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Abstract: Benthic test species used in toxicity assays are the best indicators of sediment toxicity because they
live in direct contact with sediments and the water column. Mercury chloride is one the most toxic metallic salts.

Its strong affinity for particles explains the high Hg content found in benthic populations. The genus  Emerita is
abundantly found in Venezuelan coasts and is a good bioaccumulator of pollutants, but the toxicological assays
performend on this genus are scarce. The present experimental test reports on the distribution of mercury in the
water column and sediment, using static bioassay in short term (24hr) and the ability of Emerita portoricensis  to
bioconcentrate mercury under experimental conditions. Our results suggest that the Hg transference from water
to sediment is enhanced in the presence of Emerita. The kinetic uptake of Hg in Emerita portoricensis shows a
mechanism of rapid absorption reaching high metal concentrations in short exposure times.

Key words: Bioconcentration factor, mercury, Emerita portoricensis.

En ensayos de toxicidad con sedimentos
contaminados, las especies benténicas repre-
sentan los mejores organismos indicadores
para los estudios sobre capacidad de incorpo-
racion y bioconcentracion de los metales
pesados en ecosistemas arenosos, debido a su
continua interaccion con los sedimentos y el
agua intersticial (Chapman et al. 1998).

La transferencia de metales pesados entre
los diferentes compartimentos (agua-sedi-
mentos) es el resultado de un gran niimero de
acciones ¢ interacciones de diferentes fac-
tores abidticos y bidticos (fase acuosa y par-
ticulada, especiacion quimica, com-
plexacion, biotransformacion, etc.) que final-
mente definen la biodisponibilidad del metal.

La unién del metal con la fase de sedimentos
generalmente reduce la disponibilidad del
mismo, pero aumenta el tiempo de exposi-
cién, dado que este tipo de enlaces favorece
la permanencia de los iones metélicos en ese
compartimento. Sin embargo, una com-
plexacion por particulas del agua aumenta la
movilizacién del metal y favorece su trans-
porte con las corrientes del sistema (Mikac et
al. 1980, Bryan y Langston 1992, Allen y
Hnasen 1996).

Dependiendo de la disponibilidad del
metal, la ruta de entrada y el niimero de bar-
reras bioldgicas que separan al organismo del
compartimento externo (branquias,
exoesqueleto, pared, caparazén, etc) se
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puede observar diferentes grados de acumu-
lacién dentro del organismo (Baudrimont et
al. 1997). Este proceso de acumulacion esta
relacionado a su vez, con los mecanismos de
almacenamiento intracelular o captacién de
los metales por vesiculas, granulos o protei-
nas tipo metalotioninas, jugando un papel
regulador de la cinética de incorporacion y
detoxificacién en la mayoria de los organis-
mos (Roesijadi 1992).

Numerosos estudios sobre toxicidad se
han llevado a cabo en especies de los grupos:
anélidos, crustéceos, moluscos y gasterépo-
dos (Torreblanca et al. 1992), pero no con el
género Emerita de los crustaceos decapodos.
Gran parte de los estudios llevados a cabo en
este género estan relacionados con la
ecologia, dindmica poblacional y aspectos
biométricos en especies de este género en
otras latitudes (Efford 1966, 1969, Barnes y
Wenner, 1968, Dillery y Knapp 1970, Diaz
1980, Diaz y Costlow 1987, Sastre 1990,
Dugan et al. 1991, 1994).

Este género estd representado por dos
especies de alta abundancia en las costas
venezolanas, las cuales podrian utilizarse
para llevar a cabo ensayos de toxicidad en
condiciones de laboratorio y de campo, dado
que se ha demostrado que acumulan concen-
traciones significativas de metales en ambi-
entes contaminados (Pérez et al. 1989).
Monitoreos ambientales realizados sobre el
mercurio, en la costa centro occidental de
Venezuela (Golfo Triste), mostraron la alta
capacidad de acumulacién que posee esta
especie, en comparaciéon con otros organis-
mos benténicos (Pérez 1999, en prensa).

