion. De esta manera, las zanasagor emision de CHlepende de
la colmataciéon de los HFHSS (Samsé y Garcia, 2014).

Se ha reportado que las emisiones de metano en SiBbtSconstantes al corto
plazo (horas) (Brivet al.,2001; Garciat al.,2007). Por otro lado, al largo plazo, se ha
cuantificado un decaimiento de ~80 % con respetds amisiones maximas (detectadas
en el periodo de crecimiento de la vegetacion erzdaa cercana al influente
(variaciones por estacionalidad) (Pietlal.,2007).

Las Tablas 4 y 5 muestran que los porcentajes dg@mnde CH con respecto
a la carga organica aplicada son mayores en HFiH8®mjlos sistemas convencionales.
Las emisiones de metano en sistemas convenciongessentan el 75% de la huella de
carbono (equivalentes de @Omientras que los gastos energéticos con origsih f
representan el 25% (Daelman al., 2012). Datos que se deben tomar en cuenta al
momento de comparar el impacto provocado por atgeaslogias.

1.5. Microorganismos involucrados en la digestionreaerobia de materia organica

Hasta ahora, las caracterizaciones microbiologitsasnuestras ambientales se
han llevado a cabo por técnicas tradicionales dépetes de cultivo. Sin embargo, en
los Ultimos afios se han desarrollado técnicas mialexs independientes de cultivo.
Esto se debe a que las técnicas tradicionales repi@sentan el 1 % del total de
microorganismos, el resto no es cultivable en coades de laboratorio (Kiret al.,
2013).

En la Tabla 5 se muestran algunos géneros microbigne participan en la
conversion de los distintos sustratos en la degi@danaerobia de materia organica y
otros componentes de las aguas servidas. La lbdr@s llevada a cabo por enzimas
extracelulares sintetizadas por microorganismosrégbfos anaerobios, pertenecientes
principalmente a los géner8acteroides, Bifidobacterigt Clostridium(Gerardi, 2006).
Dentro del grupo Firmicutes, el génetostridiumes el mas representativo en sistemas
de degradacion anaerobia, cuyas especies son sapacesintetizar enzimas con

actividad lipasa y proteasa para degradar losdfpidproteinas a AGV y aminoacidos,
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respectivamente (Mo Kinet al., 2015). Cabe destacar que especies del genero
Clostridiumsuelen encontrarse en sistemas de tratamientositkios lignoceluldsicos
puesto que presentan capacidad de degradar cel(@s®e, et al., 2006). En la
acidogénesis, participan en general los mismosn@g®s que en la hidrdlisis,
predominando el géner@lostridium Bacteroides Bifidobacterig Lactobacillus entre
otros (Almeidaet al., 2011). Estos organismos participan también en #paetde
acetogeénesis, donde a partir de butirato, propopattros substratos, producen acetato
(Figura 4), predominando las especies del gém@ostridium (Gerardi, 2006). La
generacion de acetato via homoacetogénesis eddlesacabo principalmente por
especies del géner@lostridium (Clostridium aceticum; Clostridium thermoaceticum
(Almeidaet al., 2011). La metanogénesis es llevada a cabo prinogmde por la via
acetoclastica (70 %) en sistemas de tratamientossi@duos (Barbeet al., 2011). Los
anicos géneros de este grupo son las arqueas g@adetes a los génerdethanosaeta
(especies acetoclasticas especializadddgthanosarcingespecies versatiles en cuanto
a sustrato, generando metano por las vias acdtoal&sdrogenotrofica y metilotrofica)
(Kendall y Bone, 2006). En sistemas de tratamied&® residuos liquidos, la
metanogénesis es también llevada a cabo por gén@dysgenotroficos como
methanococcysnethanobacterigentre otros (Gerardi, 2006). Sin embargo, p@dici

en menor medida (27 — 30 %) que los acetoclasfiloseidaet al.,2011).

Tabla 7. Microorganismos involucrados en las reaccioneguiiicas que ocurren en
los HFHSS.

Reaccion Clasificacion taxondmica

Hidrolisis Bacteroides; Bifidobacteria; Clostridium
Clostridium; Bacteroides; Bifidobacteria;
Lactobacillus

Acetogénesis Clostridium

Metanogénesis acetoclastica Methanosarcina; Methanosaeta

Metanogénesis hidrogenotroficklethanococcus; Methanobacteria; Methanosarcina

Desulfovibrio; Desulfobulbus; Desulfobacterium;
Clostridium

Acidogénesis

Sulfato-reduccion
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Nitrificacion Nitrosospira; Nitrosomonas

Nitrobacter; Nitrospira
Desnitrificacion Alcaligenes; Bacillus; Pseudomonas
Faulwetteret al. (2008); Saeed y Sun (2012); Almeielaal. (2011); Gerardi (2006).

1.6. Comunidades microbianas en HFHSS

Diferentes autores han caracterizado las comursdddemicroorganismos en
sistemas de HFHSS con diferentes disefios que tdistimtos tipos de efluentes
haciendo uso de técnicas moleculares independieetesiltivo (Ibekweet al., 2003;
Baptistaet al., 2008; Calheirost al., 2009; Donget al., 2010; Ramoncet al., 2012;
Adradoset al.,2014; Moratéet al.,2014; Sidrach-Cardoret al.,2015).

En humedales construidos se han cuantificado hasfeor técnicas tradicionales
obteniéndose valores del orden de 1,8110-1¢ UFC-mL! (Calheiroset al., 2009).
Por otro lado, estudios llevados a cabo por tésnivaleculares independientes de
cultivo han obtenido valores de 6,0810 1,016 copias-kggrava, tanto en HFHSS
(Baptistaet al., 2008) como en HFS (lasur-Krulet al.,2011). En cuanto a arqueas,
Baptistaet al. (2008) cuantificd 3,0- fOcopias-kdgrava en un sistema de HFHSS
asociados a altos niveles de metanogénesis (> 9ESOHFVSS, Wanget al. (2013)
encontré arqueas metanogénicas entre®.-1 16§ copias: g suelo. Niuet al. (2015)
cuantificé arqueas metanogeénicas, encontrando abugias$ relativas entre el 20 y 50 %
con respecto al total de arqueas y bacterias erf33r¢dn actividad metanogeénica.

Los HFHSS estan colonizados por un amplio nimer@gecies bacterianas
organizadas en complejos consorcios asociadosaosoriziomas de las macrofitas y el
suelo (Stottmeisteet al., 2003). Xiao feiet al. (2014) llevé a cabo un meta-anélisis
sobre los microorganismos encontrados en humedaigales, donde el grupo
proteobacteria yy-proteobacteria fueron los mas abundantes segypdosel grupo
Bacteroidetes. Por otro lado, en HFHSS, las bastenas encontradas pertenecen a los
grupos Proteobacteria (predominantemente las claégsoteobacteria y -
proteobacteriy, Firmicutes, y Bacteroidetes. De estos gruposgkrseros que mas se

han encontrado en HFHSS sGiostridium Bacilus Dechloromonas (Ibekweet al.,
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2003; Calheirost al., 2009; Donget al., 2010; Adrados et al., 2014; Moratoet al.,
2014; Sidrach-Cardoneet al., 2015). Los grupos pertenecientes a la division
Proteobacteria estan asociados a procesos deosidtaiccion y desnitrificacion (Xiao
fei et al., 2014). Los grupos Firmicutes y Bacteroidetes padit generalmente en la
hidrdlisis de compuestos organicos complejos yaeacidogénesis, tanto en digestores
anaerobios como en humedales naturales y constr(Adimeidaet al.,2011; Xiao feiet

al., 2014) (Figura 4). Ademéas se han encontrado griyaeserianos asociados a la
oxidacién de amonio y nitrito pertenecientes agéseros Nitrospira y Nitrosomonas,
respectivamente, ademas de consorcios AnAMmMOXxleenéés de la industria porcina
y de curtiembre (Ibekweet al.,2003; Donget al., 2010). También se han encontrado
especies desnitrificantes comd®enitratisoma Oestradiolicum Dechloromonas
denitrificansy del génerd-lavobacterium(Dong et al., 2010; Sidrach-Cardonet al.,
2014; Moratéet al., 2014). Por lo que el influente con el que se atitae los HFHSS
condiciona la composicion de las comunidades miaras.

En cuanto a arqueas, Xiao &ial.(2014) encontré que en suelos de humedales,
el 50 % pertenece al fil&uryrchaeota de las cuales 70,9 % pertenecen a la clase
Methanomicrobia Dentro de esta clase se encuentran los génerdtsnogénicos
acetoclasticodMethanosaet#34 % de las secuencias pertenecientdsthanomicrobia
y Methanosarcing10 % de las secuencias pertenecientdethanomicrobia (Xiao fei
y col., 2014). Sin embargo, otros autores encontraron gueid metanogénica mas
abundante en un humedal natural, es la hidrog€ditay@uesto que mas del 50 % de los
genes funcionales analizados (involucrados en rogéesis) pertenecieron al grupo
Methanomicrobiale¢He et al.,2015).

Dentro de los factores que modulan las comunidadiesobianas, las mas
estudiadas son el tipo de medio filtrante utilizdde cargas aplicadas (materia organica
y nitrdgeno amoniacal), la presencia y tipo de tegén (Truuet al, 2008). El efecto
del medio filtrante sobre las comunidades micradsanyace en que este afecta la
hidraulica del sistema, ademas de ser el medimplerte tanto para los rizomas de las
plantas como para los consorcios bacterianos geeerren forma de biopelicula

(Stottmeisteret al., 2003). Con respecto a los efectos de la vegetasolme las
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estructuras de las comunidades no hay consenso (Tanu et al., 2008). Se han
analizado las estructuras de las comunidades éntdsssistemas (HFHSS, HFVSS y
HFS) mediante diferentes técnicas (analisis meiab§l analisis de patron de bandeo
por PCR-DGGE y RFLP;). En estos estudios, se er@opbr un lado, evidencia
significativa de que las plantas no afectan laguestras de las comunidades
(DeJournetet al., 2007; Baptistaet al.,2008; Niuet al.,2015). Por otro lado se afirma
que la vegetacion si afecta de forma significaisakweet al.,2007; Zhacet al.,2010;
Calheiroset al., 2010). Sin embargo, hay consenso en que otrosrésctmomo la
disponibilidad de nutrientes y materia organicalenHC si afectan las comunidades
(Truu et al.,2008; Donget al.,2010; Adrado®t al.,2014; Niuet al., 2015).

Finalmente, como se expuso, se ha encontrado guentésiones de metano
dependen, principalmente, del equilibrio entre kx@smunidades de organismos
metanogénicos y metanotroficos (Waetal.,2013; Niuet al.,2015). Por otro lado, hay
evidencia de que los exudados de las plantas podelentualmente, servir como
sustrato labil para las comunidades metanogeénivéasng et al., 2013). O bien,
inhibirlas y favorecer a las comunidades metanasrgor el transporte de oxigeno de la
atmosfera a la rizosfera (Johanssbral., 2004). Van der Nagt al. (1998) documento
emisiones de metano en HFHSS plantados Sdmoenoplectus spgstadisticamente

diferentes con aquellos plantados &dmagmites spp

1.7. Hipotesis y objetivos
1.7.1. Hipotesis

La produccién de metano proveniente del tratamidataguas servidas mediante
HFHSS, es incidida significativamente pBhragmites australis/o Schoenoplectus
californicus las que generan comunidades microbianas distintas
1.7.2. Objetivo principal

Evaluar las producciones de metano y composicionlage comunidades
microbianas de la biomasa presente en HFHSS qtentegguas servidas utilizando

Phragmites australiy Schoenoplectus californicus
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1.7.2. Objetivos especificos

-Evaluar la eficiencia de eliminacion de materigamica y nutrientes en HFHSS que
tratan aguas servidas utilizanBbragmites australiy Schoenoplectus californicus.
-Evaluar la produccion de metano de los HFHSS emagmiento de aguas servidas
utilizandoPhragmites australigy Schoenoplectus californicus.

-Caracterizar las comunidades microbianas de loslS8que tratan aguas servidas
utilizandoPhragmites australiy Schoneoplectus californicus.

2 METODOLOGIA

2.1. Planta de HFHSS
2.1.1. Localizacion del sistema piloto de HFHSS

Para llevar a cabo el estudio se utiliz6 la estaexperimental de humedales
construidos a escala piloto, localizada en la pladgé tratamiento de aguas servidas
(PTAS) de la comuna de Hualqui, provincia de Conigep Region del Biobio (Chile),
perteneciente a la Empresa de Servicios Sanitadeks Biobio ESSBIO.S.A.
(36°59°26.93” de la latitud sur, y 72°56’47.23” mgitud Oeste) (Figura 5).

Figura 5. Ubicacion de la planta piloto de HFHSS en la PTA& Hualqui
(36°59'26.93” de la latitud sur, y 72°56’47.23” [dmgitud Oeste).
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2.1.2. Obtencion del influente

La Figura 6 muestra el diagrama de la planta pildbomde se observa el punto de
extraccion del influente, el tratamiento primaricsgcundario basado en HFHSS. La
planta piloto se aliment6é con el influente de agsewidas extraido desde la PTAS
Hualqui, con una bomba para aguas negras marcalPedrodelo VXm8/35-I. Las
aguas servidas se extrajeron a la salida del tratdonpreliminar, luego de haber sido
pre-tratadas por una camara de rejas (Separacid@ den) y un desarenador (LOpeiz
al., 2015) (Figura 6).

Para evitar fendmenos de colmatacion en las ceddasfluente es trasladado a
un tratamiento primario para eliminar sélidos susi@os y materia organica (Figura 6).
Este consiste en un tanque desarenador-desengratad30 L, una fosa séptica de
1200 L y un tanque de bombeo de 630 L. Finalmehtefluente se eleva a un tanque de
distribucién de 1000 L, el cual alimenta a por gdad a los HFHSS.
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Tratamiento Influente
preliminar —> Efluente

©) /~ w Desarenado-
desengrasado
1200L | Fosa séptica

( Tanque de
bombeo

Tanque
_QM dlstrlbucmn

F—— PTAS —1 F————— Planta piloto de
HFHSS

Tratamiento
secundario

Désarenador-"
desengrasador

Figura 6: Planta piloto de HFHSS ubicado en la PTAS-HualBHSS-Phrl y HFHSS-Phr2:
celdas plantadas cdPhragmites australisHFHSS-Schl y HFHSS-Sch2: celdas plantadas con
Schoenoplectus californicuiechas naranjas: influente; flechas azules:esifie; TA: tanque de
almacenamiento.

