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Resumen

En este trabajo se evalla la capacidad de remocion de nutrientes tales como nitrégeno y fésforo en
el agua mediante la utilizacion de Phragmites australis como agente fitorremediador. Para ello, se
Ilevé a cabo un experimento donde se implantaron macetas flotantes de P. australis en cubos de
agua mezclada con fertilizante sélido. Se investigd el proceso de remocién de N, P y Si durante un
periodo de 3 meses en el municipio de Gandia. Los datos de los analisis elaborados, tanto del agua
como de las plantas, nos mostraron que el Ny P se redujo en un 77% y 87% respectivamente, donde
el P. australis participé en un 20% (N) y 46% (P). También hubo presencia de microalgas que retiré
un 5% (N) y 0,4% (P). El resto de N y P retirado, que supone un 53% (N) y 40% (P), se dedujo que fue
debido a la produccidn secundaria. Los resultados sugirieron que el rapido consumo del Si pudo
afectar directamente en el desarrollo del P. australis, lo que afectd en la capacidad de remocién de

la planta.

Palabras clave: fitorremediacidn, nitrégeno, fosforo, eutrofizacién, calidad del agua.

Abstract

This work evaluates the removal capacity of nutrients such as nitrogen and phosphorus in water
using Phragmites australis as a phytoremediation agent. For this purpose, an experiment was
carried out in which floating pots of P. australis were planted in buckets of water mixed with solid
fertiliser. The N, P and Si removal process was investigated over a period of 3 months in the
municipality of Gandia. Data from both water and plant analyses showed that N and P were reduced
by 77% and 87% respectively, with P. australis contributing 20% (N) and 46% (P). Microalgae were
also present and removed 5% (N) and 0.4% (P). The remaining N and P removed, accounting for
53% (N) and 40% (P), was inferred to be due to secondary production. The results suggested that
the rapid consumption of Si may have directly affected the development of P. australis, which

affected the removal capacity of the plant.

Key words: phytoremediation, nitrogen, phosphorus, eutrophication, water quality.
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1. Introducciéon y Conceptos

1.1.Problematica actual

La mayor parte de la poblacién mundial se encuentra asentada en una zona estrecha entre el
area marina y terrestre, lo que llamamos la zona costera, y es donde se produce la gran parte
de la actividad econémica mundial (Ramesh et al., 2015). Debido a que la mayoria de la
poblacidn esta situada en esta zona, todas las actividades desarrolladas alteran directamente la
calidad del agua debido al incremento de desechos que contienen nitrégenoy fésforo. Estos dos
nutrientes son los culpables del incremento de eutrofizacién en los ambientes costeros (Cicerol,

2004).

La eutrofizacién es definida como “sobre enriquecimiento de nutrientes es la acumulacién de
nutrientes (principalmente nitrégeno y fosforo) en un cuerpo de agua (lagunas, esteros,
estuarios y el mar costero), lo cual estimula el crecimiento de algas. Los problemas tipicos de la
eutrofizacién observados alrededor del mundo son incremento en las concentraciones de
clorofila a (indicador del fitoplancton), florecimientos de algas nocivos y téxicos, reduccion del
oxigeno y transparencia, asi como alta biomasa de macroalgas (verdes filamentosas y algas

rojas) y pérdida de la vegetacion acudatica sumergida y fauna benténica” (Herrera et al., 2011).

El fosforo y el nitrogeno son los principales causantes de la aceleracidn de la eutrofizacién (Yang
et al.,, 2008). Las principales fuentes antropogénicas del fésforo son debido a desechos
domésticos e industriales, detergentes, fertilizantes y excrementos de animales (Boeykens et
al., 2017). Por otro lado, las principales fuentes antropogénicas de nitrégeno inorganico, donde
las principales formas iénicas (reactivas) son el amonio (NH4*), el nitrito (NOy") y el nitrato (NOs"
) son vertidos industriales y municipales, residuos y vertidos de granjas de animales y procesos
de escorrentia e infiltracidon en campos de cultivo entre otras (Camargo y Alonso, 2007). Por ello
es de gran importancia mitigar la carga de nutrientes para asi evitar la pérdida de ecosistemas

gue genera el proceso de eutrofizacién (Wilkinson, 2017).

1.2.Caso de estudio

En la zona costera de la Comunidad Valenciana, esta presente el municipio de Gandia, el cual
estd localizado en la comarca de La Safor. En este municipio existe una alta presencia de

agricultura donde predomina el cultivo de citricos, lo que supone el uso de fertilizantes que



pueden acabar en las aguas subterrdneas y acequias. Ademas de esto, hay numerosas viviendas
en la zona que pueden no disponer de una conexion directa al alcantarillado para poder depurar
los desechos domésticos que producen, donde al final acabaria desembocando directamente en
las acequias de la zona. Esto supone un problema ain mas grave cuando tenemos en cuenta
gue las acequias finalmente desembocan directamente en el mar, donde todos los desechos y

fertilizantes pueden acarrear una eutrofizaciéon en la zona (Sebastia et al., 2012).

Una posible solucidon es la fitorremediacion, que consiste en el uso de plantas para remover,
reducir, degradar o inmovilizar agentes contaminantes, empleando la capacidad que tienen
estas de tomar los nutrientes a través de las raices o gases desde las hojas permitiendo asi
eliminar sustancias toxicas del suelo, agua o el aire (Pilon-Smits, 2005). Para el caso de Gandia

se pretende utilizar como fitorremediador al Phragmites asutralis.

1.3. Phragmites australis

El P. australis tiene una gran capacidad de adaptarse a diferentes entornos y eso se refleja en
una amplia distribucién (Ksenofontova, 1988). El P. australis dispone de un sistema de rizoma
resistente con una alta capacidad de propagacién, un largo periodo de crecimiento, una fuerte
adaptabilidad y resistencia a la contaminacion (Fraser et al., 2004; Liu et al., 2012). Cuando hay
una gran disponibilidad de nutrientes, la produccién y el almacenamiento de nutrientes en las
raices y brotes aumenta en el P. australis (Mason y Bryant, 1975; Ulrich y Burton, 1985). Una de
las caracteristicas mas importantes de la planta es la eficiencia en el uso de los nutrientes, la
cual combina una variedad de procesos de absorcién y liberacidn de nutrientes (por ejemplo, la
absorcion de nutrientes, produccién de biomasa y recuperaciéon de nutrientes de hojas

senescentes) (Berendse y Aerts, 1987; Aerts y De Caluwe, 1994a).

