Cantidad, distribucion y actividad
metabdlica de particulas finas aguas abajo

de un rio receptor de un efluente de aguas
residuales depuradas

Thalia Veronica Lazo Campos

Centro de Estudios Avanzados de Blanes
(CEAB-CSIC), Blanes CEAB

Susana Bernal y Jen Drummond
27 septiembre de 2018

Master en Ecologia Gestién y Restauracién del
Medio Natural

UNIVERSITAT e
BARCELONA



Thalia Veronica Lazo Campos

Centro de Estudios Avanzados de Blanes (CEAB-CSIC), Blanes CEAB
Susana Bernal y Jen Drummond

27 septiembre de 2018

Master en Ecologia Gestion y Restauracion del Medio Natural

P
Firma del Autor: Firma de)VT




AGRADECIMIENTOS

Deseo agradecer a una larga lista de personas que han contribuido a la finalizacion de este
trabajo. En primer lugar, me gustaria agradecer a mis asesoras, Dra. Susana Bernal y Dra.
Jennifer Drummond, por la oportunidad de realizar este trabajo, pero sobre todo por la paciencia
y orientacion brindada. Otro especial agradecimiento al Dr. Francesc Sabater por cada clase
recibida y por el apoyo a este trabajo. A Regina Roca, por toda la ayuda en el laboratorio. No me
hubiera sido posible realizar este master sin el apoyo de la “Beca Presidente de la Republica”,
gracias al estado peruano por impulsar la educacion. Por ultimo mi més profundo agradecimiento
a mis padres, hermanas y demas familiares que siempre estuvieron cerca y me apoyaron en esta
nueva experiencia.



RESUMEN:

La materia particulada fina es un componente fundamental de los ecosistemas fluviales y su
estudio nos permite comprender muchos procesos ecoldgicos, asi como la actividad metabdlica
del rio. Los rios urbanos de régimen intermitente, tienen poca capacidad de dilucién durante la
mayor parte del afio, y por tanto, los efluentes procedentes de estaciones depuradoras de aguas
residuales (EDAR) pueden modificar substancialmente la cantidad y calidad de la materia
particulada fina. Aun se desconoce el alcance de estas entradas y cémo influyen sobre la
actividad metabdlica en el rio receptor. El objetivo del presente trabajo fue explorar el efecto de
la entrada del efluente de la EDAR Santa Maria de Palautordera sobre la cantidad de materia
fina particulada y su calidad, asi como explorar como estas entradas afectan la eficiencia de la
actividad metabdlica microbiana (MMAE) de los microorganismos heterétrofos aerébicos. Los
resultados mostraron un claro incremento en la cantidad de la materia particulada fina aguas
debajo de la entrada del efluente de la EDAR, el cual se extendio a lo largo de todo el tramo
estudiado (~ 1km) durante el periodo seco, cuando el efluente de la EDAR constituyé el 60-100%
del caudal. En cuanto a la calidad de la materia particulada fina, durante el periodo seco,
observamos que el porcentaje de materia orgéanica (%OM) fue significativamente superior aguas
abajo que aguas arriba de la entrada del efluente de la EDAR. En cambio, el incremento en el
%O0OM y el aumento de MMAE fue mas local (en la escala de cientos de metros). Los resultados
demuestran que la influencia del efluente de la EDAR sobre la cantidad de particulas finas en el
rio receptor es estacional, y que, durante el periodo seco, las particulas finas ricas en materia
organica procedentes del efluente son utilizadas de forma eficiente por organismos heterotrofos.



ABSTRACT:

Fine particulate matter is a fundamental component of fluvial ecosystems and through its study
we are able to understand many ecological processes, as well as the metabolic activity of the
river. Intermittent urban rivers have little dilution capacity during most of the year, and therefore,
effluents from waste water treatment plants (WWTP) can substantially modify the quantity and
quality of fine particulate matter. The extent of these inputs and how they influence metabolic
activity in the receiving river is still unknown. The objective of the present work was to explore the
effect of the entrance of the Santa Maria de Palautordera WWTP effluent on the quantity and
quality of fine particulate matter, as well as to explore how these inputs affect the efficiency of the
microbial metabolic activity (MMAE) of aerobic heterotrophic microorganisms. The results showed
a clear increase in the amount of fine particulate matter downstream of the WWTP effluent, which
extended throughout the studied reach (~1 km) during the dry period, when the effluent from the
WWTP constituted between 60 - 100% of the flow. Regarding the quality of the fine particulate
matter, during the dry period we observed that the percentage of organic matter (% OM) was
significantly higher downstream than upstream of the effluent input of the WWTP. In contrast, the
increase in %OM and the MMAE of the fine particles was more local (on the scale of hundreds of
meters). The results show that the influence of the WWTP effluent on the quantity of fine particles
in the receiving river is seasonal, and that, during the dry period, the fine particles rich in organic
matter from the effluent are used efficiently by heterotrophic organisms.
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1. INTRODUCCION

Los rios transportan agua, nutrientes, y material particulado y disuelto, incluida materia organica,
desde las cabeceras de las cuencas hidrograficas hasta el mar. Como consecuencia de los
procesos fisicos y biolégicos, como la sedimentacién gravitacional y el procesamiento aguas
arriba de hojas muertas y restos de madera (Tank et al. 2010), el tamafio de las particulas de

materia organica disminuye progresivamente rio abajo.

La materia organica particulada fina (FPOM) de menos de 1 mm de diametro representa una
gran parte de la materia organica en los ecosistemas fluviales (Cushing et al. 1993), y constituye
aproximadamente el 40% del flujo de carbono total. La FPOM estd compuesta de carbono,
nitrégeno y fésforo, y es un substrato fundamental para las comunidades microbianas (Cushing
et al. 1993; Hope et al. 1994). De hecho, la FPOM contribuye desproporcionadamente al
metabolismo heterotréfico microbiano , incluso mas que el carbono organico disuelto (DOC),
porque es generalmente mas labil que el DOC (Stutter et al., 2007). Por tanto, cambios en la
disponibilidad y calidad de la FPOM pueden afectar el metabolismo fluvial, la produccion primaria
y secundaria, la dinamica de nutrientes, y la abundancia y composicién de invertebrados en las
comunidades de arroyo (Benke et al. 1984, Jones 1997, Webster et al. 2000, Crenshaw et al.
2002, Fischer et al. 2002, Acufia et al. 2004, Artigas et al. 2004, Robinson & Jolidon 2005).

