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Abstract-The treatment of wastewater in Lucanas, Ayacucho, employed indigenous consortia of Chlorella vulgaris and Bacillus sp. Initial
analyses showed thermotolerant coliform levels exceeding established limits. After 4 days, the treatment achieved a 73% reduction compared to
62.8% without treatment. Samples from nearby water bodies were collected to isolate and characterize indigenous microorganisms, which were
applied in a laboratory-scale experimental system with hydraulic retention times of 24 and 48 hours. The results showed an average coliform
reduction of 65.56% at 24 hours and 71.77% at 48 hours, with statistically significant differences compared to untreated controls. The combined
use of Chlorella vulgaris (3,820,000 cells/mL) and Bacillus sp. proved to be an effective, economical, and adaptable solution for contexts in the
Peruvian highlands.
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Resumen— El tratamiento de aguas residuales domésticas en
Lucanas, Ayacucho, empled consorcios autoctonos de Chlorella
vulgaris y Bacillus sp. Los andlisis iniciales mostraron niveles de
coliformes termotolerantes por encima de los limites establecidos.
Tras 4 dias, el tratamiento logro una reduccion del 73% frente al
62.8% sin tratamiento. Se recolectaron muestras de cuerpos hidricos
cercanos para aislar y caracterizar microorganismos autoctonos,
aplicandolos en un sistema experimental a escala de laboratorio con
tiempos de retencion hidrdulica de 24 y 48 horas. Los resultados
mostraron una reduccion promedio de coliformes del 65.56% a las 24
horas y del 71.77% a las 48 horas, con diferencias estadisticamente
significativas respecto a los controles sin tratamiento. El uso
combinado de Chlorella vulgaris (3 820 000 células/mL) y Bacillus sp.
demostré ser una solucion eficaz, economica y adaptable para
contextos de la sierra del Peru.

Palabras clave: aguas residuales, consorcios autoctonos,
Bacillus sp., Chlorella vulgaris, coliformes termotolerantes.

Abstract- The treatment of wastewater in Lucanas, Ayacucho,
employed indigenous consortia of Chlorella vulgaris and Bacillus sp.
Initial analyses showed thermotolerant coliform levels exceeding
established limits. After 4 days, the treatment achieved a 73%
reduction compared to 62.8% without treatment. Samples from nearby
water bodies were collected to isolate and characterize indigenous
microorganisms, which were applied in a laboratory-scale
experimental system with hydraulic retention times of 24 and 48 hours.
The results showed an average coliform reduction of 65.56% at 24
hours and 71.77% at 48 hours, with statistically significant
differences compared to untreated controls. The combined use of
Chlorella vulgaris (3,820,000 cells/mL) and Bacillus sp. proved to be
an effective, economical, and adaptable solution for contexts in the
Peruvian highlands.

Keywords: wastewater, indigenous consortia, Bacillus sp.,
Chlorella vulgaris, thermotolerant coliforms.

I. INTRODUCCION

La gestion sostenible del agua se ha convertido en un
desafio critico debido a que la agricultura consume el 70% del
agua dulce extraida, transformando a la escasez hidrica en una
amenaza directa para la produccion de alimentos [1]. Este
problema se intensifica ante la necesidad de alimentar a una
poblacion mundial proyectada en 9 mil millones para 2050, lo
que exige aumentar la produccién alimentaria con recursos
hidricos cada vez mas limitados [2]. Ademas, en paises en

desarrollo, méas del 80% de las aguas residuales se descargan en
el entorno natural sin ningdn tipo de tratamiento, lo que resulta
en riesgos significativos al ser reutilizadas en el riego agricola,
estas mismas aguas contienen altas concentraciones de
productos quimicos y metales pesados, que se acumulan en los
organismos vegetales, afectando la cadena alimenticia [3].

A nivel global, més del 10% de la poblacion consume
alimentos irrigados con aguas residuales, afectando tanto a
agricultores como a consumidores [4]. Esta situacion
incrementa la inversién en salud pablica, ya que los patdégenos
transmitidos por el agua provocan aproximadamente 564 000
muertes por enfermedades diarreicas al afio [5]. La situacion se
agrava debido a la falta de sistemas de saneamiento adecuados,
que afecta al 46% de la poblacion mundial, especialmente en
comunidades rurales, donde el 82% carece de estas
instalaciones [6].

Desde un enfoque ambiental, los vertimientos de aguas
residuales domésticas alteran la composicion de los cuerpos de
agua debido a su alto contenido de nitrégeno y fdésforo [7]. La
irrigacion prolongada con estas aguas ha causado acumulacion
de metales pesados en suelos, como en Egipto, donde se han
detectado plomo, cadmio y hierro tras 30 afios de uso [8]. Estos
contaminantes afectan el microbiota del suelo y la cadena
alimentaria, contribuyendo a la eutrofizacidn y degradacion de
habitats /97; ademas, un estudio en Singapur demostré que la
reutilizacion de aguas residuales sin tratamiento es una fuente
de contaminacién microbioldgica en la agricultura [10].

