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RESUM
En aquest treball s'exposen els resultats d'un experiment d’incubaci6 amb addicié de nitrat
de calci a la interfase aigua-sediment de prospeccions procedents de 1'estanyol del Vilar.
Es guantifica I'efecte del tractament d’oxidacié comparant ['estat redox 1 ¢l contingut en
maiéria organica de prospeccions tractades amb el control no tractat. Es considera, tenint
en compte els resultats obtinguis, 'escalat necessari per dur a terme P'addicid de nitrat a

limnocorrals instal-lats a Pestanyol del Vilar i la possibilitat ¢’ésser utilitzat com a métode
per a la seva recuperacid mitjangant 1'oxidacié de 'hipolimnion 1 sediments anaerdbics.

RESUMEN

En este trabajo se exponen los resultades de un experimente de incubacidn con mitrato de
calcio en la interfase agua-sedimento de catas procedentes de la laguna del Vilar. Se cuan-
tifica el efecto del tratamiento de oxidacién comparando el potencial redox y el contenido
en materia orgénica de catas tratadas con el control no tratado. Se considera, segin los re-
sultados obienidos, el escalaje necesario para reahzar la adicidn de nitrato en limnocorraies
instalados en la Jaguna del Vilar, como método para ia recuperacién de la laguna desde el
estado de eutrofia en que se encuentra.

ABSTRACT

This work attemps to depict the results of z calcium nitrate supplemented incubation
experiment on sediments of Vilar Lake. Mitrate {20 mM) was added to water-anoxic
sediment interface of Vilar Lake core. The comparison of redox poteniial and organic mater
contents between control and nitrate treated cores, allows to calculate the amount of
calciom nitrate nedessary to perform the nitrate adition to the monimolimnetic water of
experimental enclosures for its complete oxidation. Such a mesure would enhance organic
mater oxidation via denitrification and could be a suitable technique to improve water
quality of Vilar Lake.
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INTRODUCCIO

El procés de desnimificacid és quantitativament important en [’oxidacié del carboni
organi¢. Al Blelham Tarn s’ha avaluat en un 17% del didoxid de carbeni produit,
acompanyat per un 253% corresponent a metanogénesi (Jones i Simon, 1980}, A
I"area de Banyoles, on la metanogénesi no és aparent, possiblement aquest percen-
tatge féra més elevat o, com a minim, ho féra potencialment.

En general, 1a interfase aigua-sediment €s on es donen majoritariament els
processos de mineralitzacid (Jones 1 Simon, 1980}, Concretament, la desnitrifi-
cacié es localitza preferentment en la part superior del sediment (0-6 cm segons
Sorensen, 1978}, per bé que potencialment —afegint-hi nitrat— es déna a fonda-
ries superiors {Oremland et al. 1984). Considerant el procés de desnitrificacid,
la taxa corresponent a la reduccié de nitrit 2 amoni augmenta mentre que la de
nitrit a nitrogen disminueix en penetrar verticalment en el sediment (King i Ned-
well, 1985).

Es conegut que en angmentar la concentraci6 de nitrat s’estimula la desnitrifi-
cacié en detriment de la reduccié de nitrit fins a amoni (King i Nedwell, 1985).
Agquest fet pot tenir relacid amb ¢l caricter desrepressible que tenen els enzims que
duen a terme la reduccié de nitrat, o almenys de nitrit fins a nitrogen (Koike 1 Hat-
tor1, 1978).

La desnitrificaci6, com a procés d’alliberament de nitrat de sistemes aquatics,
especialment estuarins, és altament eficag per controlar situacions d’eutrdfia
(Cremland et al., 1984). Aquest fet natural fou utilitzat artificialment en el tracta-
ment de restauraci¢ del llac Lillesjon, addicionant nitrat al sistema i per tant
forcant la mineralitzacié del carboni erganic (Ripl, 1976},

Amb la intencié d’aplicar aquesta metodologia de restauracié als limnocorrals
situats a I'estanyol del Vilar (Banyoles}, s 'han dissenyat els experiments descrits
en aquest treball, per avaluar les taxes de desnitrificacié en la interfase aigua-se-
diment d’aquest llac. Els resultats han permés obtenir informacié prévia per dur a
terme ¢l projecte.

