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RESUMEN

La materia orgdnica en los sedimentos marinos es degradada a través de una red de
procesos mas o menos compleja, teniendo gran influencia en el ciclo de los nutrientes.
El presente trabajo se centra, mediante experimentos ex situ con cdmaras bentdnicas
en laboratorio, en el estudio sobre como afecta la concentracién de materia
organica y sus caracteristicas, a los flujos de oxigeno y nutrientes en interfase
sedimento-agua. Asi se demostrd que los flujos de oxigeno estuvieron inversamente
relacionados con la cantidad de compuestos biopoliméricos de carbono presentes en
el sedimento ya que éstos son consumidos durante su mineralizacién, asi como
procesos de amonificacién y nitrificacién cuya importancia estuvo determinada por la
presencia de macromoléculas organicas principalmente.

Palabras clave: incubaciones en laboratorio, cdmaras bentdnicas, compuestos
biopoliméricos de carbono.

ABSTRACT

Organic matter in marine sediments is degraded through a complex web of
degradation processes, having great influence on the cycle of nutrients. This study is
focused on the analysis of fluxes of oxygen and nutrient in sediment-water interface
and their relationships with different concentrations and types of organic matter, using
ex situ experiments with benthic chambers in the laboratory. It was observed that
oxygen fluxes were inversely related to the amount of biopolymeric carbon in the
sediments due to these compounds are consumed during their mineralization. Other
processes, such as ammonification and nitrification were related with the main organic
macromolecules

Key words: Laboratory mesocosm incubations, benthic chambers, biopolymeric carbon



1 INTRODUCCION

Las zonas costeras reciben aportes de materia organica aldctonos, tanto desde la
atmdsfera como del continente a través principalmente de escorrentias superficiales.
Asi mismo existen aportes autéctonos desde el propio sistema marino por transporte
de unas zonas a otras, esta materia organica se deposita sobre los sedimentos marinos
y pasa a formar parte de ellos (Sospedra, 2010).

1.1 MATERIA ORGANICA EN LOS SEDIMENTOS

La mayor parte del material organico se degrada a través de una red compleja de
procesos de degradacion, mientras que el material refractario restante se entierra
permanentemente en el sedimento. Por lo tanto en escalas de tiempo cortas, el
sedimento actla como una fuente de carbono inorgdnico y nutrientes asegurando una
produccién continuada en la columna de agua, pero a escalas temporales de milenios,
los sedimentos representan el sumidero mds importante para el enterramiento de la
materia orgdanica (Glud, 2005).

El carbono orgdnico alcanza el lecho del mar y puede ser consumido tanto por
macrofauna, microfauna o microbios. Generalmente la actividad de los distintos
organismos esta acoplada por lo que los revestimientos de los organismos que se
entierran o los depdsitos fecales de la macrofauna representan sitios con estimulada
actividad microbiana. Sin embargo, las bacterias en general son las principales
responsables de la degradaciéon del material que alcanza el lecho del mar (Glud, 2005).

En sedimentos donde la difusion del oxigeno no esté limitada, los microorganismos
degradan la materia orgdnica consumiendo este gas. En lugares donde la demanda
excede a la tasa de suministro, la degradacién ocurre mediante procesos metabédlicos
anaerdbicos. Estos procesos liberan NH;" (amonio), S? (sulfuro) y otros iones o
moléculas reducidas toxicas (Vita et al, 2002).

A través de procesos biogeoquimicos como la mineralizacidon la materia organica es
transformada en nutrientes que pueden ser reincorporados a la columna de agua o
bien ser inmovilizados por los productores primarios del sedimento (fitobentos,
macroalgas y plantas vasculares). Es por esto que la fotosintesis juega un importante
papel en la composicion de los sedimentos ya que incrementa la cantidad de materia
organica y de oxigeno.

Existe un gran numero de factores que intervienen en la disponibilidad de nutrientes
en los ecosistemas costeros, como por ejemplo la radiacién solar, la temperatura del
agua, la actividad bacteriana, los organismos bentdnicos, las propiedades fisico-
guimicas del agua o la composicion de los sedimentos, todos ellos en conjunto
determinaran, en ultima instancia, que los sedimentos actien como fuente (flujo
positivo) o sumidero (flujo negativo) de nutrientes (Sospedra, 2010).



En las zonas someras, los flujos bentdnicos de nutrientes en la interfase sedimento-
agua se ven afectados por el fitobentos, ya que la radiacién alcanza la superficie del
sedimento, y afecta a la calidad del mismo. En zonas ricas en materia organica, asi
como en las que contienen mayor cantidad de macrofauna se produce una mayor
liberacion de nutrientes (Bertuzzi et al, 1997; Engelsen et al, 2008). En cambio, la
presencia de fitobentos contribuye a la retencién en el sedimento y puede eliminar
nutrientes adicionales de la columna de agua. El acople bioquimico entre los flujos de
nutrientes bentdnicos y la materia orgdnica es complejo, especialmente en ambientes
poco profundos donde la mineralizacion y la produccidn de materia organica tienen
lugar simultdneamente (Engelsen et al, 2008). Por esta razdn, es en estas zonas donde
tienen lugar la mayor parte de los procesos de mineralizacién de la materia organica y
por consiguiente del ciclo de los nutrientes (Sospedra, 2010).

