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La presencia de nitrato en la fase anaerobia es una de

las principales causas del fallo del proceso de eliminacion
bioldgica de fésforo (EBPR) en las estaciones depuradoras

de aguas residuales (EDAR) urbanas. En este estudio

se presentan algunas de las claves investigadas para
comprender esta pérdida de actividad EPBR y también
algunas soluciones para incrementar su estabilidad. Se ha
podido determinar que el tipo de fuente de carbono disponible
es clave para la estabilidad del proceso y también que la
utilizacion de subproductos organicos de bajo coste (glicerol
y metanol) puede mejorar el proceso EBPR en aguas con baja
carga organica.

Palabras clave
EBPR, consorcio microbiano, fuentes de carbono alternativas,
nitrato, planta piloto.
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Biological phosphorus removal: understanding
the underlying mechanisms of EBPR deterioration

due to nitrate recirculation

Nitrate presence in the anaerobic phase is one of the most reported
causes of enhanced biological phosphorus removal (EBPR) failure
in municipal wastewater treatment plants (WWTP). However, the
underlying mechanisms of this failure are not fully understood yet
and efficient solutions have to be provided. This work determined
experimentally in a pilot plant that the nature of the carbon source
plays a key role in this EBPR deterioration process. On the other hand,
the feasibility of using organic low-cost byproducts (glycerol and
methanol) as external carbon source was studied to enhance EBPR for
WWTP facing carbon source shortages.

Keywords
EBPR, microbial consortium, alternative carbon sources,
nitrate, pilot plant.
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1. Introduccion

La eliminacion del fésforo (P) presen-
te en las aguas residuales mediante
la tecnologia EBPR (enhanced biolo-
gical phosphorus removal) se consi-
dera actualmente una de las alterna-
tivas mas econdmicas y sostenibles
para evitar la eutrofizacion de rios y
lagos. Este proceso se lleva a cabo
por los organismos acumuladores de
fosforo (polyphosphate accumula-
ting organisms, PAO) en un proceso
de dos etapas.

La primera etapa es anaerobia
(ausencia de oxigeno, nitrato y ni-
trito) y en ella los PAO son capaces
de acumular de manera intracelular
compuestos organicos de cadena
corta (acidos grasos volatiles, AGV)
en forma de polimeros internos de
reserva (polihidroxialcanoatos, PHA).
La energia necesaria para realizar es-
ta captacion y acumulacién de mate-
ria organica se obtiene a través de la
hidrélisis de las cadenas de polifosfa-
to intracelulares que contienen estos
microorganismos, liberandose asi P
en forma de ortofosfato al medio. La
captacion de materia organica bajo
condiciones anaerobias supone una
ventaja competitiva para los PAO
respecto a otros microorganismos
gue son incapaces de asimilar efecti-
vamente dicha materia organica en
ausencia de un aceptor de electro-
nes (oxigeno, nitrato o nitrito).

Posteriormente, en condiciones
aerobias (presencia de oxigeno) o
anoxicas (presencia de nitrato, nitri-
to o nitrato + nitrito), los PAO degra-
dan la materia organica acumulada,
obteniendo suficiente energia para
el crecimiento y el mantenimiento
celular. Parte de la energia liberada
en estas condiciones se utiliza para
captar ortofosfato del medio y acu-
mularlo en forma de cadenas de
polifosfato, que son utilizadas como
reserva de energia utilizable en con-
diciones anaerobicas.

n° 6

El resultado neto de este pro-
ceso es la captacion de P del agua
residual, ya que el P captado bajo
condiciones aerobias y andxicas es
mayor al liberado previamente en
condiciones anaerobias. Finalmente,
la eliminacion de P del sistema se
consigue gracias a la purga de estos
microorganismos después de la fase
aerobia, cuando sus niveles de P en
forma de polifosfato intracelular son
maximos.

La implementacién de la elimi-
nacion bioldgica de P de manera
simultanea con la eliminacion de
materia organica (C) y nitrégeno (N)
en las EDAR permite la eliminacién
de nutrientes de una manera soste-
nible y econémica. Sin embargo, a
lo largo de los afios se ha observado
gue la combinacion de estos proce-
sos en ocasiones provoca el fallo de
la EBPR debido a las interacciones

gue aparecen entre el metabolismo
de los PAQ y los procesos tipicos de
eliminacién bioldgica de nitrégeno.

