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ReESUMEN

En el presente estudio se determind la bioacumulacidn de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) presen-
tada por las especies de moluscos bivalvos Anadara tuberculosa y Anadara similis. Se realizaron pruebas con una
mezcla de los 16 HAP considerados contaminantes prioritarios por la Environmental Protection Agency (EPA), su-
ministrados a bajas concentraciones, establecidas a partir de los niveles considerados seguros para la vida acuatica
por normativas internacionales. Se registraron los maximos de acumulaciéon en Anadara tuberculosa (4,8 ppm) y
Anadara similis (7,5 ppm) transcurridos 30 y 25 dias de exposicién respectivamente, evidencidndose una aparente
mayor capacidad de asimilacién por parte de la segunda especie.

Palabras claves: Bioacumulacion, hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), bivalvos, anadara tuberculosa,
anadara similis.

ABSTRACT

This study, determines the bioaccumulation of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in the species of bival-
ve mollusks Anadara tuberculosa and Anadara similis. Tests were conducted with a mixture of 16 PAHs considered
priority pollutants by the Environmental Protection Organism (EPA), supplied at low concentrations, established
from the levels considered safe for aquatic life by international standards. The maximum accumulation values were
recorded for Anadara tuberculosa (4.8 ppm) and Anadara similis (7.5 ppm) after 30 and 25 days of exposure, respec-
tively, showing thereby apparently higher capacity of assimilation by the second species.

Key words: Bioaccumulation, polycyclic aromatic hydrocarbons - PAHs, bivalves, anadara tuberculosa, anadara
similis.
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INTRODUCTION

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) are natu-
ral constituents of crude oil, forming a fraction of up to
20% of total hydrocarbons, while potentially being the
most toxic group [1].

Part of the PAHs present in the marine environment
are caused by natural processes [2] of a biogenic sort,
being synthesized by microorganisms, plankton, ben-
thic algae and fish [3]. The main source of these com-
pounds are man - made activities, which have contri-
buted to the overall increase in mergers in the last 100
years [2].

More than 100 PAHs are recognized by the Interna-
tional Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) and
only 16 are considered on the basis of their industrial,
environmental and toxicological importance [4], their
harmful effects since they are enhancers of genetic di-
sorders and cancer. PAHs are characterized by their per-
sistence and are in the list of priority pollutants by U.S.
EPA [5,6,7], the European Community, the Organism
For Toxic Substances And Disease Registry [8] and the
International Organism for Research on Cancer [9]. For
all the reasons above, PAHs are compounds of interest
in studies related to environmental quality and human
health.

Mutagenic pollutants in natural environments are
predominantly secondary effects of industrial proces-
ses [10, 11], and PAHs rank among the most common
persistent organic pollutants in aquatic environments
[12], including estuaries[13]. Additionally, PAHs cause
long - term biological effects, and toxicity to aquatic or-
ganisms increases with exposure to solar radiation due
to photoactivation of molecules [14,15,16].

Bivalve species from the Anadara tuberculosa and
Anadara similis were exposed in this study to a mixture
of these compounds, so as to monitor the process of
bioaccumulation and the differences in holding capaci-
ty by both species after a certain period of time.

METHODOLOGY

Bioaccumulation tests consisted of exposing 110 or-
ganisms of each species (10 per test vessel) at low con-
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centrations of the mixture of the 16 PAHs of interest (ta-
ble 1), in order not to cause mortality during the period
of exposure. Prior to the initiation of the test, organisms
were subjected to a period of acclimation in the labora-
tory for 10 days; during this time physical and chemical
parameters with a 24 - hour periodicity were recorded.

The physicochemical parameters monitored are:
salinity (S %o), pH, temperature (°C), dissolved oxygen
(mgO,/L) and electrical conductivity (uS/cm). DO must
not fall from 2.0 mg / L, salinity should not show chan-
ges greater than 5%o in 24 hours, and changes in tem-
perature cannot vary any more than 3°C for the same
period of time [17].

Two bioaccumulation tests were conducted expo-
sing in each organisms of the species Anadara tuber-
culosa and Anadara similis, using acetone as solvent
and performing parts of the total volume of water in
test vessels with 24 - hour intervals, as aeration supply
results in a loss of some compounds, and therefore a
decrease in the concentration of the mixture. For this
reason the tests conducted were of a semi — static sort.

The average size for organisms of the A. tuberculosa
species was 4.88 cm TL (between 3.6 cm - 6.5 cm) in the
case of A. similis, this value was equivalent to 4.48 cm TL
(between 3.5 cm - 5.7 cm).

Two types of controls were used; a blank control
(seawater only) and another control with an addition of
solvent. In the latter, organisms were exposed to 15 mL
of acetone (volume corresponding to the value added
in the solution); each control was placed in three contai-
ners (an original with two replicates each).

Concentrations used in the first test were equiva-
lent to half the reference “safe” concentration [18].
Only fluorene was provided at a level above the re-
ference (1.5 x 102 ppm) in order to increase the con-
centration of the solution, starting from the safe con-
centration for this compound established by the U.S.
EPA [19], corresponding to 1.4 x 10 2 ppm. For compounds
which do not have a baseline in this guideline, it was
decided to set it as prescribed for anthracene, as it has
the largest restriction amongst the compounds apper-
taining to this group.
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INTRODUCCION

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP) son
constituyentes naturales del petréleo crudo, confor-
mando una fraccién de hasta el 20% del total de hidro-
carburos, siendo a la vez el grupo potencialmente mas
toéxico [1].

Una parte de los HAP presentes en el medio marino
tienen su origen en procesos naturales [2] de tipo bio-
génico, siendo sintetizados por los microorganismos, el
plancton, las algas benténicas y los peces [3]. La fuente
principal de estos compuestos son las actividades rea-
lizadas por el hombre, las cuales han contribuido al in-
cremento general de las concentraciones en los ultimos
100 anos [2].

Mas de 100 HAP son reconocidos por la International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) y solo 16
son considerados en funcion de su importancia indus-
trial, ambiental y toxicoldgica [4], por sus efectos perju-
diciales al ser potenciadores de desordenes genéticos y
cancer; se caracterizan por su persistencia y se encuen-
tran en la lista de contaminantes prioritarios de la US
EPA [5,6,7], la Comunidad Europea, la Agency for Toxic
Substances and Disease Registry [8] y la International
Agency for Research on Cancer [9]. Por lo que se constitu-
yen en compuestos de interés en estudios relacionados
con la calidad ambiental y con la salud humana.

Los contaminantes mutagénicos en ambientes na-
turales son efecto predominantemente secundario de
procesos industriales [10,11], estando los HAP entre los
mas comunes contaminantes organicos persistentes
en ambientes acuaticos [12] incluyendo estuarios [13].
Causan efectos bioldgicos a largo plazo y su toxicidad
sobre organismos acudticos se incrementa con la ex-
posicion a la radiacion solar, por fotoactivacion de las
moléculas [14,15,16].