La planta piloto const6 de 4 celdas de HFHSS ealglar(Figura 6). Dos de los
HFHSS fueron plantados c&hragmites australigHFSSH-Phrl y HFSSH-Phr2), y dos
con Schoenolpectus californicslFSSH-Schl y HFSSH-Sch2), como se muestra en la
Figura 6. Las 4 celdas de HFHSS llevan operandind w5 meses (1617 dias) desde su
puesta en marcha (julio del 2011).

40



2.1.3. Caracteristicas y disefio de los HFHSS
Cada celda de HFHSS constd con un area superfieiah,5 M (relacion
largo/ancho de 2 m/m), un volumen total de 1,38awn una altura promedio de 0,57 m,

donde la altura de lamina de agua promedio fue4dlenQRojaset al.,2013). Cada celda

contenia grava como medio filtrante con un tamafierdre 19 — 25 mm (porosidad de
0,4) (Tabla 6) (Rojast al.,2013).

Tubos de muestreo Macrofitas

Influente

Zona A Zona B Zona C

Figura 7. Zonas de muestreo de los HFHSS. A: HFHSS-Phrontgda conP.
australig; B: HFHSS-Sch2 (plantado co8. californicug; Las flechas indican la

direccion del flujo; C: Esquema del perfil de IoBHBES
Cada celda consté de 3 muestreadores de gravanpuiéoreo de parametras

situ. Los muestreadores se instalaron en cada zonasddHHSS: Zona A (zona de
entrada), 0,65 m del punto de entrada; Zona B (rwewia), 1,4 m del punto de entrada;
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Zona C (zona de salida), 2,25 m del punto de eat(Rjura 7). El area superficial de
cada zona es de 1,5 (iRojaset al.,2013).
2.1.4. Parametros de operacion

Los parametros de operacion, caracteristicas $igigaarametros climaticos de
los HFHSS se muestran en la Tabla 8. Se consideraiores de evapotranspiracion
(ET) determinados empiricamente en humedales de fiorizontal subsuperficial
plantados corP. australis y sin vegetacion (valores entre paréntesis ehaT&ben un
clima templado mediterraneo de la provincia de |.&spafia (Hijosat al, 2010). Los
valores de ET en HFHSS sin vegetacion se utilizpema la celda HFHSS-Phr2 donde
P. australis no logro colonizar toda la celda (Figura 7A). laecipitaciones fueron
obtenidas a través del servicio metereoldgico itdtein tiempo real de la direccion
general de aguas (DGA), Ministerio de Obras PuJiGobierno de Chile (estacion Dga

Concepcion).

Tabla 8. Condiciones climaticas, parametros de disefio yamp@n de las celdas de
HFHSS

Caracteristica Unidad Valor
Material
""""""" Tipo ~ Grava
Tamario mm 19-25
Porosidad 0,4
‘Geometria
””””””” Area  nof 45
Relacién largo/ancho 2
Altura promedio m 0,57
Altur.a promedio m 0.41
lamina de agua
Volumen total m 1,28
‘Operaciéon
o Caudal m-dt 0,134-0,138
TRH d 3,7-38
Carga hidraulica mm-d 29,8 - 30,7
VCO g DBG- m’d* 25-9.2
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(on 1 6(2)
ET (PIV) mmd 16 (3)
/) » 3,55 + 1,49
P e mm.d 0.43 + 0,00

TRH: tiempo de residencia hidraulico; VCO: velodd#e carga organica; ET: tasa de evapotranspiracion
obtenidos de Hijosat al. (2010); en paréntesis los valores de ET para halesdle flujo subsuperficial
sin vegetacion para los calculos de la celda HFRBI2; O/I: temporada otofio/invierno; P/V: temporada
primavera/verano. Caracteristicas fisicas obterddaRojaset al.(2013).
2.1.5. Monitoreo de parametros fisicoquimicaos situ

El monitoreo se llevo a cabo desde julio del 2@Laf{os después de la puesta en
marcha) (755 dias de operacion) hasta diciembr@@ls (4 afios después de la puesta
en marcha) (1617 dias de operacién), considerasieinporadas O/I (otofio/invierno)y
P/V (primaveral/verano). Para caracterizar el imftaey efluente de cada HFHSS, las
muestras fueron previamente filtradas usando dilWwhatman de poro 0,45 pm. Los
parametros fisicoquimicos se determinaron en erédbrio, de acuerdo a los protocolos
descritos en los métodos estandar (APHA, 1998 DRB8&s se determind por el método
volumétrico Winkler (5210-B) haciendo uso de uneulmadora Velp Scientifica (FTC
90E). La DQO fue medida por colorimetria (5210-Baciendo uso de un
espectrofotometro UV-vis Thermo spectronic (Gend€isUV) luego de una previa
digestion con un termo reactor Hach (45600-02) @ °t5 durante 2 horas. Los andlisis
de SST y SSV se determinaron por el método gravicné2540-D (105 °C hasta peso
constante) y 2540-E (550 °C durante 1 hora), réisppecente, usando una estufa
Memmert (400F) y una mufla JSR (JSMF-30T). Los petaosin situ se midieron en
las 3 zonas de cada celda, ya mencionadas (ZoBama, B y Zona C) (Figura 7). En las
mediciones se evalud pH, potencial 6xido reduc¢R@R), temperatura (T) y oxigeno
disuelto (OD). La determinacion de OD se llevé hocadlo en la Zona B debido a la
baja variacion de este parametro entre cada zobedet al, 2015). El pH, POR y
temperatura se determinaron con el multiparamétdodable OAKTON (PC650-
480485). EI OD fue medido usando un oximetro pégtétxi 330i/set Hanna HI 9146-
04).
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2.1.6. Balances de masa

Para el célculo de las eficiencias de eliminaciércantaminantes, se realizaron
balances hidricos (Ecuacion 11) con la finalidadblener el caudal de salida tomando
en cuenta las tasas de ET y las precipitacionestggoporada. De esta manera la
eficiencia de eliminacion de contaminantes se éalgtilizando la Ecuacion 11.
Ecuacion 11. Balance hidrico
Qi-ET + PP =Qe

Donde Qi es el caudal de entrada; Qe: caudal didasaET: tasa de
evapotranspiracion y PP: precipitaciones.
Ecuacién 12. Célculo eficiencias de eliminaciorcdetaminantes
Ei (%) = ((Ci- Qi — Ce- Qe)/Ci- Qe)-100

Donde Ei es el porcentaje de eliminacion del comtante i; Ci: concentracion
influente; Ce concentracion en el efluente (Hijesal.,2010).
2.2. Evaluacion de la produccion de metano
2.2.1. Extraccion de biomasa

Las muestras para los ensayos de actividad metaicagg caracterizacion de
comunidades microbianas (QPCR-DGGE) se realizamn la biopelicula anaerobia
adherida a la grava de cada HFHSS. Las muestraistgeieron de los core instalados
dentro de los tubos de muestreos de cada zonargdFrguLos muestreos de grava se
llevaron a cabo en la temporada de otofio/invierred 2013 (Junio, 2013),
otofio/invierno del 3 afio de estudio (Septiembre, 2015) y primaverancede! 3" afio
de estudio (Marzo, 2015). La extraccion de la Hiope&a se hizo mediante la
metodologia descrita por Moragd al. (2005). La biomasa se extrajo sonicando la grava
durante 3 min en agua destilada y luego agitadaiataente por 1 min. La biomasa en
suspension se dejo decantar durante 1 dia paraosterior analisis de SST y SSV
(Moratget al.,2005).
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2.2.2. Determinacion de la actividad metanogénspeeeifica

Los ensayos de actividad metanogénica especifiddEjAfueron realizados
mediante metodologias descritas en ®btal (1993). Se llevd a cabo un cultivo con los
siguientes componentes: 10 mL de solucién de miése(NHCI (280 mg: [1); KH,PO,
(250 mg-"); MgSQx7H,0 (10 mg-L[Y); CaCh (7.6 mg-L*); NaHCQ (400 mg- [}): 1
mL de NaS (100 mg-[}); 2 mL de una solucién de &cidos grasos vola(SV)
(4cido acético 2 mg-t acido propidnico 0,5 mg ;. acido butirico 0,5 mg-t)
neutralizada a pH 7 con NaOH; 87 mL de muestrasi@masa con concentraciones en
los rangos de 0,16 — 1,40, 0,34 — 1,5 y 0,44 — 4,63V-* en las temporadas O/I del
2013, P/V del 3y O/l del 3° respectivamente. El cultivo se neutralizé a pidon
NaOH (Sotcet al.,1993).

En la Figura 8 se muestra el diagrama del sisteana geterminar la AME. La
mezcla descrita anteriormente se adicioné a unaldambar de 100 mL conectada a
una camara de seguridad y a un frasco mariotteunansolucién de NaOH (20 g'L
(Figura 8). De esta manera, la generacion de bipgascara el desplazamiento de la
solucion de NaOH el cual es cuantificado peridédieai®. La solucion de NaOH tiene la
finalidad de absorber el G@esde el biogas a medida que este se burbujeaés tde
esta (Soteet al., 1993). Se le inyecto nitrégeno gas (99,9 %) aésia para eliminar la

cabeza de aire. El ensayo se llevo a cabo a barfia a5 °C.
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Frasco
Mariotte

Manguera de
muestreo /\ %
/\ K/ \

Camara de
seguridad

Reactor
(frasco ambar)

Probeta

Figura 8.Sistema para la determinacién de la actividad nogig@mica especifica (AME).

Izquierda: esquema del sistema; derecha: montagedederminacion de AME. Flechas
verdes: direccion de flujo de biogas; Flecha adiéccion del flujo de solucion NaOH.
Modificado de Sot@t al (1993).

2.2.3. Determinacién de cinética de degradaciGacitios grasos volatiles

Se determiné la concentracién de AGV a lo largotigéehpo de operacion de los
ensayos de AME. Para esta determinacion las madsieon filtradas por membranas
de tamafio de poro 0,2 um y luego analizadas ponatagrafia de gases. El andlisis se
llevo a cabo con un cromatografo de gases GC Shkim@d-2014 (Kioto, Japon). El
cromatégrafo estaba equipado con un muestreadomatico Shimadzu AOC 20i
(Kioto, Japdén) y un detector por ionizacion de #arfiFID). Las temperaturas de
operacién fueron: columna, 95 °C (1 min) con umemento de 10 °C-niin llegando
hasta los 140 °C; inyeccién a 270 °C; FID a 2503%¢us06 nitrdgeno gas (99,9 %) a un

flujo constante de 2,23 mL-mtn
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2.3. Analisis estadistico

Se llevaron a cabo andlisis estadisticos con ettiobj de verificar si las
diferencias entre las eficiencias, calidad de gentes y producciones de metano en
los distintos HFHSS en cada temporada de estudroriusignificativas.

En cuanto a las eficiencias de eliminacion y cotreeion de contaminantes en
el efluente, se llevd a cabo una prueba de noradhli@hapiro Wilks de los datos
agrupados por parametro. Luego, se llevé a cabandtisis t-student (para aquellas
muestras con distribucion normal) y de Wilcoxon rgpaaquellas muestras sin
distribucién normal) para determinar las diferesaatre los HFHSS usando distintas
plantas. Para determinar el efecto de las tempsrsalare las eficiencias de eliminacion
y las concentraciones en el efluente de los distiltFHSS, se realiz6 un analisis de
varianza ANOVA (para aquellas muestras con distidou normal) y Kruskal Wallis
(para aquellos sin distribucion normal).

Para evaluar si las diferencias encontradas esrerbducciones de metano de
los HFHSS con diferentes plantas o en las distiteagporadas, se llevd a cabo un
andlisis estadistico a los datos de AME. Este sinalbnsistio en un test de normalidad
Shapiro Wilks de los datos agrupados por zona goymr temporada. Posteriormente,
se realiz6é un analisis t-student para verificadHBHSSPhrl y HFHSS-Phr2 junto con
HFHSS-Schl y HFHSS-Sch2 se comportaron como duogaPara determinar el
efecto del tipo de planta, o estacionalidad seollavcabo un andlisis de varianza
ANOVA, para los datos con distribucion normal, yukkal Wallis para aquellos sin
distribucion normal.

Para comprobar cudl serie de datos mostré difeasmri los andlisis de varianza,
se aplicé un test de Tukey. Los analisis estadistse llevaron a cabo a un nivel de
significancia del 5 %o = 0,05). Para los andlisis se utilizd el softwarStat (Di
Rienzoet al.,2011).

2.4. Caracterizacion de las comunidades microbianafe los HFHSS
2.4.1. Extraccion de biomasa y ADN
Las muestras se extrajeron desde los tubos de mmoiedticados en las tres zonas

de las celdas como se observa en la Figura 7 (Epdana B y Zona C). Se realizaron 3
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muestreos, tomando en cuenta la temporada Otofethovdel 2013 (Julio, 2013) y
Primavera/Verano del3(Septiembre, 2015). La extraccion de biomasaal&éecomo
se explicé anteriormente en el punto 2.2.1 padetarminacion de AME (Moratét al.,
2005).

Para la extraccion de ADN, 50 mL de cada muestraesgrifugd a 5000 g
durante 5 minutos. EI ADN se purifico a partir d@05mg de pellet, con el kit
FastDNA™ SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals, Santa Ana, CAosteriormente el
ADN se cuantific6 mediante espectrofotometria enlagtor de microplacas Infinite
F2000pro TECAN (Tecan Group Ltd, Switzerland) dasgo ser almacenado a -20°C.
2.4.2. Cuantificacion de bacterias y arqueas mé&slRGR en tiempo real (g-PCR)

Para la cuantificacion de los microorganismos preseen las muestras extraidas
del medio de soporte se realizd una reaccion de &Cempo real (Q-PCR) con el Kit
KAPA SYBR® Fast gPCR. En la Tabla 9 se muestran los par8dené/ersales para
amplificar el gen ARNr 16S de arqueas y partidanaessersales para bacterias. Se
agrego LL del ADN purificado en 18L de una mezcla que contenia 0 MasterMix
(LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green |, Rec Chile), 0,4uL de cada
partidor y 8,2uL de H,O grado PCR. Cabe destacar que el Mg@NTPs, SYBR Green
y ADN polimerasa estan contenidos en el Mix del idgncionado. El andlisis de cada

muestra se hizo por duplicados.

Tabla 9. Partidores para amplificacion del gen ARNr 16%lisnete PCR

Dominio Partidor Secuencia (5'-3) Posicion ReaccionReferencia
341F CCTACG('BACCEEAGGCAGC 341-357 ayb mu{fgg%
Sacteria ATTACCGC(:;GGCTGCTG 907-926 b Laggg; S’:ll.
534R  ATT ACC GCG GCT GG 517534  ayc 2~ (1993)
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GTGCTCCCCCGCCAAT Coolenet al
915R TooT 915934 ayb o0

F: partidor forward; R: partidor reverse. Posicighicacion del partidor en el gen ARNr 16S en paes

bases (pb); a) g-PCR (Reaccion en cadena de imemalsa en tiempo real); b) PCR-DGGE (analisis por

electroforesis en gel con gradiente denaturante)RCR (PCR anidada).