Una fraccién importante de la materia organica sedimentaria corresponde a
compuestos refractarios (por ejemplo, lignina y celulosa) que no pueden ser asimilados
por los organismos bentdnicos, y se caracterizan por bajas tasas de degradacion. A la
inversa, la fraccidn labil de la materia organica sedimentaria comprende moléculas
simples y/o combinadas como los biopolimeros (lipidos, carbohidratos y proteinas) que
estdan de hecho disponibles para los organismos bentdnicos y rapidamente son
mineralizados. Los biopolimeros orgdnicos varian mas rapido que el carbono organico
total en respuesta a los cambios espaciales y temporales en el estado tréfico bentdnico
asociados a alteraciones ambientales tanto naturales como provocadas por el hombre.
Ademas, varios trabajos han demostrado que los componentes (por ejemplo,
biopolimeros) de la materia orgdnica sedimentaria representan aproximaciones mas
sensibles para evaluar los diferentes tipos y niveles de presidn antropogénica en los
entornos costeros y estuarinos (Venturini et al, 2011).

1.2 ESTUDIO DE LOS FLUJOS EN LA INTERFASE SEDIMENTO-AGUA

La mayor actividad biogeoquimica en los sedimentos ocurre cerca de la interfase
sedimento-agua y abarca unos pocos milimetros, siendo sumamente susceptible y
perturbable durante el muestreo del sedimento (Viollier et al, 2003).

Existen distintas formas de abordar el estudio de los flujos en la interfase sedimento-
agua: mediante estudios in situ y estudios ex situ.

Los estudios in situ consisten en la utilizacién de cdmaras bentdnicas también llamadas
campanas, box o0 meso o microcosmos. Se trata de un aparato que encierra un area
conocida de la superficie del sedimento junto con un volumen conocido de agua del
fondo y que estd en contacto con el mismo. Permite realizar medidas de
concentraciones de solutos en el agua que estan en contacto con el sedimento
(mediante extracciones periddicas de alicuotas de agua o mediante medidas continuas
a través del acople de distintos sensores) para estudiar la evolucion de distintos



parametros, ya que sin renovacion aparente del agua, se experimentard un consumo o
una liberacién de los parametros estudiados en funcidn de los organismos presentes
tanto en el agua contenida en la cdmara, como en el interior del sedimento, asi como
en funcion de parametros ambientales y quimicos (temperatura, radiacién o materia
orgdnica). Los cambios en las concentraciones de los solutos presentes en el agua
encerrada a lo largo del tiempo de experimentacién estan sujetos a una serie de
asunciones tales (Violler et al, 2003):

- Son validas las condiciones estacionarias durante el periodo de incubaciéon con
respecto al gradiente de concentraciones entre el sedimento y la columna de agua.

- Los procesos biogeoquimicos ocurridos en la columna de agua son insignificantes
comparados con los que tienen lugar en el sedimento.

- El régimen hidrodinamico dentro de las cdmaras no altera el intercambio de solutos a
través de la interfase sedimento-agua.

- El area muestreada es representativa de un area mucho mas extensa.

La mayoria de los trabajos realizados con camaras bentdnicas in situ han sido
realizados en areas eutréficas como son las desembocaduras de rios caudalosos como
el Danubio o el Dnieper (Friedl et al, 1998), estuarios (Pratihary et al, 2009), lagunas
costeras (Murray et al, 2006) o zonas de produccién acuicola (Nizzoli et al, 2007;
Morata et al, 2012) por lo que la produccion bentdnica primaria en zonas oligotroficas
no es bien conocida.

Debido a la infinidad de procesos que ocurren dentro de un sistema natural y a las
interrelaciones que existen entre el ambiente que los rodea y la influencia que ejercen
sobre estos los procesos externos, resulta complicado poder cuantificar la importancia
gue tiene cada factor sobre el flujo de nutrientes, ademds hay que tener en cuenta que
estos factores son variables a lo largo del tiempo y dependen de las condiciones del
medio. Por esta razén surge la necesidad de simular unas condiciones similares a las
gue tendrian lugar en el medio natural con el objetivo de poder estudiar estos flujos
con mayor detalle mediante el desarrollo de experimentos ex--situ.

Los estudios ex situ simulan las condiciones del medio natural y se realizan en
laboratorio bajo condiciones controladas, donde se lleva a cabo la incubacion del
sedimento objeto de estudio en recipientes (cdmaras) durante un determinado tiempo
en el cual se extraen distintas alicuotas del agua incubada en contacto con el
sedimento.

La mayoria de los ensayos ex situ realizados sobre sedimentos se han centrado en la
macrofauna bentdnica y su efecto en la bioturbacidn ya sea con diferentes densidades
de alguna especie dominante, aldctona o de interés comercial en concreto, con



diferentes grupos funcionales de macrofauna (filtradores, excavadores,
ramoneadores...), especies de macrofitas (Mermillod-Blondin et al, 2008; Mortimer et
al, 1999) o con diferentes densidades de la composicion habitualmente encontrada en
la zona objeto de estudio. Otros autores han determinado sélo la produccién primaria
en funcién de la irradiancia en el agua (Glud et al, 2002; Spilmont et al, 2006) o la
fijacién de carbono por parte de las diatomeas bentdnicas (Wolfstein et al, 2002) pero
no se ha tratado la regulacion de los flujos de nutrientes del propio sedimento en
funcion de la composicidn de materia orgdanica.



2 OBJETIVOS

En el presente estudio se analizé la importancia de la materia orgdnica en un amplio
rango de procesos como la respuesta del oxigeno disuelto y los nutrientes en la
interfase sedimento-agua y la variaciéon de moléculas orgdnicas en el sedimento, bajo
condiciones controladas ex situ. Concretamente los objetivos fueron

* Determinar los flujos de oxigeno y nutrientes en la interfase sedimento-agua
mediante experimentos en condiciones controladas de laboratorio bajo
distintas concentraciones y tipos de materia orgdnica.