Para mitigar estos impactos, se han implementado
normativas sobre el vertido de aguas residuales domésticas y su
uso en riego. Aunque existen estandares internacionales, la falta
de uniformidad dificulta su aplicacidn por ello, se han mejorado
los sistemas de tratamiento en Bolivia, Honduras y Ecuador
[11].

En Per(, las normativas sobre tratamiento de aguas
residuales ain requieren actualizacion. Se ha promulgado un
decreto para el retso de aguas municipales tratadas en riego
urbano; Decreto Supremo N° 003-2010-MINAM vy el Decreto
Supremo N° 004-2017-MINAM determinan los Limites
Maximos Permisibles (LMP) y los estandares de calidad del
agua para riego con agua residual doméstica [12], [13], basado
en estandares de la Organizacion Mundial de Salud (OMS).
Segun, La Superintendencia Nacional de Saneamiento
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(SUNASS), el 62.4% de las aguas residuales domésticas es
gestionado, pero solo el 42.6% de pequefias ciudades cuenta
con plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR). En
2022, se estimd que 211 millones de metros cubicos de aguas
residuales fueron vertidos sin tratamiento, reflejando una
mejora limitada respecto a afios anteriores [14]. Por otra parte,
persisten vacios normativos que dificultan su aplicacién. Por
ejemplo, el 75% de las regulaciones nacionales no monitorean
el fosforo como contaminante, lo que limita la evaluacion de
riesgos ambientales [15]. De igual manera, la ausencia de
normativas sobre tarifas de recoleccién de agua complica la
sostenibilidad operativa de las PTAR [16], afectando el
cumplimiento del Objetivo de Desarrollo Sostenible nimero 6,
enfocado en la gestion sostenible del agua.

En este contexto, el desarrollo de tecnologias innovadoras
ha permitido la reduccion de contaminantes en aguas residuales
como la electro-Fenton para reducir la carga microbiana y los
residuos farmacéuticos en aguas residuales domésticas, aunque
su implementacion es limitada por la falta de inversion [17].
Ante ello, se han desarrollado alternativas como los vermifiltros
con geofiltros [6], humedales artificiales y microorganismos
como bacterias.

Una innovacion en biotecnologia resalta el uso de
consorcios de microalgas y bacterias autdoctonas como una
estrategia avanzada que permiten revalorizar los cuerpos
hidricos, destacando microalgas y bacterias por su eficacia en
la remocién de nitrégeno, fésforo y carga microbiana [ 18]. Este
ultimo, se muestra con la presencia de un consorcio bacteriano
en aguas residuales domésticas, a destacando Bacillus subtilis,
el cual ha demostrado una disminucién significativa en
pardmetros como demanda bioquimica de oxigeno (DBOs),
demanda quimica de oxigeno (DQO), s6lidos disueltos totales
(TDS), solidos totales (TS) y coliformes fecales, mejorando la
calidad del agua [19]. Un estudio reciente evalud el efecto de
Chlorella vulgaris y Spirulina artrospora en la reduccion de
coliformes fecales en aguas residuales. Los resultados indicaron
que Chlorella vulgaris logré una eliminacion del 88.92% de
coliformes fecales tras siete dias de tratamiento, evidenciando
su potencial como agente biorremediador en sistemas de
tratamiento de aguas residuales [20].

Los consorcios de microalgas y bacterias representan una
alternativa sostenible para el tratamiento de aguas residuales,
superando las limitaciones de los métodos convencionales y
reduciendo su impacto ambiental [21]. En este estudio,
proponemos el uso de consorcios autdctonos de bacterias y
microalgas, aislados de cuerpos hidricos [énticos de la sierra del
Perti, para evaluar la reduccion de coliformes termotolerantes
en aguas residuales domésticas durante el tratamiento
secundario a escala de laboratorio.

II. MATERIALES Y METODOS

A.  Area de Estudio

El estudio se realizd en la localidad de Lucanas, en el
distrito del mismo nombre, provincia de Lucanas, region
Ayacucho, situada en la sierra peruana a 3,385 m.s.n.m. En esta
localidad se encuentra una PTAR inhabilitada, lo que ha

provocado el vertimiento de aguas residuales domésticos en el
riachuelo Cuculihuaicco, este riachuelo es utilizado para el
riego agricola en la zona baja del distrito (fig. 1). Sin embargo,
el procedimiento experimental se realiz6 en la Universidad de
Peruana de Ciencias Aplicadas (UPC), Lima, Perti.