Con base en el potencial téxico del mer-
curio y la alta concentracién de este metal en
organismos de Emerita provenientes de
ambientes contaminados, el objetivo del pre-
sente estudio fue determinar, experimental-
mente, la capacidad de incorporacién de
mercurio en E. portoricensis y su relacion
con la transferencia del metal entre los com-
partimentos agua y sedimento.

MATERIALES Y METODOS

Los ejemplares de E. portoricensis
fueron recolectados manualmente en la playa
de los Bordones, Cumana, Venezuela (10°
30’ N, 64°9° W) y se trasladaron al laborato-
rio, donde se seleccionaron las hembras adul-
tas en estadio reproductivo avanzado. El

. lapso de aclimatacion fue de 15 dias, tiempo

durante el cual se alimentaron con
Tetracelmis chui y nauplios de artemia.

Para determinar la cinética de incorpo-
racién de mercurio se utilizaron acuarios de
PVC 502030 cm, preparados con 3 1 de agua
de mar filtrada con papel Whatman 42 y
Millipore 45 m y dos kg de arena esterilizada.
La granulometria de la arena fue: 70% de 250
um; 13% de 177um y 10% con 177um. La
temperatura promedio de los ensayos fue de
244°C, con un fotoperiodo de 12/12 hr y la
concentracién de oxigeno disuelto estuvo
comprendida entre 5.9-6.5 mg/1. Fueron colo-
cados 15 ejemplares en los acuarios experi-
mentales. En todas las experiencias se utiliz6
el mismo disefio con agua-sedimentos y
organismos sin Hg, como control del experi-
mento, sin detectarse trazas del metal en
ningln compartimento. _

Transferencia del mercurio y cinética
de absorcidn: Los acuarios fueron contami-
nados con 1 ppm de mercurio (preparado a
partir de HgCl,), y se determiné una concen-

tracion de Hg inicial promedio de 1.0140.01
ppm. El tiempo de exposicién fue de 24 hr.
El acuario I fue utilizado para el control
de evaporacion del Hg, el I y III se utilizaron
para la transferencia del metal en los compar-
timientos agua-sedimento en presencia y
ausencia de organismos. Todas las experien-
cias se realizaron, al menos, por duplicado. El
acuario IV fue utilizado para la cinética de
incorporacién en los ejemplares de Emerita y
fue cuadruplicado, una repeticién para obten-
er organismos completos y otra para disectar-
les en caparazon y parte blanda (Fig.1).
Anadlisis de Mercurio: Para determinar
la concentracién de mercurio en cada uno de
los compartimentos se tomaron muestras de
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CUADRO 1

Concentracion de mercurio en agua durante la exposicién de Emerita portoricensis a I ppm de Hg por 24 h.

TABLE 1

Mercury concentration in water during exposure of Emerita portoricensis to 1 ppm of Hg for 24 h.

Tiempo (horas)
1 3 6
Al 1.01 0.94+ 1.02+ 0.89+
N=2 0.009 0.080 0.098 0.003
All 1.03+ 0.93+ 0.89+ 0.81%
N=3 0.058 0.082 0.050 0.140
Alll 0.99+ 0.73+ 0.45+ 0.32+
N=4 0.040 0.119 0.087 0.092

12 24 Fs Scheffe
0.88+ 0.88+ 2.95ns

0.008 0.03

0.75% 0.56+ 9.31%** 01361224
0.132 0.045

0.24+ 0. 05+ 82.14*** 01361224
0.049 0.012

Al Agua de mar y I ppm de Hg; AIl Agua de mar, 1 ppm de Hg y sedimento y AIIl agua de mar, 1 ppm de Hg, sedimento y organis-
mos. El cuadro muestra los valores promedios y la desviacion estdndar, A= Acuarios y N= niimero de repeticiones.

ns: no existen diferencias significativas
*** p<0.081

agua, sedimento y organismos a 1, 3,6, 12y
24 horas de exposicién al metal. Un ml de
agua de mar y 2 g de arena fueron tomados
por duplicado en los acuarios I, Il y III. En el
acuario IV se tomaron las muestras corre-
spondientes a: organismo completo, parte
blanda y caparazdn, para realizar las deter-
minaciones de mercurio.

