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     Giovanna Vera-Diego1,* & Jorge Tam-Málaga1,2

The present study had an objective to determine the toxicity of cadmium ion 
(Cd+2) using the bivalve mollusk Argopecten purpuratus (Lamarck 1819) “concha 
de abanico” and to estimate the ecotoxicological risk in different areas of the 
Peruvian coast. Juvenile and adult individuals were collected from Pucusana 
Bay (Lima, Peru), and acute (96 h) ecotoxicological bioassays were carried 
out with six concentrations and a control. Mean effective concentration (CE50) 
and ecotoxicological risk was calculated in selected areas, resulting in null 
risk (Mesa Point), low risk (Sechura Bay and Paracas Bay), and medium risk 
(Conchan Beach). The mean effective concentration of Cd+2 using scallop was 
lower in juveniles (0,352 mg·L-1) than in adults (0,545 mg·L-1), and this species 
was more sensible to Cd+2 than other Peruvian native species, which supports 
the hypothesis that Peruvian scallop is an adequate test organism for carrying 



Vera-Diego & Tam-Málaga

294

PA
ID

E
IA

 X
X

I

out ecotoxicological bioassays. These results will allow for the establishment 
of corrective measures, such as permanent monitoring and effluent treatment 
systems, to maintain the integrity and health of marine ecosystems where 
fishing and aquaculture activities are carried out.

Keywords: cadmium – ecotoxicological risk – mortality – Peru – pollution – 
scallop 

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la toxicidad del ión cadmio 
(Cd+2) usando el molusco bivalvo Argopecten purpuratus (Lamarck 1819) “concha 
de abanico” y estimar el riesgo ecotoxicológico en diferentes áreas de la costa 
peruana. Se colectaron individuos juveniles y adultos de la Bahía Pucusana 
(Lima, Perú), y se realizaron pruebas ecotoxicológicas agudas a 96 h con seis 
concentraciones de Cd+2 más un control. Se calculó la concentración efectiva 
media (CE50) y el riesgo ecotoxicológico de cuatro áreas seleccionadas, resultando 
en riesgo nulo (Punta Mesa), riesgo bajo (Bahía Sechura y Bahía Paracas) y 
riesgo medio (Playa Conchán). La concentración efectiva media de Cd+2 usando 
la concha de abanico fue menor en juveniles (0,352 mg·L-1) que en adultos 
(0,545 mg·L-1), y esta especie fue más sensible al Cd+2 que otras especies nativas 
peruanas, lo cual apoya la hipótesis de que la concha de abanico es un organismo 
prueba adecuado para realizar bioensayos ecotoxicológicos. Estos resultados 
permitirán establecer medidas correctivas, como monitoreos permanentes y 
sistemas de tratamiento de efluentes, para mantener la integridad y salud de 
los ecosistemas marinos donde se realizan actividades de pesca y acuicultura.

Palabras clave: cadmio – concha de abanico – contaminación – mortalidad – 
Perú – riesgo ecotoxicológico

RESUMEN
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INTRODUCCIÓN
Los ecosistemas de nuestro plane-

ta están siendo alterados por la conta-
minación de tipo antropogénico, pro-
vocando la extinción de especies que 
habitan aire, suelo y agua; así como la 
reducción de la calidad de los alimen-
tos que el planeta provee y afectando 
la salud de los seres humanos. Uno de 
los agentes contaminantes más peli-
grosos son los metales pesados (cobre, 
plomo, mercurio, cadmio, etc.), que se 
utilizan ampliamente en las activida-
des industriales, mineras, agrícolas, 
entre otras, y que se necesitan contro-
lar para evitar sus impactos negativos 
(Machovsky-Capuska et al., 2020; Pa-
bón et al., 2020; Stewart et al., 2021)

El cadmio (Cd+2) es uno de los 
metales pesados que forma parte de 
rocas y suelos, se encuentra asociado 
con el zinc, y está siendo liberado al 
medio ambiente a una tasa de 25000 t 
anuales (Reyes et al., 2016). En el mar, 
este metal pesado está considerado 
dentro de los parámetros de control en 
los monitoreos ambientales tanto en la 
columna de agua como en organismos 
bentónicos (Cárdenas, 2017; Yu et 
al., 2021; Xu et al., 2021). Además, 
se encuentra legislado mediante 
estándares de calidad en diferentes 
países (Canadian Council of Ministers 
of the Environment, 1999; Karthikeyan 
et al., 2021). La Organización Mundial 
de la Salud (OMS) estableció un 
límite para la ingesta de este metal 
en 7 ug·kg-1 de peso corporal en los 
humanos, siendo el riñón el órgano 
diana para controlar la toxicidad y puso 

