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RESUMO

Os produtos de coidado persoal (PCPs) son contaminantes emerxentes presentes
de forma habitual nos medios acuéticos. Tefien efectos negativos para o ecosistema e a
saude humana actuando principalmente como disruptores enddcrinos. Ademais adoitan ser
bioacumulados en organismos como Corbicula fluminea, un bivalvo benténico invasor e
filtrador empregado frecuentemente como bioindicador de contaminaciobn mediante
biomarcadores moleculares. Neste traballo emprégase a inhibicién da filtracion como
biomarcador, para testar os efectos téxicos dos PCPs, cuantificandoa a través da
porcentaxe de remocion de algas e a taxa de aclaramento per capita (CRmax). A porcentaxe
de remocién das algas foi do 100% nos primeiros 30 minutos, o que condicionou a CRmax
dos individuos. Aparentemente o TCS e a BP-4 non tefien efectos na taxa de filtracion de
C. fluminea, resultado que poderia estar causado polo desefio do método experimental.

RESUMEN

Los productos de cuidado personal (PCPs) son contaminantes emergentes
presentes de forma habitual en los medios acuéticos. Tienen efectos negativos para el
ecosistema y la salud humana actuando principalmente como disruptores endocrinos.
Ademas suelen ser bioacumulados en organismos como Corbicula fluminea, un bivalvo
bentonico invasor y filtrador empleado frecuentemente como bioindicador de contaminacién
mediante biomarcadores moleculares. En este trabajo se ha usado la inhibicién da filtracion
como biomarcador, para testar los efectos toxicos de los PCPs, cuantificAndola a través del
porcentaje de remocion de algas y la tasa de aclarado per capita (CRmax). El porcentaje de
remocién das algas fue del 100% en los primeiros 30 minutos, lo que condicion6 la CRmax
de los individuos. Aparentemente el TCS y la BP-4 no tienen efectos en la tasa de filtracion

de C. fluminea, resultado que podria estar causado por el disefio del método experimental.

ABSTRACT

Personal care products (PCPs) are emerging contaminants commonly found in
aquatic environments. They have negative effects for the ecosystem and human health
acting mainly as endocrine disruptors. Moreover, they are usually bioaccumulated in

organisms such as Corbicula fluminea, an invasive benthic bivalve and filter feeder
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frequently used as a bioindicator of contamination by molecular biomarkers. In this work, the
inhibition of filtration as a biomarker has been used to test the toxic effects of PCPs,
guantifying it through the percentage of algae removal and the clearence rate per capita
(CRmax). The percentage of removal of algae was 100% in the first 30 minutes, which
conditioned the CRmax of the individuals. Apparently, the TCS and the BP-4 have no effects
on the filtration rate of C. fluminea, a result that could be caused by the design of the

experimental method.

Palabras chave: PCPs, triclosan, benzofenona-4, Corbicula fluminea, taxa de filtracion.

Palabras clave: PCPs, triclosan, benzofenona-4, Corbicula fluminea, tasa de filtracion.

Keywords: PCPs, triclosan, benzophenone-4, Corbicula fluminea, filtration rate.



1. INTRODUCION

Na ultima década os produtos de coidado persoal (PCPs, Personal Care Products)
pasaron a formar parte dos contaminantes organicos emerxentes mais estendidos nos
medios acuaticos (Bu et al., 2013; Daughton e Ternes, 1999). Os PCPs inclien diversas
substancias quimicas como medicamentos, fragancias, desinfectantes que se engaden a
xabodns, pantallas solares, etc. (Boxall et al., 2012). As principais vias de entrada destes
compostos no medio ambiente son as augas residuais de procedencia urbana, industrial,
agricola ou hospitalaria (Xie et al., 2019). Asi, moitos farmacos non son totalmente
degradados nos procesos de tratamento de augas (Daughton e Ternes, 1999), aparecendo
nos medios acuaticos en concentracions que van desde ng/L a pg/L (Fick et al., 2015).
Ademais, moitos PCPs poden persistir no ecosistema incluso durante anos (Monteiro e
Boxall, 2009). A presenza destes produtos mesmo en concentracions baixas pode ser
perxudicial para o ecosistema e tamén para a saude (Ashfaq et al., 2017; Rico et al., 2013).
Por exemplo, hai evidencias de que os PCPs tefien efectos como disruptores endécrinos e
tamén potencial carcinoxénico, teratoxénico e mutaxénico (Zhang et al., 2015). Ademais
estes compostos tefilen a capacidade de ser bioacumulados en organismos a diferentes
niveis troficos (Kannan et al., 2005).