Todas las muestras fueron tratadas de
acuerdo con el procedimiento EPA (Anénimo
1976), mediante una digestién acida con
H,SO,4: HNO; (1: 1 v/v) a 60°C durante 6 hr.
El mercurio total fue oxidado con KMnO, y

medido mediante la técnica de vapor frio
(Beaty 1978) en un espectrofotémetro Perkin
Elemer (modelo 2380) con un limite de detec-
cién de 0.02 pg/ml. La concentracién fue
referida con base en el peso hiimedo y cada

muestra fue leida por duplicado. La precision
y reproductibilidad del método fue determi-
nada utilizando patrones de Hg certificados.

Para determinar si existen diferencias sig-
nificativas en la concentracién del metal en
agua, sedimento y organismos, se realizaron
andlisis de varianza sencillos considerando
los tiempos de exposicién. En las pruebas
que resultaron ser diferentes significativa-
mente se realizaron andlisis a posteriori de
Sheffe.

RESULTADOS

La concentracion inicial de Hg en el com-
partimento agua presentd un valor promedio
de 1.010.01 ppm en todas las experiencias,
sin mostrar diferencias significativas durante
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Fig. 1. Diseno experimental. Emerita portoriscensis expuesta a 1 ppm de Hg durante 24 horas. Acuarios: I Agua de mar,
1 ppm de Hg. (control); IT Agua de mar, 1 ppm de Hg ysedimento. III. Aguade mar, 1 ppm de Hg,sedimentoy 15 organ-

ismos (transferencia del Hg). IV Agua de mar, sedimento, 1 ppm de Hg y 15 organismos (cinética de Hg).

Fig. 1. Experimental design. Emerita portoriscensis exposed to 1 ppm of Hg for 24 h.

Aquaria: I Sea water, 1 ppm of Hg. (control); I Sea water, 1 ppm of Hg and sediment. III. Sea water, 1 ppm of Hg, sed-

iment and 15 organisms (transference of Hg). IV Sea water, sediment, 1 ppm of Hg and 15 organisms (kinetics of Hg).
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CUADRO 2

Concentracion de mercurio en sedimento durante la exposicion de Emerita portoticensis a I ppm de Hg por 24 h.

TABLE 2

Mercury concentration in sediment during exposure of Emerita portoricensis to I ppm of Hg for 24 h.

Tiempo (horas)
0 1 3 6 12
All 0.03 0.13 0.17 0.28 0.30

N=3 0.003 0.021 0.029 0.039 0.021

Alll 0.03 0.39 0.77 0.78 0.83

N=4 0.015 0.054 0.124 0.120 0.098

24 Fs Scheffe

0.39 90.26*** 01361224
0.010

0.89 59.73%** 01361224
0.047

*** p<0.001AI Agua de mar; AII Agua de mar, sedimento, 1 ppm de Hg; AIII Agua de mar, sedimento, 1 ppm de Hg y
organismos. El cuadro muestra los valores promedios y la desviacion estindar, A= Acuarios y N= niimero de repeti -

ciones.

el tiempo de exposicion de 24 hr. Se observé
una concentracién promedio de 0.870.03
ppm al final del ensayo, lo cual representa
una pérdida del 12% de la concentracién ini-
cial en dicho compartimento (Cuadro 1).

La columna de agua en presencia de sed-
imentos mostré una disminucion significati-
va del Hg a partir de las 6 hr de ensayo,
alcanzando a las 24hr un valor minimo de
54% de la concentracion inicial. Asi mismo,
en presencia de organismos, el agua de mar
mostré una disminucién de 999 % al final del
ensayo. Este proceso de disminucion signi-
ficativa del metal en la columna de agua, es
detectado a partir de las 3 hr (Cuadro 1).

Los andlisis de Hg en el compartimento

de los sedimentos muestran un compor-
tamiento inverso a la disminucién observada
en la columna de agua. En el Cuadro 2 se
puede observar que la concentraciéon del
metal en el sedimento sigue un aumento pro-
porcional en el tiempo. Sin embargo, este
mecanismo de transferencia es acelerado y
magnificado, en valor de concentracién
(ppm), en presencia de organismos en el sis-
tema analizado.

