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Evaluation of free flow constructed wetlands
with Sagittaria latifolia and Sagittaria lancifolia
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Evaluacion de humedales artificiales de flujo libre
con Sagittaria latifolia y Sagittaria lancifolia en el
tratamiento de aguas residuales domésticas

Jessica Gallegos-Rodriguez; Gaspar Lopez-Ocaina*; Rail German Bautista-Margulis;
Carlos Alberto Torres-Balcdzar

Universidad Judrez Auténoma de Tabasco, Divisién Académica de Ciencias Bioldgicas. Carretera
Villahermosa-Cardenas km 0.5, Entronque a Bosques de Saloya, Tabasco, C. P. 86150, MEXICO.
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Abstract

Introduction: Constructed wetlands (CWs) have been widely used in domestic wastewater treatment, and
plants are the main component in pollutant removal.

Objective: To evaluate the efficiency of Sagittaria latifolia and Sagittaria lancifolia in the removal of basic
pollutants in nine free flow constructed wetlands (FFCWs).

Methodology: Nine FFCWs were established, three without vegetation (FFCW-Control), three with Sagittaria
lancifolia (FFCW-S-Lan) and three with Sagittaria latifolia (FFCW-S-Lat); for each of them, temperature, pH, total
suspended solids (TSS), biochemical oxygen demand (BOD,), chemical oxygen demand (COD), fecal coliforms
(FCs), and bacterial and plant biomass were determined.

Results: Sagittaria latifolia presented 21.4 + 1.90 mg-L” of TSS, 14.6 + 4.44 mg-L" of BOD,, 29.55  10.80 mg'L" of
COD and 1000 MPN-100 mL" of FCs, while Sagittaria lancifolia had 12.6 + 3.80 mg-L" of TSS, 24.4 + 2.09 mg-L"
of BOD,, 59.62 * 5.87 mg-L" of COD and 100 MPN-100 mL" of FCs. The removal efficiency of Sagittaria latifolia
in TSS, BOD,, COD and FCs was 94, 97, 96 and 99 %, respectively, while for Sagittaria lancifolia it was 97, 94, 93
and 99.9 %, respectively.

Study limitations: The behavior of Sagittaria latitolia and Sagittaria lancifolia within the CWs is documented
for only one year, whereas it is known that most of the macrophytes used reach their maximum pollutant
removal efficiency between two and three years.

Originality: There are few reports on the ability of Sagittaria latitolia and Sagittaria lancifolia to remove basic
pollutants when used in a CW as a primary or secondary treatment.

Conclusions: The treated water meets the discharge criteria of NOM-001-SEMARNAT-1996 and NOM-003-
SEMARNAT-1997, and can be reused for other purposes.

Resumen

Introduccién: Los humedales artificiales (HA) han sido utilizados ampliamente en el tratamiento de aguas
residuales domésticas, y las plantas son el principal componente en la eliminacién de contaminantes.
Objetivo: Evaluar la eficiencia de Sagittaria latifolia y Sagittaria lancifolia en la remocién de contaminantes
bdsicos en nueve humedales artificiales de flujo libre (HAFL).

Metodologia: Se establecieron nueve HAFL, tres sin vegetacién (HAFL-Control), tres con Sagittaria lancifolia
(HAFL-S-Lan) y tres con Sagittaria latifolia (HAFL-S-Lat); a los cuales se les determiné temperatura, pH, sélidos
suspendidos totales (SST), demanda bioquimica de oxigeno (DBO,), demanda quimica de oxigeno (DQO),
coliformes fecales (CF), y biomasa microbiana y vegetal.

Resultados: Sagittaria latifolia present6 21.4 + 1.90 mg-L" de SST, 14.6 + 444 mg-L" de DBO,, 29.55 + 10.80 mg-L" de
DQO y 1000 NMP-100 mL" de CF, mientras que Sagittaria lancifolia tuvo 12.6 + 3.80 mg-L” de SST, 24.4 + 2.09 mg-L"
de DBO,, 59.62 * 5.87 mg-L" de DQO y 100 NMP-100 mL" de CF. La eficiencia de remocién de Sagittaria latifolia
en SST, DBO,, DQO y CF fue de 94, 97, 96 y 99 %, respectivamente, mientras que para Sagittaria lancifolia fue de
97, 94, 93y 99.9 %, respectivamente.

Limitaciones del estudio: Solo se presenta el comportamiento de Sagittaria latifolia y Sagittaria lancifolia de un
afio dentro de los HA, y se sabe que la mayoria de las macrofitas utilizadas alcanzan su eficiencia maxima de
remocién de contaminantes entre los dos y tres afios.

Originalidad: Hay pocos reportes de Sagittaria latifolia y Sagittaria lancifolia en la remocién de contaminantes
bdsicos cuando se utilizan en HA como tratamiento primario o secundario.

Conclusiones: El agua tratada cumple con criterios de descarga de las normas NOM-001-SEMARNAT-1996 y
NOM-003-SEMARNAT-1997, y puede ser reutilizada para otros fines.

Please cite this article as follows (APA 6): Gallegos-Rodriguez, J., Lopez-Ocaiia, G., Bautista-Margulis,
R. G., & Torres-Balcdzar, C. A. (2018). Evaluation of free flow constructed wetlands with Sagittaria latifolia | ngeni eria Ag ricola
and Sagittaria lancifolia in domestic wastewater treatment. Ingenieria Agricola y Biosistemas, 10(2), 49-65. V
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Introduction

Water pollution resulting from anthropogenic
activities has made wastewater treatment increasingly
difficult and costly, since it requires physical, chemical
and biological processes in conventional plants or
those that use natural processes to comply with the
discharge level established by current environmental
regulations. Conventional systems, in most cases, are
not accessible to many communities, mainly due to
the construction, operating and maintenance costs, so
it is necessary to apply affordable and environmentally
friendly technologies (Comisién Nacional del Agua
[CONAGUA], 2016). In this sense, constructed wetlands
(CWs) comply with these characteristics because they
have low effluent treatment costs, do not require
chemical additives to remove pollutants, do not
generate bad odors, have minimal greenhouse gas
emissions, are aesthetic, are simple to operate and
maintain with minimum electricity consumption,
and can be applied in rural and urban areas (Arias &
Brix, 2003; Ayaz, 2008; CONAGUA, 2014).

CWs imitate the processes that occur in natural
wetlands (Ghosh & Gopal, 2010), through the
cultivation of rooted macrophytes (emergent, floating
or submerged) on a support medium (gravel, sand or
others) and the presence of microorganisms in the root
zone (Delgadillo, Camacho, Pérez, & Andrade, 2010).
The plants absorb and assimilate pollutants, provide a
large surface area for bacterial growth (nitrifiers), favor
oxygen transport through the rhizosphere, stimulate
organic matter degradation, and retain suspended
solids by sedimentation and filtration. Some plant
species are more dominant and have greater pollutant
removal efficiency (Brix, 1994; Ferndndez-Gonzdlez, de
Miguel-Beascoechea, de Miguel-Mufioz, & Ferndndez-
de la Mora, 2004; Xiao, Peng, Yue, & Wen, 2007).

Romero-Aguilar, Colin-Cruz, Sdnchez-Salinas, and Ortiz-
Herndndez (2009) evaluated the organic load removal
from an institution’s domestic wastewater in three
horizontal flow CWs with Phragmites australis and Typha
dominguensis, install sed after a primary treatment.
Their results indicate that chemical oxygen demand
(COD) was reduced by 90.2 to 95.73 %, total phosphorus
(TP) by 3.13 to 40.35 %, and bacteria associated with the
system by 1 x 10° CFU-mL" in wastewater and 1 x 10’
CFU-g" in rhizosphere and substrate.