* Caracterizar la composicion bioquimica de los sedimentos a incubar.

e Cuantificar la relevancia de las variaciones en la materia orgdnica en el flujo de
nutrientes en la interfase sedimento-agua.



3 MATERIAL Y METODOS

Dada la complejidad del montaje y disefio de las cdmaras para los ensayos, resultd
necesario realizar una serie de experimentos a pequeiia escala que no se contemplan
en la metodologia pero fueron de gran ayuda para poner en marcha los experimentos
a gran escala con el objetivo de averiguar la materia orgdnica 6ptima y el modo de
afiadirla al sedimento.

Los sedimentos en esta zona estan formados por arenas finas bien calibradas dentro
del piso infralitoral. Estos fondos al ser someros estdn sometidos al oleaje por lo que se
ejerce un continuo movimiento hidrico que da lugar a una buena seleccién de los
sedimentos por su granulometria (Melzer y Herzer, 2004). Las arenas finas bien
calibradas estan formadas en mas de un 95% por un tamafio de arena comprendido
entre (0,063 y 0,250 mm de diametro de luz del tamiz). En consecuencia, estos
sedimentos estdn bien oxigenados y mds cuanto mayor es el tamafio del grano de
arena.

3.1 EXTRACCION Y PROCESADO DE SEDIMENTO BASE

El punto de muestreo en el que se realiza la extraccion de sedimento para los
experimentos se encuentra aproximadamente a 700 metros de distancia de la costa de
la playa de Gandia y a 9 metros de profundidad, con coordenadas UTM 746317
4321780 30S tal como se muestra en la figura 3.1.

Durante los muestreos, con la ayuda de buzos, se extrajeron aproximadamente 110 L
de sedimento repartidos en cubos de 10L.
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Figura 3.1: Punto de muestreo de sedimento base



Para el procesado del sedimento base fue necesario realizar los siguientes pasos:

1- Primera decantacién del sedimento en los cubos de recogida para la
posterior eliminacion del agua sobrenadante. Esta tarea se realiza en la misma
barca al momento de haberlos recogido.

2- Tamizado del sedimento en el laboratorio utilizando un tamiz con malla de 1
mm para eliminar la macrofauna y demas particulas grandes del mismo.

3- Decantacién y eliminacién del agua sobrenadante.

4- Se homogeniza todo el sedimento dentro de un bidén grande de plastico (de
170 l) con una pala.

5- Decantacién y eliminacidn del agua sobrenadante.

6- Colocar por separado distintas porciones de unos 3,8 litros, volumen
aproximado requerido para una cdmara bentdnica, en cubos de plastico y se
deja reposar unos minutos para eliminar el agua sobrenadante que quede.

7- Se congela como minimo dos semanas con el objetivo de que muera
cualquier organismo o quistes de resistencia que puedan haber en el sedimento
(Emmerson et al, 2001).

8- El dia previo al inicio del experimento se descongela y se coloca todo el

sedimento en un bidén grande de plastico para su homogeneizacion con una pala.

3.2 DESCRIPCION DEL EXPERIMENTO

3.2.1 Montaje

Se instalaron 12 camaras con las siguientes medidas como se muestra en la figura 3.2.

Cada cdmara esta provista de una tapa hermética con hélice para homogeneizar el

agua, y una serie de vélvulas, dos de ellas serviran de entrada y salida para el circuito

de agua de mar durante la etapa de aclimatacion y otras dos que servirdn para tomar

muestras de agua y reemplazar el volumen extraido durante el ensayo para la

determinacién de los flujos. El sedimento alcanza una altura sobre el cilindro de unos

12 cm, mientras que el volumen restante de la camara, durante el experimento, se

encuentra ocupado por agua.



ENTRADA DE AGUA
QUE REEMPLAZA EL
VOLUMEN DE AGUA
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Figura 3.2: Esquema de una camara bentonica

Figura 3.3: Instalacion de las cdmaras bentdnicas durante la etapa de aclimatacion y siembra

A continuacién se muestra el esquema completo de la instalacion figura 3.4, las doce
camaras conectadas al biddn que proporciona el agua de mar asi como los bidones de
salida donde se recoge el agua desechada. La circulacién del agua se consigue con la
ayuda de dos bombas peristalticas reguladas para que entre las dos aporten un caudal
de 135 I/dia al total de las cdmaras, equivalente a renovar el agua 3 veces/dia en cada
camara. Las bombas trabajan en discontinuo para aportar la suficiente presién en los



tubos de distribucion y garantizar un adecuado reparto en cada una de las cdmaras a
través de los goteros autocompensantes.

Las cdmaras de incubacién se ubicaron en una cdmara termostatizada a temperatura
constante de aproximadamente unos 199C que se corresponde con la temperatura
media anual para el mar Mediterrdneo en la costa suroeste de Espafia (Mayer et al,
2012). Las camaras permanecieron en oscuridad durante el ensayo, mientras que,
durante la aclimatacidn, se siguié un fotoperiodo con 12 horas luz/ 12 horas oscuridad.