En el presente estudio se expusieron moluscos bi-
valvos de las especies Anadara tuberculosa y Anadara
similis a una mezcla de estos compuestos, con el fin de
realizar un seguimiento al proceso de bioacumulacion
y a las diferencias en cuanto a capacidad de retencién
presentada por ambas especies transcurrido un deter-
minado periodo de tiempo.
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METODOLOGIA

Las pruebas de bioacumulacién consistieron en ex-
poner 110 organismos de cada especie (10 por recipien-
te de ensayo) a bajas concentraciones de la mezcla de
los 16 HAP de interés (tabla 1), con el fin de no generar
mortalidad durante el periodo de exposicién. Previo ini-
cio de las pruebas los organismos fueron sometidos a
un periodo de aclimatacion en el laboratorio durante 10
dias, registrando parametros fisicoquimicos con perio-
dicidad de 24 horas.

Los parametros fisicoquimicos a los que se hace se-
guimiento son: salinidad (S%o), pH, temperatura (°C),
oxigeno disuelto (mgO,/L) y conductividad eléctrica
(uS/cm). El OD no debe descender de 2,0 mg/L, la sali-
nidad no debe presentar cambios mayores a 5%o en 24
horas, y los cambios de temperatura no pueden oscilar
mas de 3°C para este mismo periodo de tiempo [17].

Se realizaron dos pruebas de bioacumulacién expo-
niendo en cada una de ellas a organismos de las espe-
cies Anadara tuberculosa y Anadara similis, empleando
acetona como solvente y realizando recambios del vo-
lumen total del agua contenida en los recipientes de
ensayo con periodicidad de 24 h; pues el suministro
de aireacion genera pérdida de algunos compuestos,
y por tanto una disminucién en la concentracién de la
mezcla, por tal razén las pruebas realizadas fueron tipo
semiestatico.

La talla media para los organismos de la especie A.
tuberculosa fue de 4,88 cm de LT (entre 3,6 cm — 6,5 cm),
en el caso de A. similis esta fue de 4,48 cm de LT (entre
3,5cm-5,7 cm).

Se emplearon dos tipos de controles, un blanco (solo
agua marina) y otro con adicion del solvente, en este
ultimo los organismos fueron expuestos a 15 mL de
acetona, volumen correspondiente al aiadido en la so-
lucién; a cada control se asignaron tres recipientes (un
original con sus dos réplicas respectivas).

Las concentraciones empleadas en la primera prueba
fueron equivalentes a la mitad de la concentracién “segu-
ra” de referencia [18], solo el fluoreno se proporcioné en
un nivel superior al referenciado (1,5x102 ppm) con el
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Table 1. Composition of the HAP mixture used in the toxicity
test (ppm).

Composed Essay 1 Essay 2 Directives*
Antraceno 6 x10° 1,2x10° 1,2x10°
Pireno 1,25x10° 2,5x10° 2,5x10°
Benzol[k]fluo- 5%10% 1x10°
ranteno
Benzo[ghilpe- 5x10° 1x10°
rileno
Benzo[alpireno 7,5x10°® 1,5x10° 1,5x10°
Benzol[b]fluo- 5%10° 1x10°
ranteno
Benzo[aJantra- ox10%  1,8x10°  18x10°
ceno
In.deno[1,2,3—cd] 5%10° 5510
pireno
Dibenzolah] 5x10° 1x10°
antraceno
Fluoranteno 2x10° 4x10° 4x107
Criseno 1,25x10° 2,5x10°
Naftaleno 5,5x10* 1,1x103 1,4%*x 103
Acenaftileno 2,5x103 5x103
Acenafteno 29103 5,8x103 58x103
Fluoreno 1,5x107 3x103 3,0x10°3
Fenantreno 2x103 4x10* 4x10*
Concentracion ) ,15425  0,01548

de ensayo

*Directives of water quality to the protection of the aquatic life.
Fuente: [18].

**Stablished directives for marine water. Fuente: [18].

For the second test, the concentration of PAHs deli-
vered corresponds to the reference levels. Only Indend
[1,2,3-cd] pyrene maintained the previously set concen-
tration, given its high toxicity.

Algae (diatoms) were supplied every 24 hours in 1L
volumes per unit and in average density of 30,000 cel /
mL, grown in the laboratory from cells taken from the
natural environ.

In each test, a total of 120 organisms per species
were exposed to the mixture of PAH, 30 organisms of
each species were allocated to each one of the controls

used (blank control and acetone — added control).

A survey period of 60 days was established for the
first test, with sampling at 0, 15 and 45 days in order to
observe the process of incorporation of PAHs by orga-
nisms and adjust the sampling ranges from this infor-
mation for more detailed monitoring.

For the second test, organisms were sampled with 5
- day intervals during a trial period of 60 days.

Test development was based on the methodology
described in the Regional Course documents CPPS /
UNEP / 10C / FAO [17] and Standard Methods [20], whi-
le determination of PAHs was carried out following the
methodologies described in the Analytical Method for
the determination of Individual (n - alkanes and isopre-
noids) and Total Petroleum Hydrocarbons (TPH), Poly-
cyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) and Biomarker
Triterpanes and Steranes in Qil and Oil — Spill - Related
Environmental Samples - Water and Particulates Soils /
Sediments - [21].

OuTtcoMmE

During the tests, both species had a high mortality
rate.

In the first test, A. similis had total mortality in the
blank control container; mortality occurred between
days 7 and 18 after the initiation of the test. Solvent
-exposed organisms had a mortality rate of 70% which
occurred between days 5 and 13 after the initiation of
the test, whilst the subjects exposed to the mixture
reached 71% mortality over a period of 22 days, period
after which mortality ceased completely. The test for
this species comprised 45 days and, because of the high
mortality rate, only two samples were taken during the
test period (day 15 and day 45).

A. tuberculosa showed a 35% mortality in organisms
exposed to the mixture between 2 and 29 days after the
test started, 20% in those exposed to solvent on days
16 and 22, while the organisms of the blank control had
a mortality rate of 70% between days 13 and 33. Of the
total of organisms exposed in this first test, only three
specimens was an "anomaly" found, which may be as-
sociated with (apparently) possible hydropic vesicles
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fin de incrementar la concentracion de la solucion, par-
tiendo de la concentracion segura para este Compues-
to, establecida por la U.S. EPA [19], correspondiente a
1,4x10%2 ppm. Para los compuestos que no cuentan con
un nivel de referencia en esta guia, se establecié, fijarlaa
la estipulada para el antraceno, ya que éste cuenta con
la mayor restriccion entre los compuestos que pertene-
cen a este grupo.

Tabla 1. Composicion de la mezcla de HAP utilizada en las
pruebas de toxicidad (ppm).