On the other hand, Amabilis-Sosa, Siebe, Moeller-
Chdvez, and Durdn-Dominguez-de Bazata (2016)
determined the accumulation and distribution of
mercury in wastewater with Phragmites australis, as
a biological barrier, in nine CWs, of which three
were inoculated with heavy metal-tolerant bacteria,
three without inoculum and three without plants or

Introducciéon

La contaminacién del agua por actividades
antropogénicas ha hecho cada vez mads dificil y costoso
el tratamiento de aguas residuales, ya que requiere
de procesos fisicos, quimicos y bioldgicos, en plantas de
tipo convencional o que usan procesos naturales para
cumplir con la descarga establecida por la norma
ambiental vigente. Los sistemas convencionales, en la
mayoria de los casos, no son accesibles para muchas
comunidades debido, principalmente, a los costos de
construccion, operacién y mantenimiento, por lo que es
necesario aplicar tecnologias accesibles y amigables con
el ambiente (Comisién Nacional del Agua [CONAGUA],
2016). En este sentido, los humedales artificiales (HA)
cumplen con dichas caracteristicas, pues presentan
bajo costo en el tratamiento de efluentes, no requieren
aditivos quimicos para eliminar los contaminantes, no
generan malos olores, presentan minima emisién de
gases de efecto invernadero, son estéticos, la operacién y
el mantenimiento son sencillos con un consumo minimo
de energia eléctrica, y tienen aplicacion en zonas rurales y
urbanas (Arias & Brix, 2003; Ayaz, 2008; CONAGUA, 2014).

Los HA imitan los procesos que ocurren en humedales
naturales (Ghosh & Gopal, 2010), a través del cultivo
de macréfitas enraizadas (emergentes, flotantes
o sumergidas) sobre un medio de soporte (grava,
arena u otros) y la presencia de microorganismos
en la zona de raices (Delgadillo, Camacho, Pérez, &
Andrade, 2010). Las plantas absorben y asimilan los
contaminantes, proporcionan una extensa superficie
para el crecimiento bacteriano (nitrificantes), favorecen
eltransporte de oxigeno a través de larizosfera, estimulan
la degradacién de la materia orgdnica, y retienen s6lidos
en suspensién por sedimentacién y filtracién. Algunas
especies vegetativas son mds dominantes y presentan
mayor eficiencia de remocién de contaminantes (Brix,
1994; Ferndndez-Gonzdlez, de Miguel-Beascoechea, de
Miguel-Muiioz, & Ferndndez-de la Mora, 2004; Xiao,
Peng, Yue, & Wen, 2007).

Romero-Aguilar, Colin-Cruz, Sdnchez-Salinas, y Ortiz-
Herndndez (2009) evaluaron la remocién de la carga
orgdnica de aguas residuales domésticas de una
institucion en tres HA de flujo horizontal con Phragmites
australis y Typha dominguensis, instalados después de
un tratamiento primario. Sus resultados indican que
la demanda quimica de oxigeno (DQO) se redujo de
90.2 a 95.73 %, el fosforo total (PT) de 3.13 a 40.35 %,
y las bacterias asociadas al sistema disminuyeron 1 x
10° UFC-mL" en el agua residual y 1 x 10" UFC-g” en la
rizésfera y el sustrato.

Por otro lado, Amabilis-Sosa, Siebe, Moeller-Chavez,

y Durdn-Dominguez-de Baztia (2016) determinaron
la acumulacién y distribucién de mercurio en aguas
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inoculum. After 304 days of operation, systems with
vegetation and metal-tolerant bacteria removed 73 % of
the total mercury.

At the Institucién Universitaria Colegio Mayor de Antioquia
(IUCMA) in Colombia, two subsurface flow CWs
(SFCWs) were implemented for the treatment of
wastewater with Typha latifolia and Cyperus papyrus,
both macrophytes. The results obtained for COD,
biochemical oxygen demand (BOD,), total suspended
solids (TSS) and TP with T. latifolia were 53.9, 83.2, 95.5
and 97.2 %, while with C. papyrus they were 47.9, 82.9,
40.3 and 95.9 %, respectively (Bedoya-Pérez, Ardila-
Arias, & Reyes-Calle, 2014). It is important to note that
each region of the world evaluates native macrophyte
species to determine their phytoremediation potential
in wastewater. Some of the most studied macrophytes
are: Typha angustifolia (Park & Polprasert, 2008), Typha
angustata (Ghosh & Gopal, 2010), Typha augustifolia
(Arivoli & Mohanraj, 2013), Cyperus difformis and
Dracaena sanderiana (Saeed, Al-Muyeed, Afrin, Rahman,
& Sun, 2014).

In southeastern Mexico, particularly in Tabasco, there
is a great diversity of swamp flora that has not been
evaluated in wastewater treatment (Bueno, Alvarez, &
Santiago, 2005). Among the species little studied in a
CW are Sagittaria latifolia and Sagittaria lancifolia (Novelo,
2003); the latter has been evaluated in SFCWs as a
tertiary treatment, but not as a primary or secondary one
(Zachritz & Fuller, 1993). This species has also been used
to remove nutrients from rainwater effluents (Lenhart,
Hunt, & Burchell, 2012). Both species have the advantage
of being smaller (better management and transport)
than those used in the region’s wetlands, and they are
abundant in the Tabasco wetlands. In urban areas they
are regarded as weeds, and it has been reported that
certain varieties of these species are efficient in organic
matter and nutrient removal (Lenhart et al., 2012;
Zachritz & Fuller, 1993); therefore, it is important to
generate more information on the ability of these plants
to assimilate and remove pollutants.

Considering the above, the aim of this study was
to evaluate the efficiency of Sagittaria latifolia and
Sagittaria lancifolia in removing basic pollutants such as
TSS, BOD,, COD and fecal coliforms (FCs) in nine free
flow constructed wetlands (FFCWs).

Materials and methods

Wastewater treatment system (WTS). The system
used is located in the Division Académica de Ciencias
Biologicas (DACBiol) of the Universidad Judrez Auténoma
de Tabasco (UJAT), located in Villahermosa, Tabasco,
Mexico (17° 59’ 26” and 17° 59’ 17” North latitude;
92° 58’ 16” and 92° 58’ 37” West longitude). It consists
of nine independent FFCWs measuring 2.5 m long,

Ingenieria Agricola y Biosistemas | Vol. 10, issue 2, july-december 2018.

residuales con Phragmites australis, como barrera
bioldgica, en nueve HA, de los cuales tres se inocularon
con bacterias tolerantes a metales pesados, tres sin
in6culo y tres sin plantas ni in6culo. Después de 304 dias
de operacion, los sistemas con vegetacion y bacterias
metalotolerantes removieron 73 % del mercurio total.

En la Institucién Universitaria Colegio Mayor de
Antioquia (IUCMA), Colombia, se implementaron dos
HA de flujo subsuperficial (HAFS) para el tratamiento de
agua residual con Typha latifolia y Cyperus papyrus, ambas
macrofitas. Los resultados obtenidos para DQO, demanda
bioquimica de oxigeno (DBO,), sdlidos suspendidos
totales (SST) y PT, con T. latifolia fueron 53.9, 83.2, 95.5y
97.2 %, mientras que con C. papyrus fueron 47.9, 82.9, 40.3
y 95.9 %, respectivamente (Bedoya-Pérez, Ardila-Arias,
& Reyes-Calle, 2014). Es importante resaltar que cada
region del mundo evalda especies macroéfitas nativas para
determinar su potencial de fitorremediacién en aguas
residuales. Algunas de las macréfitas mds estudiadas
son: Typha angustifolia (Park & Polprasert, 2008), Typha
angustata (Ghosh & Gopal, 2010), Typha augustifolia (Arivoli
& Mohanraj, 2013), Cyperus difformis y Dracaena sanderiana
(Saeed, Al-Muyeed, Afrin, Rahman, & Sun, 2014).

En el sureste de México, particularmente en Tabasco,
existe una gran diversidad de flora de pantanos que no
ha sido evaluada en el tratamiento de aguas residuales
(Bueno, Alvarez, & Santiago, 2005). Entre las especies
poco estudiadas en HA se encuentran Sagittaria latifolia
y Sagittaria lancifolia (Novelo, 2003), esta ultima ha sido
evaluada en HAFS como tratamiento terciario, y no
como primario o secundario (Zachritz & Fuller, 1993);
esta especie también se ha empleado en la remocién
de nutrientes en efluentes pluviales (Lenhart, Hunt,
& Burchell, 2012). Ambas especies tienen la ventaja
de ser mds pequeiias (mejor manejo y transporte) que
las utilizadas en los humedales de la regién, aunado
a su abundancia en los humedales de Tabasco. En
las dreas urbanas son consideradas como malezas,
y se ha reportado que variedades de estas especies
son eficientes en la remocién de materia orgdnica y
nutrientes (Lenhart et al., 2012; Zachritz & Fuller, 1993);
por lo que es importante generar mds informacién
sobre la capacidad de asimilacién y eliminacién de
contaminantes de estas plantas.