MATERIAL I METODES

Extraccié de les mostres. Condicions prévies

El 10 de juny de 1988 es dugué a terme la recollida, a 5,75 metres, de dues pros-
peccions de sediment dur de 1’estanyol del Vilar, Per a tal efecte es va emprar un
mostrejador de percussid. Les prospeccions foren guardades i transpertades a 14
oC per mitja d’una nevera manual. El transport durz de 3 a 4 hores a partir de les
quals s’inicii la cindtica d’incubacié amb nitrat.

Les condicions del lloc de mostratge foren les segiients: temperatura, 13,8 C;
conductivitat, 1003 p3.cm-t; amoni, 130 UM, sulfhidric, present.

Les prospeccions obtingudes foren d'1,98 cm de didmetre i 26 cm d’algada (ai-
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gua inclosa). El sediment ocupava 7,75 ¢cm i representava una secci6 de 3,017 cm?.
El contingut en aigua monimolimneética era de 78,5 mL.

Cinética de desnitrificacio

Per dur a terme I’experiment ¢s disposa la prospeccié dintre un bany termostatitzat

-a 14 °C, temperatura similar a I’observada “in sitn™. La prospecccié duia, just per
sobre de la part ocupada pel sediment, un orifici tapat amb plastilina, per on s’ino-
culava la selucié de nitrat 1 es realitzava ’extraccié dels alfquotes al llarg del
temps.

L’experiment tingué Hloc en condicions d’agitacié interrompuda a través d'un
tub de nilé fi col-locat en Ja interfase aigua-sediment, pel qual es bombollejava N,
gas uns minuts abans i després d’extraure la mostra (Fig. 1).

Durant ['experiment també es monitoritza [’evolucié de la conductivitat, com
a mesura indirecta de la desnitrificacid. Com que els productes del procés sén ga-
sos, I'evolucid en la cinética de la desnitrificacié comperta un descens de la con-

t - Conductivimerre

Farr d2 fFred
- ——

Talef 1crLr~ + Termostat

Figura 1. Esquema del muntatge experimental per assajar la cinética d’incubacio

amb nitrat. L objectiu del disseny fou la termostatitzacié entorn de 14°C de la

mostra de sediment. L’efecte s’aconseguia fent circular I*aigua per una

perliongacis cilindrica d’un bany termostatic convencional que es refredava sota
Ja temperatura ambient gracies a una font de fred.
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ductivitat paral-lel a la davallada del nitrat inoculat. A tal efecte s'utilitza una
c&l-lula de conductivitat de mida reduida unida a un conductivimetre Crison. Les
lectures es prenien, al llarg del temps, abans d’extraure Paliquota i després del pe-
riode d’agitacié.

Per a la realitzacié de ’experiment d'incubaci6, 1 pensant en una futura apli-
cacié a l'estanyol del Vilar, es va triar una sal de calci perqué aquest catié és moit
abundant —i per tant no estrany— a les aigiies de Banyoles, 1 d’entre les sals de
calci, ¢l nitrat tetrahidratat —Ca(NQO,),.4H,0— perqué presenta una solubilitat
més elevada en fred (266 g/100 mL).

En el moment d'iniciar I'experiment es varen inocular 10 mL d’una disselucid
24 g Lt de Ca(NO,},.4H,0, equivalent 2 12,6 g.L-! de NO; 0204, mM NO; La
dissolucié s’moculava amb una xeringa en ¢l forat practicat a tal efecte en la in-
terfase aigua-sediment de la prospeccid, el qual es tapava immediatament amb
ptastilina.

A intérvals regulars de 30 minuts es procedia & 'extraccié d’] mL per I'esmen-
tat forat; aquesta mostra aliquota es diluia fins a 10 mL amb un matras aforat amb
aigua destil-lada, el contingut del qual es guardava congelat fins al moment de
1'analisi. Llavors —abans d’extraure la mostra— s'efectuava la lectura de la con-
ductivitat. Préviament s’havia activat el sistema d’agitaci6 per bombeolleig amb N,
durant un minut.

Analisi de les mostres

Una vegada finalitzat P'experiment, es procedia a analitzar les mostres per deter-
minar el contingut en nitrats 1 en nitrits.

