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RESUMEN

Se analiz6 la toxicidad de muestras de sedimento marino provenientes de las Bahias
Tortugas-Casma y Paracas, colectadas en dos periodos durante el afio 2016, como una
actividad del Proyecto por Presupuesto “Evaluacion del estado, presion y respuesta
ambiental en la Bahia Tortugas-Casma y Bahia Paracas” del Instituto del Mar del Pera.
Para lo cual se empleo bioensayos con las microalgas Isochrysis galbana vy
Nannochloropsis oceanica. Inicialmente se determind la sensibilidad de ambas cepas ante
la sustancia toxica sulfato de cobre, exponiéndoles a concentraciones de: 4mg/L, 2mg/L,
Img/L, 0,5mg/L, 0,25mg/L y 0,125mg/L en condiciones controladas por 96 horas.
Utilizando los protocolos descritos por la United States Environmental Protection Agency
(USEPA, 1998, 2002) se llevaron a cabo pruebas estaticas con cinco concentraciones de
sedimento marino (100%, 50%, 25%, 12,5% y 6,25%), en un disefio experimental en
bloques completamente al azar (DBCA), méas un control negativo y cuatro repeticiones por
concentracion. La concentracion de Inhibicion media (Clsp) obtenida para la sustancia
sulfato de cobre fue de 0,88 mg/L empleando Isochrysis galbana y 1,44 mg/L empleando
Nannochloropsis oceanica al cabo de las 96 horas. Las pruebas de toxicidad con diferentes
concentraciones de sedimento marino, permitieron definir que la microalga I. galbana es
méas sensible que N. oceanica al detectar diferentes niveles de toxicidad. En las
condiciones de estad investigacion, el sedimento de la Bahia Tortugas-Casma y Paracas
presentaron niveles de toxicidad siendo en ambas bahias desde moderada toxicidad (Clso=
59% - 81%) hasta alta toxicidad (Clsp < 59%). Finalmente, se establecieron criterios
basicos en condiciones controladas para el uso de I. galbana y N. oceanica en pruebas de

toxicidad con sulfato de cobre y elutriado de sedimento marino.

Palabras claves: Isochrysis galbana, Nannochloropsis oceanica, concentracion de inhicion

media, prueba de toxicidad, elutriado de sedimento marino, sulfato de cobre



ABSTRACT

Toxicity of marine sediment was analyzed from samples of sediment collected by the
IMARPE Environmental Project, during two periods in 2016 at Tortugas — Casma and
Paracas Bays. Bioessays with Isochrysis galbana and Nannochloropsis oceanica were
used. Initially the sensibility of copper sulphate toxic solution was proved in both strains,
exposing them to 4mg/L, 2mg/L, 1mg/L, 0,5mg/L, 0,25mg/L y 0,125mg/L in controlled
conditions for 96 hours. United States Environmental Protection Agency (USEPA
1998,2002) protocols were used in a static test with five concentrations of marine sediment
(100%, 50%, 25%, 12,5% y 6,25%), in a completely randomized experimental block
design (DBCA) of five concentrations of elutriated marine sediment, plus a negative
control and four replications per concentration. After 96 hours the average inhibition
concentration (ICsp) obtained for the copper sulfate substance was 0.88 mg/L for I.
galbana and 1.44 mg/L for N. oceanica. Marine sediments from Tortugas — Casma and
Paracas Bays selected for the present research, showed toxicity when exposed to I.
galbana, meanwhile N. oceanica did not showed toxicity levels. The marine sediment from
Tortugas-Casma and Paracas Bays showed toxicity from moderate (ICso = 59% - 81%) to
high toxicity (ICsy <59%), respectively. Finally, basic criteria were established under
controlled conditions for the use of I. galbana and N. oceanica in toxicity tests with copper
sulphate and elutriated from marine sediment.

Keywords: Isochrysis galbana, Nannochloropsis oceanica, average inhibition

concentration, toxicity test, elutriated marine sediment, copper sulphate



I. INTRODUCCION

Las bahias de las costas peruanas generalmente tienen mucha actividad antropogénica que
generan problemas ambientales que contribuyen al deterioro progresivo de la calidad del

ambiente marino.

Los sedimentos constituyen el mas grande y estable depésito de una amplia variedad de
elementos organicos e inorganicos en el ambiente marino; ademas concentran los
contaminantes por periodos largos (Saravia, 2007). Asi también, Valdés y Castillo (2014)
mencionan que durante el transporte y dependiendo de la resistencia de las sustancias
contaminantes a los factores ambientales, este sedimento puede sufrir diversos procesos de
transformacion modificando su estructura y composicion original, para finalmente generar
depdsitos caracteristicos en el fondo del océano. Por tal motivo Adams et al. (1992),
Dornfeld et al. (2006) y Portela et al. (2006) consideran a los sedimentos marinos como un
importante sumidero para sustancias toxicas convirtiéndolos en fuentes de contaminacion
que pueden alterar a las comunidades bioldgicas naturales circundantes y las cadenas

tréficas.

Segun, el Instituto del Mar del Perd (IMARPE) (2008), en la Region Ancash, lugar donde
se localiza la primera zona de estudio (Bahias Tortugas-Casma), la calidad ambiental
acudtica se encuentra alterada por los continuos vertimientos de aguas domésticas no
tratadas, asi como efluentes de la industria minero-metaldrgica ilegal, que generan un
medio marino receptor inestable, afectando considerablemente la biota y el sedimento

marino.

En Pisco, a partir del afio 2004, se contaba con tratamientos para los vertimientos
domésticos e industriales, antes de ese afio esta zona era fuertemente impactada por los
efluentes de la industria pesquera causando un impacto negativo al medio marino de la

Bahia Paracas. Con el transcurso del tiempo, Jacinto (2014), sefiala que en los resultados



de los monitoreos realizados por IMARPE-PISCO se evidencia una mejora del estado de
calidad del medio marino de esta zona que de categoria de contaminacion grave cambio a
contaminacion moderada.

Ante este panorama de evidente contaminacion marina en las bahias Tortugas-Casma y
Paracas, es necesario una evaluacién preliminar de la calidad ambiental empleando una
herramienta biolédgica de diagnoéstico rapido siendo uno de los indicados y recomendados
por la USEPA (1998) las pruebas de toxicidad en sedimento marino debido a que los
contaminantes perduran en el tiempo en ésta matriz ambiental. Asi mismo, con el uso de
este tipo de pruebas se podria ofrecer informacion util para identificar una opcion de

gestion rentable en un marco de toma de decisiones (Alvarez-Guerra et al., 2007).

En estas pruebas de toxicidad comdnmente son usadas especies de la red trofica acuética
como peces (Martinez-Jeronimo y Espinosa, 2008; Alcaraz et al., 2008), artropodos
(Idoniboye-Obu, 1997), microalgas (Silva y Jay, 1996; Vera et al., 2001 y Alayo et al.,
2004) entre otros. De éstos, las microalgas son excelentes organismos para realizar ensayos
de toxicidad, ya que su manejo en cultivo es simple. Ademas, éstos bioensayos son rapidos
y de bajo costo en comparacién con ensayos con peces e invertebrados (Wong y Dixon,
1995). La ventaja del uso de microalgas depende del crecimiento, manipulacién y grado de
sensibilidad (Lewis, 1993 y Gorbi et al., 2001).

En el pais los estudios con microalgas marinas han sido basicamente para el uso de pruebas
de toxicidad con sustancias toxicas como Cadmio (Vera et al., 2001), Cromo (Alayo et al.,
2004) y Bario (Paredes, 2016); pero para el uso de la evaluacion de sedimento marino los
estudios son nulos. Por consiguiente, se tiene como objetivo general, analizar la toxicidad
del sedimento marino proveniente de las Bahias Tortugas-Casma y Paracas empleando las
microalgas lIsochrysis galbana y Nannochloropsis oceanica durante el afio 2016. Cuyos

objetivos especificos planteados son:

- Estimar la sensibilidad de las microalgas Isochrysis galbana y Nannochloropsis
oceanica expuestas al toxico de referencia, sulfato de cobre penta-hidratado (CuSOs..
5H,0).



- Estimar la concentracion de inhibicién media a las 96 horas (Clsg.g6) del sedimento
marino de las Bahias Tortugas-Casma y Paracas, sobre el crecimiento poblacional de las

microalgas Isochrysis galbana y Nannochloropsis oceanica.

- Comparar la toxicidad del sedimento marino de las Bahias Tortugas - Casma y

Paracas.

- Establecer condiciones basicas de manejo de Isochrysis galbana y Nannochloropsis
oceanica en condiciones controladas de laboratorio para el desarrollo de pruebas de

toxicidad con sedimento marino.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1 Sedimentos marinos

Muchas sustancias peligrosas se asocian facilmente a los sedimentos en aguas de ambiente
marino, estuarino y continental. Es asi, que los tdxicos que ingresan al medio acuético
pueden permanecer suspendidos en la columna de agua, ser incorporados a la biota
acuatica o depositados sobre el fondo, incorporandose asi en los sedimentos (Beg et al.,
2001).

Segun, Simpson et al. (2005), las fuentes principales por la que los contaminantes se
acumulan en los sedimentos marinos se debe a zonas altamente urbanizadas, drenaje
urbano y escorrentia de carreteras. También consideran las lluvias que pueden producir la
lixiviacion de tierras contaminadas, con los contaminantes que llegan las aguas
superficiales y las aguas subterraneas, los cuales pueden contribuir a la contaminacién de

los sedimentos.

Diversos contaminantes son relativamente insolubles en el agua y son adsorbidos por la
materia organica particulada, asentdndose eventualmente en el fondo del sedimento. Asi
mismo, los contaminantes, son componentes de importancia ecoldgica que juegan un papel
relevante en el intercambio de sustancias quimicas entre las fases particuladas, disueltas y
bioldgicas. De esta manera los sedimentos constituyen auténticos archivos historicos que
pueden acumular antiguos y recientes pulsos de episodios de contaminacion, actuando
como uno de los mayores depositos naturales de contaminantes persistentes incluso

mayores que las existentes en el agua (DelValls y Conradi, 2000).

(\Valdés y Castillo, 2014) mencionan que los sedimentos se vuelven depdsitos finales de las
sustancias producidas en las aguas superficiales y de aquellas introducidas al mar por
procesos naturales y antropicos. Entre estas sustancias se encuentran los compuestos

organicos, nutrientes, combustibles, patdgenos y metales pesados. Cuando éstas sustancias



llegan a las aguas costeras, los procesos sedimentarios actian haciendo que el destino final
sea el piso marino y dependiendo de las variaciones fisicas y quimicas del ambiente de
depositacion, los sedimentos pueden actuar como sumidero o fuente de una serie de
sustancias que modifican las caracteristicas naturales de la columna de agua y de la cadena

trofica marina (Alagarsamy, 2006; Buccolieri et al., 2006).

Asi también, Valdés et al. (2004), mencionan que las distribuciones de las diferentes
sustancias en los sedimentos de fondo presentan gradientes horizontales (en la superficie
de los sedimentos) y verticales (dentro de la capa sedimentaria) que son el resultado de las
caracteristicas quimicas de las sustancias presentes en el ambiente marino, de las
propiedades fisicoquimicas de las aguas en contacto con los sedimentos de fondo y de la
presencia de comunidades micro y macrobiolégicas. También, existen una serie de
procesos como la resuspension fisica de particulas y procesos de flujo entre distintas
sustancias quimicas que se producen en la interfase agua-sedimento que puede convertir al
sedimento marino en una fuente secundaria de contaminacion del agua (DelValls y
Conradi, 2000).

Carballo et al. (2010), mencionan que los procesos de sorcion y desorcion pueden
determinar la biodisponibilidad de sustancias toxicas en los sedimentos. Lo mas resaltante
es que la contaminacién del sedimento marino puede ser extendida al ecosistema lejos de
las fuentes de contaminacion a través de la resuspension y al transporte particulado
(Luoma y Carter, 1990).

En cuanto a la evaluacién de sedimentos marinos contaminados, paises como Irlanda
tienen estrategias de evaluacion y algunas consideraciones en el desarrollo de directrices
sobre la calidad numérica de los sedimentos (Cronin et al, 2006). Dentro de las directrices
de calidad de sedimentos provisionales de Australia, la misma que son derivadas de los
Estados Unidos, se recomienda que la evaluacién de calidad de los sedimentos mediante
pruebas quimicas sea complementada con las pruebas de toxicidad (Simpson et al., 2005).
Ademas, estos autores consideran que en estudios de evaluacion de seguimiento de la
toxicidad marina, la parte superior de 0-5 centimetros de sedimento es el horizonte de
interés debido a que la tasa de sedimentacion en los cuerpos de agua tipicamente varian de

milimetros a 1-2 cm / afio.

Cabe recalcar que en el pais no se cuentan con directrices, ni protocolos, ni guias u otro

documento para la evaluacion de calidad de sedimento marino.



2.2 Caracteristicas de las zonas de estudio

2.2.1 Bahias Tortugas - Casma

La Bahia de Tortugas - Casma, se encuentra ubicada en el departamento de Ancash,
Provincia de Casma entre 9° 28’ 01”S - 78° 19’ 01”0 (Figura 1). Se caracteriza por ser una
bahia de pescadores artesanales dedicados a la extraccion de Argopecten purpuratus
“concha de abanico” y a la pesca de oportunidad. La pesca artesanal es la segunda
actividad generadora de trabajo después de la agricultura (IMARPE, 2007). Ademas, en
esta zona existen bancos naturales de Argopecten purpuratus “concha de abanico” y
Cancer setosus “cangrejo peludo”. También areas de Stramonita chocolata “caracol

negro”, areas acuicolas y areas propuestas para maricultura (IMARPE, 2006).
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Figura 1. Ubicacion de la Bahia Tortugas-Casma.
FUENTE: Elaboracion propia.

En las costas de esta zona se realizan actividades agricolas ubicadas en los valles del rio
Casma y el rio Nepefia siendo 4,587 y 4,545 hectareas de cultivo en las zonas costeras de

las desembocaduras de ambos rios, respectivamente (Paredes, 2018). La cuenca del rio



Casma que tiene categoria de ciudad, Villa, caserio y poblacion dispersa, segun el INEI
(Instituto Nacional de Estadistica e Informatica) afio 2007 tiene una poblacion de 27 77
habitantes con 7 590 viviendas. En la cuenca del rio Nepefia, distrito de Samanco, segun
INEI (2007), muestra que el caserio Huambacho Nueva (La Huaca) tiene una poblacion de

832 habitantes con 204 viviendas y presenta categorias de caserio y poblacion dispersa.

La bahia en estudio presenta una suave pendiente, teniendo como limite en la entrada a la
bahia, la is6bata de 20 metros de profundidad. El fondo marino de la bahia se caracteriza

por presentar sedimentos compuestos de arena y limo.

Berru et al. (2005), manifestaron que en esta zona comprendida entre Tortugas y Casma la
velocidad superficial de la circulacion marina presentan valores entre 1,31 a 30,66 cm/s.
Asi también, Paredes (2018), menciona que la circulacion marina de fondo de esta zona de
estudio fluctta entre 2,27 y 32,06 cm/s, cuyos movimientos caracteristicos son de norte a
sur (Figura 2). Ademas, Vasquez et al (2000) indican que la bahia de Tortugas presenta
comportamientos locales propios que por presentar forma de media luna genera un
comportamiento ciclonico al interior de la bahia, la cual no permite la rapida depuracion de
sus masas de agua, influyendo considerablemente en las variables oceanogréaficas.
También, la forma de media luna, las puntas pequefias islas y rocas protegen la linea de

costa de las corrientes marinas y oleaje.

Asimismo, Berru et al. (2005) mencionan que en el litoral de Casma se identificaron y
delimitaron tres bancos naturales de “concha de abanico” (Argopecten purpuratus) y ocho
bancos naturales de “concha navaja” (Ensis macha). También se identificaron bancos
naturales de “caracol negro” (Stramonita chocolata), “lapa” (Patella vulgata) y “cangrejo
peludo” (Pilumnus vespertilio). De igual forma se identificaron y delimitaron catorce zonas
de pesca artesanal para pescadores embarcados y no embarcados. Ademas, Mendo et al.
(2008) mencionan que en la zona de Casma se calcula la més alta produccidon de concha de

abanico de América Latina.
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Figura 2. Circulacién marina de fondo en la Bahia Tortugas-Casma.
FUENTE: Elaboracion propia.

Informacion més actualizada (Paredes, 2018) menciona que en la comprensiéon de esta
zona se ubican concesiones acuicolas desde la desembocadura del rio Nepefia hasta la
desembocadura del rio Casma, sumando un total 31 concesiones, distribuido en 1 330
hectareas, donde el 99 porciento de los permisos para cultivo son para concha de abanico,

el uno porciento para almeja, camarén, lenguado entre otros.

Los niveles de captura registrados en puerto Casma durante el afio 2004 fueron de 570 480
kg (Berra et al., 2005). En el afio 2013, se construyd un nuevo Desembarcadero Pesquero
Artesanal (DPA) en la zona denominada Los Chimus (FONDEPES, 2013). En promedio el
desembarque es de 10 toneladas métricas (TM) con pesca local conformado por Scomber
scombrus “caballa”, Sciaena deliciosa “lorna”, Isacia conceptionis “cabinza”, Mugil

cephalus “lisa”, Loligo vulgaris “calamar” y Octopus vulgaris “pulpo”, considerando pesca



foranea como son Dosidicus gigas “pota” y Coryphaena hippurus “perico” el desembarque

promedio es de 18 TM (Pedro Arias, comunicacion personal, 18 de agosto de 2016).

2.2.2 Bahia Paracas

Esta bahia se encuentra ubicada entre los 13° 45°S y 76°17°0 en la provincia de Pisco,
departamento de Ica (Figura 3). En esta zona se desarrollan actividades industriales,
urbanas, turisticas, zonas de reserva y de pesca, ademas de zonas de cultivo de “concha de
abanico”. También existe un Area Natural Protegida (ANP) por el Estado (SINAMPE)
denominada La Reserva Nacional de Paracas con 337 500 Ha que ocupa el &mbito marino
y continental. Ademas, el borde costero de la bahia se caracteriza, por la presencia de un
humedal, el cual esta protegido dentro de la Reserva de Paracas, esta area protegida resalta
por sus caracteristicas bioldgicas particulares, tanto por su flora como por su fauna
silvestre (destacando las aves migratorias) (IMARPE, 2006). Ya en la zona litoral de la
provincia de Pisco al Norte de la Bahia desemboca el rio Pisco, que trae aguas de los

vertimientos urbanos, agricolas y mineros que se dan en la cuenca alta, media y baja.

La bahia es considerada un area de afloramiento (Strickland et al., 1969). Ademas, es semi
cerrada, caracterizada por ser de poca profundidad. En promedio tiene tres metros en los
margenes costeros y diez metros en la zona central. También presenta una escasa

circulacién marina (Grados et al., 1994).

Segun el Catastro Acuicola Nacional del Ministerio de la Produccion (Produce, 2018), en
la Bahia Paracas se tienen registradas 21 concesiones, todas de cultivo de Concha de
Abanico, con un area total de 98,989 hectareas, en las zonas de Atenas, La Puntilla y Punta
Ripio. La actividad acuicola data del afio 1986, donde fueron habilitadas y entregadas en
concesion para el desarrollo de la maricultura (IMARPE, 2010). En el afio 2014 se
otorgaron 450,57 hectareas en concesion en el departamento de Ica para el cultivo de

Argopecten purpuratus.
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Figura 3. Ubicacion de la Bahia Paracas.
FUENTE: Elaboracion propia.

En la zona de El Chaco hay un muelle para embarcaciones menores, en el que se realizan
faenas de pesca, embarque y desembarque de productos y movimiento de turismo
(MINCETUR, 2008). La abundancia de pesca ha hecho de la pesca extractiva una de las
actividades principales, para ello existen dos centros de operaciones para el desembarque,

acopio y comercializacién de los productos marinos, éstos son San Andrés y El Chaco.

Tambien, (IMARPE, 2006) mencionan que existe un importante sector industrial dedicado
al procesamiento de harina de pescado es un area de 136,68 hectareas. Asi también se
ubica la empresa Petro — Per( y Petro Pisco, ambas dedicadas al almacenamiento de
hidrocarburos de petroleo en la zona. El Terminal Portuario General San Martin de Pisco,
se encuentra localizado en la Bahia de Paracas, terminal multipropdsito (naves de carga

solida a granel, cargas fraccionadas y pasajeros).

Desde 1980 hasta el 2004, se observaron en esta bahia vientos con velocidades entre 2
cm/s a 16 cm/s, con promedio mensual multianual de 8,4 cm/s (Flores et al., 2004), los

cuales son vientos norte y circulacién marina con direccion sur (Velazco y Solis, 2000).
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Asimismo, en abril y setiembre del 2016, las corrientes marinas a 1 m de profundidad,
presentaron velocidades entre 1,8 y 35,0 cm/s, con una velocidad promedio 16,6 cm/s. Las
velocidades fueron mas intensas al norte de la bahia (en general >20 cm/s) siendo la
direccion predominante la Sur Oeste; frente a San Andrés se registraron flujos hacia el sur
que se debilitaron a la altura de playa Loberia. La zona sur de la bahia de Paracas present6
velocidades menores (< 10 cm/s) con flujos hacia el norte con desvios hacia el oeste a la
altura de Punta Pejerrey y otro con sentido horario desde Santo Domingo hacia Atenas
(Paredes, 2018) (Figura 4).

Estudios realizados por Delgado y Gomero (1995), muestran que las texturas sedimentarias
predominantes son de tipo limo arcilloso en la zona de Pisco. Asi también, Velazco y Solis
(2000), mencionan que el sedimento marino en la bahia se caracteriza por texturas limosas,
limo-arcilloso, arcilla y fango, siendo arena y arenas-limosas muy cerca de la costa.
También se presentan mezclas de fango y arena en la zona costera (zona sur de la bahia y
hacia La Puntilla). Frente a San Andrés se hallan los fondos rocosos y es en esta zona que

se presenta la mayor energia hidrodindmica ocasionada por el oleaje.

En el afio 2004, la Asociacion de Productores de Pisco S.A.C (APROPISCO) instalo un
emisor submarino de 13,8 km de extension a una profundidad de 51 m en donde recaen los
efluentes tratados de las siete empresas procesadoras de harina y aceite de pescado de la
Bahia de Paracas, disminuyendo de esta manera el impacto negativo dentro de la bahia
(IMARPE, 2010).

11



TE=200"W T6°15'0"W
1 'l
-
-— \ J
- ff Fi
J J /
/ 4 ¥ 4
w0 ,‘f s’ / w
¢ = ¢
g - .pf ,__-d‘"‘r r/ - g
bl 4 - b2
™ - o)
- § - /Z - -
i o O B
e - o
I | »
o - i 1|
1 i
4 [ [
- \ \ j Dist Pisco
- (1 /| Pisco
> 1 !
| v . % ]
] —
/7 i
S !
o { san Andres
1 - . /Dist. SAN ANDRES)
a2 Oceano Pacifico 2
D ! b i
o ! -
o \ b @
- /
! ] \ /
e !
-lf-——" | La Pundia
1
f i
= = " Sania Elena
i e X i
' ‘..., Puerto General #
i i ~ i /
/_,. ,,,, _~ Bunid i San Martin _,r'
7 Pejerrey 3 J
k : e
| I
LN /,' ? e
Y Atenas / ! i 3
[ 4 I ! ﬂ
o ) i 1 I ¥ o
Y 7 | T \ / H =
S R 2 L . ‘Ei Chaco -3
5] - i
5 prn.Jce dr Prov. PISCO 2
Dist. PARACAS o \\ % ;
Sequion N Y
Grande R |
= -~
_/
» 1:150,000
o 075 15 3 45 L3
[ .
Fuente: Limites y DEM del MINAM, Rios de MINEDU.

L
76°200"W

L)
76" 15'0"W

Figura 4. Circulacién marina superficial en la Bahia Paracas.
FUENTE: Elaboracion propia.

2.3 Pruebas de toxicidad en sedimentos marinos

Las pruebas o bioensayos de toxicidad permiten evaluar el grado de toxicidad de una
sustancia quimica, un efluente, cuerpo de agua entre otros, empleando organismos vivos.
Estas pruebas pueden ser agudas o crénicas. Dentro de ellas encontramos las pruebas
estaticas sin renovacion y pruebas estaticas con renovacion. La seleccion del tipo de prueba
dependera de los objetivos, recursos disponibles, requisitos de los organismos de prueba y

las caracteristicas de los efluentes (Zanuzi et al., 2005).
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Dependiendo de los objetivos que se tengan en cada ensayo, la USEPA (1994) recomienda
la forma en la cual estas pruebas pueden expresarse, ya sea en términos de concentracion
efectiva (CE), letal (CL) o de inhibiciéon (CI), que causen un efecto en un porcentaje
establecido de la poblacién; por ejemplo, el Cls es la concentracion de una sustancia que

podria causar la inhibicion del 50 por ciento en el crecimiento de la poblacion de prueba.

Ahora bien, es necesario contar con pruebas confiables y reproducibles para de esta manera
asegurar la exactitud de los resultados (Diaz et al., 2014). Por tal motivo la USEPA (1994)
recomienda compuestos toxicos de referencia para estandarizar las pruebas de toxicidad,
estos son: Cloruro de sodio (NaCl), Cloruro de potasio (KCI), cloruro de cadmio (CdCI2),
sulfato de cobre (CuSO,), dodecil sulfato de sodio (SDS) y dicromato de potasio
(K2Cr,0y).

USEPA (1994), considera al sulfato de cobre como un téxico referencial. Tal es la
importancia del cobre como nutriente traza en el metabolismo algal, que permite el
transporte electronico, ademas, es cofactor del componente de muchas enzimas (Visviki y
Rachlin, 1992). Pero también hay evidencias de los efectos ecotoxicoldgicos del cobre
sobre diferentes diatomeas marinas, asi mismo Mandelli (1969) demostré la inhibicion del

crecimiento de Nitzschia closterium con sulfato de cobre.

Antes de la década de 1980, la evaluacion de la calidad del agua y los sedimentos se
limitaba mayormente a caracterizaciones fisicas y quimicas (Munawar, 2003; USEPA,
2009). A partir del afio 1980 el interés respecto a la evaluacion de la calidad de los
sedimentos marinos, mediante pruebas de toxicidad por parte de las autoridades
reguladoras de Norte América ha incrementado (Engler et al.,, 2005). Esto debido
basicamente a que la contaminacion de los sedimentos se incrementd, generando costosas
y continuas evaluaciones para apoyar la gestion de sedimentos (Ireland y Ho, 2005). Estas
evaluaciones consideraban esencialmente la quimica de los sedimentos, toxicidad de los
sedimentos, estructura de la comunidad biologica bentonica, quimica tisular de la infauna
residente y patologia de organismos residentes o expuestos a sedimentos (Power y
Chapman, 1992).

De igual manera (LiR y Ahlf, 1997) mencionan que la evaluacion de contaminacion de
sedimento puede realizarse mediante pruebas o bioensayos de toxicidad con el agua
intersticial, sedimento solido y elutriado que en lineas practicas es el extracto acuoso del

sedimento. Asi mismo, (Gagné et al, 1999) sefialan que los bioensayos con elutriado
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proporcionan datos Utiles sobre el comportamiento del sedimento a partir de procesos
naturales de descomposicion acumulados que provocan un efecto toxico una vez que se

hacen biodisponibles a traves del proceso de extraccion.

Entonces, al ser estas evaluaciones costosas, muchas instituciones en el mundo como la
USEPA de los Estados Unidos vienen desarrollando hace muchos afios nuevas estrategias
de monitoreo ambiental para determinar el grado de contaminacion en el medio ambiente
empleando organismos biolégicos (Biesinger et al. 1987, Horning y Wenner, 1987). De
igual manera, se han establecido centros de investigacion en otras partes del mundo como
Canada, China, India, Japdn y distintos paises en Europa (Alemania, Irlanda, Reino Unido,
Francia, Italia, Espafia, Inglaterra), pero también se han desarrollado iniciativas en paises
latinoamericanos como en Brasil, Argentina, Chile y Venezuela, quienes cuentan con
laboratorios especializados en lineas de ecotoxicologia referenciales en anfibios,

claddceros, bivalvos, entre otros (Paredes, 2016).

De igual manera, organizaciones como la Sociedad de Gestion y Salud del Ecosistema
Acuatico con sus siglas en inglés (AEHMS) fomentan el intercambio de conocimiento
cientifico a nivel mundial, sobre la medicion de impactos ambientales a traves de pruebas
de toxicidad (Munawar, 2003). Asi también, en Espafia se cuentan con documentos de
gestion, asi como de Condiciones de calidad de sedimento marino empleados para apoyar
las evaluaciones (Alvarez-Guerra et al., 2007)

Es asi, que las pruebas de toxicidad son una herramienta muy atil en laboratorio, que
permiten medir la calidad y posibles efectos ambientales en sedimentos, volviéndose parte
de programas de monitoreo y evaluacion marina es decir del sistema de gestion de la
contaminacion ambiental, empleandose ciertas especies especificas en ensayos de
toxicidad entre las que se tiene Microdeutopus gryllotalpa (anfipodo adulto), Crassostrea
angulata (Larva de bivalvo), Ruditapes philippinarum (bivalvo juvenil), Brachionus
plicatilis (rotifero), Sparus aurata (larva de pez) y Photobacterium phosphoreum (bacteria)
(DelValls y Condari, 2000).