Debido a todas estas caracteristicas, el P. australis puede ser utilizado en el tratamiento de aguas
residuales primarias, secundarias y terciarias, que son originadas en fuentes domésticas e
industrias debido a la facilidad de cultivo y la alta eficiencia de remocidn de P. australis (Bhatia

y Goyal, 2014).

1.4. Objetivo
El objetivo del trabajo fue evaluar la capacidad de remocidn de nutrientes presentes en un agua
enriquecida mediante un sistema flotante compuesto por carrizo (P. australis). Para lograr el

objetivo general se utilizaron 4 unidades experimentales en un proceso en batch que se



mantuvieron durante un periodo de tres meses en los que, ademas, se plantearon los siguientes

objetivos especificos:

e Analizar los cambios en parametros fisico-quimicos del agua a lo largo del experimento.
e Estudiar la evolucion de la biomasa de P. australis y del contenido de Ny P en la misma.

e Realizar un balance de N y P del sistema.



2. Material y métodos

2.1 Disefio del experimento

El experimento estuvo compuesto por 4 unidades experimentales en las que se utilizé carrizo
(P. australis) en sistemas flotantes para la eliminacién de nutrientes de un agua enriquecida (Fig
2.1). Se analizé tanto la variacién de nutrientes disueltos a lo largo de 3 meses como el
incremento de biomasa y el nitrégeno y fésforo retirado tras la cosecha. Se realizé en los viveros
de la Escuela Superior de Gandia (EPSG) (figura 2.1), el cual se encuentra en los alrededores del
campus. Para la elaboracidn del experimento se utilizaron 4 cubos de una capacidad de 100 litros
que se rellenaron con 60 litros cada uno con agua proveniente de la acequia “Nova” que es
préxima al lugar del experimento (figura 2.2). Al agua se le afadié un fertilizante sélido de la
marca “COMPQO” del tipo de abono “azul universal" el cual estd compuesto por un 12% de
nitrogeno total (N) (5% nitrico y 7% amoniacal) y 8% de pentéxido de fésforo (P,0s), que fue
previamente disuelto en la misma. La duracién del experimento fue de un total de 93 dias, que

va desde el 30 de marzo hasta el 2 de julio de 2021.

"> Cuerdas de
sujecion

Unidad experimental de P.
australis

Figura 2.1. Estructura del experimento.



Figura 2.2. Localizacidn del vivero (recuadro rojo) y de la acequia Nova.

Cada unidad experimental consta basicamente de un cubo, al que se le afiadié 60 L de agua
enriquecida en nutrientes, y un grupo de plantas de P. australis en una maceta que fue
asegurada con cuerdas para mantener la flotacidon en el agua. Las cuerdas se atan en el cubo
junto a la maceta para proporcionarle flotabilidad y estabilidad (figura 2.1). La maceta fue
sumergida hasta la mitad para asegurar de que las raices estuvieran en contacto directo con el
agua. Previamente se le habia retirado la tierra que llevaban consigo las macetas y afiadido
algoddn de pléstico para que tuvieran estabilidad. Ademds de todo esto, se le afiade una tapa
con un orificio para que las condiciones climaticas como la lluvia y viento afecten lo minimo

posible a nuestro experimento.

2.2 Obtencion del P. australis

Para la obtencidn de las plantas se ha recurrido a un vivero “The Original Garden”, que esta
localizado en el municipio de Miramar, en el cual se obtuvieron los ejemplares de P. australis
(figura 2.3) para la realizacidn del experimento. Se utilizaron 4 macetas para los experimentos
de absorcidn de nutrientes del agua y otras 4, que se analizaron al inicio del experimento, para
estimar los niveles iniciales de N y P de las plantas. Asi obtenemos 2 grupos de ejemplares de P.
australis, donde al grupo 1, el cual no fue utilizado en el experimento, fue nombrado como
z

“inicial” y el grupo 2, que fue utilizado en el experimento, fue nombrado como “final”.



Figura 2.3. Ejemplares de Phragmites australis.

2.3 Analisis del agua

Para realizar un seguimiento de los diferentes parametros del agua se recurrié a mediciones y

andlisis con una frecuencia que se muestra en la siguiente tabla (tabla 2.1):

Tabla 2.1. Frecuencia de medicion y analisis de los parametros del agua.

Parametros Mediciones
Temperatura Cada 3-4 dias
Oxigeno disuelto | Cada 3-4 dias
Conductividad Cada 3-4 dias

pH Cada 3-4 dias
Nitrito Cada 15 dias
Nitrato Cada 15 dias
Amonio Cada 15 dias
Fosfato Cada 15 dias
Silicio Cada 15-30 dias
Clorofila Cada 15 dias




2.3.1 Analisis de parametros fisico-quimicos in situ del agua

La medicién de los parametros fisico-quimicos del agua se realizaba in situ mediante diferentes
sondas que se introducian directamente en los cubos y el resultado se registraba en un bloc de

notas (tabla 2.2).

Tabla 2.2. Instrumentos utilizados para medicion de los parametros fisico-quimicos.

Parametros fisico-quimicos | Instrumento de medicion

Temperatura (2C)

Oxigeno disuelto (mg 02/L) Oximetro éptico "YSI"
Oxigeno disuelto (%)

Conductividad (uS/cm) WTW pH/Cond 3320 SET
pH 2

2.3.2 Analisis de nutrientes y clorofila del agua

Para el andlisis de los nutrientes (nitrito, nitrato, amonio, fosfato vy silicio) y la clorofila, se
homogeneizaba el agua y se recogian muestras de agua de las 4 unidades mediante un
recipiente de plastico el cual se cerraba y se transportaba hacia el laboratorio. Una vez alli, se
filtraban 300 ml de cada unidad y se trasladaban 50 ml a 5 frascos de polipropileno marcados
con: nombre del nutriente, numero de la unidad y fecha de la recogida de la muestra. Después
de ser marcados, todas las muestras se congelaban para su posterior andlisis, a excepcién del

amonio que tenia que ser analizado el mismo dia de haber tomado la muestra.