La zona hiporreica es un area donde se mezclan aguas superficiales y subterraneas. Esta zona
es importante para la calidad del agua ya que el alto intercambio de agua, nutrientes y
microorganismos promueve procesos biogeoquimicos, ecoldgicos e hidrolégicos (Boulton et al.
2010, Battin et al. 2008). La zona hiporreica mejora la salud de los ecosistema fluviales al influir
en los procesos clave, como la actividad metabdlica y el ciclo de nutrientes (Brunke & Gonser,
1997), especialmente los primeros ~5 cm, que es donde se deposita y filtra la mayoria de las
particulas finas (Drummond et al. 2017, Harvey et al. 2012 ; Knapp et al. 2017). Las particulas
finas, incluyendo la FPOM, se transportan aguas abajo a través de una serie de eventos de
sedimentacion y resuspension en areas de almacenamiento, que pueden ser tanto superficiales
como subsuperficiales (hyporrheos), y que abarcan una amplia gama de tiempos de retencion
(Boano et al. 2014, Drummond et al. 2014) (Fig. 1). El tiempo entre el momento de sedimentacion
y resuspensiéon controla la oportunidad del procesamiento biogeoquimico de la FPOM, que
dependera de la labilidad de sus componentes (Battin et al. 2008, Aufdenkampe et al. 2011).

El porcentaje de materia organica (%OM) es un indicador com(n de la calidad de la FPOM, por
lo que valores mas altos de %OM representarian una mayor calidad (Tank et al. 2010). Otro
indicador comun de la calidad de materia organica es la relacién molar C:N, por lo que cuanto
mayor sea C:N la degradacion de la materia organica sera mas lenta y a menor C:N la calidad
aumenta al incrementarse la degradacion de la materia organica particulada (Nogaro et al. 2007)
. En este sentido Crenshaw et al. (2002), mostraron un aumento de los procesos metabdlicos y
biogeoquimicos (respiraciones aerébicas y anaerdbicas) en sedimentos hiporreicos asociados

con la entrada de materia organica particulada con una baja relacién C:N..
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Fig. 1. Modelo conceptual de los procesos que influyen en la retencion de carbono organico
particulado en el rio: (I) migracién desde la columna de agua, (Il) retencion y flujo en la zona
hiporrheica, y (lll) resuspension a la columna de agua. (Drummond et al., 2014)

La actividad antropica puede alterar los patrones temporales y espaciales de materia organica
en ecosistemas fluviales. Las entradas difusas y puntuales de aguas afectadas por actividades
silvicolas, agricolas, ganaderas y urbanas conllevan incrementos en la disponibilidad de
nutrientes y también de materia organica en arroyos (Golladay et al. 1989, Webster et al. 1990),
lo que puede afectar la actividad metabdlica y la estructura tréfica de las comunidades fluviales
(Peterson et al. 1985, 1993; Bernal et al. 2017a, 2017b). Las estaciones de depuracién de aguas
residuales (EDAR), aportan gran cantidad de nitrégeno (N) y fésforo (P) inorganico, y también de
materia particulada fina. Sin embargo, aun disponemos de poca informacion sobre la cantidad y
calidad de esta materia organica, y cémo ésta influye sobre el funcionamiento de los ecosistemas
fluviales, especialmente en rios de régimen intermitente donde la capacidad de dilucién del rio

receptor es limitada.

El presente master se enmarca dentro de un estudio mas amplio que tiene por objetivo explorar
el efecto a distintas escalas espaciotemporales de la entrada de nutrientes, patdgenos, y materia
particulada fina del efluente de la EDAR de Sta. Maria de Palautordera sobre el metabolismo y
el funcionamiento del rio receptor. Sta. Maria de Palautordera es un rio intermitente, y para poder
capturar la dindmica estacional de los procesos estudiados el equipo de investigacion realizd
muestreos bimensuales durante el afio 2017 a lo largo de un tramo de ~1 km durante el periodo
hamedo y seco. Para obtener algunas de las variables recogidas en este master, como la
cantidad de materia total particulada (TFPM), las muestras tuvieron que procesarse
inmediatamente. Durante el presente master, tuvimos ocasién de terminar el procesado de esas
muestras, y medir la materia organica particulada fina (FPOM), asi como la relacién molar C:N.
A partir del TFPM y el FPOM inferimos el porcentaje de materia organica (%OM) que usamos
como un indicador de la calidad del TFPM, junto con la relacién molar C:N. Por dltimo, usamos

resazurin, un trazador inteligente, para estudiar cémo la variacion en la calidad de las particulas
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finas influye sobre el metabolismo del rio receptor, y en particular sobre la eficiencia de la
actividad metabdlica de los microorganismos heterétrofos (MMAE). Las incubaciones con
resazurin deben realizarse horas después de recoger las muestras, por tanto, se realizaron
durante 2017, previamente al desarrollo de este master. En el presente master tuvimos ocasion
de tratar la base de datos generada y relacionarla con las variables de calidad de materia

orgénica.

2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

El objetivo de este trabajo fue explorar el efecto de la entrada del efluente de la EDAR sobre la
cantidad de materia fina particulada y su calidad, y como estas entradas afectan el metabolismo

fluvial.

Este objetivo se articul6é en 4 objetivos especificos:

1. Explorar los cambios en la cantidad (TFPM, FPOM) y calidad (%OM y C:N) de materia fina
particulada acumulada en la superficie del hyporrheos aguas arriba y aguas abajo de la
entrada del efluente de la EDAR.

2. Investigar si la acumulacion y la calidad de la materia fina particulada procedente del
efluente de la EDAR presenta un patron estacional asociado al régimen hidroldgico.

3. Explorar silos cambios en la cantidad y la calidad de materia fina particulada asociados a
las entradas del efluente de la EDAR son de ambito local (sélo detectables cerca de la
fuente puntual) o si se propagan aguas abajo.