Los factores que deben considerarse para la seleccion de especies para este tipo de pruebas
de toxicidad son la sensibilidad relativa, el contacto con los sedimentos, la disponibilidad
de organismos, la importancia ecoldgica, la distribucion geografica y la tolerancia
fisicoquimica de los sedimentos (Bay et al., 2007). Ademas, (Greeinstein y Bay, 2011)

mencionan otros factores como los costos, personal de laboratorio, experiencia,
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disponibilidad de colaboradores, la replicacion de la prueba por muchos laboratorios

diferentes y en diferentes épocas del afio.

Entre los ensayos empleados se tienen las pruebas con Microtox, basicamente con la
bacteria marina luminiscente Vibrio fisheri (Casado et al., 2006a), ensayos con anfipodos
desarrollado sobre la fase solida, ensayos de desarrollo larvario con embriones de erizo de
mar sobre el lavado de los sedimentos, ensayos con ostiones y almejas, ensayos con

copépodos y ensayos con poliquetos (Carballo et al., 2010).

El ensayo sobre la fase solida, denominado Microtox Solid Phase Test (SPT) fue
desarrollado por AZUR Environmental (Carlsbad, CA, USA) y se ha empleado para
evaluar toxicidad aguda (Stronkhorst, 2003; Riba et al., 2004; Campisi et al., 2005). El
protocolo SPT mide la emision de la luz de las bacterias después de su incubacion en

contacto directo con una mezcla de sedimento y disolvente.

Para pruebas en sedimentos con anfipodos, existen protocolos estandarizados (ASTM
1991, Environment Canada 1992; USEPA, 1994; RIKZ, 1999; Casado et al., 2006b) para
distintas especies. En Florida se llevaron a cabo mdltiples pruebas subletales

conjuntamente con una prueba aguda de anfipodos en sedimentos (Long et al., 1999).

Entre las pruebas embrio-larvarios mas utilizados se encuentran los realizados con ostras
(Crassostrea gigas) y con erizo de mar (Paracentrotus lividus, Sphaerechinus granularis,
y Echinometra lucunter), estos ensayos son considerados métodos rapidos y sensibles para

la caracterizacion de la toxicidad de sedimentos marinos (Carballo et al., 2010).

Para el caso de pruebas con moluscos bivalvos, se ha desarrollado un protocolo para la
especie Ruditapes philippinarum en laboratorios de Espafia, en un estudio interlaboratorio
(Casado et al., 2006c) con embriones de bivalvos (ASTM 2002, 1998; Carr y Nipper
2003).

Bioensayos de toxicidad en sedimentos con el uso de microalgas a nivel mundial es
minimo, soélo se tiene referencias del empleo de Dunaliella tertiolecta, Dunaliella
salina e Isochrysis galbana (Rudolph et al., 2011). En Alemania y Paises Bajos utilizaron
la microalga Phaeodactylum tricornutum y Desmodesmus subspicatus (Manz et al., 2007 y
Alvarez-Guerra et al., 2007).
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2.4  Pruebas de toxicidad con microalgas

Para que los organismos bioldgicos sean considerados como herramientas ecotoxicoldgicas
segun lannacone y Alvarifio (1998) y Alayo y lannacone (2002) recomiendan que las

pruebas de toxicidad deben ser sencillas, practicas, sensibles y repetibles.

Dentro de las especies que cumplen con los requisitos mencionados anteriormente para
estas pruebas de toxicidad se encuentran las microalgas, que al constituir el primer eslabon
de la cadena trofica tienen gran impacto debido que a cualquier dafio que sufran puede

repercutir sobre todo el equilibrio acuatico (Mallick y Rai, 1989).

Ademas, otra ventaja importante es que se pueden emplear un gran namero de células en
las pruebas de laboratorio (Silva y Jay, 1996). Asi también, se consideran costo-efectivos,
debido a que son mas faciles de mantener en condiciones experimentales de laboratorio en

comparacion con animales (Huovinen y Gomez, 2017).

Asimismo, (Pinilla, 1998 y Biggs y Kilroy, 2000), mencionan que son de ciclos de vida
cortos y sensibles al entorno convirtiéndolas en herramientas muy utiles como indicadores
del cambio en la calidad del agua. Ademas, (Huovinen y Gomez, 2017) sefialan que,
debido a su rapido ciclo de divisién celular, las respuestas de toxicidad aguda pueden
ocurrir dentro de pocas horas de exposicion, y las respuestas subletales de toxicidad

cronica se puede medir también dentro de un periodo bastante corto (dias).

El uso de bioensayos con microalgas en estudios de contaminacidn acuatica comenzd con
las evaluaciones de eutroficacion por nutrientes. Es asi que en 1960 se sentaron las bases
para el desarrollo de las técnicas de bioensayos de toxicidad con microalgas usando la
microalga verde de agua dulce Raphidocelis subcapitata (anteriormente Selenastrum
capricornutum) (Nyholm y Peterson 1997). Ademas, algunas instituciones internacionales
como la Sociedad Americana para la Evaluacion de Materiales (ASTM, 1990) y la
Asociacion Americana de Salud Publica (APHA, 1989) han estandarizado diversos
métodos para el estudio de la toxicidad acuatica (Janssen, 1998). Asi también, Laboratorios
como SEPRA (Servicios y Productos Ambientales) de Guatemala han normalizado el
método (Algaltoxkit F COGUANOR NTG/ ISO 8692 OCDE 201 ASTM E1218-91) para
ambiente dulceacuicola empleando Raphidocelis subcapitata, cuyo ensayo mide la

inhibicion de crecimiento en un lapso de 72 horas.
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Aparte de Raphidocelis subcapitata (Lewis, 1993) menciona que hay varias especies de
microalgas de agua dulce que han sido recomendadas para estos ensayos, entre las que se
encuentran Scenedesmus acutus, S. subspicatus, Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella
vulgaris, Microcystis aeruginosa, Anabaena flosaquae y la diatomea, Navicula pelliculosa
entre otras. En agua salada, las especies mas ampliamente utilizadas son: Skeletonema

costatum, Thalassiosira pseudonana, Dunaliella tertiolecta y Phaeodactylum tricornutum.

En el Per, las pruebas ecotoxicoldgicas realizadas para evaluar la toxicidad de los metales
pesados sobre el crecimiento algal han sido realizados por lannacone et al. (1999)
evaluando la productividad primaria de la microalga de agua dulce Chlorella vulgaris ante
mercurio, cobre, cadmio, arsénico y plomo. Asimismo, Vera et al. (2001) evaluaron el
efecto del cadmio sobre el crecimiento poblacional de la diatomea Chaetoceros gracilis,
siendo esta sensible a esta sustancia toxica. De igual manera Alayo et al. (2004), mediante
pruebas ecotoxicoldgicas con cromo, probaron la sensibilidad de las microalgas Isochrysis
galbana y Chaetoceros gracilis estimando la Concentracion de Inhibicion media (Clsp)
para cada especie, siendo esta 11,94 mg/L y 12,17 mg/L, respectivamente, ambas a las 96
horas de prueba, concluyendo asi que ambas especies de microalgas son adecuadas para ser

empleadas en pruebas ecotoxicoldgicas.

También se presentan en la Tabla 1 los diferentes efectos de las microalgas que han sido
expuestas en soluciones de cobre, siendo en este estudio el sulfato de cobre pentahidratado

CuSQO,45H,0 la solucion empleada para el control positivo de las pruebas de toxicidad.
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Tabla 1. Efecto de la exposicion de microalgas a cobre.

Especie Efecto (mgjﬁm) Referencia bibliografica
Tetraselmis chuii CLso 6,44 Cordero et al. (2005)
Chaetoceros sp. CEso 0,088 Debelius et al. (2009)
Rhodomonas salina CExo 0,048 Debelius et al. (2009)
Tetraselmis chuii CExo 0,33 Debelius et al. (2009)
Aphanizomenon gracile CEso 64 Lideritz y Nicklish (1989)
Chaetoceros sp. CEso | 0,007-0,016 |Franklin et al. (2001, 2002)
D. tertiolecta CExso 0,53 Levy et al. (2008)

D. tertiolecta CEso 1 Franklin et al. (2001)
Gonyaulax tamariensis CEso 1 Anderson y Morel (1978)
Phaeodactylum tricornutum | CEs 100 Cid et al. (1995)
Phaeodactylum tricornutum | CEs 0,008 Levy et al. (2008)
Phaeodactylum tricornutum | CEs 0,02 Franklin et al. (2001)
Rhodomonas salina CEso 0,03 Moreno-Garrido et al. (1999)
Selenastrum capricornutum | CEso | 0,007-0,0017 | Franklin et al. (2001, 2002)
Tetraselmis sp. CExp 0,047 Levy et al. (2008)

FUENTE: Elaboracion propia.

2.4.1 Pruebas de toxicidad con Isochrysis galbana

La clasificacién taxonémica de Isochrysis galbana (Parke, 1949) es la siguiente:
Reino: Chromalveolata
Phylum: Haptophyta
Clase: Prymnesiophyceae
Orden: Isochrysidales
Familia: Isochrysidaceae
Género: Isochrysis

Especie: Isochrysis galbana
Parke (1949), indica que Isochrysis tiene célula solitaria, elipsoide, la parte anterior trunca

y la parte posterior redonda, tiene dos flagelos, cuya longitud: 5 — 6 um, ancho: 2-4 umy

diametro: 5-6 pm.
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Esta microalga es utilizada como fuente de enriquecimiento del rotifero Brachionus
plicatilis y Artemia sp. que a su vez es empleado como alimento de larvas de Paralichthys
adspersus, mejorando asi el rendimiento de supervivencia, crecimiento, desarrollo y

calidad del cultivo de larvas de esta especie (Silva, 1999).

Trenfield et al. (2015), sefialan que dentro de sus investigaciones han realizado pruebas de
toxicidad con Aluminio (Al), Galio (Ga) y Molibdeno (Mo), metales clave de descarga de
refineria de aluminio, empleando a la microalga Isochrysis galbana como organismo de
prueba y cobre como sustancia toxica de referencia. Estas pruebas demostraron que esta
microalga era sensible a las 72 horas de expuestas al cobre, reduciendo la tasa de
crecimiento de la microalga en el 50 por ciento, demostrando asi su utilidad como especie

de ensayo de toxicidad, mientras que con Al, Ga y Mo, la toxicidad fue baja.

Rudolph et al. (2010 y 2011) emplearon Isochrysis galbana en pruebas de toxicidad para
determinar la calidad de los sedimentos en los Fiordos del Sur de Chile, cuyos resultados

indicaron acumulacién de sedimentos ricos en nutrientes dentro de la zona de estudio.

Asimismo, en la Tabla 2 se presentan los diferentes efectos de la exposicion de Isochcrysis

galbana a diferentes soluciones quimicas.

Tabla 2. Efecto de la exposicion de Isochrysis galbana a diferentes soluciones

guimicas.
mg/L
Especie | Efecto | As| Ba | Pb Cd Cr Cu Mn Sb | Zn Referer]c_la
bibliografica

Edding y Tala

I. galbana | CEsy7, 1,58 (1996)

0,06 - 004-| 72-

I galbana | Clso.s 57 | 339-3193 | 537 | 214 Ismail et al (2002)

I. galbana | Clsg.12 19,2 Alayo et al (2004)

I. galbana | Clgg.ge 11,9 Alayo et al (2004)

I. galbana | Clgoz, 4,5 Alayo et al (2004)

I. galbana | CEsg.120 1,40 | 0,74 0,91 0,60 | Yap et al (2004)

I. galbana | Clsogs | 1,6 2,5 2,9 7,9 Satoh et al (2005)
Debelius et al

l. galbana CEsprn 0,058 (2009)
Rudolph et al

I. galbana | Clsg.g6 40 (2010)

I. galbana | CEsgpgg 2,4 4,25 Liu et al (2011)
Rudolph et al

I. galbana | Clsg.g6 40 (2011)

I. galbana | Clsg.g6 58,15 Pinta (2014)
Rudolph et al.

l. galbana Clsp.06 55 (2014)

I. galbana | Clsg.gr 0,107 Paredes (2016)

FUENTE: Elaboracion propia.
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2.4.2 Pruebas de toxicidad con Nannochloropsis oceanica

La clasificacion taxondémica de Nannochloropsis oceanica (Suda et al., 2002) es la
siguiente:
Reino: Chromista
Phylum: Ochrophyta
Clase: Eustigmatophyceae
Orden: Eustigmatales
Familia: Monodopsidaceae
Género: Nannochloropsis

Especie: Nannochloropsis oceanica

Suda et al. (2002), mencionan que Nannochloropsis oceanica, es de célula solitaria,
piriforme, globosa u ovoide, cuyas dimensiones celulares son: 2-4 x 3-5 um., ampliamente
distribuida en ambientes marinos. Esta especie fue referida anteriormente como
Nannochloropsis sp. 1, por Andersen et al. (1998), mediante analisis moleculares y
filogenéticos de cloroplastos y genes nucleares, RCBL y 18S rDNA, respectivamente, se
caracterizd la especie de Nannochloropsis.

Bongiovani et al. (2014) mencionan que el género Nannochloropsis, comprende 6
especies: N. oculata (Droop, 1955) Hibberd (Hibberd, 1981), N. Salina Hibberd (Hibberd,
1981), N. gaditana Lubian (Lubian, 1982), N. granulata Karlson y Potter (Karlson et al.,
1996), N. limnetica (Krienitz et al., 2000) y N. oceanica (Suda et al., 2002). También
mencionan que algunas especies de Nannochloropsis, tales como Nannochloropsis sp.
(Sukenik et al., 1989), N. oculata (Renaud et al., 1991) y N. gaditana (Ferreira et al., 2009)
se utilizan en la acuicultura marina como una importante fuente de &cido
eicosapentaenoico (EPA), acido araquiddnico (ARA), docosahexaenoico (DHA) que son
de gran importancia en la nutricion de animales marinos, especialmente en el crecimiento y
desarrollo de larvas de peces, moluscos y crustaceos (Otero et al., 1997; Brown et al,
1999). Por otra parte, diferentes especies de Nannochloropsis han sido recientemente
considerados como materia prima para la produccion de biodiesel debido a su capacidad

para acumular grandes cantidades de lipidos (Ynga, 2011).
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Ahora bien, Biondi (2013), menciona que Nannochloropsis aceanica tiene una alta tasa de
crecimiento, alto contenido de lipidos y fuerte resistencia a la contaminacion biotica. Es
asi, que hay ciertas investigaciones realizadas con esta especie entre las que se encuentran
principalmente: reciclaje de medios de cultivo de Nannochloropsis oceanica vy
caracetrizacion de inhibidores (Zhang et al, 2016); influencia combinada de la luz y la
temperatura en las tasas de crecimiento de Nannochloropsis oceanica: vinculando
respuestas celulares a la produccion de biomasa a gran escala (Sandnes et al, 2005) y
cultivo de biomasa de Nannochloropsis oceanica rica en &cido eicosapentaenoico

utilizando aguas residuales como recurso de nutrientes (Mitra, 2016).

Hampel et al. (2001), realizaron ensayos de toxicidad con Nannochloropsis gaditana,
empleando sulfonato de alquibenceno lineal (LAS) que es un producto quimico organico
sintético utilizado en detergentes, productos de limpieza, asi como en la industria textiles,
alimentos y mineria. Ademas, demostraron que la biocumulacién de cobre y plomo es
mayor cuando se expone a esta especie a una mezcla de LAS y metales que cuando se

expone solo a los metales.

Para el caso de Nannochloropsis oculata, se realizaron bioensayos utilizando liquidos
estabilizados del sistema de lagunas de tratamiento de aguas residuales domeésticas de la
ciudad de Trelew, Chubut, Argentina, en el que se observo que el liquido estabilizado fue
apto para el crecimiento de la especie y a partir de la dilucion del 71 por ciento la tasa de
crecimiento superd al control negativo. De esta manera, Cravero et al. (2008) encontraron
una alternativa viable para utilizar un efluente inadecuado para obtener biomasa algal a

bajo costo para la obtencion de lipidos.

A nivel mundial no hay estudios de pruebas de toxicidad con Nannochloropsis oceanica
como tal, sino con otras especies del mismo género (Tabla 3), ademas de Nannochloropsis

gaditana y Nannochloropsis oculata.

Tabla 3. Efecto de la exposicion de especies de Nannochloropsis con cobre.

. Cu T
Especie Efecto (mg/mL) Referencia bibliografica
Nannochloropsis atomus Clso.72 4,62 | Moreno-Garrido et al. (2000)
Nannochloropsis gaditana Clso.7 0,137 | Debelius etal. (2009)

FUENTE: Elaboracion propia
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1. MATERIALES Y METODOS

3.1 Centro de ejecucion experimental
El presente trabajo de investigacion se desarrolld en las instalaciones del Laboratorio de

Ecotoxicologia Acudtica del Area Funcional de Investigaciones Marino Costeras
(AFIMC), de la Direccion General de Investigaciones en Acuicultura (DGIA), del
Instituto del Mar del Perd (IMARPE), ubicado en Esquina Gamarra y General Valle s/n

en Chucuito, Provincia Constitucional del Callao.

Es importante mencionar que este estudio estad dentro del marco de los Proyectos por
Resultado “Evaluacion del estado, presion y respuesta ambiental en las Bahias Tortugas

- Casma” y “Evaluacion del estado, presion y respuesta ambiental en la Bahia Paracas”.

3.2 Areas de estudio

Para la colecta de muestras de sedimento marino se determinaron dos areas de estudio,
la primera zona se ubicd entre las Bahias Tortugas y Casma cuyos muestreos se
efectuaron en los meses de marzo y agosto estableciéndose en total 14 puntos de
muestreo (Tabla 4, Mapa 1). La segunda zona se establecio en la Bahia Paracas en los
meses de abril y setiembre donde se ubicaron en total 11 puntos de muestreo (Tabla 5,

Mapa 2). EI monitoreo de ambas zonas y épocas de estudio se realizo en el afio 2016.

Las estaciones para este estudio fueron en su mayoria puntos costeros, con el fin de
analizar el entorno ambiental donde se desarrollan actividades de acuicultura, ademas se
consideraron estaciones cercanas a desembocaduras de rios y otras zonas de actividades
econdmicas (desembarcaderos, asentamientos humanos, agricultura, industrias

pesqueras y mineria no metalica).

Adicionalmente, se emplearon los siguientes métodos para la evaluacién de los distintos

parametros de estudio establecidas en la presente investigacion, realizadas por los



laboratorios de contaminacion acuéatica y microbiologia del IMARPE.Manuales y Guias
N° 11/COIl. UNESCO.1982: Determinacion de los Hidrocarburos del Petrdleo en los
Sedimentos.

e La metodologia analitica para la determinacion de trazas de metales se baso en el
método modificado de Eggman y Betzer (1976) y Johnson y Maxwell (1981), para el
tratamiento quimico para analisis de trazas de metales por espectrofotometria de

absorcién atébmica

e Standard Methods for Examination of Water and Waste Water (APHA, 2005) 212T
Edition: Cuantificacidon de bacterias del grupo coliformes siguiendo la metodologia de
tubos maultiples (NUmero Mas Probable - NMP).

Tabla 4. Estaciones de muestreo de sedimento marino de la Bahia Tortugas -

Casma, marzo y agosto del 2016.

Estacién
de Marzo | Agosto Latitud Longitud Caracteristicas de la zona
muestreo
A 2Km de la desembocadura del Rio Nepefia,
E2 X 9°19'51.5" S | 78° 27'48.0" O | margen del rio es area de uso agricola, a 3Km
de una planta pesquera
E3 X X 9°19'43.1" S | 78° 26' 43.0" O Conce5|o_r) acu_lcola de Argo_pecten purpuratus
y concesién minera no metalica
E4 X 9°20' 21.6" S | 78° 27' 2.50" O Concesion acmcql/a de_Argopecten purpuratus,
a 2Km de concesion minera no metalica
. " o nat « ~ | Concesidn acuicola de Argopecten purpuratus,
ES X 9720°39.0"S | 787 28'0.10" O a 4Km de la desembocadura del Rio Nepefia
E9 X 9°21'19.0" S | 78° 27' 25.0" O | Concesion acuicola de Argopecten purpuratus
E12 X 9°21'6.44" S | 78° 25' 44.0" O | Concesion acuicola de Argopecten purpuratus
E14 X 9°21'47.1" S | 78° 26' 20.0" O | Concesion acuicola de Argopecten purpuratus
0 o1t " o oL « ~ | Concesion acuicola de Argopecten purpuratus,
E17 X 9°21'49.1"S | 78°25'14.0" O 2 1Km de casco urbano
£20 X X 9°22' 239" S | 78° 25' 19.0" O Concesion acuicola de Argopecten purpuratus,
a 1Km de casco urbano
E22 X X 9°22'901" S | 78° 26' 33.0" O Concesion acumolglde Argopecten purpuratus,
a 1.5Km de concesion minera no metalica
o Ap " o gt " A 2,5 Km de concesion minera no metalica y
E3l X 9726'38.7" S | 78°24'43.0" O 4Km de la desembocadura de rio Casma
A 1Km de la desembocadura del rio Casma, al
E32 X 9°26'45.6" S | 78°23'15.0" O | margen del rio hay centros poblados y &reas de
uso agricola, A 5Kmde una planta pesquera
- " o Apn " A 3,5Km de concesién minera no metalica y
E33 X 9727'8.90" 5 | 78°24'54.0" 0 4Km de la desembocadura de rio Casma
A 2Km de la desembocadura del rio Casma, al
E34 X X 9°27'14.0" S | 78°23'48.0" O | margen del rio hay centros poblados y &reas de
uso agricola

FUENTE: Modificado de Area Funcional de Investigaciones Marino Costeras-

IMARPE.
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MAPA 1. Estaciones de muestreo de seimento marino en Bahia Tortugas-Casma en marzo y agosto del 2016
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Tabla 5. Estaciones de muestreo de sedimento marino de la Bahia Paracas, abril y
setiembre del 2016.

Estaciones
de Caracteristicas de la zona
muestreo | Abril | Setiembre Latitud Longitud

A 8Km de la desembocadura del

ES8 < 13°40'34.304" S | 76° 17'24.645" O | Rio Pisco, al margen del rio area
poblada y de uso agricola
A 1Km de la desembocadura del

E10 % 13°40'28.841" S | 76°13'29.725" O |Rio Pisco, al margen del rio area
poblada y de uso agricola
A 15Km de plantas pesqueras,

E1l1 X 13°42'56.349" S | 76° 14'07.968" O |alrededor area poblada y de uso
agricola

E12 % 13° 42'53.617" S | 76° 15' 35.380" O Linea costera dentro de la Bahia
Paracas
A 3Km del vertedero vigente de

E19 X X 13°45'37.515" S | 76° 16'10.891" O | USPetrol y de concesion minera
no metélica
A 1Km del vertedero vigente

E20 X 13°45'37.515" S | 76° 14'40.748" O | Pluspetrol y de concesion minera
no metalica

E23 X X 13°47'26.780" S | 76° 16'35.476" O | A 3Km de Puerto San Martin

E25 X 13°48'45.997" S | 76° 17'08.255" O | A 1Km del Puerto San Martin
Playa Atenas, al costado de area de

E27 X X 13°49'46.093" S | 76°17'32.840" O |concesién acuicola de Argopecten
purpuratus

E28 X | 13°50'24.335"S | 76° 16'08.160" 0 |\ 4Km de concesion minera no
metalica

EI0A | X 13°50'04.400" S | 76° 15'09.300" 0 |~ /¥@ El Chaco, A 2Km de
concesion minera no metalica

FUENTE: Modificado de Area Funcional

IMARPE.
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MAPA 2. Estaciones de muestreo de sedimento marino de la Bahia Paracas en abril y setiembre del 2016
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3.3 Obtencidén de muestras

3.3.1 Muestras de sedimento marino

Se colectaron muestras de sedimentos utilizando una draga Van Venn de 0,05 m? en las
estaciones de muestreo de las Bahias Tortugas - Casma y Paracas, durante los meses
especificados anteriormente (Tabla 1 y 2). Los sedimentos marinos fueron recolectados
a una profundidad entre 4 m a 30 m. Luego, las muestras debidamente etiquetadas,
fueron transportadas, conservandolas, en cadena de frio a temperaturas alrededor de los
4°C al Laboratorio de Ecotoxicologia Acuatica del IMARPE-Callao, en donde se
mantuvieron en una congeladora hasta el momento de realizar el ensayo de toxicidad

con microalgas.

3.3.2  Cultivo de microalgas marinas

El cultivo de las microalgas lIsochrysis galbana y Nannochloropsis oceanica se
desarroll6 en el Laboratorio de Microalgas del Area de Cultivos Marinos del IMARPE-
Callao, en matraces de 1L a condiciones controladas para cada especie. La fase
exponencial de los cultivos de microalgas se logré después de 3 a 6 dias en medio
Guillard f/2 modificado (Tabla 6).

La aclimatacién de las microalgas se realizd por un lapso de 2-4 horas en el Laboratorio
de Ecotoxicologia Acuatica dentro de la Camara de iluminacién LED, de 1,5m? de area,

luego de ese tiempo se procedio a realizar las pruebas de toxicidad.
Ademas, se consideraron las siguientes carécterisiticas del cultivo:

- Alta densidad

- Crecimiento en fase exponencial

- No presentar espuma

- No presentar precipitado

- No estar contaminado por otras especies

- Células intactas, de tamafio homogéneo que no deben estar agrupadas
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Tabla 6. Formulacion usada en el Laboratorio de Microalgas para la
preparacion del medio Guillar F/2 modificado

R1: MACRONUTRIENTES

g/L

KNO; 75
NaH,PO, 5,65

R2: MICRONUTRIENTES

g/L

EDTA Na, 4,36
FeCl;.6H,0 4,15
CUSO, 0,01
ZnS0,.7H,0 0,022
CoCl,.6H,0 0,010
MnCl,.4H,0 0,18
NaMo0,.2H,0 0,06

R3: VITAMINAS

g/L
Cianocobalamina 0,002
Tiamina HCI 0,1
Biotina 0,01

R4: SILICATOS

g/L
HCI 5mL

Na,SI03.5H,0 10

FUENTE: Laboratorio de Microalgas-IMARPE
Consideraciones de preparacion:
- Preparar R1, R2 y R4 con agua destilada y autoclavar
- Para R3 autoclavar previamente con afua destilada y dejar enfriar, luego anadir
vitamina segun receta

- Mantener en refrigeracion cada reactivo
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3.3.3  Elutriado de sedimento marino

Las muestras para los ensayos de toxicidad con elutriado se conservaron almacenadas
en refrigeracion a 4 °C antes de su evaluacién. Luego, se procedié a homogenizar el

sedimento marino problema y luego se tomo6 100g con una paleta.

Este procedimiento se realiz6 siguiendo la metodologia descrita por la USEPA (1998,
2002). Posteriormente se mezcld el sedimento con agua de mar en una proporcion de
1:4. Después de una hora de agitacion de la solucion, se dej6 reposar entre 2-24 horas a
4 °C (Geffard et al., 2004). Luego se retir6 cuidadosamente el sobrenadante sin
perturbar el material sedimentado y se obtuvo el elutriado que se centrifugd a 2500

RPM por 3 minutos para que el sedimento restante se separe del agua.

Finalmente se filtr6 el elutriado con membranas de fibra de vidrio de una micra, con el
objetivo de separar totalmente la fase liquida de los residuos de sedimentos y asi,
utilizarlo para preparar las diferentes concentraciones de elutriado de sedimento marino

ya sea para realizar pruebas preliminares o pruebas definitivas (Figura 5).

34 Pruebas de toxicidad

Antes de las pruebas de toxicidad se realizaron:

- Curvas de crecimiento de Isochrysis galbana y Nannochloropsis oceanica en

Laboratorio de Ecotoxicologia (Anexo 1)

- Pruebas de toxicidad de Isochrysis galbana y Nannochloropsis oceanica con
sulfato de cobre pentahidratado (CUSO4.5H,0) (Anexo 2)

- Pruebas con diferentes volimenes (5, 10, 100 mL) de Isochrysis galbana y
Nannochloropsis oceanica en cada sistema (matraz de 250 mL) para determinar con que

volumen de microalgas se realizaran las pruebas de toxicidad (Anexo 3)

Estas pruebas se realizaron con la finalidad de definir las concentraciones a emplear en
las pruebas de toxicidad con sulfato de cobre y elutriado de sedimento marino. Asi
como para determinar el volumen (mL) de microalgas a emplear en cada unidad de

ensayo (matraz de 125 mL y 250 mL).
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Las pruebas de toxicidad se basaron principalmente en la metodologia propuesta por
USEPA (2002). Para establecer el criterio de aceptabilidad de la prueba, se considerd
que la densidad celular en el control negativo al finalizar la prueba (96h) debe ser

>1x10%cél/mL.