Alguns bivalvos, como Corbicula fluminea, son empregados con frecuencia como
biomonitores para a deteccién e cuantificacion da contaminacion por farmacos e PCPs nos
medios acuéticos (Brandao et al., 2014). C. fluminea é un bivalvo de auga doce, benténico
e de tamafio mediano, que vive nas interfaces auga-sedimento (Fan et al., 2018). A sUa
cuncha é triangular redondeada, con costelas conceéntricas e con coloracion entre amarela
e negra (Prezant e Tan-Tiu, 1985). E un organismo orixinario de Asia, Africa e Australia que
se expandiu masivamente por todo o mundo (Rosa et al., 2011; Sousa et al., 2008),
guedando catalogado como un dos 100 peores organismos invasores no proxecto DAISIE
(2008). En Europa esta considerada unha especie exética invasora que causa impactos
negativos para os bivalvos autéctonos (Sousa et al., 2008) dende 1980, cando foi rexistrada
por primeira vez en Francia e Portugal, mais ainda se descofiece o vector de entrada
(Mouthon, 1981). En Galicia esta presente alomenos nos rios Mifio, Sil, Deva e Mero (Lois,
2010).



E un organismo que se alimenta por filtracion, nun proceso no que estan involucradas
principalmente as branquias (Jgrgensen, 1996). Non & un proceso selectivo, polo que pode
filtrar algas, bacterias e particulas presentes na columna de auga (Foe e Knight, 1986). A
filtracion é sensible a estimulos externos e isto afecta & apertura e peche das valvulas
(Jargensen, 1996). Ten a capacidade de acumular diferentes contaminantes durante a
filtracion, o que lle confire un gran potencial para detectar contaminacions ambientais (Chen
et al., 2012). Debido a esta caracteristica foi elixida para realizar este estudo, ademais da
facilidade para mantelas no laboratorio e as reducidas restricibns éticas sobre a sua
manipulacion. Con todo, presenta como desventaxa o feito de ser mais tolerante que outros

bivalvos a factores de estrés (Bidwell et al., 1995; Liao et al., 2008; Oliveira et al., 2015).

A apertura e peche das valvulas é unha resposta defensiva para evitar factores de
estrés como os contaminantes (Doherty et al., 1987; Jou et al., 2009). Neste estudo
empregouse como biomarcador, que aqui definimos como calquera cambio nunha resposta
bioloxica provocado pola exposicion ou o efecto téxico dos produtos quimicos no medio

ambiente (Peakall, 1994), a inhibicion da alimentacion nas ameixas.

2. OBXECTIVO

O obxectivo deste traballo é estudar o potencial biomarcador do comportamento de
filtracion da ameixa asiatica, Corbicula fluminea, ante a exposicién a dous contaminantes
emerxentes, o triclosan e a benzofenona-4. Para elo analizouse como parametro de
resposta aos contaminantes a taxa de filtracion do animal mediante a porcentaxe de

remocion de algas e a taxa de aclaramento per capita (CRmax).



3. MATERIAL E METODOS

3.1Descricion da especie

O xénero Corbicula pertence a clase Bivalvia, subclase Heterodonta, orde
Veneroida, superfamilia Corbiculoidea e familia Corbiculidae (Vaught, 1989). Corbicula
fluminea foi descrita por Muller en 1774 como Tellina fluminea pero tras sucesivas revisions
pasou a formar parte do xénero Corbicula.

E un bivalvo eulamelibranquio con cuncha redondeada, chegando aproximadamente
aos 40 mm de lonxitude media ainda que non adoitan superar os 25 mm (Aguirre e Poss,
1999). Estd composta por duas valvulas equilateras convexas, articuladas pola rexion
dorsal. A cuncha esté cuberta por un periostraco amarelo, negro ou verde, ornamentado
con costelas concéntricas moi marcadas (Fig. 1), que proporcionan informacién sobre a

idade dos individuos. Na parte interna da cuncha (Fig. 2) aprécianse as impresions da

insercion dos musculos adutores, un marcado seno paleal e a charnela heterodonta.