B.  Muestreo de agua

Para evaluar la calidad inicial del agua en el riachuelo
Cuculihuaicco, se tomd una muestra compuesta en horarios
estratégicamente seleccionados, a 200 metros aguas abajo del
punto de descarga de aguas residuales domésticas sin
tratamiento previo (fig. 1) identificadas en ArcGIS Pro,
siguiendo el Protocolo Nacional para el Monitoreo de la
Calidad de los Recursos Hidricos Superficiales [15] y la guia
otorgada por el laboratorio NSF INASSA S.A.C acreditado por
el Instituto Nacional de Calidad (INACAL). La Tabla 1
presenta informacion detallada sobre el punto de muestreo y los

horarios de recoleccion.
TABLA |
PUNTO DE MUESTREO Y HORARIO DE RECOLECCION

Punto Caracteristicas Medidas Horario
Latitud 14°37°7.56’S 7 am
Nel Longitud 74°14°7.45°0 1pm
Altitud 3303 m.s.n.m. 3pm

Nota. Elaboracion propia

La muestra compuesta consta de agua residual doméstica
recolectada en un frasco de vidrio de 250 ml esterilizado para
la evaluacion de microorganismos, un frasco de plastico de 1
litro, dos frascos de plastico de 500 ml (uno de ellos destinado
para el analisis de turbidez, el cual debe ser refrigerado a < 4°C
con un tiempo de vida de 48 horas desde la toma de la muestra),
ademas de incluir etiquetas, preservantes, gel pack y el
documento de cadena de custodia.

Fig. 1. Ubicacion de puntos de muestreo.

C. Caracterizacion de microorganismos autoctonos

La caracterizacion de microorganismos autdctonos se
realizé en el laboratorio de la UPC de las muestras de los
cuerpos hidricos cercanos al riachuelo Cuculihuaicco, cuyo
estudio es descriptivo que busca identificar y -clasificar
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bacterias y microalgas mediante la observacién de su
morfologia en su entorno natural, sin manipulacién de
variables. De las cuales se quiere identificaran dos tipos de
bacterias y microalgas para determinar cual de ellas tiene mayor
presencia en la zona.

Se recolectaron 41 muestras a través de un muestreo
aleatorio estratificado calculadas con la ecuacion 1,
identificadas en 3 cuerpos de agua loticos (fig. 2): la laguna
PadrePaccochan, con un perimetro de 800 m, donde se
establecieron cuatro puntos de control cada 200 m, subdivididos
en intervalos de 10 m, totalizando 80 puntos [22]; y la laguna
Qoreccocha, de 970 m, con un procedimiento similar que
resultd en 96 puntos de muestreo. Este enfoque es pertinente
debido a la escasa cobertura vegetal en los pisos altitudinales de
quechua y puna de la zona de estudio [23] lo que justifica un
muestreo denso para obtener resultados representativos, por
ultimo, se incluyd un pequefio cuerpo hidrico, conocido como
puquio.

_ Nth

n, = N
Donde:

n,:Tamano de muestra de cada estrato

Np:Tamaiio de muestra de poblaci6

n:, Tamaio total de la muestra

N: Tamaiio total de la poblacion.

€y

1) Bacteria: Bacillus sp., Pseudomonas sp

Para la caracterizacion se emplearon medios de cultivo
especificos: agar Cetrimida para Pseudomonas sp. y agar
nutritivo para Bacillus subtilis [24]. Para la preparacion, se
pesaron 128.46 g de Cetrimida y 26.9 g de agar nutritivo,
disueltos en 956 mL de agua destilada, cada una para obtener
un total de 41 placas, las cuales fueron esterilizadas en
autoclave a 121°C durante 20 minutos. Posteriormente, se
vertio el medio en placas Petri debidamente rotuladas y se
procedi6 a la siembra de las muestras utilizando el método de
estrias. La clasificacion morfologica de las bacterias se realizo
mediante la tincion de Gram, observandose que Bacillus subtilis
(Gram positiva) presentd una coloracion naranja, mientras que
Pseudomonas sp. (Gram negativa) mostrd una tincion verde
[24]. Finalmente, se efectud el conteo de colonias bacterianas
utilizando un contador de colonias del laboratorio de la UPC,
con el objetivo de identificar las zonas con mayor concentracion
de microorganismos.

2) Microalgas: Spirulina arthospira y Chlorella vulgaris

Para su identificacion, la preparacion del medio de cultivo,
se pesaron 6 g de agar nutritivo y se disolvieron en un matraz
de 500 ml con el medio Chu para microalga de agua dulce,
seguido de una esterilizacion en autoclave a 121 °C durante 1
hora. Luego, se dejo enfriar hasta aproximadamente 50 °C y se
vertié en placas Petri estériles [25]. Para la siembra, se tomo
dos gotas con una micropipeta estéril y se depositd sobre el
agar; luego, con un asa de siembra flameada, se realizd el
rayado en la superficie, se sello con Parafilm®, rotuld y se
almaceno en una camara climatica a 14 °C durante 8 dias [26].

Luego se utilizo la observacion microscopica, donde Chlorella
vulgaris present6 células esféricas, unicelulares, de 2 a 10 pm
de didametro [27], mientras que Spirulina arthospira mostrd una
morfologia filamentosa y helicoidal, tipica de cianobacterias
[28].