El metode utilitzat per determinar la concentraci$ de nitrats fou potenciome-
tric, per mitja d’un eléctrode selectiu model 93-07 d'Orion Reserch connectat a
un mesurador Orion model SA 720. L’analisi tingué lloc en un bany termostatit-
zat a 20 °C.

Pel que fa al métode de determinacié per a nitrits fou el colorimétric segons
Strickland 1 Parsons (1972).

Avaluacid de I’efecte oxidant sobre les mostres de sediment del nitrat de calci

Un cop finalitzat I’experiment d’incubacié amb nitrat de calci, es procedeix a
quantificar ['efecte oxidant que sobre la mostra produeix ¢l tractament. Per com-
parar es disposava d'una prospeccié de control, mantinguda congelada fins al
moment.

En primer lloc, s’extreu la prospeccid del tub de metacril-lat desplagant una
barnilla metal-lica unida a un tap de butil que com un d’&mbol, va permetre extreu-
re la mostra. Ja en aquest punt cal tenir present que el sediment s sotmet a una cer-
ta compressid gue en alguns casos pot induir a error.
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Seguidament, es mesura e potencial redox aplicant a intérvals de 0,5 cm i tot
al llarg de la prospeccié, un eléctrode de plati Metrohm AG 6.0401.100{JB) unit
a un mesurador Orion SA 720,

Una vegada mesurat ] potencial d’oxido-reduccié, es varen tallar les prospec-
cions a trossos de 0,5 a 3 cm de longitud i 3,2 cm? de seccié. Posteriorment es me-
sura el pes fresc i el pes sec, previ secatge a 105 °C en un forn Pasteur. A conti-
nuacié, s'incineraren les mostres a 350 °C en una mufla.

RESULTATS I DISCUSSIO

Desnitrificacio. Model matematic

Per modelar el procés de Ja desnitrificacid, es parteix de la seqiiéncia de reaccions
Irreversibles segiient:

NO,” —> NO,; —> NO —>N,0 —> N,

Agquesta seqiiéncia s'ha de considerar simplificada, pel fet d’haver de prescin-
dir de quantificar els productes gasosos del procés durant els experiments d’incu-
bacié (NO, N,O i N,), els quals s’anomemeran globalment productes de desnitri-
ficacié {Desn.). De manera que la segiiéncia a modelar queda reduida com
s’assenyala a continuacig:

NG, >NOy > Desn.
K, K,

Cada una d’aquestes reaccions de reduccid es pot considerar modelada segons
la cingética de Michaelis-Menten:

V=Y

¥ man '—-—-A—-

K +A

essent A qualsevol dels substractes en giiestid i K, la constant d’afinitat de cada
una de les reaccions.

Diferents autors posen de manifest que els valors de K d’aquest tipus de cingé-
tica; tant per la reduccid de nitrat com per la de nitrit, sén de ’ordre de 15 uM (Be-
tlach i Tiedje, 1981}). En conseqii#ncia i com que les concentracions de nitrat i ni-
trit s6n com & minim 10 vegades superiors a les K, (K, + A —> A), es pot
considerar la desnitrificacid {almenys en les dues primeres reaccions} com un pro-
cés que segueix una cinética d’ordre zero. Aquest tipus de cingtica és comuna a
concentracions de nitrat superiors 2 1 pM (King 1 Nedwell, 1985). Per tant el me-
del es pot formular de la manera segiient:
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-d[NO;-)/dt =K
d[NO, J/dt =K ;- K,
d{Desn]/dt =K,

essent les velocitats K, 1 K, constants al llarg de tof el procés.

Analisi cinética en el model experimental

S’han considerat els valors totals tant de nitrats com de nitrits presents en cada mo-
ment en I’aigua en contacte amb la prospeccid de sediment, considerant e] volum
d’atgua present en cada un dels intérvals. _

En ambdds casos —desaparicié de NOy- i produccié de NO,— es pot observar
un periode d’adaptaci6é d’unes 6 hores, després de les quals s'aprecia un compor-
tament clarament lineal. Es en el cas de la produccié de nitrit on, en les iltimes ho-
res de 'experiment, a partir de les 73 hores, s’observa una certa estabilitzacis en-
torn als 5-6 pmols de NO, (Fig. 2). Com a referéncia, en experiments d’incubacié
emprant la técnica de I’acetilg, la produccié de N,O comenga a les 3 hores a partir
de 1’addicid de nitrat {Sorensen, 1978).