La amplificacion fue llevada a cabo en un termaciol LightCycler 2.0 (Roche,
Alemania). El programa consistié en un ciclo deipoeibacion de 3 min a 95 °C (ciclo
de pre-incubacién), seguido de 40 ciclos de argplkifibn a 95 °C por 10 s
(denaturacion), 61 °C por 10 s (alineamiento) $Gpor 15 s (elongacién) para arqueas.
Mientras que para bacterias, la etapa de alineaondnpartidores fue a 58 °C por 20 s
conservandose el mismo programa para las otrasset&b tiempo critico en que la
amplificacion es detectada fue calculado por etwswt LightCycler 4.05. Para la
obtencién de la concentracién de microorganismdsd@copias-mt) se realizd una
curva de calibracién con estandares de ADNEdeoli de concentraciones entre.0
10 copias: mLl' para bacterias, y délethanosarcina Mazeien un rango de
concentracion entre 10" copias- mL* para arqueas.

2.4.3. Analisis de comunidades microbianas poédaita PCR-DGGE

Para el andlisis de DGGE se amplifico el gen 188NAnediante la técnica PCR
con partidores universales para ambos dominiosoemaf separada (Tabla 9). La
solucion de amplificacion consistié enull de muestra de ADN diluido 10 veces, 11,3
uL de agua grado PCR, 4L buffer 1X PCR (Promega), 1,2L MgCl, (0,2 mM
concentracion final), 0,4L dNTPs (0,2 mM concentracion final), O)f. de cada
partidor (concentracion final 0,pM) y 0,1 uL de GoTaq polimerasa (con actividad
enzimatica de 0,0125 WL ™).

La reaccion consistido en una denaturacién inicgaRdninutos a 94 °C, seguido
de 30 ciclos de 30 s a 94 °C (denaturacion), 458 <C (hibridacion), 1,5 minutos a 72
°C (elongacion), finalmente una etapa durante futoga 72 °C (elongacion final).

Los productos de PCR se visualizaron en un gebdeoaa al 1,2% para corroborar que
el gen de interés fue amplificado correctamenteelkzaso de bacterias, se realizd una
segunda reaccion de PCR o PCR anidada (n-PCR)gedmnaditilizaron los partidores

49



sefalados en la Tabla 7. El partidor 341F-GC coatigna cola de GC (Guanina-
citocina) de 40 pb adherido al extremo 5’ con eldé evitar su completa denaturacion
durante el analisis. El programa de la segundai@aconsistio inicialmente en una pre
denaturacion de 2 minutos a 94 °C, seguido de@@8saile 30 s a 94 °C (denaturacion),
30 s a 55 °C (hibridacion), 45 s a 72 °C (elonggoydinalmente una etapa de 3 minutos
a 72 °C (elongacion final).

El DGGE se llevo a cabo con 5 a 1B de ADN amplificado haciendo uso del
kit DCode Universal Mutation Detection System (Blad, USA). El gel se hizo con un
7,5 % acrilamida/bis-acrilamida (p/v), con un geadé denaturante perpendicular en el
rango 38 — 65 % para el andlisis de bacterias40de 62 % para arqueas. El gradiente
se prepar6 a partir de una soluciéon 0% denatusantea 70% denaturante (urea 7 My
formamida al 40%). El gel se dejo durante 16 haré8 Voltios, sumergido en un buffer
TAE 1X (20 mL/L) a 60 °C (Valdebenito-Rolaek al, 2010). Los geles fueron tefiidos
con AgNGQ; para su visualizacion y con bromuro de etidio feextraccion de bandas.
Los patrones de bandas del PCR-DGGE fueron anakzadn el software GelPro
Analyzer, con el cual se generé una matriz de dadésados en presencia/ausencia de
bandas con la similitud de Bray Curtis. Posteriorteese construyeron dendrogramas
mediante el método UPGMA utilizando el softwaraeris.

2.4.4. ldentificacion de las especies presente®momunidades microbianas de los
HFSSH mediante secuenciacion

Las bandas predominantes encontradas en el anélésiPCR-DGGE se
escindieron manualmente y se suspendieron en pl0@e agua destilada MiliQ.
Posteriormente se llevo a cabo una reaccion ded®@Ros partidores 341F-GC y 534R
(bacteria); 344F y 915R-GC (arquea). Las muestt@enadas fueron purificadas y
secuenciadas por MacroGen Inc. Seul Korea.

De las secuencias obtenidas, se realizé una cooiparaon las secuencias
almacenadas en la base de datos GenBank medianteertamienta BLASTn

considerando secuencias altamente similares yiespadtivables o no.
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3. RESULTADOS
3.1. Monitoreo de parametrosn situ

En la Tabla 10 se muestra un resumen de los pa@siresitu promedio en cada
zona de las 4 celdas de HFHSS.

Los valores obtenidos nos indican que los parametinalizados fueron
constantes a lo largo de los HFHSS y el tiempo deitareo (desviacion estandar < 30
%). Por otro lado, los valores del OD se muestitamente variables (desviaciones
estandar del 65 - 130 % con respecto al promeHio)consecuencia, los datos de OD
nos dan informacion cualitativa de las bajas commaeimnes de oxigeno disuelto a lo
largo de los HFHSS (Garcé al.,2004b).

Tabla 10. Parametros situ promedio por zona.

Temperatura POR oD
Celda Zona H _

(°C) P (V) (mg-L™)
A 15,2+4,3 7,0+0,3 -273,3+41,2

HFHSS-Phrl B 149+44 6,9+0,2 -274,0+40,5 0,3+0,4
C 15,0+ 4,6 6,9+0,2 -267,0 £44,0
A 145+43 6,8+0,2 -278,4 +39,3

HFHSS-Schl B 143+4,4 6,9+0,3 -276,2+47,3 0,3+0,2
C 14,3+4,6 6,9+0,2 -270,7 + 44,2
A 149+47 6,8+0,3 -281,2 + 36,7

HFHSS-Phr2 B 15,1 +4,8 6,9+0,3 -283,2+36,6 0,3+04
C 15,3+4,9 6,9+0,3 -286,9 + 40,8
A 15,0+4,6 6,8+0,3 -293,3+42,0

HFHSS-Sch2 B 14,8 +4,5 6,8 +0,3 -277,9+52,2 0,3+04
C 14,7 +4.,4 6,9+0,2 -274,3+57,5

HFHSS-Phrl y HFHSS-Phr2: humedales de flujo hoteosubsuperficial plantados cdh australis
HFHSS-Schl y HFHSS-Sch2: humedales de flujo hot@@ubsuperficial plantado cd californicus
A: zona de entrada del influente; B: zona mediaZ@ha de salida del efluente. POR: potencial dddxi

reduccion; OD: oxigeno disuelto. n = 23.

En la Figura 9 se muestra el pH en cada zona deR6+SS a lo largo de los 3

aflos de monitoreo. Los niveles de pH se muestrastaates a lo largo del tiempo de
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estudio y la longitud de las celdas, con una degwisestandar del 4 % con respecto a la
media. Los valores variaron entre 6,2 y 8,0 engdds HFHSS. En la temporada de O/I
del 2013 se observé mayor variacion en los datgs £68,0) que en las temporadas
posteriores, los cuales fueron mas estables (65 -En general el pH promedio fue de

6,8, que se puede considerar un valor neutro.

9,C A) : : 9,0 B)
8,0 " : : 8,0 : :
7,0 % %E@E %EEEQ E= 70 UEB BDEBQB E@@ RE
6,0 6,0 : :
50— 50

E 9,C '6)) ; ; 9,0 D)
- -
7”%@ﬁ%%@7”%@%@@@
6,0 f : 6.0 f :

| | 5.0 | |
O P/V, PV O/T, O/1 P/V, IO/l P/V”P/V O/l“O/l P/VI
2013 2014 2015 2013 2014 2015
Temporada

Figura 9. Comportamiento del pH en cada zona de los HFHSSAAHISS-Phrl; B)
HFHSS-Phr2; C) HFHSS-Schl; D) HFHSS-Sch2. O/I: aga de otofio/invierno;
P/V: temporada de primavera/verano; Zonau$§ Zona B (- ); Zona C f).

La Figura 10 muestra el comportamiento de la teatpea en los HFHSS. Los 4
HFHSS operaron a una temperatura promedio de 13,8 2C. En O/l se evidenciaron
temperaturas en el rango 7 - 19° C, mientras qu&/\ériueron mayores (31 %) con un
rango de 15 a 23 °C.
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La temporada O/l del 2015 present6 temperaturédur mayores (10 — 19 °C)
a las de O/l del 2013 y 2014 afio (7 — 13 °C). Bhd®l 2015, HFHSS-Phr2 evidencio
temperaturas 11 % mayores que los otros HFHSS.
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Figura 10. Comportamiento de la temperatura en cada zonasddFHSS. A) HFHSS-
Phrl; B) HFHSS-Phr2; C) HFHSS-Schl; D) HFHSS-Sch¥l: temporada de
otofio/invierno; P/V: temporada de primavera/veratana A (); Zona B (- ); Zona C

(m).

La Figura 11 muestra el comportamiento del potémoimo reduccion (POR) a
lo largo del tiempo de operacion en cada zona slélEHSS. Los HFHSS presentaron
ambientes altamente reductores, con rangos de RQ&e d357,9 a -149,9 mV. Los
mayores valores de POR se observaron en O/l deB Za60,7 a -280,3 mV),
disminuyendo a -300 mV promedio en las temporadasepores. EI comportamiento
del POR en P/V del 2014 fue el més variable, cdorga desde -350 a -149,9 mV. En
P/V del 2015, HFHSS-Sch2 presenté un POR promedieBd0 mV, mientras que los
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otros HFHSS presentaron un promedio de -200 mV.oRorlado, en O/I del 2013, la
Zona A present0 valores de POR hasta 50 mV meaaagsiellos de las Zonas By C en
todos los HFHSS. En los afios siguientes, los valdeePOR entre zonas variaron de 0,6
a 37 mV, sin presentarse un gradiente claro argolae los HFHSS. Tampoco se
observé un patron en el comportamiento del PORaslgliferentes temporadas o plantas
utilizadas.

-1501 A) : ; -15C )

200 E@H : -200
250 B EEQ | ﬁﬂj -250 m QB@
-300 ﬁﬁ . é@a -300 %@ %@@

-350] : L -350

—~
> | |
é -400 ‘ -400
% -15C o) 15C D)
& -200; -200
-2504 e é ; ﬁ -250
-300 EBB Qﬁ 300 EHB = %@Q
-3501 ] ] -350
-400 ‘ ‘ -40C
O/l PV P/V O/ O/l PV I0/I P/V“P/V 0/1”0/1 P/VI
2013 2014 2015 2013 2014 2015
Temporada

Figura 11. Comportamiento del potencial 6xido reduccion (P@R)cada zona de los
HFHSS. A) HFHSS-Phrl; B) HFHSS-Phr2; C) HFHSS-Sdb);HFHSS-Sch2. O/l:
temporada de otofio/invierno; P/V: temporada de grera/verano; Zona Aof; Zona B
(); Zona C f@).

En la Figura 12 se muestra el comportamiento dek®Ix zona media (Zona B)
de cada HFHSS a lo largo del tiempo de estudio.dom&entraciones de OD fueron
inferiores a 1,5 mg-L En O/l del 2013 el OD promedio fue de 0,8 en HEHSIrl y
HFHSS-Phr2 y de 0,9 mgilen HFHSS-Schl y HFHSS-Sch2. Luego, en P/V del 2014

el OD disminuyé un 50 % con 0,4 m@-LEn los afios posteriores disminuyd entre un
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25y 75 % estableciéndose con un rango de 0,1 m@;&" en todos los HFHSS. Los
niveles mas bajos (0,1 mg*Lse observan en O/I del 2015.
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Figura 12. Comportamiento del oxigeno disuelto en los HFH&SSHFHSS-Phrl; B)
HFHSS-Phr2; C) HFHSS-Schl; D) HFHSS-Sch2. O/I: wmmaga de otofio/invierno;
P/V: temporada de primavera verano.

3.2. Caracterizacion fisicoquimica del influente

La Tabla 11 muestra la caracterizacion fisicoquamdel influente en las
temporadas de O/l y P/V, durante todo el tiempo itnmado. La concentracion de
materia organica en O/l presentd variaciones dal 2B % respecto del promedio de
DBOs y DQO, respectivamente. Se obtuvieron concentnasia@le DB@en los rangos
de 133,0 - 223,5 mig?, mientras que las concentraciones de DQO estuvieroel
rango de 174,4 - 297,5 nig' de DQO. De este modo, las cargas organicas apicad
durante el tiempo de monitoreo resultaron en logaa de 4,3 — 6,3 g DRGM>d'y

6,0 — 10,2 g DQO ifid™. Las concentraciones de DBfDeron, en general, mayores (34
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%) en las temporadas de O/l que en las de P/Vp&xaredo el 2013 (13 % mayor en
P/V). En cuanto a DQO, en el 2013 se observaronmlagores variaciones en las
concentraciones, evidenciandose un aumento de 35 % concentracion de DQO
durante P/V respecto a O/I. El indice de biodedridad (DBO/DQO) promediado en

los 3 afios de monitoreo fue un 30 % mayor en Gél&u P/V, con valores de 0,76 £

0,02 y 0,53 + 0,03, respectivamente.

Tabla 11.Caracterizacion fisicoquimica del influente

Ao
Parametro T.
2013 2014 2015
Ol 133,0+96 2235+ 107,3 2152+ 67,2
P8O 0N 1s22:146 147,7 + 46,2 1423+ 16,6
Ol 174,4+39,2 298,5 + 106,4 297,5 + 97,0
PO N 267411371 287,5 + 18,2 278,5 + 90,4
ol  131,9+518 272,7 +121,9 412,8 +380,7
ST by 2565445 1455 + 433 257,3 +109,7
ol 952324 185,0 + 59,3 309,5 + 203,6
Vo bV 2005+804 115,1 +37,8 235,7 + 89,2
Ol 987%186 62,5+ 12,7 72,9 +153
NNRS oy 7295120 67,6 + 8,0 73,6 + 16,2
ol 126,7+10,6 93,6 + 20,8 97,3+17,7
T bV 10684184 105,3 + 27,8 102,2 + 31,8
oIl 13,1+1,2 142+1,2 11,6+3,1
T bV 155+25 13,0+1,3 135+1,2

T: temporada; O/I: otofio/invierno; P/V: primaverano.