Los métodos de andlisis de los nutrientes y la clorofila que se realizaron en el laboratorio fueron

los siguientes:

e Nitrito

La determinacidn del nitrito se basa en la reaccion clasica de Griess, donde el ion nitrito es
diazotado con sulfanilamida para producir un compuesto azo, el cual con presencia de

diclorhidrato de N-(-1-naftil) etilendiamina forma un compuesto azoico altamente coloreado,



cuya absorbancia se mide espectrofotométricamente a 543 nm (Bendschneider y Robinson,

1952).

e Nitrato

En este método se determina los nitratos en el agua mediante la reduccién del nitrato a nitrito,
donde para ello se utiliza una columna reductora de Cu/Cd en un medio basico (pH = 8,5).
Posteriormente deberemos determinar la concentracidn de nitrito mediante el método de
Bendschneider y Robinson (1952). Finalmente, para saber la concentracion de nitratos debemos
restar la concentracion de nitritos que es obtenida a partir de la muestra sin pasar por la columna

(Grasshof, 1976).

e Amonio

El amonio se determina en un medio alcalino donde el amonio disuelto reacciona con el
hipoclorito, formando asi una monocloramina. La monocloramina, en presencia de fenol y un
exceso de hipoclorito, forma azul de indofenol. La reaccidn es catalizada por el idn nitroprusiato

y la adicién de citrato trisédico elimina la interferencia de Ca y Mg (Soldrzano, 1969).

e Nitrégeno inorganico disuelto (NID): Se obtuvo sumando las concentraciones de amonio,

nitrito y nitrato.

e Fosfato

La determinacién del fosfato se realiza provocando la formacién de un complejo fosfomolibdico
de color azul mediante la adicion de molibdato amdnico en un medio acido. El ortofosfato
reacciona con el molibdato de amonio y el tartrato de antimonio y potasio, en un medio acido,

para asi formar un complejo de fosfomolibdato de antimonio. Este se vera reducido por el acido



ascoérbico y producird el azul de molibdeno, el cual serd susceptible de determinacién

colorimétrica (Murphy y Riley, 1962).

o Silicio

En este método para la determinacién del acido ortosilicico, se forma en un pH 1-2 un complejo
entre el molibdato amoédnico y las formas mondmera o dimera del acido ortosilicico. A
continuacién, se reducira este ultimo con metanol para formar un complejo azul, el cual serd

susceptible de determinacion colorimétrica (Mullin y Riley, 1955).

e C(Clorofila

Para determinar la concentracién de clorofila en el agua se ha utilizado el método tricromatico
basado en espectroscopia visible (APHA et al.,2012). Para ello se congelan las membranas de
acetato de celulosa, que se utilizaron para filtrar las muestras, con la finalidad de romper las
células. A continuacidn, se introducen 6 ml de acetona al 90 % en agua con el 1 % en carbonato
calcico. Estas muestras se centrifugan y se traslada la solucién que queda en la parte superior a
otro tubo de ensayo. Finalmente se determina la densidad dptica de la muestra a distintas
longitudes de onda (630, 647 y 664 nm) para determinar el contenido pigmentado, y a 750 nm
para corregir la turbidez. Para calcular la concentracidn se utilizaron las ecuaciones de Jeffrey y

Humprey (1975).

2.4 Analisis de la biomasa, N y P total

R/

** Biomasa

Los 4 ejemplares “iniciales” de P. australis se sacaron de las macetas y se le retird la tierra.
Posteriormente se introdujeron en la estufa durante 2-3 dias a una temperatura de 80-90 2C
para retirar toda el agua que hay en su interior. Una vez secas, fueron pesadas y se introdujeron

en bolsas zip, respectivamente etiquetadas, y guardadas para su posterior uso. Los 4 ejemplares



“finales” fueron retirados del agua (figura 2.4) y se trasladaron al laboratorio para proceder a

realizar el mismo proceso que se utilizo para los 4 ejemplares “iniciales”.

Figura 2.4. Retirada de los ejemplares “finales”.

< NyP total

Una vez que ya se tuvieron los ejemplares de “inicio” y “final” secos en las bolsas ZIP, se procedié
a triturar el 100% de la biomasa obtenida mediante una trituradora para transformar cada
ejemplar en polvo. Después pusimos cada ejemplar triturado en la estufa durante 2 dias a 90 2C
para asegurarnos que no habia humedad y tener el polvo completamente seco. Sacamos los
ejemplares triturados secos y se introdujeron separadamente en unos recipientes de plastico
marcados para identificar que ejemplar era (inicio o final) y de que unidad (U1, U2, U3 o U4).
Finalmente, con las plantas en forma de polvo, se procedio a la determinaciéon de N y P total en

la biomasa.

e Determinacion de N total

Para el analisis de nitrogeno (N) en la biomasa de los P.australis, se realizdé una digestién en
medio acido para transformar el N organico en NH;*, continuado de una destilacion para
finalmente obtener una solucidn NH;* (aq.). Este primer método es una adaptacion del método
semi-micro Kjeldahl 4500-NosC para aguas (APHA et al.,2012). Posteriormente, el amonio es

analizado por el método de Solérzano (1969), que ha sido usado anteriormente en el andlisis de
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amonio en las muestras. Con este método se determina la concentracién de N a partir de la

concentracion de NHs*de los destilados.

e Determinacion del P total

La determinacién del fésforo total de las plantas de P. australis se hizo en dos etapas. En la
primera se realiza una digestion adaptando el método desarrollado por Valderrama (1981) para
aguas La segunda etapa consiste en determinar el fésforo total presente en la biomasa mediante
el método de Murphy y Riley (1962), que es el mismo que se ha utilizado para determinar el

fosforo presente en el agua.