Considerando lo anterior, el objetivo de este trabajo
fue evaluar la eficiencia de Sagittaria latifolia y Sagittaria
lancifolia en la remocién de contaminantes bdsicos como
SST, DBO,, DQO y coliformes fecales (CF), en nueve
humedales artificiales de flujo libre (HAFL).

Materiales y métodos
Sistema de tratamiento de aguas residuales (STAR).

El sistema empleado se encuentra en la Divisién
Académica de Ciencias Biolégicas (DACBiol) de la
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1.2 m wide and 1 m high, with a water operating level
of 0.5 m. They are made of 10-gauge carbon steel sheet
metal. The exterior is covered with anticorrosive alkyd
enamel and the interior is protected with elastomeric
sealant, with five layers of textile fiber. All are equipped
with hydraulic PVC piping (0.05 m) to distribute the
wastewater flow. They have a gravel bed 0.1 m deep
and particle size between 2.36 and 19 mm, porosity of
n =49.6 + 0.7 and permeability > 1000, which works as
a support for the vegetation. They have a distribution
tank with a capacity of 200 L, which is fed by pumping
from a cistern through a hydraulic PVC pipe. During
this study, the FFCWs operated with a flow rate of
0.26 + 0.1 m*day™ and a hydraulic retention time (HRT)
of 6.05 + 2.1 days.

Collection, planting and stabilization of vegetation.
Sagittaria latifolia plants were collected in a flooded
area in Villahermosa, Tabasco, Mexico (17° 59.219’
North latitude and 92° 57.588” West longitude), while
Sagittaria lancifolia was extracted from the Pantanos de
Centla Biosphere Reserve, Tabasco (18° 18.952’ North
latitude and 92° 32.376’ West longitude). Whole young
plants, including flowers and fruits, were collected
for subsequent planting and taxonomic identification
according to Zepeda-Gémez and Lot (2005).

The collected specimens were placed in 20 L containers
with water from the natural environment, to avoid
stress. Both types of vegetation were planted in
a wastewater canal, in order to adapt to the new
environment, where they remained for 10 days.
Subsequently, they were transplanted to the FFCWs.
Fifteen individuals were planted for each FFCW.
Water depth was kept at 0.3 m for 14 days to decrease
the growth and propagation time. At 24 days after
planting, the water level in the FFCWs was increased
to 0.5 m to start the stabilization period, which is not
achieved until the vegetation reaches maturity and the
bacterial film is formed in the rhizosphere and support
medium, a process that can last up to three months
(Valles-Aragon, & Alarcén-Herrera, 2014).

The entire process was carried out from August
to September 2015, and the evaluation phase began in
September 2016. This is because the best efficiency
in wetlands is achieved between the first and second
year of operation (Amabilis-Sosa et al., 2016; Torres-
Bojorges, Herndndez-Razo, Fausto-Urquieta, & Zurita-
Martinez, 2017).

Wastewater analysis. The wastewater used in the
experiments was obtained from the DACBiol-UJAT
domestic wastewater concentrator sump (storage
tank), which generates a flow of 120 m’.day”. Thirty-
six samplings were carried out over the September-
November period of 2016. In each sampling, ten samples
were taken at 12:00 hours, one from the distribution

Universidad Judrez Auténoma de Tabasco (UJAT),
ubicada en Villahermosa, Tabasco, México (17° 59’ 26”
y 17° 59’ 17”7 latitud norte; 92° 58 16” y 92° 58° 37”
longitud oeste). Consta de nueve HAFL independientes
de 2.5 m de largo, 1.2 m de ancho y 1 m de alto, con un
tirante operativo de 0.5 m. Estdn fabricados de 1dmina
de acero al carbén calibre 10. El exterior estd cubierto
por esmalte alquiddlico anticorrosivo y el interior estd
protegido con impermeabilizante elastomérico, con
cinco capas de fibra textil. Todos estdn equipados
con tuberia hidrdulica de PVC (0.05 m), para distribuir el
flujo del agua residual. Tienen un lecho de gravade 0.1 m
de profundidad y tamafio de particula entre 2.36 y 19 mm,
porosidad de n =49.6 + 0.7 y permeabilidad > 1000, que
funciona como soporte de la vegetacién. Cuentan con
un tanque de distribucién con capacidad de 200 L, el
cual se alimenta por bombeo desde una cisterna a través
de una tuberia hidrdulica de PVC. Durante este estudio,
los HAFL operaron con un caudal de 0.26 * 0.1 m*-.dia” y
tiempo de retencion hidrdulica (TRH) de 6.05 + 2.1 dias.

Colecta, siembra y estabilizacion de la vegetacion. Las
plantas de Sagitaria latifolia se colectaron en una zona
inundable en Villahermosa, Tabasco, México (17° 59.219
latitud norte y 92° 57.588’ longitud oeste), mientras que
Sagittaria lancifolia se extrajo de la Reserva de la Biosfera
Pantanos de Centla, Tabasco (18° 18.952’ latitud norte y
92° 32.376’ longitud oeste). Se colectaron plantas jévenes
completas, incluyendo flores y frutos, para su posterior
siembra e identificacién taxonémica segin Zepeda-
Gomez y Lot (2005).

Los ejemplares recolectados se colocaron en contenedores
de 20 L con agua del medio natural, para evitar el estrés.
Ambeas vegetaciones se sembraron en un canal de aguas
residuales, con la finalidad de que se adaptaran al medio
nuevo, donde permanecieron 10 dias. Posteriormente,
se trasplantaron a los HAFL. Se sembraron 15 individuos
por cada HAFL. La ldmina de agua se mantuvo a 0.3 m
durante 14 dias, para disminuir el tiempo de crecimiento
y propagacion. A los 24 dias de la siembra, se aumento el
nivel del agua en los HAFL a 0.5 m para iniciar el periodo
de estabilizacién, el cual se logra hasta que la vegetaciéon
alcanza su madurez y se forma la pelicula bacteriana en
la rizosfera y medio de soporte, esto puede durar hasta
tres meses (Valles-Aragén, & Alarcén-Herrera, 2014).

Todo el proceso de operacién se realiz6 de agosto
a septiembre de 2015, y la fase de evaluacién se inicié
en septiembre de 2016. Lo anterior debido a que la
mejor eficiencia en los humedales se alcanza entre
el primer y segundo afio de operaciéon (Amabilis-Sosa
et al.,, 2016; Torres-Bojorges, Herndndez-Razo, Fausto-
Urquieta, & Zurita-Martinez, 2017).

Andlisis del agua residual. El agua residual empleada en
los experimentos se obtuvo del cdrcamo concentrador

de aguas residuales domésticas de la DACBiol-UJAT,
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tank tributary and nine from the FFCW effluent, giving
a total of 360 simple samples. Temperature and pH
(field parameters) were measured three times a week
with a multiparameter instrument (HI 9828, Hanna
Instrument™®, US). On the other hand, the TSS, BOD,,
COD and FCs (laboratory parameters) were determined
in accordance with Mexican standards (Table 1),
for which the minimum number of samplings was
considered, which was one per week, giving 120 simple
samples. Pollutant removal efficiency was determined
in accordance with Torres-Bojorges et al. (2017).

Harvest. This activity is part of the routine maintenance
and control of the process in the FFCWs. It consists of
removing vegetation that is deteriorated or dead, since
it no longer assimilates pollutants. If this action is not
taken, it has a negative effect on removal efficiency,
as there is free decomposition of pollutants previously
processed, which increases the BOD, concentration
in the effluent from the treatment units (Lot, Olvera,
Flores, & Diaz, 2015; Vera et al., 2010).