énfasis sobre las alteraciones óseas que 
causa en la ingesta de un alto consumo 
de mariscos y carnes de organismos 
marinos (PNUMA, 2010; Madueño, 
2017; Loaiza et al., 2018; Bosh et al., 
2020; García-Chevesich et al., 2021). 

A nivel mundial, se han realizado 
bioensayos determinando la toxicidad 
del cadmio en moluscos (Swiacka et al., 
2019). En el Perú, se han encontrado 
valores de Cd+2 que sobrepasan 
los estándares en los tejidos de los 
organismos marinos, especialmente 
de moluscos (Marín & García, 2015; 
Condori et al., 2021; Loaiza et al., 
2022), debido a ello se hace necesario 
realizar estudios de causa-efecto con 
organismos autóctonos o nativos que 
sirvan de base para programas de 
manejo del riesgo ecotoxicológico en 
nuestro país.

El riesgo ecotoxicológico se determi-
na a partir de bioensayos de laborato-
rio, y permite dar soporte a las leyes o 
normas sobre la calidad del agua para 
proteger a los ecosistemas en diferen-
tes países de América, Asia y Europa 
(Moledo et al., 1998; Karthikeyan et 
al., 2020; Zhang et al., 2021; Lara et 
al., 2022). En el Perú, hay estudios so-
bre toxicidad de diversos metales y con 
especies de diversos niveles tróficos, 
pero no se han realizado pruebas eco-
toxicológicas en agua ni se ha estima-
do el riesgo ecotoxicológico del cadmio 
usando la especie nativa Argopecten 
purpuratus (Lamarck, 1819) “concha 
de abanico”, a pesar de su importancia 
ecológica y económica (Córdova-Rodri-
guez, 2021). En este contexto, se hipo-
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tetiza que la concha de abanico es un 
organismo sensible para ser utilizado 
como organismo prueba en bioensayos 
ecotoxicológicos.

Por tales motivos, se plantearon 
como objetivos del presente trabajo: 
(i) estimar la toxicidad de Cd+2 usando 
la concha de abanico A. purpuratus, 
(ii) comparar la toxicidad del Cd+2 en 
la concha de abanico con respecto a 
otras especies nativas peruanas, y (iii) 
evaluar el riesgo ecotoxicológico del 
Cd+2 en diferentes áreas de la costa 
peruana, basado en la toxicidad sobre 
la concha de abanico. 

MATERIALES Y MÉTODOS
Colecta de organismos y acondiciona-
miento: la colecta de organismos se 
efectuaron y las pruebas ecotoxicológi-
cas ser realizaron en el Laboratorio de 
Ecotoxicología Acuática del Instituto 
del Mar del Perú (IMARPE), Lima, Perú. 
Los 300 individuos de A. purpuratus 
“concha de abanico” fueron colectados 
de la concesión de cultivos de la em-
presa Mariexport (Bahía de Pucusana, 
Lima, Perú Fig. 1). El tiempo de acondi-
cionamiento de las conchas de abanico 
fue de una semana, con recambios dia-
rios de agua y alimento fitoplanctónico 
(Chaetoceros gracilis Schütt, 1895, Iso-
chrysis galbana Parke, 1949, y Duna-
liella tertiolecta Butcher, 1959). 

Figura 1. Ubicación del banco de concha de abanico frente a La Tiza 
(cuadrado) (izquierda) y áreas seleccionadas para evaluar el 

riesgo ecológico (derecha). 
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Preparación de las soluciones del 
metal cadmio

Se prepararon diluciones de 
cloruro de cadmio (CdCl2) a partir 
de una solución stock de 61,322 mg 
de Cd+2·L-1. Como agua de dilución 
se utilizó agua de mar esterilizada 
con luz U.V.  Se realizó una prueba 
preliminar o «screening test» con un 
control y cinco niveles de cadmio 
desde 0,1 mg·L-1 a 0,9 mg·L-1, con dos 
réplicas por nivel, por un tiempo de 24 
h, obteniéndose los rangos finales de 
cadmio y las pruebas definitivas tanto 
para juveniles como para adultos. 
Para las pruebas definitivas se utilizó 
un control y seis concentraciones de la 
solución de cadmio desde 0,1 m·L-1 a 
0,7 mg·L-1, para las conchas juveniles, 
y desde 0,4 a 0,8 mg·L-1 para las 
conchas adultas, con tres réplicas por 
nivel.