4. Estudiar como la calidad de la materia fina particulada influye sobre la actividad metabdlica

de los microorganismos heterétrofos del rio receptor.

Las expectativas asociadas a estos objetivos son:

1. La cantidad de materia fina particulada, asi como su porcentaje de materia organica,
incrementard aguas abajo porque el efluente de la EDAR es una fuente constante de
particulas finas ricas en materia organica. Por esta misma razon, se espera un decremento
en la relacién C:N de la materia fina particulada aguas abajo del efluente de la EDAR.

2. Elimpacto de la entrada del efluente de la EDAR sobre el rio receptor sera mas acusado
en la época seca que en la época humeda, debido a una menor capacidad de dilucién.

3. Siel efecto del efluente de la EDAR sobre la cantidad y calidad de particulas finas es local
(y por tanto, no persiste aguas abajo), esperariamos que la cantidad de TPFM y FPOM,
asi como el %0M, disminuya aguas abajo, mientras que la relacién C:N incremente.

4. Cuanto mayor sea la calidad de la materia fina particulada (definida en base al %OM y
C:N) mayor sera la actividad metabdlica asociada y por tanto mayores los valores de
MMAE.



3. AREA DE ESTUDIO

La Tordera drena 879 km? y tiene una longitud de 59 km (Liguete et al. 2009). Se origina en el
macizo de Montseny (Vallés Oriental, Catalunya) (1684 m e.n.m.) y desemboca en el mar
mediterraneo. En toda la cuenca, dominan las tierras forestales (77%), especialmente en las
zonas de cabecera. La agricultura (16%) y las areas urbanas y la industria (7%) también son
importantes, especialmente en el tramo bajo del rio (Caille et al. 2007). La pluviosidad media
anual para esta zona es de 745 mm (www.climate-data.org, 1982 hasta 2012). La temperatura
media anual es de 15.2 °C, y los promedios mensuales oscilan entre 23.3 °C (julio) y 7.9 °C
(enero) (www.climate-data.org, desde 1982 hasta 2012). El régimen hidrolégico del rio Tordera
esta influenciado por el clima mediterraneo. El caudal exhibe eventos hidrolégicos extremos que
abarcan desde tormentas e inundaciones en otofio y primavera, y periodos de sequia en verano.
Las inundaciones generalmente son cortas en el tiempo (del orden de horas a algunos dias),
pero de gran intensidad. En contraste, los periodos de sequia se prolongan en el tiempo. Ocurren
naturalmente en verano, entre los meses de junio y septiembre (Ejarque et al. 2017).

El tramo de estudio seleccionado para este trabajo se encuentra aguas abajo de la entrada del
efluente de la EDAR de Santa Maria de Palautordera (lat. 41.68, long. 2:46). Sta. Maria de
Palautordera es un municipio de 9.286 habitantes (www.smpalautordera.cat, 2007), que es el
primero de los 7 efluentes de EDARs que descargan en el rio a lo largo de su curso. La EDAR
de Sta. Maria Palautordera se puso en marcha en 1999 por la empresa Compariia General de
Aguas de Catalufia, S.A. y sus dimensiones corresponden a 11.663 equ/habitante.
(www.gencat.cat, 2007). Asiste a dos municipios (Sta. Maria Palautordera y St. Esteve de

Palautordera)

Fig. 2 Fotografia del tramo estudiado (junio 2017)
4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Muestreo de campo

Se seleccionaron 8 puntos de muestreo, uno antes y siete después de la entrada del efluente de
la EDAR: 800 m aguas arriba y 5, 100, 300, 530, 623, 720 y 820 metros aguas abajo. Las
muestras fueron recogidas durante los meses de febrero, abril, junio, julio y noviembre de 2017.

En cada punto se recogieron 3 muestras de particulas finas en zonas de flujo moderado.



Para recoger las particulas finas se empleé el método modificado de Petticrew et al. (2007). Se
sumergi6 un balde sin base, de 45.5 cm de diametro, y se anclé en la zona hiporreica (hasta 3-4
cm de profundidad). Se removieron enérgicamente los primeros centimetros con las manos para
resuspender todas las particulas finas, esperamos 10 segundos para que las particulas gruesas
precipitasen y sélo quedasen suspendidas las particulas mas finas (10-100 um). Se recogi6 ~1
litro de agua, 500 ml para la cuantificacién de materia fina particulada (Sec. 4.2.1), 500 ml para
andlisis de C:N (Sec. 4.2.2) y 50 ml para calcular la actividad metabolica asociada a las particulas
finas (Sec. 4.2.3). Mientras generamos las distintas alicuotas, removimos la muestra con una

varilla, garantizando asi una distribucion homogénea de las particulas finas en la muestra.

En cada punto de muestreo se realiz6 una medida de la profundidad del agua (altura en cm) de
la columna de agua dentro del balde de muestreo con la ayuda de una regla. Con las dimensiones
conocidas de la cubeta y la profundidad medida, se calculé el volumen de agua en el balde, dato

fundamental para calcular la cantidad de particulas finas resuspendidas. (Sec. 4.2.1).

Ademds, se midio el caudal (Q, en L / s) con el método "cross-sectional” al inicio y al final del
tramo (Hauer & Lamberti, 2011).

Fig. 3: Fotografias de (A) Cubeta de agua anclada sobre el hiporreos, (B) particulas finas
resuspendidas de la zona hiporreica superficial y (C) muestra de 1 litro de muestra de agua y
materia particulada fina resuspendida.

4.2. Andlisis de laboratorio

4.2.1. Cuantificacion de la materia fina particulada y contenido en materia organica

Para estimar la materia total particulada fina (TFPM), la materia organica particulada fina
(FPOM), y el porcentaje de materia organica (%OM), usamos el método de masa seca sin
cenizas (AFDM) (American Public Health Association, 1998). Para cada muestra, se filtré un
volumen conocido (200-300 ml) por medio de un kitasato y una bomba de filtracién al vacio. Los
filtros eran de fibra de vidrio (GF / F 0.7 micras de diametro, Whatman, Reino Unido), y fueron
secados y tarados previamente. La materia fina particulada capturada por el filtro se sec6 en una
estufa a 50 °C durante 2 o 3 dias, y posteriormente se pesé para obtener el peso seco de la

materia fina particulada. La materia total particulada fina (TFPM) se calculé como la diferencia
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de peso entre los filtros antes y después de la estufa. Esta medida nos informa del contenido
total de materia fina particulada presente en la muestra, tanto de la fraccién organica como de la
inorganica.