At the beginning of the vegetation assessment phase, the
stem was manually pruned to 0.1 m above water level
(0.5 m). This process was carried out again at the end
of the period to account for the biomass generated. The
collected vegetation was deposited in 20 L containers
for weighing with a spring balance with a capacity of
20 kg. In addition to weight, the height (cm), moisture (%),
and leaf width and length (cm) were determined. Also,
the bacterial biomass adhering to the support medium
(on the rocks) was quantified by gravimetry (volatile
matter), by the SVT-adapted method (NMX-AA-034-
SCFI-2001); this was done in duplicate for each CW
(giving a total of 18 samples).

Experimental design and statistical analysis. In this
study, a one-factor design with three treatments was
used: FFCW without vegetation (FFCW-Control), CW
with Sagittaria lancifolia (FFCW-S-Lan) and CW with
Sagittaria latifolia (FFCW-S-Lat), with three replicates
each (Figure 1).

To find differences among treatments (FFCW-Control,
FFCW-S-Lan and FFCW-S-Lat), the Kruskal Wallis test was
performed, followed by the Mann-Whitney test for

Table 1. Methods used for the parameters evaluated.

la cual genera un gasto de 120 m*dia’. Se realizaron
36 muestreos distribuidos en el periodo septiembre -
noviembre de 2016. En cada muestreo se tomaron diez
muestras a las 12:00 horas, una del afluente del tanque
de distribucién y nueve del efluente de los HAFL, dando
un total de 360 muestras simples. La temperatura y el
pH (pardmetros de campo) se midieron tres veces a
la semana con un multiparamétrico (HI 9828, Hanna
Instrument™®, EUA). Por su parte, los SST, la DBO,, la DQO
y los CF (pardmetros de laboratorio), se determinaron
bajo lo establecido en las normas mexicanas (Cuadro 1);
para lo cual se consider6 el minimo ndmero de
muestreos, que fue uno por semana, dando un total
de 120 muestras simples. La eficiencia de remocién de
contaminantes se determindé de acuerdo con lo
establecido por Torres-Bojorges et al. (2017).

Cosecha. Esta actividad es parte del mantenimiento
rutinario y control del proceso en los HAFL. Consiste
en retirar la vegetacién que se encuentra deteriorada
0 muerta, pues ya no asimila los contaminantes. Si no
se realiza esta accidn, se tiene un efecto negativo en
la eficiencia de remocién, ya que hay descomposicién
libre de los contaminantes antes procesados con lo que
se incrementa la concentracion de DBO, de salida en
el efluente de las unidades de tratamiento (Lot, Olvera,
Flores, & Diaz, 2015; Vera et al., 2010).

Al iniciar la fase de evaluacién de la vegetacion, se
podo el tallo de manera manual a 0.1 m sobre el nivel
del agua (0.5 m). Este proceso se realizé nuevamente
al término del periodo para contabilizar la biomasa
generada. La vegetaciéon recolectada se deposité en
contenedores de 20 L para pesarla con una balanza de
resorte con capacidad de 20 kg. Adicional al peso se
determing la altura (cm), humedad (%), ancho y largo
de la hoja (cm). Aunado a lo anterior, se cuantificé la
biomasa bacteriana adherida al medio de soporte (sobre
las rocas) mediante gravimetria (materia voldtil), por el
método adaptado de SVT (NMX-AA-034-SCFI-2001); esto
se realiz6 por duplicado para cada HA (dando un total
de 18 muestras).

Disefio experimental y andlisis estadistico. En este
trabajo se realizé un disefio de un factor con tres
tratamientos: HAFL sin vegetacién (HAFL-Control), HA

Cuadro 1. Métodos empleados de acuerdo con los parametros evaluados.

Variable Method /Método
Temperature /Temperatura In accordance with ISO 7027 /Conforme a la ISO 7027
pH EPA 9040B/SM 4500 H+B

Total suspended solids/Soélidos suspendidos totales

Biochemical oxygen demand/Demanda bioquimica de oxigeno

Chemical oxygen demand/Demanda quimica de oxigeno

Fecal coliforms/Coliformes fecales

NMX-AA-034-SCFI-2001
NMX-AA-028-SCFI1-2001
NMX-AA-030-SCFI-2001
NMX-AA-042-SCFI-1987
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Figure 1. Experimental arrangement of free flow constructed wetlands.
Figura 1. Arreglo experimental de humedales artificiales de flujo libre.

median comparison for the variables TSS, BOD,,
FCs and plant biomass. For COD a one-way analysis
of variance was performed and then Tukey’s test
(P < 0.05). The data were analyzed in the Statgraphics
7.0 statistical package.

Results and discussion

Temperature. The average wastewater temperature at
the end of the experiment was 26.2 £ 0.9, 27.3 + 0.5 and
26 0.8 °C, for the FFCWs-S-Lat, FFCWs-S-Lan and FFCWs-
Control, respectively (Table 2), values that are below
that set out by NOM-001-SEMARNAT-1996 (40 °C) for
the protection of aquatic life. This parameter remains
constant among treatments, and is an important
factor in the growth of mesophilic microorganisms
that favor the process of assimilation of pollutants by
plants and their decomposition (Vymazal, 2007). It is
known that high temperatures affect fauna, aquatic
flora and decomposition of organic matter by reducing
dissolved oxygen; if it is greater than 50 °C, aerobic
digestion and bacterial nitrification are stopped, and
if it is less than 5 °C, microbial activity is inhibited
(Crites & Tchobanoglous, 2000). Therefore, the
recorded temperatures are considered to be optimal
for pollutant removal.

Hydrogen potential (pH). The average pH of the
wastewater in the FFCWs-S-Lat, FFCWs-S-Lan and FFCWs-
Control was 7.7 £ 0.1, 7.5+ 0.1 and 8.0 + 0.2, respectively

con Sagittaria lancifolia (HAFL-S-Lan) y HA con Sagittaria
latifolia (HAFL-S-Lat), con tres réplicas cada uno (Figura 1).

Para encontrar diferencias entre tratamientos (HAFL-
Control, HAFL-S-Lan y HAFL-S-Lat), se realizé un andlisis
de Kruskal Wallis, seguido de un contraste de mediana de
Mann-Whitney para las variables de SST, DBO,, CF
y biomasa vegetal. Para la DQO se realiz6é un andlisis
de varianza simple y después un contraste multiple de
Tukey (P < 0.05). Los datos se analizaron en el paquete
estadistico Statgraphics 7.0™*.

Resultados y discusion

Temperatura. La temperatura promedio del agua
residual al finalizar el experimento fue de 26.2 * 0.9,
27.3+0.5y 26 0.8 °C, para los HAFL-S-Lat, HAFL-S-Lan
y HAFL-Control, respectivamente (Cuadro 2); valores
que se encuentran por debajo de lo establecido por la
NOM-001-SEMARNAT-1996 (40 °C) para la proteccién de
vida acudtica. Dicho pardmetro se mantiene constante
entre los tratamientos, y es un factor importante en
el crecimiento de los microorganismos mesofilos que
favorecen el proceso de asimilacién de contaminantes
por las plantas y la degradacién de estos (Vymazal, 2007).
Se sabe que las temperaturas altas afectan a la fauna,
flora acudtica y degradacién de la materia orgdnica, al
disminuir el oxigeno disuelto; si es mayor a 50 °C, la
digestion aerobia y nitrificacién bacteriana se detienen,
y si es menor a 5 °C la actividad microbiana se inhibe
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Table 2. Average weekly values of the parameters evaluated in the different treatments.
Cuadro 2. Valores promedio semanal de los parametros evaluados en los diferentes tratamientos.