La principal de estas interacciones
proviene de la existencia de un reac-
tor aerébico previo al sedimentador.
En los reactores aerdbicos se realiza
el proceso de oxidacion bioldgica de
amonio (nitrificacion), dando lugar
a nitrato. Parte del nitrato generado
aerObicamente acaba siendo recir-
culado al reactor anaerébico a tra-
vés de la corriente de recirculacién
de biomasa (recirculacién externa,
Rexr) (Figura 1). Esta presencia de
nitrato en el primer reactor, que teé-
ricamente deberia ser anaerobio, es
una de las causas mas ampliamente
descritas de fallo del proceso EBPR
en EDAR reales (Henze et al., 2008)
y, a pesar de su importancia, aln no
se conocen perfectamente los moti-
vos reales de este fallo.

Figura 1. Esquema de las configuraciones de la EDAR piloto utilizadas.
Arriba: configuracién anaerobia/anoxica/aerobia (A%/0). Abajo: configuracién
Ludzack-Ettinger modificada (MLE). La flecha roja muestra las entradas
principales de nitrato a la zona anaerobia.
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La hipotesis mas extendida asume
gue en presencia de nitrato u otras
especies intermedias de la desnitri-
ficacion (NO,), la materia organica
es consumida preferentemente por
los organismos desnitrificantes, los
cuales realizan la reduccion de NO,
a N, gas. De este modo, los PAO
pierden la competencia por la fuente
de carbono frente a estos organis-
mos, dando lugar a un deterioro del
proceso EBPR (Cho y Molof, 2004).
Otros autores (Van Niel et al., 1998;
Saito et al., 2004) han planteado la
hip&tesis de que el nitrato, el nitrito
y otros productos intermedios de la
desnitrificacion pueden provocar la
inhibicion de los PAQO, lo que acaba
motivando la pérdida de actividad
EBPR. No obstante, hasta el momen-
to no se ha conseguido establecer
de forma fehaciente la causa prin-
cipal de este fallo de operacion de
las plantas con eliminacién bioldgica
de C/N/P.

Este trabajo, por tanto, se ha cen-
trado en comprender la pérdida de
actividad EPBR observada experi-
mentalmente en EDAR municipales y
proporcionar soluciones para incre-
mentar la estabilidad de estos pro-
cesos. Por un lado, se ha estudiado
el efecto del tipo de fuente de car-
bono en la interaccién N-P en una
EDAR piloto en continuo con elimi-
nacion simultanea de C/N/P. Por otro
lado, se ha analizado la viabilidad de
utilizar subproductos de bajo coste
(glicerol y metanol) como fuente de
carbono externa en sistemas EBPR
con carencia de materia organica.

2. Estudio de la interaccion
N-P en sistemas operados

en continuo

Para poder evaluar la pérdida de ac-
tividad EBPR por la llegada de NO,
al reactor anaerobio, se utilizd una
planta piloto de 146 L con funciona-
miento en continuo.
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Figura 2. Resumen de la operacién de la planta para los diferentes caudales
w7 Utilizados respecto al caudal de afluente (AFL). (¢) = P entrada;
(0) = P salida. La linea roja marca el porcentaje de eliminacién de P.
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La planta operd inicialmente con
configuraciéon anaerobia/anoxica/
aerobia (A%/O) para poder obtener
eliminaciéon simultanea de materia
organica y nutrientes (N y P). Duran-
te mas de 4 meses se trabajé bajo
condiciones estables, alcanzando
un estado estacionario con elevada
capacidad de eliminacion de ambos
nutrientes. Para estudiar el efecto
de la presencia de nitrato en la fase
anaerobia se optd por reconfigurar la
planta introduciendo tanto la recircu-
lacion interna (R;) como la R, en
el reactor anaerobio, maximizando
asf la entrada de NO, en el mismo.
De este modo, el reactor anaerobio
pasd a trabajar bajo condiciones
anoxicas (configuracién Modified
Ludzack-Ettinger, MLE) (Figura 1).