Possiblement, aquesta estabilitzacié en els valors de nitrit correspongui a una

1.25 h T k3 T T T ]
0 . 20 40 &0 80 100 120

Tamps {h}

Figura 2. Cindtica de desaparici6 de substracte i produccié de nitrit iniciada amb
25,6 mM de nitrat de calci. S’expressa el contingut total de nitrat (jmols NO, '} i
nitrit (imols NO, '} en funcié del temps de durada de 1'experiment.
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major desaparici6 de nitrit vers altres espécies volatils del nitrogen, respecte a 1'in-
grés de nitrit a causa de la reduccié del nitrat. En qualsevol cas, per limitacié tec-
nica, no pedrem quantificar aquest extrem.

[D’acord amb el model anteriorment descrit 1 per regressié lineal de tots els va-
lors de nitrat obtinguts al llarg de Pexperiment d’incubacid es pot calcular, amb ¢o-
eficient de correlacié de 0,93, la taxa de desaparicid de nitrat K=K 4;=7,596 =
0,409 pmols.h-L.

També per regressid, perd entre els punts 8 i 18, ambdds inclosos (Fig. 2),
i amb un coeficient de 0,978 es pot quantificar la taxa d’acumulacié de nitrits
dNO,/dt=0,0% pmols NO,  h-1= 85,30315,127 pmols NO,-h-l.

Pe manera que la velocitat de desnitrificacid sera:

K=K nor= 7,506 £ 0,393 pmols.h.

Per tant, ¢l sistema d’incubacié consumeix NO, segons una velocitat de 7,596
pmols.h-1, i mentre la taxa de desnitrificacié (cap a productes volatils) és de 7,506
tmols.h-Y, la quantitat acumulada de nitrit és de tan sols 85,303 pumols.h-1. En con-
seqiiéncia, es pot dir que de tenir lloc el procés de recuperacié de masses d’zigua
a través de I'oxidacié amb nitrat, I'acumulacié de nitrit féra minima, la qual és
avantatjosa ja que el nitrit €s un producte tdxic.

Es pot veure com la diferéncia dels parametres controlats, assumint un temps
final de 120 hores, s’ajusten bé als valors de les constants del model anteriorment
exposat:

NO, [NO, ] inicia} - [NO," ] final = 2-1,07 = 0,93 pmols NO, -
consumit en 120 h.

NO, [NO, ] inicial- [NO,-] final = 0,4-5,57 = 5,17 pmols NO,-
produits en 120 h,

Per diferéncia 0,00517 - 0,93 = 0,925 pmols NO,-
perduts per desnitrificacié en 120 h.

L’experiment s'ha desenvolupat incubant una prospeccié d’una superficie de
3,017 cm? de sediment i fent un mostreig de 1’aigua de la interfase. Aixi doncs, les
constanis K, 1 K, es poden convertir, per facilitar els calculs posteriors, en:

K iNoa.= 25,177 ]Jm{)IS.NOB'.mQ.h-l
K, Desn =24,879 pmols.desnit.m2 h-1

i I’acumulacié de nitrit sera tan sols de 0,283 umols NO,.m2.h!.

Aquestes taxes sén comparables, en alguns casos, amb les obtingudes a través
de la bibliografia (Taula 1). $’hi observa una gran diferéncia entre les taxes de se-
diments marins i lacustres, ja que aquestes dltimes so6n molt més grans. En el cas
del sediment de V’estanyol del Vilar, es veu que tan sols resulta comparable amb



R. BRUNET, E. MONTESINOS & CARLES ABELLA

Taula L. Taxes de desnitrificacid (ymo] NO,-.m2h1} de diferent proccdcnma
i tractament de [a mostra.