Los SST presentaron un aumento de hasta el 300lddaago del tiempo de
estudio. Las mayores concentraciones se encontear@rl (45 % con respecto a P/V),
exceptuando el 2013, donde en P/V se evidenciasnoentraciones 46 % mayores que

en O/I. En cuanto a los SSV se evidenciaron cormannes un 37 y 26 % mayores en
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O/l que en P/V, del 2014 y 2015, respectivamentenivas que O/l del 2013 presento
concentraciones 49 % menores que P/V del mismo Béiorelacion SSV/SST se

mantuvo en un rango de 0,68 a 0,79 a lo largoieeipp de monitoreo, exceptuando
P/V del 2015 (0,92).

En cuanto a nitrégeno, se presentaron concentexio@ N-NH' y NT un 24 y
15 % mayores en O/l que en P/V del 2013. No obstamh P/V del 2014las
concentraciones de N-NHYy NT fueron un 7 y 11 % mayores que en P/V,
respectivamente. El 2015 presentd concentraciongdsy5 % mayores en P/V que en
O/l de N-NH;", respectivamente. La proporcion promedio de NeNebn respecto al
NT fue del 70 £ 0,05 %. En cuanto a PT, se encmnreoncentraciones 15 % mayores
en P/V que en O/l del 2013. En el 2014 y 2015 taxentraciones fueron un 7y 14 %
mayores en O/l que en P/V, respectivamente.

3.3. Determinacion de las eficiencias de eliminacidde contaminantes de los
HFHSS
3.1.1. Materia organica y sélidos

En la Figura 13 se muestran las eficiencias deirgdioon (grafico de barras) y
concentraciones en el efluente (gréafico de cajadBO;.

Las eficiencias de eliminacion de DB€e obtuvieron en un rango de 49,7 a 75,0
%. Las eficiencias de HFHSS-Phrl fueron un sigaiflamente (p > 0,05) menores (8
%) que las de HFHSS-Sch2, durante todas las tenig®de estudio. No se encontraron
diferencias significativas entre las eliminaciorted resto de los HFHSS entre las
temporadas en estudio (p > 0,05).

Las concentraciones en el efluente oscilaron éosré0,3 y 111,1 mg DB£&L™,
observandose las mayores variaciones durante O20d& con valores desde 10 a 125
mgL™. Mientras que las otras temporadas variaron ef26 y 112,3 mg . Las
concentraciones promedio fueron de 50 mg PB® aproximadamente, exceptuando
la temporada P/V del 2014, donde las concentrasipnemedio aumentaron un 36 %.
Sin diferencias significativas (p > 0,05) entredéstintas temporadas, ni de los distintos
HFHSS.
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Figura 13. Eficiencias de eliminacion (barras) y concentrae®(cajas) de DB{®n los
efluentes. HFHSS-Phri); HFHSS-Phr2 (' ); HFHSS-Schlc); HFHSS-Sch2 @). O/I:

temporada de otofio/invierno; P/V: temporada de grara/verano.

En la Figura 14 se muestran las eficiencias deirgicion y las concentraciones
de DQO en el efluente de cada HFHSS. Las eficisrdgaeliminacion se encontraron en
el rango 50,3 - 74,8 %. En O/l del 2013, HFHSS-Pprdsentd eficiencias 33 %
mayores que HFHSS-Phr2. Posteriormente, esta ddieréue disminuyendo hasta un 3
% en el 2015. Las diferencias entre los distintdsHBS y en las temporadas de

monitoreo no mostraron ser estadisticamente stgitifias (p > 0,05).
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Figura 14. Eficiencias de eliminacion y concentraciones dunegite de DQO. HFHSS-
Phrl @); HFHSS-Phr2 (); HFHSS-Schl f); HFHSS-Sch2 @). O/I: temporada de

otofio/invierno; P/V: temporada de primavera/verano.

Las concentraciones de DQO en el efluente aumentisde 65,5 mg DQD*
promedio en 2013, hasta los 131,2 mg DQpromedio en 2015. Estas diferencias no
mostraron ser significativas (p > 0,05) entre |63143S y las temporadas en estudio.

Las eficiencias de eliminaciéon y concentracion & ®n el efluente de cada
HFHSS se muestran en la Figura 15. Las eficieréagliminacion fueron del 93 %
promedio. En P/V del 2015 se observo una dismimu€ié,4 %) significativa (p < 0,05)
en la eficiencia de HFHSS-Phr2, con respecto atlas temporadas de estudio. No se
encontraron diferencias significativas entre loso®tHFHSS, tampoco entre las
temporadas en estudio (p > 0,05).

Las concentraciones de SST fueron bajas el 2013 (@gL™), exceptuando los
HFHSS-Schl y HFHSS-Sch2, que en P/V (2013) exluhieroncentraciones 55 %
mayores (25,0 y 28,9 mg"). Las concentraciones de SST en HFHSS-Phrl persent
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ser significativamente (p > 0,05) mayores (35 %) aespecto a HFHSS-Phr2,
exceptuando en P/V del 2015 donde HFHSS-Phrl eéxhibncentraciones 23 %
menores que HFHSS-Phr2. En cuanto a las temporadd¥)V del 2015, HFHSS-Phr2
y HFHSS-Sch2 presentaron una disminucién en léeefi@a de eliminacion del 4y 6 %
con respecto al promedio de las otras temporaédggectivamente. Esto se reflejo en un
aumento significativo (p > 0,05), en las concentraes de salida de HFHSS-Phr2 y
HFHSS-Sch2 del 71 y 207 %, llegando a concentrasiate 22,4 y 56,1 mg",
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Figura 15. Eficiencias de eliminacion (barras) y concentraes(cajas) de SST en los
efluentes. HFHSS-Phrla); HFHSS-Phr2 (' ); HFHSS-Schld); HFHSS-Sch2 @). O/I:

temporada de otofio/invierno; P/V: temporada de grera/verano.
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Figura 16. Eficiencias de eliminacién y concentraciones de&/ B los efluentes.
HFHSS-Phrl «); HFHSS-Phr2 (); HFHSS-Schl cof); HFHSS-Sch2 @). Ol

temporada de otofio/invierno; P/V: temporada de grera/verano.

En la Figura 16 se presentan las eficiencias darecion y las concentraciones
de SSV en el efluente de cada HFHSS. El comportdmide las eficiencias de
eliminacion fue similar a las eficiencias de eliagion de SST. En P/V del 2015
HFHSS-Phr2 presento eficiencias significativamépte 0,05) menores (17 %) al de las
temporadas previas. No se presentaron diferengadicativas (p > 0,05) entre los
deméas HFHSS ni entre temporadas.

Las concentraciones de SSV se mostraron similarkes ae SST durante el
tiempo de monitoreo., En la temporada P/V del &fth2en HFHSS-Phr2 se demostré
un aumento significativo (p < 0,05) del 48 % erdacentracion de SSV. De la misma
manera, HFHSS-Sch2 presenté un aumento signifecatél 83 % en la temporada P/V
del 2015.
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3.3.2. Nutrientes

En la Figura 17 se muestran las eficiencias deiricion y concentraciones de
N-NH;" en el efluente de cada HFHSS. Las eficienciaslidenacion presentaron un
rango de 5,1 - 49,9 %. Los HFHSS presentaron afi@s 41 % menores en O/l que en
P/V. En la temporada O/l del 2014 se mostraroniegftctas de eliminacion 36 %
menores a las eficiencias de O/l del 2013 y 20Blobktante, las diferencias entre las
temporadas no fueron significativas (p> 0,05). ledikiencias de eliminacién de
HFHSS-Phr2 fueron significativamente (p < 0,05) orag (38 %) que aquellas de de
los deméas HFHSS.
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Figura 17. Eficiencias de eliminacion y concentraciones dedgeno amoniacal (N-
NH;") en los efluentes. HFHSS-Phni){ HFHSS-Phr2 ( ); HFHSS-Schi1df); HFHSS-

Sch2 @). O/I: temporada de otofio/invierno; P/V: temporddgrimavera/verano.

Las concentraciones de N-lHen el efluente de O/l del 2013 fueron en
promedio 80,1 mgN-Ni-L™ con rangos entre 49,8 y 109,6 mg N-H™.
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Posteriormente disminuyeron (25 %) con rangos de 8% mg N-NH*-L™ (61,3 mg N-
NH;"L™" promedio). Sin diferencias a lo largo del tiemp® ronitoreo o entre los
distintos HFHSS (p > 0,05).
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Figura 18. Eficiencias de eliminacién y concentraciones dsbgeno total (NT) en los
efluentes. HFHSS-Phri); HFHSS-Phr2 ('); HFHSS-Schld); HFHSS-Sch2 @). O/l

temporada de otofio/invierno; P/V: temporada de grera/verano.

En la Figura 18 se exhiben las eficiencias de aheibn y las concentraciones
de NT en el efluente de cada HFHSS. Las eficierdgasliminacion de NT presentaron
valores promedio desde 11,3 a 58,9 %. La tempadad@/l mostro eficiencias 41 %
menores que P/V. Esta diferencia mostrd ser saatifia (p < 0,05) entre la temporada
de O/l del 2014y P/V del 2013 y 2014 (no asi con P/V del 2015) ké#iciencias de
HFHSS-Phr2 mostré ser significativamente (p < 0,08nor (26 %) que las otras
celdas.
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Las concentraciones de los HFHSS promedio al irdeloestudio son de 89,2
mgL™? y luego disminuyen un 2 y un 7 % en las temporatga®/V del 2013 y 2014,
respectivamente. En O/l del 2014 las concentrasiganemedio aumentan, hasta 96,4
mgL™ promedio. El 2015 presenta las menores conceotrasi (73 md. ™) en el

efluente. No obstante ninguna de estas difereesiaggnificativa (p > 0,05).
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Figura 19. Eficiencias de eliminacion y concentraciones @l&fdro total (PT) en los
efluentes. HFHSS-Phri); HFHSS-Phr2 ('); HFHSS-Schld); HFHSS-Sch2 @). O/l
temporada de otofio/invierno; P/V: temporada de grera/verano.

En la Figura 19 se muestran las eficiencias deirgioion y las concentraciones
de PT en el efluente de cada HFHSS. En generabpservan bajas eficiencias de
eliminacion de PT, con valores desde O al 37,2 & éficiencias de eliminacion de
HFHSS-Phr2 muestran ser significativamente (p ®)ofenores a las de HFHSS-Phrl
(30 %) y HFHSS-Schl (23 %). Las temporadas mostrar@a tendencia similar a lo

observado en las eficiencias de eliminacion dedgétno. La temporada O/l presento
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eficiencias 58 % menores a las de P/V. Sin embaegtas diferencias no fueron

significativas (p > 0,05) en todos los HFHSS, aegxtdn del HFHSS-Phr2. En P/V del

2013, esta celda present6 eficiencias 72 y 63 %0mayque las temporadas de O/I del
2014 y 2015, respectivamente.

En la Tabla 12 se exhibe un resumen de las comoemies promedio en el efluente de
cada HFHSS durante las temporadas P/V y O/l d8 &®s de estudio.

Tabla 12.Tabla resumen de las concentraciones en los &flside los HFHSS

o 2 HFHSS-Phrl  HFHSS-Phr2 HFHSS-Schl  HFHSS-Sch2
- < Concentracion (mg- L%
@ ol 51,0 + 17,0 74,0 33,0 53,0 + 20,2 47,3 1915,
S 77,2 £29,9 55,0 + 16,8 52,6 + 5,2 56,6 + 13,0
o g Ol  42,7,6+17,3 56,7 + 32,3 55,5 + 27,0 50,8449
o & PNV 87,8 +23,1 67,0 21,8 74,0+ 25,8 83,0 1311,
ol 70,8 + 30,6 53,4 + 36,2 77,4 33,0 57,4 4343
K& PNV 65,0 + 5,6 40,3 +17,2 42,3+9,5 50,5 + 19,4
e on 545+23 ¢ 84,6 £280 | 69,3+7,6 53,7 £5,8
R PN 93,1+4,7 98,8 +7,9 104,5 + 21,1 158,7 787,
O I O/l 1142784 103,2 + 28,3 82,0 + 42,2 91,6843
S R PV 1035456 112,9 +57,5 153,7 + 94,3 114464
L O/l 1154 +39,1 108,0 + 43,8 153,3 + 55,9 1014246
& PN 162,7%550 121,2 + 35,4 110,1 + 22,4 1303647
@ o/ 144%112 97 +1,9 13,350 10,9+2,3
S 23,4 +16,7 12,3 +5,2 29,5+ 13,8 24,8 + 14,2
oS o 14,9+ 4,7 14,3 +3,11 16,6 £ 5,6 19,8 + 4,6
» & PN 29,3 + 16,3 18,4 + 6,8 22,7+9,9 25,8 +5,9
2 ol 21,6+ 14,5 10,5 +5,8 17,4+7,0 10,4 +5,5
R PNV 17,7+ 7,4 22,4+7,6 8,8+8,0 56,3 + 42,6
@ on 122+63 52+21 112 6,2  7,7+36
R PNV 10,1 £7,9 11,2 +3,2 17,3+ 10,6 12,2+ 6,9
> g oll 11,1+3,3 9,2+3,2 11,3 +6,3 15,2 + 6,7
» & PN 15,6 +2,8 145 +25 14,0 +1,7 23,5+8,8
v ol 21,0 +13,9 10,7 +5,8 16,9 +7,1 9,0+3,9
ST 13,2 +0,8 19,6 +7,4 7,333 52,1 +29,9
e @ on 80,7158 798+275 81,7+26,7 78,020,
ZZ R PN 62,0 + 20,0 60,9 £ 11,5 66,6 + 23,6 70,0 £729,
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S O/l 61,7+154 58,6 + 15,7 53,4 + 19,0 58,8 #411,
S 63,5+9,5 64,0 6,2 64,4 + 10,8 63,1+7,5
L O/l 633234 63,4 + 16,3 61,4 + 14,3 55,3 22,
Q& PNV 653+188 53,1+9,7 59,2 + 13,4 60,5 + 10,4
e on 927+47 857+127 96,3+228 82,3+84
Q& PNV 887+288 90,8 + 20,9 71,2 + 58,2 100,454
_ 3 on  882+106 83,9+ 17,5 74,6 +21,2 84,2 +711
Z & PNV 957+13,0 94,2 + 12 101,7 + 15,3 94,0+5,3
L Ol 744+206 75,1+ 14,1 70,9 + 16,9 63,4 423,
& PNV 743+152 69,8 + 11,6 75,2 + 25,5 80,7 4724,
o on 120+21  115+12 127+0,7 11,7+27
S 14,8 +42 15,1 +3,5 15,0 +3,7 17,1+6,1
- S o 14,6 +1,7 14,0423 13,4433 145+2,0
a2 pv 15,9 +2,7 16,0 £ 4,5 16,2 + 4,0 10,2 +9,5
Y o 10,8 + 3,6 13,1 +54 11,6 +3,8 11,2+6,3
& PNV 115+3 11,9 + 2, 12,4+ 2, 13,9 + 4,

P.: pardmetro; T: temorada; O/I: otofio/inviernoy:Pprimavera/verano; HFHSS-Phrl y HFHSS-Phr2:
celdas plantadas coP. australis HFHSS-Schl y HFHSS-Sch2: celdas plantadas Sonalifornicus
DBOs: demanda bioquimica de oxigeno; DQO: demanda gairde oxigeno; SST y SSV: sélidos
suspendidos totales y volatiles, respectivamenteNHyY" y NT: nitrdgeno amoniacal y total,

respectivamente; PT: fésforo total; n= 14 y 10 pasademporadas O/l y P/V, respectivamente.