Pruebas ecotoxicológicas
El procedimiento para realizar las 

pruebas ecotoxicológicas con A. pur-
puratus siguió el Manual Introductorio 
de Ecotoxicología Acuática (Sánchez & 
Vera, 2001) y los protocolos de trabajo 
de la Agencia de Protección del Medio 
Ambiente (USEPA) de Weber (1993).

Las pruebas ecotoxicológicas fue-
ron agudas a 96 h con renovación de 
la concentración o dilución al segun-
do día, con aireación, eliminación pe-
riódica de las excretas y alimentación 
los mismos días de la renovación de la 
concentración. 

Las pruebas preliminares se reali-
zaron con tres conchas por acuario de 
1 L; las pruebas definitivas se realiza-
ron con seis conchas por acuario de 
10 L, resultando en 18 organismos por 
concentración, mantenidos en mesas 
termorregulables.

Adicionalmente, se registraron los 
parámetros ambientales tales como: 
temperatura con termómetro de mer-
curio, oxígeno con el oxímetro Hanna 
HI 9143, el pH con un potenciómetro 
ESD MODEL 60 y la salinidad con un 
refractómetro SPARTAN A 366 ATC. 
Las condiciones generales de las prue-
bas ecotoxicológicas se presentan en 
la Tabla 1.
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Tabla 1. Condiciones de las pruebas ecotoxicológicas con el metal cadmio 
usando Argopecten purpuratus.

Organismo prueba Argopecten purpuratus 
“concha de abanico”

Tipo de prueba Renovación parcial cada 48 h
Duración de la prueba (h) 96

Agitación Ausente

Aireación Presente

Agua de dilución Agua de mar filtrada, estéril
Oxígeno disuelto 5,8 – 7,5 mg·L-1

pH 6,49 a 7,53
Salinidad (ups) 36
Temperatura (°c) 19 – 20 °C
Luz (L: O) 11 : 13
Talla de los organismos de prueba 39 - 50 mm (juvenil)

51 – 79 mm (adulto)
Número de organismos por acuario 6
Número de réplicas por concentración 3
Número de organismos por concentración 18
Alimentación Chaetoceros gracilis Schütt, 1895

 (a partir de las 48 h)
Limpieza de los acuarios A las 48 h
Concentraciones de prueba definitiva 6 y control
Respuesta Mortalidad (%)
Criterio de aceptabilidad de la prueba 90 % o más de supervivencia en los 

controles.

Análisis de datos
La concentración efectiva media 

(CE50) se calculó usando el programa 
Probit (Weber, 1993). El riesgo 
ecológico se calculó a través del 
cociente de peligro con la siguiente 
ecuación (Kolluru et al., 1998):

    Riesgo ecológico = CA / CR

Donde: 
CA = Concentración de cadmio en 

agua (mg·L-1) = CT / FTA

CR = Concentración de cadmio de 
referencia (mg·L-1) = CE50 / FS

FS = Factor de seguridad = 50 
(Chapman et al., 1998).

CT = Concentración de cadmio en 
tejido (μg·g-1)

FTA = Factor Tejido / Agua = 113,6

Los datos de concentraciones de 
Cd+2 en tejido y agua de las áreas 
seleccionadas (Fig. 1), se obtuvieron 
de la literatura (Ibárcena, 2007; 
Marín & García, 2015; Barriga-
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Sánchez & Aranda, 2018).  El riesgo 
ecotoxicológico fue clasificado como: 
nulo (< 0,1), bajo (0,1 – 1,0), medio 
(1,1 - 10) y alto (> 10) de acuerdo a 
Yan et al. (2015). La sensibilidad 
de la concha de abanico se evaluó 
comparando las CE50 de otras especies 
nativas peruanas.

Aspectos éticos
Este estudio se llevó a cabo en estricta 

conformidad con las recomendaciones 
de Sánchez & Vera (2001). 