Figura 3.4: Esquema de la instalacion
3.2.2 Aclimatacion

Primero fue necesario colocar el sedimento en cada cdmara de incubacién. El
sedimento base es mezclado con una determinada cantidad de materia organica que
varia en funcién del experimento y de la concentracién deseada en cada cdmara. La
materia orgdnica se afiadié sélo en los 4 cm superficiales de sedimento de cada cdmara
de incubacién. Se optd por este método tras comprobar en multiples pruebas que la
adicién a través de la columna de agua generaba pérdidas de materia organica
imposibles de cuantificar. Las concentraciones utilizadas en cada ensayo fueron fruto
de los resultados obtenidos en experimentos a pequeia escala, que de algin modo
permitieron ajustar las concentraciones de materia orgdnica de partida (iniciales) y de
esta forma impedir que el sedimento entrase en anoxia antes de que finalizase el
ensayo.



En las cuatro camaras control se vertié el sedimento base hasta la altura de 12 cm
mientras que en las 8 camaras restantes soélo se afadié 8 cm de sedimento base. De
estas 8 cdmaras, a 4 de ellas, que fueron las de Concentracion Baja, se les adiciond, 4
cm de sedimento mezclado con materia organica al que se le afadid una
concentracion media de materia organica y a las 4 cdmaras restantes, que fueron las
de Concentracion Alta, se les adicion6 4 cm de sedimento base mezclado con una alta
concentracion de materia orgdnica. Se nivelaron y compactaron ligeramente con un
émbolo lo mejor posible.

Una vez preparado el sedimento en las respectivas camaras se llenaron lentamente
mediante bomba peristaltica con un caudal total de 135L/dia con agua de mar sin
filtrar hasta la altura de evacuacion por gravedad para sembrar el sedimento, es decir,
poner en contacto el sedimento con los microorganismos presentes en el agua de mar.
Este proceso de llenado tardé unas 7-8 horas, de esta forma se evitd la resuspension y
alteracion de los primeros centimetros del sedimento. A cada cadmara se le colocd un
aireador en el agua para asegurarnos de que existiera una elevada concentracién de
oxigeno ademas de impedir una posible anoxia. Una vez llena cada cdmara, se
continué circulando agua de mar sin filtrar durante 48 horas para la completa
aclimatacién y siembra del sedimento.

Tras el proceso de aclimatacion del sedimento, se circulé agua de mar filtrada y
esterilizada con luz UV. Este proceso se prolongd por un periodo de 24 horas mds. De
este modo nos aseguramos que los posibles cambios que se observen durante el
ensayo para la determinacion de los flujos sean una consecuencia de cambios en el
sedimento y no en el agua. Finalmente se retiraron los aireadores de cada una de las
camaras.

3.2.3 Ensayo para la determinacion de los flujos

Tras la etapa de aclimatacion las cdmaras ya estaban preparadas para comenzar el
ensayo, en este momento se interrumpié el fotoperiodo y se establecieron condiciones
permanentes de oscuridad para evitar procesos de proliferacion de algas unicelulares
gue pudiesen aportar o eliminar determinados compuestos y alterar el ensayo.

El ensayo se realizd sobre 9 camaras siendo 3 control sin adicion de materia organica, 3
con concentracién baja de materia organica y 3 con una concentracién alta, las 3
restantes fueron apartadas y no se les realizé ningin ensayo ya que fueron utilizadas
para la toma de sedimento y conocer asi las condiciones iniciales.

En este momento se cerraron las valvulas de salida de agua de todas las camaras, se
les colocd una tapa hermética provista con una hélice para poder homogeneizar el
agua antes de cada toma, y se llenaron completamente asegurandonos que no
guedaran burbujas de aire atrapadas en el agua, véase figura 3.5:
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Figura 3.5: Muestra una cdmara de incubacion durante el ensayo, donde se puede observar la jeringa
instalada en la tapa a través de la cual se restituye el volumen de agua extraido en cada muestreo.

La duracidon del ensayo fue de aproximadamente 8 horas, durante las cuales se
extrajeron muestras de agua incubada cada hora para ver como variaba la
concentracion de cada pardmetro en funcién del tiempo. El intervalo de tiempo
analizado podia variar en funcién de la velocidad a la que disminuia el oxigeno
disuelto, ya que valores inferiores a 1,5 mg/L en agua indican que las tasas de
oxidacion aerobia han disminuido y que las bacterias anaerobias pueden comenzar a
actuar (Clark, 2002).

Previo a la extraccién de cada muestra se homogeniza el agua mediante el uso de la
hélice instalada en la tapa de cada una de las camaras, a una velocidad constante de
10 giros/ 15-20 segundos para evitar que se formen gradientes de concentracion. La
extraccién de agua se realizd mediante el empleo de 3 jeringas durante un periodo
aproximado de unos 30 segundos cada una y al mismo tiempo que era extraido un
volumen de agua incubada, éste era reemplazado por agua de mar filtrada de calidad
conocida. Las jeringas para extracciéon son acopladas en una de las aperturas de la
camara, representada en la figura 3.2 por la flecha verde, y la de reemplazo de agua en
la tapa como se muestra en la figura 3.5, se abren tanto la valvula de entrada como la
de salida consiguiéndose de este modo que no entre aire en la cdmara que falsearia asi
los niveles de oxigeno que pretenden medirse en el experimento.

Debido al hecho de que durante la toma de muestras el agua extraida fue reemplazada
por otra cuya calidad era conocida, se debid corregir los valores obtenidos en cada
extraccién por el efecto de dilucién que provoca la adicién de agua de mar filtrada, la
férmula para calcular la concentracién es la siguiente:
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ng=Co *V (1)

Ny =ng+(Ci—Co) *V—Ces * Ver + Cs1 * Vg
nz=n1+(C;—Cy) *V=Cez *Ver + Cs2 * Vs,
ng=nz+(C3—C2) *V—Ce3 * Ve + Ci3 * Vg3
Ng=n3+(Cs—C3) *V—Ces4 * Veg + Csq * V4
Donde;

n = moles en cada tiempo.