A continuacién, se colocaron los filtros en la mufla a 500 °C durante 5 horas y después otra vez
a la estufa a 50 °C durante 1 o0 2 dias mas. Tras la mufla, s6lo queda la materia inorganica en los
filtros. Por lo tanto, la diferencia de peso antes y después de la mufla nos permite calcular el peso
de la materia organica particulada fina (FPOM). Finalmente, el porcentaje de materia organica
(% OM) se calcul6 dividiendo FPOM entre TFPM y multiplicandolo por 100.

Para estimar la cantidad total de materia fina particulada acumulada en la superficie del
hyporheos en cada punto de muestreo, se dividi6 el peso obtenido de TFPM y FPOM entre el
volumen de agua filtrado, y posteriormente se multiplic6 esa cantidad por el volumen total de
agua dentro del cubo utilizado en el campo. A continuacion, se dividio la cantidad total obtenida
entre el area de la base del cubo (0.163 m?). Por consiguiente, a lo largo de este trabajo nos

referimos a la TFPM y la FPOM en g/mZ.

4.2.2. Andlisis C:N

Para la estimacién de la relacion C:N se uso la alicuota de 500 mL la cual se mantuvo a una
temperatura de 50 °C en la estufa durante ~2 semanas. Una vez la muestra estuvo seca, se
retiraron con sumo cuidado las particulas finas del recipiente, y se trituraron con la ayuda de un
mortero con la finalidad de obtener una muestra mas homogénea. Usamos una microbalanza
MX5 para pesar una alicuota de cada muestra (5000 — 6000 mg) que fue encapsuladas junto con
una pizca de 6xido de vanadio, y realizamos una réplica por muestra. Las muestras para C:N se
analizaron en los Servicios cientifico Técnicos de la Universidad de Barcelona. El porcentaje de
C y N de la muestra analizada se transformé en mg multiplicando el porcentaje por el peso
encapsulado. Finalmente dividimos cada valor por el peso molecular (12.0107 y 14.0067 g/mol

para C y N respectivamente) para obtener la relacién C:N molar.

4.2.3. Estima de la eficiencia en la actividad metabdlica microbiana (MMAE).

Para estimar la actividad metabdlica microbiana de cada muestra, realizamos incubaciones en
el laboratorio con el trazador inteligente Resazurin (Raz)- Resorufin (Rru). El trazador inteligente
resazurin (Raz) - resorufin (Rru) (Haggerty et al. 2009) se utiliz6 para cuantificar la actividad
metabolica microbiana aer6bica (un proxy de la respiracion aerobica). Raz (también conocido
como azul de Alamar) es un colorante de fenoxazina sensible a las condiciones redox (Bueno et
al. 2002) que pierde un ion de oxigeno irreversiblemente en condiciones de reduccion para
convertirse en Rru (color rosa) (Gonzalez-Pinzoén et al. 2012). Rru también puede experimentar
una reduccién reversible adicional a hidroresorufina, pero no se favorece en presencia de
oxigeno (Haggerty et al., 2008). La reduccion de Raz a Rru es un indicador bien conocido de la
presencia de bacterias vivas, especialmente bacterias aerobias (Karakashev et al., 2003) y
puede utilizarse para estimar la actividad metabodlica microbiana aerébica (MMA) (Haggerty et

al., 2008; Gonzalez-Pinzon et al., 2014). Los experimentos se realizaron dentro de las 24 horas
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posteriores a la fecha de muestreo. Cada vial de muestra se mezclo a fondo, se niveld a 40 mly
se mantuvo en un area fria (4°C) y oscura hasta el inicio del experimento. Para cada experimento,
se prepar6 un inyectado de Raz (0,22 g/ml) recién preparado. Se afiadieron 400 pL del inyectado
de Raz a cada contenedor de muestra. Los viales se agitaron cada 5 minutos a lo largo del
experimento para garantizar una mezcla suficiente en todo el contenido y se cubrieron para evitar
la contaminacién luminica. Se tomaron un total de 4 muestras durante el experimento de 3 horas.
En cada tiempo de muestreo, las muestras se agitaron minuciosamente para homogenizar las
particulas dentro del vial de muestra, se extrajeron 4 ml y se filtraron a través de un filtro GF/F
de poro de 0,7 ym (suministrado por Whatman, Reino Unido). El primer ml filtrado fue descartado,
mientras que los 3 ml restantes se trasvasaron a un vial y se mantuvieron en la oscuridad hasta
que se analiz6 la fluorescencia en el espectrofluorémetro (RF Shimadzu, Kyoto, Japén).

Antes de analizar cada muestra en el espectrofluorémetro, éstas se tamponaron afiadiendo 0,3
pl de solucién tampdn (pH 8 con una solucion de NaH2PO4H20 1 molar y NaOH 1 molar a partes
iguales). La fluorescencia de Raz y Rru es constante por encima de pH 8, pero disminuye
bruscamente por debajo de pH 6,5 (Kangasniemi 2004; Bueno et al. 2002). En consecuencia, las
muestras se mezclaron en una relacion de tampon a muestra de 1:10 (Haggerty et al. 2008). Las
muestras se colocaron en una cubeta de cuarzo y se mantuvieron dentro de la camara de
muestras del espectrofluorémetro durante menos de 1 min para minimizar los cambios de
temperatura (Haggerty et al. 2008). Las longitudes de onda de excitacion y emisién para Raz
fueron de 602 nm y la longitud de onda de emisién fue de 616 nm, mientras que Rru fue de 570
nm y 585 nm respectivamente (Bueno et al. 2002). Usamos una recta patron con 6
concentraciones conocidas de Raz y Rru para transformar la lectura de fluorescencia a

concentracién (ug / L).