Figura 1. Morfoloxia externa da cuncha na Figura 2. Morfoloxia interna da cuncha na que se
que se aprecian as costelas concéntricas do observan as impresiéns musculares e o seno paleal.
periostraco. Fotografia da autora. Fotografia da autora.

Esta especie pode desenvolverse en habitats de estuario, lagos e correntes de auga,
ainda que amosa preferencia por augas doces de corrente rapida, ben osixenadas e con
baixa salinidade. O seu mecanismo de dispersién natural é deixarse arrastrar polas
correntes, mais sospéitase que a sua forte dispersibn como especie invasora esta
relacionada con actividades humanas como o transporte en embarcacions, o uso como

cebo de pesca ou o comercio para acuarofilia (McMahon, 2000).



E un organismo que se alimenta por filtracion manifestando taxas de filtracion

variables que poden ser moi elevadas, entre 300 — 2500 L/h (McMahon e Bogan, 2001).

C. fluminea é unha especie iteropara con xeracions que se solapan. E hermafrodita
presentando simultaneamente gametos masculinos e femininos (Jiménez, 2004). O rapido
crecemento, a madurez sexual a idades temperas, a alta fecundidade e o ciclo de vida curto
son caracteristicas que dotan a esta especie dun elevado potencial invasor, sendo capaz

de colonizar habitats moi diversos (Araujo et al., 1993).

3.2Produtos de coidado persoal (PCPs)

O triclosan (TCS; 5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi) fenol) € un axente antimicrobiano de
amplio espectro empregado en xabons, dentifricos, cremas, desodorantes, roupa deportiva,
zapatos, etc. (Singer et al., 2002). E un composto aromatico clorado (Fig. 3) con grupos
éter e fenol, hidroliticamente estable, pouco volatil e hidrofébico (Lépez-Avila et al., 1980).
O TCS bloquea a biosintese de lipidos (Mcmurry et al., 1998) e estudos recentes suxiren
que ten potencial androxénico e antiestroxénico (Gatidou, 2007). Poderia afectar a

organismos diana e a outros organismos do medio fluvial (Wilson et al., 2003).
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Figura 3. Estrutura quimica do triclosan (Schweizer, 2001).

A benzofenona-4 (BP-4; 2-Hidroxi-4-metoxibenzofenona-acido sulfénico) é un dos
filtros UV mais empregados nos produtos para a proteccion da pel (De Laurentiis et al.,
2013). E un composto aromatico (Fig. 4) que mostra potencial como disruptor da actividade
endocrina e tamén xenotoxicidade (Zhang et al., 2017).

0O
OH

Figura 4. Estrutura quimica da benzofenona-4 (Zhao et al., 2013).



3.3 Mostraxe de C. fluminea e aclimatacién as condiciéns de laboratorio

Os exemplares de C. fluminea foron recollidos no rio Mero, no aliviadero da presa de
Cecebre (A Coruia, 43°17'32.2" N 8°18'20.1" W) (Fig. 5). A mostraxe realizouse nunha
zona pouco profunda do rio, e cun trueiro as ameixas foron recollidas do sedimento (Fig.

6). Despois foron transportadas ao laboratorio en auga do propio rio.

Figura 5. Zona do rio Mero na que se fixo a mostraxe. Figura 6. Recollida de ameixas co trueiro. Fotografia
Fotografia da autora. da autora.

No laboratorio as ameixas foron seleccionadas nun rango de tamafo antero-
posterior entre 10-14 mm. Para a sUa aclimatacion os animais mantivéronse en corentena
durante unha semana cun cambio de auga progresivo, cada 48 horas, entre auga de rio e
auga de billa sen cloro. O primeiro dia a relacion foi 2/3 de auga de rio e 1/3 de auga de
billa sen cloro; aos dous dias cambiouse a auga nunha proporcién inversa, 2/3 de auga de
billa e 1/3 de auga de billa sen cloro; e o ultimo cambio de auga na corentena fixose
engadindo s6 auga de billa sen cloro. Ademais permaneceron con osixenacion constante e
a unha temperatura de 18°C, e cun ritmo de luz-escuridade de 12-12 horas. Foron
alimentadas con microalgas da especie Chlamydomonas reinhardtii cada 48 horas, nunha

concentracion de 5x10° células/mL.