RESULTADOS
Efecto ecotoxicológico del cadmio 
en juveniles (39 - 50 mm de longitud) 
de concha de abanico Argopecten 
purpuratus

Los datos de mortalidad de las 
pruebas ecotoxicológicas se ajustaron 
significativamente al modelo Probit (rs 
= 0,95, p < 0,00), resultando en una 
concentración efectiva media (CE50) de 
0,352 mg·L-1 de Cd+2, a un tiempo de 
exposición de 96 h (Fig. 2).

Figura 2. Curva concentración del cadmio vs. mortalidad de la concha de 
abanico Argopecten purpuratus juvenil.

Efecto ecotoxicológico del cadmio 
adultos (51 - 79 mm de longitud) 
de concha de abanico Argopecten 
purpuratus

Los datos de mortalidad de las 
pruebas ecotoxicológicas se ajustaron 
significativamente al modelo PROBIT 

(rs = 0,96, p < 0,00), resultando en una 
concentración efectiva media (CE50) de 
0,54 mg·L-1 a un tiempo de exposición 
de 96 h (Fig. 3).
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Comparación de la sensibilidad al 
cadmio de la concha de abanico 
y otras especies marinas nativas 
peruanas

Las especies con menor 
concentración efectiva media (CE50) 
de cadmio son más sensibles a este 
metal.  En base a los valores de CE50 de 
diferentes especies marinas peruanas 
nativas (Tabla 2), se realizó un ranking 
de sensibilidad al cadmio de mayor 
a menor, resultando en la siguiente 
secuencia: A. purpuratus (juvenil) > A. 
purpuratus (adulto) > Emerita analoga 
(Stimpson, 1857) (muy muy) > C. 
gracilis (diatomea) > Odontesthes regia 
regia (Humboldt, 1821) (pejerrey) > 
Skeletonema costatum (Greville) Cleve, 

1873 (diatomea).  De esta manera, 
la concha de abanico resulta ser un 
organismo sensible para ser utilizado 
como organismo prueba en los 
bioensayos ecotoxicológicos, lo cual 
apoya la hipótesis planteada.

0

20

40

60

80

100

120

0 0.2 0.4 0.6 0.8

M
or

ta
lid

ad
 (%

)

Concentración de cadmio (mg.L-1)

Figura 3. Curva concentración del cadmio vs. mortalidad de concha de 
abanico Argopecten purpuratus adulta.

-1



Ecotoxicology of cadmium using scallop

301

PA
ID

E
IA

 X
X

I

Tabla 2. Concentración efectiva media (CE50) de cadmio usando diferentes 
especies marinas peruanas nativas y extranjeras.

Especies Estadio
CE50 

(mg.L-1)

Tiempo de 
exposición

(h)
Autor

Skeletonema costatum Adultos 1,42 96 Tam et al. (2000)

Odontesthes regia Postlarvas 0,648 96 Vera et al. (2001a)

Chaetoceros gracilis Adultos 0,596 96 Vera et al. (2001b)

Emerita analoga
A. purpuratus (Chile)

A. purpuratus (Chile)Argopecten 

ventricosus  (México)               

Zoea
Embrión

Juveniles

Juveniles

0,585
1,55

0,48

0,396

96
48

96

96

Sánchez et al. (1998)
Romero-Murillo et al. 
(2018)
Romero-Murillo et al. 
(2018)
Sobrino-Figueroa et 
al. (2007)

A. purpuratus Adultos 0,545 96 presente trabajo

A. purpuratus Juveniles 0,352 96 presente trabajo

Riesgo ecotoxicológico del cadmio 
en diferentes áreas de la costa 
peruana

El riesgo ecotoxicológico del Cd+2 
en Punta Mesa fue nulo (0,049-
0,075), en la bahía de Paracas (0,230 
– 0,356) y bahía de Sechura (0,170 

– 0,263) fue bajo, mientras que en 
la playa Conchán (3,229-5,000) fue 
medio (Tabla 3). Cabe resaltar que el 
riesgo ecotoxicológico fue mayor para 
conchas de abanico juveniles que para 
adultos. 

Tabla 3. Riesgo ecológico para juveniles y adultos de concha de abanico en las 
bahías seleccionadas de la costa peruana.