Compuesto Ensayo 1 Ensayo 2 Directrices*
Antraceno 6x10° 1,2x10° 1,2x10”
Pireno 1,25x10° 2,5x10° 2,5x10%
Benzo[k]fluo- 5%10% X105
ranteno
Benzolghil 5x10° 1x10%
perileno
Benzo[alpireno 7,5x10° 1,5x10° 1,5x10°
Benzol[b]fluo- 5%10° X105
ranteno
Benzofalantra- ¢ s 1,8x10° 1,8x10°
ceno
Indenol1,2,3- 5x10° 5x10°
cd] pireno
Dibenzolah] 5%10° 1x10%
antraceno
Fluoranteno 2x10° 4x10° 4x107
Criseno 1,25x10° 2,5x10°
Naftaleno 5,5x10* 1,1x103 1,4%*x 103
Acenaftileno 2,5x103 5x103
Acenafteno 2,910°3 5,8x103 58x103
Fluoreno 1,5x102 3x103 3,0x10°3
Fenantreno 2x103 4x10* 4x10*
Concentracion 515495 0,01548

de ensayo

*Directrices de calidad del agua para la proteccion de la vida acuatica.
Fuente: [18].
**Concentracion establecida para agua marina. Fuente: [18].

Para la segunda prueba la concentracion de HAP su-
ministrada corresponde a los niveles de referencia, sélo
el Indeno[1,2,3-cd]pireno mantuvo la concentracién
empleada previamente, dada su alta toxicidad.
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Se suministraron algas (diatomeas) cada 24 horas
en volumenes de 1L por recipiente y con una densidad
promedio de 30.000 cel/mL, cultivadas en laboratorio a
partir de células obtenidas del medio natural.

En cada prueba, un total de 120 organismos por espe-
cie fueron expuestos a la mezcla de HAP, 30 organismos
de cada especie se destinaron a cada uno de los contro-
les empleados (blanco, y el que contenia acetona).

Para la primera prueba se planteé un periodo de en-
sayo de 60 dias, con toma de muestras a 0,15 y 45 dias,
para observar el proceso de incorporaciéon de los HAP
por parte de los organismos y ajustarlos a partir de esta
informacion los intervalos de toma de muestra para rea-
lizar un seguimiento mas detallado.

Para la segunda prueba se tomaron muestras de or-
ganismos con periodicidad de cinco dias, durante un
periodo de prueba de 60 dias.

El desarrollo de los ensayos se basé en la metodo-
logia descrita en los documentos del Curso Regional
CPPS/PNUMA/COI/FAQ [17] y en el Standard Methods
[20], mientras que la determinacién de los HAP se reali-
76 siguiendo la metodologias descritas en el Analytical
Method for the determination of Individual (n-alkanes
and Isoprenoids) and Total Petroleum Hydrocarbons
(TPH), Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) and
Biomarker Triterpanes and Steranes in Oil and Qil-Spill-
Related Environmental Samples - Water Particulates
and Soils/Sediments — [21].

REsuLTADOS

Durante las pruebas realizadas, ambas especies pre-
sentaron una alta tasa de mortalidad.

En la primera prueba A. similis registré6 mortalidad
total en el recipiente control o blanco, mortalidad pre-
sentada entre los dias 7 y 18 de iniciada la prueba. Los
organismos expuestos al solvente tuvieron una morta-
lidad del 70% la cual se presentd entre los dias 5y 13,
mientras que los expuestos a la mezcla alcanzaron una
mortalidad del 71% en un periodo de 22 dias, a partir
del cual, la misma cesé totalmente. La prueba para esta
especie abarcé 45 dias y debido a la alta tasa de morta-
lidad solo se tomaron dos muestras durante el periodo
de prueba (15 y 45 dias).

A. tuberculosa presenté un 35% de mortalidad en or-



(figure 1). The number of organisms which delivered
this response was not significant, with only two orga-
nisms of the species A. similis (1.4% after 8 days of expo-
sure) and one of A. tuberculosa (0.77% after 24 days).
In the second test, organisms did not have this type of
alteration. However, there was one specimen (A. similis)
with this condition during the acclimation period. This
specimen died soon thereafter (during the acclimation
period); it remains clear that organisms which have
this disorder have a low viability and a low probability
of survival, because even if kept under controlled con-
ditions in terms of physicochemical parameters, with
constant aeration and supply food, the organism failed
to overcome this condition.

Figure 1. Anomalia presentada por un organismo de la espe-
cie Anadara similis (derecha), luego de una exposicién de 8
dias a la mezcla de HAP.

The physicochemical parameters were stable, tempe-
rature ranged between 23.3 and 25.7°C, pH between 7.1
and 7.9 units of pH, salinity between 26.0 and 26.3 °/oo,
and Dissolved Oxygen between 7.5 and 7.8 mg O_/L.

In the second test, mortality in organisms from the
blank - control container reached 33.33% for A. tuber-
culosa and 53.33% for A. similis (out of 30 organisms -
10 per test vessel). The containers wherein acetone was
added had a mortality rate corresponding to 56.66%
and 66.66% for A. tuberculosa and A. similis, respectively.
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In organisms exposed to the mixture of PAHs, morta-
lity occurred in 87 organisms of the species A. tuberculo-
sa and 97 of A. similis, which corresponds to 43.5% and
48.5% of exposed organisms per species.

The levels of compounds accumulated during the
first test are presented in table 2, while those achieved
during the second test are listed in tables 3 and 4. In
both tests it was observed the there exists a tendency to
present lower concentrations of compounds which have
a higher molecular weight (MW) (figures 2, 4 and 5), be-
ing the acenaphthene and fluorene the elements which
recorded highest concentration (figures 3, 4 and 5).

Discussion

The concentrations to which species were exposed
showed that the lowest concentration of the mixture
(1.548 x10? ppm) generated higher mortality, which is
not surprising if one considers that the concentration of
most compounds was duplicated in relation to the first
test. Concentration of PAHs in the first test was higher
because of the supply of fluorene at levels exceeding
those set out in the water quality guidelines for protec-
ting aquatic life in Canada [18].

The behavior of mortality in the trials may be associa-
ted with greater sensitivity of exposed organisms, since
not only did mortality occur in vessels containing the mix-
ture of PAH, but also in the two types of control vessels.

The occurrence of mortality in control containers en-
sures the presence of a factor other than the mixture
which exerted a negative influence at this level; this fact
is likely to be related to the acclimation period, taking
into account that in bioaccumulation tests with these
species, wherein the period did not exceed five days, no
mortality data were recorded in the control containers
or in those that were exposed to the toxic organisms of
interest [21,22,23].
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ganismos expuestos a la mezcla entre el dia 2y el 29 de
iniciada la prueba, 20% en los expuestos al solvente en
los dias 16y 22, mientras que los organismos del blanco
o control alcanzaron una mortalidad del 70% entre los
dias 13y 33. Del total de organismos expuestos en esta
primera prueba, solo en tres ejemplares se observé una
“anomalia’, que puedo estar asociada (en apariencia)
a posibles vesiculas hidrépicas (figura 1). La cantidad
de organismos que presentaron esta respuesta no fue
significativa, con solo dos organismos de la especie A.
similis (1,4% tras 8 dias de exposicion) y uno de A. tuber-
culosa (0,77% luego de 24 dias). En la segunda prueba
no se observaron organismos con este tipo de altera-
cion, sin embargo, se presenté un ejemplar (A. similis)
con esta condicién durante el periodo de aclimatacion.
Este individuo perecié rapidamente (durante el periodo
de aclimatacién), siendo claro que los organismos que
presentan esta afectacidn tienen una baja viabilidad y
una baja probabilidad de supervivencia, pues pese a
mantenerse bajo condiciones controladas en cuanto a
parametros fisicoquimicos, con aireacién constante y
suministro de alimento, el organismo no logré sobrepo-
nerse a esta condicion.