Se trabajo con un disefio experimental de bloques completamente aleatorizado (DBCA)
de 6x4 para todas las pruebas de toxicidad realizadas, es decir, 5 concentraciones mas
un grupo control y cuatro repeticiones por tratamiento, las cuales se distribuyeron de

manera aleatoria (Figura 6).

Homogenizar la muestra de
sedimento marino de cada
estacion de muestreo

!

Mezclar el sedimento marino
(100g) con agua demar (1:4)

|

Agitarla mezcla por una hora
(por medio deun agitador
eléctrico)

y

Sedimentar la mezcla en
refrigeracion (2-24 horas)a 4°C

{

Extraer el sobrenadante
(elutriado)

|

Centrifugar el elutriado
(2300 EPM por 3 minutos)

!

Filtrar el elutriado
(membrana de fibra de vidrio de
unamicra)

|

Prepararlas concentraciones de -Pruebas preliminares (0% y 100%)
elutriado -Pruebas definitivas (100 %, 50%, 25%. 12.5% . 6.25% v 0%)

Figura 5. Preparacion de elutriado para ensayos de toxicidad con microalgas marinas
Isochrysis galbana y Nannochloropsis oceanica.
FUENTE: Elaboracion propia.
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1 L cultivo de microalgas

Cultivo de microalgas fase
exponencial (3-6 dias)

Agua de dilucién

> Réplicas (4)

100% 50% 25% 12,5 6,25% 0%

Figura 6. Disefio en Bloques Completamente Aleatorizado (DBCA) 6x4 para
pruebas de toxicidad.
FUENTE: Elaboracion propia.

3.4.1 Pruebas de sensibilidad de microalgas

La USEPA (1994, 2002) recomienda emplear un toxico de referencia para probar la
sensibilidad de los organismos a usar y de esta manera garantizar la aceptabilidad del
ensayo de toxicidad de la matriz en estudio en este caso sedimento marino.

En la figura 7, se detalla el proceso de preparacion de pruebas de toxicidad con sulfato
de cobre pentahidratado empleando cultivo de Isochrysis galbana y Nannochloropsis
oceanica en medio Guillard F/2.
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Esta prueba se realiz6 en matraces de 250 mL de capacidad. Las concentraciones de
sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H,0) a las que se expusieron las microalgas
por 96 horas, fueron: 4,0 mg/L, 2mg/L, 1,0 mg/L, 0,5 mg/L, 0,25m/L, 0,125mg/L, con
factor de dilucion de 0,5, mas un control negativo (sin toxico), con 4 réplicas por
concentracion, con un disefio experimental de Disefio de Blogues Completamente
Aleatorizado (DBCA) 7x4. Las condiciones iniciales empleadas en el laboratorio se
observan en las Tablas 7 y 8. Los valores de las concentraciones del toxico de referencia
se basaron en referencia a los valores obtenidos por Edding y Tala (1996), quienes
obtuvieron un Clso.7> de 1,58 mg/L para el caso de Isochrysis gabana.

La extraccion de las microalgas para conteo se realizd cada 24 horas y se fijaron con
formalina al 2 por ciento para su posterior conteo en cdmara Neubauer. Ademas, se
midieron los parametros como: temperatura, oxigeno disuelto, pH, conductividad y
salinidad (Tabla 9).

El criterio de aceptabilidad del control de las pruebas de toxicidad con toxico de
referencia (CuS0,4.5H,0) y elutriado se determind con el Coeficiente de Variacion

expresado en porcentaje (CV), calculado a partir de:

CV = [(o/densidad celular) x 100]
Donde:
o=Desviacion estandar
Segun, USEPA (2002), el porcentaje de CV tiene que ser menor o igual al 20 por ciento

entre las réplicas de densidad promedio de un mismo tratamiento.
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Pesaje de Sulfato de cobre

pentahidratado (CuSQO,4.5H,0)

Disolucion del téxico de
referencia (CuSQ,4.5H,0)

Inoculacion de microalgas al
control y diferentes
concentraciones de téxico de
referencia

Agregando nutrientes al
control y diferentes
concentraciones de téxico de

referencia

Medicion de pardmetros
fisico-quimicos de diferentes
concentraciones de toxico de

referencia

}
L

. A

Toma de muestras de
microalgas cada 24 horas
preservadas en formalina al

2%

Medicién de pardmetros
fisico-quimicos, cada 24
horas, de concentraciones de
toxico de referencia

Conteo de microalgas en
camara de Neubauer con
microscopio compuesto

Figura 7. Preparacion del control positivo con sulfato de cobre pentahidratado
para ensayos de toxicidad con microalgas marinas

Nannochloropsis oceanica.
FUENTE: Elaboracion propia.
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Tabla 7. Condiciones usadas en
galbana.

las pruebas de toxicidad con Isochrysis

PARAMETROS CONDICIONES
Tipo de prueba Estética, sin renovacion de la solucion de
prueba
Duracion de la prueba 96 horas
Temperatura 21 - 23°C
Salinidad 34 — 36 %o
Iluminacion Artificial, controlada con luces LED

Fotoperiodo

[luminacion continua (24 horas luz:0 horas
oscuridad)

Aireacion

Agitacion manual periddica durante toda la
prueba. Si el oxigeno es menor de 6 mg/L se
suministra aireacion continua

Recipientes de prueba

Matraces erlenmeyer de 250 mL

Volumen de prueba

50 mL

Edad del cultivo al in6culo

3 — 6 dias (fase exponencial de crecimiento)

Agua de dilucion

Agua de mar filtrada

Cantidad de nutrientes por matraz

52 pL de medio Guillard “f/2” modificado

Volumen de microalgas por matraz

2mL

Densidad celular del inéculo por
matraz

10 000 células.mL™

NuUmero de Concentraciones

Minimo 6, mas el control

Réplicas por concentracion

Minimo 4

Efecto medido

Inhibicion de crecimiento poblacional, medida
como densidad celular

Periodicidad de las observaciones

Cada 24 horas

Criterio de aceptabilidad de la
prueba

La densidad celular en el control negativo al
finalizar la  prueba (96h) debe ser
>1x10°cél./mL

Coeficiente de variacion en los
conteos de resultado final

<20 por ciento entre réplicas de un mismo
tratamiento Clsg.ogn

Control positivo

Cu (1), a partir de una solucién de
CuS0O,45H,0

FUENTE: Adaptado de USEPA (2002).
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Tabla 8. Condiciones usadas en las pruebas de toxicidad con Nannochloropsis

oceanica.
PARAMETROS CONDICIONES
Tipo de prueba Estética, sin renovacion de la solucion de
prueba
Duracién 96 horas
Temperatura 21 -23°C
Salinidad 34 — 36 %o
lluminacién Acrtificial, controlada con luces LED

Fotoperiodo

Iluminacion continua (24 horas luz:0 horas
oscuridad)

Aireacion

Agitacion manual periddica durante toda la
prueba. Si el oxigeno es menor de 6mg/L se
suministra aireacion continua

Recipientes de prueba

Matraces erlenmeyer de 250 mL

Volumen de prueba

50 mL

Edad del cultivo al inéculo

3 — 6 dias (fase exponencial de crecimiento)

Agua de dilucion

Agua de mar filtrada

Cantidad de nutrientes por
matraz

52 pL de medio Guillard “f/2” modificado

Volumen de microalgas

2mL

Numero de Concentraciones

Minimo 5, mas el control

Réplicas por concentracion

Minimo 4

Efecto medido

Inhibicion de crecimiento poblacional, medida
como densidad celular.

Periodicidad de las
observaciones

Cada 24 horas.

Criterio de aceptabilidad de la
prueba

La densidad celular en el control negativo al
finalizar la  prueba (96h) debe ser
>1x10%él./mL

Coeficiente de variacion en los
conteos de resultado final

<20 por ciento entre réplicas de un mismo
tratamiento Clso-gen

Control positivo

Cu (I1), a partir de una solucion de CuSQ,,
5H,0

FUENTE: Adaptado de USEPA (2002).
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Tabla 9. Equipos usados y frecuencia de medicibn de parametros
fisicoquimicos de las pruebas de toxicidad con microalgas.

PARAMETROS EQUIPOS MARCA | FRECUENCIA DE
FISICOQUIMICOS MEDICION
Temperatura, Oxigeno | Multiparametro | HACH Cada 24 horas
disuelto y pH (HQ40d)
Conductividad y | Conductimetro | WTW Al inicio y a las 96
salinidad (Cond7110) | horas

FUENTE: Elaboracion Propia.

3.4.2. Pruebas de toxicidad con elutriado de sedimento marino

Las pruebas fueron realizadas en matraces de vidrio de 125 mL de capacidad. Se utilizd
50 mL del elutriado del sedimento, trabajando con cuatro repeticiones por cada estacién
de muestreo, se emplearon 2 mL de cultivo de microalgas y 52 pL de medio Guillard
modificado F/2 para cada matraz. Las pruebas fueron de tipo estatico, sin renovacion de

agua. El periodo de exposicion fue de 96 horas.

3.4.2.1 Pruebas preliminares

Con el proposito de reducir el uso de muestras, se sometieron los elutriados de
sedimento directamente al cultivo de microalga sin realizar diluciones, siendo
comparada con un control, el cual contenia solo agua de mar filtrada y medio de
Guillard modificado F/2.

Para estas pruebas se empled la concentracion del elutriado al 100 por ciento y el
control negativo (0 por ciento del elutriado), trabajando con cuatro repeticiones para
ambas concentraciones (Figura 8). Considerando en la Bahia Tortugas-Casma (8 y 10
estaciones en marzo y agosto, respectivamente) y en la Bahia Paracas (6 y 8 estaciones
en abril y setiembre, respectivamente). Para los casos en los que se detectd por medio de
una prueba estadistica t-student diferencias significativas (p<0,05) con el control se
sometio la muestra a una prueba definitiva o de multiconcentracion. Las pruebas de

toxicidad fueron validas cuando el control negativo del crecimiento de microalgas no se
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inhibié y cuando el cultivo del 100 por ciento del elutriado no tuvo sobrecrecimiento
respecto al control. También, se registraron los pardmetros fisicoquimicos como:

temperatura, oxigeno disuelto, pH, conductividad y salinidad.

Réplicas (4)
N

Control (0%)*

Elutriado (100%)**

*(Agua de mar filtrada + medio Guillard modificado f/2)

** (100 por ciento de elutriado + medio Guillard modificado f/2)

Figura 8. Disefio de la prueba de toxicidad con microalgas expuestas al 0 por ciento
y 100 por ciento del elutriado marino de las zonas y estacion de muestreo.
FUENTE: Elaboracion propia.

3.4.2.2 Pruebas definitivas o Multiconcentracion

Las pruebas definitivas se trabajaron con la finalidad de determinar la concentracion de
inhibicion media porcentual (Clsp), la cual indica la concentracion que provoca la
mortalidad del 50 por ciento de la densidad celular de las microalgas. Segun, la
metodologia descrita por la USEPA (2002), se trabajo con cinco concentraciones de
elutriado de sedimento marino: 6,25%; 12,5%; 25%; 50% y 100%, mé&s un control
negativo, en un disefio en Bloques Completamente Aleatorizado (DBCA) 6x4 (Figura
9). Las pruebas de toxicidad fueron vélidas cuando el control negativo del crecimiento
de microalgas no se inhibi6. En la bahia Tortugas-Casma se realizaron en 4 y 2
estaciones de muestreo en marzo y agosto, respectivamente y en la bahia Paracas se
realizaron en 3 estacionesd de muestreo en abril y setiembre. Finalmente, se registraron
los pardmetros fisicoquimicos como: conductividad eléctrica, oxigeno disuelto, pH,

salinidad y temperatura.
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1L cultivo de microalga

. Cultivo de microalgas en fase
e exponencial (3-6 dias)

Agua de dilucion

> Réplicas (4)

100% 50% 25%  125%  0,625% 0%

Figura 9. Disefio en Bloques Completamente Aleatorizado (DBCA) 6x4 de la
prueba de toxicidad con microalgas expuestas a diferentes concentraciones de
elutriado marino.

FUENTE: Elaboracion propia.

3.4.3 Conteo celular con cAmara Neubauer

El conteo se realizd en la camara de Neubauer también, reportado en manuales para
cultivos de microalgas como FAO (2006), el mismo que consta de un porta-objetos de
cuarzo y un cubre-objetos de un grosor mayor a los de uso comun (Figura 10). Se
empled este tipo de método de conteo porque es especialmente para cultivos y
concentraciones extremadamente altas de células de organismos de pequefio tamafio
(<30 um) (Karlson et al., 2010).
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Para el conteo se consider0 lo siguiente:

-Se tomd una alicuota de 1mL del cultivo madre, de los controles positivos y de las
diferentes concentraciones de elutriado de sedimento marino (Figura 10A y B).

-Las muestras se observaron al microscopio en aumento 10X, para verificar que se
encuentran uniformemente distribuidas y sin burbujas, si esto ocurre es necesario repetir
el proceso, limpiando y secando nuevamente la placa

-Se realizaron los conteos al microscopio marca Zeiss con un aumento total de 100X
(Nannochloropsis oceanica) y 200X (Isochrysis galbana) (Figura 10C).

-Se definid el tipo de conteo, de acuerdo a la concentracion celular como lo recomienda
Aguilar et al., (2011), para células menores a 6 um (Formula N° 1) y LeGresley y
McDermott (2010) para células mayores a 6 um (Formula N° 2) (Figura 10E).

Células menores a 6 pm:

Nb=XCel.Cbx 250000  .....ccoeiiiiinininnnnns Formula N°1
5

Células mayores a 6 pm:

Na=ZX Cel.Cax10000 ....coiiiiiiininnnns Formula N°2
4

Donde:

Na y Nb = Namero de células por mL (células/mL)
2 Cel. Ca = Suma de células en los cuadrados grandes de las esquinas de la cAmara
(10E)

2 Cel. Cb = Suma de células en los cuadrados medianos de la camara (Figura 10E)

Para el primer caso, el conteo se llevo a cabo en los cinco cuadrantes de la celda central
de cada camara sefialados con una "E", el valor final result6 del promedio de los conteos
realizados en los 10 cuadrantes leidos (cinco en cada camara) en un volumen de
0,004mm (Figura 10D).

Para el segundo caso, el conteo se efectud en los cuatro cuadrantes de los extremos de
cada camara sefialados con un "L" estan divididos en 16 cuadrados con aristas de 0,25
mm y el valor final correspondié al promedio de los conteos realizados en los ocho

cuadrantes leidos (cuatro en cada cémara) en un volumen de 0,01mm? (Figura 10D).
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-El recuento se realizo en el &rea delimitada por tres lineas. Las celdas que tocan los
bordes superior e izquierdo se contabilizaron, mientras que las celdas que tocan los
bordes derecho e inferior no se contabilizaron (Figura 11) (LeGresley y McDermott,
2010).

oueX CE
E e
P
-OeNT \
" et O e - ‘ b??g.;g
* iSSoine > 4

— =

Si ndmero de células <6 pm:
conteo en 5 cuadrantes centrales E 1o
(E) de cada camara (0,01mm3) < E 1
Si nimero de células > 6 um: i
conteo en 4 cuadrantes exteriores E
(L) de cada camara (0,004mm3)

Figura 10. Metodologia de recuento celular con camaras de Neubauer en
microscopio compuesto.
FUENTE: Elaboracion propia.
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Figura 11. Conteo en camara de Neubauer.
FUENTE: LeGresley y McDermott (2010).

3.4.4  Diagrama de flujo para el procedimiento de los bioensayos

Los procedimientos para la determinacion de la toxicidad de los sedimentos
provenientes de las Bahias Tortugas-Casma y Paracas empleando las microalgas
Isochrysis galbana y Nannochloropsis oceanica, se observa en la figura 12.

35 Analisis de los datos

3.5.1 Pruebas preliminares

Con los resultados de las réplicas de crecimiento celular de microalgas del control
negativo (Co) y del 100 por ciento del elutriado de sedimento (Cs) se hall6 las
diferencias significativas p<0.05 a las 96 horas empleando la prueba-T de Student para
datos parametricos o la prueba U de Mann- Whitney para datos no parametricos,
mediante el programa Minitab 15. De estd manera se determind si era 0 no necesario

realizar pruebas de multiconcentracion (Figura 13).

3.5.2  Pruebas definitivas

Los datos de las pruebas definitivas fueron sometidos a la prueba de normalidad de
Shapiro-Wilk (S-W) y homogeneidad de varianzas de Levene’s. Las diferencias entre
cada tratamiento y réplicas a las 96 horas, asi como por zonas de estudio se evaluaron

en su mayoria de los casos a través la prueba de Kruskal-Wallis (K-W) por presentar
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valores no paramétricos. Las diferencias significativas de los resultados fueron

evaluadas con p<0.05 (Zar, 1996). Todos los calculos estadisticos fueron analizados por

el paquete SPSS ver. 21.

Nannochloropsis eceanica

Aclimatacién de microalgas
marinas Isochrysis galbana v

V

Prueba de toxicidad con
ehitriados de sedimentos

{

Pruebas preliminares
Concentracion: 0 % y 100%

V

para conteo v pardmetros
fisicoquimicos

Toma de alicuota de microalgas

Analisis estadistico

A 4

Pruebas de sensibilidad con
sulfato de cobre pentahidratado
(CuS0,.5H,0)

Programa
ICP

v

Pruebas definitivas o de
multiconcentracion

Preparacion de las diluciones:
100%, 50%, 25%, 12.5%, 6.25% v 0%

{

Toma de alicuota de microalgas
para confeo y parametros
fisicoquimicos

|

Anilisis estadisticos:
Normalidad Prueba-T, U de Mann
Whitney v Kruskal-Wallis

Clsg

DISENO EPERIMENTAL: DECA

|

N° DE REPLICAS: 4

N°® DE DILUCIONES: 5
concentraciones mas un control
negativo

v

TOXICIDAD

Determinacion del NIVEL DE

Figura 12. Diagrama de flujo de pruebas de toxicidad de sedimentos marinos

empleando Isochrysis galbana y Nannochoropsis oceanica.

FUENTE: Elaboracion propia.
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Crecimiento Celular de
microalgas (Células/mL)

Normalidad
Prueba de Anderson - Darling

le

Homogeneidad de

varianza

N
[ PruebaUdeMANN- | _
WHITNEY
No
Prueba de >
LEVENE

ls.e

Prueba T-STUDENT

¢Diferencias significativas |
en el crecimiento celular de
microalgas?
No | §¢ Condicion: Cyp> Cs (96 h)

¢ v

NO TOXICO MULTICONCENTRACION

Cy: Crecimiento celular del
Cs: Crecimiento celular del

control negativo
100% del elutriado de sedimento

Figura 13. Arbol de dec
multiconcentracion.

isibn para determinar si es necesario realizar

FUENTE: Modificado de USEPA (2002).

Determinacién de la concentracion de inhibicion media (Cls)

Para el célculo del porcentaje de C

concentraciones de sustancia d

método de interpolacion lineal, que

I50 se procedio a realizar pruebas de multiconcentracion
exponiendo a las microalgas Isochrysis galbana y Nannochloropsis oceanica a diferentes
e referencia sulfato de cobre pentahidratado
(CuS04.5H,0) y de elutriado de sedimento marino que mediante el programa
informético ICp recomendado por la USEPA (1992) se realiza una estimacion usando el

compara el control negativo con el valor que reduce

43




el 50 por ciento de la densidad microalgal durante la prueba de inhibicion de

crecimiento.

3.5.4 Toxicidad del sedimento marino de las zonas de estudio

Luego de obtener los porcentajes de Clso de las estaciones muestreadas, se determinoé la
toxicidad de sedimento marino siguiendo los rangos establecidos (Tabla 10) que se
realizé en base a las pruebas de toxicidad realizadas con el anfipodo Eohaustorius

Survival, lo importante en este caso es el efecto del 50 por ciento de la poblacién.

Tabla 10. Rangos de clasificacion de la respuesta a la toxicidad del sedimento
marino.

Clso (%) Nivel de toxicidad
No probado
82 -89 Baja toxicidad
59 - 81 Moderada toxicidad

FUENTE: Modificado Bay et al. (2014).

3.5.5  Condiciones basicas para pruebas de toxicidad con Isochrysis galbanay
Nannochloropsis oceanica

Los criterios basicos se determinaron en base a las condiciones iniciales que fueron
tomados y modificados de la USEPA (2002), los mismos que se pueden observar en las
Tablas 4 y 5. Los parametros controlados durante las 96 horas de prueba, generaron
condiciones diferentes para cada especie de microalga dentro del sistema establecido en

el Laboratorio de Ecotoxicologia.

Una vez obtenidos los valores de conductividad eléctrica, oxigeno disuelto, pH,
salinidad, temperatura e instensidad luminica se hallaron los promedios y desviacion
estandar. Asimismo, se realiz6 una prueba-T Student 6 prueba U de Mann-Whitney,
dependiendo si fueron o no datos parametricos y de esta manera se hallaron las
diferencias significativas de los parametros fisico-quimicos entre las cero y 96 horas de

prueba.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Pruebas de sensibilidad de las microalgas

Con la finalidad de comprobar la sensibilidad de las microalgas I. galbana y N.
oceanica a diferentes compuestos toxicos, se realizaron bioensayos utilizando como
toxico de referencia al sulfato de cobre pentahidratado (CuSO,4.5H,0). La densidad
celular del control negativo a las 96 horas cumplié con el criterio de aceptabilidad >
1x10° cél/mL (Anexos 4 y 5).

4.1.1  Pruebas de sensibilidad con la microalga Isochrysis galbana

La tendencia de la densidad algal del control negativo fue en aumento, alcanzando el
maximo valor de 2,0x10° cél/mL a las 96 horas, con un incremento de 8 veces més de la
densidad inicial (Anexo 4). De las concentraciones estipuladas, se tiene que a 0,125;
0,250 y 0,5 mg/L de CuS0O,4.5H,0 se presentd un sobre crecimiento algal respecto al
control desde las 24 horas hasta las 96 horas de exposicion (Figura 14). El incremento
algal se puede deber a casos de “hormesis”, que se refiere al crecimiento en respuesta al
estress toxico (Brand et al., 1986). De igual forma es importante recalcar que el cobre,
segun Steemann y Bruun (1976) y Visviki y Rachlin (1992) es un micronutriente

esencial para las microalgas, pero en cantidades infimas.

El efecto inhibitorio se empez6 a notar a partir de las concentraciones 1,0; 2,0 y 4,0
mg/L de CuSO,4.5H,0. Esta inhibicidn se debe a que los iones de cobre se adsorben en
la membrana citoplasmatica de algas deteniendo la division celular asi como lo

mencionan Steemann y Nielsen (1970) y Saifullah (1978).

Se estimd la concentracidn de inhibicién media (Clsp) diaria, mostrando valores a partir
de las 48 horas de prueba (2,9208 mg/L de CuSO4.5H;0); luego se aprecia un

incremento en el efecto inhibitorio de crecimiento a las 72 horas a 1,8558 mg/L de



CuS0Q,4.5H,0, y asi progresivamente hasta las 96 horas cuyo valor final de la prueba fue
0,8812 mg/L de CuS0O4.5H,0 (Figura 15), siendo este valor de sulfato de cobre
pentahidratado el que inhibio el 50 por ciento de la densidad microalgal a las 96 horas

respecto al control negativo (Figura 16).

Yap et al. (2004), obtuvieron un valor de Clsp=0,91 mg/L de CuSQO,4.5H,0 al exponerlo
a la misma especie de microalga después de 120 horas de exposicién, siendo este valor
cercano al hallado en el presente estudio a las 96 horas. Por otro lado, Rudolph et al.
(2014) mencionan que en el analisis de sensibilidad de Isochrysis galbana con
soluciones de dicromato de Potasio (K,Cr,0;) presentaron un Clsy estimado de 55 mg/L
al 95 por ciento de confianza siendo mas sensible que Dunaliella tertiolecta (Clsp=72
mg/L) y Dunaliella salina (Clsp=65 mg/L). De esta manera los resultados obtenidos de
la prueba de toxicidad confirman la alta sensibilidad del microalga I. galbana al sulfato

de cobre pentahidratado.

Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante las pruebas y mostraron
que la calidad del agua fue adecuada para el crecimiento algal, (Temperatura: 21,60 -
22,70 °C; pH: 8,07 - 9,60). En los ensayos de crecimiento de esta microalga, Fernandez
(2016) menciona que la temperatura en un ambiente semicontrolado y no controlado
varia de 22,3°C a 28 °C y 22,9°C a 29,1°C, respectivamente. Asimismo, Garibay et al.
(2009), indica que las condiciones adecuadas de pH para el crecimiento microalgal en
general puede estar entre 6,5 a 9,5. De esta manera los valores de temperatura y pH

obtenidos no tendrian influencia en los resultados de crecimiento de Isochysis galbana.
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Figura 14. Crecimiento celular promedio (células/mL) de Isochrysis galbana
expuesta a diferentes concentraciones de sulfato de cobre pentahidratado
(CuS0O4.5H,0) a las 24, 48, 72 'y 96 horas.
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Figura 15. Concentracidon de inhibicién (Clsp) Isochrysis galbana a las 24, 48, 72 'y
96 horas de exposicidn al sulfato de cobre pentahidratatdo (CuSO4.5H,0).
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Figura 16. Porcentaje de inhibicion de lIsochrysis galbana, a las 96 horas, en
funcion de la concentracién de sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H,0).

4.1.2  Pruebas de sensibilidad con la microalga Nannochloropsis oceanica

El control negativo incrementé la densidad de 9,05x10° cél/mL hasta 13x10° cél/mL a

las 96 horas, cumpliendo asi con el criterio de aceptabilidad (Anexo 5).

La tendencia de crecimiento microalgal en las concentraciones 0,125 mg/L y 0,250
mg/L de CuSO,.5H,0O fue exponencial hasta las 96 horas. Mientras que en las
concentraciones 0,5 mg/L y 1,0 mg/L de CuSO,.5H,0 el crecimiento microalgal
disminuyo respecto al control. Finalmente, en las concentraciones 2,0 mg/L y 4,0 mg/L
de CuS0O,4.5H,0 el crecimiento algal se inhibi6 respecto al control desde las 24 horas

(Figura 17).

El valor de Clsy obtenido a las 24 horas de exposicion fue 1,7035 mg/L de
CuSQ,4.5H,0; luego se aprecié un incremento en el efecto inhibitorio de crecimiento a
las 48 horas (1,5186 mg/L CuSQO,4.5H,0), y asi progresivamente hasta las 72 y 96 horas
(1,4865 y 1,440 mg/L de CuSO,4.5H,0, respectivamente) (Figura 18). Siendo asi 1,440
mg/L de sulfato de cobre pentahidratado, la concentracion, que inhibid el 50 por ciento

de la densidad microalgal a las 96 horas respecto al control negativo (Figura 19).
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Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante las pruebas y mostraron
que la calidad del agua fue adecuada para el crecimiento algal, (Temperatura: 21,60 -
22,40 °C; pH: 8,07 - 10,20), segun Sandnes et al. (2005), mencionan que la temperatura
promedio del cultivo de esta microalga es 23,34 + 1,09. Asimismo, Zhang et al. (2016)
indican que las condiciones de temperatura y pH en cultivo de 12 dias fueron 23,0 —
28,0 °C y 7,6 — 8,2 respectivamente. Es asi que la temperatura y pH obtenidos en la

prueba de toxicidad estan dentro de los parametros establecidos por otros autores.

I. galbana es més sensible al cobre que N. oceanica, cuyos resultados son corroborrados
por Moreno et al. (2000) quienes mencionan valores de 0.0004 mg/L para la haptophyta
mencionada y 0.0167 mg/L para N. atomus. Levy et al. (2007), indican que la
sensibilidad estd mejor relacionada con las tasas de consumo de cobre y procesos de

desintoxicacién intracelular de las diferentes espcies de microalgas.

14

13

12

11

10 epy— Control
a9 <+®--+ 0,125 mg/L
E 8 --8--0,250 mg/L
% 7 —e— 05mg/L
Q6 -t 1,0mg/L
‘é 5 -8 -20mgL
x 4 —&— 4,0mg/L

3

2

1

0

0 24 48 72 96
Horas

Figura 17. Crecimiento celular promedio (células/mL) de Nannochloropsis
oceanica expuesta a diferentes concentraciones de sulfato de cobre a las 24, 48, 72
y 96 horas.
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Figura 18. Concentracion de inhibicion (Clsp) del sulfato de cobre pentahidratado
(CuS0O4.5H,0) empleando Nannochloropsis oceanica a las 24, 48, 72 'y 96 horas de
exposicion.
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Figura 19. Porcentaje de inhibicion de Nannochloropsis oceanica a las 96 horas, en
funcion de la concentracién de sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H,0).
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4.2 Pruebas preliminares de toxicidad con microalgas en elutriado de
sedimentos marinos

4.2.1 Bahia Tortugas-Casma

4.2.1.1 Prueba con Isochrysis galbana

En la figura 20, se puede observar que el crecimiento algal del control negativo de la
mayoria de estaciones muestreadas en marzo fue exponencial, cumpliendo al cabo de
las 96 horas con el criterio de aceptabilidad para pruebas de toxicidad con microalgas
(>1x106 cél/mL). Ademas, se aprecia que en la estacion E20 la densidad algal empezo a
disminuir a las 96 horas. Mientras que las estaciones E22 y E34 la densidad algal
empez0 a disminuir a partir de las 48 horas y se recupero a las 96 horas. Ademas, en la

tasa de crecimiento de esta microalga vari6 entre 0,24 y 0,71 d™* (Anexo 6).