Treatment/ Day/ TSS'(mg'L')/ BOD,(mgL")/ COD (mgL")/ Temperature (°C)/
Tratamiento Dia SST' (mg-L") DBO_ (mg-L") DQO (mg-L") Temperatura (°C) pH
Sump/ 09/09/2016 329.4 254.2 635.6 25.9 7.3
Cdrcamo 16/09/2016 324 375.5 938.8 255 7.4
23/09/2016 353.7 369.4 9234 25.7 7.4
30/09/2016 383.4 4371 979.3 25.9 7.3
07/10/2016 3436 391.7 1008 26.9 8.2
14/10/2016 3577 403.2 1019.3 28.3 8
21/10/2016 223 4077 1092.7 28.3 8
28/10/2016 308.1 400.9 1040 27.83 8.07
04/11/2016 345 400 1010 23.8 8
11/11/2016 367 387 1035 24 8.4
18/11/2016 370 365 998 24.9 8.6
25/11/2016 310 409 970 24.8 8
FFCW-Control/  09/09/2016 91 150 220 25.8 8
HAFL-Control /169016 94 168 250 25 8.1
23/09/2016 100 170 289 25.8 8
30/09/2016 103 165 198 25.8 75
07/10/2016 110 178 194 26.5 8
14/10/2016 97 169 238 26 7.9
21/10/2016 89 175 270 275 7.9
28/10/2016 110 160 195 275 8
04/11/2016 98 175 175 25.7 7.8
11/11/2016 88 187 188 25.8 8.2
18/11/2016 90 172 200 25.3 8.4
25/11/2016 120 164 210 25 7.9
FFCW-S-Lan/ 09092016 13.1 211 52.7 26.8 7.5
HAFL-S-Lan 16/09/2016 127 23.3 58.2 27 7.5
23/09/2016 12.9 18 451 27 75
30/09/2016 12.9 235 58.7 26.9 75
07/10/2016 7 24.3 60.6 27 75
14/10/2016 2.3 24.6 61.6 27 74
21/10/2016 7.3 24.6 61.6 28 7.8
28/10/2016 5.53 24.5 61.27 27.33 7.57
04/11/2016 11.9 24.8 59.9 28 7.4
11/11/2016 12.5 23.9 62.7 27 7.7
18/11/2016 1355 25 65.8 28 75
25/11/2016 131 25.5 67.3 27 75

'TSS = total soluble solids; BOD, = biochemical oxygen demand; COD = chemical oxygen demand; FFCW-Control = free flow constructed wetlands without
vegetation; FFCW-S-Lan = free flow constructed wetlands with Sagittaria lancifolia; FFCW-S-Lat = free flow constructed wetlands with Sagittaria latifolia.

'SST = sélidos suspendidos totales; DBO, = demanda bioquimica de oxigeno; DQO = demanda quimica de oxigeno; HAFL-Control = humedal artificial de flujo libre
sin vegetacion; HAFL-S-Lan = humedal artificial de flujo libre con Sagittaria lancifolia; HAFL-S-Lat = humedal artificial de flujo libre con Sagittaria latifolia.
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Table 2. Average weekly values of the parameters evaluated in the different treatments. (cont.)
Cuadro 2. Valores promedio semanal de los parametros evaluados en los diferentes tratamientos. (cont.)

Treatment/ Day/ TSS'(mg'L")/ BOD,(mgL")/ COD (mgL")/ Temperature (°C)/
Tratamiento Dia SST' (mg-L") DBO_(mgLl")  DQO (mgl') Temperatura (°C) pH
FFCW-S-Lat/ 09/09/2016 18.5 14.9 37.3 25 7.8
HALE-S-Lat 16/09/2016 204 14.5 36.2 24.9 7.8
23/09/2016 15.8 14.7 36.8 25.1 7.8
30/092016 20.6 14.7 36.8 25 7.6
07/10/2016 21.3 7.9 19.9 26.9 7.7
14/10/2016 21.6 2.6 6.5 264 7.7
21/10/2016 21.6 8.3 20.8 27.3 7.7
28/10/2016 21.5 6.27 15.73 26.87 7.7
04/11/2016 20.8 144 35.7 26.87 7.7
11/11/2016 22.7 15.5 33.9 26.86 7.7
18/11/2016 21.8 14.9 37.8 26.86 7.7
25/11/2016 22.5 15.2 37.2 26.86 7.7

'TSS = total soluble solids; BOD, = biochemical oxygen demand; COD = chemical oxygen demand; FFCW-Control = free flow constructed wetlands without
vegetation; FFCW-S-Lan = free flow constructed wetlands with Sagittaria lancifolia; FFCW-S-Lat = free flow constructed wetlands with Sagittaria latifolia.

'SST = s6lidos suspendidos totales; DBO, = demanda bioquimica de oxigeno; DQO = demanda quimica de oxigeno; HAFL-Control = humedal artificial de flujo libre

sin vegetacion; HAFL-S-Lan = humedal artificial de flujo libre con Sagittaria lancifolia; HAFL-S-Lat = humedal artificial de flujo libre con Sagittaria latifolia.

(Table 2). These values comply with the level stipulated
in NOM-001-SEMARNAT-1996, since it establishes that
the maximum permissible pH limit is 5 to 10. On the
other hand, the results obtained agree with the findings
reported by Allen, Hook, Biederman, and Stein (2002),
who state that the microbial nitrification processes
release H', which causes the pH to decrease. However,
the decrease in pH is not greater, mainly due to the
interactions between the substrate and the biofilm,
the presence of plants and the action of the CaCO,
present in the substrate (Kadlec & Wallace, 2009).

Total suspended solids (TSS). The removal of solids
within wetlands occurs due to sedimentation and
filtration, as the roots of the macrophytes and the
support medium reduce the velocity of the water
within the CW. Much of the removal occurs in the
first few centimeters of the inlet area, due to the calm
conditions and shallowness of the water in the system
(Delgadillo et al., 2010; Karathanasis, Potter, & Coyne,
2003). In this study, the sump effluent presented on
average 334.58 mg-L', and with the treatments the
values were 99.2 + 10, 10.4 + 3.8 and 20.8 + 1.9 mg-L"
with 70, 97 and 94 % removal efficiency for the FFCWs-
Control, FFCWs-S-Lan and FFCWs-S-Lat, respectively
(Table 2). These results comply with the maximum
permissible limits of NOM-001-SEMARNAT-1996 and
NOM-003-SEMARNAT-1997, which are 40 mg-L" for the
protection of aquatic life and 30 mg-L" for indirect or
occasional public contact.

The FFCWs in this study achieved greater removal
efficiencies than those reported by Pérez-Salazar,

(Crites & Tchobanoglous, 2000). Por lo anterior, se
considera que las temperaturas registradas son 6ptimas
para la remocién de contaminantes.

Potencial de hidrégeno (pH). El pH promedio del agua
residual en los HAFL-S-Lat, HAFL-S-Lan y HAFL-Control
fue de 7.7 £ 0.1, 7.5 £ 0.1 y 8.0 * 0.2, respectivamente
(Cuadro 2). Dichos valores cumplen con lo reportado
en la NOM-001-SEMARNAT-1996, ya que establece
que el limite permisible mdximo de pH es de 5 a 10.
Por otra parte, los resultados obtenidos concuerdan
con lo reportado por Allen, Hook, Biederman, y
Stein (2002), quienes exponen que los procesos de
nitrificaciéon microbiana liberan H*, lo cual hace que el
pH disminuya. No obstante, la disminucién del pH no
es mayor, debido, principalmente, a las interacciones
entre el sustrato y la biopelicula, a la presencia de
plantas y a la accion del CaCO, presente en el sustrato
(Kadlec & Wallace, 2009).

Solidos suspendidos totales (SST). La remocién de
s6lidos dentro de los humedales se da por sedimentacién
y filtracién; ya que las raices de las macroéfitas y el
medio de soporte reducen la velocidad del agua dentro
del HA. Gran parte de la remocién ocurre en los
primeros centimetros de la zona de entrada, debido a
las condiciones tranquilas y a la poca profundidad del
agua en el sistema (Delgadillo et al., 2010; Karathanasis,
Potter, & Coyne, 2003). En este estudio, el efluente del
carcamo presenté en promedio 334.58 mg-L’, y con
los tratamientos los valores fueron 99.2 + 10, 10.4 +
3.8 y 20.8 * 1.9 mg-L" con 70, 97 y 94 % de eficiencia
de remocién para los HAFL-Control, HAFL-S-Lan y
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Alfaro-Chinchilla, Sasa-Marin, and Agiliero-Pérez (2012),
who treated domestic wastewater from an industrial
sector in a tropical area of Costa Rica using FFCWs
with Cyperus papyrus, and achieved 73 % TSS removal.
Another pilot scale FFCW system, proposed by Valipour,
Raman, and Ghole (2009), with emergent vegetation of
Phragmites sp., presented 86 % TSS removal.