N p—

Fig. 2. Ubicacion de los cuerpos hidricos aledafios y la distribucion del
nimero de placas con Agar bacteriano.

D. Diserio y procedimiento del sistema de tratamiento

El disefio es un experimento con sistemas independientes
para la aplicacion de bacterias y microalgas autdctonas, debido
a que las bacterias pueden emitir sustancias toxicas que afectan
el crecimiento de las microalgas y competir por los nutrientes
[29].

Para evitar esta interferencia, se utilizaron envases de
plastico separados (11 x 11 x 19 cm) en soportes que facilitan
el monitoreo (fig.4). El disefio del experimento es unifactorial,
ya que se evaluard un solo factor el tiempo de retencion
hidraulica (TRH) en dos niveles diferentes (24h y 48h), [30]
manteniendo constantes las demas condiciones experimentales.

DE TRATAMIENTO Y MONITOREO

DISENG DEL SISTEMA
TERMOTOLERANTES (NMP)

INICIO DEL 'l'RA'I'AMIISN'I'()] RECUENTO DE COLIFORM lﬁ]

04 h 4 h
ISLAMIENTO DE i
A l?:é’;’ ER';AI;)Y i MUESTREOQ DE AGUA ANALISIS DE RESULTADOS
2 W, T
s TRATADA (24hy 48 h) EN SOFWARE ESTADISTICO

Fig. 3. Fases del sistema.

El procedimiento del sistema del tratamiento consta de 5 fases
(fig. 3) a partir del disefio del tratamiento:

1)  Obtencion de cepas bacterianas y microalgas

La activacion de bacterias se inicia descongelando viales
conservados en glicerina a temperatura ambiente, seguida de la
siembra en placas de agar nutritivo, utilizando una muestra del
cultivo para su incubacion a 37°C durante 24-48 horas y
observacion del crecimiento de colonias bacterianas.
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Posteriormente, se prepara un caldo de cultivo nutritivo
(Nutrient Broth) en condiciones estériles, inoculando una
colonia seleccionada de Bacillus sp. e incubandola en agitacion
a 37°C durante 24 horas para su reproduccion. Se realizan
diluciones sucesivas en solucion salina estéril (0.85% NaCl)
hasta alcanzar concentraciones de 107°. Finalmente, se inoculan
10 mL de las diluciones 1077 o 10°® de Bacillus sp. en los
sistemas de tratamiento de aguas residuales.

El conteo de microalgas se realizdo manualmente utilizando
la Camara de Neubauer, lo que permitioé obtener una estimacion
precisa de su densidad celular. La concentracion de células se
encontr6 dentro del rango ideal de 1 a 10 millones de células
por mililitro, lo que la hace adecuada para el tratamiento.

2) Inicio de tratamiento

Antes de aplicar los tratamientos, el efluente de agua
doméstica se filtrd para reducir los solidos suspendidos. Luego,
cada sistema se equip6 con aireacion para garantizar una 6ptima
oxigenacion y la temperatura, el pH, la intensidad luminica (12
h luz / 12 h oscuridad) para favorecer la fotosintesis de las
microalgas [31].

El proceso se desarrollo en dos etapas iniciales: la primera
etapa: aplicacion de bacterias 1 x 107 UFC/mL 1% de 1800 ml
de agua residual [30]; segunda etapa: aplicacion de 30% de
microalgas [32], de 1800 ml de agua residual (fig.3) pasadas las
24 hy en el segundo envase.

3) Muestreo y monitoreo de agua tratada

Se realiza diariamente para asegurar el cumplimiento de los
estandares establecidos, colocando los frascos en una camara de
crecimiento o incubadora con control de temperatura (25-30°C)
y fotoperiodo (12h luz/12h oscuridad), verificando el correcto
funcionamiento del instrumento de agitacion para la aireacion
de los sistemas. El muestreo consiste en la recoleccion de 10
mL de cada frasco al inicio del experimento (dia 0) y en los dias
I, 2 y 3, segun el tiempo de retencion hidraulica y las
repeticiones asignadas.

1lcm D 11cm
_E\IEITHADA. E SALIDA

BACTERIAS l | MICROALGAS
[ L
1 r

19 cm 19 cm

Fig. 4. Disefio de sistema

4) Recuento de coliformes termotolerantes

El método del Nimero Més Probable (NMP) [33] para el
recuento de coliformes termotolerantes se calculara mediante la
ecuacion de reduccidén porcentual:

Valor inicial — Valor final

Reduccién (%) = ( X 100% 2

Valor inicial

Utilizando los datos iniciales y finales NMP de coliformes
obtenidos para cada intervalo de tiempo evaluado (24 y 48
horas) y bajo condiciones con y sin tratamiento. Se calculara el
porcentaje promedio de reduccién y su desviacién estandar,
considerando las repeticiones experimentales.