En la 3rd International Conference on Future BioMedical Information Engineering
(2010) mencionaron que en la fase exponencial y estacionaria del crecimiento de
Isochrysis galbana, se liberan sustancias antibacteriales, a su vez éstas se convierten en
sustancias antialgales, este efecto de inhibicion se le atribuye a la presencia de los
acidos oleico y estearico y a la combinacion de ambos, presentes en los productos

extracelulares de la microalga.
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Figura 20. Crecimiento celular promedio (células/mL) de Isochrysis galbana en el
control negativo a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas de exposicién a las pruebas de
toxicidad con sedimento marino de las estaciones de muestreo de la Bahia
Tortugas-Casma muestreadas en marzo del 2016. Linea azul: Criterio de
aceptabilidad >1x10° cél/mL.

Para el mes de agosto en promedio el valor de la densidad de microalgas del control
negativo al cabo de las 96 horas fue siete veces méas al de la densidad inicial. Ademas,
de las estaciones evaluadas en este periodo se observd que los controles negativos de
E20, E22 y E34 presentaron decrecimiento a las 72 horas, pero al cabo de las 96 horas
la densidad microalgal de estas estaciones superd el criterio de aceptabilidad (Figura
21). La tasa de crecimiento de esta microalga varié entre 0,36 y 0,65 d™* (Anexo 7).

52



]

——-E3

El4
El7
—-E5

El2
——F20

E22
E34

x 10 ¢ celulas / mL

Horas

Figura 21. Crecimiento celular promedio (células/mL) de Isochrysis galbana en el
control negativo a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas de exposicion a las pruebas de
toxicidad con sedimento marino de las estaciones de muestreo de la Bahia
Tortugas-Casma muestreadas en agosto del 2016. Linea azul: Criterio de
aceptabilidad >1x10° cél/mL.

Como se puede observar en la tabla 11, el control negativo de E8 y E10, presentaron
diferencias significativas (p<0.05) entre las 24 y 96 horas lo que confirma
estadisticamente un crecimiento algal del control negativo y también cumplen con el
criterio de aceptabilidad (>1x10° cél/mL) que las pruebas de toxicidad con microalgas

requiere, lo que sirve para aseverar que los valores obtenidos son validos.
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Tabla 11. Valores de significancia del crecimiento de lIsochrysis galbana en la
muestra del control negativo a las 24 y 96 horas de las estaciones de muestreo de la
Bahia Tortugas-Casma, muestreadas en marzo y agosto del 2016.

Marzo | Agosto Criterio de
Estaciones de aceptabilidad
muestreo p value | pvalue (>1x10° cél/mL)
E2 0,000* - Si
E3 0,023* 0,005* Si
E4 - 0,005* Si
E5 - 0,030** Si
E9 - 0,030** Si
E12 - 0,030** Si
E14 - 0,005* Si
E17 - 0,005* Si
E20 0,017* 0,002* Si
E22 0,001* 0,002* Si
E31 0,002* - Si
E32 0,016* - Si
E33 0,030** - Si
E34 0,432* 0,002* Si

*= Diferencias significativas (p<0,05), prueba-T de Student

**= Diferencias significativas (p<0,05), Prueba U de Mann-Whitney

En la tabla 12, se muestran diferencias significativas entre el control negativo (Co) vy el
100 por ciento del sedimento marino (Cs). Presentando diferencias significativas
(p<0,05) en las estaciones E2, E3, E32 y E33 en marzo, asi como las estaciones E3 y
E22 en agosto, presentando inhibicion de Cs respecto a Cy. Mientras que en las
estaciones E34 en marzo y las estaciones E5 y E34 en agosto presentaron efectos
estimulatorios que se manifestaron con el sobrecrecimiento algal de la Cs respecto al
control negativo. Para este caso Martinez (2008) menciona que estos datos no se deben
incluir en la determinacién de la Clso porque se lo que se busca es el efecto inhibitorio

de las microalgas.

Biologicamente las microalgas regulan la disponibilidad de los nutrientes en los
sedimentos marinos, lo que incrementa la densidad algal (Thain, 1992) por esta razon la
densidad Cs es mayor que el control en el presente estudio. Ademaés, posiblemente los
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elutriados de estas estaciones de muestreo contenian mayor cantidad de nutrientes que

el control ayudando asi a proliferar el crecimiento algal de la concentracion Cs.

Tabla 12. Resultados de las pruebas preliminares con Isochrysis galbana para las
estaciones de muestreo de la Bahia Tortugas-Casma, muestreadas en marzo y
agosto del 2016.

Estaciones de Marzo | Agosto Inhibicion de Resultado
muestreo Cs
p value | p value
E2 0,000* - Si Multiconcentracion / -
E3 0,017* | 0.005* Si Multiconcentracion
E4 - 0,924 No No toxico
E5 - 0,016* No No toxico
E9 - 0.055 No No toxico
E12 - 0,054 No No toxico
E14 - 0,787 No No toxico
E17 - 0,874 No No toxico
E20 0,384 0,067 No No toxico
E22 0,071 | 0,002* No / Si -/ Multiconcentracion
E31 0,112** - No No toxico
E32 0,011* - Si Multiconcentracion
E33 0,015* - Si Multiconcentracion
E34 0,025* | 0.000* No / No No toxico

*= Diferencias significativas (p<0,05), prueba-T de Student

**= Diferencias significativas (p<0,05), Test de U de Mann-Whitney

4.2.1.2 Prueba con Nannochloropsis oceanica

Para el control negativo (0 por ciento de elutriado) en marzo, la tasa de crecimiento de
esta microalga varié entre 0,39 y 0,84 d* (Anexo 8). En promedio el crecimiento algal
crecid 16 veces al cabo de las 96 horas. Siendo el control negativo de la estacion E2 la
que presentd el menor crecimiento, 5 veces mas, mientras que la estacién E3 mostro el
mayor crecimiento, 29 veces mas, al cabo de 96 horas (Figura 22). La densidad
microalgal de todos los controles negativos cumplieron con el criterio de aceptabilidad

al cabo de las 96 horas (>1x10° cél/mL).
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Figura 22. Crecimiento celular promedio (células/mL) de Nannochloropsis
oceanica en el control negativo a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas de exposicion a las
pruebas de toxicidad con sedimento marino de las estaciones de muestreo de la
Bahia Tortugas-Casma muestreadas en marzo del 2016. Linea azul: Criterio de
aceptabilidad >1x10° cél/mL.

La tasa de crecimiento de esta microalga, en el control negativo en agosto, fluctu6 entre
0,13 y 0,33 d™, (Anexo 9). Este crecimiento algal del control negativo en promedio se
triplico. Siendo los controles negativos de las estaciones E20, E22 y E24 las de menor
crecimiento algal, 2 veces maés, y el control negativo de las estaciones E5, E9 y E12
aquellas que cuadriplicaron el valor de la densidad inicial al cabo de las 96 horas.
Ademas, todas las estaciones presentaron crecimiento exponencial a excepcién de los
controles negativos de E20, E22 y E34 que a las 96 horas empezaron a decrecer, pero

aun asi cumplieron con el criterio de aceptabilidad (Figura 23).
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Figura 23. Crecimiento celular promedio (células/mL) de Nannochloropsis
oceanica en el control negativo a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas de exposicion a las
pruebas de toxicidad con sedimento marino de las estaciones de muestreo de la
Bahia Tortugas-Casma muestreadas en agosto del 2016. Linea azul: Criterio de
aceptabilidad >1x10° cél/mL.

En la tabla 13, se muestran las diferencias significativas (p<0.05) del crecimiento de
Nannochloropsis oceanica en las muestras del control negativo a las 24 y 96 horas.
Siendo en marzo, las estaciones E2 y E33 y en agosto, las estaciones E20, E22 y E34 las
que no presentaron diferencias significativas en el crecimiento microalgal, es decir que
los controles negativos de estas estaciones no presentaron crecimiento significativo al

cabo de las 96 horas, pero si cumplieron el criterio de aceptabilidad.
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Tabla 13. Resultados de las pruebas preliminares con Isochrysis galbana para las
estaciones de muestreo de la Bahia Tortugas-Casma, muestreadas en marzo y
agosto del 2016.

Marzo | Agosto Criterio de
Estaciones de aceptabilidad
muestreo p value | pvalue (>1x10° cél/mL)
E2 0,136 - Si
E3 0,028* | 0,008* Si
E4 - 0,008* Si
E5 - 0,030** Si
E9 - 0,030** Si
E12 - 0,030** Si
E14 - 0,008* Si
E17 - 0,008* Si
E20 0,009* 0,117 Si
E22 0,030** | 0,117 Si
E31 0,008* - Si
E32 0,034* - Si
E33 0,518 - Si
E34 0,002* 0,117 Si

*= Diferencias significativas (p<0,05), prueba-T de Student

**= Diferencias significativas (p<0,05), Prueba U de Mann-Whitney

En la Tabla 14, se presentan las estaciones de muestreo que presentaron diferencias
significativas (p<0,05) entre el control negativo (Co) y el 100 por ciento de sedimento
marino (Cs) en marzo y agosto respecto a las pruebas realizadas con la microalga

Nannochloropsis oceanica.

La estacion 32 presentd diferencias significativas respecto al control negativo en marzo,
en esta estacion el crecimiento algal de Cs se inhibid respecto al control negativo, pero
debido a falta de muestra de sedimento no se pudo realizar la prueba multiconcentracion
de este punto de muestreo. Mientras que en la estacion E31 en el mes de marzo y las
estaciones E20 y E22, en agosto, también hubo diferencias significativas pero el
crecimiento algal de Cs fue mayor que Co; por lo tanto, no se considero para realizar

multiconcentracion (Tabla 14).
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Tabla 14. Resultados de las pruebas preliminares con Nannochloropsis oceanica
para las estaciones de muestreo de la Bahia Tortugas-Casma, muestreadas en
marzo y agosto del 2016.

Estaciones de Marzo Agosto Ry,
Inhibicién de Resultado
muestreo p value p value Cs
E2 0,103 - No No toxico
E3 0,915 0,746 No No toxico
E4 - 0,909 No No toxico
E5 - 0,213 No No toxico
E9 - 0,117 No No toxico
E12 - 0,249 No No toxico
E14 - 0,857 No No toxico
E17 - 0,763 No No toxico
E20 0,587 0,001* - /' No No toxico
E22 0,904 0,002* - /No | Multiconcentracion®
E31l 0,025* - No/- No toxico
E32 0,035* - Si Multiconcentracion™
E33 0,194 - No No toxico
E34 0,646 0,199 No No toxico

*= Diferencias significativas (p<0,05), prueba-T de Student
**= Diferencias significativas (p<0,05), Test de U de Mann-Whitney

"= No se puedo realizar la prueba de multiconcentracion por falta de muestra de
sedimento

4.2.2 Bahia Paracas

4.2.2.1 Pruebas con Isochrysis galbana

En abril, la tasa de crecimiento de esta microalga durante las pruebas de toxicidad
preliminares realizadas fluctud entre 0,23y 0,64 d™ (Anexo 10). La densidad microalgal
de los controles negativos al cabo de las 96 horas fue en su mayoria 8 veces mas que la
densidad inicial (Figura 24). Todas las estaciones de muestreo presentaron crecimiento
continuo dentro de las 96 horas, pero la estacion E27 presentd un decrecié a las 72 horas
recuperdndose nuevamente al cabo de las 96 horas. Las estaciones E19 y E23 no

cumplieron con el criterio de aceptabilidad.
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Figura 24. Crecimiento celular promedio (células/mL) de Isochrysis galbana en el
control negativo a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas de exposicién a las pruebas de
toxicidad con sedimento marino de las estaciones de muestreo de la Bahia
Paracas muestreadas en abril de | 2016. Linea azul: Criterio de aceptabilidad
>1x10° cél/mL.

En setiembre, la tasa de crecimiento de esta microalga durante las pruebas de toxicidad
realizadas fluctu6 entre 0,33 y 0,46 d™, (Anexo 11). En la Figura 25, se puede observar
que el crecimiento algal del control negativo de todas las estaciones muestreadas fue
exponencial, cumpliendo al cabo de las 96 horas con el criterio de aceptabilidad para

pruebas de toxicidad con microalgas (>1x10° cél/mL).
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Figura 25. Crecimiento celular promedio (células/mL) de Isochrysis galbana en la
muestra del control negativo (Co) a las 24, 48, 72 y 96 horas de exposicion a las
pruebas de toxicidad con sedimento marino de las estaciones de muestreo de la
Bahia Paracas muestreadas en setiembre del 2016. Linea azul: Criterio de
aceptabilidad >1x10° cél/mL

En la Tabla 15 se muestra que de la E5 y E9 estaciones muestreadas en abril y
setiembre, respectivamente, los controles negativos presentaron en su mayoria
diferencias significativas (p<0.05) entre las 24 y 96 horas a excepcion del control
negativo de la E23 que tampoco cumplié con el criterio de aceptabilidad (>1x10°

cél/mL) al igual que las estaciones E11, E12 y E19.
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Tabla 15. Valores de significancia del crecimiento de lIsochrysis galbana en la
muestra del control negativo a las 24 y 96 horas de las estaciones de muestreo de la
Bahia Paracas, muestreadas en abril y setiembre del 2016.

Abril | Setiembre Criterio de
Estaciones de aceptabilidad
muestreo | pvalue | pvalue (>1x10° cél/mL)
E8 - 0,002* Si
E10 - 0,002* Si
Ell - 0,000* No
E12 - 0,000* No
E19 0,028* | 0,000* No
E20 0,000* - Si
E23 0,669 0,000* No
E25 - 0.017* Si
E27 0,030** | 0.017* Si
E28 - 0.017* Si
E10A 0,002 - Si

*= Diferencias significativas (p<0,05), prueba-T de Student

**= Diferencias significativas (p<0,05), Prueba U de Mann-Whitney

En la tabla 16, se muestra que en abril las estaciones E20, E27 y E10A y en setiembre
las estaciones E8, E10, E11, E27 y E28 manifestaron diferencias significativas (p<0,05)
al comparar el control negativo (Co) y el 100 por ciento de sedimento marino (Cs),
siendo asi estas estaciones las que se realizaron multiconcentracion a excepcion de las
estaciones E8 y E11 que por falta de muestra de sedimento no se pudieron procesar. De
igual manera, las estaciones E12, E19 y E23 también presentaron diferencias
significativas pero la densidad microalgal de Cs fue mayor que el control negativo; por
lo tanto, estas estaciones no se consideraron para realizar multiconcentracion por ser no

toxicas.
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Tabla 16. Resultados de las pruebas preliminares con Isochrysis galbana para las
estaciones de muestreo de la Bahia Paracas, muestreadas en abril y setiembre del
2016.

) Abril Setiembre
Estaciones de Inhibicion Resultado
muestreo p value p value de Cs

ES - 0,012* Si Multiconcentracion *
E10 - 0,001* Si Multiconcentracion
E11 - 0,00* Si Multiconcentracion *
E12 - 0,049* No No toxico

E19 0,002* 0,028* No No toxico

E20 0,000* - Si Multiconcentracion
E23 0,000* 0,036* No No toxico

E25 - 0,522 No No toxico

E27 0,0304** 0,012* Si Multiconcentracion
E28 - 0,011* Si Multiconcentracion
E10A 0,001* - Si Multiconcentracién

*= Diferencias significativas (p<0,05), prueba-T de Student
**= Diferencias significativas (p<0,05), Test de U de Mann-Whitney

"= No se puedo realizar la prueba de multiconcentracion por falta de muestra de
sedimento

4.2.2.2 Prueba con Nannochloropsis oceanica

El crecimiento celular promedio de Isochrysis galbana de las estaciones muestreadas
(E19, E20, E23, E27 y E10A) en abril tendi6 a ser exponencial y cumplieron con el
criterio de aceptabilidad (Figura 26). La tasa de crecimiento de esta microalga durante

las pruebas de toxicidad realizadas flucttio entre 0,29 y 0,48 d™* (Anexo 12).

63



—
Lh

14
13
12
11
= 10 —a—FEI19
£ 9
< —e—E20
R ——E23
E - B-E27
2 6 - 2 -EI10A
2 s
4
3
2
1
0
0 24 48 72 9
Horas

Figura 26. Crecimiento celular promedio (células/mL) de Nannochloropsis
oceanica en la muestra control negativo a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas de
exposicion a las pruebas de toxicidad con sedimento marino de las estaciones de
muestreo de la Bahia Paracas muestreadas en abril del 2016. Linea azul: Criterio
de aceptabilidad >1x10° cél/mL.

Para las estaciones muestreadas en setiembre, la tasa de crecimiento de esta microalga

durante las pruebas de toxicidad realizadas fluct(io entre 0,20 y 0,40 d*, (Anexo 13).

Las estaciones E25, E27 y E28 mostraron fase estacionaria a partir de las 72 horas de
exposicion. Mientras que el resto de estaciones presentaron crecimiento exponencial
durante las 96 horas. De igual manera la densidad microalgal de los controles

muestreados cumplieron con el criterio de aceptabilidad (Figura 27).
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Figura 27. Crecimiento celular promedio (células/mL) de Nannochloropsis
oceanica en la muestra del control negativo a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas de
exposicion a las pruebas de toxicidad con sedimento marino de las estaciones de
muestreo de la Bahia Paracas muestreadas en setiembre del 2016. Linea azul:
Criterio de aceptabilidad >1x10° cél/mL.

El crecimiento de la microalga Nannocloropsis oceanica en los controles negativos del
muestreo de abril y setiembre manifestaron diferencias significativas (p<0,05) en todas

las estaciones muestreadas (Tabla 17).
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Tabla 17. Valores de significancia del crecimiento de Nannocloropsis oceanica en la
muestra control (Co) a las 24 y 96 horas de las estaciones de muestreo de la Bahia
Paracas, muestreadas en abril y setiembre del 2016.

Estaciones de Abril | Setiembre Criterio de
muestreo | P Value | pvalue (;i;:i%%k?:g:?rii)
ES - 0.003* Si
E10 - 0.003* Si
E11 - 0.017* Si
E12 - 0.017* Si
E19 0.030**| 0.017* Si
E20 0.001* - Si
E23 0.001* | 0.017* Si
E25 - 0,039* Si
E27 0.030** | 0,039* Si
E28 - 0,039* Si
EI0A | 0,003* - Si

*= Diferencias significativas (p<0,05), Prueba-T de Student

**= Diferencias significativas (p<0,05), Prueba U de Mann- Whitney

En la Tabla 18, se presentan las estaciones de muestreo que presentaron diferencias
significativas (p<0,05) al comparar el control (Co) y el 100 por ciento de sedimento
marino (Cs) de los muestreos de abril y setiembre respecto a las pruebas de toxicidad

realizadas con la microalga Nannochloropsis oceanica.

La estacion E10 muestreada en Setiembre fue la Unica que se considero para realizar
multiconcentracién debido a que present6 inhibicion de la Cs en comparacion con la Co.
Mientras en las estaciones E19, E20, E23, E25 y E27 mostraron diferencias
significativas pero la concentracion Cs presentd sobrecrecimiento respecto al control

negativo (Cop) por lo tanto resultaron no toxicas.

66



Tabla 18. Resultados de las pruebas preliminares con Nannochloropsis oceanica
para las estaciones de muestreo de la Bahia Paracas, muestreadas en abril y
setiembre del 2016.

i Abril | Setiembre
Estaciones de Inhibicion Resultado
muestreo pvalue | pvalue de Cs
E8 - 0,325 No No tdxico
E10 - 0.006* Si Multiconcentracion
El1l - 0,483 No No toxico
E12 - 0,257 No No toxico
E19 0,665 0,006* No No toxico
E20 0,057 - No No toxico
E23 0,005* 0,048* No No toxico
E25 - 0,021* No No tdxico
E27 0,194 0,026* No No tdxico
E28 - 0,028* No No toxico
E10A 0,969 - No No toxico

*= Diferencias significativas (p<0,05), Prueba-T de Student

**= Diferencias significativas (p<0,05), Test de U de Mann-Whitney

Culminando este acépite, se encontraron que los valores de la tasa de crecimiento algal
halladas en las pruebas de toxicidad con lIsochrysis galbana y Nannochloropsis
oceanica estan dentro de lo encontrado por Roleda et al. (2013) cuyos valores fueron
0,451 dia® y 0,481 dia™, respectivamente, siendo el Gltimo valor para el caso de
Nannochloropsis oculata. Ahora bien, para el caso de tasa de crecimiento menores a los
valores anteriores, Fabregas et al. (1985), mencionan que se debe a la deficiencia de
nitrogeno en las células de las microalgas que no permite el crecimiento normal de las

microalgas.
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4.3 Concentracién de Inhibicion Media (Clsp) del sedimento marino expuestos
a las microalgas Isochrysis galbana y Nannochloropsis oceanica en las
bahias Tortugas-Casma y Paracas

Se presentan la concentracion de inhibicion media (Clsg) del elutriado de sedimento
marino (expresado en porcentaje) expuesto a las microalgas Isochrysis galbana y
Nannochloropsis oceanica de las estaciones que se realizaron multiconcentracion de las

zonas de estudio.
4.3.1 Bahia Tortugas-Casma
En la Tabla 19 se muestran los valores de Clso, a las 96 horas, de las diferentes

diluciones de concentracion de sedimento marino expuestas a las microalga Isochrysis

galbana de las estaciones de muestreo, en marzo y agosto del 2016.

Tabla 19. Concentracion de Inhibicion media (Clsp) del elutriado de sedimento
marino, a las 96 horas, expuesto a Isochrysis galbana, Bahia Tortugas-Casma.

Estacion Limites de toxicidad
) Fecha de
Monitoreo de muestreo Clso Limite Limite
muestreo (%) . . .
inferior superior
(%) (%)
E2 19/03/2016 4,30 3,96 4,72
Marzo
2016 E3 20/03/2016 68,98 49,23 76,64
E32 16/03/2016 7,97 5,24 9,98
E33 17/03/2016 NC NC NC
Agosto E3 17/08/2016 75,31 NC NC
2016 E22 18/08/2016 15,36 5,2 20,79
NC: No calculable
4.3.1.1 Marzo del 2016
A.l Estacién de muestreo E2
a. Concentracién de Inhibiciéon media (Clso.g6n)

El valor medio de Clsg.g6n de Isochrysis galbana que se obtuvé fue 4,30 mg/L, siendo su
limite de confianza inferior 3,96 mg/L y su limite de confianza superior 4,72 mg/L, con

un intervalo de confianza del 95 por ciento (Tabla 19).
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En la figura 28A se observa que el porcentaje de inhibicién es mayor al incrementar la
concentracion de sedimento marino. Ademas, el porcentaje de inhibicién se mantuvo

mayormente por encima del 50 por ciento.

b. Cl 5y parédmetros fisicoquimicos

Mientras pasaron las horas de exposicion de Isochrysis galbana al elutriado de
sedimento marino, esta microalga empezd a inhibirse, desde las 24 horas, a la
concentracion de 6,25 mg/L de sedimento marino (0,08 x10° cél/mL) respecto al control
negativo (0,26 x10° cél/mL). Al cabo de las 96 horas la inhibicién que manifesté a la
concentracion 6,25 mg/L fue 0,15 x10° cél/mL y en el control negativo la densidad fue
0,79x10° cél/mL (Anexo 14).

Asimismo, los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante las pruebas y
mostraron que la calidad del agua fue adecuada para el crecimiento algal, (Temperatura:
19,8 - 20,4 °C; pH: 8,05 - 8,53). De los parametros fisicoquimicos registrados al inicio y
comparados con los registrados al cabo de las 96 horas (Anexo 18), la temperatura es el

Unico que presentd diferencias significativas (p=0,031) (Anexo 19).

A.2 Estacion de muestreo E3

a. Concentracién de Inhibicién media (Clso.g6n)

El valor medio del Clsg.g¢, de Isochrysis galbana fue 68,98 mg/L, siendo su limite de
confianza inferior 49,23 mg/L y su limite de confianza superior 76,64 mg/L, con un
intervalo de confianza del 95 por ciento. Aparte, se observa que el valor de Clsy no

presenta disminucion alguna durante el tiempo de exposicion (Tabla 19).

Asimismo, en la figura 28B, se muestra que el porcentaje de inhibicidn en su mayoria se
mantiene por debajo del 50 por ciento, incluso con valores negativos que estarian
indicando que el crecimiento algal de la concentracion 6,25 mg/L de sedimento marino

fue mayor que el control negativo al cabo de las 96 horas.
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b. Clso Y parametros fisicoquimicos

Asimismo, conforme pasaron las horas de exposicion de Isochrysis galbana al elutriado
de sedimento marino, la inhibicion de esta microalga empezd a las 24 horas a la
concentracién de 50 mg/L de sedimento marino (0,23x10° cél/mL) respecto al control
negativo (0,54x10° cél/mL). De igual manera al cabo de las 96 horas el 50 por ciento de
inhibicién se manifestd en la concentracién 100 mg/L de sedimento marino (0,2x10°

cél/mL) respecto al control negativo (3,3x10° cél/mL) (Anexo 15).

Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante las pruebas y mostraron
que la calidad del agua fue adecuada para el crecimiento algal, (Temperatura: 19,7 -
22,6 °C; pH: 8,04 - 8,8). Asi también, de los parametros fisicoquimicos mostrados en el
anexo 18, la temperatura y el pH son los que presentaron diferencias significativas
(p=0,000) y (p=0,001), respectivamente (Anexo 19).

A3 Estacion de muestreo E32

a. Concentracién de Inhibicién media (Clso.g6n)

Notese en la tabla 15 que el valor medio del Clso.gsn de Isochrysis galbana fue 7,97
mg/L, siendo su limite de confianza inferior 5,24 mg/L y su limite de confianza superior
9,98 mg/L, con un intervalo de confianza del 95 por ciento. También, se observa que el

valor de Clso fue menor conforme transcurrio el tiempo de exposicion (Tabla 19).

Ya en la figura 28C, se muestra que el porcentaje de inhibicion en su mayoria se
mantiene por encima del 50 por ciento a partir de la concentracion 7,97 mg/L. Esta

inhibicidn algal aumentd conforme la concentracion de sedimento marino incrementaba.

b. Clso y parametros fisicoquimicos

La microalga empez6 a inhibirse desde las 48 horas en la concentracion de elutriado de
sedimento marino de 50 mg/L (0,092x10° cél/mL) respecto al control negativo (0,33
x10° cél/mL). De igual manera al cabo de las 96 horas el 50 por ciento de inhibicién
empieza en la concentracién 12,5 mg/L (0,25x10° cél/mL) respecto del control negativo
(1,1x10° cél/mL) (Anexo 16).
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Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante las pruebas y mostraron
que la calidad del agua fue adecuada para el crecimiento algal, (Temperatura: 20,1 -
21,0 °C; pH: 8,1 - 9,1). De los parametros registrados al inicio y comparados con los
registrados al cabo de las 96 horas (Anexo 18), la temperatura es el Unico parametro

fisico-quimico que presentd diferencias significativas (p=0,006) (Anexo 19).

A4 Estacion de muestreo E33

a. Concentracién de Inhibicién media (Clso-g6n)

En la estacion 33 no se obtuvo el valor medio del Clsg.g6n de Isochrysis galbana, este
valor no es calculable (tabla 19), debido a que la inhibicion no llego al 50 por ciento

sino solo al 48,5 por ciento tal como lo muestra la figura 28D.

b. Cl 5, v parametros fisicoguimicos

Conforme pasaron las horas de exposicion de Isochrysis galbana al sedimento marino,
no se observo inhibicion méas del 50 por ciento de la densidad algal de Isochrysis
galbana respecto al control (Anexo 17).

Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante las pruebas y mostraron
que la calidad del agua fue adecuada para el crecimiento algal, (Temperatura: 19,2 -
20,5 °C; pH: 8,24 - 9,4). Asi también, de los parametros registrados al inicio y
comparados con los registrados al cabo de las 96 horas (Anexo 18), la temperatura,
oxigeno disuelto y pH, son los pardmetros fisicoquimicos que presentaron diferencias
significativas (p=0,001), (p=0,051), (p=0,002), respectivamente (Anexo 19).