2.5 Analisis de datos

Para analizar si existen diferencias significativas en los parametros analizados en P. australis al

inicio y final del experimento, se utilizé la prueba ANOVA en el Statgraphics.

La prueba de ANOVA es un analisis de la varianza que nos confirma la hipdtesis de que las medias
de dos o mas poblaciones son iguales. En nuestro caso, ANOVA nos permite confirmar de si

existe diferencia entre las concentraciones de nitrégeno, fésforo y biomasa del inicio y del final.

Para ello, los datos que vamos a introducir en la prueba ANOVA tienen que cumplir 2

condiciones:

v' Los datos de la poblacién deben de seguir una distribucién normal.

v" Debe existir homocedasticidad entre las varianzas.

Para comprobar la normalidad se recurrid a los coeficientes de sesgo y curtosis estandarizados.
Si estos se encuentran entre +2 y -2 podemos decir que nuestros datos siguen una distribucion

normal.

Para comparar las varianzas se utilizé la prueba de verificacion de varianza de Levene en el que
se obtiene un p-valor en el que, si es menor de 0,05, se rechaza la hipdtesis nula (Ho), por lo que
las varianzas son diferentes, y si el p-valor es mayor de 0,05, se acepta la hipdtesis nula (Ho) y las
varianzas son iguales.

En el caso de que alguno de estos requisitos no se cumple, es posible la realizacion de diferentes

transformaciones para solucionar este problema.

11



El problema que surgié en nuestro caso es que no se cumplia la homocedasticidad entre las
varianzas de la biomasa, que es el segundo requisito obligatorio para realizar la prueba ANOVA.
Se procedid a solucionar este problema transformando los datos al tipo Box-Cox utilizando el

software Excel, las cuales se utilizan para corregir problemas de normalidad y homocedasticidad.

Finalmente, después de realizar la transformacién, no hubo ningtn problema con la normalidad

y homocedasticidad a la hora de realizar de nuevo la prueba ANOVA para la biomasa.

12



3. Resultados

3.1. Evolucién de parametros en el agua

A continuacidn, se va a presentar los resultados de los parametros medidos en el agua, mediante
instrumentos y métodos anteriormente explicados, durante los 93 dias que ha estado el

experimento en funcionamiento:

3.1.1 Temperatura

EVOLUCION TEMPERATURA (2C)

35
30
25
G 20
=15
10

Dia
—e— Ul U2 U3 ua
Figura 3.1. Evolucién de la temperatura.

Se observa (figura 3.1) que la temperatura del agua de las 4 unidades experimentales va
aumentando desde una temperatura de unos 20 2C hasta un pico maximo de unos 30 2C, lo que
es totalmente logico ya que el experimento se realiza durante los meses: marzo, abril, mayo,
junio y julio donde en los ultimos meses se produce un aumento de la temperatura ambiental.
También se observa que los valores de las 4 unidades experimentales se superponen debido a

gue todas tienen la misma temperatura a la hora de tomar los datos.
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3.1.2 Conductividad

EVOLUCION CONDUCTIVIDAD (uS/cm)

1 4 8 10 15 18 36 44 49 57 63 66 81 93
Dia

—— Ul =—0— U2 u3 u4
Figura 3.2. Evolucidn de la conductividad.

La conductividad (figura 3.2) inicial de las 4 unidades experimentales es de un promedio de 1070
(uS/cm), pero en el dia 18 se reduce hasta los 870 (uS/cm). A continuacion, la conductividad va

aumentando hasta llegar al dia 93 con 1261 (uS/cm) de promedio de las 4 unidades.

3.1.3 pH
EVOLUCION pH
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Figura 3.3. Evolucién del pH.

La evolucién del pH (figura 3.3) tiende a aumentar durante todo el transcurso del experimento,
donde las 4 unidades experimentales empiezan con un pH alrededor de 7,5y el dia 93 las

unidades 1y 2 acaban con un pH de 9,6 de promedio y las unidades 3y 4 con 8,3 de pH.
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3.1.4 Oxigeno Disuelto

EVOLUCION OXIGENO DISUELTO (mg O,/L)

18
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Figura 3.4. Evolucidn del oxigeno disuelto.

En esta figura (figura 3.4) se observa que en las 4 unidades experimentales aumenta
moderadamente el OD que va desde los 7,0 mg O,/L hasta unos 9,3 mg O,/L el dia 18. A
continuacioén, el dia 36 se produce un aumento del OD, de una forma marcada en cada unidad,
donde la unidad con menor aumento (U1) tiene un valor de OD de 11,1 mg O2/Ly la unidad con
mayor aumento (U4) tiene un valor de OD de 15,3 mg O,/L. Después en el dia 44 se produce una
disminucion en todas las unidades. Entre los dias 44 y 63 la concentracién de OD en las unidades
aumenta y disminuye, pero se mantienen con relativa estabilidad, hasta que llega el dia 81 en el
cual las unidades U1, U2 Y U4 aumentan y la unidad U3 sigue disminuyendo. Finalmente, en el

dia 93 las 4 unidades experimentales disminuyen.
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3.1.5. Nutrientes

e Amonio
Evolucion AMONIO
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Figura 3.5. Evolucidn del amonio.

En la figura 3.5 se observa que el amonio disminuye en las 4 unidades experimentales de una
forma muy rapida, ya que en 36 dias pasa de una concentracién de 16,4 mg N_ NH;"/La 0,6 mg
N_ NH*/L. Desde el dia 36 hasta el 93 (final del experimento) se mantiene con esa concentracién

minima de amonio.

e Nitrito

Evolucion NITRITO

Dia
= U]l =—0— U2 u3 U4

Figura 3.6. Evolucion del nitrito.

La evolucién del nitrito (figura 3.6) comienza con un ligero aumento hasta el dia 18 (igual en las
4 unidades) que pasa de los 0,009 mg N_NO, /L a los 0,063 mg N_NO; /L. A partir del dia 18 se
producen unos picos, que alcanzan su maximo en distintos dias en cada unidad, que finalmente

terminan en valores bajos el dia 93.
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e Nitrato

Evolucion NITRATO
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Figura 3.7. Evolucidn del nitrato.