The Kruskal-Wallis test proved that the treatments
have a statistically significant effect (P < 0.0016) on
the decrease of TSS, with 95 % reliability. FFCWs-S-Lan
had the lowest value (12.6 + 3.80 mg-L"), followed by
FFCWs-S-Lat (21.4 + 1.90 mg-L"). On the other hand, the
Mann-Whitney test indicated statistically significant
differences (P < 0.05) among the treatment medians,
with a 95 % confidence level (Figure 2).

Biochemical oxygen demand (BOD,). The sump
wastewater had an average value of 383.39 mg-L" in
BOD,; after the treatments the values obtained were
23.59 and 11.99 mg-L" with FFCWs-S-Lan and FFCWs-
S-Lat, respectively. Both treatments comply with NOM-
001-SEMARNAT-1996 and NOM-003-SEMARNAT-1997,
which establish as maximum limits 30 mg-L" BOD, for
the protection of aquatic life and 20 mg-L" for service
to the public with indirect or occasional contact.

BOD, found in soluble form is removed by biological
degradation (aerobic and anaerobic) carried out by
microorganisms adhering to the surface of plants,
detritus, the water column (as in the FFCWs) and
the support medium; therefore, the level of BOD,
removal in CWs is generally high (Abidi, Kallali, Jedidi,
Bouzaiane, & Hassen, 2009).

HAFL-S-Lat, respectivamente (Cuadro 2). Estos resultados
cumplen con los limites permisibles mdximos de la
NOM-001-SEMARNAT-1996 y NOM-003-SEMARNAT-1997,
los cuales son de 40 mg-L" para la proteccién de vida
acudtica y de 30 mg-L" para contacto puiblico indirecto
u ocasional.

Los HAFL en este estudio alcanzaron eficiencias de
remocioén mayores a las reportadas por Pérez-Salazar,
Alfaro-Chinchilla, Sasa-Marin, y Agiliero-Pérez (2012),
quienes trataron aguas residuales domésticas de un
sector industrial en un drea tropical de Costa Rica
utilizando HAFS con Cyperus papyrus, y alcanzaron 73 %
de remocién de SST. Otro sistema de HAFL a escala
piloto, propuesto por Valipour, Raman, y Ghole (2009),
con vegetacién emergente de Phragmites sp. presentd
una remocion de 86 % de SST.

El andlisis de Kruskal-Wallis prob6 que los tratamientos
tienen un efecto estadisticamente significativo
(P < 0.0016) en la disminucién de SST, con un 95 % de
confiabilidad. Los HAFL-S-Lan presentaron el valor mds
bajo (12.6 * 3.80 mg-L"), seguidos de los HAFL-S-Lat
(21.4 + 1.90 mglL"). Por su parte, la prueba de
Mann-Whitney indicé diferencias estadisticamente
significativas (P < 0.05) entre la mediana de los
tratamientos, con un nivel de confianza de 95 % (Figura 2).

Demanda bioquimica de oxigeno (DBO,). El agua
residual del cdrcamo present6 un valor promedio de
383.39 mg-L' en DBO,, después de los tratamientos
los valores obtenidos fueron 23.59 y 11.99 mg-L" con
HAFL-S-Lan y HAFL-S-Lat, respectivamente. Ambos
tratamientos cumplen con las NOM-001-SEMARNAT-1996
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Figure 2.

Median values (* standard deviation) of total suspended solids (TSS) obtained from the different

constructed wetland treatments evaluated. “‘Means with the same letter between treatments do not

differ statistically (Mann-Whitney, P < 0.05).

Figura 2. Valores de la mediana (* desviaciéon estidndar) de sé6lidos suspendidos totales (SST) de los diferentes
tratamientos de humedales artificiales evaluados. “Medias con la misma letra entre tratamientos no
difieren estadisticamente (Mann-Whitney, P < 0.05).
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BOD, removal efficiency in the FFCWs-S-Lan was 94 %
and in the FFCWs-S-Lat it was 97 %. These averages are
higher than those reported by Valipour et al. (2009),
who establish that CWs with Phragmites sp. vegetation
have a BOD, removal efficiency of 86 %. Solis-Silvan,
Lépez-Ocafia, Bautista-Margulis, Herndndez-Barajas,
and Romellén-Cerino (2016) assessed surface and
subsurface flow CW at pilot scale with T. dominguensis
vegetation for domestic wastewater treatment, and
found that FFCWs have higher BOD, removal efficiency
(97 %) than SFCWs, results similar to the efficiencies
obtained in this research.

The Kruskal-Wallis test indicated that the treatments
have a statistically significant effect (P < 0.0146) with
respect to the decrease in BOD,, with 95 % reliability.
FFCWs-S-Lat recorded the lowest median value
(14.6 £ 4.44 mgL"), followed by FFCWs-S-Lan (24.4 +
2.09 mg-L") and FFCWs-Control (169.5 + 9.38 mg-L").
The Mann-Whitney test showed statistically significant
differences (P < 0.05) among the treatment medians,
with a 95 % confidence level (Figure 3).

Chemical oxygen demand (COD). Verhoeven and
Meuleman (1999) point out that high COD removal
rates are caused by sedimentation of suspended
solids, and by rapid decomposition processes in the
water and upper substrate layers. This is evident in
this work, since the average COD value of the sump
wastewater was 970.8 mg-L’, and at the conclusion
of the treatment the FFCWs-S-Lan had 59.6 mg-L" and
the FFCWs-S-Lat 29.6 mg-L", with a removal efficiency
of 93 and 96 % respectively. These percentages are
higher than those obtained by Mexico’s Secretaria de

y NOM-003-SEMARNAT-1997, que establecen como
limites mdximos 30 mg-L" de DBO, para la proteccion
de vida acudtica y 20 mg-L" para servicio al publico con
contacto indirecto u ocasional.

La DBO, que se encuentra en forma soluble se remueve
mediante la degradacién biolégica (aerobia y anaerobia)
realizada por los microorganismos adheridos a la
superficie de las plantas, a los detritos, a la columna de
agua (como en los HAFL) y al medio de soporte, por ello
la remocién de DBO, en los HA es generalmente alta
(Abidi, Kallali, Jedidi, Bouzaiane, & Hassen, 2009).

La eficiencia de remocién de DBO, en los HAFL-S-Lan
fue de 94 % y en los HAFL-S-Lat fue de 97 %. Dichos
promedios son mayores a los reportados por Valipour et
al. (2009), quienes establecen que los HA con vegetacién
Phragmites sp. tienen una eficiencia de remocién de DBO,
de 86 %. Solis-Silvdn, Lopez-Ocafia, Bautista-Margulis,
Herndndez-Barajas, y Romell6n-Cerino (2016) evaluaron
HA de flujo superficial y subsuperficial a escala piloto
con vegetacién T. dominguensis para el tratamiento de
aguas residuales doméstica, y encontraron que los HAFL
tienen mayor eficiencia de remocién de DBO, (97 %)
que los HAFS; resultados similares a las eficiencias
obtenidas en esta investigacién.

El andlisis de Kruskal-Wallis indic6é que los tratamientos
tienen un efecto estadisticamente significativo
(P < 0.0146) con respecto a la disminucién de DBO,, con
un 95 % de confiabilidad. Los HAFL-S-Lat presentaron el
valor menor de la mediana (14.6 + 4.44 mg-L"), seguidos
de los HAFL-S-Lan (24.4 + 2.09 mg-L") y los HAFL-Control
(169.5 £ 9.38 mg-L"). La prueba de Mann-Whitney mostré
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Figure 3. Median biochemical oxygen demand (BOD,) values (* standard deviation) of the different constructed
wetland treatments analyzed. “Means with the same letter between treatments do not differ statistically

(Mann-Whitney, P < 0.05).

Figura 3. Valores de la mediana (* desviacion estindar) de la demanda bioquimica de oxigeno (DBO,) de los diferentes
tratamientos de humedales artificiales analizados. “Medias con la misma letra entre tratamientos no
difieren estadisticamente (Mann-Whitney, P < 0.05).
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Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT, 2012)
in a CW for the treatment of wastewater generated by
rural communities, where 60 and 75 % COD removal
efficiencies were obtained. For their part, Romero-
Aguilar et al. (2009) obtained COD removal efficiencies
0f 90.2 % with a pilot scale CW with Phragmites australis
and Typha dominguensis. Bedoya-Pérez et al. (2014)
conducted a study with a SFCW for waters similar to
those of this study (institutional) and achieved a COD
decrease with an HRT of nine days for T. latifolia and
seven days for C. papirus (79.4 and 68.1 % respectively).