Para calcular actividad metabdlica microbiana aerdbica (MMA) se calculé la tasa de
transformacion de Raz a Rru durante el periodo de incubacién (en 1/h), a partir de los cambios
en la relacion Rru y Raz en escala logaritmica (Haggerty 2013). El MMA se ponderé por la masa
de TFPM (seccion 4.2.1) presente en cada muestra de 40 ml utilizada durante el experimento de
incubacion. De este modo, obtuvimos, la MMA por g de TFPM (1/h/gTFPM). Esta variable nos

informa sobre la eficiencia de la actividad metabdlica microbiana (MMAE).

4.2.4. Andlisis de datos

Los muestreos realizados durante la campafia del 2017 se clasificaron en dos periodos: seco y
hamedo, en funcién “de la capacidad de dilucién del rio receptor mediante el célculo del factor
de dilucion, el cual fue estimado mediante la conductividad de acuerdo a: F.D. =
100*(Cond_abajo - Cond_arriba)/(Cond_EDAR - Cond_arriba). Consideramos un factor de
dilucion del 40% para distinguir entre los dos periodos. El periodo hiumedo comprendio los
muestreos de febrero y abril, mientras que el periodo seco abarcé los muestreos de junio, julio y

noviembre. Los datos de conductividad especifica para determinar el factor de dilucion se
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obtuvieron de un estudio en paralelo realizado en el mismo tramo (Bernal, comunicacién
personal).

Se usaron Wilcoxon-tests para determinar si las diferencias aguas arriba y aguas debajo de la
entrada del efluente de la EDAR para TFPM; FPOM; %0M, C:N y MMAE fueron estadisticamente
significativas. Para ello usamos los datos recogidos 800 m aguas arriba y 5 m aguas debajo de
la entrada del efluente de la EDAR. Los andlisis estadisticos se realizaron para todos los datos
recogidos durante el periodo de estudio (n = 5 campafias), también se realizé un andlisis
diferenciado entre periodo seco (n = 3 camparfias) y himedo (n= 2 campafias), es preciso sefialar
gue para el andlisis de la relacion molar C:N solo se conté con una campafa para el periodo
hamedo. Optamos por tests no paramétricos debido a que el nimero de campafias fue limitado

y no pudimos asumir una distribucién normal.

Se usaron modelos de regresion lineal para explorar y analizar patrones longitudinales, patrones
temporales (diferenciando entre periodo himedo y seco) y también para analizar las relaciones
entre las variables estudiadas. En todos los casos, los andlisis estadisticos se basaron en las
medianas de las réplicas recogidas en cada punto de muestreo. Todas las pruebas estadisticas

y graficos fueron realizados usando el software RStudio (versién 3.4.2)

5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacion hidrolégica

Durante el periodo de estudio, los caudales medidos aguas abajo variaron entre 16 y 627.4 L/s,
mientras que el factor de dilucién oscilo entre el 0 y el 96% (Fig. 4). Durante la campafia de julio
2017, el rio aguas arriba se encontraba seco, y la totalidad del agua que circulaba aguas abajo

de la entrada del efluente de la EDAR era agua residual tratada.

Factor de Dilucion

% de dilucién
20 40 60 80 100

0
I
L

0 2 4 6 8 10 12

Meses

Fig. 4: Diagrama de dispersion del factor de dilucion (en porcentaje) para las distintas campafias
realizadas en Sta Maria de Palautordera en el 2017. Los circulos azules corresponden a la época
hameda (factor de dilucién >40%). y los circulos rojos corresponden a la época seca (factor de
dilucién <40%)
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5.2. Diferencias en la cantidad y calidad de las particulas finas aguas arriba y aguas abajo de
la entrada del efluente de la EDAR

La cantidad de materia fina particulada (TFPM y FPOM) fue mayor por debajo que por encima

de la entrada del efluente de la EDAR (en ambos casos, Wilcoxon test, p < 0.05) (Fig. 5A y B).

La mediana de TFPM fue 36.42 y 52.64 g/m? aguas arriba y aguas abajo de la entrada del

efluente, respectivamente. La mediana de FPOM fue 6.94 y 11.03 g/m? aguas arriba y aguas

abajo de la entrada del efluente de la EDAR respectivamente.

Sin embrago, la calidad de la materia fina particulada (%OM y C:N) fue similar aguas arriba y
aguas abajo de la entrada del efluente de la EDAR (en ambos casos, Wilcoxon test, p >0.05)
(Fig. 5C y D). La mediana del %OM de las particulas finas recogidas tanto aguas arriba como
aguas abajo de la entrada del efluente fue 20.27%. La mediana de la relacion molar C:N aguas
arriba y aguas debajo de la entrada del efluente de la EDAR fue 12.24.
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Fig. 5. Diagrama de cajas de (A) materia total particulada fina (TFPM), (B) materia organica
particulada fina (FPOM), (C) porcentaje de materia organica (%OM) y (D) relacién molar Carbono
— Nitrégeno (C:N), aguas arriba (800 metros por encima) y aguas abajo (5 metros por debajo) de
la entrada del efluente de la EDAR. Las cajas representan la amplitud intercuartilica, la linea
negra es la mediana, mientras que los circulos que sobresalen son las observaciones atipicas.
La significacion (p valor) del test de Wilcoxon se indica en cada caso.

5.3. Diferencias estacionales en la cantidad y calidad de la materia fina particulada aguas
arriba y aguas abajo de la entrada del efluente de la EDAR.
La época del afio influy6é sobre las diferencias entre la cantidad y calidad de la materia fina

particulada aguas arriba y abajo de la entrada del efluente de la EDAR. Se encontré un
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incremento significativo en la cantidad de materia fina particulada sélo en el periodo seco, siendo
los valores mas altos aquellos por debajo de la entrada del efluente de la EDAR (Wilcoxon test,
p<0.05, Fig. 6Ay C). Las variaciones de las medianas entre aguas arriba y abajo en época seca
fueron las siguientes: el TFPM incrementd de 24.86 a 46.05 g/cm? y la FPOM incrementé de 6.0
a16.47 g/cm?.