5) Analisis de resultados en software estadistico

El andlisis estadistico se realizara con una metodologia
descriptiva y comparativa, empleando software como Minitab
y Excel. Se calcularan estadisticas descriptivas como media,
desviacion estandar y coeficiente de variacidn, y se compararan
los datos obtenidos con los ECA. Se aplicaran pruebas de
comparacion como Kruskal-Wallis, ANOVA de un factor y test
de Tukey, ademas de la prueba de Mann-Whitney en algunos
casos. Para la validacion de los supuestos estadisticos, se
utilizara la prueba de Shapiro-Wilk para normalidad.
Finalmente, los resultados se visualizaran mediante graficos de
barras, boxplots y diagramas de medias con intervalos de
confianza.

I11. RESULTADOS

A. Analisis de las condiciones de los
fisicoquimicos y  microbiologicos  del
Cuculihuaijo
Las muestras compuestas recolectadas de los puntos

descritos en la Tabla 1 fueron trasladadas al laboratorio NFS

S.A.C. para su andlisis. Las concentraciones de coliformes

totales superan significativamente los niveles ambientales

nacionales permitidos (Fig. 4), alcanzando una concentracion
de 1 230 000 NMP/100 mL. Esto contrasta con los estandares

ambientales de LMP de 10 000 NMP/100 mL y el ECA de 1

000 NMP/100 mL[12], [13].

pardametros
riachuelo

Comparacion de coliformes totales: Resultados de
laboratorio vs. estandares ambientales
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Fig. 5. Comparacion de concentraciones de coliformes totales

Los parametros fisicos presentan valores dentro de los
limites establecidos por los LMP y ECA. Sin embargo, al
contrastar los resultados con los ECA para Categoria 3 (Fig. 5),
se observa que los valores obtenidos superan los limites
permitidos. Los ECA establecen un maximo de 15 mg/L para
DBOs y 40 mg/L para DQO, lo que muestra un exceso de 12
mg/L en DBOs y 24 mg/L en DQO.
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Comparacién de DBOS y DQO: Resultados de
laboratorio vs. estdndares ambientales
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Fig. 6. Comparacion de valores DBOs y DQO

Los resultados obtenidos sirven como referencia para
evaluar las condiciones fisicoquimicas actuales del riachuelo. A
partir de este analisis, se identificaron microorganismos
adaptados al agua dulce que contribuyan a la mejora de su
calidad.

B. Caracterizar microorganismos en cuerpos hidricos
aledarios
A partir de alli, se realizaron procedimientos separados

para la identificacion de bacterias y microalgas autdctonas.

1) Bacterias Autoctonas

El analisis de las muestras recolectadas en los cuerpos
hidricos permitio la identificacion de bacterias autoctonas,
confirmandose la presencia de los géneros Pseudomonas sp. y
Bacillus sp. mediante su aislamiento en medios de cultivo
selectivos. La presencia de estos microorganismos sugiere su
adaptacion a las condiciones del ecosistema y su potencial
funcional en la biotransformacioén de contaminantes.

El cultivo en Agar Nutritivo permitié el crecimiento y
aislamiento de Bacillus sp., mientras que el Agar Cetrimide
favorecié el desarrollo selectivo de Pseudomonas sp. La
caracterizacion morfologica mediante tincion de Gram
confirmé la naturaleza de los microorganismos: Bacillus sp.
presentd una tincion Gram positiva (color violeta) (Fig. 6),
mientras que Pseudomonas sp. exhibié una tincion Gram
negativa (color rosado).

Fig. 7. Bacterias Bacillus sp. autoctonas de Lucanas

El analisis estadistico del conteo bacteriano por punto de
muestreo utilizando la prueba estadistica de Kruskal-Wallis
indico que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre las medianas de los tres cuerpos de aguas
analizados: Laguna Qoreccocha, Laguna PadrePaccochan y el
Puquio (p = 0.353).

Sin embargo, la prueba de Mann-Whitney revel6 una
tendencia hacia una mayor abundancia de Bacillus sp. en la
Laguna PadrePaccochan, con una diferencia de medianas de 3
unidades en comparacion con la Laguna Qoreccocha. Ademas,
la menor variabilidad observada en los datos de la Laguna
PadrePaccochan sugiere condiciones mas estables 'y
homogéneas, mientras que en la Laguna Qoreccocha se
evidenci6 una mayor dispersion y fluctuaciones en los niveles
bacterianos.

En funcién de estos resultados, la Laguna PadrePaccochan
fue seleccionada como el sitio dptimo para el aislamiento de
Bacillus sp., debido a la estabilidad en sus niveles bacterianos
y su proximidad a la localidad de Lucanas, lo que facilita su
accesibilidad.