3.4 Cultivo das microalgas

A cepa de Chlamydomonas reinhardtii Dangeard empregada foi a CCAP 11/32A mt*,
obtida da Coleccion de Cultivos de Algas e Protozoos do Laboratorio Marifio de
Dunstaffnage (Escocia, Reino Unido).

C. reinhardtii € unha microalga verde unicelular, doceacuicola, de aproximadamente

10 um de didmetro, con dous flaxelos e con reproducion sexual (Harris et al., 2001).



C. reinhardetii foi cultivada en medio TAP (Tris-Acetate-Phosphate) estéril en camaras
de cultivo con condicions controladas de luz e temperatura (Fig. 7), mantendo unha
temperatura constante de 18+1°C e unha intensidade aluminica de 68,25 km foton m? s
proporcionada por luces LED, cun ciclo de 24 h de periodos luz-escuridade (12 h de luz-
12h de escuridade).

Figura 7. Cultivo de Chlamydomonas reinhardtii en medio TAP. Fotografia da autora.

3.5 Determinacion da densidade celular

Para cuantificar a densidade celular do cultivo de microalgas proporcionado como
alimento, obtivéronse diferentes alicuotas do cultivo puro, que se fixaron con lugol debido
a que C. reindhardtii € mobil por flaxelos. Os recontos das células realizaronse cun

microscopio de contraste de fases e utilizando unha camara de reconto de tipo Neubauer.

As limitacions temporais do ensaio impediron a determinacion da densidade
microalgal de cada réplica mediante este método de reconto, polo que, co obxectivo de
facilitar as medicions, estabreceuse unha correlacion entre a densidade celular e a
absorbancia a 530 nm, obtendo unha recta de calibrado cun axuste lineal r’= 0,9966 (Fig.
8). Esta recta de calibrado permitiunos calcular a densidade celular en cada tratamento a
partir dos seus datos de absorbancia dun xeito moi rapido.
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Figura 8. Recta de calibrado densidade celular-absorbancia.

3.6Desefo experimental

Este traballo dividiuse en duas partes: unha parte previa de illamento dos individuos
de C. fluminea para o experimento e unha segunda parte na que se testaron os efectos

toxicos do triclosan e a benzofenona-4 sobre C. fluminea.

Asi, dos exemplares en corentena separaronse 130 individuos de 10-14 mm nun
bote con 500 mL de auga de billa declorada e foron alimentados con microalgas nunha
concentracion final de 5x10° células/mL. Mantivéronse nas mesmas condiciéns de cultivo
citadas anteriormente. Transcorrido este tempo prepararonse frascos de 50 mL para levar

a cabo o experimento.

As concentracions de exposicién ao triclosan foron: 0,2 mg/L; 0,4 mg/L e 0,6 mg/L.
As concentracions de exposicién & benzofenona-4 foron: 30 mg/L; 60 mg/L e 90 mg/L (a
preparacion dos stocks dos contaminantes atépase pormenorizada no Anexo I). Ademais
establecéronse dous controis, C1: sen contaminante, con microalgas e ameixas e C2: sen
ameixas pero con contaminante e microalgas. O control C2 dispuxose para descartar a
interaccién entre o contaminante e as microalgas, este control permitiu determinar que a
desaparicion das algas nos recipientes experimentais se produciu exclusivamente polo

comportamento de alimentacion das ameixas, xa que non se observaron efectos negativos
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nas algas ao estar expostas unicamente aos contaminantes nas suas diferentes

concentracions.

Fixéronse tres réplicas de cada concentracion e tres réplicas de cada un dos controis
nos frascos de 50 mL, nos que se introduciron 5 individuos dos que quedaran illados 24

horas antes e mantivéronse con aireacion constante (Fig. 9).