En esta figura (figura 3.7) se observa que el nitrato tiene una evolucién mucho mas estable que
la del nitrito (figura 3.6), donde en las 4 unidades el nitrato aumenta de manera casi idéntica
con4,2mgN_NOs/Lel dia 1 hasta el dia 36 con una concentracion de 14,8 mg N_NOs7/L. A partir
de esta fecha las concentraciones de nitrato en las diferentes unidades van disminuyendo hasta
el final del experimento (dia 93) de manera semejante, pero con un rango de diferencia mas
amplio. Las concentraciones finales de las diferentes unidades es la siguiente: 7,3 mg N_NOs7/L

(U1), 4,5 mg N_NOs7/L (U2), 3,8 mg N_NOs7/L (U3) y 2,5 mg N_NOs7/L (U4).

e NID

EVOLUCION NID

(mg NID/L)
= N N W
U O »nn O

=
vl ©

Dia

== Ul =0 U2 u3 U4

Figura 3.8. Evolucién del NID.
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El NID (figura 3.8) aumenta hasta el dia 18 de manera muy pareja en las 4 unidades, donde se
empieza con una concentracion de 20,4 mg NID/Ly el mayor aumento se produce en la U1 con
una concentracién de 25,3 mg NID/L. Después se produce una diminucion similar en las 4
unidades, donde las concentraciones finales son las siguientes: 7,3 mg NID/L (U1), 4,7 mg NID/L

(U2), 4,2 mg NID/L (U3) y 2,5 mg NID/L (U4).

e Fosfato
Evolucion FOSFATO
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Figura 3.9. Evolucidn del fosfato.

La evolucién del fosfato (figura 3.9) empieza con una concentracion en las 4 unidades de 14 mg
P_P0.3/L, donde hasta el dia 18 mantiene una tendencia a aumentar en las unidades 1y 2 que
llegan hasta una concentracién de unos 16,5 mg P_P0,43/L, mientras que las unidades 3 y 4 tiene
una tendencia a disminuir hasta los 13,6 mg P_PO,3/L. Del dia 18 al 36 se produce una
disminucidon muy acentuada, donde las 4 muestras llegan a tener una concentracion alrededor
de los 1,7 mg P_PO43/L. A continuacidn, se mantienen en niveles bajos llegando el dia 93 con

una concentracidn de las 4 unidades de alrededor de 1,8 mg P_PO43/L.
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e Silicio

Evolucién SILICIO
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Figura 3.10. Evolucidn del silicio.

La evolucion del silicio (figura 3.10) es muy clara, donde empezamos con una concentracién de
5,200 mg Si/L el dia 1 en las 4 unidades y en el dia 18 la concentracién ha disminuido alrededor
de los 0,420 mg Si/L en las 4 unidades. Desde este dia, la concentracion de silicio disminuye muy
ligeramente hasta el final del experimento, donde las unidades acaban el dia 93 con una

concentracion de alrededor de los 0,008 mg Si/L.

3.1.6 Clorofila

EVOLUCION CLOROFILA
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Figura 3.11. Evolucion de la clorofila.

La clorofila (figura 3.11) empezd a analizarse el dia 18 del experimento, debido al marcado

cambio de coloracién del agua de las distintas unidades experimentales a causa del crecimiento
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de microalgas. Podemos asumir que el dia 1 del experimento la concentracion de clorofila era
cercana acero ya que el agua de cada unidad experimental fue preparada con agua de la acequia
“Nova” mas la adicidon de fertilizante sdélido. Dicho esto, la concentracién de clorofila en las
unidades aumenta a unas concentraciones de: 28,1 mg/m?3(U1), 62,9 mg/m3(U2), 23,3 mg/m3
(U3) y 83,5 mg/m? (U4) en el dia 18. Las unidades 1 y 3 aumentan mucho mas rapido el dia 36
(192,1 mg/m?3(U1) y 157,1 mg/m?3(U3)), mientras que las unidades 2 y 4 tienen una tendencia a
aumentar mas pausada, donde la concentracion maxima de la unidad 2 se produce el dia 49 con
165,2 mg/m3 y la unidad 4 el dia 66 con 147,2 mg/m3. Al final del experimento (dia 93) las
concentraciones finales de clorofila en el agua son las siguientes: 143,8 mg/m? (U1), 133,2

mg/m? (U2), 125,4 mg/m? (U3) y 90,5 mg/m? (U4).

3.2. Biomasa, N y P total en P. australis

En este punto se va a comparar los datos de inicio y final del nitrégeno y fésforo total en tanto
por cien (%) y la biomasa en gramos (g). En la tabla 3.1 se muestran los valores promedios y las

desviaciones estandar para cada uno de ellos.

Tabla 3.1. Datos de Biomasa, N y P total.

Parametro Unidad Periodo Promedio Desv’laqon
estandar
Inicio 30,25 3,30
Biomasa g
Final 50,75 6,24
Inicio 0,63 0,21
%
Final 0,85 0,13
Inicio 0,82 0,13
PT %
Final 1,26 0,27

e Biomasa

Se observa en la tabla anterior (tabla 3.1) la biomasa en seco de las muestras del inicio y final. El
promedio de la biomasa del inicio es de 30,25 gramos con una desviacion estandar de 3,30. El
promedio de la biomasa en las muestras del final es de 50,75 gramos con una desviacion

estandar de 6,24.
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Tabla 3.2. Verificacidén de Varianza de la biomasa.

Prueba Valor-P

Levene's 8,33333 0,0278

A la hora de comprobar si los requisitos de distribucion normal y homocedasticidad son
correctos, observamos que la prueba de verificacién de la varianza (tabla 3.2) indico existia una
diferencia estadisticamente significativa entre las desviaciones estdndar. Por lo tanto, se recurre

a la trasformacion Box-Cox de los datos mediante el programa Excel.

Una vez realizada la transformacidn de los datos y comprobar que se cumple tanto el criterio de
normalidad como el de homocedasticidad, se procedié a volver a realizar la prueba ANOVA con

Statgraphics con los nuevos datos.