C= concentracion.

V= Volumen incubado, aproximado 3,8L.

C. Y Ve = concentracidn y volumen que entra en cada tiempo.
Cs y Vs = concentracién y volumen de salida.

Asi se restituye los moles que se insertan y los que se extraen, obteniendo la
concentracién en el interior de la cdmara en el supuesto de que no hubiera ni entradas
ni salidas de agua.

Los flujos fueron calculados a partir de la variacién de concentraciones para cada
nutriente analizado seguln de Freitas (2006). Para ello se ajusta una funcién lineal, a
cada serie de valores de concentraciones para cada parametro analizado a lo largo del
tiempo en ensayo y se aplica la ecuacién de Hargrave y Connolly:

F = (C.— Co) * 1/(A*t) *V * 24 = pmol.m™>.d™ (2)
Donde:

V es el volumen en litros del agua incubada en el interior de la camara.

Co y C: (en uM) son las concentraciones del nutriente para el tiempo inicial y final de la
incubacidn calculado a partir de la funcidn de ajuste.

t (en horas) es el tiempo transcurrido entre el inicio y fin de la incubacion.

A (en m?) es el 4rea de sedimento encerrada dentro de la cdmara = 0,031 m?.
3.2.4 Toma de muestras de sedimentos de las camaras

Las muestras de sedimento se extraen al final del ensayo en las 9 cdmaras bentdnicas
(3 control, 3 bajas y 3 altas) en las que se realizo el ensayo para la determinacion de los
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flujos, pero también se realizd6 una toma de muestras de sedimentos en tres de las
camaras (1 control, 1 baja y 1 alta) en las que no se realizé el ensayo y que sirvieron
para conocer los niveles iniciales de cada tipo de camara antes del ensayo y por tanto
poder disponer de mayor informacion.

3.3 TIPOS Y NIVELES DE MATERIA ORGANICA ENSAYADOS EN LOS EXPERIMENTOS

Se trabajé con dos tipos diferentes de materia orgdnica: pienso y mejillones mas
fitoplancton. Para el cdlculo de la masa en gramos de Materia Organica (MO) a afiadir
en los 4 cm superficiales de sedimento hiumedo primero se establece el porcentaje de
MO con el que deseamos trabajar y luego se calcula la masa de MO a afadir que
representa dicho porcentaje. Esta masa se obtiene a través del peso seco que ocupa el
sedimento en 4 cm y para ello se utiliza la siguiente férmula:

P Mo = (Psed seco* % MO) / (100 -% MO) (3)

Donde:

Pmo peso de la MO a aiadir en g.
Psed seco PESO del sedimento seco que ocupan los 4 cm superficiales en la cdmara (g).
% MO es el porcentaje de materia orgdnica a afiadir para cada tratamiento.

3.3.1 Pienso

La fuente de materia organica consistié en pienso extruido especialmente disefiado
como alimento en piscifactorias para alevines de doradas.
Caracteristicas del pienso utilizado

e Didmetro2 mm

e Pienso completo para dorada y lubina desde los 40 a 100 g de peso vivo.

e Constituyentes analiticos: Proteina bruta 42,00%, cenizas brutas 9,00%,
celulosa bruta 2,00%, materias grasas brutas 21,00%, fosforo 0,9%.

e Aditivos: Vit A 10000 Ul/Kg, Vit D3 1700 UI/Kg, Vit E (alfa tocoferol) 200 Ul/Kg,
Cobre (sulfato de cobre penta-hidratado) 8 mg/kg, Antioxidantes (etoxiquina
+BHT).

Para el experimento se establecieron tres concentraciones diferentes, control, baja y
alta con una concentracidn de materia orgdanica de:
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CONTROL: sdlo sedimento base (0% MO afiadida)
BAJA: 0,9% de MO anadida
ALTA: 1,8% de MO afiadida

Se afiaden 18,93 g de pienso a 2764 g de sedimento hiumedo (es lo que ocuparian los 4
cm superficiales) para obtener un % de pienso del 0,9 que corresponderia a las
camaras con una concentraciéon de materia organica “Bajas”

Se afiaden 38.21 g de pienso a 2764 g de sedimento humedo (es lo que ocuparian los 4
cm superficiales) para obtener un % de pienso del 1.8 que corresponderia a las
camaras con una concentracidon de materia orgdnica “Altas”

Como se necesitan 4 camaras para cada nivel de MO los valores antes calculados se
multiplican por 4 y se preparan de forma conjunta para asegurarnos una calidad
homogénea para cada nivel.

3.3.2 Mejillones y fitoplancton

Para el segundo experimento la materia orgdnica procede de una mezcla de mejillones
y fitoplancton, al igual que en el anterior se diferencian tres camaras control, tres
camaras con una concentracién baja y otras tres con concentracién alta con los valores
que se muestran a continuacioén:

CONTROL: sélo sedimento base (0% MO afiadida)
BAJA : 1,5 % de MO anadida

ALTA : 2,5% de MO afiadida

La composiciéon de la MO en las camaras bajas fue de 50 ml concentrado de
fitoplancton + 25,3 g de mejillédn seco referenciado a sedimento seco y en las camaras
altas de 100 ml concentrado de fitoplancton + 42,5 g de mejillédn seco referenciado a
sedimento seco.