Figura 9. Individuos empregados para o ensaio de filtracion. Fotografia da autora.

Para os ensaios de filtracion, os frascos deixaronse durante unha hora na camara a
18°C para que os animais se aclimatasen. Tras este tempo engadiuselle cultivo de
microalgas a cada frasco nunha concentracion de 5x10° células/mL, momento no cal (t=0)
se tomou a primeira mostra para a posterior determinacion espectrofotométrica da sua
densidade microalgal. Proseguiuse co mesmo procedemento tomando mostras de 5 mL
cada 30 minutos durante 2 horas. Decidiuse non alongar o ensaio mais de 2 horas porque
a partir dese tempo as ameixas comezan a incrementar a producion de pseudofeces que

poden interaccionar coas lecturas de absorbancia (Castro et al., 2018).

Mediuse por triplicado a absorbancia a 530 nm de cada unha das réplicas ensaiadas,
determinando posteriormente a densidade celular media de cada concentracion de

contaminante e do control mediante a recta de calibrado (Fig. 8).

A taxa de filtracion dos animais cuantificouse como a porcentaxe de remocion de

algas ao longo do tempo e como a taxa de aclarado méximo (CRmax) per capita:

V-(Ci—Cf) —-V-(Bi—Bf)
V-Ci

e Remocion de algas (%) = 100 -

10



«  CRmaper capita (mL minindividuo®) = —-Ing,
onde V é o volume testado (50 mL); Ci e Ct son as densidades celulares iniciais
e finais dos tratamentos con contaminante a diferentes concentracions; Bi e Bt
son as densidades celulares iniciais e finais no control C1; n é o numero de
individuos presente en cada tratamento (n=5) e At é o periodo de tempo

transcorrido ao longo do ensaio (Castro et al., 2018).

3.7Determinacién da mortalidade dos individuos

As ameixas permaneceron expostas aos contaminantes durante 24 horas e,
transcorrido este tempo foron retiradas para comprobar o seu estado e determinar a
mortalidade dos individuos. A mortalidade foi testada mediante unha estima visual do

estado das cunchas, considerando mortas 4s ameixas coas valvulas abertas.

4. RESULTADOS

4.1Célculo dataxa de filtracion

Como se sinalou anteriormente, a taxa de filtracion dos animais foi avaliada mediante
a determinacién da porcentaxe de remocion de algas ao longo do tempo e como a taxa de

aclarado maximo (CRmax) per cépita.

As ameixas comezaron a filtrar tan pronto como lles foi proporcionado o alimento e
eliminaron unha gran proporcién de algas nos primeiros 30 minutos. Tras realizar 0s
calculos pertinentes decidiuse ter en conta unicamente os datos relativos aos 30 primeiros
minutos do ensaio debido a que neste tempo as ameixas foron capaces de eliminar
practicamente 0 100% das algas presentes nos recipientes tanto ao ser expostas a triclosan

como a benzofenona-4.

Aparentemente non se observan diferencias entre contaminantes, xa que as ameixas
eliminaron por filtracion case o 100% das algas presentes no medio nos primeiros 30

minutos, cando foron expostas a triclosan e tamén a benzofenona-4.
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A magnitude da concentracion parece non afectar tampouco ao comportamento de
alimentacion das ameixas. As diferentes concentracions de triclosan (0,2 mg/L; 0,4 mg/L e
0,6 mg/L) e benzofenona-4 (30 mg/L; 60 mg/L e 90 mg/L) non tefien efectos inhibitorios na
filtracion xa que as ameixas son capaces de retirar case a totalidade das algas en 30

minutos.

En canto 4 taxa de aclarado maximo (CRmax) per cépita volveuse a ter en conta sé o
periodo de tempo que comprendia os primeiros 30 minutos (Fig. 10 e 11) debido a que tras

ese tempo xa nhon habia algas no medio.