Estadisticamente, la densidad del control negativo (Co) y del 100 por ciento de dilucion
del elutriado de sedimento marino (Cs) a las 96 horas de las estaciones E2, E3, E32 y
E33 presentaron diferencias significativas (p =0,000; p =0,017; p =0,011 y p =0,015,
respectivamente). De igual manera existen diferencias significativas del control
negativo a las 24 y 96 horas presentando valores de p<0,05 (Anexo 20) lo que confirma
un crecimiento exponencial de la microlaga Isochrysis galbana (Anexo 14, 15, 16 y 17).
De la misma manera, a partir de los resultados se observa que existen diferencias
significativas de las densidades medias a las 96 horas para cada tratamiento

(concentraciones de sedimento marino) (p<0,05) (Anexo 21).
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Isochrysis galbana de las estaciones en Bahia Tortugas-Casma: (A) E2, (B) E3, (C) E32y (D) E33 en marzo 2016.
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4.3.1.2 Agosto del 2016

A.l Estacion de muestreo E3

a. Concentracion de Inhibicion media (Clso-gsn)

El valor medio del Clso.gn de Isochrysis galbana fue 75,31 mg/L, los limites de confianza
inferior y superior son no calculables con un intervalo de confianza del 95 por ciento
(Tabla 19).

Asimismo, en la figura 29A, se muestra que el porcentaje de inhibicién se mantiene
mayormente debajo del 50 por ciento de inhibicién, incluso con valores negativos que
estarian indicando que el crecimiento algal de la concentracion 6,25 mg/L de sedimento

marino fue mayor que el control.

b. CI50y parametros fisicoguimicos

La variacion de la densidad diaria de la microalga muestra que a las 96 horas de la
concentracion 6,25 mg/L (4,4x10° cel/mL) es mayor que la obtenida en el control negativo
(3,6x10° cel/mL). Ademés, la inhibicién mas marcada se da entre las concentraciones 50
mg/L (2,4 x10° cel/mL) y 100 mg/L (1,6 x10°® cel/mL) al cabo de las 96 horas (Anexo 22).

Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante las pruebas y mostraron que la
calidad del agua fue adecuada para el crecimiento algal, (Temperatura: 21,1 - 22,9 °C; pH:
8,1 - 9,3). De los parametros registrados al inicio y comparados con los registrados al cabo
de las 96 horas (Anexo 24), la temperatura, oxigeno disuelto, y pH son los parametros
fisicoquimicos que presentaron diferencias significativas (p=0,005), (p=0,000), (p=0,000),

respectivamente (Anexo 25).

A.2 Estacion de muestreo E22

a. Concentracion de Inhibicion media (Clso-gsn)

El valor medio del Clsp.06n de Isochrysis galbana fue 15,36 mg/L, con los limites de
confianza inferior de 5,20 mg/L y superior de 20,79 mg/L con un intervalo de confianza
del 95 por ciento (Tabla 19).

Asimismo, en la figura 29B, se muestra que el porcentaje de inhibicion al cabo de las 96
horas se mantiene en promedio en 65 por ciento. Asimismo, se observa que partir de la

concentracion 15,36 mg/L el porcentaje de inhibicidn esta por encima del 50 por ciento. En
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todo momento la densidad algal del control fue mayor que la densidad algal de las demas

concentraciones de sedimento marino.

b. Cl 50 Y parametros fisicoguimicos

En el anexo 23, se muestra que el 50 por ciento de la densidad de Isochcrysis galbana se
empieza a inhibir respecto del control (5,0x10° cel/mL) a partir de las 24 horas a la
concentracion de 100 mg/L (2,4x10° cel/mL) pero al cabo de las 96 horas entre 12,5 mg/L
(4,0 x10° cel/mL) y 25 mg/L (1,2 x10° cel/mL) la inhibicién se hace mas notoria respecto al

control negativo (5,9 x10° cel/mL).

Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante las pruebas y mostraron que la
calidad del agua fue adecuada para el crecimiento algal, (Temperatura: 21,9 - 22,9 °C; pH:
7,94 - 9,3). De los pardmetros registrados al inicio y comparados con los registrados al
cabo de las 96 horas (Anexo 31), la temperatura, oxigeno disuelto, pH, conductividad y
salinidad son los pardmetros fisicoquimicos que presentaron diferencias significativas
(p=0,045), (p=0,000), (p=0,000), (p=0,0080) y (p=0,008), respectivamente (Anexo 32).

Estadisticamente, la densidad del control negativo (Cp) y del 100 por ciento de dilucion del
elutriado de sedimento marino (Cs) a las 96 horas en las estaciones E3 y E22 presentaron
diferencias significativas (p =0,014 y p =0,016, respectivamente). De igual manera existen
diferencias significativas del control a las 24 y 96 horas presentando valores de p<0,05
(Anexo 26) lo que confirma un crecimiento exponencial de la microlaga Isochrysis
galbana (Anexo 22 y 23). De la misma manera, a partir de los resultados que se muestran
en el anexo 27 se demuestra que existen diferencias significativas de las densidades medias

a las 96 horas para cada tratamiento (concentraciones de sedimento marino) (p<0,05).
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Figura 29. Porcentaje de inhibicion en funcion del porcentaje de dilucion de
elutriado de sedimento marino y estimacién de Clsg.g6n para Isochrysis galbana
en Bahia Tortugas-Casma de las estaciones: (A) E2, (B) E22 en agosto del
2016.

4.3.2 Bahia Paracas

Las estaciones que se realizaron multiconcentracion se muestran en la tabla 20 donde se
observan los valores de Clso con sus respectivos limites de confianza, obtenidos a las 96
horas de exposicion de la microalga Isochrysis galbana a diferentes concentraciones de

elutriado de sedimento marino y en la tabla 21 se muestra el Clso en el muestreo con sus
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respectivos limites de confianza, obtenidos a las 96 horas de exposicion de la microalga

Nannochloropsis oceanica muestreadas en abril y setiembre del 2016.

Tabla 20. Concentracion de Inhibicion media (Clsp.06) del elutriado de sedimento
marino, a las 96 horas, expuesto a Isochrysis galbana, Bahia Paracas.

Estacion Limites de toxicidad
. Fecha de
Monitoreo de Cls . . .. )

muestreo muestreo (%) Limite inferior | Limite superior

(%0) (%)

ol E20 | 21/04/2016 | 77.15 61,97 79.82

20{('5 E27 | 20/04/2016 | 4,76 NC NC

E10A | 20/04/2016 | 5,37 4,63 23,61

setiemt E10 |26/09/2016 | 3594 33,30 37,71

etzlgTs '€ "TE27 | 27/09/2016 | 22,15 11,67 2510

E28 | 27/09/2016 | 22,63 NC NC

NC: No calculable

Tabla 21. Concentracion de Inhibicion media (Clsg.06) del elutriado de sedimento
marino, a las 96 horas, expuesto a Nannochloropsis oceanica, Bahia Paracas.

Estacion Fecha de Limites de toxicidad
Monitoreo de Clsg L . L. )
muestreo muestreo (%) Limite inferior | Limite superior
(%) (%)
Setiembre E10 26/09/2016 | NC 23,51 74,58
2016
NC:No calculable
4.3.2.1. Abril del 2016
A.1  Estacion de muestreo 20
a. Concentracion de Inhibicion media (Clso.gn)

El valor medio del Clsg.06n de Isochrysis galbana fue 77,15 mg/L, con los limites de
confianza inferior de 61,97 mg/L y superior de 79,82 mg/L con un intervalo de confianza
del 95 por ciento (Tabla 20).

Asimismo, en la figura 30A, se muestra que el porcentaje de inhibicion en su mayoria se
mantuvo por debajo del 50 por ciento y al cabo de las 96 horas en promedio fue 31 por

ciento.
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b. Cl 50 v parametros fisicogquimicos

En el anexo 28, se muestra que el 50 por ciento de la densidad de Isochcrysis galbana se
empieza a inhibir respecto del control negativo (2,9x10° cel/mL) a partir de las 24 horas en
la concentracion 50 mg/L de sedimento marino (1,4x10° cel/mL) pero al cabo de las 96
horas a la concentracién de 100 mg/L de sedimento marino (2,4 x10° cel/mL) la inhibicién

se manifesté mas respecto al control negativo (1,2 x10° cel/mL).

Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante las pruebas y mostraron que la
calidad del agua fue adecuada para el crecimiento algal, (Temperatura: 19,1 - 20,1 °C; pH:
8,2 - 9,9). Es asi que de los parametros registrados al inicio y comparados con los
registrados al cabo de las 96 horas (Anexo 31), la temperatura y pH presentaron diferencias
significativas (p=0,020) y (p=0,417) respectivamente (Anexo 32).

A.2 Estacion de muestreo E27

a. Concentracion de Inhibicion media (Clso-gsn)

El valor medio del Clsogen de Isochrysis galbana fue 4,76 mg/L, los limites inferior y
superior no se pudieron calcular en un intervalo de confianza del 95 por ciento debido a

que salen fuera del margen de los porcentajes de inhibicion (Tabla 20).

Asimismo, en la figura 30B, se muestra que el porcentaje de inhibicibn mayormente se
mantuvo por encima del 50 por ciento de inhibicion, exceptuando lo que se observa en la
concentracion de sedimento del 100 por ciento en la que la densidad algal es mayor que la

obtenida en la muestra control.

b. Cl 50 Y parametros fisicoguimicos

En el anexo 29, se muestra que el 50 por ciento de la densidad de Isochcrysis galbana se
empiez6 a inhibir respecto del control negativo (9,2x10° cel/mL) a partir de las 48 horas en
la concentracion de 6,25 mg/L (1,2x10° cel/mL) pero al cabo de las 96 horas a la
concentracion de 100 mg/L de sedimento marino (1,7 x10° cel/mL) se observé un mayor

crecimiento respecto a la muestra control negativo (1,1 x10° cel/mL).

Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante las pruebas y mostraron que la
calidad del agua fue adecuada para el crecimiento algal, (Temperatura: 19,7 - 19,9 °C; pH:

8,15 - 8,8). De los parametros registrados al inicio y comparados con los registrados al
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cabo de las 96 horas (Anexo 31), solo el oxigeno disuelto (p=0,031) presentd diferencias

significativas (Anexo 32).

A.3 Estacion de muestreo E10A

a. Concentracion de Inhibicion media (Clso.g6n)

El valor medio del Clsg.g6n de Isochrysis galbana fue 5,37 mg/L, siendo el limite inferior
4,63 mg/L vy el limite superior 23,61 mg/L con un intervalo de confianza del 95 por ciento
(Tabla 20).Asimismo, en la figura 30C, se muestra que el porcentaje de inhibicion
mayormente se mantuvo por encima del 50 por ciento de inhibicion, desde la
concentracion 5,4 mg/L.

b. Cl 50 Y parametros fisicoquimicos

En el anexo 30, se observa que a partir de la concentracion 6,25 mg/L se nota que la
densidad algal disminuye. Ademas, se muestra que la inhibicidn al 50 por ciento respecto
al control empieza a partir de las 48 horas en la concentracion de sedimento de 25 mg/L
(1,7x10°cel/mL) y al cabo de las 96 horas esta inhibicién se pronuncié mas desde la
concentracion 6,25 mg/L  (0,13x10%el/mL) respecto a la muestra control
(1,77x10%cel/mL).

Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante las pruebas y mostraron que la
calidad del agua fue adecuada para el crecimiento algal, (Temperatura: 18,8 - 19,8 °C; pH:
8,14 - 8,7). De los pardmetros registrados al inicio y comparados con los registrados al
cabo de las 96 horas (Anexo 31), el oxigeno disuelto (p=0,044), pH (p=0,000),
conductividad (p=0,022) y salinidad (p=0,005) presentaron diferencias significativas
(Anexo 32).

La densidad del control (Co) y del 100 por ciento de dilucién del elutriado de sedimento
marino (Cs) a las 96 horas de las estaciones E20, E27 y 10A presentaron diferencias
significativas (p=0,000; p =0,03y p =0,002, respectivamente). De igual manera existen
diferencias significativas del control a las 24 y 96 horas presentando valores de p<0,05
(Anexo 33) lo que confirma un crecimiento exponencial de la microlaga Isochrysis
galbana (Anexo 28, 29 y 30). De la misma manera, a partir de los resultados que se
muestran en el anexo 34 se demuestra que existen diferencias significativas de las
densidades medias a las 96 horas para cada tratamiento (concentraciones de sedimento
marino) (p<0,05).
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Figura 30. Porcentaje de inhibicion en funcion del porcentaje de dilucion de elutriado
de sedimento marino y estimacion de Clsg.g6n para Isochrysis galbana de las estaciones
(A) E20, (B) E27 y (C) E10A en abril del 2016.
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4.3.2.2. Setiembre 2016

A.1  Estacion de muestreo E10

a. Concentracion de Inhibicion media (Clso-gsn)

El valor medio del Clsg.06n de Isochrysis galbana fue 35,94 mg/L, siendo el limite de
confianza inferior 33,3 mg/L y su limite de confianza superior 37,71 mg/L con un intervalo
de confianza del 95 por ciento (Tabla 20).

En la figura E31A, se observa que el porcentaje de inhibicién en su mayoria se mantuvo
por debajo del 50 por ciento de inhibicion y que mayormente este porcentaje de inhibicion
es mayor al incrementar la concentracion de sedimento marino excepto en la concentracion

de 25 mg/L que la densidad algal fue mayor que el control negativo.

b. Cl 50 Y parametros fisicoquimicos

En el anexo 35, se observa que Isochrysis galbana tiene crecimiento exponencial en la
muestra control. En la concentracién 25 mg/L (2,5x10%el/mL), se muestra que la densidad
de Isochrysis galbana es mayor que la obtenida en el control (2,2x10%el/mL). Ademés, en
la concentracién 50 mg/L (0,22x10%el/mL) la densidad se inhibié mas del 50 por ciento al

cabo de las 96 horas.

Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante las pruebas y mostraron que la
calidad del agua fue adecuada para el crecimiento algal, (Temperatura: 17,8 - 26,3 °C; pH:
7,78 - 8,9). De los parametros fisicoquimicos registrados al inicio y comparados con los
registrados al cabo de las 96 horas (Anexo 41), la temperatura (p=0,005), el oxigeno
disuelto (p =0,003), pH (p =0,002) y conductividad (p =0,005) son los que presentaron

diferencias significativas (Anexo 42).

A.2 Estacion de muestreo E27

a. Concentracion de Inhibicion media (Clso-gsn)

El valor medio del Clsg.06n de Isochrysis galbana fue 22,15 mg/L, siendo el limite de
confianza inferior 11,67 mg/L y su limite de confianza superior 25,10 mg/L con un
intervalo de confianza del 95 por ciento. De igual manera, se observa que el valor de Clsg

disminuyo al aumentar el tiempo de exposicion (tabla 16).

En la figura 31B, se observa que el porcentaje de inhibicion mayormente se mantuvo por

encima del 50 por ciento de inhibicion. En la concentracién 6,25 mg/L el porcentaje de
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inhibicion es negativo debido a que la densidad de Isochrysis galbana es mayor (3,5x10°

cel/L) que la muestra control (3,3 x10° cel/L).

b. Cl 50 Y parametros fisicoquimicos

En el anexo 39, se muestra que el 50 por ciento de la densidad de Isochcrysis galbana se
empieza a inhibir respecto del control (1,2x10° cel/mL) a partir de las 24 horas a la
concentracién de 100 mg/L (0,12x10° cel/mL). El crecimiento de esta microalga es
exponencial las 96 horas de exposicion hasta la concentracion 12,5 mg/L, ya a partir de la
concentracion de 25 mg/L (1,4 x10° cel/mL) la densidad algal se inhibe al 50 por ciento de
la densidad control (3,4 x10° cel/mL).

Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante las pruebas y mostraron que la
calidad del agua fue adecuada para el crecimiento algal, (Temperatura: 23,6 - 26,0 °C; pH:
7,69 - 9,5). De los parametros registrados al inicio y comparados con los registrados al
cabo de las 96 horas (anexo 38), la temperatura (p=0,005), el oxigeno disuelto (p=0,005) y

salinidad (p=0,006) presentaron diferencias significativas (Anexo 36).

A.3  Estacién de muestreo E28

a. Concentracion de Inhibicion media (Clso-gsn)

El valor medio del Clso.g6n de Isochrysis galbana fue 22,63 mg/L, siendo los limites de
confianza inferior y superior incalculables en un intervalo de confianza del 95 por ciento
(Tabla 20).

En la figura 31C, se observa que el porcentaje en la concentracion 6,25 mg/L y 12,5 mg/L
la densidad de Isochcrysis galbana es mayor que la densidad algal del control. Ya a partir

de 50 mg/L el porcentaje de inhibicion es mayor al 50 por ciento.

b. Cl 50 Y parametros fisicoquimicos

En el anexo 37, se muestra que el 50 por ciento de la densidad de Isochcrysis galbana se
empieza a inhibir respecto del control negativo (0,63x10° cél/mL) a partir de las 24 horas a
la concentracién de 100 mg/L (0,18x10° cél/mL). El crecimiento de esta microalga es
exponencial las 96 horas de exposicion hasta la concentracion 12,5 mg/L, ya a partir de la
concentracion de 25 mg/L (2,16 x10° cél/mL) la densidad algal se inhibe al 50 por ciento
de la densidad control (4,0 x10° cél/mL).
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Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante las pruebas y mostraron que la
calidad del agua fue adecuada para el crecimiento algal, (Temperatura: 24,1 - 25,8 °C; pH:
7,7 - 9,6) (Anexo 38). De los parametros registrados al inicio y comparados con los
registrados al cabo de las 96 horas (Anexo 35), la temperatura (p=0,005), el oxigeno
disuelto (p=0,003) y pH (p=0,005) presentaron diferencias significativas (Anexo 39).

La densidad del control negativo (Co) y del 100 por ciento de dilucion del elutriado de
sedimento marino (Cs) a las 96 horas de las estaciones E10, E27 y E28 presentaron
diferencias significativas (p=0,007; p =0,017 y p =0,008, respectivamente). De igual
manera existen diferencias significativas del control a las 24 y 96 horas presentando
valores de p<0,05 (Anexo 40) lo que confirma un crecimiento exponencial de la microlaga
Isochrysis galbana (Anexo 35, 36 y 37). A partir de los resultados que se muestran en el
anexo 30 se demuestra que existen diferencias significativas de las densidades medias a las
96 horas para cada tratamiento (concentraciones de sedimento marino) (p<0,05) (Anexo
41).
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Figura 31. Porcentaje de inhibicion en funcion del porcentaje de dilucidn de elutriado
de sedimento marino y estimacion de Clsg.g6n para Isochrysis galbana de las estaciones
(A) E10, (B) E27 y (C) E28 en Setiembre del 2016.
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A.4  Estacion de muestreo E10

a. Concentracion de Inhibicion media (Clso.g6) de la estacién E10

El valor medio del Clsg.g6n de Nannochloropsis oceanica no es calculable debido a que los
limites de confianza inferior (23.51 mg/L) y superior (74.58 mg/L) en un intervalo de
confianza del 95 por ciento son muy distantes (tabla 17).

En la figura 32, se observa que el porcentaje en la concentracién 6,25 mg/L y 12,5 mg/L la
densidad de Nannochloropsis oceanica es mayor que la densidad algal del control. Ya a
partir de 25 mg/L el porcentaje de inhibicién incrementa, pero ain asi no llega 50 por

ciento.

b. Cl 50 Y parametros fisicoquimicos

En el anexo 42, se observa que a partir de la concentracion 6,25 mg/L se nota que la
densidad algal disminuye. Ademas, se muestra que la inhibicidn al 50 por ciento respecto
al control empieza a partir de las 48 horas en la concentracion de sedimento de 25 mg/L
(1,7x10°cel/mL) y al cabo de las 96 horas esta inhibicién se pronuncié més desde la
concentracion 6,25 mg/L (0,13x10°cel/mL) respecto a la muestra control negativo
(1,77x10%cel/mL).

Los parametros fisicoquimicos fueron monitoreados durante las pruebas y mostraron que la
calidad del agua fue adecuada para el crecimiento algal, (Temperatura: 18,8 - 19,8 °C; pH:
8,14 - 8,7). De los pardmetros registrados al inicio y comparados con los registrados al
cabo de las 96 horas (Anexo 43), la temperatura (p=0,005), oxigeno disuelto (p=0,005) y
conductividad (p=0,005) presentaron diferencias significativas (Anexo 44).

La densidad del control (Co) y del 100 por ciento de dilucién del elutriado de sedimento
marino a las 96 horas de la estacion E10 presento diferencia significativa (p=0,000). De
igual manera existen diferencias significativas del control a las 24 y 96 horas presentando
valores de p<0,05 (Anexo 45) lo que confirma un crecimiento exponencial de la microlaga
Nannochloropsis oceanica (Anexo 42), caso contrario sucede con los resultados que se
muestran en el Anexo 46 en los que no existen diferencias significativas de las densidades
medias a las 96 horas para cada tratamiento (concentraciones de sedimento marino)
(p<0,05).
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Figura 32. Porcentaje de inhibicion en funcion del porcentaje de dilucion de elutriado
de sedimento marino y estimacion de Clsg.06n para Isochrysis galbana de la estacion
E10 en Setiembre del 2016.

En la figura 33 se observa que el crecimiento microalgal del control negativo de Isochrysis
galbana es mayor que la densidad microalgal obtenido en las multiconcentraciones de
elutriado de sedimento marino, en su mayoria, a excepcion de las estaciones E3 (Figura
33A), E32 (Figura 33B), E27 (Figura 33C) y E28 (Figura 33D). Sin embargo, todas las
pruebas de multiconcentracion cumplieron con el criterio de aceptabilidad del control
negativo (> 1x10° células / mL). En la figura 34, el crecimiento microalgal del control
negativo de Nannochloropsis oceanica de la estacion E10 es menor que el que se presenta

en las diluciones de elutriado de sedimento marino por tal motivo no se pudo calcular el

porcentaje de toxicidad.

Ahora bien, respecto a la inhibicidn del crecimiento respecto al control negativo se puede
deber a un menor porcentaje de materia organica (Rudolph et al., 2012) o a la presencia de
algin agente toxico en el sedimento marino que corroboraria una perturbacion ambiental
en el medio acuatico. Mientras que el sobrecrecimiento de la microalga respecto a los
controles puede ser explicado por la presencia de nutrientes liberados durante la
preparacion de los elutriados de los sedimentos sometidos a prueba (Rudolph et al., 2010).
Ademas, se debe considerar que la acumulacion de sedimentos ricos en nutrientes no es un
es un problema menor; ya que podria conducir al desbalance del ecosistema (Rudolph et
al., 2010). Otro aspecto es cuando el crecimiento microalgal fue semejante al del control
negativo lo que podria ser atribuido a la ausencia de nutrientes y de toxicos biodisponibles
(Rudolph et al. 2009 y Rudolph et al. 2010).
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Figura 33. Densidad promedio (células/mL) de Isochrysis galbana en control negativo y diluciones de elutriados de los sedimentos a las

96 horas de exposicion. (A) Bahia Tortugas-Casma, marzo 2016, (B) Bahia Tortugas-Casma, agosto 2016, (C) Bahia Paracas, abril 2016
y (D) Bahia Paracas, setiembre 2016.
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Figura 34. Densidad promedio (Células/mL) de Nannochloropsis oceanica en control
negativo y diluciones de elutriados de los sedimentos a las 96 horas de exposicién,
estacion E10, en Bahia Paracas, Setiembre del 2016.

Respecto a los parametros, Albentosa et al. (1996) y Austin &Austin (1999), mencionan
que la cepa de Isochrysis galbana crece adecuadamente a una temperatura de 18°C a 25°C,
en un pH de 7 a 9,5, cuyos rangos de temperatura en las pruebas de toxicidad con esta
microlaga estan entre 17,2 °C y 26,3°C y 7,6 y 10,1 de pH es decir estan dentro o cercanos
a los valores que los autores mencionan. Para el caso de Nannochloropsis oceanica los
valores obtenidos es este estudio de investigacion fluctuan entre 17,2 - 20,8 °C de
temperatura cuyos valores estan dentro de lo encontrado por el Departamento de pesca de
FAO (2017) que menciona que los valores de cultivo de microalgas en condiciones
controladas varian entre 15 — 22 °C. Ademas, Zhang et al. (2016) indican que las
condiciones de pH para esta especie fluctuaron entre 7,6 — 8,2, rango en el que se

encuentra los valores obtenidos en el presente estudio 7,8 — 10,1 de pH.
4.4 Toxicidad del sedimento marino en las bahias Tortugas-Casma y Paracas

4.4.1 Bahias Tortugas-Casma

Siguiendo los valores propuestos por Bay et al. (2014) para estimar el nivel de toxicidad
segun la concentracién letal media (CLsg %), se observa en la tabla 22 que para el mes de
marzo el nivel de toxicidad de las 4 estaciones que se realizaron multiconcentracién con

Isochrysis galbana fueron de alta toxicidad en las estaciones E2 (Clsp= 4,3%) y E32 (Clso=
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7,97%) y moderada toxicidad en la estacion E3 (Clsp= 68,98%), mientras que en la
estacion E33 no se pudo calcular el nivel de toxicidad. Ademas, en el mes de agosto de las
10 estaciones de muestreo, se realizaron “multiconcentracion” empleando Isochrysis
galbana en las estaciones E3 (Clso= 75,31%) y E22 (Clsp= 15,36%), presentando
moderada y alta toxicidad, respectivamente. De esta manera la estacion E3 presenta
moderada toxicidad en marzo y agosto (Tabla 22 y Figura 35).

Tabla 22. Toxicidad de sedimento marino al cabo de las 96 horas en la Bahia

Tortugas — Casma empleando la microalga Isochrysis galbana y Nannochloropsis
oceanica en los meses de marzo y agosto del 2016

Estacion | \1arzof Multi- Microalga Toxicidad | Toxicidad
de concentracion | para Multi-
Agosto - Marzo Agosto
muestreo Marzo/Agosto | concentracion
E2 /- /- Isochrysis No probado
galbana
Isochrysis Moderada | Moderada
E3 XIX XIX galbana | Toxicidad |Toxicidad
E4 -IX - - No probado
ES -IX - - No probado
E9 -IX - - No probado
E12 -IX - - No probado
E14 -IX - - No probado
E17 -IX - - No probado
E20 XIX - -
Isochrysis
E22 XIX -IX galbana
E31 X/- - No probado
£32 X/- X/- Isochrysis No probado
galbana
Isochrysis
E33 X/- X/- galbana NC No probado
E34 XIX -
NUmero NC: No calculable
de 8/10 4/2
estaciones

FUENTE: Elaboracion propia
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Figura 35. Toxicidad del sedimento marino en las Bahias Tortugas-Casma

empleando Isochrysis galbana, durante el afio 2016.
Asi también, en el mapa 03, se muestran los niveles de toxicidad en el area de estudio,
observandose en la zona frente a los Chimus, alta toxicidad (E2), en marzo, esta estacion se
ubica fuera de la concesion acuicola a 2 km de la desembocadura del rio Nepefia y de areas
agricolas, en agosto esta estacion no se volvio a muestrear. En la estacion E3, se presento
moderada toxicidad en marzo y agosto, este punto de muestreo se ubicd dentro de las
concesiones de “concha de abanico” pero también esta es proxima a un area de concesion
minera en donde extraen sustancias no metalicas INGEMMET (2019). En la estacién E22
en el mes de marzo no se present6 toxicidad, pero en agosto se observa que el nivel de
toxicidad es alto, esta estacion se ubico a 4km de la linea costera de bahia Tortugas al
costado de concesiones acuicolas, de “concha de abanico”. Finalmemte, la estacion E32,

con alta toxicidad en marzo esta ubicada a 2km del Puerto de Casma y casi un kilometro de
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la desembocadura del rio Casma, cabe recalcar que la margen del rio es de uso agricola y

hay varios centros poblados.

Ahora bien, en el anexo 47 se observa, la cantidad de materia organica (porcentaje) en
sedimento fluctto entre 1,5 por ciento a 6,5 por ciento en marzo y 1,0 por ciento a 4,0
por ciento en agosto, obteniendo los valores més altos en la estacion E22 en ambos meses.
Y es que los bivalvos producen pseudoheces y heces que acumuladas estimulan la
produccion bacteriana, cambiando la composicién quimica, la estructura y funciones del
sedimento (Garro y Pardo, 2007).

Los valores de concentracion de los hidrocarburos de petrdleo fueron < 10 ug/g (Anexo
47), segun Saravia (2007), estos valores indican que los sedimentos marinos no estan

contaminados por hidrocarburos.

Tabla 23. Criterio de calidad de concentracién de metales en sedimentos.

METAL Il_ong etal., (1995)
ERB(Mg/g) | ERM “(ng/g)

Arsenico 8,2 70

Cadmio 1,2 9,6

Cobre 34,0 270
Plomo 46,9 218
Mercurio 0,15 0,71
Zinc 150 410
Niquel 20,9 51,6

'ERB: Efecto de Rango Bajo
’ERM!: Efecto de Rango Medio
FUENTE: Proteccion Costera de los Estados Unidos.