Medias y 95,0% de Fisher LSD

31 .
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Figura 3.12. Medias de inicio y final de biomasa (Box-Cox).
Tabla 3.3. ANOVA para Biomasa por Periodo.
Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0,189113 1 10,189113 37,98 0,0008
Intra grupos 0,029875 6 ]0,00497917
Total (Corr.) 0,218988 7
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Observamos que en la tabla de ANOVA (tabla 3.3) el valor-P es de 0,0008, lo que indica existe

una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Biomasa entre las muestras al

inicio y al final. Esto se puede comprobar en la figura 3.12 donde las barras de error no se

superponen y estan a una distancia entre ellas respecto al eje y.

e Nitrégeno total

En esta tabla se observan los datos obtenidos tanto del inicio como del final del nitrogeno (%)

presente en la biomasa del P. qustralis (tabla 3.1). Se observa que ha habido un aumento de

nitrégeno en las muestras que han participado en el experimento, donde su promedio es de

0,85 %N mientras las muestras que no han participado tienen un promedio de 0,63 %N.

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 3.13. Medias de inicio y final de nitrégeno total.
Tabla 3.4. ANOVA para nitrégeno total por Periodo.

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razoén-F Valor-P
Entre grupos 0,10125 1 |0,10125 3,42 0,1138
Intra grupos 0,1775 6 10,0295833
Total (Corr.) 0,27875 7
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Para analizar si habia diferencias significativas entre los valores de NT inicio y final, una vez
comprobado que se cumplen los dos requisitos de ANOVA, se observa, en la tabla 3.4, que el
valor-P es de 0,1138 lo que nos indica que es mayor que 0,05, y por lo tanto no existe una
diferencia estadisticamente significativa entre la media de NT entre periodo 1 (inicio) y periodo
2 (final). Esto también se puede comprobar en la figura 3.13 donde se observa perfectamente

que las dos barras de error se superponen respecto al eje y.

Por lo tanto, el tratamiento estadistico de los datos con la prueba ANOVA nos indica que no

existe una diferencia significativa entre la media del nitrégeno total y el inicio y final.

e Fosforo total

La concentracion de fosforo total (tabla 3.1) ha aumentado entre el inicio y final, donde el

promedio del inicio es de 0,82 %P y el final es de 1,26 %P.

Medias y 95,0% de Fisher LSD

1,62 N 7]
1,42 N 7]

1,22 - 7

PT
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Periodo

Figura 3.14: Medias de inicio y final del fésforo total.
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Tabla 3.5. ANOVA para fésforo total por Periodo.

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 0,3872 1 (0,3872 8,42 0,0273
Intra grupos 0,2758 6 [0,0459667

Total (Corr.) 0,663 7

El andlisis estadistico indicé que existe una diferencia significativa entre las concentraciones de
fosforo total entre las muestras del inicio y las muestras del final (Valor-P= 0,0273) (tabla 3.5).
Esto se puede observar mas facilmente la figura 3.14 donde las barras de error no llegan a

superponerse respecto al eje y.

3.3.BalancedeNyP

3.3.1. Estimacidn de N en la biomasa de carrizo y en el agua

e Biomasa

En el inicio del experimento el promedio de la biomasa de las muestras de P. australis es de
30,25 g y al final es de 50,75 g con una concentracién de nitrégeno inicial de 0,625 % y final de
0,85 % (tabla 3.1). Por lo tanto, en nitrégeno que habia en la biomasa al inicio del experimento

(Ni) era:

i, (30.25 90625 %)
. 100

=0,189 g

Y el nitrégeno final (Nf) era

(50,75 g - 0,85 %)
' 100

Nf =0431g

Podemos obtener por tanto el nitrégeno acumulado por el P. qustralis y el aumento de la

biomasa:

N : Nf —Ni - 0,431 g — 0,189 g = 0,24g
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A Biomasa: 50,75 g — 30,25 g =20,5¢g

Ahora podemos calcular el nitrégeno que podriamos acumular en un kilogramo de nuevo

crecimiento:

0,242g~1000g_1 gdeN
20,5¢g ~ 77" 1kg Biomasa

Con este resultado sabemos que con el experimento se ha conseguido realizar una acumulacién

de 11,8 g de nitrégeno por 1 kg de biomasa que ha crecido.
e Agua

En este apartado, vamos a obtener el balance entre el dia 1y el 93. El volumen de agua que se
ha utilizado en el experimento es de 60 litros. Con este dato y los resultados de la concentracién
de nitrégeno en el agua en los dias 1 y 93 (figura 3.8) se pueden realizar los célculos para saber
cuanto nitrégeno hay en los 60 litros. Cabe informar que las concentraciones que se van a utilizar

ahora es el promedio de NID las 4 unidades.

mg N

Dia 1:20,425 ]

601 =12255mgdeN - 1,22gN

. mg N
Dia 93: 4,69 —) 601 =281,4mgdeN — 0,28 gN

Con el calculo realizado obtenemos que el dia 1 hay una cantidad de 1,22 g de nitrégenoy el dia
93 hay 0,2814 g de nitrégeno en los 60 litros. Con estos datos se obtienen la cantidad de N

eliminado del agua:

AN:028gN—122gN=-0,94gN
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3.3.2. Estimacidn de P en la biomasa de carrizo y en el agua

e Biomasa

Para realizar el balance del fosforo en la biomasa, se va a utilizar el mismo método que se ha
utilizado con el nitrégeno. La concentracién inicial de fésforo es de 0,82 % y 1,26 % la

concentracion final (tabla 3.1). Por lo tanto:

(30,25 g - 0,82 %)
Pi: =0,2
' 100 0.259

(50,75 g - 1,26 %)
100

=064g

Con esto, se obtiene el fésforo acumulado por el P. australis y el aumento de la biomasa:
Ppe : Pf—Pi—>0649—-0259=0,39g
A Biomasa: 50,75 g —30,25g =20,5g

Ahora podemos calcular el fésforo que podriamos acumular en un kilogramo de biomasa que ha

crecido en nuestro experimento:

0391 g-1000g gdeP
205 g ~ """ 1kg Biomasa

e Agua

El volumen del agua son 60 litros como con el nitrégeno, con este dato y los resultados de la
concentracién de fésforo en el agua en los dias 1 y 93 (figura 3.9) se pueden realizar los calculos
para saber cuanto fésforo habia en los 60 litros al inicio y final del experimento. Cabe informar

gue las concentraciones que se van a utilizar ahora es el promedio de las 4 unidades.