Triclosan

= = » N w w
o % o [0 o [0
s} o S o S o

CRmax per capita (mL- min!- individuo)
7
o

_ —

0,2 mg/L 0,4 mg/L 0,6 mg/L
Concentracion de contaminante

©
[=)
S

Figura 10. Taxa CRmax per capita cando as ameixas son expostas a diferentes concentracions
de triclos&n durante 30 minutos.
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Benzofenona-4

3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00

0,50

CRmax per capita (mL- min-1- individuo)

0,00
60 mg/L 90 mg/L

Concentracién de contaminante

Figura 11. Taxa CRmax per capita cando as ameixas son expostas a diferentes concentracions de
benzofenona-4 durante 30 minutos.

A taxa de aclaramento per capita fai referencia & cantidade de mL que cada individuo
€ capaz de filtrar por minuto. O método experimental presenta limitacions en canto a
determinacién da densidade celular, xa que se realiza cuantificando a densidade Optica da
mostra, circunstancia que ten consecuencias no calculo da CRmax per capita xerandose un
resultado incoherente na concentracion 30 mg/mL no caso da benzofenona-4, polo que este

dato non se tivo en conta.

Sen ter en conta este resultado obsérvanse potenciais diferenzas entre os
contaminantes. Percibese unha menor taxa de aclaramento per capita no triclosan, na que
o valor maximo acada 0,63 mL- min- - individuo, con respecto & benzofenona-4, na que o
valor maximo é 1,35 mL- min - individuo™.

Analizando cada contaminante por separado, no caso do triclosan apréciase un
descenso na CRmax a medida que aumenta a concentracion de contaminante, dandose o
valor maximo 0,63 mL- min*? - individuo* na concentracién mais baixa de triclosan, 0,2

mg/mL.

De forma oposta a CRmax aumenta a medida que aumenta a concentracion de
contaminante, dandose o valor maximo 1,35 mL- min' - individuo™ na concentraciéon mais

alta de benzofenona-4, 90 mg/mL.
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4.2 Cuantificacion da mortalidade de C. fluminea

Os contaminantes empregados non tiveron ningunha consecuencia letal para as
ameixas en ningunha das concentracions testadas. Todos os individuos experimentais

sobreviviron ao periodo de ensaio e as 24 horas de exposicion ao TCS e a BP-4.

5. DISCUSION

C. fluminea é un bivalvo comunmente empregado como biomonitor para a deteccion
e cuantificacibn da contaminacion, pero xeralmente estos estudos focalizanse nas
respostas bioguimicas da ameixa tras a exposicion a farmacos (Aguirre-Martinez et al.,
2015), pesticidas (Beltran e Pocsidio, 2010; Ramos et al., 2012), ou metais (Bigot et al.,
2011; Diniz et al., 2007). O estudo dos efectos provocados polos PCPs e outros

contaminantes emerxentes ainda esta en vias de desenvolvemento.

Os biomarcadores analizados mais frecuentemente son de tipo molecular, como por
exemplo os considerados por Aguirre-Martinez (2015): actividade da etoxiresorufina O-
deetilasa (EROD), actividade da glutation reductasa (GR), a peroxidacion lipidica (LPO),
danos no ADN, actividade de glutatiébn peroxidasa (GPX) ou a actividade da glutation S-
transferasa (GST).

A inhibicién da filtracion en C. fluminea por mor dos contaminantes emerxentes como
un mecanismo de defensa mediante a apertura e peche das valvulas (Jgrgensen, 1996) é

un biomarcador pouco empregado ata a data, cofiecéndose poucos ensaios ao respecto.

De acordo coa bibliografia existente (Jou et al., 2009; Liao et al., 2005; Tran et al.,
2003) este comportamento defensivo é un criterio a ter en conta para desenvolver ensaios

coa finalidade de caracterizar avaliaciéns ambientais.

Neste ensaio a filtracibn cuantificouse mediante un protocolo que estima a
porcentaxe de remocién de algas ao longo do tempo e a taxa de eliminacién de algas per

capita, CRmax, seguindo o método experimental empregado por Castro et al. (2018).

Observouse unha elevada variabilidade nos valores de CRmax, dende 0,21 mL- min?
- individuo™ no triclosan ata 1,35 mL- min? - individuo? na benzofenona-4. Esta variacion

nos valores concorda coa descrita na literatura, que van dende 0,7 a 342 mL- min-
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individuo* (Haines, 1979; Buttner e Heidinger, 1981; Way et al., 1990). A maior discrepancia
gue amosan 0s nosos resultados tefien relacion co feito de que C. fluminea é un dos
bivalvos filtradores mais potentes (Sylvester et al., 2005). Esta discordancia pode deberse

a diferentes factores.