Ademas, la concentracion de mercurio total en sedimento superficial en marzo varié de
0,05 a 0,036 pg/g (Anexo 47), cuyos valores no superan los valores sefialados por
normativas internacionales de calidad de sedimentos, como en la tabla de Proteccion
Costera de los Estados Unidos (Long et al, 1995) que indica 0,15 pg/g, la norma
canadiense sefiala 0,13 pg/g, mientras que la norma holandesa propone 0,3 pg/g (Marin et
al., 2016).
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MAPA 3. Toxicidad del sedimento marino de la Bahia Tortugas-Casma en marzo y agosto del 2016
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A efectos comparativos, en la tabla 23 se incluyen los criterios de calidad para los
sedimentos propuestos por Long et al. (1995), basado en el potencial de inducir efectos
toxicos en los organismos marinos, para lo que han definido dos valores: ERB (Efectos de
Rango Bajo) y ERM (Efectos de Rango Medio). Los Valores de ERB indican
concentraciones por debajo de las cuales rara vez se producen efectos adversos, y los
valores de ERM representan concentraciones por encima de las que con frecuencia se

producen efectos adversos.

Entonces, segun el anexo 47 se observa que en la Bahia Tortugas-Casma no se superaron
los valores de ERB de As, Cd, Pb, Hg y Zn en todas las estaciones muestreadas del mes de
marzo. En la estacion 32, el Cu super6 el valor de ERB pero no de ERM, es decir no
presentd riesgos de toxicidad (Long et al., 1995)

No se observd una relacion entre la distribucion de los metales analizados en los
sedimentos con las actividades antropicas como el cultivo de Argopecten purpuratus y lo
que esto implica que es el uso de combustibles en las embarcaciones, uso de pinturas en los
sitemas de cultivos, uso de estructuras metalicas entre otros, tal como lo menciona Laino et
al., (2015). Lo encontrado por Sutherland et al. (2007) mencionan que un exceso de Cu y
Zn en los sedimentos depositados debajo y alrededor de los cultivos marinos del

Archipiélago Broughton, Canada.

Los valores de coliformes totales (CT) y coliformes termotolerantes (CTT) en marzo y
agosto fueron menores a 3,0 NMP/100 mL (Anexo 47). Estos valores no indican riesgo
sanitario que se podria asociar a la posible resuspension de las bacterias hacia la columna

de agua (Barrera et al., 2013).

En marzo se presentd una floracion algal del dinoflagelado Prorocentrum minimum en las
estaciones E2 y E3 (2,4x10° cél/mL y 15,5x10° cél/mL, respetivamente), cuya especie es
formadora de florecimientos algales toxicos, produciendo la téxina verupina afectando
almejas y mariscos (Garate-Lizarraga et al., 2014). Segun, Mucifio et al (2015), las
especies de Prorocentrum pueden ser un indicador de contaminacion ya que una de las
condiciones necesarias para gque estas especies formen florecimientos algales nocivos y
toxicos, es el proceso de eutrofizacion que podrian generar los desechos de la acuicultura

al ecosistema.
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Las concesiones acuicolas de cultivo de especies en la zona de estudio estan ubicadas
desde la desembocadura del rio Nepefia hasta Isla Tortugas, donde el 99 por ciento de los

permisos para cultivo son para Concha de abanico (Paredes, 2018).

El valle del rio Nepefia prepresenta con 2545 hectareas de cultivo. Ademas, en la cuenca
del rio Nepefa se encuentra el distrito de Samanco con una poblacion de 832 habitantes
con 204 viviendas, presentando segin el INEI (2007) categorias de Caserio y Poblacion
Dispersa. De igual manera el valle de Casma con 4587 hectéareas de cultivo, en la cuenca
de este rio tiene una poblacion de 27 77 habitantes con 7 590 viviendas, presentando

categorias de ciudad, Villa, Caserio y Poblacion Dispersa (INEI, 2007).

Entonces, al no haber indicios de contaminacion organica (hidrocarburos de petroleo),
inorgdnica (traza de algunos metales), ni microbiologica (coliformes totales y
termotolerantes) en los sedimentos de las estaciones que presentaron alta y moderada
toxicidad, esta podria deberse a la agricultura, a la poblacion urbana y a las actividades
portuarias. A parte del desarrollo urbano por todo el litoral costero del rea de estudio,
principalmente traducido en balnearios quienes han modificado el territorio y el suelo
modificando por ende los habitats. De igual manera, se hallan las desembocaduras de los

rios que acarrean material natural propio del ciclo hidroldgico del agua.

Ademas, por la propia actividad acuicola podria generar ciertos impactos negativos que
podrian contribuir a la toxicidad del sedimento marino como, por ejemplo, la cantidad de
desechos producidos que dependen de la densidad del cultivo, infraestructura de cultivo,
hidrodindmica de la zona y absorcidn del sedimento (Rosenthal, 2002). Ademas, Stenton et
al. (2001) reportan que el cultivo de Mytilus galloprovincialis en una bahia en Sudéfrica
genera enriquecimiento organico y anoxia en el sedimento; encontrando que la materia
organica particulada fue alta en las zonas de cultivo, especialmente en los primeros 10 cm
del fondo. También la produccién de pseudoheces y heces que es uno de los principales
problemas de los cultivos de bivalvos por el impacto que genera en el medio, Disalvo
(1988, en Lujan, 2003) indican que los ostiones producen una densidad de 28,8 g/m® en un

afo de cultivo.

Esta produccion de heces y pseudoheces acumulada estimula la produccion bacteriana,
cambiando la composicion quimica, la estructura y funciones del sedimento. Generando a
su vez problemas de eutrofizacion en los sedimentos y causando anoxia en los sedimentos

tal como ocurrio en los cultivos de peces y crustaceos en el Mar Interior de Chiloé, segln
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lo manifiestado por Rudolph et al., (2009) y por ende de produccion de acido sulfhidrico
que genera problemas de toxicidad para los organismos en cultivo. Y es que la materia
organica puede cambiar la demanda de oxigeno disuelto, produciendo alteraciones en los

sedimentos, cambiando la condiciones redox y / o toxicidad creciente.

Ademas, cabe mencionar que las estructuras de cultivo de bivalvos modifican la velocidad
y direccién del movimiento de agua. Es asi que, Grant y Bacher (2001) mencionan que los
cultivos suspendidos reducen hasta un 20 por ciento la velocidad de la corriente en las
zonas aledafas a la zona de cultivo y hasta un 54 por ciento en medio del area de cultivo
debido al numero de lineas de cultivo las mismas que perjudican el flujo normal de las
corrientes internas en la bahia; debido a que las lineas de cultivo actian como “cortinas”

que impiden el flujo normal de la corriente.

4.4.2 Bahias Paracas

En la tabla 23, se muestra que en el mes de abril se realizaron pruebas de toxicidad con
sedimento marino empleando Isochrysis galbana y Nannochloropsis oceanica en 6
estaciones de muestreo, de las cuales se realizaron “multiconcentracion” empleando
Isochrysis galbana en 2 estaciones, las mismas que fueron clasificadas con alta toxicidad
las estaciones E27 (Clso= 4,76%) y 10A (Clso= 5,37%) y con moderada toxicidad en la
estacion E20 (Clsp= 77,15%). De igual manera, en el mes de setiembre de las 10 estaciones
de muestreo, se realizaron “multiconcentracion” a 3 estaciones, empleando Isochrysis
galbana, las mismas que fueron catalogadas como altamente tdxicas las estaciones E10
(Clso= 35,94%), E27 (Clsp= 22,15%) y E28 (Clso= 22,63%). También, en la estacion E10,
se realiz0 “multiconcentracion” con Nannochlropsis oceanica, pero el valor de toxicidad
fue no calculable (NC).

De esta manera la estacion E27 en ambos muestreos realizados en la Bahia Paracas fue

catalogada como altamente téxica (Tabla 23 y Figura 36).
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Tabla 24. Toxicidad de sedimento marino al cabo de las 96 horas en la Bahia Paracas
empleando la microalga Isochrysis galbana y Nannochloropsis oceanica en los meses
de abril y setiembre de 2016.

Estacion Multi- Microalga para
de Abril/ . Multi- Toxicidad | Toxicidad
Setiembre concentracion concentracion Abril Setiembre
muestreo Abril/Setiembre
E8 -IX No probado
Isochrysis
E10 -IX -IX galbana, .| No probado
Nannochloropsis
oceanica
E1ll -IX No probado
E12 -IX No probado
E19 XIX
Isochrysis Moderada
E20 XI- Xr- galbana Toxicidad probado
E23 XIX
E25 -IX No probado
E27 XIX XIX Isochrysis
galbana
E28 -IX -IX Isochrysis No probado
galbana
E10A - - Isochrysis
galbana probado
NUmero
de 5/9 3/3
estaciones

NC: No calculable, empleando Nannochloropsis oceanica
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Figura 36. Toxicidad del sedimento marino en las Bahias Paracas empleando
Isochrysis galbana, durante el afio 2016.

Del mismo modo se observa en el mapa 04 la distribucién de la toxicidad en la zona de
estudio, presentando en el mes de abril alta toxicidad en estacion E10A frente a Playa el
Chaco y en la estacion E27 ubicado en Playa Atenas al costado de la concesién acuicola
para cultivo de “concha de abanico”. También se presenta en la E20 moderada toxicidad
ubicada a 1km del vertimiento de efluentes vigente. Para el mes de setiembre en la E10 a

1Km de la desembocadura del Rio Pisco, y en la E27 y E28 se mostro alta toxicidad.
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MAPA 4. Toxicidad del sedimento marino de la Bahia Paracas en abril y setiembre del 2016
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De acuerdo con Saravia (2007), el grado de contaminacién en los sedimentos se puede
establecer en funcion de la concentracion de los hidrocarburos totales. Cuando la
concentracion es < 10 pg/g se considera sin contaminacion, en el presente estudio los
niveles de hidrocarburos totales en las estaciones de muestreo del Anexo 48 fueron

menores al <10 pg/g.

Segun el anexo 48, se observa que en esta bahia se superaron los valores de ERB de As en
todas las estaciones muestreadas incluidas la E10 y E28 (estaciones con alta toxicidad),
pero no superaron los valores de ERM. Mientras que en abril los valores de Cd superaron
los valores de ERM en la estacion E23 y en setiembre en las estaciones E19 y E25. El Cu,
Pb, Hg, Zn y Ni no superaron los valores ERM establecidos en la tabla de Proteccion
Costera de los Estados Unidos (Long et al, 1995) (Tabla 23).

Las estaciones que superaron los valores ERM de cadmio, no presentaron toxicidad en el
sedimento marino, pero segun Lucho et al. (2005) la presencia de este metal se debe a las
consecuencias del vertimiento masivo de toda clase de desechos de la industria quimica,
manufactura de textil, papel, madera, siderurgica, procesadora de alimentos, cervecera, del
calzado; ademas de pesticidas y fertilizantes empleados en la industria agropecuaria tal

como se sucedio en el Puerto de Veracruz, México.

Los valores de coliformes totales (CT) y coliformes termotolerantes (CTT) en abril fueron
1,5 NMP/100 mL y en agosto estos valores aumentaron a 3 NMP/100 mL (Anexo 48).
Segun, Barrera et al. (2013) mencionan que los valores de coliformes totales no indican
riesgo sanitario que se podria asociar a la posible resuspension de las bacterias hacia la

columna de agua.

Ahora bien, de acuerdo a la toxicidad de sedimento encontrado en setiembre en la estacion
E10 se podria considerar que esta influenciado por la descarga del rio Pisco, que en sus
margenes tiene tierras de uso agricola. Ademas, de aportes de sedimentos, restos de
vegetales terrestres (Velazco y Solis 2000). También, la Planta de Tratamiento de Aguas
Residuales denominada “Boca del Rio”, cuya operacion corresponde a la empresa EPS
EMAPISCO S.A., tratando aguas residuales domésticas e industriales de los distritos de
Pisco y San Andrés no cuenta con el adecuado tratamiento ni con la autorizacion de
vertimientos hacia el rio Pisco (ANA, 2016), en las fechas de los monitoreos realizados

para el presente estudio de investigacion.
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En la estacion E20 que presenté moderada toxicidad en abril, posiblemente debido al
vertimiento vigente, entonces éstos efluentes o aguas residuales industriales de las
pesqueras (agua de bombeo, sanguaza, agua de proceso) que se caracterizan no solo por los
grandes volumenes de descarga, sino por su alto contenido de materia organica y
compuestos grasos, podrian estar asociados a estados andxicos y altas concentraciones de
aceites y grasa, segun mencionan Velazco y Solis (2000). Ademas del aporte de material

terrigeno transportado por las corrientes y aportes de descargas urbanas.

Ya para el caso de las estaciones que presentaron alta toxicidad que se ubicaron al interior
de la bahia Paracas (E10A, E28 y E27) donde la fuerza de las corrientes es mucho menor,
con poca profundidad, con topografia plana y ciertas depresiones, lo que hace que sea una
zona de retencion de materia organica. Entonces, la escasa circulacion que existen en el
fondo y a los procesos mas lentos de su oxidacion condiciona la textura del sedimento de
grano muy fino (limos y arcillas) con altos contenidos de materia organica (Federico

Velazco, comunicacion personal, 28 de mayo del 2019)

Ademas, Jacinto et al. (2014) indican que la circulacién es limitada por la configuracion
geomorfoldgica de la bahia, que favorece la proteccion de la linea de costa, condicionando
un régimen hidrodinamico poco intenso en el fondo, limitando la accién de las corrientes y
oleaje. También, la morfologia del fondo favorece la acumulacion de materia organica en
zonas de mayor depresion, la misma que se oxida en la capa superficial del sedimento al
igual que procesos de desnitrificacién y sulfato reduccion que ocurren en capas mas
profundas del sedimento. Ademas, la demanda de oxigeno influye en la calidad de la
columna de agua, creando en algunos casos un ambiente andxico que afecta la fauna

béntica, segun, Velazco y Solis (2000).

También, se ha incrementado el desarrollo de diversas actividades extractivas en la bahia
de Paracas, lo cual ha incrementado el trafico maritimo y posibles derrames o fugas de
productos quimicos durante el transporte, esto también puede estar asociado a la toxicidad

presentada en dicha zona (Jacinto, 2014).

Ahora bien, en la la figura 33, se presenta la comparacion de los niveles de toxicidad en las
bahias Tortugas-Casma y Paracas presentando esta Ultima mas estaciones de muestreo con
alta toxicidad. Lo niveles de toxicidad en ambas bahias fueron de moderada a alta
toxicidad, siendo, en promedio, los sedimentos de la bahia Paracas 20 por ciento mas

toxicos que en la bahia Tortugas-Casma.
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Asimismo, las estaciones no tdxicas en la Bahia Tortugas-Casma fueron el 63 por ciento
(marzo) y 80 por ciento (agosto) y en la Bahia Paracas las estaciones no toxicas fue el 40
por ciento (abril) y 67 por ciento (setiembre). Estos resultados son en base a las pruebas de
toxicidad con la microalga Isochrysis galbana. Las pruebas de toxicidad con
Nannochloropsis oceanica no presentaron magnitudes de toxicidad considerables en el

presente estudio de investigacion.
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Figura 37. Porcentaje de estaciones toxicas, en ambos muestreos, en el sedimento
marino de las Bahias Tortugas-Casma y Paracas a las 96 horas de exposicién
empleando Isochrysis galbana, durante el afio 2016.
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4.5 Condiciones basicas para pruebas de toxicidad con cobre y elutriado de

sedimento marino empleando Isochcrysis galbana y Nannochloropsis oceanica

Debido a que no se cuenta con un reporte detallado del protocolo a seguir para evaluar
ensayos de toxicidad para las microalgas en estudio, se establecieron los Condiciones
basicos de los bioensayos realizados con las microalgas Isochrysis galbana vy
Nannocholoropsis oceanica en base a las condiciones generales, a partir de las 32 pruebas
de toxicidad realizados en esta investigacion que en base de la metodologia modificada por
la USEPA (2002) se obtuvo un procedimiento detallado para réplicar estos bioensayos, el

mismo que se observa en el diagrama de flujo del anexo 49.
A continuacion, se presentan los pardmetros fisicoquimicos obtenidos de las pruebas de

toxicidad con sulfato de cobre pentahidratado (Tabla 25 y 26) y elutriado de sedimento
marino (Tabla 27 y 28).
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Tabla 25. Condiciones basicas para pruebas de toxicidad con sulfato de cobre
pentahidratado (CuSO4.5H,0),) a las 96 horas, empleando Isochrysis galbana.

PARAMETROS CONDICIONES
Tipo de prueba Estéatica, sin renovacion de la solucion de prueba
Duracion de la prueba 96 horas
Temperatura 22.3+0.46°C
Oxigeno (mg/L) 109274
pH 8.7+0.6
Salinidad (ppm) 34.9+0.05
Conductividad (mS/cm) 53.1+0.21

Intensidad luminica (lux)

Atrtificial, controlada con luces LED
2135 + 467 lux

Fotoperiodo

Iluminacion continua (24 horas luz)

Aireacion

Agitacion manual periddica durante toda la
prueba. Si el oxigeno es menor de 6 mg/L se
suministra aireacion continua

Recipientes de prueba

Matraces erlenmeyer de 125 mL

Volumen de prueba

50 mL

Edad del cultivo para el
inoculo

3 — 6 dias (fase exponencial de crecimiento)

Agua de dilucion

Agua de mar filtrada (una micra)

Cantidad de nutrientes

52 pL de medio Guillard “f/2” modificado

Volumen de microalgas

2mL

Densidad celular del inéculo

200000 a 300000 células/mL™

NUmero de Concentraciones 6
mas control
Réplicas por concentracion 4

Efecto medido

Disminucion de la biomasa microalgal respecto
al control o blanco

Periodicidad de las
observaciones

Conteo en hemocitometro cada 24 horas para el
calculo de N° de células/mL

Criterio de aceptabilidad de la
prueba

La densidad celular en el control negativo al
finalizar la prueba (96h) debe ser >1x10°cél./mL

Coeficiente de variacion en
los conteos de resultado final

<20 por ciento entre réplicas de un mismo
tratamiento Clsg.ggn

FUENTE: Elaboracion propia
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Tabla 26. Condiciones béasicas para pruebas de toxicidad con sulfato de cobre
pentahidratado (CuSO,4.5H,0) a las 96 horas, empleando Nannochloropsis oceanica.

PARAMETROS CONDICIONES
Tipo de prueba Estética, sin renovacion de la solucion de prueba
Duracion de la prueba 96 horas
Temperatura 22.2 £0.38°C
Oxigeno (mg/L) 10.6 + 2.86
pH 8.9+0.93
Salinidad (ppm) 34.9+0.04
Conductividad (mS/cm) 53.1+0.20
Intensidad luminica (lux) Artificial, controlada con luces LED
2053 £ 221
Fotoperiodo Iluminacidn continua (24 horas luz)
Aireacion Agitacion manual periodica durante toda la

prueba. Si el oxigeno es menor de 6 mg/L se
suministra aireacion continua

Recipientes de prueba Matraces erlenmeyer de 125 mL

Volumen de prueba 50 mL

Edad del cultivo para el 3 — 6 dias (fase exponencial de crecimiento)
inoculo

Agua de dilucion Agua de mar filtrada (una micra)

Cantidad de nutrientes 52 pL de medio Guillard “f/2” modificado
Volumen de microalgas 2mL

Densidad celular del indculo | 900000 células/mL™

NuUmero de Concentraciones 6

mas control

Réplicas por concentracion 4

Efecto medido Disminucion de la biomasa microalgal respecto
al control o blanco

Periocidad de las Conteo en hemocitometro cada 24 horas para el

observaciones célculo de N° de células/mL

Criterio de aceptabilidad de la | La densidad celular en el control negativo al

prueba finalizar la prueba (96h) debe ser >1x10°cél./mL

Coeficiente de variacién en <20 por ciento entre réplicas de un mismo
los conteos de resultado final | tratamiento Clsg.gen
FUENTE: Elaboracion propia
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Tabla 27. Condiciones basicas para pruebas de toxicidad con elutriado de sedimento
marino a 96 horas empleando Isochrysis galbana.

PARAMETROS CONDICIONES
Tipo de prueba Estéatica, sin renovacion de la solucion de prueba
Duracion de la prueba 96 horas
Temperatura 21.0+2.1°C
Oxigeno (mg/L) 11.86 + 2.15
pH 8.81+0.43
Salinidad (ppm) 359+19
Conductividad (mS/cm) 55.9+4.9
Intensidad luminica (lux) Artificial, controlada con luces LED

1953 + 355 lux

Fotoperiodo Iluminacidn continua (24 horas luz)
Aireacion Agitacion manual periddica durante toda la

prueba. Si el oxigeno es menor de 6 mg/L se
suministra aireacion continua

Recipientes de prueba Matraces erlenmeyer de 125 mL

Volumen de prueba 50 mL

Edad del cultivo al in6culo 3 — 6 dias (fase exponencial de crecimiento)
Agua de dilucion Agua de mar filtrada (una micra)

Cantidad de nutrientes 52 pL de medio Guillard “f/2” modificado
Volumen de microalgas 2mL

Densidad celular del inoculo | 80000 a 500000 células/mL™

Numero de Concentraciones | 6

mas control

Réplicas por concentracion 4

Efecto medido Disminucion de la biomasa microalgal respecto
al control o blanco

Periodicidad de las Conteo en hemocitdmetro cada 24 horas para el

observaciones célculo de N° de células/mL

Criterio de aceptabilidad de la | La densidad celular en el control negativo al

prueba finalizar la prueba (96h) debe ser >1x10°cél./mL

Coeficiente de variacion en <20 por ciento entre réplicas de densidad

los conteos resultado final microalgal de un mismo tratamiento Clso.ggn

Control positivo Cu (1), a partir de una solucion de CuSO,,

FUENTE: Elaboracion propia
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Tabla 28. Condiciones basicas para pruebas de toxicidad con elutriado de sedimento
marino a 96 horas empleando Nannochloropsis oceanica.

PARAMETROS CONDICIONES
Tipo de prueba Estéatica, sin renovacion de la solucion de prueba
Duracion de la prueba 96 horas
Temperatura 21.0+0.7°C
Oxigeno (mg/L) 12.1+0.82
pH 9.11+0.74
Salinidad (ppm) 359+19
Conductividad (mS/cm) 53.2 +0.33
lluminacion (Ix) Artificial, controlada con luces LED

1923 + 376 lux

Fotoperiodo Iluminacidn continua (24 horas luz)
Aireacion Agitacion manual periddica durante toda la

prueba. Si el oxigeno es menor de 6 mg/L se
suministra aireacion continua

Recipientes de prueba Matraces erlenmeyer de 125 mL

Volumen de prueba 50 mL

Edad del cultivo al inoculo 3 — 6 dias (fase exponencial de crecimiento)
Agua de dilucion Agua de mar filtrada (una micra)

Cantidad de nutrientes 52 pL de medio guillard f/2 modificado
Volumen de microalgas 2mL

Densidad celular del inéculo | 300000 a 2000000 células/mL™

Numero de Concentraciones | 6

mas control

Réplicas por concentracion 4

Efecto medido Disminucion de la biomasa microalgal respecto
al control o blanco

Periodicidad de las Conteo en hemocitdmetro cada 24 horas para el

observaciones célculo de N° de células/mL

Criterio de aceptabilidad de la | La densidad celular en el control negativo al

prueba finalizar la prueba (96h) debe ser >1x10°cél./mL

Coeficiente de variacion en <20 por ciento entre réplicas de un mismo

los conteos Resultado final tratamiento Clso-gen

Control positivo Cu (1), a partir de una solucion de CuSO,,

FUENTE: Elaboracion propia
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4.5.1 Tipo de prueba

Las pruebas de toxicidad realizadas fueron del tipo estatico sin renovacion, de acuerdo con
USEPA (2002), en estos ensayos los organismos se exponen a la misma solucion durante
un periodo de tiempo establecido, que con poco uso de recursos (espacio, mano de obra,
equipos) resultan sencillas, baratas y rentables. Esto permitié llevar a cabo una mayor
cantidad de bioensayos en la misma cantidad de tiempo, 48 matraces, considerando dos

estaciones de muestreo en “multiconcentracion”.

4.5.2 Duracion de la prueba

De acuerdo con ASTM (1998), una prueba de 72h o 96h permite evaluar varias
generaciones de microalgas en un corto periodo de tiempo como es el caso de Isochrysis
galbana, cuyo ciclo de vida es 38 horas segun Kaplan et al. (1986) y 53 horas para el caso
de Nannochloropsis oceanica segin Bongiovani (2014), por tanto, se denominan pruebas
cronicas a corto plazo. Para la USEPA (2002), esto implica algunas ventajas ya que
proporcionan una estimacion mas directa de las concentraciones de efluentes en aguas
receptoras que es proporcionada por ensayos de toxicidad aguda, a un menor esfuerzo si se
compara con los bioensayos crénicos que se hacen con otras especies en los que se evalla
la toxicidad en un ciclo de vida completo mas largo. Es asi que USEPA (2002) afirma que
las sustancias toxicas en las soluciones de ensayo se pueden degradar o volatilizar
rdpidamente y la inhibicion en el crecimiento de las microalgas puede ser detectable sélo
durante los primeros uno o dos dias en el ensayo, por lo tanto, se considerd trabajar en un

periodo no mayor a 96 horas.

4.5.3 Parametros Fisicoquimicos

En todos los bioensayos realizados con el toxico de referencia, el oxigeno inicial estuvo
por encima de los 6mg/L™, reflejandose un aumento en todos los tratamientos al final de
los experimentos y cumpliendo con los parametros establecidos por la USEPA (2002). Los
valores de temperatura oscilaron en promedio entre 21,83 - 21,94 °C con tendencia a
aumentar a 22,38 - 22,58 °C. EIl oxigeno en promedio fluctto al inicio entre 8,44 - 8,45
mg/L con tendencia a aumentar entre 12,62 - 13,29 mg/L. Asimismo, el pH se encuentra

dentro del rango establecido por la metodologia entre 8,18 - 9,67. La salinidad no alcanzé
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variaciones mayores a 0,21 entre el inicio y el final de las pruebas, encontrandose entre
53,01 - 53,22 mS/cm. De igual manera la salinidad no tuvo variaciones mayores a 0,05

ppm (Anexo 50 y 51).

Ya en los bioensayos realizados con los porcentajes de elutriado de sedimento marino se
presentaron temperaturas promedio de 21°C; oxigeno entre 11,86 - 12,1 mg/L; pH entre
8,81 - 9,11; salinidad de 35,9 sin variacion alguna y conductividad con una variacién de
0,7 ppm, parametros dentro de lo establecido los la USEPA (2002) para otros ensayos con

microalgas.

Para el caso de la Bahia Tortugas-Casma, en marzo, el oxigeno inicial en la estacion E3 fue
menor de 6mg/L, por tal motivo se oxigend por 5 minutos el elutriado al 100 por ciento,
tiempo en el que este pardmetro se recupero, pero a las 48 horas en la concentracién del
100 por ciento de elutriado disminuyo hasta 2 mg/L por tal motivo se oxigend permanente
hasta las 96 horas. Ademas, en agosto el oxigeno inicial del elutriado de sedimento de las
estaciones E3 y E22 fue de 5,25 y 3,64 mg/L, respectivamente, recuperandose este

parametro a 8,49 y 7,5 mg/L, respectivamente después de la oxigenacion artificial.

En la Bahia Paracas, en abril, la estacion E20 se presentd oxigeno de 5,25 mg/L al
oxigenarlo el valor llegé 8,99 mg/L. En las concetraciones al 50 y 100 por ciento de
elutriado de sedimento los valores de oxigeno llegaron a 0,01 mg/L por lo que se aired
continuamente llegando hasta valores de 9,5 mg/L. En la estacion E27 el oxigeno inicial
fue 3,28 mg/L que con aireacion llego a valores de 7,21 mg/L, a las 24 horas en la
concentracion de elutriado de 6,25 por ciento y 12,5 por ciento lleg6 a valores de 3,9 mg/L

que con aireacion continua el oxigeno fue de 9,5 mg/L.

En setiembre en la Bahia Paracas las estaciones E10, E20, E27 y E28 presentaron valores
bajos de oxigeno inicial al 100 por ciento del elutriado de sedimento marino y en su
mayoria en las concentraciones de elutriado de sedimento de estas estaciones a las 24 horas
estos valores fueron <1 mg/L por lo que se mantuvo aireacion continta hasta las 96 horas

de ensayo.

45.4 Intensidad luminica

Se utiliz6 iluminacion artificial con cdmara de iluminacién LED de 240W, considerando el

criterio de Wishkerman y Wishkerman (2017) quienes afirman que es un sistema que
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producen luz blanca y colores mezclados en tiras de LED, asi como la capacidad de
generar luz intermitente. Ademas, de ser de bajo costo y promover el cultivo de especies

fotoautotrofas.