El fitoplancton cultivado en laboratorio es concentrado mediante sedimentacion
durante unas 3-4 horas. Luego se elimina el agua lentamente con un tubo y
posteriormente es recogido y congelado en frascos de plastico por separado para cada
siembra. A continuacién se descongelan todos los frascos (3 horas fuera del
congelador), se mezclan todos en un recipiente de 2 litros y se agitan con agitador
magnético a 400 rpm. Se tamiza con tamiz de 1mm de luz de malla y con una pipeta,
sumergiéndola a 1 cm del fondo y sin parar de agitar, se extrae y se reparten en tubos
de plastico de 12 ml fracciones de 10 ml de fitoplancton cultivado y se vuelven a
congelar. La concentracién final de clorofila en estos tubos fue de 66,48 mg m™.
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Para la preparacion de los mejillones frescos se separd la concha de la carne, la carne
se seco en estufa a 80°C. Una vez secos se machacaron y trituraron con mortero hasta
obtener unos granos homogéneos menores de 1 mm que se separaron con el empleo
de un tamiz de 1 mm de luz de malla. Para el ensayo los gramos de mejillén
correspondiente para las cuatro cdmaras de cada nivel de materia organica fueron
homogeneizados con el sedimento base.

Tanto los mejillones como el fitoplancton afiadidos se mezclan con el sedimento base y
se afiaden en los 4 cm mas superficiales.

3.4 METODOS ANALITICOS
* 3.4.1. Aguas
*  Amonio (NH;")

La muestra debe ser filtrada previamente a través de membranas de acetato de
celulosa de 0.45 um. Se conserva a 42C y se realiza su determinacidon antes de
24 horas. Su determinacion se basa en la reaccion de Berthelot. En medio
alcalino el amonio disuelto (NH.") reacciona con el hipoclorito formando una
monocloramina. Este compuesto, en presencia de fenol, y un exceso de
hipoclorito da lugar a la formacién de azul de indofenol proporcional a la
cantidad de amonio que podremos determinar colorimétricamente. El ion
nitroprusiato cataliza la reaccion. La adicién de citrato trisddico elimina la
interferencia de Ca y Mg (Solorzano, 1969 en Baumgarten et al, 1996).

* Nitrato + Nitritos (NO3 + NO;))

Descrito en Baumgarten et al (1996). Los nitratos son reducidos hasta nitritos
empleando una columna rellena de cadmio y una solucidn cuprica lo que se
conoce, como la reaccion de Griess, que seran leidos, junto los nitritos
originales, en espectrofotémetro a 543nm previa adicidon de sulfanilamida y
etilendiamina. El limite de deteccién se sitia en 0,1 puM.

* Nitrégeno Inorganico Disuelto (NID)
* Se obtiene a partir de la suma de amonio mas nitratos mas nitritos.
* Fosforo Soluble Reactivo (PSR)

Se midié siguiendo el método de Murphy y Riley (1962) que consiste en
provocar la formacién de un complejo fosfomolibdico de color azul mediante la
adicién de molibdato aménico en medio acido. El molibdato de amonio vy el
tartrato de antimonio y potasio reaccionan con el ortofosfato en un medio
acido para formar un complejo de fosfomolibdato de antimonio, el cual es
reducido a azul de molibdeno por el 4cido ascorbico.

15



Silice (Si)

Se basa en la reaccién entre el molibdato amdnico y el acido ortosilicico segun
Strickland y Parson (1972). El silicio disuelto reacciona con el molibdato de
amonio en medio acido formando un complejo amarillento que a su vez, con la
adicion de una mezcla reductora de metolsulfito, se reduce a 4acido
silicomolibdato reducido, un complejo azul, cuya absorcién mdxima la alcanza a
810 nm. El limite de deteccién estd en 0,1 uM.

Oxigeno disuelto (0.D)

Se determind siguiendo el método iodométrico clasico de Winkler (Baumgarten
et al, 1996) el cual consiste en la adiciéon de sulfato de manganeso y ioduro
alcalino de potasio. El sulfato de manganeso junto con el ioduro alcalino y en
contacto con el oxigeno disuelto del agua forma un precipitado marréon de
Mn(OH); . Luego con la adicién de &cido, el Mn*? presente en el precipitado
marrén se reduce de nuevo a Mn*? oxidando al mismo tiempo aniones de
ioduro (I') a 12 en una cantidad idéntica a la de oxigeno presente en un principio
en la muestra de agua. Finalmente, este iodo es titulado con una solucién de
tiosulfato de sodio. Para las muestras de la columna de agua.

3.4.2 Sedimentos

Todos los parametros analizados en sedimentos fueron determinados por
triplicado.

Materia organica

El contenido en materia organica se determind con el método de calcinacién a
600 °C con eliminacion de carbonatos (Dell’Anno et al, 2002). Se deseca una
muestra de unos 4 gramos a 100-1052C, se pesa con precisién y se mezcla con
50 ml de acido clorhidrico al 5% (v/v), manteniendo en contacto unos 15
minutos para eliminar los carbonatos de la muestra. Transcurrido este tiempo,
se filtra la muestra, sobre un filtro sin cenizas desecado y tarado previamente,
afiadiéndole poco a poco un volumen de unos 100 ml de acido clorhidrico 5%,
hasta conseguir limpiar todo el recipiente donde estaba contenida la muestra.
El filtro se introduce dentro del crisol y se deseca a 105°C durante 24 h. A
continuacion se pesa el crisol y se lleva a calcinar en la mufla a 600°C durante
una hora. Se vuelve a pesar y se calcula el contenido de Materia Organica.
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% MO = ((b—c) / a)*100 (3)
Donde,

a = peso de la muestra seca en gramos (g),
b = peso tras estar a 105°C en gramos (g),
c = peso tras estar a 600°C en gramos (g).