2) Microalgas Autoctonas

Ahora bien, el analisis microscopico de las 82 muestras
recolectadas permiti6 la identificacion de microorganismos en
los cuerpos hidricos evaluados. En la Laguna Qoreccocha, de
los 18 puntos analizados, 4 muestras mostraron
microorganismos visualizables, destacando la presencia de
microalgas, mientras que el resto contenia principalmente
sedimentos y residuos. En la Laguna PadrePaccochan, de los 22
puntos  evaluados, solo 2  muestras presentaron
microorganismos detectables.

Por otro lado, en el manantial Puquio, se identificaron
microalgas en una de las dos muestras recolectadas, destacando
las especies Spirulina arthrospira (Fig. 7) y Chlorella vulgaris

(Fig. 8).

Fig. 8. Microalgas Spirulina arthrospira autoctonas del distrito de Lucanas

La Spirulina arthrospira mostro6 su caracteristica estructura
filamentosa helicoidal, mientras que Chlorella vulgaris
presentd células redondas de entre 2 y 10 um. Esto permitié
confirmar su identificacion.
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Fig. 9. Microalgas Chlorella vulgaris autdctonas del distrito de Lucanas

Se selecciond Chlorella vulgaris para su uso en el sistema
de tratamiento de aguas residuales, debido a su mayor
capacidad de remocion de nutrientes, ademas de su eficacia en
condiciones de bajas temperaturas.

Tras el aislamiento y produccion de las cepas, se llevo a
cabo el cultivo de microalgas a mayor escala para cubrir los
cuatro sistemas experimentales y sus respectivas repeticiones.
Se aplico un 30% de 1800 mL de agua residual en cada sistema.
Ademas, la densidad celular de Chlorella vulgaris se determind
mediante un recuento en la Camara de Neubauer, obteniéndose
un total de 764 células con un tamafio menor a 6 pm, lo que
equivale a una concentracion de 3,820,000 células/ml.

Este resultado confirma que la concentracion de Chlorella
vulgaris se encuentra dentro del rango optimo de 1 a 10
millones de células/mL para su aplicacion en sistemas de
tratamiento de aguas residuales, posicionandola como la
microalga ideal para el proyecto.

C. Porcentaje de reduccion de coliformes termotolerantes
mediante la aplicacion de dosis controladas de consorcios
autoctonos Chlorella variabilis y Bacillus sp.

Se registraron los valores iniciales de coliformes (P1) mediante
tres repeticiones a las 24 y 48 horas. En la Tabla 1 se presentan los
porcentajes de reduccion de coliformes, tanto en condiciones de
tratamiento como en ausencia de este.

TABLA Il )
PORCENTAGEPROMEDIO DE REDUCCION DE COLIFORMES
TERMOTOLERANTES
Prueba Horas de tra- Reduccién Reducciéon CT** (%
tamiento ST* (% pro- promedio)
medio)
P1 24 horas 44.00 67.60
48 horas 62.80 73.00
P1-R1 24 horas 50.00 66.25
48 horas 61.67 68.83
P1-R2 24 horas 58.33 65.42
48 horas 61.25 65.42
P1-R3 24 horas 42.86 60.95
48 horas 56.67 70.95

ST*: Sin tratamiento
CT**: Con tratamiento

Nota. Elaboracion propia en base a los resultados obtenidos en el laboratorio de
la Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas.

Los resultados obtenidos muestran la reduccion porcentual
de coliformes termotolerantes bajo diferentes condiciones de
tratamiento. A las 24 horas, el tratamiento logra una reduccion
promedio del 65.56%, mientras que, sin tratamiento, la
reduccion es de 48.3%. A las 48 horas, la reducciéon con
tratamiento asciende a un 71.77%, en comparaciéon con un
60.1% en ausencia de tratamiento (Fig. 9).

Reduccion porcentual de coliformes termotolerantes por
tiempo y tratamiento
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Fig. 10. Reduccion porcentual de coliformes termotolerantes

D. Andlisis estadistico

Se llevo a cabo un anélisis de varianza (ANOVA) de dos
factores para evaluar el impacto de los tiempos de retencion y
las condiciones de tratamiento, comparando tratamiento (CT) y
sin tratamiento (ST). Para los periodos de tratamiento de 24 y
48 horas, el analisis mostré un valor p de 0.004 (p < 0.05),
indicando diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos. En particular, el tiempo de retencion de 48 horas
demostré una mayor eficacia, con un porcentaje promedio de
reduccion del 71.77%, en comparacion con el 65.56%
registrado a las 24 horas.

Condiciones de tratamiento (CT vs. ST):

El anélisis estadistico reveld diferencias significativas en la
reduccion de coliformes termotolerantes entre las condiciones
evaluadas (p =0.000, p <0.05). El tratamiento (CT) mostrd una
mayor eficacia, con un porcentaje promedio de reduccion del
67.3%, en comparacion con el 54.7% registrado en la condicion
sin tratamiento (ST). Ademas, el diagrama de interaccion
evidencid que el efecto del tiempo de retencion depende de la
condicion de tratamiento, sugiriendo una relacion significativa
entre ambos factores.