En las experiencias de la cinética de
incorporacion de Hg en E. portoricensis, los
ejemplares utilizados fueron hembras adultas
maduras, con una talla promedio de cefalo-
torax de 2.5 a 3.8 cm, en los cuales no fue
detectada la presencia de Hg en los ensayos

CUADRO 3

Factor de bioconcentracion de mercurio en Emerita portoricensis durante la exposicién a 1 ppm de Hg por 24 h.

TABLE 3

Mercury bioconcentration factor in Emerita portoricensis during exposure to o 1 ppm of Hg for 24 h.

Factor de bioconcentracion

(horas)
1 3 6 12 24
3.88 8.41 14.74 48.33 171.99
0.39 2.58 2.10 5.29 2253

Fs Scheffe

179.95%** 1361224

El cuadro muestra los valores promedios y la desviacion estindar. N=6

*5% pe0,001
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Fig. 2. Concentracion de mercurio en Emerita por-
toriscensis expuesta a 1 ppm de Hg durante 24 h. A:
Organismo completo, (Fs=32.54, p <0.001), Scheffe 13
6 12 24. B: Caparazon (Fs=22.22 p<0.001) 13 6 12 24.
C: Tejido blando (Fs: 60.47, p< 0.001) 136 12 24, Las
barras representan los valores promedios y las lineas la
desviacion estdndar. N=6

Fig. 2. Mercury concentration in Emerita portoriscensis
exposed to 1 ppm of Hg for 24 h.A: whole organism,
(Fs=32.54, p <0.001), Scheffe 13 6 12 24. B: Carapace
(Fs=22.22 p<0.001) 13 612 24. C: Soft tissue (Fs: 60.47,
p<0.001) 136 1224. Bars: means, Lines: standard devi -
ation. N=6

control. En la Fig. 2A se muestra la cinética
de incorporacion del Hg en los organismos
enteros (tejido blando—caparazén), obtenién-
dose valores significativos de Hg a partir de
las tres horas de exposicion. A las 12 hr se
observé un incremento que muestra su max-
imo de incorporacion al final del ensayo. Por
otra parte, la diseccion de los organismos
permitié diferenciar la concentracién de Hg
adsorbida al caparazén (Fig.2B) y aquella
que se encuentra intracelularmente en el teji-
do blando (Fig.2C). Estos resultados mues-
tran una adsorcion no significativa del metal
al caparazoén entre 1 y 3hr. Sin embargo, a

-partir de 6 hr el incremento de la adsorcién es

significativo hasta alcanzar su maximo valor
al final del ensayo. La concentracién
intracelular de Hg a nivel del tejido blando
muestra valores en ascenso significativo
hasta 12 hr de exposicién, sin embargo, indi-
ca una estabilizacién de la acumulacién a
partir de ese momento y hasta las 24hr.

Los factores de bioconcentracién (FBC)
son definidos por la relacién entre la concen-
tracién de Hg en el organismo (tejido blando)
y la concentracién en el agua (Rand y
Petrocelli 1985) para cada uno de los tiem-
pos de la cinética. Los valores obtenidos
(Cuadro 3) indican que los FBC mantienen
una relacién directa con el tiempo de exposi-
cién, aumentando significativamente para
cada tiempo analizado. Los organismos
poseen la capacidad de acumular en dos
ordenes de magnitud en ppm, la concen-
tracion a la cual fueron expuestos en el tiem-
po inicial del ensayo.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente
trabajo muestran tres aspectos importantes
en relacioén con los ensayos toxicoldgicos y
la capacidad de bioconcentraciéon del
crustaceo E portoriscensis. 1. Se evidenci6 la
transferencia del mercurio a escala de un
microscosmo cerrado (agua-sedimento) en
condiciones de laboratorio y la contribucién
de la biota, en este caso Emerita, en la
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dindmica de dicho proceso. 2. Se detecto la
incorporacion del metal dentro del organis-
mo en tiempos de exposicion cortos (24 hr),
mostrando asi la capacidad de absorcién de
dicha especie. 3. Se demostro el potencial de
E. portoricensis como organismo bioconcen-
trador de metales pesados en los ambientes
acudticos.