Durante la primera fase del ex-
perimento se utilizd un afluente de
140 L-d"" rico en AGV (75% de 400
mg-L"' DQO), ademas de contener
amonio (40 mg-L"" N-NH,*) y P (10
mg-L" P-PO,*). El tiempo de resi-
dencia celular fue de 15 dias aproxi-
madamente. El caudal de R, fue
incrementado en diferentes etapas
para estudiar la robustez de la eli-
minacion de P frente a un aumento
de nitrato en la que era la fase anae-
robia en la anterior configuracién.
Como se puede observar en la Fi-

gura 2, la eliminacién de fosforo fue
siempre superior al 85%, aun cuan-
do el caudal de la R; se incrementé
hasta una relacién 10:1 respecto al
del afluente. Estos resultados sugie-
ren que la fuente de carbono fue
consumida preferentemente en el
proceso EBPR antes que en la des-
nitrificacién, lo cual va en contra de
lo reportado en la bibliografia hasta
el momento (Henze et al., 2008). La
cuantificacion de la poblacién micro-
biana realizada mediante el método

Figura 3. Imagenes obtenidas en
el microscopio confocal mediante
la técnica de identificacién FISH.

La sonda general (color azul,
EUBmix) marca a la mayoria de
eubacterias, mientras que la sonda
especifica (color rosa, PAOmix)
marca Unicamente a los PAO.
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Figura 4. Composicion del efluente utilizando AGV (izquierda) y sacarosa (derecha) como fuente de carbono.
(0) = amonio; (0) = NO,; y (#) = fésforo.
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FISH (Crocetti et al.,2000; Jubany et
al., 2009) revelé un porcentaje de
PAO alrededor del 70% (Figura 3),
lo que corroboré el mantenimiento
de la actividad PAO a pesar de las
condiciones tedricamente adversas.

En el siguiente paso del estudio, se
decidio reducir la fuente de carbono
a 200 mg-L"" de DQO vy utilizar dos
tipos de sustratos: AGV y sacarosa.
Para el sustrato rico en AGV (Figu-
ra 4 izquierda), sorprendentemente
se observd que la reduccion de la
fuente de carbono no afecto al pro-
ceso EBPR, el cual mantuvo siempre
la concentracién de P en el efluente
por debajo de 1.5 mg-L"". Sin embar-
go, la concentraciéon de NO, en el
efluente si presentd un aumento de
7 a 15 mg-L"', demostrandose una
vez mas en este estudio la capacidad
de los PAO para ganar la competen-
cia por la fuente de carbono frente
a los desnitrificantes cuando el sus-
trato es Unicamente AGV. Contraria-
mente, cuando el sustrato principal
fue sacarosa (Figura 4 derecha) se
observo como la mayoria de esta fue
consumida para desnitrificar el NO,
procedente de la R;,,, reduciéndose
la capacidad de eliminacion de P.

n° 6

De este modo, se demostrd el im-
portante papel que tiene el tipo de
fuente de carbono en el deterioro
de sistemas EBPR por la presencia de
NO, (Guerrero et al., 2011). Cuando
la fuente de carbono estuvo forma-
da principalmente por AGV, la pobla-
cion PAO desarrollada fue capaz de
ganar la competencia por la materia
organica contra los organismos des-
nitrificantes. Contrariamente, cuan-
do se utilizd un sustrato mas com-
plejo (sacarosa), la capacidad EBPR
del sistema decreci6 drasticamente
al verse favorecidos, en este caso, los
procesos de desnitrificacion.

Los resultados obtenidos pueden
ser explicados considerando los pro-
cesos habitualmente asignados a los
microorganismos desnitrificantes.
Bajo condiciones anaerobias, estos
microorganismos fermentan la sa-
carosa y producen AGV, los cuales
son utilizados por los PAQ. De los re-
sultados obtenidos para el afluente
con sacarosa se puede deducir que
la existencia de nitrato impide la
fermentacién de la materia organi-
ca compleja a AGV, hecho légico ya
que la utilizaciéon de esta para desni-
trificar es energéticamente mas fa-

vorable. De este modo, la no forma-
cion de AGV va en detrimento de los
organismos PAQ, lo que tiene como
consecuencia su pérdida de capaci-
dad acumuladora de fosfato y, por
tanto, el incremento de la concen-
tracion de P en el efluente.