3.4. Evaluacion de la produccion de metano en losRHISS
3.4.1. Determinacion de la actividad metanogéngpeeifica (AME) de la biomasa
extraida de los HFHSS

La Figura 20 muestran las curvas de produccioncéfsgrede CH de los ensayos
para determinar la AME, en cada zona de los HFHSI&stemporadas de O/l del 2013
(Figura 20A y 20B), P/V (Figura 20C, 20D) y O/l @115 de monitoreo, (Figura 20E y
20F). Las celdas HFHSS-Phrl con HFHSS-Phr2 y HFB&8- con HFHSS-Sch2 se
comportaron como duplicados, puesto que no mostrdiferencias significativas (p >
0,05) entre las AME.

a) Temporada O/l del 2013:0s ensayos en esta temporada duraron 41 dias en
ambos HFHSS (Figuras 20A y 20B). En la biomasa gm@nte de los HFHSS-Phr se
observaron producciones de metano en el rango 66 2B900 mL Chtg’ SSV,
mientras, que las de HFHSS-Sch presentaron va@res 2000 y 2900 mL CHy*
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SSV. A su vez, la produccion de metano por zorigja que en la Zona C de HFHSS-
Phr, se produjo un 25 y 50 % méas metano que lasi&dnas B y A, respectivamente.
De la misma manera, HFHSS-Sch produjo un 26 % neiama en la Zona C que las
Zonas B y A. De esta manera, la biomasa extraida dena C en ambos HFHSS fue la
que méas metano produjo (4000 y 2900 mL,@HSSV para HFHSS-Phr y HFHSS-Sch,
respectivamente).

Por otro lado, en la Tabla 13 se muestran las AM&s\yemisiones estimadas a
partir de dicha actividad (en condiciones idealka)biomasa extraida desde las Zonas
C y B de los HFHSS-Phr presentdé AME un 22 % mayer aguella extraida de la Zona
A. La biomasa proveniente de la Zona B de HFHSS&&tlibio valores AME un 22 y
56 % mayores que la biomasa de las Zonas A y @ectisamente. Se observd que
tanto las emisiones estimadas como los valores ME& Aueron 20 y 8 % mayores,
respectivamente, en HFHSS-Phr que aquellos obtenidd1FHSS-Sch. Sin diferencias
significativas (p > 0,05) entre las AME de las idists Zonas y plantas utilizadas
(HFHSS-Phr y HFHSS-Sch). Por otro lado, las emesoestimadas en HFHSS-Phr no
coincidieron con los valores de AME, puesto quedassiones se obtuvieron en el
siguiente orden decreciente: Zona A > Zona B > ZGn&n el caso de las emisiones

estimadas en HFHSS-Sch, se observa la misma teadprecen los valores de AME.
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Figura 20. Produccion especifica de metano de la biomasaidatdesde los HFHSS.
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A) HFHSS conP. australisen la temporada otofio/invierno del afio 2013; BHES
con S. californicus en la temporada otofio/invierno del afio 2013; CH8E conP.
australisen la temporada de otofié/invierno del afio 20134BERHISS corss. californicus
en la temporada de otofio/invierno del afio 2015.EH&S conP. australis en la
temporada primavera/verano del afio 2015; F) HFH8& & californicus en la
temporada de primavera/verano del afio 2015. Zofwg;Alona B (0); Zona C (A).

b) Temporada O/l del 2013:0s ensayos en ambos HFHSS duraron 48 dias

(Figura 20C y 20D). En esta temporada las produesiade metano de la biomasa
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extraida desde los HFHSS-Phr y HFHSS-Sch se emconten los rangos de 3000 —
5000 y 2000 - 5500 mL CHj* SSV, respectivamente. La biomasa extraida de la Zon
C de HFHSS-Phr presentd producciones 40 % mayareseq las Zonas B y A. La
biomasa obtenida de la Zona C de HFHSS-Sch mosidupciones 60 y 40 % mayores
que las Zonas Ay B, respectivamente.

Como se muestra en la Tabla 13, las AME de la sanpaoveniente de la Zona
C de HFHSS-Phr, exhibié valores 11 y 35 % mayones gquellos de la biomasa
obtenida de las Zonas B y A, respectivamente. Eamtoua HFHSS-Sch los valores
AME obtenidos a partir de la biomasa provenientdad€ona A, supera a las de las
Zonas B y C, con valores un 58 y un 72 % mayorespactivamente. Sin embargo
ninguna de estas diferencias es estadisticamegteficativa (p > 0,05). No se
obtuvieron diferencias significativas entre las AM& HFHSS-Phr y HFHSS-Sch. No
obstante, las AME muestran ser mayores (43 %) @inlaasa extraida desde HFHSS-
Sch. Las emisiones estimadas mostraron ser 15 %regmen HFHSS-Phr que en
HFHSS-Sch.

c) Temporada P/V del 2013:0s ensayos duraron 45 dias en ambos HFHSS
(Figuras 20E y 20F). Los rangos de produccion demeeen HFHSS-Phr y HFHSS-Sch
fueron de 750 — 1500 y 1500 — 3700 mL /& SSV, respectivamente. La biomasa
extraida de la Zona C de HFHSS-Phr presenté prashes de metano, 20 y 53 %
mayores que aquella obtenida de las Zonas B y #pexdivamente.. En cuanto a
HFHSS-Sch, la mayor produccion se obtuvo en la aganproveniente de la Zona B con
un 59 % mayor produccion que las Zonas Ay B.

En cuanto a los valores de AME mostrados en la ardd, la biomasa
proveniente de la Zona B de HFHSS-Phr mostré set@ug 37 % mayor que en las
Zonas C y A, respectivamente. En cuanto a la bianwdsenida de la Zona B de
HFHSS-Sch, se presentaron valores un 33 y un 38a%omes que las Zonas C y A,
respectivamente. Los valores AME de HFHSS-Phr ragstrser 36 % mayores que los
de HFHSS-Sch. No se encontraron diferencias sagttiiias (p > 0,05) entre las
producciones de metano entre zonas ni entre plaiitada. En cuanto a las emisiones
estimadas, HFHSS-Phr mostré emisiones 52 % mayoesiFHSS-Sch.
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Tabla 13.Cargas organicas aplicadas, actividad metanogésjpecifica y emisiones de

CH, estimadas.

VCO
(gDBOs-mi%- d?)

Sistema Zona

AME

Emisién

(9 DQQrs g 'SSVA™) (mg CHy mi2- d?)

A 0,070 + 0,001 696,9 + 15,4
o HFHSS-Phi B 0,090 + 0,030 407,7 + 682,0
§ 53110 C 0,090 + 0,010 487 + 395,7
= e A 0,070 + 0,030 502,7 + 133,2
© HFHSS-Sct B 0,090 + 0,020 644,1 + 256,6

C 0,040 + 0,020 308,7 +17,5

A 0,019 + 0,001 1280,9 + 6,0
0 HFHSS-Phi B 0,030 + 0,008 1041,2 + 39,0
S 4305 C 0,025 + 0,008 743,1 +194,0
> A A 0,013 + 0,002 407,9 + 195,0
o HFHSS-Sct B 0,021 + 0,009 630,3 + 136,0

C 0,014 + 0,002 445,2 + 150,0

A 0,289 + 0,073  16495,8 + 4153,3
o HFHSS-Phi B 0,398 £ 0,044  15838,0 + 1759,0
§ 63420 C 0,448 +0,175  17073,0 6663,
= e A 1,176 £ 0,117  54518,9 + 5416,6
© HFHSS-Sct B 0,502 +0,043  24921,1 +2115,1

C 0,323 +0,145  11486,3 +5159,2

O/l: temporada otofio/invierno; P/V: temporada priera/verano; VCO: velocidad de carga orgénica

(promedio diario) aplicada a los HFHSS en la teragaren que se muestre6 la biomasa; AME: actividad

metanogénica especifica; las emisiones se estinegr@ondiciones dptimas con respecto a los valiees

AME.

Como se menciono, no se observaron diferenciasfisagivas (p > 0,05) entre

las AME de los HFHSS utilizandB. australiso S. californicus Sin embargo, si se

encontraron diferencias significativas (p < 0,08fre las diferentes temporadas en que

se extrajeron las muestras de biomasa. En ambdascélFHSS-Phr y HFHSS-Sch los

valores de AME obtenidos en la temporada P/V déb2@ueron menores a la obtenida
en O/l del 2015 en un 93 y 97 %, respectivamdmis.valores AME obtenidos en P/V
del 2015mostraron ser un 70 y 76 % menores que los obteredoO/l del 2013 en
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HFHSS-Phr y HFHSS-Sch, respectivamente. Mientrasemure P/V del 201 O/1 del
2013 no se encontraron diferencias significatiyas (0,05). De la misma manera, los
valores AME de O/l del 2013 mostraron ser un 78 %®@menores que aquellos de O/I
del 2015.
3.4.2. Andlisis de la degradacion de acidos grastéiles (AGV) en los ensayos de
AME

La Figura 21 muestra las cinéticas de degradaceraabtato, propionato y
butirato en los ensayos de AME de las muestrasatiedsa obtenidas en las temporadas
de O/l del 2013 de estudio y P/V del 2015.
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Figura 21. Curvas de degradacion de acidos grasos vola#l€d/) en los ensayos
AME de cada zona de los HFHSS. O/I: temporada oiafierno; P/V: temporada
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primavera verano. PhP. australis Sch:S. californicus acetato €); propionato (A );
butirato @)

a) Temporada de O/l del 201&omo se muestra en la Figura 21, los AGV
fueron degradados a los 40 dias de ensayo. Etadetael AGV que presentd la mayor
velocidad inicial de degradacion, disminuyendo sancentracion en un 65 %
(promedio) los primeros 5 dias de ensayo. Comoussstra en la Figura 21, la Zona C
de HFHSS-Phr exhibié la mayor velocidad de degiliadate acetato, disminuyendo sus
concentraciones 86 % en los primeros 10 dias dgyenBor su parte, en la Zona B y A
de HFHSS-Phr, la degradacion fue mas lenta, canigiigiones en la concentracion de
acetato del 72 y 65 % luego de 10 dias de ensaya@uBnto a HFHSS-Sch, en los
primeros 10 dias de ensayo se observo un dismmu&b79 % de la concentracion de
acetato en la Zona A un 81 % en la Zona B y un #n%a Zona C.

b) Temporada P/V del 201omo se muestra en la Figura 21, los AGV se
degradaron a los 40 dias de ensayo. En generaklasdades de degradacion de AGV
se observaron menores que en O/l del 2013. Enriosems 10 dias de ensayo la
biomasa obtenida de las Zonas A, B y C de HFHSSs@lkdegradaron en un 57, 71 y 65
%. En cuanto a la biomasa obtenida de las zon& AC de HFHSS-Sch presentaron
disminuciones en las concentraciones de acetat65jell y 64 % luego de 10 dias de
ensayo.

3.5. Determinacién de las estructuras microbianasrpsentes en los HFHSS
3.5.1. Cuantificacion de microorganismos mediaatéétnica PCR en tiempo real (g-
PCR)

En la Tabla 14 se muestran las cuantificacionege&®lARNr 16S de bacterias y
arqueas presentes en la biomasa extraida en loSSIHH gen ARNr 16S se cuantifico
en los rangos de 2,6-195,6-10y 7,5-16 — 2,2- 18 copias-mg SSV para bacterias y
arqueas, respectivamente. Mas aun, extrapolandmfaslades de SSV acumulados en
forma de biopelicula, por kilbgramo de grava, cspomde a rangos del 8,7°10
4,2-16° copias-kg grava y 4,8-10— 3,6-16 copias- ki grava de bacterias y arqueas,

respectivamente.
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Tabla 14. Cuantificacion del gen ARNr 16S de la biomasaatdt de los HFHSS

Numero de copias (N° de copias- MgSSV)

Temporada Zona HFHSS-Phr HFHSS-Sch

Bacteria Argquea Bacteria Arquea

A 3,75E+06  8,25E+03  8,37E+05 N.D.
0O/12013 B 2,66E+06  7,50E+03  9,83E+06  5,52E+04
C 1,03E+07 556E+04  6,74E+06  2,85E+04
A 594E+06  3,56E+04  2,59E+07  2,22E+05
P/V 2015 B 6,67E+06  1,00E+05 5,56E+05  8,50E+03
C 1,83E+06  2,84E+04 1,33E+06 1,73E+04

O/1 2013: temporada otofio/invierno del 2013; P/\L2Gemporada primavera verano del 2015.

En la temporada de O/l del 2013, el nimero de sog& gen ARNr 16S de
arqueas obtenidas en HFHSS-Phr fue un 82 % mayoeljabtenido en HFHSS-Sch.
Mientras que el nimero de bacterias tuvo una diteaedel 3 %. Por otro lado, en la
temporada P/V del 2015, se cuantificaron un 48 \@4nas bacterias y arqueas en
HFHSS-Sch que en HFHSS-Phr.

Desde la temporada O/I del 2013 hasta P/V del 28llBumero de bacterias y
arqueas en HFHSS-Phr aumenté en un 14 y 56 %, ctespreente. En cuanto a
HFHSS-Sch, en el mismo periodo, el nimero de bhastgrarqueas aumento de un 37 a
un 94 %, respectivamente.

La muestra obtenida desde la Zona A de HFHSS-Sclo/erdel 2013 no
presentd concentraciones detectables del gen ABSId2 arqueas.

3.5.2. Andlisis de las estructuras de las comumeisiadicrobianas por la técnica PCR-
DGGE

En la Figura 22 se muestran las imagenes de laoladss del andlisis por PCR-
DGGE. Con la finalidad de secuenciar las secuemeesentes en el gel, se le asignaron
a las bandas numeros del 1 al 24. Se encontrongiaganto de bacterias como arqueas
en los HFHSS. Los duplicados del PCR-DGGE muesteandénticos (Figura 22), por
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lo que se acepta que las especies encontradaspmiden a las provenientes de los
HFHSS.