El proceso de transferencia de los metales
de la columna de agua a los sedimentos
depende generalmente de factores comple-
jos, tanto abidticos como bidticos, que
definen la particién del toxico en ambos
compartimentos. En los ensayos de distribu-
ci6én de Hg entre agua y sedimentos se pudo
observar que el porcentaje de pérdida por
evaporacién o adsorcién a las paredes del
acuario, cuando el compartimento agua esta
solo, no representé mas de 12% de la con-
centracion inicial utilizada, a pesar de ser
uno de los metales con menor temperatura de
evaporacion (Forstner y Withman, 1981). En
presencia de sedimentos, la concentracion de
Hg en el agua después de 24 hr se mantiene
en 53% de su concentracion inicial. Los sed-
imentos, los cuales inicialmente no contenian
Hg, a las 24 hr contienen una cantidad signi-
ficativa del metal (0.390.01 ppm). Esta trans-
ferencia o flujo entre ambos compartimentos
ha sido sefnalada por otros autores como el
producto de la gran afinidad del Hg por las
particulas del sedimento (Langston 1985),
asi como de procesos de unién entre los posi-
bles elementos del sedimento, como el hierro
y manganeso en forma de hidréxidos, con el
carbon organico particulado. Por otra parte,
sustancias himicas que pueden estar pre-
sentes en la fraccién particulada del sedi-
mento han sido reportadas como importantes
enlazadores de los metales pesados
(Chapman et al. 1998). Todos estos procesos
quimicos antes mencionados, son incremen-
tados por la presencia de organismos ben-
tonicos como Emerita. Los resultados mues-
tran, a 24 hr de exposicion, una transferencia
al sedimento de aproximadamente 90% del
Hg soluble presente en la columna de agua.
Esta aceleracién en el proceso de transferen-

cia puede ser explicada por diversos factores
dependientes de los organismos presentes: 1.
El constante movimiento del sedimento pro-
ducido por un organismo filtrador como
Emerita aumenta la interaccion entre éste y
la columna de agua, favoreciendo el inter-
cambio entre ambos compartimento. 2. La
posible excreciéon de mucus, formado por
acido sialico, el cual acelera la sedi-
mentacién de los iones metalicos (Eddy y
Fraser 1992).

La importancia de los organismos dentro
de la dindmica de los metales pesados entre
agua y sedimento ha sido también demostra-
da con metales esenciales, como Cu y Zn por
Marcano et al. (1992)- El observé incremen-
tos de la concentracién inicial de estos met-
ales en el sedimento, de 0.5 y 10 ppm a 4y
15.6, respectivamente, en presencia de
Euritoe coplanata durante 7 dias de ensayo.

Este tipo de resultados han sido observa-
do en presencia de organismos como oligo-
quetos, larvas del género Diptera, crustaceos
y moluscos, confirmando que la biopertur-
bacion que ejercen sobre las capas superfi-
ciales de sedimento contribuye de manera
importante al intercambio y biodisponibili-
dad de los iones metalicos en los comparti-
mentos agua y sedimentos (Deaver y
Rodgers 1996).

El anélisis de incorporacion del Hg en E.
portoricensis mostré que este organismo
posee la capacidad de absorber el ion metali-
co y concentrarlo intracelularmente, como se
observa en la Fig.(2C). La separacién entre
caparazon y tejido blando nos permite difer-
enciar dos tipos de procesos: uno pasivo de
quelacién y adsorcién al caparazén y otro
activo de incorporacién dentro del organis-
mo. El proceso pasivo es bien conocido hoy
en dia por la gran afinidad que presentan los
metales pesados por el carbonato de calcio,
donde queda inmovilizado el ion, sin pene-
trar al resto del organismo; esta unién puede
ser alterada por el pH del medio y la salin-
idad, haciendo disponible de nuevo la forma
libre del metal (Chapman et al. 1998). Los
procesos activos de incorporacién ocurren
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generalmente via aparato branquial, donde el
flujo de agua permite, a su vez, el flujo del
Hg, como ha sido demostrado en diferentes
organismos benténicos (Bianchini y Gilles
1996). En E. portoricensis, no ha sido estu-
diada hasta el momento la principal via de
entrada del Hg, sin embargo, su distribucion
a nivel intracelular, sugiere al tejido bran-
quial como 6rgano acumulador (Garcia y
Lemus, en preparacion).