* Proteinas (PRT)
Segun Hartree (1972) modificado por Rice (1982) en Pusceddu et al (2004).

Método colorimétrico que permite la reaccion de proteinas con tartrato
rameico y el reactivo de Folin-Ciocalteau en medio bdsico (pH=10) La reaccion
proporciona una coloracidn azul estable que es intensamente proporcional a la
concentracién de proteinas en la solucion.

* Carbohidratos (CHO)

Segun Dubois et al (1956) optimizado para sedimentos por Gerchacov vy
Hatcher (1972) en Pusceddu et al (2004). El ensayo colorimétrico esta basado
en la reaccion entre azucares y fenol en presencia de acido sulfurico
concentrado. El método es no especifico y permite concentraciones de
carbohidratos totales, incluidos celulosa.

* Lipidos (LIP)

Se realiza segun Bligh y Dyer (1959) y Marsh y Weinstein (1966) en Pusceddu et
al (2004) cuya concentracion viene expresada en equivalentes de tripalmitina.

* Compuestos Biopoliméricos del Carbono (BPC)

El contenido de carbohidratos, proteinas y lipidos en el sedimento es
convertido a equivalentes de C utilizando un factor de conversién de 0,40, 0,49,
0,75mg C *mg " respectivamente cuya suma viene definida como Compuestos
Biopoliméricos del Carbono (Fabiano et al, 1995).

3.5 ANALISIS ESTADISTICO REALIZADO

El analisis estadistico se realizé con el programa Stat Graphics Centurion XVI, utilizando
un analisis de correlaciones de Pearson a un nivel de confianza del 95%, ya que como
se comprobd los datos seguian una distribucidon normal.

17



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 FLUJOS Y PARAMETROS BIOQUIMICOS DEL SEDIMENTO EN EL EXPERIMENTO
REALIZADO CON PIENSO

En la Figura 4.1 y tabla 4.1 se muestran los flujos de OD, NID, PSR y Si obtenidos en el
ensayo realizado con pienso.

En el caso del OD los flujos siempre fueron negativos indicando un consumo de
oxigeno por el sedimento. Las cdmaras altas mostraron flujos mds negativos que las
bajas y éstas que las controles debido a que la descomposicién de la materia organica
conlleva un consumo de oxigeno en el cual los organismos heterotréficos utilizan esta
molécula como aceptor final de electrones (Morata et al, 2012). En la grafica se
observa un patrén claro, donde el consumo de oxigeno va aumentando conforme
aumenta la carga organica en la cdmara.

El NID no muestra un patrén claro, puesto que en las cdmaras controles y altas, la
direccién del flujo fue positiva indicando asi que se estd generando alglin compuesto
de N inorganico, mientras que en las bajas fue negativa sugiriendo un consumo por
parte del sedimento. Los flujos positivos de NID se debieron tanto a flujos positivos de
amonio como flujos positivos de NO3™ + NO, (con la excepcién de alta 2 y control 1). La
materia organica al descomponerse libera NH;* (amonificacién), siendo posible en
presencia de oxigeno, la nitrificacion de este compuesto a NO, y NO3™ (Herbert, 1999).
En el caso del flujo negativo en las cdmaras bajas se observd que éstos fueron el
resultado de mayores flujos negativos de amonio que positivos de nitritos mas
nitratos, indicando que el posible proceso producido podria haber sido el anammox
donde el NH," es consumido junto con NO, / NO; formando como producto final N,
(g) (Nedwell et al, 1999). Este es un proceso anaerobio llevado a cabo por bacterias
guimioautotréficas para la obtencién de energia, por lo que podria haberse producido
en capas subsuperficiales del sedimento.

Los flujos de PSR obtenidos fueron negativos, indicando un leve consumo de fésforo ya
que los valores fueron proximos a cero. Si bien en la mineralizacién de la materia
organica se produce como producto final PSR, no hubo una liberacion de este
compuesto por parte del sedimento, ya que podria haberse quedado adsorbido en la
capa mas superficial oxigenada de los sedimentos (Nedwell et al, 1999). Con estos
valores tan bajos no es posible discutir el patron que siguen los resultados debido a
gue las diferencias existentes entre ellos pueden ser despreciables.

Los flujos de Si fueron negativos, indicando también un consumo, aunque también
bajo, en el sedimento analizado con valores medios de las cdmaras control, baja y alta
muy proximos entre si. Estos flujos pudieron ser consecuencia de que el Si presente en
el agua pudo precipitar formando silice mineral suspendida o a que el Si pudo ser
absorbido por las diatomeas del fitobentos que pudieron haber crecido durante la fase
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de aclimatacion del experimento. Segun Longphuirt et al (2009) todavia no esta clara la
dinamica de la absorcion de acido silicico por parte de las diatomeas bentdnicas, es
decir si la asimilacion del acido silicico, se realiza durante el periodo diurno cuando
parte de la biomasa se concentra en la superficie de los sedimentos, en la oscuridad,
una vez que han migrado al interior del sedimento, o continua e independientemente
de su posicidon en la superficie o interior del sedimento. Por lo tanto si bien los
experimentos se realizaron en condiciones de oscuridad, es posible que se hubiera
producido la asimilacién de Si por parte del fitobentos.

Ensayo Pienso
13723
20000 1935 7
= | B
S 20000 | -4226 - 3 9 6 -319 -110 -290
E 40000 -18724 122559
S
E -60000
-80000 I
-100000
op -98391 NID bSR .
m Control mBaja = Alta

Figura 4.1: Flujos de OD, NID, PSR y Si medidos en las cdmaras control, bajas y altas del ensayo pienso (se
muestra la media de cada tipo de cdmara con su desviacion estandar).