Otoiio/invierno Primavera/verano Otofio/Invierno Primavera/Verano
HFHSS -Phr HFHSS- Sch HFHSS Sch HFHSS Phr HFHSS Phr HFHSS- Sch HFHSS Sch HFHSS- Phr

Tl

Figura 22. Electroforesis en gel con gradiente denaturante GBXG Los numeros
indican las bandas extraidas para secuenciacidmadigrias; B) arqueas

En la Figura 23 se muestran los dendrogramas détstnconstruidos con el
método UPGMA. En la Figura 23A se presenta el degrdma construido a partir de los
patrones de bandas de bacterias. Se puede obgees/da menor similitud (51 %) se
encuentra entre las comunidades de las distintagoi@das (O/l del 2013 y P/V del
2015). Por otro lado, las muestras de O/l del 28%Biben similitudes entre las

comunidades de HFHSS-Phr y HFHSS-Sch (94 %) mayetaysimilitud presentada en
P/V del 2015 (63%).

74
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Figura 23. Dendrogramas de similitud entre las comunidadesrafignas de los
HFHSS plantados coR. australis(Phr)y S. californicus(Sch), en las temporadas de

otofio/invierno (O/1) y primavera/verano (P/V). Addierias; B) arqueas.

En la Figura 23B se presenta el dendrograma coasteupartir de los patrones
de bandas de arqueas. Se muestra que las comsata#F-HSS-Phr y HFHSS-Sch en
la temporada O/l del 2013 de estudio fueron las sidslares (93 %). Luego la
comunidad de arqueas proveniente del HFHSS-Schi\éndd? 2015 se asemeja mas al
cluster de O/I del 2013 con un 80 % de similituthafmente, la comunidad de arqueas
mas distante fue la de HFHSS-Phr en P/V del 20dbua 66 % de similitud al resto de
las muestras.

3.5.3. Identificacion de los microorganismos presnen los HFHSS mediante
pirosecuenciacion

En la Tabla 15 se muestran las secuencias almaxeread la base de datos
GenBank mas similares a las secuencias enconteadesda banda extraida del DGGE,
indicadas con numeros del 1 al 24 en la Figurd_28.secuencias pertenecieron, en su
mayoria, a microorganismos no cultivables.

a) Bacterias:Las secuencias encontradas pertenecieron, princepée a los
filos Bacteroidetes, Firmicutes y Proteobacteri@s éneros y subgrupos predominantes
fueronClostridium, Bacteroidalegi-proteobacterigy y-proteobacteria, respectivamente.

Especificamente, las bandas 1, 4, 6, 7 y 8 (Fi@@ase encontraron en todas las
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muestras analizadas. Las bandas 1, 4, 6 y 8 seéa@so@ un clon cuya especie
cultivable mas cercana pertenecié al gér@astridium.La banda 7 correspondié a un
clon no cultivable perteneciente a la famiNiérosomonadaceaena p-proteobacteria
nitrificante aerobia estricta. Las bandas 2, 3 se5encontraron so6lo en O/l del 2013
tanto en HFHSS-Phr y HFHSS-Sch, las cuales peiitmoeca especies de los géneros
Bacteroidalesy Clostridium asociadas a clones no cultivables detectadossésnsis
anaerobios de tratamiento de residuos. Las bandey 21 y 12 se encontraron sélo en
la temporada P/V del 2015, tanto en HFHSS-Phr cemblFHSS-Sch, exceptuando la
banda 10, que solo aparecio en HFHSS-Sch. La hedasocio a urfaproteobacteria
desnitrificante encontrada en un reactor de redocae nitratos, sulfatos y p-
cloronitrobenceno. Las bandas 10, 11 y 12 pertermtial grupo Bacteroides y los
subgrupog$-proteobacteriay-proteobacteria y.

b) ArqueasEl 91 % de las bandas pertenecio a los géndetbanosarcing16
% del total de bandas) Methanosaetd75 % del total de bandas). Las bandas 13, 14,
16, 17, 22 y 24 aparecieron en todas las muestegadas. De estas, la 14, 16, 22 y 24
se asociaron a especies no cultivables, cuya espe&s cercana fublethanosaeta
concilii, obteniéndose altos niveles de identidad condaeseia de dicha especie (> 94
%). La banda 13 se asocio a un clon no cultivaleeniente de un digestor anaerobio,
cuya especie cultivable mas cercana Methanosarcinamazei La especie cultivable
asociada a la banda 17 resulté ser un organismaEnoggnico perteneciente al orden de
los ThermoplasmataledV( intestinalig encontrada, recientemente, en humedales y
microbiotas de rumiantes y humanos. Las bandad98; 21 s6lo aparecieron en la
temporada O/l del 2013 de estudio. Las bandas 10 yse asociaron al género

Methanosaeta concilimientras que la 21Methanosarcina mazei
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Tabla 15. Secuencias de bandas extraidas del DGGE asocidds® de datos GenBank

Muestra Secuencia asociada ((I,z) Origen de secuencia Analogo cultivable N° Acceso
Bacteria
1 Clon bacteriano N.C. 97 Lodos de aguas servidas Clostridium sp. KF765651
Clon bacteriano N.C. Cultivo metanogénico d . .
2 GDIC2IKO1DSTXV 97 residuos vegetales Bacteroidales bacterium JF600605
3 Clon bacteriano N.C. N1_3 193496 Digestor anaerobio  Antarcticimonas flava JQ121396
4 Clon bacteriano N.C. RDX-5CFa3.00 acuifero Clostridium sp. JX470466
5 Clon bacteriano N.C. A46 100 Lodos activados Clostridium sp. KP238600
6 Clon bacteriano N.C. KS-150 98 suelo proglacial Clostridium sp. EU809898
. . Herbaspirillum
7 bacteria Nitrosomonadaceae N.C91 Agua de rio X AF540017
chlorophenolicum
8 Clostridium sp. 99 consorcio declorador Clostridium sp. AB596885
9 bacteria desnitrificante N.C. BC8491 reactor de biofilm Alcaligenes sp. JN125790
10 Clon bacteriano N.C. TIS106D0492  Agua fresca de lago ﬁ'prOteObaliter'a 15010-\ c624081
clon de y-proteobacteria N.C. , . y-Proteobacteria
11 HPC1173 91 Sedimento marino HPC1173 EF503561
Clon bacteriano N.C. Consorcio metanogénico .
12 GDIC2IKO1DPDLA 99 de residuos vegetales Bacteroides sp. JF674519
Arquea
13 Arquea N.C. UAFB 96 Digestor anaerobio  Methanosarcina Mazei KJ476545
14 Arquea N.C. B102P50 100 Suelo saturado Methanosaeta concilii KP327890
15 Methanosarcinales N.C. 100 acuifero Methanosaeta concilii LN796162
16 Methanosaeta sp. N.C. 100 Lodo granular UASB  Methanosaeta concilii KP343675
Reactor anaerobio Candidatus
17 Arquea N.C. 80 agricola MethanomassiliicoccusKT252415
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18
19
20
21
22

23
24

Arquea N.C.
Arquea N.C.B102P50
Arquea N.C.SGA35G

Arquea N.C. E126P700
Arquea N.C.AR_44

clon euryarchaeota N.C.

S2C05344af
Arquea N.C. REG3547

intestinalis
96 Suelo saturado de arrozaMethanosaeta concilii AB650608

100 Suelo saturado Methanosaeta concilii KP327890
99 Digestor anaerobio Methanothrix soehngeniGU389089
100 Suelo saturado Methanosarcina mazei KP328045
100 Suelo saturado de arrozaMethanosaeta concilii KP327890
100 Agua fresca Methanosaeta concilii KJ566501

100 Suelo de humedal Methanosaeta concilii KJ645022

N.C.: no cultivable; Id: identidad;

78



4. DISCUSION

4.1. Monitoreo de parametrosn situ

Como se observa en la Tabla 10, los parametrosnuesdosin situ mostraron
desviaciones < 30 % indicando estabilidad en &rsia en cuanto a pH, temperatura y
POR. No asi con el OD, cuyos valores se consideuatitativos, debido a las altas
desviaciones estandar con respecto a la media 188 %) (Garci&t al.,2004b).

El comportamiento del pH fue similar en los HFHS$ @ambas especies de
macrofitas. Los valores de pH presentaron maydab@idad (valores de 6,2 a 8,0) en
O/l del 2013, que los valores posteriores (6,52). /n general, las aguas servidas
tienden a mostrar pH alcalino (~8) (von Sperlin@)?. Sin embargo la estabilidad del
comportamiento del pH en los HFHSS (6,8 promedio)largo del tiempo y la longitud
coincidio con lo encontrado en literatura (7,4 2)qGarciaet al., 2004b). Los valores
de pH obtenidos permiten el Optimo desarrollo densoccios microbiologicos
metanogénicos, sulfato-reductores y desnitrificgnes cuales participan activamente
en la eliminacion de contaminantes en los HFHSSna4alet al., 1998).

La temperatura presentd variaciones espacialesregab3 % entre cada zona
de los HFHSS. En cuanto a las variaciones con ces@ tiempo de monitoreo se
observé un claro efecto de la estacionalidad. eagpératuras presentaron ser 31 %
mayores en P/V que O/I. En la temporada O/l debX&l observaron temperaturas 21 %
superiores a O/l del 2013 y 2014. Debido a queosmptimeros dos afios la temperatura
atmosférica de O/l fue 3 °C inferior al afio 2018g(m los datos meteorolbgicos de la
estacion DGA concepcion, Direccion General de Agl&3A Biobio, Chile). Por otro
lado, en P/V, se observaron mayores temperaturaslFtSS-Phr2 que los otros
HFHSS. Esto se debe a la baja cobertura de lasfitasren HFHSS-Phr2, careciendo
del aislamiento térmico que poseen los demas HFH®@nazal, 2011). Las
temperaturas afectan directamente a las actividddekgicas de los distintos
consorcios microbianos (Metanogénicos, nitrificafdesnitrificantes,  sulfato-
reductores, etc.) (Vymazat al., 1998). Sin embargo las variaciones de temperatura

observadas a lo largo de las temporadas, no genediferencias significativas en las

79



eficiencias de eliminacion de materia organicafdg 13 y 14). No asi, en cuanto al
nitrogeno (NT y N-NH'), que si se observa una tendencia, estadisticamemt
significativa (p > 0,05), al aumento (41 %) de &riencias de eliminacion en las
temporadas de P/V. Sin embargo, el aumento enfigieneias pueden atribuirse al
periodo de crecimiento de las macrofitas, dondeolzcentracion de nitrégeno en el
tejido vegetal puede aumentar un 50 % (Vymazal7200

El POR present6 valores que se pueden consid¢aanaaite reductores (-357,9 a
-149,9 mV) a lo largo de los HFHSS y del tiempondenitoreo (Faulwetteet al.,
2009). El POR no presento variaciones superiotes 37,9 mV entre los promedios de
cada zona, contrario a lo encontrado por otrosresit(Garciaet al., 2003). Esto se
atribuye al tamafio de los sistemas reportados (9vetor superficie al del presente
estudio). Por lo que en los HFHSS de la estacilaiopHualqui no se alcanza a generar
el gradiente documentado por Garefal. (2003). El POR es un parametro que sirve de
indicador de la prevalencia de distintos aceptaleselectrones en el medio, y por
consiguiente, de las reacciones bioquimicas pretormes en el HFHSS. De esta
manera, el rango entre encontrado en este estddio & -360 mV) indica el desarrollo
de consorcios sulfato-reductores (rango 6ptimo -20€200 mV) y metanogénicos
(rango Optimo: -200 a -300 mV) (Faulwettetr al., 2009). En consecuencia, ambos
consorcios podrian, eventualmente, competir psustrato, debido a que los rangos de
POR les permite el desarrollo. Sin embargo, existeys parametros que condicionan la
importancia relativa de estos consorcios, donde gpemplo, Baptistaet al. (2003)
encontrd sulfato-reduccion a POR de -200 mV, sibango aportaba sélo el 11 — 12 %
de la eliminacion de MOD.

Los valores de OD presentaron altas desviacior@slopque se considera, de
forma cualitativa la acentuada anaerobiosis détrsis (< 2 mg OR.™") (Garciaet al.,
2004b). Como se observa en la Figura 12, el sistemaisminuyendo los niveles de
OD a lo largo del tiempo de estudio, desde losy@y8DL™ hasta los 0,1 mg OD™.
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4.2. Caracterizacion fisicoquimica del influente

Las concentraciones de DB@n el influente de 2013 mostraron estar de acuerdo
a lo encontrado por otros autores en aguas seretgepretratamiento, en zonas urbanas
(115 — 162 md. ™) (Zuritaet al.,2009; Pedesco#t al.,2011). Por otro lado, en P/V del
2014 y 2015 los niveles de DB@ostraron ser similares a las encontradas eatlitier
para asentamientos rurales en latinoamérica (2370-mgL™) (Vera, 2012). Los
valores de DQO mostraron rangos (174,4 — 298 Mgsimilares a los encontrados por
Zurita et al. (2009) (247md.™"). Las concentraciones de materia organica delénte
lo clasifican dentro de las aguas servidas conagasr en cuanto a DB@> 140 mg
DBOsL™) y moderadas con respecto a DQO (210 — 300 mg -D&QHenzeet al.,
2002). Las concentraciones de DBf0eron un 35 % mayores en O/l que en P/V a lo
largo de todo el tiempo de monitoreo. Esto se pad¢deuir, por un lado, al aumento del
consumo de agua (piscinas, riego y otras activelddeverano) aumentando la dilucién
de contaminantes (Metcalf y Eddie, 2003). Esto efeja ademas, en los menores
indices de biodegradabilidad encontrados en P/&3J0;on respecto a O/l (0,74). No
obstante, ambos indices demuestran que el efl@sntificientemente biodegradable
como para ser tratados mediante sistemas biologMercalf y Eddie, 2003; Henzet
al., 2008). Las concentraciones correspondieron a satga4,4 + 0,01 y 5,8 + 0,5 g
DBOsm?d! en las temporadas de P/V y OJl, respectivamerds. dargas organicas
aplicadas se encuentran en el limite recomendaéay(BBGm?>d?) para HFHSS con
tratamiento primario de 0,5 m de profundidad (Geetial.,2004).