The BOD,/COD ratio obtained in this study in the
sump wastewater was 0.39, so it can be stated that
this effluent is difficult to degrade; that is, most of
the organic and inorganic matter present cannot
be biochemically oxidized, so other processes such
as oxidation, reduction, volatilization, adsorption,
absorption, sedimentation and filtration intervene
(Bedoya-Pérez et al., 2014; Crites & Tchobanoglous,
2000; Karathanasis et al., 2003).

The one-way analysis of variance showed that the
treatments have a statistically significant -effect
(P<0.002) in the reduction of COD, with 95 % reliability.
This allowed determining that the FFCWs-S-Lat had
the lowest average (29.5 * 10.80 mg-L"), followed
by the FFCWs-S-Lan (59.62 * 5.87 mg-L") and the FFCWs-
Control (218.91 * 35.42 mg-L"). Tukey’s a posteriori
multiple comparison test indicated statistically
significant differences among the different types of
treatments evaluated (P < 0.05), with a 95 % confidence
level (Figure 4).

diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05)
entre las medianas de los tratamientos, con un nivel de
confianza de 95 % (Figura 3).

Demanda quimica de oxigeno (DQO). Verhoeven
y Meuleman (1999) sefialan que las altas tasas
de eliminacion de DQO son causadas por la
sedimentacion de sélidos en suspensién, y por
procesos de descomposicién rdpida en el agua y
en las capas superiores del sustrato. Lo anterior
queda de manifiesto en este trabajo, ya que el valor
promedio de DQO del agua residual del cdrcamo fue de
970.8 mg-L", y al concluir el tratamiento los HAFL-S-Lan
tuvieron 59.6 mg-L" y los HAFL-S-Lat 29.6 mg-L", con
eficiencia de remocion de 93 y 96 % respectivamente.
Dichos porcentajes son mayores a los obtenidos por
la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT, 2012) en un HA para el tratamiento de
aguas residuales generadas por comunidades rurales,
donde alcanzaron una eficiencia de remocién de 60 y
75 % en DQO. Por su parte, Romero-Aguilar et al. (2009)
obtuvieron eficiencias de remocién de DQO de 90.2 %
con HA a escala piloto con Phragmites australis y Typha
dominguensis. Bedoya-Pérez et al. (2014) realizaron una
investigaciéon con HAFS para aguas similares a las de
este estudio (institucionales) y lograron la disminucién
de DQO con un TRH de nueve dias para T. latifolia y de
siete dias para C. papirus (79.4 y 68.1 % respectivamente).

La relaciéon DBO,/DQO obtenida en este estudio en
el agua residual del cdrcamo fue de 0.39, por lo que
se puede afirmar que este efluente es de dificil
degradacion; es decir, la mayor cantidad de materia

240

200

160

120

80

COD (mg-L"") / DQO (mg-L-")

40

+ c
RN

Control

Sagittaria lancifolia

Sagittaria latifolia

Free flow constructed wetlands / Humedales artificiales de flujo libre

Figure 4. Average chemical oxygen demand (COD) values of the different constructed wetland treatments evaluated.
“Means with the same letter between treatments do not differ statistically (Tukey, P < 0.05).

Figura 4. Valores promedio de la demanda quimica de oxigeno (DQO) de los diferentes tratamientos de humedales
artificiales evaluados. “Medias con la misma letra entre tratamientos no difieren estadisticamente

(Tukey, P < 0.05).
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Fecal coliforms (FCs). The sump wastewater presented
an average of 100000 MPN-100 mL’, and at the end
of treatment it was 100 MPN-100 mL" in the FFCWs-
S-Lan and 1000 MPN-100 mL" in the FFCWs-S-Lat.
Based on the results obtained, it was determined that
the maximum permissible limit established by NOM-
003-SEMARNAT-1997 (1000 MPP-100 mL’ for public
service with indirect or occasional contact) is met. The
FC removal efficiency was 99.9 % in the FFCWs-S-Lan
and 99 % in the FFCWs-S-Lat. Keith et al. (2003) state in
their study that the main microorganisms in CWs, such
as FCs, enterococci, Salmonella, Shigella, Yersinia and
coliphages, are removed with efficiencies of 80 to 99 %
with Typha latifolia, Effusus and Scirpus validus. In addition to
the extensive vegetation, processes that contribute
to bacterial removal in CWs are sedimentation,
aggregation, oxidation, filtration, solar irradiation,
antibiosis, predation and competition (Gersberg, Lyon,
Brenner, & Elkins, 1987).

The Kruskal-Wallis test indicated that the treatments
have a statistically significant effect (P < 0.02) with
respect to the reduction of FCs, with 95 % reliability.
The FFCWs-S-Lat had the lowest FC amount in terms
of the median value (1000 MPN-100 mL"), followed
by the FFCWs-S-Lan (100 MPN-100 mL") and the CWs-
Control (100000 MPN-100 mL"). The Mann-Whitney test
indicated statistically significant differences (P < 0.05)
among treatment medians, with a 95 % confidence level
(Figure 5).

Bacterial biomass. Microorganisms adhering to the
support medium are also responsible for the degradation
of organic matter; for this reason, the production of

orgdnica e inorgdnica presente no se puede oxidar
bioquimicamente, porlo que intervienen otros procesos
como la oxidacion, reduccién, volatilizacion, adsorcién,
absorcién, sedimentacion y filtracién (Bedoya-Pérez et
al., 2014; Crites & Tchobanoglous, 2000; Karathanasis
et al., 2003).

El andlisis de varianza simple mostré que los
tratamientos tienen un efecto estadisticamente
significativo (P < 0.002) en la disminucién de DQO,
con un 95 % de confiabilidad. Esto permiti6 identificar
que los HAFL-S-Lat tuvieron el promedio mds bajo
(29.5 + 10.80 mg-L"), seguidos de los HAFL-S-Lan (59.62
+5.87 mg-L") y los HAFL-Control (218.91 * 35.42 mg-L").
La prueba de contraste a posteriori de Tukey indicé
diferencias estadisticamente significativas entre los
diferentes tipos de tratamientos evaluados (P < 0.05),
con un nivel de confianza de 95 % (Figura 4).

Coliformes fecales (CF). El agua residual del cdrcamo
presenté un promedio de 100000 NMP-100 mL", y al
finalizar el tratamiento en los HAFL-S-Lan y HAFL-S-Lat
fue de 100 y 1000 NMP-100 mL", respectivamente. Con
base en los resultados obtenidos, se determiné que se
cumple con el limite permisible mdximo establecido
por la NOM-003-SEMARNAT-1997 (1000 NMP-100 mL"
para servicio al publico con contacto indirecto u
ocasional). La eficiencia de remociéon de CF en los
HAFL-S-Lan fue de 99.9 % y en los HAFL-S-Lat fue de
99 %. Keith et al. (2003) establecen en su estudio que
los principales microorganismos en los HA como
CF, enterococos, Salmonella, Shigella, Yersinia y
colifagos, se remueven con eficiencias de 80 a 99 %
con Typha latifolia, Effusus y Scirpus validus. Ademds de la
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Figure 5. Median fecal coliform (FCs) values (* standard deviation) of the different constructed wetland
treatments evaluated. “Means with the same letter between treatments do not differ statistically

(Mann-Whitney, P < 0.05).

Figura 5. Valores de 1a mediana (* desviacion estandar) de coliformes fecales (CF) de los diferentes tratamientos
de humedales artificiales evaluados. “Medias con la misma letra entre tratamientos no difieren

estadisticamente (Mann-Whitney, P < 0.05).
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microorganisms per unit mass of the support medium
was determined. In this sense, the FFCWs-Control had
a production of 4638.0 mgkg', the FFCWs-S-Lan of
29940.0 mg-kg" and the FFCWs-S-Lat of 8 541.83 mg-kg".