La calidad de la materia fina particulada difiri6 aguas arriba y aguas abajo de la entrada del
efluente de la EDAR, sélo durante el periodo seco y sélo para el %OM. En el periodo seco, la
mediana del %OM incrementd de 26.68 a 33.09 g/cm? aguas arriba y aguas abajo de la entrada
del efluente de la EDAR, respectivamente (Wilcoxon test, W = 48, p=0.0010, Fig. 4E). En cambio,
la relacion molar C:N no mostré diferencias estadisticamente significativa aguas arriba y aguas
debajo de la entrada del efluente del EDAR durante el periodo seco (Wilcoxon test, p>0.05, Fig.
6G)

Durante el periodo humedo, la diferencia entre aguas arriba y aguas debajo de la entrada del

efluente de la EDAR no fueron estadisticamente significativas (Wilcoxon test, p>0.05, Fig. 6B, D,
F, H).
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Fig. 6: Diagrama de cajas de (A, B) materia total particulada fina (TFPM), (C, D), materia organica
particulada fina (FPOM), (E, F) porcentaje de materia organica (%OM) y (G, H) relacién molar
Carbono — Nitrégeno (C:N), aguas arriba (100 metros por encima) y aguas abajo (5 metros por
debajo), de la entrada del efluente de la EDAR, diferenciadas entre época secay época humeda.
Las cajas representan la amplitud intercuartilica, la linea negra es la mediana, mientras que los
circulos que sobresalen son las observaciones atipicas. La significacion (p valor) del test de
Wilcoxon test se indica en cada caso.
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5.4. Patron longitudinal de la acumulacion y calidad de la materia fina particulada aguas
abajo del efluente de la EDAR.

La cantidad y la calidad de las particulas finas a lo largo del tramo estudiado difirié entre los dos
periodos hidrolégicos estudiados. Durante el periodo seco, la cantidad de la materia fina
particulada (TFPM y FPOM) aguas abajo del efluente de la EDAR fue mayor que aguas arriba, y
ese patron se mantuvo a lo largo del tramo estudiado (Fig. 7 Ay C). El % OM aguas abajo fue
mayor que aguas arriba pero sélo cerca de la entrada del efluente de la EDAR. Sin embargo, el
%O0M disminuy6 a lo largo del tramo, llegando a ser igual al observado aguas arriba después de
unos 400 m (Fig. 7E). En cuento a la relacién molar de C:N, los valores por debajo del efluente
de la EDAR se mantuvieron similares a los observados aguas arriba a lo largo de todo el tramo
de estudio (Fig. 7G).

Durante el periodo hiumedo, los valores de TFPM, FPOM, %OM, y C:N aguas debajo de la

entrada del efluente de la EDAR fueron similar a los observados aguas arriba, y no observamos

ningln patron longitudinal estadisticamente significativo (Fig. 7B, D, F, H).

17



Epoca seca Epoca humeda

A B
(=) T (=]
(= [
o~ o~
- 9 —_ o
o W - ™~ =
e - e =
o o
2 5 2 4
= 27 = 27
& T a I {
L I . (i N . B el et ~—
R { I - 0 i
_____ . = ] - = T
T3 0 |- RO S
___________________ . S —————
o - (=T
I I I I I I
c D
8 - 2 -
o _| o _|
—_ (7= — w0
(o] (]
£ £
o o
5 o | =2 o |
- -
= =
(o] o
& ) &
il g e
::I:::::::::I:::::::"‘:::::.I:::: :::i—:i:::;.:::;::-:;:i
o - o -
I I ] I | | I I
F
o _]
-
o
™
L -"=‘—-i_
= i =
e S T B O & A
R = T T = T
e L2 S A
e e+ *
(= [= I
] I I ] 1
G H

14
|
14
|
fo—

12
1
o
_|
12
|
i
i
]
i
]
i
i
4
i
]
ndl

0 200 400 600 800 0 200 400 600 800

Distancia (m) Distancia (m)

Fig. 7: Patron longitudinal de (A, B) materia total particulada fina (TFPM), (C, D) materia organica
particulada fina (FPOM), (E, F) porcentaje de materia organica (%OM) y (G, H) relacion molar
del Carbono — Nitrégeno (C:N), a lo largo de 820 m aguas abajo de la entrada del efluente de la
EDAR de Sta. Maria de Palautordera en la época seca y la época humeda. Los circulos son la
mediana para cada transecto estudiado, las barras de error son el rango intercuartilico. Para
cada panel, la linea continua negra representa la mediana aguas arriba de la entrada del efluente
de la EDAR y las lineas discontinuas representan el rango intercuartilico. La linea azul indica si
el patrdn longitudinal es estadisticamente significativo (s6lo panel E). En este caso, se indica
también la bondad del ajuste (r?) y el p valor.
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5.5. Actividad metabdlica asociada a la materia fina particulada

Durante el periodo seco, la MMAE fue mayor aguas abajo (3.78 1/h/g TFPM) que aguas arriba
(1.12 1/h/g TFPM ) de la entrada del efluente de la EDAR (Wilcoxon test, p< 0.05, Fig. 8A). En
cambio, no hubo diferencia estadisticamente significativa en la MMAE en la época himeda
(Wilcoxon test, p> 0.05) (Fig. 8B).

En relacion al patron longitudinal, la MMAE disminuy6 de forma significativa a lo largo del tramo,
pero solo durante el periodo seco (Fig. 9A). Durante el periodo humedo, la MMAE fue superior
aguas abajo que aguas arriba de la entrada del efluente de la EDAR, pero no presentd ningin
patron longitudinal (Fig. 9B).