. mg P
Dia 1:14 T-601=840mgdeP—>0,84gP
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. mg P
Dia 93:1,8125 — ] 601 =108,75mgdeP - 0,11 g P

Con el cdlculo realizado obtenemos que el dia 1 hay una cantidad de 0,84 gy el dia 93 hay 0,11

g de fosforo. Con estos datos se obtiene la cantidad de P que es eliminada del agua:

AP:011gP—084gP=-0,73gP

3.3.3. Estimacién de N y P en microalgas

Como se ha explicado anteriormente, se realizé un analisis de la clorofila en el agua, debido a
que a partir del dia 18 aparecieron microalgas en el agua (figura 3.11), por ello se decidid realizar

un control sobre la evolucién de la clorofila en el agua. Se asume que el dia 1 hay una

ug clorofila
litro

concentracién de 0 mientras que el dia 93 tenemos el valor promedio de las 4

ug clorofila

unidades experimentales 123,23 . Para saber cuanto hay en los 60 litros, se procede

litro

a este calculo:

0 ug clorofila

Ch1: l

-601=0pg clorofila—-0 gCh

ug clorofila

Ch 93 :123,23 ;i

-601 =7393 pug clorofila - 0,00739 g Ch

ACh :0,00739 g Ch — 0 g Ch = 0,00739 g Ch

Se observa que ha habido un aumento de 0,00739g de clorofila entre el dia 1y el 93. Por lo

tanto, este seria el crecimiento de la biomasa producido por las microalgas.
En principio, la reduccion de nitrégeno y fésforo presente en el agua era debido a la absorcion

del P. australis, pero debido a la presencia de microalgas, se realizd una estimacion para

determinar cuanto nitrégeno y fésforo ha sido consumido por estas microalgas.
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Para realizar estos cdlculos, tenemos que determinar cuanto carbono hay en la clorofila. La

relacion que se va a utilizar es la de Ciotti et al., (1995):

¢ =50
Clorofila

C =50 Clorofila
Carbono en algas = 50 - 0,00739 g Ch = 0,3695 g C
Una vez determinada la cantidad de C a partir de la cantidad de microalgas, ahora hay que
determinar cuanto nitrégeno y fésforo hay en las microalgas, por ello se recurre a la relacion de

carbono, nitrégeno y fosforo de Redfield et al (1963) donde la relacidn es la siguiente:

Tabla 3.6. Relacidon C, N y P de las microalgas.

Elemento C P

Relacion 106 16 1

Con esta relacion (tabla 3.6) se puede obtener la cantidad de nitrégeno y fésforo que las

microalgas han extraido del agua mediante estos calculos:

036959C-16 _ .
106 - 0Ee0g

036959C-1_ o
106 09

Los resultados del balance nos indican que ha habido un cambio de concentracion en el agua

del Ny P:
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AGUA

AN:—0,94gN
—  Clorofila: 0,056 g N

AP:—0,73gP

— Clorofila: 0,003 g P

P.australis: 0,240 gN

P.australis: 0,390 g P

Figura 3.15. Cantidad retirada de N y P del agua por P. australis y clorofila.

En la figura 3.15 se observa la cantidad retirada de N y P del agua por el P. australis y la clorofila

de las microalgas presentes. De la cantidad inicial de N en el agua (1,22 g) se retiré 0,94 g lo que

representa un 77% de remocion. De este 77%, P. australis retird del agua 0,242 g de N (20%) y

mientras que la clorofila retird 0,056 g de N (5%). Respecto a la cantidad inicial del P (0,84 g), se

retird 0,73 g, que representa un 87% de remocidn. De este 87%, P. australis retiré del agua 0,390

g de P (46%) y la clorofila retiré 0,003 g de P (0,4%).

Tabla 3.7. Cantidad de nutrientes de N y P retirado por P. australis, clorofila y desconocido.

Nutrientes retirados Nutrientes retirados por: (g)
del agua (g) P. australis | Clorofila Desconocido
-0,94 0,24 0,056 0,642
P -0,73 0,39 0,003 0,337

Finalmente se observa en la tabla 3.7 que 0,642 g de N, que supone un 53%, fue retirado por

factores desconocidos. También 0,337 g de P, que supone un 40%, también fue por factores

desconocidos.
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4. Discusion

Durante los 93 dias que durd el experimento, la calidad del agua sufrié diferentes cambios en
los parametros fisico-quimicos analizados. La temperatura (figura 3.1) tuvo un aumento
constante que siguid una pauta acompasada a la temperatura atmosférica. En la conductividad
(figura 3.2) se observa, en todas las unidades experimentales, un descenso notorio entre el dia
15y 18, probablemente debido a las precipitaciones producidas entre los dias 15 y 16 de abril,
y un incremento, que fue muy marcado a partir del dia 81, producido por las altas temperaturas
qgue rondaban los 30 2C provocando la evaporacion y concentracidon de las sales, aumentando
asi la conductividad. El aumento del pH (figura 3.3) observado estd relacionado con el alto
crecimiento de la clorofila (figura 3.11) producido en el agua durante el experimento. Esto es
debido a que la actividad fotosintética, producida por el crecimiento de microalgas, altera los
valores del pH por retirar el CO, y HCOs™ de la disolucion (Rodriguez Martinez, 2016). Respecto
al oxigeno disuelto (figura 3.4), los valores aumentaron hasta el dia 36 y luego disminuyeron,
siendo, su concentracidon, consecuencia del resultado del balance de procesos, bioldgicos y
fisicoquimicos, que incorporan y eliminan oxigeno del medio. Procesos bioldgicos, como la
produccidn primaria, produce un aumento de oxigeno durante la actividad fotosintética
(Rodriguez Martinez, 2016). Por el contrario, la temperatura (figura 3.1) afecta a la cantidad de
oxigeno disuelto en el agua donde a mayor temperatura, menor es la solubilidad del oxigeno.
Asi, si la temperatura aumenta, el agua se sobresatura de oxigeno y se establece un flujo neto

hacia la atmosfera (Rodriguez Martinez, 2016).