Figura 1. Anomalia presentada por un organismo de la espe-
cie Anadara similis (derecha), luego de una exposicion de 8
dias a la mezcla de HAP.

Los parametros fisicoquimicos se mantuvieron es-
tables, la temperatura oscilé entre 23,3y 25,7 °C, el pH
entre 7,1y 7,9 unidades de pH, la salinidad entre 26,0 y
26,3 °/00, y el oxigeno disuelto entre 7,5y 7,8 mg O,/L.

En la segunda prueba la mortalidad en organismos
del recipiente de control - blanco alcanzé un 33,33%
para A. tuberculosa y un 53,33% para A. similis (de un to-
tal de 30 organismos - 10 por recipiente de ensayo). En
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los recipientes que se adiciond acetona, se registrd una
mortalidad correspondiente al 56,66% y de 66,66% para
A. tuberculosa 'y A. similis, respectivamente.

En los organismos expuestos a la mezcla de HAP, la
mortalidad fue de 87 organismos de la especie A. tu-
berculosa y 97 de A. similis, que corresponden respec-
tivamente a un 43,5% y 48,5% del total de organismos
expuestos por especie.

Los niveles de compuestos acumulados durante la
primera prueba se presentan en la tabla 2, mientras
que los alcanzados durante la segunda prueba se pue-
den relacionan en las tablas 3 y 4. En ambas pruebas
se evidencié una tendencia a presentar menores con-
centraciones de aquellos compuestos que tienen un
mayor peso molecular (PM) (figuras 2, 4 y 5), siendo el
acenafteno y el fluoreno los que registraron una mayor
concentracion (figuras 3,4y 5).

Discusion

Las concentraciones a las que se expusieron las es-
pecies de estudio reflejaron que la menor concentra-
cién de la mezcla (1,548 x 102 ppm) generé una mayor
mortalidad, lo que no es de sorprender si se tiene en
cuenta que la concentracidon de la mayor parte de los
compuestos se duplicd con respecto a la primera prue-
ba, en la que la concentracion de HAP fue mayor, debi-
do al suministro de fluoreno en niveles superiores a los
establecidos en las directrices de calidad del agua para
la proteccion de la vida acuatica del Canada [18].

El comportamiento de la mortalidad en las pruebas
puede asociarse con una mayor sensibilidad de los or-
ganismos expuestos, ya que no solo se presentd morta-
lidad en los recipientes que contenian la mezcla de HAP;
sino también en los dos tipos de recipientes de control.

El registro de mortalidad en los recipientes de con-
trol asegura la presencia de un factor distinto a la mez-
cla que ejercié una influencia negativa a este nivel; sien-
do bastante probable que el mismo se relacione con el
periodo de aclimatacién, teniendo en cuenta que en
pruebas de bioacumulacién con estas especies, en los
que este periodo no superd los cinco dias, no se regis-
traron datos de mortalidad en recipientes de control
ni en aquellos en que se expusieron los organismos al
toxico de interés [21, 22, 23].
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Table 2. Concentration of HAP in Anadara similis y Anadara tuberculosa during the first test of bioacummulation (ppb, based
on dry weight).

Composed CONCENTRATION
. Anadara similis Anadara tuberculosa

Time

(days) 0 15 45 0 15 30 45 60
Antraceno 0,0 14,0 19,0 0,0 22,0 50,0 11,0 9,85
Pireno 0,0 0,0 0,8 0,0 7,1 6,2 11,0 11,00
Benzolk]fluoranteno 0,0 3,5 9,6 0,0 3,1 6,9 7,3 5,10
Benzo[ghilperileno 0,0 1,7 9,1 0,0 1,2 4,9 4,3 3,15
Benzol[alpireno 0,0 2,4 3,6 0,0 2,9 4,8 6,0 3,15
Benzo[b]fluoranteno 0,0 57 12,0 0,0 53 8,4 11,0 6,85
Benzo[alantraceno 0,0 6,0 11,0 0,0 4,5 93 7,7 4,20
Indenol17,2,3-cd]lpireno 0,0 2,1 6,1 0,0 1,7 4,0 3,7 2,80
Dibenzo[ah]lantraceno 0,0 0,6 3,3 0,0 0,6 2,5 2,2 0,95
Fluoranteno 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00
Criseno 0,0 22,0 51,0 0,0 7,6 25,0 16,0 16,00
Naftaleno 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00
Acenaftileno 0,0 45,0 1,9 0,0 19,0 68,0 4.4 1,80
Acenafteno 0,0 34,0 183,0 0,0 9,0 142,0 59,0 38,00
Fluoreno 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00
Fenantreno 12,0 15,0 5,0 10,0 20,0 6,8 14,0 11,00
Sumatoria HAP 12,0 152,0 3154 10,0 104,0 338,8 157,6 113,85

Table 3. Concentration of HAP in Anadara tuberculosa during the second test of bioacummulation (ppb, based on dry
weight).

Composed CONCENTRATION Suma-

Time Anadara tuberculosa tc(:::

(days) 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 posed

Antraceno 20 102 218 114 193 112 294 155 194 195 1577
Pireno 25 67 185 920 131 98 165 89 151 100 1076
Benzolk]fluoranteno 1,6 57 111 114 163 122 172 226 99 133 1197
Benzolghilperileno 1,7 40 141 120 118 110 216 155 107 132 1139
Benzola]pireno 4,7 32 85 69 129 75 153 142 75 95 855
Benzolb]fluoranteno 4,3 47 110 109 147 118 172 238 110 139 1190
Benzol[a]antraceno 1,7 54 100 87 158 98 148 175 98 123 1041
Indenol7,2,3-cd]pireno 19 65 100 205 250 173 308 346 145 224 1816
Dibenzo[ahlantraceno 11 41 137 107 112 96 220 168 113 139 1133
Fluoranteno ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0
Criseno 0,5 102 141 161 273 173 248 332 150 213 1793
Naftaleno ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0
Acenaftileno 15 313 201 564 592 364 371 541 530 611 4087
Acenafteno 13 757 347 1236 1212 838 792 1156 1070 1288 8696
Fluoreno 14 440 482 575 629 506 704 637 611 731 5315
Fenantreno 12 324 509 360 407 355 595 444 425 523 3942

Sumatoria HAP 143,5 2441 2867 3911 4514 3238 4558 4804 3878 4646
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Tabla 2. Concentracién de HAP en Anadara similis y Anadara tuberculosa durante la primera prueba de bioacumulacién (ppb,
con base en peso seco).