La MMAE se relaciond positivamente con la calidad de la materia fina particulada, aunque el
patrén no fue consistente entre los dos indicadores considerados. El %0OM de la materia fina
particulada influyé positivamente sobre la eficiencia de los microorganismos heterétrofos
aerbbicos (p< 0.05, r?= 0.382), sin embargo la relacién molar C:N no influyé sobre la MMAE (Fig.
10).
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Fig. 8: Diagrama de cajas de (A, B) eficiencia de la actividad metabdlica (MMAE) aguas arriba
(800 metros por encima) y aguas abajo (5 metros por debajo) de la entrada del efluente de la
EDAR, diferenciadas entre época seca y época himeda. Las cajas representan la amplitud
intercuartilica, la linea negra es la mediana, mientras que los circulos que sobresalen son las
observaciones atipicas. La significacion (p valor) del test de Wilcoxon se indica en cada caso.
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Fig. 9: Dindmica longitudinal de (A, B) eficiencia de la actividad metabdlica (MMAE), a lo largo
de 820 m aguas abajo de la entrada del efluente de la EDAR de Sta. Maria de Palautordera en
la época secay la época himeda. Los circulos son la mediana para cada punto de muestro, las
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barras de error son el rango intercuartilico. Para cada panel, la linea continua negra representa
la mediana aguas arriba de la entrada del efluente de la EDAR vy las lineas discontinuas
representan el rango intercuartilico. La linea azul indica si el patron longitudinal es
estadisticamente significativo (s6lo panel A). En este caso, se indica también la bondad del ajuste
(r?) y el p valor.
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Fig. 10: Graficos de dispersion de (A) porcentaje de materia organica (%OM) y la eficiencia de
la actividad metabolica microbiana (MMAE) y (B) relacién molar Carbono — Nitrégeno (C:N) y
MMAE. Los puntos negros son las medianas por cada distancia de cada mes. y la linea azul
indica que la relacion es estadisticamente significativa (solo panel A). En este caso, se indica
bondad del ajuste (r?) y el p valor.

6. DISCUSION

El objetivo del presente estudio fue explorar el efecto de la entrada del efluente de la EDAR de
Sta. Maria de Palautordera sobre la cantidad y calidad de la materia particulada fina en el rio
receptor. Debido a que las estaciones de aguas residuales aportan materia organica particulada
de forma continuada (Rauter et al. 2005, Ulseth & Hershey 2005), se esperaba un incremento en
la cantidad y también la calidad de particulas finas ricas en materia organica. Acorde con nuestra
expectativa, los resultados obtenidos evidenciaron que existe un incremento significativo en la
cantidad de materia particulada fina (TFPM y FPOM), que fue casi el doble aguas abajo que
aguas arriba de la entrada del efluente de la EDAR. Estudios previos en otros rios Mediterraneos,
muestran resultados similares, con incrementos de FPOM de hasta 3 veces aguas abajo de la
entrada de efluentes de EDARSs (Ruggiero et al. 2006).

Sin embargo, al analizar de forma diferenciada el periodo seco y humedo, observamos que el
incremento en la cantidad de particulas finas fue mas acusado durante el periodo seco que
durante el periodo hiumedo. En cambio, durante el periodo himedo no se observaron diferencias
significativas aguas arriba y aguas abajo de la entrada del efluente de la EDAR para ninguna de
las variables estudiadas (TFPM, FPOM, %0OM y C:N).

Las diferencias observadas entre el periodo seco y el periodo himedo en relacion a la
acumulacion de la TFPM y FPOM, podrian explicarse por la baja movilidad de las particulas finas,
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debido al escaso, incluso ausente, caudal del rio. Esta influencia de la EDAR se pudo observar
aguas debajo de la entrada del efluente durante todo el tramo estudiado (820 m). Asi, durante el
periodo seco el caudal no sobrepaso los 40 L/s, mientras que durante el periodo humedo el
caudal se situé por encima de los 600 L/s. Consecuente, el factor de dilucidon no sobrepasé el
40% durante el periodo seco, mientras que se mantuvo >90% durante el periodo humedo. Esta
explicacion es coherente con estudios de hidraulica fluvial que sefialan que el tiempo de retencién
de las particulas finas y su dindmica de resuspension depende del caudal (Drummond et al. 2014,
Harvey et al. 2012), y que los procesos de resuspension suelen producirse principalmente
durante grandes tormentas e inundaciones (Newbold et al. 1997, Pizzuto 2014, Buendia et al.
2014).

Ademas, la distribucién de particulas finas ricas en materia organica a lo largo del canal puede
tener implicaciones en el funcionamiento del ecosistema fluvial, a distintos niveles. Por un lado,
la acumulacién de particulas finas en el hyporheos puede causar obstruccion fisica, lo que reduce
la permeabilidad y el intercambio de nutrientes y oxigeno con la zona hiporreica (Briggs et al.
2015; Hartwig & Borchardt 2014; Packman & MacKay 2003; Rehg et al. 2005). Por otro lado, el
aumento de particulas finas ricas en materia organica en el hyporheos aumenta el area
potencialmente colonizable por microrganismos, y esto, combinado con el flujo reducido de
oxigeno, puede alterar los procesos biogeoquimicos y favorecer la desnitrificacién siempre que
el nitrato no sea limitante (Crenshaw et al. 2002, Harvey et al. al. 2013, 2016; Navel et al. 2011.
Nogaro et al. 2007).

Al contrario que durante el periodo seco, durante el periodo humedo no se observé ninglin patron
longitudinal en la acumulacion de las particulas finas aguas abajo de la entrada del efluente de
la EDAR. Este resultado podria explicarse por una mayor adveccion asociada a un mayor caudal,
una mayor dilucién, y también por la resuspension y posterior transporte de la materia fina
particulada depositada durante periodos anteriores. En este sentido, en una adicién experimental
de particulas finas se cuantific6 que hasta un 71% de las particulas finas inyectadas puede
retenerse en condiciones de caudal basal, y que el 30% de esas particulas almacenadas pueden
resuspenderse durante pequefas crecidas, mientras que el 70% restante queda inmévil durante
un periodo mas largo (Harvey et al. 2012).

En cuanto a la calidad de las particulas finas, esperabamos un incremento del %OM y un
decremento en la relacion molar C:N aguas abajo de la entrada del efluente de la EDAR, y cerca
de la entrada puntual. Nuestras expectativas se cumplieron, aunque solo parcialmente, ya que
no observamos diferencias asociadas al C:N. Sin embargo, el %OM mostr6 un incremento
significativo cerca de la fuente puntual, aunque sélo durante el periodo seco. Este valor fue
disminuyendo progresivamente hasta llegar a valores similares a los registrados aguas arriba de
la entrada del efluente de la EDAR, lo que podria explicarse como consecuencia de la actividad
metabdlica en el rio, ya que el material mas labil, con un porcentaje de materia organica mas alto
y C:N mas bajo, se procesa de forma mas rapida (Tank et al. 2010, Stutter et al. 2007). Sin
embargo, en nuestros resultados la relacion molar C:N no nos aporta mucha informacién sobre

la calidad de la materia organica, y por tanto, deberiamos y usar otros indices de calidad basados
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en el tipo de compuestos que componen el FPOM (e.g. proteinas, substancias proteicas, etc)
para comprender mejor el efecto de la entrada del efluente de la EDAR sobre la calidad de la
FPOM.