Los resultados experimentales de-
muestran que la entrada de nitrato
al reactor anaerobio no es per se el
motivo directo de la pérdida de ac-
tividad EBPR en las depuradoras ur-
banas, sino que es el elemento que
hace reducir la produccion de AGV
que si tiene un efecto sobre la acti-
vidad EBPR. Por tanto, si se pudiera
garantizar la presencia de AGV en
el reactor anaerdbico, la EDAR seria
capaz de mantener la eliminacién
bioldégica de fésforo a pesar de la
introduccién de nitrato en el reactor
anaerdbico.

Estos resultados también permiten
descartar la hipotesis de un posible
efecto inhibitorio del nitrato descri-
to en la bibliografia (Van Niel et al.,
1998; Saito et al., 2004), ya que la
planta piloto es capaz de mantener
la actividad EBPR a pesar de la al-
ta cantidad de nitrato recirculada al
reactor anaerébico.
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Figura 5. Esquema de la propuesta estudiada: sustitucion del proceso de metanogénesis por el proceso
de eliminacién biolégica de P. En color morado se muestran las rutas comunes para ambos procesos; en color rojo,

las tipicas de la metanogénesis; y en azul, las del proceso EBPR.
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3. Utilizacion de subproductos
de bajo coste como fuente

de carbono en sistemas EBPR

Los resultados anteriores demues-
tran que la presencia de AGV ga-
rantiza el funcionamiento del proce-
so EBPR a pesar de la presencia de
nitrato en el reactor anaerébico. De
este modo, la adicién de AGV como
fuente externa de carbono permite
evitar la competencia entre PAO y
desnitrificantes en aguas residuales
con una baja carga orgéanica. No
obstante, el elevado coste econé-
mico que conlleva esta adicion hace
gue sea una alternativa dificilmente
aplicable.

Una solucion posible es la utiliza-
ciéon de la prefermentacion anae-
robia de lodos primarios (Moser-
Engeler et al., 1998; Chanona et
al., 2006), que puede generar una
corriente rica en AGV. Otra alternati-
va prometedora en la cual se centra
parte del estudio aqui descrito es la
adicion de otras fuentes de carbono
mas econémicas. Por ejemplo, los
subproductos generados en la pro-
duccion de biodiésel (principalmente
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glicerol) o el metanol producido de
manera bioldgica (biometanol). La
adicion de estos compuestos pro-
porciona fuente de carbono para la
desnitrificacion del nitrato recircu-
lado y, ademas, permite la genera-
cion in situ de los AGV en el propio
reactor anaerobio. El bajo coste en
el mercado respecto a los AGV, y
su ya demostrada viabilidad como
fuentes de carbono en procesos de
desnitrificacion (Purtschert et al.,
1996; Tora et al., 2011), hacen que
ambos compuestos se planteen co-
mo alternativas prometedoras para
ser utilizadas en sistemas EBPR.

Sin embargo, en el momento en
gue se inici6 este estudio no existian
trabajos que presentasen de mane-
ra exitosa la viabilidad del metanol
o del glicerol como Unica fuente de
carbono para desarrollar actividad
EBPR (Randall et al., 1997; Yuan et
al., 2010). Por ello, la investigacion
realizada se centré en desarrollar
un consorcio microbiano capaz de
mantener actividad EBPR utilizan-
do metanol o glicerol como Unicas
fuentes de carbono. Como ya se ha

comentado anteriormente, asegurar
la presencia de AGV es critico para
poder desarrollar actividad EBPR. Por
esta razon, la idea propuesta se basé
en utilizar organismos tipicos de la
digestion anaerobia seleccionados
para degradar/fermentar sustratos
complejos (metanol y glicerol en este
caso) para producir principalmente
AGV, que los PAO utilizarian como
fuente de carbono, pudiendo asi
desarrollar actividad EBPR. Dicho de
otra manera, se pretendia sustituir
los organismos metandgenos con-
sumidores de AGV de un proceso
tipico de digestion anaerobia por los
PAO (Figura 5). Para estudiar este
proceso novedoso se trabajaron con
reactores discontinuos secuenciales
(sequencing batch reactor, SBR) de
10 L capaces de alternar fases anae-
robias y aerobias.