Los compuestos nitrogenados (NID) (figura 3.8) han disminuido a lo largo del experimento como
consecuencia de la absorcidn por parte del P. australis y de la clorofila que han retirado
nitrégeno del agua, pero se observa un pequefio aumento el dia 18. Esto podria haber sido
causado por la incompleta disolucidn del fertilizante sélido afiadido al agua. A partir del dia 18
el descenso ha sido constante hasta el dia 93. Los maximos niveles de amonio, nitrito y nitrato
(figuras 3.5, 3.6 y 3.7) se observan en distintos momentos, donde el amonio disminuye durante
el primer mes no solo por la absorcion de P. australis y de la clorofila, sino porque es
transformado a nitrito y después a nitrato a través de bacterias quimiolitotréficas aerdbicas
mediante el proceso de la nitrificacion (Rodriguez Martinez, 2016). La concentracion de fésforo
en el agua también disminuye debido a la absorcién por parte del P. australis y de la clorofila,
pero como con el NID, se observa que el dia 18 aumenta y es debido, como se ha explicado

anteriormente, a la incompleta disolucién del fertilizante solido afiadido al agua. Sin embargo,
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la disminucién de P (figura 3.9) fue maxima entre los dias 18 y 36 del experimento
manteniéndose luego en valores bajos hasta el final. Respecto al silicio (figura 3.10), se consumid
muy rdpidamente y se mantuvo en valores muy bajos hasta el final del experimento. Esto pudo
ser un factor limitante para el crecimiento de las plantas ya que tanto para el P. australis como
algunas especies fitoplancténicas como las diatomeas, el silicio es necesario para su crecimiento

y desarrollo (Raya Pérez y Aguirre Mancilla, 2012).

La biomasa del P. australis (tabla 3.1) aumento un 67% respecto a la biomasa inicial en un
periodo de 3 meses. El aumento de la biomasa lo calculamos comparando el peso en seco de las
macetas de P. agustralis “iniciales” que no participaron en la remocién de nutrientes y las
“finales” que son las que fueron utilizadas en el experimento. Por tanto, se asumi6 que la
biomasa inicial del promedio de las plantas utilizadas en el experimento fue la misma que la del
promedio de las plantas analizadas y que procedian de un grupo del mismo lote de las cuales la
mitad se utilizd en el experimento y la otra sirvié para el andlisis inicial de la biomasa de las
plantas. En cambio, en los estudios realizados por Saltonstall y Court Stevenson (2007) y Liy Guo
(2017) el analisis del crecimiento lo realizan midiendo la altura de los tallos de las plantas que
estan realizando el experimento. Si bien, haber medido la altura de nuestras plantas habria
permitido la comparacién, ese crecimiento no ha tenido en cuenta ni el desarrollo radicular, ni
el engrosamiento e incorporacién y tamafno de las hojas desarrolladas por las plantas de P.

australis.

Esta biomasa, al final del experimento, incrementd su contenido tanto nitrégeno cémo fésforo
total (tabla 3.1), donde en el caso del nitrégeno, el aumento de 0,63 a 0,85 % no fue significativo
(valor-P: 0,1138), pero en el caso del fdésforo, el incremento de 0,82 a 1,26 % si que fue

significativo (valor-P: 0,0273).

Sabiendo que se retird del agua un total de 0,94 g de Ny 0,73 g de P (figura 3.15) a lo largo del
experimento, que supuso un 77 y 87 % de remocién respectivamente, y que, de estos
porcentajes, un 20% (para N) y 46% (para P) correspondieron al crecimiento de P. australis, y un
5% (para N) y un 0,4% (para P) correspondieron al crecimiento de microalgas, podemos decir
gue otros factores no contemplados en este experimento, fueron mas determinantes a la hora
de explicar la eliminacion de estos nutrientes. Comparando la capacidad de remocion del N con
el estudio realizado por Li y Guo (2017), los % de remocion del N de un 91%, son mas elevados
a los nuestros teniendo en cuenta que se realizd con un sistema muy parecido, en un periodo

de 80 dias (desde mayo hasta agosto) y partiendo de una concentracién inicial en el agua de
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9,63 mg N/L (practicamente la mitad que la de nuestro experimento, 20,425 mg/L). Del 91% de
remocién del N, Li y Guo (2017) establecen que un 72% correspondio a la absorcién por P.
australis sin especificar la forma con la que estiman esta absorcion que difiere mucho con los
obtenidos en nuestro experimento (20%). Para la remocién de P no se encontrd ningun estudio
gue tenga un sistema experimental como el realizado en nuestro caso como para poder comprar

los resultados de % de remocion del P.

Una vez realizado el balance (tabla 3.7) del N y P que se ha absorbido del agua y sabiendo que
una parte la ha absorbido el P. australis y la clorofila, nos queda un total de 0,642 g de N total
(53% de la cantidad inicial de N) y 0,337 de P total (40% de la cantidad inicial de P) que ha sido
absorbido del agua, pero por factores desconocidos. Una posibilidad es que todo este N y P fuera
retirado por productores secundarios, tanto procariotas como eucariotas, presentes en el agua,

a los cuales no se les hizo un control y estudio.
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5. Conclusion

Mediante el uso de P. australis en sistemas flotantes se ha observado que:

El % de eliminacidon de N y P analizados en el agua fue de un 77 y 87 % respectivamente.

e Supuso un aumento de biomasa y un aumento del contenido de Ny P en la biomasa.

e Mediante el balance de materiales observamos que la remocidn de las plantas supuso un
20% vy 46%, el de las microalgas supuso un 5% y 0,4% y el resto se deduce que fue debido a

produccion secundaria, con una remocion de 53% y 40% de N y P respectivamente.

e El silicio pudo haber actuado como nutriente limitante reduciendo el crecimiento de la

biomasa del P. australis y 1a remocidn de nutrientes presentes en el agua.
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