Estadío Área
Riesgo ecológico del 

cadmio para la concha 
de abanico

Nivel

Juvenil Bahía de Sechura 0,263 Bajo

 Bahía de Paracas 0,356 Bajo

 Playa Conchán 5,000 Medio

 Punta Mesa 0,075 Nulo

Adulto Bahía de Sechura 0,170 Bajo

 Bahía de Paracas 0,230 Bajo

 Playa Conchán 3,229 Medio

 Punta Mesa 0,049 Nulo

 Promedio 1,172  
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DISCUSIÓN
Las conchas de abanico juveniles 

(39 - 50 mm) mostraron mayor 
sensibilidad al cadmio (CE50 de 0,35 
mg·L-1), mientras que las conchas 
adultas (51 - 79 mm) presentaron una 
mayor tolerancia ecotoxicológica (CE50 
de 0,545 mg·L-1). La sobrevivencia de la 
concha de abanico en los controles fue 
del 100 %, lo que indica una óptima 
manipulación durante la prueba 
ecotoxicológica de la calidad del agua 
y del alimento, así como las variables 
fisicoquímicas como el oxígeno, el pH, 
la temperatura y la salinidad (Vera, 
2021). 

En la Tabla 2 se observa una 
alta sensibilidad al metal cadmio en 
Argopecten ventricosus (G.B. Sowerby 
II, 1842) del estado de Baja California, 
al sur de México (Sobrino-Figueroa et 
al. 2007), donde se determinó una CE50 
de 0,396 mg·L-1, valor muy semejante 
al obtenido en el presente trabajo. 
La especie A. purpuratus chilena, 
en su estadio de embrión, tiene una 
Concentración Efectiva Media (CE50) 
de Cd+2 de 1,55 mg·L-1, mientras que 
los juveniles tienen una CE50 de 0,48 
mg·L-1. Romero-Murillo (2018) indica 
que la alta tolerancia de los embriones 
se debe a la alta inducción de 
mecanismos de defensa, tal como el de 
la metalotioneína (MT) producido por 
la vía materna, que permite proteger 
a la progenie, por lo que los juveniles 
presentaron una mayor sensibilidad 
en comparación a las larvas.

Los criterios de calidad ambiental 
deben tener en consideración la 
tolerancia de las especies sensibles, a 
fin de proteger una mayor proporción 

de la comunidad acuática (Cardwell 
et al., 1999; Tlili & Mouneyrac, 
2021).  En tal sentido, es necesario 
conocer la variabilidad y comparar la 
sensibilidad de especies pertenecientes 
a diferentes grupos taxonómicos y 
niveles tróficos. Los resultados de los 
trabajos de investigación realizados 
con especies peruanas de diferentes 
niveles tróficos sugieren que la especie 
fitoplanctónica S. costatum obtuvo 
una mayor tolerancia al cadmio con 
una CE50 de 1,42 mg·L-1 seguida del 
pez pejerrey O. regia con 0,648 mg·L-1, 
la diatomea C. gracilis con 0,596 mg·L-1 
y larvas del crustáceo E. analoga con 
0,585 mg·L-1. La concentración efectiva 
media (CE50%) de juveniles y adultos 
de A. purpuratus nos demuestra que 
es una especie sensible, y como forma 
parte del macrozoobentos, el cual 
está en contacto con el sedimento, 
la resuspensión de sedimentos 
contaminados puede generar el 
ingreso de cadmio conjuntamente 
con el fitoplancton que ingiere o filtra 
(Metian et al., 2008; Reyes, 2019). 

Barriga-Sánchez & Aranda (2018) 
calcularon un cociente de peligro 
objetivo, usando como referencia el 
MRL (Maximum Reference Level) de la 
Unión Europea, obteniendo valores de 
riesgo ecológico ligeramente menores 
a los del presente estudio. Ambos 
estudios corroboran que el riesgo 
ecológico en las bahías de Paracas y 
Sechura es bajo, según la escala de 
Yan et al. (2015). 