The Kruskal-Wallis test indicated that the treatments
have a statistically significant effect (P < 0.05) on the
presence of microorganisms, with 95 % reliability.
The FFCWs-Control had fewer microorganisms,
with a median of 5033.0 £ 1196.36 mg-kg", followed
by the FFCWs-S-Lat with 7702.5 * 2766.28 mg-kg” and
the FFCWs-S-Lan with 27458.5 + 13135.6 mg-kg'. The
Mann-Whitney test indicated statistically significant
differences (P < 0.05) among treatment medians, with
a 95 % confidence level (Figure 6).

Plant biomass. The growth of Sagittaria latifolia
and Sagittaria lancifolia may vary according to the
environmental conditions where they are found.
The main parameters influencing plant growth and
propagation are temperature, organic matter, available
nutrients and water quantity, as excessive water will
affect vegetation development (Delgadillo et al., 2010).

For Sagittaria latifolia, the stems reached an average
height of 114.5 * 0.8 cm, and the leaves were 23.10 *
8.4 cm long and 20.67 * 2.3 cm wide. At the beginning
of the treatment, the biomass was 24.3 * 1.6 kg and at
the end it was 55 * 1.5 kg, with 61 % moisture. In the
case of Sagittaria lancifolia, the stems had a height of
145.7 £ 3.4 cm, and its leaves were 54 + 5.4 cm long and
17.8 * 3.4 cm wide. The initial biomass of the planted
vegetation was 30.5 £ 0.5 kg and at the end of the

(x 10 000)

vegetacién extensa, los procesos que contribuyen a la
remocion bacteriana en los HA son la sedimentacion,
la agregacion, la oxidacion, la filtracién, la irradiacién
solar, la antibiosis, la depredacién y la competencia
(Gersberg, Lyon, Brenner, & Elkins, 1987).

El andlisis de Kruskal-Wallis indic6 que los
tratamientos tienen efecto estadisticamente
significativo (P < 0.02) con respecto a la disminucién
de CF, con 95 % de confiabilidad; en donde los
HAFL-S-Lat presentaron menor cantidad de CF en el
valor de la mediana (1000 NMP-100 mL"), seguidos de
los HAFL-S-Lan (100 NMP-100 mL") y los HA-Control
(100000 NMP-100 mL"). La prueba de Mann-Whitney
indicé diferencias estadisticamente significativas
(P < 0.05) entre las medianas de los tratamientos, con
un nivel de confianza de 95 % (Figura 5).

Biomasa bacteriana. Los microorganismos adheridos
al medio de soporte también son responsables de la
degradacién de la materia orgdnica; por esta razon,
se determiné la produccién de microorganismos por
unidad de masa del medio de soporte. En este sentido,
los HAFL-Control presentaron una producciéon de
4638.0 mg-kg", los HAFL-S-Lan de 29940.0 mg-kg" y los
HALF-S-Lat de 8541.83 mg-kg™.

El andlisis de Kruskal-Wallis indicé que los tratamientos
tienen efecto estadisticamente significativo (P < 0.05)
con respecto a la presencia de microorganismos, con
95 % de confiabilidad. Los HAFL-Control presentaron
menor cantidad de microorganismos, con una mediana
de 5033.0 + 1196.36 mg-kg", seguidos de los HAFL-S-Lat
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Figure 6. Median bacterial biomass values (+ standard deviation) of the different constructed wetland treatments
evaluated. “Means with the same letter between treatments do not differ statistically (Mann-Whitney,

P < 0.05).

Figura 6. Valores de la mediana (t desviacién estiandar) de la biomasa microbiana de los diferentes tratamientos
de humedales artificiales evaluados. “Medias con la misma letra entre tratamientos no difieren

estadisticamente (Mann-Whitney, P < 0.05).
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Figure 7. Median biomass generation values (* standard deviation) of each vegetation evaluated in the constructed
wetlands. zMeans with the same letter between columns do not differ statistically (Mann-Whitney,

P £0.05).

Figura 7. Valores de la mediana (+ desviacion estdndar) de la generaciéon de biomasa de cada vegetacion evaluada
en los humedales artificiales. “Medias con la misma letra entre columnas no difieren estadisticamente

(Mann-Whitney, P < 0.05).

experiment it was 78 * 1 kg. It should be noted that at
the end of the experiment the plant had an average of
68 % moisture.

These results show that there is a direct relationship
between  plant Dbiomass and microorganism
establishment, as Sagittaria lancifolia presented more
plant biomass and more microorganisms in the
support medium. These results are different from
those of Romero-Aguilar et al. (2009), who assert that
the microorganisms present as biofilm on the support
medium and in plant roots do not show a correlation
between the number of bacteria and the species of the
plant; however, the vegetation that attains the highest
biomass achieves greater nutrient uptake and has a
vigorous root system that facilitates the growth of the
biofilm and the plant itself (Crites, Gunther, Kruzic,
Pelz, & Tchobanoglous, 1988).

The Kruskal-Wallis test indicated that the treatments
have a statistically significant effect (P < 0.04) on the
generation of plant biomass, with 95 % reliability.
The results show that the lowest median value was
recorded in the FFCWs-S-Lat (18 + 1.5) and the highest
in the FFCWs-S-Lan (26.5 * 1). The Mann-Whitney test
indicated statistically significant differences (P < 0.05)
among the treatment medians, with a 95 % confidence
level (Figure 7).

Conclusions
The pilot scale FFCWs with Sagittaria latifolia and

Sagittaria lancifolia vegetation are efficient in the
removal of basic pollutants from domestic wastewater.

con 7702.5 *+ 276628 mg-kg' y los HAFL-S-Lan con
27458.5 + 13135.6 mg-kg’. La prueba de Mann-Whitney
indic6 diferencias estadisticamente significativas
(P <0.05) entre las medianas de los tratamientos, con un
nivel de confianza de 95 % (Figura 6).

Biomasa vegetal. El crecimiento de Sagittaria latifolia
y Sagittaria lancifolia puede variar de acuerdo con las
condiciones ambientales donde se encuentren. Los
principales pardmetros que influyen en el crecimiento
y propagaciéon de las plantas son la temperatura, la
materia orgdnica, nutrientes disponibles y cantidad
de agua, pues si esta ultima es excesiva afectard el
desarrollo de la vegetacion (Delgadillo et al., 2010).

Para Sagittaria latifolia, los tallos alcanzaron en promedio
una altura de 114.5 * 0.8 cm, y las hojas fueron de
23.10 * 8.4 cm de largo y 20.67 * 2.3 cm de ancho. Al
iniciar el tratamiento, la biomasa fue de 24.3 + 1.6 kg
y al finalizar fue de 55 * 1.5 kg, con 61 % de humedad.
En el caso de Sagittaria lancifolia, los tallos tuvieron una
altura de 145.7 £ 3.4 cm, y sus hojas 54 * 5.4 cm de
largo y 17.8 + 3.4 cm de ancho. La biomasa inicial de la
vegetacién plantada fue de 30.5 * 0.5 kg y al finalizar
el experimento fue de 78 + 1 kg. Cabe mencionar que
al final la planta tuvo en promedio 68 % de humedad.

Dichos resultados muestran que existe una relacién
directa entre la biomasa vegetal y el establecimiento
de los microorganismos, pues Sagittaria lancifolia
present6 mayor biomasa vegetal y mayor cantidad
de microorganismos en el medio de soporte. Estos
resultados son diferentes a los de Romero-Aguilar
et al. (2009), quienes afirman que la presencia de
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The water treated in the FFCWs complied with
the maximum permissible limits established by
standards NOM-001-SEMARNAT-1996 and NOM-003-
SEMARNAT-1997, so the treated wastewater can be
reused. It is important to highlight that the removal
efficiencies obtained may vary according to the climatic
conditions of the area where CWs are developed, the
HRT, the type of support used and the characteristics
of the raw wastewater.

The potential observed in the FFCWs with Sagittaria
latifolia and Sagittaria lancifolia is that the use of these
species could be implemented with a sustainable
management system in natural wetlands to reduce
the organic and nutrient load, which through residual
and agricultural inputs reach the lotic or lentic water
bodies in urban or rural areas.

Finally, the use of Sagittaria latifolia and Sagittaria
lancifolia can be recommended for the establishment
of CWs in the tropical areas of Mexico or geographical
areas with similar conditions to those of this region.
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