Tanto para el metanol como para
el glicerol se utilizaron dos estrate-
gias diferentes para desarrollar los
consorcios microbianos:

- Reemplazo directo. Se partio de
un sistema enriquecido en PAO de-
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sarrollado anteriormente en el SBR
y que presentaba una elevada ac-
tividad EBPR. En este se substituyd
directamente la fuente de carbono
habitual (a4cido propionico) por el
nuevo sustrato (glicerol o metanol).

- Desarrollo en dos pasos. Basado
en el enriquecimiento de un lodo
anaerobio en microorganismos ca-
paces de fermentar el metanol o el
glicerol a AGV para mas tarde ser
bioaumentado con un lodo enrique-
cido en PAO.

Debido a que los organismos me-
tanogénicos pueden competir con
los PAO por la fuente de carbono,
es necesario minimizar la actividad
metanogénica para asi lograr una
mayor produccion de AGV. Para ello
se utilizaron diferentes recomenda-
ciones descritas en la bibliografia
(Florencio et al., 1995), como por
ejemplo la disminucién de la tempe-
ratura de trabajo o la utilizacion de
determinados micronutrientes (por
ejemplo cobalto). La utilizacién de
oxigeno también jugd un papel im-
portante al ser necesario para poder
desarrollar actividad EBPR y por ser
un potente agente inhibidor del pro-
ceso de metanogénesis, no siéndolo
tanto de los procesos de acetogéne-
sis 0 acidogénesis (Ferry, 1993; Kar-
nholz et al., 2002). De este modo,
la fase aerobia se fue incrementan-
do en diferentes etapas hasta tener
una extension total suficiente para
inhibir el proceso de metanogéne-
sis y permitir la captacion de P del
medio por parte de los PAO. Como
ejemplo, en la Figura 6 se muestra
gue, tras incluir una fase aireada en
la configuracion del sistema, se ob-
tuvo un lodo capaz de producir AGV
a partir de glicerol.

Las dos estrategias utilizadas per-
mitieron obtener consorcios con ac-
tividad EBPR cuando el glicerol fue
utilizado como Unica fuente de car-

n° 6

.

Figura 6. Produccién de AGV a partir de glicerol tras introducir periodos de
aireacién para reducir el proceso de metanogénesis. (l) = glicerol; y () = dcido
propidnico. Los datos representados corresponden a un ciclo del SBR tras

21 dias (negro) y 26 dias (blanco) del inicio del experimento.
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Figura 7. Resumen de los datos experimentales obtenidos utilizando glicerol
con la estrategia de reemplazo directo (adaptado de Guerrero et al., 2012).

(m) = glicerol en el afluente; y (0) = eliminacién de P. La duracion de las fases
del ciclo utilizadas en el SBR se indica sobre el gréfico de cada periodo

(AN: fase anaerobia; O: fase aerobia; S: sedimentacion).
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bono, tal y como se preveia en las hi-
poétesis de partida. Sin embargo, los
mejores resultados se obtuvieron con
la estrategia del reemplazo directo,
llegando a obtener una eliminacion
de P superior al 90% cuando se uti-
liz6 una configuracién de ciclo con
4 h anaerobia, 3,5 h aerobiay 0,5 h
de sedimentacion (Figura 7). Para la
estrategia de desarrollo en dos pasos
se observaron resultados ligeramen-

te inferiores, que pueden explicarse
por el desarrollo de otros organismos
competidores de los PAO, los GAO
(glycogen accumulating organisms).
Estos organismos son capaces de
consumir la fuente de carbono en
condiciones anaerobias, pero sin uti-
lizar el P en su metabolismo, de mo-
do que no presentan actividad EBPR
ni contribuyen a su eliminacién.
Analizando los porcentajes de GAO
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Los resultados experimentales demuestran

que el glicerol y el metanol podrian ser utilizados

como fuente de carbono externa para la eliminacion

bioldgica de fosforo en aguas residuales con bajo

contenido en materia organica

alinicio y final del desarrollo del con-
sorcio en dos pasos, se observd que
el valor pasé del 23% al 31%.
Respecto a la utilizacion de meta-
nol como Unica fuente de carbono
(Taya et al., 2013), se desarrolléd un
consorcio sintrofico con actividad
EBPR aplicando la estrategia en dos
pasos (Figura 8). El sistema no fue
tan estable como en el caso del gli-
cerol debido a una mayor prolifera-
ciéon de GAO, asi como por la ma-
yor dificultad en la dosificaciéon de
metanol para evitar que llegara a la
fase aerobia. Asi mismo, el reempla-
zo directo con metanol no dio lugar
a actividad EBPR, produciéndose el
lavado de los PAO de los reactores.