Compuesto CONCENTRACION
X Anadara similis Anadara tuberculosa
Tiempo
(dias) 0 15 45 0 15 30 45 60

Antraceno 0,0 14,0 19,0 0,0 22,0 50,0 11,0 9,85
Pireno 0,0 0,0 0,8 0,0 71 6,2 11,0 11,0
Benzolk]fluoranteno 0,0 3,5 9,6 0,0 3,1 6,9 7,3 5,10
Benzo[ghilperileno 0,0 1,7 9,1 0,0 1,2 4,9 4,3 3,15
Benzol[alpireno 0,0 24 3,6 0,0 29 48 6,0 3,15
Benzo[b]fluoranteno 0,0 5,7 12,0 0,0 53 8,4 11,0 6,85
Benzo[alantraceno 0,0 6,0 11,0 0,0 4,5 9,3 7,7 4,20
Indenol1,2,3-cdlpireno 0,0 2,1 6,1 0,0 1,7 4,0 3,7 2,80
Dibenzo[ah]antraceno 0,0 0,6 33 0,0 0,6 2,5 2,2 0,95
Fluoranteno 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00
Criseno 0,0 22,0 51,0 0,0 7,6 25,0 16,0 16,00
Naftaleno 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00
Acenaftileno 0,0 45,0 1,9 0,0 19,0 68,0 44 1,80
Acenafteno 0,0 34,0 183,0 0,0 9,0 142,0 59,0 38,00
Fluoreno 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00
Fenantreno 12,0 15,0 5,0 10,0 20,0 6,8 14,0 11,00
Sumatoria HAP 12,0 152,0 315,4 10,0 104,0 338,8 157,6 113,85

Tabla 3. Concentracion de HAP en Anadara tuberculosa durante la segunda prueba de bioacumulacién (ppb, con base en peso
Seco).

Compuesto CONCENTRACION Suma-
toria*
Tiempo Anadara tuberculosa Com-
(dias) 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 puesto
Antraceno 20 102 218 114 193 112 294 155 194 195 1577
Pireno 25 67 185 20 131 98 165 89 151 100 1076
Benzo[klfluoranteno 1,6 57 111 114 163 122 172 226 99 133 1197
Benzo[ghilperileno 1,7 40 141 120 118 110 216 155 107 132 1139
Benzola]pireno 4,7 32 85 69 129 75 153 142 75 95 855
Benzo[b]fluoranteno 43 47 110 109 147 118 172 238 110 139 1190
Benzo[alantraceno 1,7 54 100 87 158 98 148 175 98 123 1041
Indenol7,2,3-cd]pireno 19 65 100 205 250 173 308 346 145 224 1816
Dibenzo[ahlantraceno 11 41 137 107 112 96 220 168 113 139 1133
Fluoranteno ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0
Criseno 0,5 102 141 161 273 173 248 332 150 213 1793
Naftaleno ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0
Acenaftileno 15 313 201 564 592 364 371 541 530 611 4087
Acenafteno 13 757 347 1236 1212 838 792 1156 1070 1288 8696
Fluoreno 14 440 482 575 629 506 704 637 611 731 5315
Fenantreno 12 324 509 360 407 355 595 444 425 523 3942
Sumatoria HAP 143,5 2441 2867 3911 4514 3238 4558 4804 3878 4646
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Table 4. Concentration of HAP in Anadara similis during the second test of bioacummulation (ppb, based on dry weight).

Composed CONCENTRATION
Time Anadara similis *Acummulated
(days) — s 10 15 20 25 30

Antraceno 0,7 114 144 145 280 375 194 1252
Pireno 8,7 49 179 204 166 341 221 1160
Benzo[kIfluoranteno ND 131 93 122 41 122 166 675
Benzolghilperileno ND 84 55 64 18 82 100 403
Benzol[a]pireno ND 68 46 56 27 94 89 380
Benzo[b]fluoranteno ND 95 96 121 56 140 193 701
Benzo[alantraceno ND 84 104 120 81 214 206 809
Indeno[7,2,3-cdlpireno ND 107 83 115 36 136 147 624
Dibenzo[ahlantraceno ND 83 59 77 24 96 96 435
Fluoranteno ND ND ND ND ND ND ND 0
Criseno 51 159 222 315 176 408 458 1738
Naftaleno ND ND ND ND ND ND ND 0
Acenaftileno 34 135 40 814 1038 1093 645 3765
Acenafteno ND 504 153 1929 2247 2320 1552 8705
Fluoreno 44 536 425 879 1144 1152 843 4979
Fenantreno ND 600 678 702 865 932 669 4446
Sumatoria HAP 22,3 2749 2377 5663 6199 7505 5579

ND= No Detected
* It does not included previous test (0 days)

The acclimation period increased compared to pre-
vious tests, in order for organisms to perform clearance
of the PAH levels which they could have incorporated in
their natural environ before they were taken.

Complete cessation of mortality was observed in
both tests after a certain period of time, this is associa-
ted to an adaptive response by organisms in light of
higher initial sensitivity. Said sensitivity is enhanced by
the presence of the toxic mixture in the medium, which
causes rapid response derived from acute effects. This
"adaptability" can be compared with the response by
the organisms in the environment after the entrance of
toxic compounds.

During the first test, three specimens had an "ano-
maly" which could be associated with hydropic vesicles
(figure 1), related to alterations in membrane permeabi-
lity or cell osmoregulation. This disease is usually gene-
rated by the exposure of organisms to the presence of
toxic compounds.

The effects generated by the presence of pollutants
are associated with impairment of the immune system,
lowering the proper activation of defense mechanisms
against adverse conditions [24, 25]. These alterations
may be more drastic in certain individuals and that di-
fferences exist between species and therefore not all
organisms react the same way to a certain condition,
stimulation or tension.

With regard to bioaccumulation, A. similis showed
greater capacity for incorporation of HAP, which was
evident after 25 days of exposure, when it reached 7.505
ppm compared to a peak of 4.80 ppm in A. tuberculosa,
after 35 days of exposure. The aforementioned pheno-
menon can be interpreted as a higher bioaccumulative
capacity of the first species, which in turn may be asso-
ciated with the increased activity recorded, being that
its contact with the medium is much higher.

Given that one of the routes of entrance of toxic
substances into the organism is the skin, this route of
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Tabla 4. Concentracién de HAP en Anadara similis durante la segunda prueba de bioacumulacién (ppb, con base en peso seco).

Compuesto CONCENTRACION
Tiempo Anadara similis *Acumulado
(dias) ¢ 5 10 15 20 25 30

Antraceno 0,7 114 144 145 280 375 194 1252
Pireno 8,7 49 179 204 166 341 221 1160
Benzo[kIfluoranteno ND 131 93 122 41 122 166 675
Benzolghilperileno ND 84 55 64 18 82 100 403
Benzol[a]pireno ND 68 46 56 27 94 89 380
Benzo[b]fluoranteno ND 95 96 121 56 140 193 701
Benzo[alantraceno ND 84 104 120 81 214 206 809
Indeno[71,2,3-cd]pireno ND 107 83 115 36 136 147 624
Dibenzo[ahlantraceno ND 83 59 77 24 96 96 435
Fluoranteno ND ND ND ND ND ND ND 0
Criseno 51 159 222 315 176 408 458 1738
Naftaleno ND ND ND ND ND ND ND 0
Acenaftileno 34 135 40 814 1038 1093 645 3765
Acenafteno ND 504 153 1929 2247 2320 1552 8705
Fluoreno 44 536 425 879 1144 1152 843 4979
Fenantreno ND 600 678 702 865 932 669 4446
Sumatoria HAP 22,3 2749 2377 5663 6199 7505 5579

ND= No Detectado
* No incluye la muestra inicial (0 dias)

Los periodos de aclimatacion se incrementaron con
respecto a pruebas previas, con el fin de que los organis-
mos depuraran los niveles de HAP que pudieran haber
incorporado en el medio natural antes de su captura.