Lioc Tractarﬁcnr Taxa  Referéncia
Sediments marins 18-20°C 1821 Sorensen, 1978
Sediments costaners : :
1 estuaring 31-181 Nishio, 1982
Sediments costaners Incubacié
St. Francisco Bay in situ 1-22 Oremland, 1984
Sedimenis costaners slurries
St. Francisco Bay agitats 37-6202 Oremland, 1984
Llac Norrviken Incubacid

i situ 1782 Tirén, 1976
Llac Ramsjin « 2382 Tirén, 1976
Llac Erken « 743 Tirén, 1976
Llac Botjarn T & 143 Tirén, 1976
Llag Litlesjon . 421704 Ripl, 1976
Estanyol del Vilar . 14°C 248795 Aguest treball

Nota: Dades originals segons: (I} pmol N.m-2.h-1. {2) umol N2m-2.h-1.
(3} mg N2.m-2.dia-1. (4) g N.m-2.dia-1. (5} pmolDesnit.m-2.h-1,

== N2 mmols
= NOZ-umols

NO3- {mmols)
NO2- {umols)

1,0 +—— - - r ——0
0 20 40 80 80 1006 120

Temps {h}

Figura 3. Evolucié de la conductivitat de |’aigua en contacte amb Ja mostra de

sediment durant ’experiment d’incubacid. La disminucid de 1a conductivitat ddéna

idea de la transformaci6 del nitrat de calci cap a productes més volatils de nitrogen
al liarg de "experiment.
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la taxa del llac Lillesjén (Ripl, 1976} que fou 1,6 vegades més gran que ['obtin-
guda a partir de mostres del Vilar.

Pel que fa a la conductivitat (Fig. 3), es pot observar que presenta una evoluc16
similar a la desaparicié de nitrat i la taxa de disminucié de la conductivitat s’ha cal-
culat en 2,030 uS.cm-Lh!. Caldria, en tot cas, estandarditzar la variacié de conduc-
tivitat respecte a la concentracié de nitrat; d’aquesta manera es podria disposar
d’un parametre senzill i cdmode de determinar que podria ser propercional a la
concentracié de nitrat i inversament proporcional a la cindtica de desnitrificacis.

Amb posterioritat a 'experiment d’incubacid, es dugué a terme un control de
la possible reduccid espontania de la solucid de nitrat. A tal efecte es disposaven
aliguotes de 50 mL d’una solucié | mM de NO,- en condicions combinades d’es-
terilitat i llum/foscor. Passats 7 dies es va determinar la concentracié de nitrit, que
fou de 8,8 M unicament en condicions de no esterilitat i en preséncia de llum.

Com a conclusid es pot pensar en algun tipus de reduccid o bé d’excreci6 de
nitrit portat a terme per algues. L’excrecid de nitrit per part d’algues ha estat des-
crita en condicions de deficit de llum {Blasco, 1971},

En qualsevol cas, aquest resultat suggereix la necessitat de plantejar posteriors
experiments d’incubacié amb nitrat protegint la prospeccié de la llum ambiental
o bé emprar DCMU (3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea} com a inhibidor de la
fotosintesi algal; alhora que també indica que no es déna reduccid quimica es-
pontania de nitrat a nitrit.

Efecte oxidant del nitrat sobre el sediment

En la figura 4 es presenten els resultats de I’analisi del potencial d’oxido-reduccid,
matéria organica i densitat al llarg de la prospeccid. En les figures es pot observar
clarament que mentre la prospeccid de control presenta un redox negatiu (reductor)
en els primers 5-6 cm seguit d'una amplia zona de potencial comprés entre els +20
iels -60 mV, la prospeccid tractada amb nitrat presenta una zona clarament oxi-
dada (potencial positiu +160-+20 mV), que ocupa els primers 2-2,5 cm des de la
interfase aigua-sediment.