El riesgo ecotoxicológico en el 
presente estudio se calculó usando 
las concentraciones de cadmio 
encontradas en tejido de conchas 
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de abanico de la bahía de Sechura 
(0,2105 μg·g-1) (Barriga-Sánchez 
& Aranda, 2018), playa Conchán 
(4,0095 μg·g-1) (Marín & García, 
2015), bahía de Paracas (0,2848 μg·g-

1) (Barriga-Sánchez & Aranda, 2018) 
y la concentración de cadmio en el 
mar en punta Mesa (0.00053 mg·L-1) 
(Ibárcena, 2007). Sin embargo, en la 
presente investigación las pruebas 
ecotoxicológicas permitieron estimar 
niveles de riesgo más realistas, ya 
que se usaron organismos nativos 
peruanos (concha de abanico) para 
calcular los valores de referencia, 
en lugar de usar valores de otros 
países, y además se usaron diferentes 
estadios para calcular estos valores de 
referencia por separado para juveniles 
y adultos.  

Adicionalmente, cabe señalar que 
los valores de referencia obtenidos 
para agua de mar para juveniles 
(0,0070 mg·L-1) fue menor, y para 
adultos (0,0109 mg·L-1) fue mayor, 
que el Estándar de Calidad Ambiental 
(ECA, MINAM 2017) del Cd+2 disuelto 
(0,0088 mg·L-1) para la Categoría 4: 
Conservación del ambiente acuático, 
E3: Ecosistemas costeros y marinos, 
en ambientes Marinos. 

La concentración efectiva media de 
Cd+2 usando la concha de abanico a 
un tiempo de exposición de 96 h, fue 
de 0,352 mg·L-1 para juveniles y de 
0,545 mg·L-1 para adultos.

La concha de abanico fue más 
sensible al Cd+2 en comparación a 
otras especies nativas peruanas. La 
sensibilidad al cadmio de mayor a 
menor fue: A. purpuratus (juvenil) > 
A. purpuratus (adulto) > E. analoga 

(muy muy) > C. gracilis (diatomea) > 
O. regia regia (pejerrey) > S. costatum 
(diatomea). El riesgo ecológico del 
Cd+2 para la concha de abanico para 
diferentes áreas de la costa peruana 
fluctuó entre nulo (Punta Mesa) y 
medio (Playa Conchán), siendo el 
riesgo ecotoxicológico mayor para 
conchas de abanico juveniles que para 
adultos. 

La concha de abanico A. purpuratus 
presentó mayor sensibilidad al cadmio 
que los peces, por lo que se recomienda 
usar esta especie como organismo 
en las pruebas ecotoxicológicas, y 
para pruebas de bioconcentración o 
bioacumulación de metales. 

Se sugiere estudiar los mecanis-
mos de detoxificación de metales de 
los bivalvos bioacumuladores, ya que 
la proteína que ayuda a esta detoxifi-
cación es la metalotioneína, y cuando 
este mecanismo es afectado por la alta 
concentración del metal en el medio, 
el tiempo de exposición y la baja ve-
locidad de la excreción de los metales 
se produce la bioacumulación de es-
tos metales en los diferentes órganos 
tales como los riñones, hígado y gó-
nadas (Kruzynski, 2004; Miglio, 2020; 
Samuel, 2021).

También se recomienda investigar 
otros bivalvos de consumo humano 
directo para determinar su 
Concentración efectiva media (CE50) 
como: los choros (Aulacomya atra 
(Molina, 1782), machas (Mesodesma 
donacium (Lamarck, 1818) y las 
almejas (Gari solida (Gray, 1828), 
ya que en estas especies se han 
encontrado concentraciones de 
cadmio sumamente más altas que 
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en A. purpuratus (Marín & García, 
2015). También podemos investigar a 
las especies donde se han encontrado 
altas concentraciones del metal cadmio 
en la bahía de Sechura, no tan sólo 
en la concha de abanico sino también 
en el bivalvo navajuela (Tagelus 
dombeii (Lamarck, 1818)) y en las 
palabritas (Donax sp. Linnaeus, 1858) 
(Rebaza, 2016). Para esto, se requiere 
realizar pruebas ecotoxicológicas en 
sedimentos. 

Finalmente, se recomienda estable-
cer un programa de monitoreo de me-
tales pesados en las tres matrices del 
ecosistema: agua, sedimento y organis-
mos bioacumuladores, especialmente 

en los bancos naturales de bivalvos, y 
realizar un mapeo toxicológico de las 
zonas que requieren más control y su-
pervisión en puntos de descargas de 
efluentes industriales al mar (Sánchez 
et al., 1998).
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