El cese total de la mortalidad que se observé en am-
bas pruebas después de un determinado periodo de
tiempo, se asocia una respuesta de adaptacién por par-
te de los organismos tras una mayor sensibilidad inicial,
acentuada por la presencia de la mezcla téxica en el me-
dio que causa una rapida respuesta derivada de efectos
agudos. Esta “adaptabilidad” puede compararse con la
respuesta presentada por los organismos en el medio
natural tras el ingreso de compuestos toxicos.

Durante la primera prueba tres ejemplares presenta-
ron una“anomalia’, que pudo estar asociada con vesicu-
las hidropicas (figura 1), relacionadas con alteraciones
en la permeabilidad de las membranas o en la osmo-
rregulacién celular, patologia que suele generarse por
la exposicion de los organismos a la presencia de com-
puestos toxicos.

Los efectos generados por la presencia de contami-
nantes se asocian con afectacién al sistema inmune, lo
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que disminuye la adecuada activacion de mecanismos
de defensa ante condiciones adversas [24, 25]. Estas al-
teraciones pueden ser mas drasticas en determinados
individuos ya que existen diferencias intraespecie, y no
todos los organismos reaccionan de igual manera a una
determinada condicién, estimulo o tensor.

En cuanto a la bioacumulacién, A. similis mostré una
mayor capacidad de incorporacién de HAP, lo que se
evidencié tras 25 dias de exposicién, cuando alcanzé
7,505 ppm frente a un maximo de 4,80 ppm en A. tu-
berculosa, tras 35 dias de exposicion, lo que se puede
interpretar como una capacidad bioacumulativa supe-
rior de la primera especie, que a la vez se puede asociar
con la mayor actividad presentada, siendo su contacto
con el medio mucho mayor.

Teniendo en cuenta que una de las vias de ingreso de
toxicos al organismo es la dérmica, esta ruta de incor-
poraciéon se suma a la generada por ingestion (a través
del proceso de filtrado/consumo alimento), siendo un
aporte adicional al que resultaria significativo al mo-
mento de comparar la acumulacién presentada entre
las especies.
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Figure 2. HAP's behaviour of main molecular weight in Piangua during the first test of bioaccumulation. a) A. similis b) A. tu-
berculosa.
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Figure 3. HAP's behaviour of low and middle molecular weight in Piangua during the first test of bioaccumulation. a) A. similis
b) A. tuberculosa.
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Figura 2. Comportamiento de HAP de mayor peso molecular en Piangua durante la primera prueba de bioacumulacién. a) A.
similis b) A. tuberculosa.
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Figura 3. Comportamiento de los HAP de bajo y medio peso molecular en Piangua durante la primera prueba de bioacumula-
cién. a) A. similis b) A. tuberculosa.
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Figure 4. HAP’s behavior in A. tuberculosa during the second taste of bioaccumulation to 45 days.

incorporation added to the route generated by inges-
tion (through the filtering process / food consumption),
with an additional contribution to be significant if one
were to compare accumulation between species.

Based on the fact that A. similis showed higher levels
of PAHs incorporated with respect to A. tuberculosa un-
der the same experimental conditions, it is likely that
this ability is the major cause of mortality rates recorded
in this species. It is likely that this difference is enhanced
by the behavior of A. similis, in terms of increased motor
activity with respect to A. tuberculosa and thus greater
exposure of this species to the action of toxins by direct
contact.

As for reference levels for organisms, the HAT set is 5
ppm [26], being overtaken by the concentration of the
A. similis species after 15 days of exposure to a mixture
of PAHs (5.66 ppm), with an additional increase on day
25 (7.505 ppm), wherein it is important to note that the
reference is established for HAT, which implies that the
PAH content in this concentration at levels well below
this value.

Variability in the concentration of materials added by
the organizations represents usual behavior when ex-
posed to levels of pollutants in the environment, since
they incorporate the compounds and perform excre-
tion thereof afterwards, which increases and decreases
respectively the concentrations in their tissues, even in
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Figura 4. Comportamiento de HAP en A. tuberculosa durante

Partiendo del hecho de que A. similis presenté nive-
les superiores de HAP incorporados con respecto a A. tu-
berculosa bajo las mismas condiciones experimentales,
es muy probable que esta capacidad sea la causal de los
mayores porcentajes de mortalidad registrados en esta
especie. Es probable que esta diferencia sea acentuada
por el comportamiento de A. similis, en cuanto a una
mayor actividad motriz con respecto a A. tuberculosa 'y
por ende una mayor exposiciéon de esta especie a la ac-
cion de los téxicos por contacto directo.

En cuanto a niveles de referencia para organismos, el

de HAT establecido es de 5 ppm [26], siendo superado
por la concentracién de la especie A. similis tras 15 dias
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la segunda prueba de bioacumulacion a 45 dias.

de exposicién a la mezcla de HAP (5,66 ppm), con un
incremento adicional hacia el dia 25 (7,505 ppm), sien-
do importante resaltar que la referencia se encuentra
establecida para HAT, lo que implica que los HAP conte-
nidos en dicha concentracién se encuentran en niveles
muy inferiores a este valor.

La variabilidad en la concentracién de compues-
tos incorporados por los organismos representan un
comportamiento usual ante la exposicién a niveles de
contaminantes en el medio, ya que incorporan los com-
puestos y realizan excrecion de los mismos, lo que au-
menta y disminuye respectivamente las concentracio-
nes en sus tejidos, aln en presencia de los compuestos
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Figure 5. HAP's behaviour in Piangua (A. similis) during the bioaccumulation test of 30 days.

the presence of the compounds in the environment
[27,21,22,23]. This behavior is reported in organisms in
the natural environ, following assessment in areas affec-
ted by oil entrance into the marine environment; initia-
lly a rapid process of incorporation of hydrocarbons
occurs, which are excreted and reduced or completely
eliminated when pollution in the environ decreases or
disappears [27,28].

It is important to note that in the Cove of Tumaco
there are concentrations of total aromatic hydrocarbons
(HAT) up to 75.9 ppm for bivalves [29], which confirms
the ability of this group of organisms to bioaccumulate
significant levels of pollutants present in the environ-
ment, as well as the importance of these monitoring
studies of environmental quality.

As for the persistence which characterizes in particu-
lar the various compounds according to their structure,
what defines the degree of bioaccumulation of each
is the size of the molecule, since persistence increases
with increase in size. For this reason, high - MW com-
pounds such as benzo [a] pyrene are highly persistent
and bioaccumulative. As well as persistence, toxicity
and lipophilicity of the compound also increases with
the increase in MW, and affected aquatic organisms are
highly affected under these characteristics [30], a situa-
tion which became evident during the tests carried out
with the mixture of PAHs, and in which higher concen-
trations of these compounds were found.
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Figura 5. Comportamiento de HAP en Piangua (A. similis) durante la prueba de bioacumulacién a 30 dias.

en el medio [27,21,22,23], siendo un comportamien-
to reportado en organismos presentes en el ambien-
te natural, tras evaluaciones en zonas afectadas por
el ingreso de petréleo al medio marino, presentando
inicialmente un proceso rapido de incorporacién de hi-
drocarburos, los cuales son excretados y disminuyen o
se eliminan totalmente cuando la contaminacién en el
medio desciende o desaparece [27,28].