El analisis post hoc de Tukey mostr6 que, a las 48 horas, la
reduccion promedio de coliformes en CT oscild entre el 70% y
el 75%, con menor variabilidad en los datos, lo que indica una
mayor estabilidad y eficacia del tratamiento en tiempos
prolongados. En contraste, en ST se observdo una menor
reduccion promedio, con una mayor dispersion de los datos,
particularmente a las 24 horas. Sumado a ello, la condiciéon ST
presentd una variabilidad significativamente mayor a lo largo
del experimento, lo que sugiere una respuesta menos predecible
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y una menor estabilidad en la reduccion de coliformes,
especialmente en tiempos de retenciéon mas cortos.

IV. DISCUSION

La concentracion de coliformes termotolerantes y totales
en el riachuelo Cuculihuaijo, que alcanza los 1 230 000
NMP/100 mL, evidencia una situacion critica de contaminacion
fecal, ya que supera ampliamente tanto los Limites Méaximos
Permisibles (10 000 NMP/100 mL) como los Estandares de
Calidad Ambiental para categoria 3 (1 000 NMP/100 mL), lo
cual refleja no solo la ausencia de tratamiento de aguas
residuales, sino también las deficiencias estructurales del
sistema de saneamiento local; esta situacion ha sido reportada
previamente en contextos similares donde se ha demostrado que
la falta de infraestructura sanitaria adecuada se asocia
directamente con una elevada carga microbiana en cuerpos de
agua urbanos [34], [35]. Si bien los parametros fisicoquimicos
como la DBOs (27 mg/L) y 1a DQO (64 mg/L) cumplen con los
limites m&ximos permisibles, estos atn exceden los estandares
para usos agricolas y pecuarios, lo que implica una carga
organica residual capaz de fomentar procesos de eutrofizacion;
adicionalmente, aunque los niveles de aceites y grasas (< 5
mg/L), sdlidos suspendidos (27 mg/L) y pH (7.29) se mantienen
dentro de los rangos normativos, es importante considerar el
efecto acumulativo de los solidos suspendidos sobre la
dindmica de los ecosistemas acuéticos, tal como advierten en
otros investigadores[34] .

La concentracion de coliformes termotolerantes y totales
en el riachuelo Cuculihuaijo, que alcanza los 1 230 000
NMP/100 mL, evidencia una situacion critica de contaminacion
fecal, ya que supera ampliamente tanto los Limites Méaximos
Permisibles (10 000 NMP/100 mL) como los Estandares de
Calidad Ambiental para categoria 3 (1 000 NMP/100 mL), lo
cual refleja no solo la ausencia de tratamiento de aguas
residuales, sino también las deficiencias estructurales del
sistema de saneamiento local; esta situacion ha sido reportada
previamente en contextos similares donde se ha demostrado que
la falta de infraestructura sanitaria adecuada se asocia
directamente con una elevada carga microbiana en cuerpos de
agua urbanos [35], [36]. Si bien los parametros fisicoquimicos
como la DBOs (27 mg/L) y 1a DQO (64 mg/L) cumplen con los
limites maximos permisibles, estos aln exceden los estandares
para usos agricolas y pecuarios, lo que implica una carga
orgénica residual capaz de fomentar procesos de eutrofizacion;
adicionalmente, aunque los niveles de aceites y grasas (< 5
mg/L), s6lidos suspendidos (27 mg/L) y pH (7.29) se mantienen
dentro de los rangos normativos, es importante considerar el
efecto acumulativo de los solidos suspendidos sobre la
dindmica de los ecosistemas acuéticos, tal como advierten en
otros investigadores[34] .

A nivel microbioldgico, se procedio a la identificacion de
microorganismos autdctonos en la laguna PadrePaccochan,
donde predominaron cepas de Bacillus sp. y Pseudomonas sp.;
aunque las pruebas estadisticas de Kruskal-Wallis y Mann-
Whitney no mostraron diferencias significativas entre las
distintas lagunas analizadas (p > 0.05), la abundancia relativa

de Bacillus sp. resulta relevante por su reconocida capacidad de
adaptacion y eficiencia en la descomposicion de materia
organica [37]. En paralelo, el andlisis de microalgas revelé una
notable superioridad de Chlorella vulgaris (3 820 000
células/mL) frente a Spirulina arthrospira (37 500 células/mL),
lo que justificé su eleccién para conformar un consorcio
biologico junto con Bacillus sp., debido a su reconocida
capacidad para contribuir en procesos de remocion de
contaminantes y su tolerancia a condiciones ambientales
variables.