Los SST mostraron concentraciones entre 131,9 84igL ™, lo que concuerda
a lo encontrado por Pedescetl al. (2011) (161 — 223 mf™) en aguas servidas sin
tratamiento primario (47 % mas concentradas queasagservidas con previa
sedimentacion). Otros autores evidenciaron coraeioties de SST en aguas servidas
con tratamiento primario en el rango de 57 — 10iLth¢Zuritaet al.,2009; Pedesco#t
al., 2011; Vera, 2012). Se observo un aumento en laecracion tanto de SST como
SSV de hasta el 300 % desde el 2013 al 2015. Tamieie¢ O/, se observaron
concentraciones 40 % mayores que en P/V, tantoSde cémo SSV. Esto se puede

atribuir al mayor arrastre de soélidos por escofaedébido a las precipitaciones en esta
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temporada (Mara, 2004). La relacion de biodegrdidabi de material particulado
(SSV/SST: 0,64 — 0,92) determinada en el influeste,caracteriza como moderada
segun Henzet al., (2002). A su vez, la relacion SSV/SST indica goe $6lidos en
suspension en las aguas servidas tienen en promedi6é % de componente volatil, 1o
que permite su degradacion bajo condiciones an@sr@denzeet al.,2002; 2008).

Las concentraciones de NT y N-MH(93 — 127 y 62 — 98,7 mig"
respectivamente) exhibieron niveles similares adosumentados para asentamientos
rurales (35 — 100 y 60 — 66 m{, respectivamente) (Vera, 2012). Las concentrasione
de nitrégeno en zonas rurales suele presentar@6 &t mayor a zonas urbanas (Zurita
et al., 2009; Pedescolet al., 2011; Vera, 2012). Esto ocurre por las actividades
desarrolladas por la poblacion (industria ganadegorcina) en las que se agregan
mayores concentraciones (hasta 610 mgNJde NT y N-NH* a las aguas servidas
debido al alto contenido proteico (Chargtral.,2013). Las concentraciones de PT en el
influente presentd rangos similares (13 — 16Lipa los encontrados en zonas rurales
de Latinoamérica (11 — 13 rig') (Vera, 2012). Los valores son entre un 0 y 90 %
mayores al de zonas urbanas (Vera, 2012; Zetrit¢h,2009).

4.3. Determinacion de las eficiencias de eliminaci@e contaminantes

Las eficiencias de eliminacion de DB®ostraron ser menores (50 - 75 %) a las
presentadas comunmente en literatura (60 — 97 %ijc{&et al., 2005; Vymazal y
Kropfelova, 2009). Estas eficiencias no presentalifarencias significativas (p > 0,05)
entre las temporadas. Lo anterior indica que l@wven del 31 % de temperatura entre
las temporadas O/l y P/V, no ejercié un efectoasnakctividades microbianas tal, que se
haya reflejado en un cambio significativo en lagieficias de eliminacion de MO
(Vymazalet al., 1998). Sin embargo, esto concuerda con la auselecestudios que
hayan reportado una relacion entre mayores tempasaton aumento de eficiencias de
eliminacion de MO en sistemas escala piloto (Kagiavallace, 2009). Por otro lado,
HFHSS-Phr2 mostré eficiencias 8 % menores que éasilBHSS-Sch2. No obstante,
estas diferencias no se presentaron enHFHSS-PhHFHISS-Schl, por lo que se

pueden atribuir a fendmenos hidraulicos y de ataiyi microbiana, los cuales estan
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gobernados por procesos estocasticos dentro d¢éHESS (Baptistaet al., 2008). Las
concentraciones de DB@n el efluente (10 — 111 mg') presentaron un rango mas
amplio al reportado en literatura (27 — 60-b1y (Garciaet al, 2005; Veraet al., 2011;
Loépezet al., 2015). Lo anterior se atribuye a que los HFHS&loanzaron eficiencias
del 90 % de eliminacion de MO, que presentan @ubsres (Garciat al.,2004b).

Las eficiencias de eliminacion de DQO (65 % promgdnostraron ser mas
bajas que las encontradas en literatura (Tablar@)—« 97 %) (Garciat al., 2005;
Vymazal y Kropfelovéet al., 2009). Sin embargo, como se observa en la Tahks4,
eficiencias de eliminacion de DQO suelen variafisadjsefio y carga organica aplicada
(Garciaet al., 2004b). Las eficiencias de eliminacion encontradaseste trabajo
coinciden con aquellas de HFHSS mas profundosni $p de mayores cargas organicas
aplicadas (6 — 20 g DQO fd), mostradas en la Tabla 4 (21 — 73 %) (Vymazal y
Krépfelova, 2009). Por lo tanto, las menores eficias de eliminacion se podrian
atribuir a la profundidad y por ende, acentuadzersbiosis de los HFHSS (Garah
al., 2004b). Puesto que las cargas organicas aplicestasieron dentro del rango
recomendado (< 6 g DQM?d™Y) (Garciaet al.,2004b).

Las eficiencias de eliminacion de SST y SSV enealats (93 %) estan acorde a
lo encontrado en bibliografia (68,1 — 99,0 %) (Vetal.,2011; Caselles-Osoriet al.,
2007). Sin embargo, se observaron diferencias feigtivas (p > 0,05), tanto en las
eficiencias de eliminacion como en las concentresode SST y SSV en los efluentes
de los distintos HFHSS. Estas diferencias se ptas®m principalmente, entre las
celdas deP. australis donde en la temporada de P/V del 2015 las efi@snde
eliminacion de SST y SSV disminuyeron en un 17 \W&5respectivamente. En esta
temporada la planta piloto se detuvo por dificidtadn el bombeo. Al volver a poner en
marcha el sistema, pudo haber ocurrido re-suspedgidos sélidos concentrados en los
lechos y las tuberias. La celda HFHSS-Phr2 pueblerimesentado diferencias debido a
que no posee la misma capacidad filtrante de lms (iFHSS. Esta capacidad filtrante
es otorgada por la amplia cobertura de las maasdfiB5 %) en los HFHSS,
caracteristica que no posee HFHSS-Phr2 (Figura g@¢sto que posee < 50 % de
cobertura (Lopez, 2015).

83



Como se muestra en la Figura 17, las eficienciaslidgnacion de N-NH se
observaron menores (41 %) en O/I. Especificaméegel 2014 presenta eficiencias
entre un 28 y 64 % menores a las de O/l del 20281%. Esto puede ocurrir debido a
que en O/l del 2013 las concentraciones de OD fu88% mayores (Figura 12). Por
otro lado, en O/l del 2015 las concentraciones @ef@eron similares a las del afo
2014, pero las temperaturas en O/l del 2015 fuBo% mayores a las de O/l del 2014
(Figura 10). Debido a estos factores (menor tenyperay OD), la actividad nitrificante
en O/l del 2014 podria estar inhibida (Vymazal 20Qa celda HFHSS-Phr2 presenté
en promedio, eficiencias 38 % menores en relaciés demas HFHSS. Esto se atribuye
a la baja cobertura de las macrofitas (< 50 %) ERI$5-Phr2, lo cual puede afectar de
dos maneras: a) hubo menor asimilacion directautiéentes (Plaza de los Reyetsal,
2011); b) o bien, por la menor concentracion de &®€ausa de la falta de transporte
gaseoso mediado por las plantas, lo que eventutdmenitaria el proceso aerobio de
nitrificacion (Vymazal 2007). Las eficiencias demehacion de NT mostraron el mismo
comportamiento, lo que nos indica que los mecarssdeeliminacion de NT pueden
haber sido los siguientes: asimilacion por las tagnque puede eliminar hasta 22,5 a
12,5 gm*afio® (Vymazal, 2011b); o por el proceso de nitrificaiesnitrificacion el
cual esta condicionado por el OD, POR, concentrad@®NH," y la MOD (Garcizt al.,
2010). Sin embargo la nitrificacion/desnitrificaci@curre en rangos de POR > +100
mV, por lo que los valores encontrados (-149,9 %/, 8 mV) no favorecen a las
actividades nitrificantes/desnitrificantes ya meneidas (Faulwetteet al., 2009). No
obstante, los andlisis moleculares exhibieron éspec relacionadas a
nitrificacion/desnitrificacion (Tabla 15).

Las eliminaciones de PT encontradas (0 - 58 %) nanmst ser similares a
aquellas encontradas en bibliografia (10 — 40,9(W&ya et al., 2011; Garcieet al.,
2005). Mas aun, los balances demostraron que habergcion de PT dentro de los
HFHSS, presentandose valores de eficiencias negadie hasta — 5 %. Esto se debe a
que los mecanismos de eliminacion de PT son, jpahtiente, de adsorcion y
precipitacion, intensificados por la presencia dgates como F&, Al** e iones de Ca
(Pedescolkt al.,2011; Vereet al.,2014). De este modo, el medio filtrante utilizaao
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este trabajo (Grava de 40 % de porosidad) es desiale para eliminar PT mediante
estos mecanismos, debido a que su composicion%0de FgOs; 0,4 % de AO)
permite la adsorcion de 0,02 — 0,05kgPgrava (eficiencias del 20 al 40%) (Pedesebll
al., 2011; Veraet al.,, 2014). En contraste, las eficiencias de eliminacie PT
presentadas por otros autores son del 79 %, coibsngdos en C4 y F€* (Vohla et

al., 2005). Por otro lado, el fosforo adsorbido enrkvg, puede lixiviar en sistemas con
rangos de POR < -250 mV (Vohéa al.,2005). Bajo el mismo contexto, se observo que
en P/V las eficiencias fueron 65 % mayores a la®/Mi€no significativas: p > 0,05), lo
qgue se puede atribuir a que en P/V se mostraramegsatie POR cercanos o superiores a
los -250 mV, donde eventualmente, podria haberidisdo la tasa de lixiviacion de
PT.

4.4. Evaluacion de la produccion de metano de losRHISS

Las emisiones de metano se estimaron a partir SIAME (en condiciones
ideales) de la biomasa extraida en las temporagl&¥Iddel 2013 y P/V del 2015. Por
tanto, hay que tener en consideracion que las nagest obtuvieron en distintas etapas
de maduracion del sistema (Kadlec y Wallace, 2088 asi, se considera que los
HFHSS ya se estabilizaron luego de los 755 (1,%)affauestreo de O/l del 2013) y
1617 dias (4 afos) (muestreo de P/V del 2015) daspeesta en marcha, al momento
del muestreo. Esto bajo la consideracion de quélidSS se estabilizan entre 75 y 90
dias luego de la puesta en marcha, tomando en acdantaclimatacién de los
microorganismos Y la hidraulica de los HFHSS (Wepé&egge, 2011; Ramonret al.,
2012). Mas aun, Samso6 y Garcia (2013), medianteel@mcidn matematica, estimaron
400 - 700 dias para que la hidraulica y los distingrupos funcionales de
microorganismos se estabilicen.

Considerando que una persona genera 60 gsRB@dia (1 PE) (Metcalf y Eddie,
2005), las emisiones de metano generadas pordiesrsis convencionales presentados
en la Tabla 5, se estiman en el rango 0,25 - 4Hgp@rsondafio’. Las mayores
emisiones encontradas en los sistemas convencsoiugesn aquellas PTAS basadas en
digestores anaerobios de materia organica (Véarad., 2011). Considerando que para
tratar 60 g DB@ (1 PE) mediante un HFHSS se requiere un &rea fiigede 5 nf
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(Bécares, 2004), las emisiones estimadas en dsigicegeneradas por una persona al
afio, estan en el rango 2,7 — 4,2 kg.@ersondafic’. Por ende, las emisiones
estimadas superan hasta por 4 6rdenes de magraadia los sistemas convencionales.
No obstante, las emisiones de este estudio seagstim partir de ensayos de AME, los
cuales se llevaron a cabo en condiciones Optimaged®eratura, anaerobiosis,
nutrientes y sustratos (Sogtb al., 1993). Por lo cual, estos valores se encuentriare so
estimados a lo que se encontramigitu (Manderet al.,2014).

En O/l del 2013 las producciones de metano mostrastar en el rango de 200 —
484 mg CH-m™d™, obtenido de sistemas de HFHSS operando climas, témplados y
boreales con cargas organicas de 0,5 a 20 gsDB@* (Piceket al.,2007; Corbella y
Pigagut, 2015; Lépeet al., 2015) (Tabla 6). En la temporada P/V de 2015 denbisa
proveniente de HFHSS-Sch presentd emisiones sesilar las encontradas por los
autores mencionados (Picekal.,2007; Corbella y Pigagut, 2015; Lopetzal., 2015).
Por otro lado, la biomasa obtenida de HFHSS-PHr/gndel 2015, presentd emisiones
acorde al rango 1142,2 y 2208,0 mg&kfd™ presentado por Wangt al. (2013) en
un HFHSS de policultivo con cargas organicas dea5®0,3 g DB@m?d™. En la
temporada de O/l del 2015 se estimaron emisior@5& mg CH-m°d™) desde 3 a 5
ordenes de magnitud mayores a todas aquellas eadasten literatura (0,8 — 92 mg
CH,-m’d?) (Tabla 6). No obstante, hay que tener en cueneastas emisiones se
consideran en condiciones optimas de temperatususyrato, al contrario de las
emisionesif situ), que presentan los autores de la Tabla 6.

No se observaron diferencias significativas erdsedroducciones de metano de
cada zona, no obstante, se presento la tendenbizbeée producciones desde un 61 y 92
% mayores en las Zonas C y B que en la Zona A (&idD; Tabla 13). Estas
diferencias, se atribuyen a las diferencias de odiilidad de sustrato y por
consiguiente, actividad microbiana a lo largo de HKFHSS. Esta diferencia de
disponibilidad se da debido a la colmatacion desigtemas (Caselles-Osora al.,
2007; Samsé y Garcia, 2014; Lopzl.,2015). Esto conlleva a un mayor desarrollo de
la biomasa en dicha zona, la cual resulto serremgxio, un 30 % mayor (en términos

de SSV adheridos a la grava) que en las Zonas B{dat®s no mostrados) que en la
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Zona A. Esto se contradice por lo expuesto porsoauatores, donde las emisiones en
HFHSS presentan ser entre un 24 y 2000 % mayortszema de entrada del influente
(Tanneret al., 1997; Teiter y Mander, 2005). Esto se respondeleqresentado por
Samsé y Garcia, (2014) donde proponen que la dativinicrobiana avanza conforme al
nivel de colmatacién con respecto a la longitudsiktema.

Se observaron, tanto en O/l del 2013 como en P/V 2845, mayores
producciones (12 y 36 %, respectivamente) y emesiorstimadas (8 y 52 %,
respectivamente) en HFHSS-Phr que en HFHSS-Sclantarior es consistente con lo
demostrado por van der Net al. (1998), quienes demostraron mayores (34 %) flujos
(in situ) de metano en una especieRlgagmites spp.que enSchoenoplectus sppor
el contrario, en O/l del 2015, se observan maygpreslucciones (43 %) y emisiones
estimadas (46 %) en HFHSS-Sch que en HFHSS-Phre@lmargo, ninguna de las
diferencias presentadas al utilizBr australiso S. californicuses estadisticamente
significativa (p > 0,05).