De acuerdo con Sipatba y Rocha (2003), la condicion éptima para el crecimiento del
fitoplancton dependera de la intensidad de luz, siendo la iluminacién un factor primordial
porque el crecimiento algal esta ligado directamente al proceso fotosintético. Asimismo,
Lavens y Sorgelos (1996) aseguran que la intensidad luminica juega un papel importante,
pero los requerimientos varian dependiendo de la profundidad y densidad del cultivo, pues,
estos mismos autores dan a conocer que 1000 lux son suficientes para frascos erlenmeyer
del mismo volumen. Ademas, el promedio de luminosidad trabajado en los bioensayos es
cercano al manejado por Velasco et al. (2009) para cultivos de microalgas en condiciones
de laboratorio, donde a 1024 lux obtuvieron buenos resultados de crecimiento para
Isochrysis galbana e intensidades luminicas de 2,500 lux para el caso de Nannochloropsis
spp. (Ynga, 2011), siendo los valores de intensidad de luminica en el presente estudio entre
1551 — 2619 lux (Anexo 52, 53 y 54).

45,5 Recipiente de pruebas

Para las pruebas de toxicidad se emplearon erlenmeyers en vidrio de borosilicato de
125mL 6 250mL que segun Velasco et al. (2009) éstos recipientes cumplen con el
requerimiento establecido debido a que para el cultivo de microalgas estos deben ser de
materiales no toxicos, preferiblemente lisos y de fondo plano para evitar la sedimentacion
de las microalgas. Es asi que Rojiekova et al. (1998), compararon los cultivos de
Raphidocelis subcapitata utilizando tubos de polietileno de 15mL y erlenmeyers en vidrio
de borosilicato de 50 6 100mL, probando tres compuestos metalicos, un pesticida y ocho
medicamentos famacoldgicos siendo comparables ambos materiales (p<0.05). En la
técnica con tubos, el area superficial y la cantidad de volumen total del bioensayo permite
la adherencia de algunos quimicos en las paredes del tubo de polietileno, de esta forma se
obtenian valores superiores de CEsy comparado con los erlenmeyers, estableciendo que el
ensayo con tubos es conveniente cuando se van a evaluar muestras que contienen
sustancias volatiles y que la agitacion en el ensayo con recipientes de fondo plano como
los erlenmeyers es homogénea y garantiza el intercambio de gases (CO; y O,), el cual es
un punto critico de control durante el bioensayo.
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4.5.6 Edad de cultivo de las microalgas

(Lewis, 1993), mencion que para determinar el efecto toxico en el crecimiento algal de
manera mas efectiva es empleando microalgas enriquecidas con nutrientes por 3 a 4 dias,
siendo esta la etapa de crecimiento. Mientras que entre 6 y 8 dias se presenta el estado
estacionario siendo no viable el uso de la microalga en esta etapa para este tipo de pruebas
de toxicidad (Bougaran et al., 2003). Para el caso de nuestro estudio generalmente los dias

de inoculacion de las microalgas vario entre 3 y 6 dias.

4 5.7 Densidad celular del in6culo

En las pruebas de toxicidad la densidad del indculo inicial de Isochrysis galbana vari6
entre 8,4x10%cél/mL y 4,8x10°cél/mL y para el caso de Nannochloropsis oceanica varié
entre 3,4 x10°cél/mLy 2,3x10°cél/mL (Tabla 27 y 28). Ademas, las diferentes densidades
iniciales empleadas para pruebas de toxicidad a lo largo del estudio de investigacion no
presentaron diferencias significativas (p=0,328) para I. galbana (Anexo 55) y (p=0,392) ni
para N. oceanica (Anexo 56).

Hay evidencia que la sensibilidad en una prueba de toxicidad aumenta, si la densidad
celular inicial disminuye (Moreno et al., 1997). De igual forma Moreno-Garrido et al.
(2000) mencionan que dependiendo de la densidad microalgal que se emplee puede
mejorar los resultados obtenidos en pruebas de toxicidad, entre las especies que emplearon
en su estudio se tienen a Isochrysis galbana y Nannochloropsis atumus con densidades
iniciales de 10°cél/mL, 5x10%cél/mL y 10* células/mL. Ademés, Wong y Couture (1986)
recomiendan un indculo de algas de aproximadamente 10° cél/mL que en promedio es el
mismo factor exponencial empleado en estudios de investigacion para pruebas de toxicidad
(con sulfato de cobre y sedimento marino) al igual que Bougaran et al. (2003) que
emplearon una densidad celular inicial de 5x10° cél/mL en pruebas de cultivo continuo de
Isochrysis galbana afines Tahiti. Asimismo, de acuerdo con Vasseur et al (1988), Stratton
y Giles (1990) y Moreno et al. (2000), las directrices estandar de inhibicion del crecimiento
de las algas también utilizan densidades altas, en su mayoria 10,000-1,000.000 cél/mL, asi
como la densidad empleada para Nannochloropsis oceanica en sedimento marino que
estuvo entre 3,4 x10°y 2,3x10° cél/mL (tabla 28).
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También la ASTM (1998) menciona ciertas densidades de especies de microalgas que se

emplearon para bioensayos (Tabla 29).

Tabla 29. Indculos de microalgas utilizados para bioensayos de toxicidad en otros
estudios.

Densidad celular utilizada

Especie como indculo (células/mL)
Selenastrum capricornatum 1-2x10*
y otras algas verdes
Navicula pelliculosa 1-2x10*
Microcystis aeruginosa 5x10*
Anabaenaflos-aquae 1-2x10*
Especies de agua salada 1-2x10*

FUENTE: American Society for Testing and Materials (1998)

4.5.8 Criterio de aceptabilidad de la prueba de toxicidad

Respecto a este punto, Vera et al. (2001) mencionan que la méaxima inhibicion del
crecimiento poblacional del 20 por ciento respecto al control negativo, cumpliendo este
requisito en todas las estaciones muestreadas menos en la estacion E27 que presento una

inhibicion del 29 por ciento.

Ademas, para que una prueba tenga validez segin la USEPA (2002), la densidad celular al
final de cada ensayo en el tratamiento control debe ser igual o superior a 200.000cél./mL,
sin mas del 20 por ciento de coeficiente de variacion entre réplicas, de la misma manera
que se establecié en este estudio, obteniendo al finalizar cada prueba definitiva una
densidad >1x10°cél./mL, excepto en la estacién E2 del primer monitoreo de la Bahia
Tortugas-Casma que obtuvo una densidad de Isochrysis galbana de 0,7x10°él./mL
(Anexo 6) en el control negativo, con CV entre réplicas menores al 15 por ciento (Anexo
57 y 58) al igual que en la estacion E10 que empleando Nannochloropsis oceanica

present6 un porcentaje de CV de 23,2 por ciento (Anexo 59).

Las pruebas de toxicidad llevadas a cabo cumplen con los criterios de calidad establecidos
por entidades encargadas de la estandarizacion de pruebas de toxicidad a nivel
internacional como la OCDE, EPA, ASTM, quienes consideran inaceptable una prueba si

se presentan en los bioensayos méas de las siguientes situaciones: todos los recipientes de
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ensayo Y tapas no fueron idénticos, los tratamientos no fueron asignados al azar, un medio
de crecimiento requerido o de control no fue incluido en cada uno de los bioensayos,
trabajar con menos de tres réplicas por tratamiento (USEPA, 2002). Todas estas
condiciones se cumplieron en las pruebas de toxicidad realizadas en esta investigacion, es
decir que los bioensayos se ajustaron a los criterios de calidad basicos establecidos

internacionalmente.

De acuerdo con la Organizacion para la Cooperacién Econdémica (OECD, 1984), en las
Gltimas dos décadas se han desarrollado protocolos internacionales estandarizados que
cubren las exigencias cientificas y practicas para realizar ensayos de toxicidad con
diferentes tipos de organismos marinos como peces, erizos y microalgas. En cuanto a este
altimo grupo, existen algunos protocolos utilizados rutinariamente por agencias de
proteccion ambiental en paises como Estados Unidos, Canada, Francia y Alemania, que
son requeridos legalmente por la Comunidad Europea; sin embargo, debido a que las
especies propuestas en los protocolos internacionales no son las mismas que se cultivan en
IMARPE es importante evaluar el efecto de los contaminantes sobre otras especies como la

microalga I. galbana y N. oceanica.

Como parte de este acapite de condiciones basicas para pruebas de toxicidad con las
microalgas en estudio se considera las caracteristicas que Greenstein y Bay (2011) aplican
para realizar prueba de toxicidad, las mismas que se aplicaran a cada especie de microalga

para ver si cumple o no con las caracteristicas estipuladas por los autores (Tabla 30).
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Tabla 30. Caracteristicas adicionales de las pruebas de toxicidad aplicadas a las
micraolgas Isoschrysis galbana y Nannochloropsis oceanica.

Carcateristicas

Isochrysis galbana

Nannochloropsis

Greenstein y Bay (2011) oceanica
1. Disponibilidad de organismos Si Si
2. Descripcién del método, Arrticulos  cientificos  y | Esta especie no ha sido
protocolo publicado, con criterios adaptacion de protocolos aun empleada en pruebas
de aceptabilidad y estandares de de toxicidad
aseguramiento de calidad para
pardmetros
3. Dificultad técnica No No
4. Sensibilidad de la prueba Mas sensible (Clsp= 0,88 | Sensibilidad similar

mg/L) respecto a Argopecten

purpuratus

(CLso (mg/L) =

1,41 con sulfato de cobre

(CuzS0Oy,) (Paredes, 2018)

(Clso= 1,44 mg/L) a
Argopecten purpuratus
(CLsp (mg/L) = 1,41 con
sulfato de cobre (Cu,SOy,)
(Paredes, 2018)

5. Variabilidad entre laboratorios

No ejecutado

No ejecutado

6. Variabilidad dentro de los

laboratorios

No ejecutado

No ejecutado

7. Precision

No ejecutado

No ejecutado

8. Documentacion de factores de
toxicidad sobre factores no
contaminantes, como el tamafo de

grano del sedimento, por ejemplo

No detectado

No detectado

9. Costo de instalacion de prueba de

toxicidad

S/. 112 980,00 (Anexo 60)

FUENTE: Elaboracion propia
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V. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales en que se realiz6 esta investigacion se concluye que:

1. Los sedimentos marinos provenientes de las Bahias Tortugas-Casma y Paracas
presentan toxicidad al exponerlos a la microalga Isochrysis galbana, mientras que la
microalga Nannochloropsis oceanica no detectdé ningin nivel de toxicidad frente a estos

sedimentos.

2. Se demostro que la sensibilidad de la microalga Isochrysis galbana es mayor que la
de Nannochloropsis oceanica, al cabo de las 96 horas de exposicion al toxico de
referencia, sulfato de cobre pentahidratado (CuSO,4.5H,0), detectando valores de Clso=

0,88mg/L y Clso= 1,44mg/L, respectivamente.

3. La microalga Isochrysis galbana (96h) registr6 una concentracion de inibicion
media (Clsp) entre 4,3 por ciento y 77,15 por ciento de sedimento marino de las bahias
Tortugas-Casma y Paracas, cuyo nivel de toxicidad es alta (Clso.9s < 59 por ciento) y

moderada (Clsp.9s=59 por ciento-81 por ciento).

4. La toxicidad de los sedimentos marinos, en la Bahia Paracas es mas alta que la
encontrada en la Bahia Tortugas-Casma, posiblemente debido a las actividades

antropogénicas y condiciones oceanograficas que se presentan en la bahia.

5. Con los bioensayos realizados empleando las microalgas Isochrysis galbana y
Nannochloropsis oceanica se obtuvieron los criterios basicos para su réplica en base a la

metodologia propuesta por la USEPA (2002).



VI. RECOMENDACIONES

1. Continuar con las pruebas de toxicidad de los sedimentos marinos en las Bahias de
Tortugas-Casma y Paracas, de preferencia en mayores periodos de tiempo que puedan
reflejar los impactos en épocas de mayor influencia antropogénica o cambios estacionales
que puedan evidenciar el transito dindmico de contaminantes potenciales estacionales; ya
que, el sedimento es un componente dinamico que funciona como habitats de distintos
organismos marinos, pero también actia como una fuente de contaminacién a través de la

liberacion de compuestos en el agua.

2. Evaluar las estaciones donde se han presentado ciertos niveles significativos de
toxicidad que muestra el presente estudio de investigacion con antiguos y nuevos
monitoreos para que estos resultados obtenidos en este estudio, contribuyen a la generacion
de una linea de base para incorporar a la microalga Isochrysis galbana como especie

prueba de monitoreo de ambientes acuaticos marinos contaminados.

3. Ampliar estudios ecotoxicoldgicos con otras especies de microalgas que se cultivan
en el IMARPE para determinar la sensibilidad a la matriz de estudio y de esta manera tener
mas opciones para determinar la toxicidad en sedimentos marinos, ya que no existe mas

bibliografia de pruebas ecotoxicolégicas con esta matriz de estudio.
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VIII. ANEXOS

ANEXO 1. Curva de crecimiento celular promedio de (A) Isochrysis galbana y (B)
Nannochloropsis oceanica a las 24, 48, 72 'y 120 horas.

A 4
= 3
g
@ 2
E
> 1
0
24 48 72 120
Tiempo
(horas) 24 48 72 120
Densidad
celular 983333 1429167 | 2466667 | 3850000
(Células/mL)
B 7
6
= 5
2 4
=
‘:8 3
E
b 2
1
0
24 48 72 120
Tiempo
(hores) 24 48 72 120
Densidad

celular 1500000 | 2166667 | 4083333 | 6416667
(Células/mL)
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ANEXO 2. Concentracion de Inhibicion Media (CI50) de Sulfato de cobre
pentahidratado (CUSO,.5H,0) expuesta a Isochrysis galbana a las 96 horas.

Sustancia tdxica Sulfato de cobre pentahidratado (CUSO,4.5H,0)
Especie de microalga | Isochrysis galbana

Tiempo de exposicion | 96 horas

Clsog6 1.47 por ciento

ANEXO 3. Tasa de crecimiento y diferencias significativas de la densisdad celular

promedio con inoculo de 5mL, 10mL y 100mL de Isochrysis galbana y
Nannochloropsis oceanica a las 24, 48, 72 'y 120 horas.
Volumen de Tasa de
Isochrysis galbana 24 48 72 120 o Prueba -T
(mL) crecimiento
5 083333 | 1429167 | 2466667 | 3850000 0.34 0,000*
10 1795833 | 2345833 | 3329167 | 3354167 0.16 0,000*
100 5675000 | 9575000 | 10368750 | 15062500 0.24 0,000*
= Diferencias significativas (p<0,05)
Volumen de
Nannochloropsis |, 48 72 120 Tasade |pp eha T
oceanica crecimiento
(mL)
5 1500000 | 2166667 | 4083333 | 6416667 0.36 0,010*
10 3833333 | 3333333 | 4250000 | 4500000 0.04 0,415
100 12000000 | 14000000 | 18916667 | 25833333 0.19 0,000*

"= Diferencias significativas (p<0,05)

ANEXO 4. Crecimiento celular promedio (células/mL) de Isochrysis galbana a las
24, 48, 72 y 96 horas expuestas a distintas concentraciones de sulfato de cobre

pentahidratado.

mg/L| 24 48 72 96
Control| 0 445000 | 1056875 | 1725000 | 2045000
Cl [0,125|574375|1028750 | 2023125 | 2398750
C2 |0,250605313|1012500 | 1999063 | 3512083
C3 0,5 4868751152500 | 1948438 | 3600000
C4 1 4562501148750 (1703333 | 997500
C5 2 |293125| 780938 | 836667 | 656875
C6 4 276563 | 257500| 475000| 129375
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ANEXO 5. Crecimiento celular promedio (células/mL) de Nannchloropsis oceanica
alas 24, 48, 72 y 96 horas expuestas a distintas concentraciones de sulfato de cobre

pentahidratado.

mg/L 24 48 72 96
Control| 0 |3087500 | 4868750 | 12070313 | 13000000
Cl [0,125|2358333|4306250| 8206250 |11231250
C2 0,250 | 2425000 | 4081250 | 10643750 | 11906250
C3 0,5 [2262500 | 4800000 | 12666667 | 10393750
C4 1 2456250 4475000 11287500 | 11833333
C5 2 |1200000| 594306| 1030556 | 721528
C6 4 898214 | 511285| 446825| 481250

ANEXO 6. Crecimiento celular promedio (células/mL) y tasa de crecimiento (d™)
de Isochrysis galbana de la muestra control a las 0, 24, 48, 72 y 96 de las estaciones
muestreadas en Bahia Tortugas-Casma en el mes de marzo del 2016.

stacion 0 24 48 72 96 qua_de
crecimiento
E2 216400 | 256719 | 331563 | 493906 | 797188 0.33
E3 370800 | 547500 | 1523333 | 2864167 | 3323125 0.55
E20 463500 844583 (1819722 |3823333|3256667 0.49
E22 |484833|419500|1269167 | 998125 | 1273375 0.24
E31 116750484542 | 751250 |1723750 (1994948 0.71
E32 270500 281875 | 326458 | 692396 | 1055833 0.34
E33 |167000 492500 | 733542 |1166250|1260833 0.51
E34 167000 | 867500 | 2097222 | 1172222 | 1324583 0.52

ANEXO 7. Crecimiento celular promedio (células/mL) y tasa de crecimiento (d™)
de Isochrysis galbana de la muestra control a las 0, 24, 48, 72 'y 96 de las estaciones
muestreadas en Bahia Tortugas-Casma en el mes de agosto del 2016.

Estacion | 0 24 48 72 96 Tasa de

crecimiento
E3  |138600| 310156 | 626354 | 1040521| 1838906 0.65
E4  |138600| 310156 | 626354 | 1040521| 1838906 0.65
E5  |250050| 308750 | 674375 | 498438 | 1061563 0.36
E9  |250050| 308750 | 674375 | 498438 | 1061563 0.36
E12 |312563| 308750 | 674375 | 498438 | 1061563 0.31
E14 |138600| 310156 | 626354 | 1040521| 1838906 0.65
E17 |138600| 310156 | 626354 | 1040521| 1838906 0.65
E20 | 269667 476927 | 532240 | 992222 | 1311042 0.40
E22 | 269667 | 476927 | 532240 | 992222 | 1311042 0.40
E34  |269667 | 476927 | 532240 | 992222 | 1311042 0.40
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ANEXO 8. Crecimiento celular promedio (células/mL) y tasa de crecimiento (d™)
de Nannochloropsis oceanica de la muestra control a las 0, 24, 48, 72 y 96 de las
estaciones muestreadas en Bahia Tortugas-Casma en el mes de marzo del 2016.

Estacion| 0 24 48 72 96 Tasa de
crecimiento

E2 |338400 | 1231469 | 2746875 | 2996875 1603125|  0.39
E3  |520000 | 1950000 | 5047917 | 6529167 | 14841667 |  0.84
E20 |650000 | 2691667 | 5562500 | 9366667 | 12400000|  0.74
E22 |430500 | 2128125 | 3544444 | 4920833 | 5262500  0.63
E31 |433750 | 1563487 | 2515625 | 4352083 | 5309375|  0.63
E32 |423000|1919792| 4713542 |5151042| 7702083 0.73
E33 ~ 3216667 3595833 | 5941667 | 9579167 i

E34 - 2734375 5127778 | 7095833 | 9545833 i

ANEXO 9. Crecimiento celular promedio (células/mL) y tasa de crecimiento (d™)
de Nannochloropsis oceanica de la muestra control a las 0, 24, 48, 72 y 96 de las
estaciones muestreadas en Bahia Tortugas-Casma en el mes de agosto del 2016.

. Tasa de
Estacion 0 24 48 72 96 crecimiento
E3 2144000 | 1253125| 2384375 | 3284375 6261458 0.27
E4 2144000 | 1253125 | 2384375 | 3284375| 6261458 0.27
E5 2044000 | 1037500| 1395139 | 1752778 7537500 0.33
E9 2044000 | 1037500 | 1395139 | 1752778 7537500 0.33
E12 2044000 | 1037500 1395139 | 1752778 7537500 0.33
E14 2144000 | 1253125 | 2384375 | 3284375| 6258333 0.27
E17 2144000 | 1253125| 2384375 | 3284375 6258333 0.27
E20 1499167 | 1573810 | 2538889 | 2787500 2496875 0.13
E22 1499167 | 1573810 | 2538889 | 2787500 2496875 0.13
E34 1499167 | 1573810 | 2538889 | 2787500 2496875 0.13

ANEXO 10. Crecimiento celular promedio (células/mL) y tasa de crecimiento (d™)
de Isochrysis galbana de la muestra control a las 0, 24, 48, 72 y 96 de las estaciones
muestreadas en Bahia Paracas en el mes de abril del 2016.

Estacion | 0 24 | 48 | 72 gg | Tasade
crecimiento
E19 507917 | 560556 | 621042 | 811111
E20 | 92250 | 298125| 504792 | 871458| 1190833  0.64
E23 250625 | 221389 | 134375 | 279896
E27 |142200| 269375| 918056 | 735625 | 1117083|  0.52
E29 |213833|413542|474375| 423542 | 530090 |  0.23
EI0A | 142200229375 | 602188 | 758333 | 1303333  0.55
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ANEXO 11. Crecimiento celular promedio (células/mL) y tasa de crecimiento (d™)
de Isochrysis galbana de la muestra control a las 0, 24, 48, 72 'y 96 de las estaciones
muestreadas en Bahia Paracas en el mes de setiembre del 2016.

Estacion | 0 24 48 72 96 Tasa de

crecimiento
ES | 264400 | 395000 | 556302 | 1256651| 1990052 0,40
E10 | 264400 | 395000 | 556302 | 1256651| 1990052 0,40
E11 | 84400 | 215469 | 296458 | 596042 | 818542 0,33
E12 | 84400 | 215469 | 296458 | 596042 | 818542 0,33
E19 | 84400 | 215469 | 296458 | 596042 | 818542 0,33
E23 | 84400 | 215469 | 296458 | 596042 | 818542 0,33
E25 | 84400 | 208073 | 573333 | 753906 | 1299167 0,46
E27 | 84400 | 208073 | 573333 | 753906 | 1299167 0,46
E28 | 84400 | 208073 | 573333 | 753906 | 1299167 0,46
E29 | 84400 | 208073 | 573333 | 753906 | 1299167 0,46

ANEXO 12. Crecimiento celular promedio (células/mL) y tasa de crecimiento (d™)
de Nannochloropsis oceanica de la muestra control a las 0, 24, 48, 72 y 96 de las
estaciones muestreadas en Bahia Paracas en el mes de abril del 2016.

Estacion| 0 24 48 72 9 Tasa de
crecimiento

E19 2504167 | 5100000 7212500 | 13345833 i
E20 | 2310000 | 2216667 | 4404167 6750000 10422222|  0.38
E23 1812500 | 5058333 | 5525000 10954167 i
E27 |1147200|1340774| 2975000 4091667 7783333|  0.48
E29 |1060833|2041667 | 3772917 |4033333| 3404167  0.29
E10A |1147200|1521875| 2204167 |4912500| 7787500|  0.48
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ANEXO 13. Crecimiento celular promedio (células/mL) y tasa de crecimiento (d™)
de Nannochloropsis oceanica de la muestra control a las 0, 24, 48, 72 y 96 de las
estaciones muestreadas en Bahia Paracas en el mes de Setiembre del 2016.

Tasa de

Estacién 0 24 48 72 96 .
crecimiento

ES8 1584000 |2128125|3613542 | 7120833 | 10445833 0,40
E10 1584000 | 2128125 |3613542 | 7120833 | 10445833 0,40
Ell 1368000 |2204167 | 3445833 | 4830208 | 9412500 0,36
E12 1368000 | 2204167 | 3445833 | 4830208 | 9412500 0,36
E19 1368000 |2204167 | 3445833 | 4830208 | 9412500 0,36
E23 1368000 | 2204167 | 3445833 | 4830208 | 9412500 0,36
E25 1368000 |2320833|3404167 | 5208333 | 5218750 0,20
E27 1368000 | 2320833 | 3404167 | 5208333 | 5218750 0,20
E28 1368000 |2320833|3404167 | 5208333 | 5218750 0,20
E29 1368000 |2320833 3404167 | 5208333 | 5218750 0,20
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ANEXO 14. Relacion entre el crecimiento de Isochrysis galbana (células/mL) y la dilucion de elutriado del sedimento marino (porcentaje)
de la estacion E2 en la Bahia Tortugas-Casma, marzo 2016.
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ANEXO 15. Relacion entre el crecimiento de Isochrysis galbana (células/mL) y la dilucion de elutriado del sedimento marino (porcentaje) de
la estacion E3 en la Bahia Tortugas-Casma, marzo 2016.

5 5 5
Control 6,25% 12.5%
» »
=34 4 4
Z
83 3 3
o}
0
© 2 2 2
=
PR 1 1
0 0 0
24 48 72 96 24 48 72 96 24 48 72 96
5 5 5 o
25% 50% 100%
=3 4 4 4
.
“_‘é 3 3 3
o}
Qo2 2 2
—
"
24 48 72 96
Horas 2 48 Horas = % 24 48 Horas 72 96

139



ANEXO 16. Relacion entre el crecimiento de Isochrysis galbana (células/mL) y la dilucion de elutriado del sedimento marino (porcentaje) de
la estacion E32 en la Bahia Tortugas-Casma, marzo 2016.
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ANEXO 17. Relacion entre el crecimiento de Isochrysis galbana (células/mL) y la dilucién de elutriado del sedimento marino (porcentaje) de
la estacion E33 en la Bahia Tortugas-Casma, marzo 2016.
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ANEXO 18. Valores de Parametros fisicoquimicos (t=0h y t=96h) para la prueba de
toxicidad de la microalga Isochrysis galbana con porcentaje de dilucion de elutriado
de sedimento marino en la Bahia Tortugas-Casma de las estaciones de muestreo en
marzo del 2016.

Estgcién i Temperatura| Oxigeno H Conductividad | Salinidad
mues?[reo e (°C) (mg/L) P (mS/cm) (ppm)
0 horas 20,02 9,30 8,25 52,87 34,62
= 96 horas | 20,28+0,15 | 9,86 £1,19 |8,19+£0,17| 5293+0,6 |34,65+0,46
0 horas 19,87 8,94 8,21 53,67 35,32
= 96 horas | 22,31+0,27 | 14,18 + 3,06 | 8,64 +0,20 | 53,57 +£0,28 |35,20+ 0,23
0 horas 20,30 8,91 8,24 53,43 35,03
=32 96 horas | 20,74 +0,23 | 11,09+ 2,45|8,39+0,39 | 53,41+0,11 |35,04+0,08
0 horas 8,26 20,03 20,07 20,03 33,27
=3 96 horas | 20,41+0,08 | 1344+12 1896+0,32| 51,22+1,81 |3343+1,34

ANEXO 19. Valores de significancia de los parametros fisicoquimicos de las pruebas
de toxicidad en dilucion de elutriado de sedimento marino de la Bahia Tortugas-
Casma empleando Isochrysis galbana (cero y 96 horas), muestreadas en marzo del
2016.

Estacion Fecha de Parametros Fisicoquimicos
de muestreo | Temperatura | Oxigeno H Conductividad | Salinidad
muestreo (°C) (mgt) | P (mSfem) | (ppm)
E2 19/03/2016 0,031 0,333 | 0,460 0,689* 0,936
E3 20/03/2016 0,000" 0,066 | 0,001" 0,517 0,462
E32 16/03/2016 0,006" 0,097 | 0,425 0,630 0,851
E33 17/03/2016 0,001" 0,0051" | 0,002 0,812 0,755

"= Diferencias significativas (p<0,05), Prueba-T de Student

"= Diferencias significativas (p<0,05), Prueba U de Mann-Whitney
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ANEXO 20. Valores de significancia del crecimiento de Isochrysis galbana en el
control negativo a las 24 y 96 horas en la Bahia Tortugas-Casma, marzo del 2016.

Estaciones de Marzo

muestreo p value

E2 0,000
E3 0,023
E32 0,016
E33 0,030

"= Diferencias significativas (p<0,05), prueba-T de Student

“*= Diferencias significativas (p<0,05), prueba Mann-Whitney

ANEXO 21. Valores de significancia (p<0,05) de la densidad microalgal media de
Isochrysis galbana al finalizar la prueba de toxicidad (96 horas) con porcentaje del
elutriado del sedimento marino en la Bahia Tortugas-Casma, en marzo del 2016.

Estacion de Levene’s | Shapiro Wilks | Kruskal Wallis
muestreo
E2 0,038 0,000 0,001
E3 0,000 0,043 0,001
E32 0,000 0,000 0,050
E33 0,008 0,001 0,004

"= Diferencias significativas (p<0,05)
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x 10 ¢ células / mL

x 10 ¢ células / mL

ANEXO 22. Relacidn entre el crecimiento de Isochrysis galbana (células/mL) y la dilucidn de elutriado del sedimento marino (porcentaje)

de la estacion E3 en la Bahia Tortugas-Casma, agosto del 2016.
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x 10 ¢ células / mL
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ANEXO 23. Relacion entre el crecimiento de Isochrysis galbana (células/mL) y la dilucién de elutriado del sedimento marino (porcentaje)

de la estacion E22 en la Bahia Tortugas-Casma, agosto del 2016.
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ANEXO 24. Valores de Parametros fisicoquimicos (t=0h y t=96h) para la prueba de
toxicidad de la microalga Isochrysis galbana con porcentaje de dilucion de elutriado
de sedimento marino en la Bahia Tortugas-Casma de las estaciones de muestreo en
agosto del 2016.