Otra caracteristica que debe ser tomada
en cuenta en este tipo de organismos, es la
presencia de exoesqueleto e integumentos
externos, los cuales muestran una gran
capacidad de adhesion de metales pesados,
sin alterar significativamente el metabolismo
del organismo (Barnes 1997).

Todos estos elementos (caparazdn-
exoesqueleto-tejido blando) estdn incluidos
en la concentracion reportada como organis-
mo entero (Fig.2A). Se observa que a partir
de 12 hr de exposicién, tanto en el organismo
entero como en el tejido blando, las concen-
traciones acumuladas en Emerita no mues-
tran diferencias significativas, lo que sugiere
una posible estabilizacién en el proceso de
incorporacién, o una saturacién de los sitios
de enlace, asi como del propio mecanismo
activo de absorcion del metal. Esta acumu-
lacién de Hg en E. portoricensis es magnifi-
cada al calcular los valores del factor de bio-
concentracién, ya que, en este caso, la
relacién se establece con base en la concen-
tracién detectada en el agua, para cada uno
de los tiempos de exposicion. A pesar de ser
tomada en cuenta exclusivamente la concen-
tracion en los tejidos blandos del organismo,
los valores muestran una bioconcentracién
de dos o6rdenes de magnitud superior a la
concentracion del medio circundante, sin
mostrar efectos observables visualmente de
dafio fisiolégico o de alguna intoxicacion
aparente. Esto contrasta con los resultados
obtenidos de algunas especies eurialinas de
cangrejos, en las cuales la misma concen-
tracién de Hg (1 ppm) es letal, a tiempos de
exposicion similares. (Bianchini y Gilles
1996).

Los factores de bioconcentracién son una
relacién .entre las concentraciones en el
medio exterior y en los organismos. Estos
factores definen la capacidad de los organis-
mos de almacenar diferentes t6xicos y en
consecuencia, de adquirir concentraciones
superiores a las detectadas en el medio cir-
cundante. Por ello, han sido utilizados como
punto de referencia para evaluar la capacidad
de bioacumulacién y biomagnificacién en
los procesos de transferencia a nivel de cade-
na trofica en los diferentes ecosistemas.

Por esta razén, la capacidad mostrada por
E. portoricensis de almacenar altas concen-
traciones de mercurio en cortos periodos, sin
causar mortandad en el organismo, sugiere la
utilizacién de esta especie tropical como un
excelente organismo bioindicador de ambi-
entes marinos costeros contaminados.
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RESUMEN

En los ensayos de toxicidad, los organis-
mos bentonicos han sido los mejores indi-
cadores para el estudio de los contaminantes,
dada su continua interaccién con el sedimen-
to y la columna de agua. El mercurio repre-
senta uno de los iones metalicos de mayor
toxicidad y con gran afinidad con las particu-
las del sedimento y por esta razén, se ha
reportado grandes concentraciones de este

. metal en las poblaciones de organismos ben-

tonicos. El género Emerita es muy abundante
en las costas venezolanas y es un buen
bioacumulador de contaminantes, sin embar-
g0 son muy escasos los ensayos toxicoldgi-
cos realizados con este género. Este estudio
reporta la distribucién del Hg en la columna
de agua y los sedimentos, mediante de
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ensayos estéticos de corta duracion (24 hr) y
discute la capacidad de E. portoricensis para
bioconcentrar mercurio en condiciones de
laboratorio. Los resultados obtenidos indican
que la dindmica de transferencia del Hg entre
el agua y los sedimentos es incrementada por
la presencia de Emerita en los ensayos. Por
otro lado, el anélisis de la cinética de incor-
poracién del Hg en E. portoricensis mostro
una rapida absorcion del metal, alcanzando
altas concentraciones, en tiempos de exposi-
cion cortos.
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