La temporada P/V del 2015 presentd produccioneseatano significativamente
(p > 0,05) menores (95 %) a las muestras obtereda®/l del 2015, y 73 % (no
significativos: p > 0,05) menores a las produccsoaa O/l del 2013. Los resultados
encontrados difieren a otros trabajos donde ereamtremisiones 40 - 80 % mayores en
las estaciones calidas o de crecimiento de lasdfitas en HFHSS (Piceét al., 2007,
Wanget al., 2013). Esto se puede atribuir a dos razones. P¢ado, se observa en la
Tabla 13, que el influente de la temporada P/V tépmargas organicas un 18,9y 31,7 %
menores a las del influente en O/l del 20§3015, respectivamente. Estas menores
cargas (medidas como DBOse reflejan en el indice de biodegradabilidadlan
temporada de P/V del 2015 (DBDQO = 0,51), en relacion a la medida en O/l del
mismo afio (DB@DQO = 0,72). Ademas, los POR medidos en O/I d&éb28310 mV)
se mostraron en promedio, mayores a los medid®&\édel 2015 y O/l del 2013 (-253
y -242 mV, respectivamente). Por tanto, la cantigadisponibilidad de la materia
organica en el influente generan menores produesiate metano, a pesar de las

mayores temperaturas encontradas en P/V (Grinfetiky1999).
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En la Figura 21 se presentan las curvas de degéadde AGV por parte de la
biomasa extraida en O/l del 2013 y P/V del 2015.igAlal que como se expuso
anteriormente, en los primeros 10 dias de an#ifi®omasa extraida en O/l degradé un
14 % mas acetato que aquella extraida en P/V.destmestra que la temperatura (31 %
mayor) presentada en P/V, no aumentd el rendimidatdegradacion de AGV en los
ensayos AME. Esto concuerda con lo encontrado panglet al. (2005), quienes
reportaron mayores (40 %) eficiencias de elimimacite acetato en los meses de
menores temperaturas en un HC. Ademas concuerdalcbhacho de que no se ha
encontrado una relacién clara entre el aument@m@dratura con mayores eficiencias
de eliminacion de DB§(donde el acetato puede llegar a representar al 20 % de la
DBO:s total dentro de los HFHSS) (Huaegal.,2005; Kadlec y Wallace, 2009).

4.5. Evaluacion de las comunidades microbianas prestes en los HFHSS

La Tabla 14 muestra la cuantificacion de arquebagterias en los HFHSS. Se
cuantificé un rango de 8,786 4,2.168° copias-kig grava de bacterias. Rango similar
al encontrado por Baptistet al. (2003) y lasur-Kruhet al. (2011) (6-18 — 1-16
copias-kggrava) en HFHSS y HFS, respectivamente. En cuantarcmeas, se
encontraron 4,8-£0- 3,6-18 copias-kg grava. Baptistat al., (2003) encontré un
ndmero similar de arqueas metanogénicas (F0capias-kdgrava) en HFHSS con
altos niveles de metanogénesis (> 90 % de la DQ@irglda). Niuet al (2015)
presentaron abundancias relativas de arqueas métanas entre el 20 y el 50 % del
total de microorganismos presentes en un HFHS®alicultivo. Los HFHSS descritos
por estos autores presentaron emisidnesitu desde 2,4 a 11,4 mg Ghih’d™. En el
caso de este estudio, la abundancia relativa deeasgcon respecto a bacterias fueron
entre el 0,01 y 0,82 % con emisiones de metanmadtis en 3 a 4 6rdenes de magnitud
mayores. Sin embargo hay que tener en cuenta quenldisis llevados a cabo en este
estudio son en condiciones Optimas de sustrataentes y temperatura (35 °C).

En O/l del 2013 la biomasa proveniente de HFHSSeRhibid un 82 % mayor
namero de copias de arqueas que en aquella exttait-HSS-Sch (con un 3 % de
diferencia en bacterias). Lo que concuerda conmagores (12 %) producciones de
metano en HFHSS-Phr que en HFHSS-Phr. Mientrazqu®&V del 2015 la biomasa de
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HFHSS-Sch presentd un 48 y 34 % mas bacterias yeasq respectivamente que la
biomasa obtenida de HFHSS-Sch. Por otro lado, émtemporada O/l del 2013 y P/V
del 2015, se observo un aumento de arqueas del986% en HFHSS-Phr y HFHSS-
Sch, respectivamente. El aumento de bacterias miseio periodo de tiempo fue del 14
y el 37 % en HFHSS-Phr y HFHSS-Sch, respectivamdtitaumento de bacterias y
arqueas encontradas desde O/l del 2013 a P/V d&b, 200 concuerda con las
producciones de metano 73 % mayores en O/l del,2€1180 que por lo contrario,
muestra un comportamiento inverso (Tabla 13; Fi@¥a En este caso, se demuestra
qgue no solo la cantidad de microorganismos didtaettividad de estos. Puesto que, de
las arqueas y bacterias detectadas, también selearsaquellos organismos no viables
al momento de amplificar el gen de ARNr 16S (Nogk€&amper, 2008).

La biomasa extraida desde la Zona A de HFHSS-Sdh &amporada O/l del
2013 no presento niveles detectables de arquetass&puede deber a la baja cantidad y
calidad de los templados de ADN, que en consecaema permitieron la correcta
amplificacion del gen ARNr 16S de arqueas (Knal.,2013).

Los dendrogramas generados para estudiar las tesasicde las comunidades
bacterianas mostraron un mayor efecto de la terdpagae el tipo de planta utilizada.
Esto se observa en que las similitudes de las ciolaes bacterianas obtenidas en las
distintas temporadas presentaron un 52 % de sichilélientras que entre las obtenidas
desde HFHSS-Phr y HFHSS-Sch presentaron un 61% @8 similitud en P/V y O/I,
respectivamente. Estos valores se asocian a lesewidas entre las producciones de
metano entre HFHSS-Phr y HFHSS-Sch. Estas difasnentre las distintas plantas
utilizadas fueron menores en O/l del 2013 (8 %) queP/V del 3 (36 %), cuyas
comunidades se asociaron con similitudes del 93 Y06 respectivamente, en ambas
temporadas.

Por otro lado, las comunidades de arqueas exhibEgomas estables al cambio
de temporada. No obstante, se observo un compertgorsimilar al de las comunidades
de bacterias. Las comunidades extraidas desde HPHSY HFHSS-Sch en O/l
mostraron ser mas similares (92 %) a las extraédaB/V. Aun mas, las comunidades
extraidas desde HFHSS-Sch en P/V se asociaron lmasraiestras de O/l (80 %) que a
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la muestra obtenida de HFHSS-Sch en P/V (67 %)i&i las diferencias entre las
producciones de metano de los HFHSS con ambasaplamilizadas no fueron
significativas (p > 0,05), estas coinciden con etho de que la similitud entre las
comunidades de HFHSS-Phr y HFHSS-Sch se asemegemi&V que O/I.

Los microorganismos encontrados mediante la se@medc de los genes
recuperados desde el DGGE son similares a aqueitmntrados por otros autores tanto
en HFHSS (Calheirost al., 2010; Adradoset al., 2014; Moratdet al., 2014; Sidrach-
Cardonaet al.,2015) como en catastros realizados a los micro@mgers encontrados
en humedales naturales (Xiao &tial.,2014). Como muestra la Tabla 15, los resultados
correspondieron principalmente (> 95 % de las barskruenciadas) a especies no
cultivables. Lo que corrobora las ventajas de aatili metodologias moleculares
independientes de cultivo, en lugar de los analigpendientes de cultivo, para la
determinacion de las comunidades microbianas. Epscges de bacterias encontradas
pertenecieron, principalmente, a los filos Bactt®s, Firmicutes y Proteobacteria. De
estos, los género€lostridium, Bacteroidaley los sub grupog-proteobacteria,y-
proteobacterigueron los predominantes. Las secuencias que satamn en todos las
muestras se asociaron, en general, a especies\qeeides al génerGlostridiumy
Bacteroidales Las cuales estan comunmente ligadas a la hidrdlie compuestos
organicos y posterior fermentaciéon para la sintégeisAGV (Garciaet al., 2015).
Ademas, de las bandas presentes en todas las asiestencontrd que la banda 6 y 8 se
asociaron a un clon no cultivable cercano a esped& géneroClostridium con
actividad lipasa a bajas temperaturas (Srineiaal., 2011) y otro clon con actividad
dehalogenasa (Is&t al, 2012). La banda 7 fue otra secuencia enconead@adas las
muestras, la cual se asocié a un clon nitrificaageobio estricto, perteneciente a la
familia Nitrosomonadaceaeuna p-proteobacteria. Si bien la identidad con la que se
asocio a esta secuencia es baja (91 %), puedeng@egte a un microorganismo
perteneciente a la misma familia, lo que es uncadbr de la posible actividad
nitrificante en los HFHSS, a pesar de las condasoanaerobias. La presencia de este
tipo de microorganismos se justificaria por el sporte de oxigeno por parte de las

macrofitas (Grinfeld y Brix, 1999). También hubgeses encontradas solo en la
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temporada de O/I, dentro de estas, se encontr@oardesnitrificante perteneciente a la
subdivisiénp-proteobacteria. La presencia de organismos diégaitites y nitrificantes
indican la ocurrencia de mecanismos de eliminact® nitrogeno total via
nitrificacion/desnitrificacion, puesto que las centraciones de N-NO no son
detectables en el influente utilizado (Rogasl.,2013). Otras de las bandas se asociaron
a organismos encontrados en sistemas de tratamigatesiduos organicos (consorcios
anaerobios) y sedimentos marinos (Tabla 15).

Los resultados obtenidos en la recuperacion deasaddl DGGE de arqueas
mostraron que el 100 % de las especies se asocardones no cultivables. Las
secuencias encontradas se asociaron en gran medmm especieMethanosarcina
mazeiy Methanosaeta conciliMethanosarcinanazeies una arquea versatil en cuanto a
sustratos, ya que logra la generacion de metano lasr vias acetoclastica,
hidrogenotréfica y metilotréfica (Figura 4) (Kendg Boone, 2006).Methanosaeta
concilii es una arquea especializada en la metanogénetcclastica (Barbeet al.,
2011). Lo que concuerda a lo encontrado por N8t al. (2015) con presencia de
actividad metanogénica en los HFHSS. Debido atamkvalencia (75%) de arqueas
asociadas dethanosaeta concilse puede afirmar que la produccion de metanosn lo

HFHSS en estudio fue principalmente por la viactastica.
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5. CONCLUSIONES

e Las celdas de HFHSS plantados &oraustraliseliminaron un rango de 48 — 86
% de DBQ@, 39 — 82 % de DQO, 10 — 54 % de NT y 6 — 19 % @eHr otro
lado las celdas de HFHSS plantados Soralifornicuseliminaron un rango de
51 — 85 % de DB 48 — 86 % de DQO, 9 — 69 % de NT y 4 — 20 % de PT

* Las celdas de HFHSS plantados €raustralisprodujeron 530, 1021 y 16468
mg CH,-m?d? en las temporadas de otofio/invierno del 2013, aréra/verano
y otofio/invierno del 2015, respectivamente. Ladalde HFHSS plantados con
S. californicusprodujeron 485, 494 y 30308 mg ¢Hi“d” en las temporadas de
otofio/invierno del 2013, primavera/verano Yy otafdérno del 2015,
respectivamente. Sin diferencias significativas>(p,05) entre los HFHSS que
utilizan las dos plantas.

* Las comunidades microbianas provenientes de los S¥idlantados cof.
australisy S. californicusse asemejaron entre un 60 y 93 %. Las comunidades
microbianas extraidas en otofio/invierno y primalverano se asemejaron entre
un 50 y 66 %. Se detectaron tanto arqueas comerizctnvolucradas en la
produccion de metano, siendo la ruta acetoclaktiocaas importante, con un 75
% de las arqueas encontradas, asociadslethanosaeteconcilii, una arquea

acetoclastica exlcusiva.

* La hipoétesis planteada se acepta parcialmentetques si bien se observaron
diferencias en las producciones de metano en lodS3Fplantados coi.
australisy S. californicus (que generaron comunidades microbianas distintas)
estas no fueron estadisticamente significativas5).
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9. ANEXO

Analisis estadistico

Tabla 1. Determinacion de normalidad de los datoprdduccion de metano, agrupados
por zona.

Valor p
Celda Zona A Zona B Zona C
HFHSS-Phrl 0,3391 0,0128 0,0246
HFHSS-Phr2 0,2424 0,2300 0,0708
HFHSS-Schl 0,0256 0,1429 0,1100
HFHSS-Sch2 0,0789 0,2276 0,3452

Se considera distribucion normal con p > 0,05.

Tabla 2. Determinacion de normalidad de los dasoprdduccion de metano agrupados
por temporada; a: agrupacion de datos sin disidbuwormal

Valor P
Celda
O/l 2013 P/V 2015 O/l 2015
HFHSS-Phrl 0,6673 0,9201 0,6319
HFHSS-Phr2 0,9952 0,1877 0,7431
HFHSS-Schl 0,3167 0,8043 0,4772
HFHSS-Sch2 0,0917 0,0896 0,2826

Se considera distribucion normal con p > 0,05.

Tabla 3. Comparacion de duplicados

Comparacion Zona A Zona B Zona C
HFHSS-Phrl vs HFHSS-Phr2 0,7785 0,4 >0,9999
HFHSS-Schl vs HFHSS-Sch2>0,9999 0,8706 0,5539

Se consideran diferencias significativas con p05 0,
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Tabla 4. Comparacion de producciones de metano

Comparacion Zona Valor p
A 0,9725
P. australisvs S. californicus B 0,6793
C 0,7888
Entre Temporadas - <0,0001
Entre Zonas - 0,8420

Se consideran diferencias significativas con p05.0,

Tabla 5. Interaccion entre planta utilizada y teraga sobre los promedios de las producciones

de metano de las zonas de cada celda.

Interaccion Celda Relacion entre medias
P/V 2015 HFHSS-Schl A
P/V 2015 HFHSS-Sch2 A B
P/V 2015 HFHSS-Phrl1 A B
_PNV2015 HFHSS-Phr2 A | B
O/l 2013 HFHSS-Schl A B C
O/1 2013 HFHSS-Phrl A B C
O/l 2013 HFHSS-Phr2 B C D
O/l 2013 HFHSS-Sch2 B C D

O/l 2015 HFHSS-Phrl C D

O/l 2015 HFHSS-Phr2 C D

O/l 2015 HFHSS-Schl C D

O/l 2015 HFHSS-Sch2 D
Medias con una letra comin no son significativaeeliferentes.
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