Al iniciar la investigacién, esperabamos un incremento de la actividad metabdlica de los
microrganismos heterétrofos asociada al incremento en la calidad de particulas finas
procedentes del efluente de la EDAR. En concordancia con esta idea, nuestros resultados
mostraron un incremento significativo de la MMAE aguas abajo del efluente de la EDAR.
Observamos que este incremento en la actividad heterotréfica se produjo cerca de la fuente
puntual, coincidiendo con el incremento en el %0OM de las particulas finas. Estos resultados son
similares a los obtenidos por Ruggiero et al. (2006), donde observaron una actividad microbiana
heterotréfica 7 veces mayor que aguas arriba de la entrada del efluente de una EDAR.
Sabemos que las bacterias se adhieren preferentemente a las particulas finas (Walters et al.
2014), e interactian con la fraccién movil de FPOM, lo que mejora el metabolismo heterotréfico
(Cushing et al. 1993; Battin et al. 2003, 2016). Al mismo tiempo, la acumulacién de la materia
particulada fina proporciona mayores oportunidades para la degradacion de la materia organica
por comunidades microbianas benténicas e hiporreicas, especialmente cerca de la interfaz agua-
sedimento (Stutter et al. 2007; Battin et al. 2008; Aufdenkampe et al. 2011). Si bien en nuestros
resultados observamos mayor cantidad de materia organica particulada fina a lo largo de todo el
tramo estudiado, sé6lo observamos un incremento de la actividad microbiana metabdlica
heterétrofa cerca de la entrada puntual. Por lo tanto, podemos inferir que la MMAE va
disminuyendo segun disminuye el %OM, probablemente como consecuencia de esa misma
actividad microbiana.

El presente trabajo indica que los efluentes procedentes de EDARSs incrementan tanto la cantidad
como la calidad de la materia particulada fina, y que este incremento altera el metabolismo fluvial
propiciando la respiracion y el metabolismo heterotréfico en el rio receptor. Nuestro trabajo
también apunta a que el alcance de este impacto varia en funcidon de las condiciones
hidrolégicas, siendo mucho mayor durante periodos secos, especialmente en rios intermitentes
con una capacidad de dilucion muy limitada. Este tipo de alteraciones puede verse potenciado
con el incremento de las urbanizaciones y el desarrollo de los nucleos urbanos. El incremento en
las tasas de respiracion asociadas a las particulas finas ricas en materia organica acompafiado
del exceso de nutrientes, aun acentuarian mas el déficit de oxigeno (Rueda et al. 2002), que
restringe la respiracion aerébica y conlleva episodios de eutrofizacion (Guicker et al. 2006). Todo
esto puede llegar a niveles aln mas criticos teniendo en cuenta los posibles escenarios de
cambio climatico. Se espera que el cambio climéatico altere aiun mas el comportamiento
hidrol6gico de los arroyos (Laizé et al. 2014), acuciando los episodios hidrol6gicos extremos, por
un lado, precipitacion mas intensa y, por otro, largos periodos de sequia (Kurz et al. 2017).
Basandonos en los resultados obtenidos, un incremento en la intensidad y la duracién de los
periodos de sequia tornara aiin mas vulnerables a los rios Mediterraneos, ya que el efluente de

la EDAR puede convertirse en el caudal dominante durante periodos mas largos y de acuerdo a
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los resultados obtenidos, bajo estas condiciones se acentllan los cambios en la materia

particulada fina y en el metabolismo fluvial.

7. CONCLUSIONES

- El efluente procedente de la EDAR influy6 sobre la cantidad de material fino del rio receptor,
ya que se observé mayor cantidad de TFPM y FPOM aguas abajo que aguas arriba de la
entrada del efluente. Sin embargo, el efluente de la EDAR tuvo una menor incidencia sobre la
calidad de las particulas finas ya que no se observaron diferencias significativas en cuanto a la
calidad de la materia particulada fina (%0M y relacion molar C:N). Ademas, la influencia de la
EDAR sobre el funcionamiento del rio se acentlio durante el periodo seco cuando se determiné
un incremento significativo de TFPM, FPOM y %OM entre aguas arriba y aguas debajo de la
entrada del efluente de la EDAR.

- Se acumulé TFPM y FPOM a lo largo e todo el tramo estudiado (820 m), lo que demuestra la
propagacion aguas debajo del material procedente del efluente de la EDAR. La influencia del
efluente de la EDAR sobre las particulas finas se observé con claridad durante el periodo seco.
En cambio, el efecto de la entrada de la EDAR a lo largo del tramo fue indetectable durante el
periodo humedo, cuando los valores aguas arriba y aguas abajo permanecieron similares, como
consecuencia de un elevado factor de dilucién y caudal.

- EI %0OM parece ser un mejor indicador de la labilidad de la materia organica fina que la relacion
molar C:N, ya que el primero mostré cambios asociados al metabolismo heterotréfico, mientras
gue el segundo no. Son necesarios mas estudios profundizando en distintos indicadores de la
calidad de materia organica y cdmo varian en funcion de la actividad microbiana.

- La MMAE fue mayor aguas abajo de la entrada del efluente de la EDAR durante el periodo
seco, cerca de la fuente puntual de FPOM y hasta 500 m aguas debajo de la entrada de la
entrada del efluente de la EDAR. Esta disminucion paulatina de MMAE puede explicarse por el
decremento paralelo del %0OM de la TFPM a lo largo del tramo de estudio. Este patrén sugiere
gue las particulas finas ricas en materia organica procedentes del efluente de la EDAR son
utilizadas eficientemente por los microorganismos heterétrofos en las zonas mas préximas del

efluente durante el periodo seco.
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