Una vegada tractada la prospeccid amb nitrat s'observava una franja de color
ocre en els primers centimeires de la mostra, que evidenciava ['efecte oxidant del
nitrat. La prospeccid prévia al tractament i la prospeccid de control presentaven co-
loraci¢ negre en aquesta mateixa zona. En totes dues prospeccions seguien 2 la
franja ocre/negre sengles zones grises al llarg de la resta de les mostres,

En la Taula 2 es presenten diversos pardmetres caracteristics de cada una de les
prospeccions, l'oxidada i fa control. S’observa com els valors dels diferents par-
metres s6n considerablement inferjors en el cas de la prospeccid tractada que en
la control. Si bé segons la resta de parametres es pot pensar en una compactacié
més gran deguda a la manipulacid de la prospeccié de control (Fig. 43, els valors
de mateéria crganica per incineracié sén inferiors en meés de 100 mg respecte al
control. Aixo indica que les diferéncies s6n degudes al tractament oxidant efectuat.
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Taula 2, Distribucié de la matéria organica (per incineracid) {mg.ctn-3) i la densitac
{g.cm3} al llarg de la fondaria d’ambdues prospeccions, I'oxidada amb nitrat 1 la control,

Matéria organica Densitat
{mg.cm3¥) . {g.cm3)
Fondaria (cm) Control  Oxidada Control Oxidada
0.5 104,1 21,6 2,590 0,650
1.0 92,7 55,9 2,387 1,810
1.5 92,7 455 ° - 2,555 1,684
20 479 —_ 1,563
2.5 — 57,2 — 1,688
35 46,1 — 1,366 -
50 _ — 37,0 . — 1,296
5.5 EEN] — 2,286
7.5 — 33,2 — 1,300
8.5 45,4 1,445 —
11.5 57,0 —_— 1,630 —

Aplicacié dels resultats a ’estanyol del Vilar

Considerant la taxa de desnitrificacié K,= 7,506 umol desn.h-1 1 atés que I'expe-
riment tingué lloc durant 120 h, disposem de 0,901 umols NO,- desnitrificat en fi-
nalitzar I"experiment. En una prospeccié de 3,017 cm?, representa una taxa de 0,3
umol NO;- desn.em2 equivalent a 18,6 mg NO,- desnitrificat.cm-2.

D’acord amb la quantitat integrada de matéria organica en els primers 1,5 cm
de les prospeccions (50,862 mg matéria organica (M.O.). cm2), es pot calcular:

50,862 mg M.O.cm%/18,6 mg NO,- desn.cm2 =
= 2,734 mg M.O./mg NO," desnitrificat. (1)

Considerant que la prospecci6 control conté una quantitat integrada de 95,6 mg
de matéria organica c¢m? i fent-la extensible a 1’area dels Tubs de Lund, que és
d’uns 60 m2, es disposara de 57,36 kg de matéria organica total a degradar. Per
tant, segons la proporcié {1) seran necessaris 20,98 kg de NO,- equivalents a 40,77
kg de Ca(NO,),.4H,0 per oxidar aquesta quantitat de matéria organica*.

L’aplicacié del nitrat permet obtenir una elevada eficidncia d’oxidacis de la
matéria organica i una escassa acumulacié de nitrit. Aquests avantatges justifiquen
'aplicaci6 en els limnecorrals intal-lats a Pestanyol del Vilar, de I"addicié de nitrat

*Atés, perd, que el 53% de la matdria organica s recalcitrant —no oxidable per nitrat—, la quantitat que
s'ha d'afegir es rebaixa a 163 g de nitrat.m 2, comparable 2 l'emprada en el Hlac Lillesjoén: 151 g de nitrat.
m2 (Ripe, 1976}
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de calci en el monimolimnion per provocar la desnitrificacié i induir €18 processos
de recuperacit d’aquesta massa d’aigua eutrdfica,

Tanmateix en aplicar aquesta metodologia de recuperacié s’hauran de consi-
derar i controlar els efectes col-laterals de 1'addicié de nitrat a Ja columna d'aigna
i al sediment, especialment el possible alliberament al medi de nitrat-reductases
per part dels bacteris nitrat-reductors. Aquests enzims sembla que catalitzen, a tra-
vés de compostos de baix pes mol-lecular del sediment, la reduccié del Fe (III},
amb la consegiient alliberacié de fasfor dels complexos, en principi estables, que
formen aquests dos elements (Jansson, 1987).

En els sistemes eutrdfics dominats pel cicle del sofre com Iestanyol del Vilar,
cal buscar alternatives lligades a altres cicles dels elements per tal de disminuir
'efecte toxic de la sulfat-reduccid, i canalitzar I'oxidacié de la matéria organica
fins a components gasosos, com ¢l nitrogern, que COMpOorien un menor impacte en
¢l sistema,
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