4. Estudio de resultados

A modo de resumen, es importante
considerar diferentes aspectos para
desarrollar los consorcios microbia-
nos con actividad EBPR a partir de
compuestos diferentes a AGV (por
ejemplo, metanol o glicerol):

- Distribucién de la biomasa. En
la biomasa inoculada es necesaria la
presencia de una fraccion de orga-
nismos 'indigenas' capaces de fer-
mentar el sustrato complejo a AGV.
Por esta razon, la introduccion de lo-
dos anaerobios deberia a priori favo-
recer el desarrollo del consorcio mi-
crobiano, tal y como sucedié cuando
el metanol fue utilizado como Unica
fuente de carbono.

- Duracion de las fases. La fase
anaerobia necesita una extensién
suficiente para favorecer la fermen-
tacion de los sustratos a AGV vy el
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consumo de estos por parte de los
PAO. Ademas, la fase aerobia de-
be tener la duracion necesaria para
garantizar una captacion neta de P
considerando todo el proceso. La
Figura 7 muestra un ejemplo de
la utilizacion de fases con diferente
duracion para mejorar la actividad
EBPR del lodo.

- Es importante asegurar que todo
el sustrato sea consumido duran-
te la fase anaerobia y, asf, evitar la
presencia de donador de electrones
durante la fase aerobia. Esta pro-
blematica es una de las principales
causas del fallo de los sistemas EBPR.

Para demostrar la viabilidad de
estos consorcios microbianos en
la mejora del proceso EBPR en
aguas con baja carga organica se
operd un reactor SBR (10 L) en el
gue se traté una agua residual de
industria lechera que presentaba
una baja relacion DQO/P (alrede-
dor de 11.5). Segun Broughton
et al. (2008), el valor minimo de
DQO/P para eliminar P de manera
satisfactoria deberia ser 13. Como
se observa en la Figura 9, duran-
te la primera etapa de operaciéon
la capacidad de eliminacion de P
fue bastante baja debido a la baja
relacion DQO/P del agua tratada.
Por ello, se planted afiadir glicerol
para incrementar la concentracion
de materia organica en el agua a
tratar (DQO/P = 16). Al realizar es-
ta adicién, se observé un aumento
de la actividad EBPR del sistema,
incrementandose su capacidad de
eliminacién de fosforo.

Figura 8. Datos experimentales obtenidos en la estrategia de desarrollo
de consorcio en dos pasos y utilizando metanol (adaptado de Taya et al., 2013).
(0) =P inicio de ciclo; (A) = P final de la fase anaerobia; y (W) = P final del ciclo.
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Figura 9. Resultados experimentales obtenidos al utilizar glicerol como
fuente de carbono externa para aumentar la DQO de un agua residual
de la industria lechera con una relaciéon DQO/P baja. (0) = P agua residual;
(m) eliminacion de P; y (A) porcentaje de eliminacion de P.
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5. Conclusiones 6. Agradecimientos

Estos resultados experimentales
demuestran que el glicerol y el me-
tanol podrian ser utilizados como
fuente de carbono externa para la
eliminacién biolégica de P en aguas
residuales con bajo contenido en
materia organica. Estas fuentes de
carbono pueden ser transformadas
por diferentes microorganismos pre-
sentes en el mismo reactor a AGV
utilizables por los PAO. Este proce-
so se puede realizar siempre que la
duracién de la fase anaerobia, o el
tiempo de residencia anaerobio en
un reactor continuo, sea suficiente-
mente elevado. Adicionalmente, la
materia organica afadida también
puede ser utilizada por los microor-
ganismos desnitrificantes para elimi-
nar el nitrato recirculado al reactor
anaerobio. Este doble efecto de la
materia orgdnica adicionada pue-
de permitir mejorar la estabilidad
del proceso EBPR en EDAR donde
se producen fallos habituales en la
captacion de P por los PAO.
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