Es importante tener en cuenta que en la ensenada
de Tumaco se han determinado concentraciones de
hidrocarburos aromaticos totales (HAT) de hasta 75,9
ppm para bivalvos [29], lo que ratifica la capacidad de
este grupo de organismos para bioacumular niveles sig-
nificativos de contaminantes presentes en el medio, al
igual que la importancia de los mismos en estudios de
monitoreo de calidad ambiental.
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En cuanto a la persistencia que caracteriza de forma
particular a los distintos compuestos de acuerdo a su
estructura, lo que define la mayor o menor capacidad
de bioacumulacién de cada uno de ellos es el tamafo
de la molécula, ya que la persistencia se incremen-
ta con el aumento en su tamano, razén por la que los
compuestos de alto PM como el benzo[a]pireno son
altamente persistentes y bioacumulables. Al igual que
la persistencia, la toxicidad y el caracter lipofilico del
compuesto también se incrementan con el aumento de
PM, siendo los organismos acuaticos altamente afecta-
dos ante estas caracteristicas [30], situacion que se hizo
evidente durante las pruebas realizadas con la mezcla
de HAP, y por ende en las que contenia concentraciones
superiores de dichos compuestos.



Significant levels of low MW compounds were accu-
mulated during these tests, not only because they were
added in greater quantity, but also because it came with
solvent, which made them more stable in the medium
and therefore available to organisms, does not occur
under natural conditions in the aquatic environment.

Despite this, low MW compounds showed large va-
riations in incorporation, while higher MW compounds
had significant incorporation levels considering that
they were added in much smaller quantities. Solvent is
equally important in test availability (due to low solubi-
lity of these compounds).

As regards the increase in the incorporation of com-
pounds, low MW compounds have high short — term
bioavailability as they quickly solubilize or volatilize,
but likewise rapidly disappear from the medium. By
contrast, although high MW compounds suffer much
slower mobilization (and therefore generate no acute
effects), they are much more persistent. For this reason,
low MW compounds can remain at the bottom (depo-
sits) for very long periods [31].

In none of the tests was bioaccumulation of naphthale-
ne and fluoranthene recorded. Whereas fluorene was not
incorporated during the first test, it was during the second
test, albeit concentration in the medium had decreased.

The above mentioned phenomenon is related, in the
case of naphthalene, to high rate of volatility and low
MW. For fluoranthene, the low concentration provided
(despite being superior to that provided compounds
such as anthracene, pyrene, higher MW and equal to
that of phenanthrene) may have resulted in failure to
incorporate the compound by organisms, as it is not
soluble (even with the solvent in high concentrations,
thereby generating precipitation).

In the specific case of fluorene, it was added during
the first test at higher levels (5 times) than for the se-
cond test. However, its lack of incorporation during the
first test could be related to an important accumulation
and its rapid clearance in shorter time periods than the
periods assessed.

It is worth mentioning that the presence of fluorene
at higher levels compared to other compounds genera-
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ted broader implications, since in the PAH study group
it is the one with the least toxicity after acenaphthene,
in accordance with the guidelines of reference.

During the second test, the levels of PAH incorpora-
ted were in descending order: the acenaphthene and
fluorene for both species, followed by phenanthrene
and acenaphthylene in A. similis and both compounds
upside to A. tuberculosa.

After these compounds chrysene incorporated the
highest levels recorded, surpassed by indeno [1,2,3-cd]
pyrene in A. tuberculosa and followed by anthracene in
both species. The remaining compounds were incorpo-
rated in different ways by each species, being benzo [a]
pyrene, the compound which showed least accumula-
tion in them.

The compounds which have lower MW were added
in higher concentrations (naphthalene, acenaphthyle-
ne, acenaphthene, fluorene and phenanthrene), and
given their solubility, they had high incorporation levels
(with the exception of naphthalene, due to its high vo-
latility).

Despite this, acenaphthene provided in the second
test (5.8 x 102 ppm) and fluorene (3 x 103 ppm) excee-
ded the concentration of acenaphthylene (5 x 102 ppm)
incorporated by the organisms of both species. The first
compound more than doubled the accumulated level,
although they were supplied in similar concentrations.
The above - mentioned phenomenon implies higher
bioavailability of this compound, associated with in-
creased stability (as fluorene), as the MW of both com-
pounds is higher than that of acenaphthylene.

Not only were acenaphthylene and acenaphthene
provided at similar concentrations, but also their struc-
ture differs slightly, the latter being slightly superior in
terms of MW.

Although anthracene has the same MW of phenan-
threne, it was added in smaller proportion (1.2 x 10°
ppm) and represents a greater risk to aquatic life. This is
evident upon observing that the levels of anthracene in-
corporated exceed those achieved by pyrene, although
the latter was supplied in concentrations which are half
the concentrations in the medium.
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Durante estas pruebas se acumularon niveles impor-
tantes de compuestos de bajo PM; no solo porque se
adicionaron en mayor cantidad, sino también porque
se suministraron con solvente, lo cual los hizo mas esta-
bles en el medio y por lo tanto, disponibles para los or-
ganismos, lo que no ocurre bajo condiciones naturales
en el ambiente acudtico.

Pese a lo anterior, los compuestos de bajo PM pre-
sentaron grandes variaciones en cuanto a incorpora-
cién, mientras que los de mayor PM presentaron niveles
de incorporacion significativos si se tiene en cuenta que
se adicionaron en cantidades mucho menores, siendo
el solvente igualmente importante en la disponibilidad
de los mismos (debido a la baja solubilidad de estos
compuestos).

En cuanto al incremento en la incorporacién de com-
puestos, los de bajo PM presentan una elevada biodis-
ponibilidad a corto plazo al volatilizarse o solubilizarse
rapidamente, pero asi mismo desaparecen rapidamente
del medio. Por el contrario, los de elevado PM, aunque
sufren una movilizacion mucho mas lenta (y por tanto
no generan efectos agudos) son mucho mas persisten-
tes, razén por la cual pueden permanecer en los fondos
(sedimentos) por periodos muy prolongados [31].

En ninguna de las pruebas realizadas se presenté
bioacumulacién de naftaleno y fluoranteno, mientras
que el fluoreno no fue incorporado durante la primera
prueba, pero si durante la segunda, pese a haberse dis-
minuido su concentracion en el medio.

Lo anterior se relaciona en el caso del naftaleno con
la alta tasa de volatilidad, bajo PM. Para el fluoranteno,
la baja concentracion suministrada (pese a ser superior
a la proporcionada de compuestos como antraceno, pi-
renoy los de mayor PM e igual a la del fenantreno) pue-
de haber generado la no incorporacion del compuesto
en los organismos, ya que es poco soluble (incluso con
el solvente al trabajar concentraciones altas, generando
precipitado).