Estacion i Temperatura | Oxigeno Conductividad | Salinidad
R I B ) o) | PP (mskem) | (ppm)
muestreo
0 horas 19,50 8,99 8,32 53,40 34,95
E3 34,86 +
96 horas | 20,48+0,28 | 10,56 +1,09 | 8,97 +£0,38| 53,23 +0,61 044
0 horas 20,20 8,45 8,05 52,90 34,60
E22 34,97 +
96 horas| 19,3+3,91 |13,47+3,16|9,01+0,42| 53,33+0,1 0’05‘

ANEXO 25. Valores de significancia de los parametros fisicoquimicos de las pruebas
de toxicidad en diluciéon de elutriado de sedimento marino de la Bahia Tortugas-
Casma empleando Isochrysis galbana (ceroy 96 horas), agosto del 2016.

Estacion Parametros Fisico-quimicos
de Fecha de : — —
muestreo | Teémperatura Oxigeno oH Conductividad | Salinidad
muestreo §®) (mg/L) (mS/cm) (Ppm)
E3 17/08/2016|  0,005™ 0,000° | 0,000" 0,298 0,769
E22  |18/08/2016 0,045" 0,000° | 0,000 0,008” 0,008™

"= Diferencias significativas (p<0,05), prueba-T de Student

“*= Diferencias significativas (p<0,05), prueba Mann-Whitney

ANEXO 26. Valores de significancia del crecimiento de Isochrysis galbana en el
control negativo a las 24 y 96 horas en la Bahia Tortugas-Casma, agosto del 2016.

Estaciones de | Agosto
muestreo

p value

E3 0,014

E22 0,016

"= Diferencias significativas (p<0,05), prueba-T de Student
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ANEXO 27. Valores de significancia (p<0,05) de la densidad microalgal media de
Isochrysis galbana al finalizar la prueba de toxicidad (96 horas) con porcentaje de
dilucion de elutriado del sedimento marino en Bahia Tortugas-Casma, agosto del
2016.

Estacién

de Levene’s | Shapiro Wilks | Kruskal Wallis
muestreo

E3 0,000 0,010 0,003

E22 0,006 0,018 0,000

"= Diferencias significativas (p<0,05)
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ANEXO 28. Relacion entre el crecimiento de Isochrysis galbana (células/mL) y la dilucién de elutriado del sedimento marino (porcentaje) de la
estacion E20 en Bahia Paracas, abril del 2016.
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ANEXO 29. Relacion entre el crecimiento de Isochrysis galbana (células/mL) y la dilucién de elutriado del sedimento marino (porcentaje) de
la estacion E27 en Bahia Paracas, abril del 2016.
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ANEXO 30. Relacion entre el crecimiento de Isochrysis galbana (células/mL) y la dilucion de elutriado del sedimento marino (porcentaje) de
la estacion E10A en Bahia Paracas, abril del 2016.
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ANEXO 31. Valores de Parametros fisicoquimicos (t=0h y t=96h) para la prueba de
toxicidad de la microalga Isochrysis galbana con porcentaje de dilucion de elutriado
de sedimento marino en la Bahia Paracas, abril del 2016.

Estacion . Temperatura | Oxigeno Conductividad | Salinidad
e o o) | mgy | P (msiem) | (ppm)
muestreo
0 horas 19,95 9,16 8,26 48,60 31,45
E20 16,09 +
96 horas | 19,15+ 1,41 4 91‘ 9,17+0,6 | 70,02+83,47 | 34,75+£9,12
0 horas 17,38 18,25 9,71 145,90 28,78
E27
96 horas| 19,72+0,91 |9,57+0,19 | 8,39 +10,97 | 58,43+9,09 |39,66+31,13
0 horas 19,80 9,07 8,32 45,00 28,90
E10A 10,26 +
96 horas | 19,24 +0,41 1’ 97‘ 8,57 £ 0,15 59,99 + 6,2 39,84 £ 4,74

ANEXO 32. Valores de significancia de los parametros fisicoquimicos de las pruebas
de toxicidad en dilucién de elutriado de sedimento marino de la Bahia Paracas
empleando Isochrysis galbana (ceroy 96 horas), abril del 2016.

Estacion Parametros Fisico-quimicos
de Fecha de : _ _
muestreo | Temperatura | Oxigeno H Conductividad | Salinidad
muestreo (°C) (mg/iL) | P (mS/cm) (ppm)
E20 21/04/2016 | 0,020” 0,332 |0,014" 0,417 0,575
E27 20/04/2016 0,276 0,0306 | 0,230 0,171 0,078"
E10A | 20/04/2016 0,376 0,044 | 0,000 0,022" 0,005"

"= Diferencias significativas (p<0,05), prueba-T de Student

“*= Diferencias significativas (p<0,05), prueba Mann-Whitney

ANEXO 33. Valores de significancia del crecimiento de Isochrysis galbana en el
control negativo a las 24 y 96 horas en Bahia Paracas, abril del 2016.

Estaciones de Abril
muestreo
p value
E20 0,000
E27 0,030
E10A 0,002

"= Diferencias significativas (p<0,05), prueba-T de Student

= Diferencias significativas (p<0,05), prueba Mann-Whitney

151




ANEXO 34. Valores de significancia (p<0,05) de la densidad microalgal media de
Isochrysis galbana al finalizar la prueba de toxicidad (96 horas) con porcentaje de
dilucion de elutriado del sedimento marino en Bahia Paracas, abril del 2016.

Estacion
de Levene’s| Shapiro Wilks | Kruskal Wallis
muestreo
E20 0,000 0,216 0,014
E27 0,040 0,000 0,001
E10A 0,151 0,013 0,001

"= Diferencias significativas (p<0,05)
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ANEXO 35. Relacion entre el crecimiento de Isochrysis galbana (células/mL) y la dilucion de elutriado del sedimento marino (porcentaje) de
la estacion E10 en la Bahia Paracas, setiembre del 2016.
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ANEXO 36. Relacion entre el crecimiento de Isochrysis galbana (células/mL) y la dilucién de elutriado del sedimento marino (porcentaje) de
la estacion E27 en la Bahia Paracas, setiembre del 2016.
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ANEXO 37. Relacion entre el crecimiento de Isochrysis galbana (células/mL) y la dilucion de elutriado del sedimento marino (porcentaje) de
la estacion E28 en la Bahia Paracas, setiembre del 2016.
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ANEXO 38. Valores de Parametros fisicoquimicos (t=0h y t=96h) para la prueba de
toxicidad de la microalga Isochrysis galbana con porcentaje de dilucion de elutriado
de sedimento marino en la Bahia Paracas, setiembre del 2016.

EStSCién . Temperatura| Oxigeno Conductividad | Salinidad
L RN O mgiy | PT | (msiem) | (ppm)
muestreo
0 horas 25,98 8,04 8,21 53,27 35,23
=0 96 horas| 9,78 +2,02 |26,62+0,34|9,11+0,45| 5383+2,64 |3569+1,99
0 horas 25,96 8,04 8,19 53,28 35,24
=T 96 horas | 25,57 +0,21 [1141+£159|9,24+043| 5422+4,1 |3592+313
0 horas 25,90 8,04 8,17 53,30 35,25
=28 96 horas | 25,54 +1,33 [11,92+0,27 |9,39+8,93| 5553+7,25 |37,01+7,25

ANEXO 39. Valores de significancia de los parametros fisicoquimicos de las pruebas
de toxicidad en dilucion de elutriado de sedimento marino de la Bahia Paracas

empleando Isochrysis galbana (cero y 96 horas), setiembre del 2016.

Estacion Parametros Fisico-quimicos
de Temperatura | Oxigeno H Conductividad Salinidad
muestreo (°C) (mg/L) P (mS/cm) (ppm)
E10 0,005 0,003" | 0,002" 0,005 " 0,810°
E27 0,005 F 0,005 | 0,045 0,819 0,006
E28 0,005 0,003" | 0,005 ° 0,689+ 0,575+

"= Diferencias significativas (p<0,05), prueba-T de Student

= Diferencias significativas (p<0,05), prueba Mann-Whitney

ANEXO 40. Valores de significancia del crecimiento de Isochrysis galbana en el
control negativo a las 24 y 96 horas en Bahia Paracas, setiembre del 2016.

Estaciones de | Setiembre
muestreo p value
E10 0,007*
E27 0,017*
E28 0,008*

"= Diferencias significativas (p<0,05), prueba-T de Student
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ANEXO 41. Valores de significancia (p<0,05) de la densidad microalgal media de
Isochrysis galbana al finalizar la prueba de toxicidad (96 horas) con porcentaje de
dilucion de elutriado del sedimento marino en Bahia Paracas, setiembre del 2016.

Estacion

de Levene’s| Shapiro Wilks | Kruskal Wallis
muestreo

E10 0,003 0,002 0,001

E27 0,037 0,065 0,001

E28 0,023 0,035 0,020

"= Diferencias significativas (p<0,05)
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ANEXO 42. Relacién entre el crecimiento de Nannochloropsis oceanica (células/mL) y la dilucion de elutriado del sedimento marino
(porcentaje) de la estacion E10 en la Bahia Paracas, setiembre del 2016.
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ANEXO 43. Valores de Parametros fisicoquimicos (t=0h y t=96h) para la prueba de
toxicidad de la microalga Nannochloropsis oceanica con porcentaje de dilucion de
elutriado de sedimento marino en la estacion E10A de la Bahia Paracas, setiembre del

2016.
Estacion . Temperatura | Oxigeno Conductividad | Salinidad
e ol e o) mor) | PT | (mskem) | (ppm)
muestreo
0 horas 25.97 5.94 8.18 52.52 34.67
E10
96 horas | 21.48+4.13 | 12.64+1.58|9.63+0.45| 5292+0.58 | 34.76 £0.43

ANEXO 44. Valores de significancia de los parametros fisicoquimicos de las pruebas
de toxicidad en dilucién de elutriado de sedimento marino de la Bahia Paracas
empleando Nannochloropsis oceanica (cero y 96 horas), setiembre del 2016.

Estacion Parametros Fisico-quimicos
de Temperatura | Oxigeno H Conductividad | Salinidad
muestreo () (moL) | P (mS/cm) (ppm)
E10 0,005~ | 0,005~ |0,000"| 0,005 0,689

"= Diferencias significativas (p<0,05), prueba-T de Student

*+= Diferencias significativas (p<0,05), prueba Mann-Whitney

ANEXO 45. Valores de significancia del crecimiento de Nannochloropsis oceanica en
el control negativo a las 24 y 96 horas en Bahia Paracas, setiembre del 2016.

Estaciones de | Setiembre
muestreo p value
E10 0,000*

"= Diferencias significativas (p<0,05), prueba-T de Student

ANEXO 46. Valores de significancia (p<0,05) de la densidad microalgal media de
Nannochloropsis oceanica al finalizar la prueba de toxicidad (96 horas) con
porcentaje de dilucion de elutriado del sedimento marino en Bahia Paracas,
setiembre del 2016.

Estacion

de Levene’s | Shapiro Wilks | Kruskal Wallis
muestreo

10A 0,042 0,055 0,063

"= Diferencias significativas (p<0,05)
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ANEXO 47. Contaminantes en sedimento de la Bahia Tortugas-Casma en marzo y agosto del 2016.

Contaminantes
quimicos

Traza de metales

Contaminantes
microbiolégicos

. Materia | Hidrocarburos . . . i Colifomes| Coliformes
. Nivel de . . ) Arsenico| Cadmio | Cobre | Plomo |Mercurio| Zinc .
Muestreo |Estacion toxicidad Profundidad | organica | de Petréleo woe) | ole) | o) | woie) | (oie) | (ugi) Totales |Termotolerantes Condicion
(m) (%) (uglg) Hole) | (Wl | Waie) | Wale) | kgl | H9) | vipro | (NMIPFL00 miL)
A 2Km de la desembocadura del
.. Rio Nepefia, al margen del rio es
E2 Alta toxicidad 18,0 35 - - - - - h - <3 <3 area de uso agricola, a 3Km de una
planta pesquera
Dentro de concesién acuicola de
E3 Mon.je.rada 10,7 3,5 - - - - - - - - - Argopecten purpuratus y
toxicidad concesién minera no metéalica
E20 No tdxico 12,5 3,5 0,11 14,05 3,31 18,83 11,88 0,036 66,62 4,0 -
Marzo E22 No toxico 28,7 6,5 - - - - - - - - -
2016 E31 No tdxico 23,2 15 0,10 12,67 0,67 17,36 15,97 0,018 87,21 <3 <3
A 1Km de la desembocadura del rio
Casma, al margen del rio hay
E32 | Alta toxicidad 9,0 2,5 0,06 23,65 0,37 28,99 | 22,89 0,005 135,96 <3 <3 centros poblados y areas de uso
agricola, A 5Km de una planta
pesquera
E33 | No calculable 23,2 15 - - - - - - - - -
E34 No tdxico 15,0 2,5 0,06 23,63 0,48 37,85 | 26,93 0,013 129,87 <3 <3
Dentro de concesion acuicola de
E3 Moz.je.rada 10,7 1,0 _ _ _ - _ - - <3 <3 Argopecten purpuratus y
toxicidad concesion minera no metalica
E4 No tdxico 18,4 2,0 0,09 - - - - - - <3 <3
E5 No toxico 22,2 3,5 0,14 - - - - - - - -
E9 No tdxico 29,8 4,0 0,10 - - - - - - <3 <3
Agosto E12 No t€>x!co 8,9 3.0 - - - - - - - - -
2016 El4 No toxico 29,5 3,5 - - - - - - - <3 <3
E17 No toxico 10,0 4,0 - - - - - - - <3 <3
E20 No tdxico 12,5 4,0 0,16 - - - - - - <3 <3
Dentro de concesion acuicola de
E22 Alta toxicidad 28,7 4,0 0,11 - - - - - - <3 <3 Argopecten purpuratus, a 1.5Km
de concesién minera no metélica
E34 No toxico 15,0 15 0,05 - - - - - - <3 <3

FUENTE: Paredes, 2018
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ANEXO 48. Contaminantes en sedimento de la Bahia Paracas en abril y setiembre del 2016.

Contaminante

Traza de metales

Contaminantes microbiol6gicos

guimicos
.. | Prof. Nivel de H|drocarl?uros Arsenico[Cadmio| Cobre | Plomo |Mercurio| Niquel | Zinc Colifomes Coliformes o
Muestreo |Estacion (m) Toxicidad de Petrdleo o) | (uole) | (ugla) (Lg/g) wola) | (ofe) | (ufe) Totales Termotolerantes Condicion
(1g/a) Hg/g) | (M9/g) | (ofg) | (molg hofg) | (u9/9) | (M99) |\ \proo miLy| (NMPFLOO mL)
E19 17,0 No toxico 0,23 54,19 7,90 | 137,42 90,01 0,23 28,82 | 134,24 - -
Mod d A 1Km del vertedero
oderada vigente Pluspetrol y de
i E20 7’0 toxicidad B B B B B - - - 1’5 1’5 concesion  minera no
Abril metalica
2016 E23 17,0 No toxico 0,34 54,64 | 17,29 | 139,56 96,55 0,22 30,14 | 158,96 15 15
Playa Atenas, al
.. costado de area de
E27 7,0 Alta toxicidad - - - - - - - - 15 15 concesion acuicola de
Argopecten purpuratus
E8 18,0 No toxico 0,11 28,30 2,92 76,00 47,20 0,13 15,90 | 150,00 - -
A 1Km de la
desembocadura del Rio
E10 4,0 Alta toxicidad - 28,60 0,51 31,30 24,40 0,04 8,20 90,90 3 3 Pisco, al margen del rio
drea poblada y de uso
agricola
E1l 6,0 No toxico 0,07 23,40 1,01 48,10 33,90 0,13 9,20 | 109,00 3 3
Setiembre L_E12 | 9.0 No t6xico - - - - - - - - 3 3
2016 E19 16,0 No tdxico 0,18 29,80 | 1154 | 67,20 44,40 0,30 19,00 | 153,00 - -
E23 16,5 No toxico - - - - - - - - - -
E25 11,0 No toxico 0,19 34,80 | 10,17 | 65,20 43,00 0,15 19,00 | 156,00 3 3
Playa Atenas, al
. . costado de éarea de
E27 8'0 Alta toxicidad B B B B B - - - 3 3 concesion acuicola de
Argopecten purpuratus
. A 4Km de concesion
E28 | 50 | Altatoxicidad 0,09 21,90 | 371 | 2140 | 1590 | 006 | 850 | 69,00 3 3 T

FUENTE: Area Funcional de Investigaciones marino coteras de IMARPE, 2018
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Determina

de la densidad
celular e indculo a sembrar

Pruebas preliminares y del

ANEXO 49. Condiciones bésicas para pruebas de toxicidad en sedimento marino empleando las microalga Isochrysis galbana y Nannochloropsis oceanica en condiciones controladas

Laboratorio de
Microalgas del Area de
Cultivos Marinos del
IMARPE

*Medio Guillard F/2 con
reactivos analiticos
Tluminacién constante
(fluorescentes de 30W
por nivel)
sTemperatura controlada:
19-21°C

* Con aeracion.
«Mantenimiento de los

cultives cada semana

*Fase exponencial de
crecimiento
*Microscopio, cultive en
buen estado (motiidad,
color, densidad. pureza)
*Densidad cultive
seleccionado: 3 conteos
21x10 célimL

Método de recuento de la densidad
celular en placa Neubauer

*Tomar ImL demuestra enun vial

= Fijar muestra con una gotas de
formalina al 20%

* Tomar dos sub-muestras con
pipeta para cada camara derecuento
Neubauer

*Definir las celdas de conteo acorde
altamafio delas células:

=6 um: volumen de 0,004 mm?

<6 ym: vohumen de 0,1 mm?®
*Calcularel promedio de células
contadas enlas dos camaras
Neubauer

+Calcular la densidad celular
(cél/mL)

>6 wm: multiplicar por 10000

<6 wm: Multiplicar por 230000

Volumen de Inéculo

*Volumentotal en cada réplica:
103mL (agua preparada +indculo)
*Densidadinicial de microalgas en
cada frasco: -
Isochrysis galbana 1-3x10°cél'mL
Nannechloropsis oceanica
24x10%E/mL

+*El volumen del indculo de
microalgs fue el mismo en todaslas
preubas (3mL)

Pruebas de toxicidad

*Zona de ensayo: Laboratorio de Ecotoxicologia-IMARPE
*Iluminacion LED constante

*Temperatura controlada: 21-24°C

*Unidad de ensayo: Recipientes de vidrio 230mL
*Nutrientes: 1 mL/L de los reactivesR1, R2 v B3 {Area de
cultivos de microalgas del IMARPE)
*Réplicas/tratamiento: 4

*Densidad cehularmicial en cada umdad:
Lochrysisgalbana 1-3x107cél'mL

Nannochloropsis oceanica 2-4x10%el/mL

*Tiempo de exposicion: 96h

*Volumentotal de cada unidad de ensayo: Elutriado de
sedimento marino + agua de mar filtrada + inoculo de
microalgas (105mL)

» Ambiente desinfectado
con alcohol

* Uszar materal volumétrico
paramedir la cantidad de
elutriado marine

=4 réplicas por cada

*Agitar 10 veces haciala derecha y 10
veces hacia laizquierda cadamatraz
*Tomar ImL de cadamatraz con
micropipetaalas24, 48, 72 vy 96h

by rari *Fyjar con 1 gota de formalha al 20%
T G T T » Taparbocasdematraz conpapel
encadaunidad de ensayo L °
T ¥ *Conteos de densidad celular de
* Taparbocas dematraces 2 =
L microalgas de cadaréplicaen
con papel aluminio

microscopio compuesto.
+CV=13% entre réplicas de un mismo
tratamiento.

» Distribucion al azar delas
réplicas en la mesa
refrigerante

*Agitar cada matraz
manualmente 3 veces al dia
pord dias.

*Soluciones (Elutriado de sedimento
manno v Agua de mar): T°, 0D pH,
salinidad de ¢/SE y conductividad
eléctrica antes de la siembra de los
indculos

*Microalgas: T%, 0.D, pH, salnidad y
conductividad eléctrica de culive
madre antes y después de la
aclimatacion.

*Diariamente: cada 24h se midié T¢,
0D, pH, salinidady conductividad
eléctrica de cada matraz

*Final: T, O.D, pH v salinidad v
conductividad eléctnica de cada matraz

Preparacién de soluciones
CuS0,.5H,0

Referencia bibliografica (Satoher al. 2003)

Pruchaspreliminares
*Curva de crecimuento de Frorrmoerroes fo
s ek elutnado de sedmento
Nannochloropsis oceanica maring
enel Laboratorio de
Microalgasy Laboratorio
de Ecotoxicologia acuatica Control
*Pruebas detoxicidad de
Isochrysis galbanay 100%
Namnoechioropsis oceanica
con sulfato de cobre
pentahidratado

|
Pruebas defimtivas

Concentraciones de
CuS0s5H;0(mg/L)

Multiconcentraciones de
Elutria do de sedimento

Factor (.3 marino (¥e)
Control Control
2 100% 30%
1 259 12.5%
0.5
025 6.25%
*La prueba (c/prucha * 104 prucbas en total
calcular Clsg.o6m) =12 pruebas para
= CIspcada 24 horas multiconcentracion
* Desviacion estandar (c/prueba calcular Clsq.
(DE) 96n)

* Calcular el coeficiente
de variacion entre pruebhas
(V)

CV(%) = (DE. x 100yX

= Valor promedio Clsggsn
* Desviacion estandar

* Calcular el coeficiente
de variacion entre pruebas
CV(%) =(DE. x 100yX
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ANEXO 50. Valores de Parametros fisicoquimicos (t=0h y t=96h) para la prueba de
toxicidad de la microalga Isochrysis galbana con sulfato de cobre pentahidratado.

Tiempo Temperatura| Oxigeno oH Conductividad | Salinidad
°C) (mg/L) (mS/cm) (Ppm)
0 horas 21.83 8.45 8.20 53.22 34.88

96 horas | 22.58 £0.11 | 13.29+1.62 |9.28+0.27 | 53.01+0.07 |34.83+0.05

ANEXO 51. Valores de Parametros fisicoquimicos (t=0h y t=96h) para la prueba de
toxicidad de la microalga Nannochloropsis oceanica con sulfato de cobre
pentahidratado.

Tiempo Temperatura| Oxigeno oH Conductividad | Salinidad
(°C) (mg/L) (mS/cm) (ppm)
0 horas 21.94 8.44 8.18 53.20 34.89

96 horas | 9238+ 0.38 | 12.62+2,86 | 9.67 +0.75| 53.06 +0.05 |34.87 +0.04

ANEXO 52. Valores de intensidad luminica (Lux) de las pruebas de toxicidad en
sedimento marino de la Bahia Tortugas-Casma empleando Isochrysis galbana,
muestreadas en marzo y agosto del 2016.

Estacion Intensidad
) Fecha de .
Monitoreo de luminica
muestreo
muestreo (Lux)

E2 19/03/2016 | 1551 + 347
E3 20/03/2016 | 1559 + 608
E32 16/03/2016 | 2136 + 253
E33 17/03/2016 | 2089 * 249
E3 17/08/2016 | 2305 * 347

Marzo 2016
Bahia
Tortugas - Casma

Agosto 2016
Bahia

Tortugas - Casma E22 18/08/2016 | 1580 + 351

163



ANEXO 53. Valores de intensidad luminica (Lux) de las pruebas de toxicidad en
sedimento marino de la Bahia Paracas empleando Isochrysis galbana, muestreadas en
abril y setiembre del 2016.

Estacion Intensidad
. Fecha de .
Monitoreo de luminica
muestreo
muestreo (Lux)
Abril 2016 E20 21/04/2016 | 2352 + 445
Bahia Paracas E27 20/04/2016 | 1958 + 312
E10A |20/04/2016| 1804 + 643
E10 26/09/2016 -
Setiembre 2016 E27 27/09/2016 | 2619 + 808
Bahia Paracas
E28 27/09/2016 | 2227 + 435

ANEXO 54. Valores de intensidad luminica (Lux) de las pruebas de toxicidad en
sedimento marino de la Bahia Paracas empleando Nannochloropsis oceanica,
muestreadas en setiembre del 2016.

Estacion Intensidad
) Fecha de .
Monitoreo de luminica
muestreo
muestreo (Lux)
Setiembre 2016
p E10 26/09/2016 -
Bahia Paracas

ANEXO 55. Valores de significancia de la densidad inicial de los controles de las
pruebas de toxicidad con Isochrysis galbana.

Test Levene’s | Shapiro Wilks | Kruskal Wallis
significancia
(n<0.05) 0,00 0,055 0,328

ANEXO 56. Valores de significancia de la densidad inicial de los controles de las
pruebas de toxicidad con Nannochloropsis oceanica.

Test Levene’s | Shapiro Wilks | Kruskal Wallis
significancia
(n<0.05) 0,00 0,076 0,392
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ANEXO 57. Coeficiente de variacion (porcentaje) del control a las 96 horas de las
pruebas de toxicidad en sedimento marino a las 96 horas de la Bahia Tortugas-Casma
empleando Isochrysis galbana, muestreadas en marzo y agosto del 2016.

Estacién ..
Monitoreo de Fecha de Coe_flc!gnte de
muestreo | variacion (%)
muestreo
E2 19/03/2016 12,5
Maé;%?aom E3 | 20/03/2016 11,9
Tortugas - Casma E32 16/03/2016 11,2
E33 17/03/2016 13,6
E3 17/08/2016 13,1
Agosto 2016
Bahia
Tortugas - Casma E22 18/08/2016 14,5

ANEXO 58. ANEXO 58: Coeficiente de variacion (porcentaje) del control a las 96
horas de las pruebas de toxicidad en sedimento marino de la Bahia Paracas
empleando Isochrysis galbana, muestreadas en abril y setiembre del 2016.

Estacion -
Monitoreo de Fecha de Coe_flc!e,nte de
muestreo | variacion (%)
muestreo
E20 21/04/2016 12,1
Abril 2016 ’
Bahia Paracas E27 20/04/2016 12,7
E10A |20/04/2016 14,4
_ E10 26/09/2016 10,9
Setiembre 2016 | 27 |27/09/2016 8,7
Bahia Paracas
E28 27/09/2016 13,8

ANEXO 59. Coeficiente de variacion (porcentaje) del control a las 96 horas de las
pruebas de toxicidad en sedimento marino a las 96 horas de la Bahia Paracas
empleando Nannochloropsis oceanica, muestreadas en setiembre del 2016.

. Estacion Fecha de | Coeficiente de
Monitoreo de L
muestreo | variacion (%)
muestreo
Bahia Paracas
Setiembre 2016 E10 26/09/2016 23,2
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ANEXO 60. Presupuesto de instalacion para pruebas de toxicidad con Isochrysis
galbana y Nannochloropsis oceanica.

. . . . C.OStQ Costo unitario
Cantidad | Unidades Materiales y equipos unitario /
(s/) (S/)
Material de vidrio
48| unidades | Matraces de 250 mL 15,00 720,00
48| unidades |Matraces de 125 mL 10,00 480,00
2| unidades |Probetas de 50 mL 20,00 40,00
8| unidades |Vasos precipitadosde 1 L 40,00 320,00
2| unidades |Fuente de aluminio de 60 x 35 cm 80,00 160,00
2| unidades |Fuentes de aluminio de 20 x 20 cm 50,00 100,00
2| unidades |Pipetas de vidrio de 2 mL 15,00 30,00
2| unidades |Pipetas de vidrio de 2 mL 15,00 30,00
12| unidades |2100 Viales de vidrio de 5 mL 70,00 840,00
1| wunidad |Baldede10L 15,00 15,00
10| paquetes |Pipetas de plastico de 1 mL 20,00 200,00
1| wunidad |Micropipeta graduable 10 — 100 pL 200,00 200,00
4 | Cajas x 40 | Filtros de fibra de vidrio 200,00 800,00
1| wunidad |Mesa refrigerante 25 000,00 25 000,00
4| unidades |Agitadores 250,00 1000,00
4| unidades |Magnetos 30,00 120,00
2| unidades |Bombillas para pipetas 20,00 40,00
2| unidades |Espatulas 20,00 40,00
1| unidad |Bandeja de plastico para los sedimentos 10,00 10,00
. Equipo completo de filtrado de agua (matraz
1| unidad K(iqtaspato, bor%ba de vacioy matrf?z de( 125 mL) 1000,00 100000
Equipos
1 unidad | Multiparametro 15 000,00 15 000,00
1 unidad | Conductimetro 6 000,00 6 000,00
1 unidad | Luxdmetro 0
2 unidades | Camara Neubauer BOECO 250,00 500,00
2 unidades | Camaras de iluminacion LED 30000,00 60 000,00
Material biologico
28 Litros | Litros de Isochrysis galbana 167,00
28 Litros | Litros de Nannochloropsis oceanica 167,00
100 Mililitros | Medio nutritivo Guillard modificado f/2 1,00
TOTAL | S/. 112980, 00

FUENTE: Elaboracion propia
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