O protocolo experimental amosa grandes limitacions que poden condicionar a
obtencion dos resultados. Por unha parte, a toma de mostras con varias réplicas de cada
frasco de ensaio incorpora unha limitacion temporal para a determinacion da densidade
microalgal, imposibilitando a cuantificacion desta mediante reconto ao microscopio. Por
este motivo simplificouse o procedemento adoptando un método de cuantificacion por
densidade 6ptica, no que se correlacionou a densidade celular coa absorbancia a 530 nm.
Este sistema de medicion presenta como ventaxa a axilizacion do ensaio pero ten como
gran inconvinte a posibilidade de estimar mal a densidade celular real, xa que se basea no

uso dunha recta de regresion a partir dos datos de absorbancias.

Outro punto a ter en conta € o nimero de individuos experimentais cos que se levou
a cabo o ensaio. Noutros traballos (Castro et al., 2018) engadiron un Unico exemplar en
cada frasco de experimentacion. Neste ensaio foron 5 os individuos presentes por frasco,
circunstancia que puido interferir na taxa de filtracibn, e como consecuencia isto puido

causar a eliminacion do 100% das microalgas nos primeiros 30 minutos do ensaio.

Debido a presenza de madis individuos e a toma de mostras en periodos de 30
minutos as ameixas foron capaces de retirar gran cantidade de algas ao inicio do ensaio.
Tomando de novo como referencia o traballo de Castro et al. (2018) outra das posibles
causas que puido repercutir nos resultados obtidos foi o intervalo de tempo no que se
tomaron as mostras, xa que neste caso o facian cada 10 minutos, proporcionando asi unha

maior cantidade de datos coa que estimar a porcentaxe de remocion e a CRmax.

Outra posible explicacion a esta resposta andmala en C. fluminea, que non detivo o
seu comportamento filtrador ante a exposicion a contaminantes, é que a ameixa pode estar
adaptada a presenza destos compostos (TCS e BP-4) nas zonas nas que se atopa

distribuida como organismo invasor.
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6. a. CONCLUSIONS

A metodoloxia experimental empregada neste traballo debe ser revisada para poder

determinar de forma fiable os efectos de diferentes contaminantes sobre a ameixa asiatica.

Os contaminantes testados, triclosan e benzofenona-4, non induciron ningun efecto
toxico en Corbicula fluminea en ningunha das concentracions ensaiadas, resultado que
pode non ser realista debido &as limitacibns que presenta o0 protocolo experimental

empregado.

6. b. CONCLUSIONES

La metodologia experimental empleada en este trabajo debe ser revisada para poder

determinar de forma fiable los efectos de diferentes contaminantes sobre la almeja asiética.

Los contaminantes testados, triclosan y benzofenona-4, no indujeron ningun efecto
toxico en Corbicula fluminea en ninguna de las concentraciones ensayadas, resultado que
puede no ser realista debido a las limitaciones que presenta el protocolo experimental

empleado.

7. c. CONCLUSIONS

The experimental methodology used in this work should be reviewed in order to

reliably determine the effects of different contaminants on the Asian clam.

The pollutants tested, triclosan and benzophenone-4, did not induce any toxic effect
on Corbicula fluminea in any of the tested concentrations, a result that may not be realistic

due to the limitations of the experimental protocol used.
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ANEXO I: PREPARACION DOS STOCKS DE CONTAMINANTES

Triclosén

Ci-Vi=Cs- Vi

X - 80 UL = 0,6 mg/L - 160000 pL

x=1,2 mg/L

Pésanse 0,0024 g en 2000 puL de metanol

0 (control 1) 0 25
0,2 8 17
0,4 17 8
0,6 25 0

Benzofenona-4

Ci-Vi=Cs- Vi

X - 80 pL = 90 mg/L - 160000 pL

x = 180 mg/L

Pésanse 0,018 g en 100 pL de metanol

0 (control 1) 0 25
30 8 17
60 17 8
90 25 0
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