En el caso especifico del fluoreno, durante la primera
prueba fue proporcionado en niveles superiores (5 ve-
ces mayor) con respecto a la segunda prueba, sin em-
bargo, la no incorporacidon durante la primera prueba
podria relacionarse con una acumulacién importante
y una rapida depuracién de la misma en periodos de
tiempo menores a los evaluados.

Cabe aclarar que la presencia de fluoreno en niveles
superiores respecto a los demas compuestos no gene-
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ra mayores implicaciones, pues dentro del grupo de los
HAP de estudio es el que presenta la menor toxicidad
después del acenafteno de acuerdo con las directrices
de referencia.

Durante la segunda prueba los niveles de HAP incor-
porados fueron en orden descendente: el acenafteno y
fluoreno para ambas especies, siguiéndole el fenantre-
no y acenaftileno en A. similis y ambos compuestos de
manera invertida para A. tuberculosa.

Después de estos compuestos el criseno registré los
mayores niveles incorporados, siendo superado por el
indeno[1,2,3-cd]pireno en A. tuberculosa y sequido del
antraceno en ambas especies. Los compuestos restan-
tes fueron incorporados de manera diversa por cada
especie, siendo el benzo[alpireno el compuesto que
registré una menor acumulacién en ellas.

Los compuestos que presentan menor PM se adicio-
naron en concentraciones mayores (naftaleno, acenafti-
leno, acenafteno, fluoreno y fenantreno), y dada su ma-
yor solubilidad registraron altos niveles incorporados
(con excepcidn del naftaleno, por su alta volatilidad).

Pese a lo anterior, el acenafteno proporcionado en la
segunda prueba (5,8 x 10 ppm) y el fluoreno (3 x 103
ppm) superaron la concentracién de acenaftileno (5 x
10 ppm) incorporada por los organismos de ambas
especies. El primer compuesto lo superé en mas del do-
ble del nivel acumulado, pese a que se suministraron
en concentraciones similares, lo que implica una mayor
biodisponibilidad de este compuesto, asociada a su ma-
yor estabilidad (al igual que el fluoreno), ya que el PM
de ambos compuestos es superior al del acenaftileno.

El acenaftileno y el acenafteno no solo fueron pro-
porcionados en concentraciones similares, sino que adi-
cionalmente su estructura difiere muy poco, siendo este
ultimo levemente superior en cuanto a PM.

Pese a que el antraceno tiene el mismo PM del fenan-
treno, fue adicionado en menor proporcion (1,2x10°
ppm) ya que representa un riesgo mayor a la vida acua-
tica. Lo anterior se evidencia al observar que los niveles
incorporados de antraceno superan los alcanzados por
el pireno, pese a que este ultimo fue suministrado en
concentraciones que lo duplicaban en el medio.

El criseno fue incorporado en niveles superiores a los
presentados por el antraceno, sin embargo, su concen-
traciéon duplicaba la suministrada de este ultimo y las
diferencias en cuanto a acumulacion no fueron propor-
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Chrysene was incorporated at levels higher than tho-
se reported for anthracene. However, its concentration
doubled the supply and the differences in accumula-
tion were not proportional, finding thus greater affinity
and availability of the second compound.

As mentioned previously, the remaining compounds
(highest in MW) showed a similar relationship in terms
of incorporation by the species studied.

The compounds of higher MW had, during the bio-
accumulation process, an oscillating behavior, but less
variable than the behavior recorded for the compounds
of lower MW, since the latter usually have higher solubi-
lity and bioavailability.

The trend presented by the compounds of lower MW
was characterized by a significant increase in terms of
integration between day 10 and 25 for A. similis and bet-
ween days 10 and 15 for A. tuberculosa, precisely becau-
se of their characteristics of solubility and bioavailabili-
ty. After these time periods, there were oscillations with
a tendency to increase in concentration; this implies
higher incorporation rate of clearance to the perma-
nent presence of the compounds in the environment.

CONCLUSIONS

The high rate of mortality initially recorded during
the tests with the mixture of 16 PAHs and their subse-
quent disappearance are clear evidence of the resilien-
ce of organisms to the presence of toxic compounds in
the environment.

A. similis has lower adaptability in captivity with res-
pect to A. tuberculosa, which has an increased mortality
rate.

A. similis proves to be more sensitive to PAH expo-
sure; this situation is associated with higher capacity
to incorporate these compounds, as well as increased
toxicity when exposed to said components in relation
to A. tuberculosa.

Compounds with higher MW have a more regular
behavior in terms of incorporation and excretion with
respect to lower MW, which may be related to low clea-
rance rate and the greater persistence which characte-
rizes them.

Low MW compounds showed a tendency to increase
during the first month of study, subsequently falling in
a dramatic manner given the low persistence and there-
fore lower retention showed by the organisms.
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cionales, observando una mayor afinidad y disponibili-
dad de este segundo compuesto.

Como se mencioné previamente, los compuestos
restantes (de mayor PM) no presentaron una relacion
similar en cuanto a incorporacién por parte de las espe-
cies de estudio.

Los compuestos de mayor PM presentaron durante
el proceso de bioacumulacién un comportamiento os-
cilante, pero menos variable que el registrado por los
compuestos de menor PM, ya que estos ultimos suelen
presentar mayor solubilidad y biodisponibilidad.

La tendencia presentada por los compuestos de me-
nor PM se caracterizé por un incremento importante en
cuanto a incorporacion entre el dia 10 y 25 para A. simi-
lis y entre el 10 y 15 para A. tuberculosa, precisamente
por sus caracteristicas de solubilidad y bidisponibilidad;
transcurridos estos periodos de tiempo se presentaron
oscilaciones con tendencia al incremento en concentra-
cién, lo que implica una tasa de incorporacion superior
a la de depuraciéon ante la presencia permanente de los
compuestos en el medio.

CONCLUSIONES

La alta tasa de mortalidad presentada inicialmente
durante las pruebas realizadas con la mezcla de los 16
HAP 'y su posterior desaparicion, son una clara evidencia
de la capacidad de adaptacién de los organismos ante
la presencia de compuestos téxicos en el medio.

A. similis presenta una menor adaptabilidad bajo
condiciones de cautiverio con respecto a A. tuberculosa,
lo que genera mayor tasa de mortalidad.

A. similis resulta ser mas sensible ante la exposicion
a HAP, situacioén relacionada con una mayor capacidad
de incorporacion de estos compuestos, al igual que una
mayor toxicidad ante la exposicién a los mismos frente
a A. tuberculosa.

Los compuestos de mayor PM presentan un compor-
tamiento mas regular en cuanto a incorporacién y ex-
crecién con respecto a los de menor PM, lo que puede
relacionarse con la baja tasa de depuracion y la mayor
persistencia que les caracteriza.

Los compuestos de bajo PM presentaron tendencia
al incremento durante el primer mes de prueba, descen-
diendo posteriormente de forma drastica, dada su baja
persistencia y por tanto, la menor retencién que presen-
tan por parte de los organismos.
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