En este contexto, se evalud un sistema experimental basado
en dicho consorcio bioldgico, el cual logré eficiencias de
remocion del 65.56% a las 24 horas 'y del 71.77% a las 48 horas
de tiempo de retencion hidraulica (TRH), incluso en
condiciones de laboratorio sin control artificial de temperatura
ni iluminacién; estos resultados son comparables con estudios
previos que, utilizando Scenedesmus almeriensis en sistemas
abiertos, reportaron eficiencias cercanas al 70% aunque con
mayor variabilidad debido a la menor estabilidad ambiental
[21]. A su vez, el andlisis estadistico de interaccion demostrd
que el TRH tiene un efecto significativo Unicamente en
presencia del consorcio bioldgico, como se refleja en la
condicién CT (consorcio tratado), donde se observd una
reduccion promedio del 70% con baja variabilidad (65%—75%),
a diferencia de la condicion ST (sin tratamiento), que presentd
una eficiencia menor y mas dispersa (45%-55%); esta falta de
paralelismo entre condiciones confirma que el TRH influye de
manera diferenciada dependiendo de la presencia del consorcio,
lo que pone en evidencia la importancia de la sinergia
microbiana en la eficacia del tratamiento [38], [39]. Estos
hallazgos coinciden con investigaciones previas que reportan
reducciones superiores al 90% en DBOs y DQO mediante
consorcios similares, reforzando el uso de microorganismos
autoctonos como una estrategia eficiente, sostenible y de bajo
costo para el tratamiento de aguas residuales, especialmente en
zonas como Lucanas [40]); ademas, a diferencia de estudios
centrados Unicamente en la eliminacion de Escherichia coli
[41], esta investigacion abordd coliformes termotolerantes
totales, lo cual evidencia una mayor robustez del sistema ante
comunidades microbianas mas complejas.

Con base en estos resultados, se plantea el escalamiento del
sistema mediante un reactor modular de 2 000 m3, con un caudal
de 1 000 m3/dia y un TRH de 48 horas, capaz de alcanzar una
remocion cercana al 70% de coliformes termotolerantes,
cumpliendo con los estandares nacionales sin requerir
infraestructura energética adicional; para ello, se propone el
disefio de un biorreactor tubular cerrado que aproveche la
radiacién solar y mantenga un microclima estable en altitudes
entre 2 300 y 3 500 m s.n.m., lo que garantiza su operatividad
en regiones altoandinas [42]. Si bien otros estudios recomiendan
sistemas HRAP (High Rate Algal Pond) por su bajo
requerimiento energético, estos requieren superficies extensas
y presentan mayor sensibilidad a condiciones ambientales
variables [43], mientras que el sistema evaluado en esta
investigacién optimiza el uso del volumen con un mayor gasto
operativo debido a la necesidad de circulacidn interna [44].
Aunque existen reportes de eficiencias de remocion del 92% en
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cinco dias y hasta del 99% en diez dias [39], el presente estudio
ofrece una ventaja competitiva al lograr niveles elevados de
remocion en solo 48 horas, lo que incrementa su viabilidad
técnica y econdmica; sin embargo, para asegurar Ssu
sostenibilidad a largo plazo y ampliar su alcance, se recomienda
incorporar una etapa de coagulacion-sedimentacion antes y
después del tratamiento bioldgico, desarrollando asi esquemas
hibridos méas robustos [45], ademés de realizar bioensayos que
consideren contaminantes emergentes y evallen posibles
subproductos toxicos derivados de tratamientos terciarios [44].

V. CONCLUSION

Los resultados confirman la eficacia del consorcio
Chlorella vulgaris y Bacillus sp. en la remediacion de efluentes
con alta carga microbiana, logrando reducciones del 65.56% en
24 horasy 71.77% en 48 horas para coliformes termotolerantes.
Su accién sinérgica permite una degradacion eficiente de
materia organica y patégenos, representando una alternativa
viable a métodos convencionales.

El andlisis fisicoquimico mostr6 que, aunque DBO5 y
DQO cumplen con los limites normativos, adn superan
estandares para riego y consumo animal, sugiriendo la
necesidad de tratamientos mas eficientes. La predominancia de
Bacillus sp. y Pseudomonas sp. destaca su potencial
biorremediador, mientras que la mayor concentracién de
Chlorella vulgaris frente a Spirulina arthrospira resalta su
idoneidad para remover nutrientes y metales pesados.

Estos hallazgos coinciden con estudios previos que
reportan eficiencias superiores al 90% en tiempos de retencion
prolongados, pero este estudio demuestra reducciones
comparables en plazos méas cortos, optimizando la operatividad
del sistema. La interaccién entre tiempo de retencién y
consorcio  bioldgico fue estadisticamente significativa,
mostrando  menor  variabilidad en  sistemas  con
microorganismos.

En conclusién, los sistemas combinados de microalgas y
bacterias ofrecen una solucién sostenible y eficiente para la
biorremediacién de aguas residuales. Se recomienda investigar
la optimizacion de la relacién bacteria-microalga, evaluar el
impacto de variables ambientales y validar el sistema a escalas
piloto e industriales para su implementaciéon en contextos
reales.
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