El andlisis estadistico de los flujos de OD, NID, PSR y Si no muestra ningln tipo de
relacion entre ellos, Unicamente se detectd relacidon entre el OD y algunas de las
moléculas organicas que se comentan a continuacion.

En todos los sistemas marinos, el compartimento bentdnico recibe, con intensidad y
duraciéon variable, entradas discretas de materia organica desde los ambientes
peldgicos. Una vez dichas entradas se depositan en el fondo del mar pueden actuar
como biorreactores o formar depdsitos de detritus organico al quedar enterradas. La
produccién fotosintética in situ, la adveccidon lateral del carbono y la utilizacidon
bentdnica son procesos integrados espacial y temporalmente, que pueden ser
considerados como “registros” de los procesos bidticos ocurridos en la capa de agua
del fondo en contacto con el sedimento. En sistemas marinos costeros poco profundos
los dominios peldgicos y bentdnicos estan intimamente ligados, por lo que cambios en
el estado tréfico debido a entradas aldctonas de nutrientes pueden ser investigados en
términos de respuesta bentdnica (Pusceddu et al, 2004).

En la figura 4.2 se muestran los datos de materia orgdnica obtenida en cada una de las
camaras control, alta y baja. Los valores de materia organica finales (MO f) son los
obtenidos tras realizar el ensayo en cada una de las 9 camaras analizadas. Los valores
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de materia organica inicial (MO i) proceden de las restantes 3 camaras que fueron
retiradas al inicio del ensayo con el objetivo de tener unos valores iniciales de
referencia del sedimento para cada tipo de cdmaras (control, baja y alta).

En la figura 4.2 se observa que el valor promedio de la MO f de las camaras control fue
menor que el de las bajas y éste a su vez que el de las altas (1.2, 1.3 y 1.7% en control,
bajas y altas respectivamente) aumentando con respecto a la cantidad de pienso
afiadido en el momento previo a la etapa de aclimatacion.

Al comparar los valores iniciales con los finales de cada tipo de cdmara, se observé que
en la camara control el nivel inicial (0.7%) fue menor que el promedio de las finales
(1.2%), mientras que para las bajas y altas las concentraciones iniciales (1.6 y 1.8%
respectivamente) fueron mayores que las finales (1.3 y 1.7% respectivamente). Si bien
lo esperado era que los niveles de materia organica al final del ensayo fuesen menores
que los valores iniciales, debido a los procesos de descomposicién de la materia
orgdnica, se observd, en el caso de los controles, que los valores finales medidos
fueron mayores que los iniciales. Esto probablemente es debido a que la concentracion
inicial no fue medida en la misma camara, sino que se tomd, como representativa de
las concentraciones iniciales, en una cuarta cdmara en la que no se realizo el ensayo y
también a la variabilidad que hubo dentro de cada tipo de cdmaras.

Ensayo: Pienso
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Figura 4.2: Materia Orgdnica de la cdmara control, baja y alta inicial con la media de las 3 cdmaras
control, baja y alta finales.

La materia orgdnica en sedimentos marinos se compone de compuestos labiles y
refractarios, cuya concentracion relativa cambia en funciéon de la dimension de los
procesos: origen, degradacidn, utilizacién, transformacion, acumulacién y exportacion.
Los componentes organicos refractarios (ej, acidos himicos y fulvicos y carbohidratos
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estructurales como la celulosa) a menudo representan una fraccion relevante de
detritus orgdnico sedimentario y dado que resisten la descomposicién, tienden a
acumularse en el sedimento. La fraccién labil de la materia orgdnica sedimentaria estd
compuesta de moléculas simples (aminoacidos libres y monosacaridos) o combinadas y
biopolimeros como proteinas y acidos nucleicos, los cuales, junto con ciertos
polisacaridos y lipidos, pueden ser considerados en conjunto como la fraccidn organica
de carbono mas rdpidamente disponible para los consumidores benténicos (Pusceddu
et al, 2004).

La figura 4.3 muestra la concentracién de las moléculas organicas analizadas en las
diferentes camaras. En general en los controles los valores fueron muy bajos, mientras
que en las camaras bajas los niveles fueron medios y en las altas mayores.

Ensayo Pienso: Concentraciones Finales
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Figura 4.3: Concentraciones finales de carbohidratos, proteinas, lipidos y Compuestos Biopoliméricos
analizados en las 3 cdmaras control, 3 bajas y 3 altas, mostrando los valores de forma individual.

Los carbohidratos (CHO) son compuestos formados en su mayor parte por dtomos de
carbono e hidrégeno y, en una menor cantidad, por oxigeno. Pueden ser
monosacaridos, disacaridos, oligosacdridos y polisacaridos y constituyen una
abundante proporcién del material biolégico particularmente en el reino vegetal. Los
polisacaridos se encuentran como unidades de soporte en el tejido esquelético
(celulosa, pectina, quitina) o sirven como depdsito de energia, por ejemplo en semillas
(el almiddn). Aunque los polisacaridos son mayormente insolubles en agua, ellos son
facilmente convertidos a pentosas y hexosas solubles por hidrélisis y por lo tanto en el
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ambiente sedimentario tendran un destino a corto plazo similar al de las proteinas
(Rullkotter, 2006).

Los CHO (figura 4.3) mostraron valores muy bajos en las cdmaras controles (42 pg-g™)
de promedio), mientras que en las camaras bajas y altas los niveles fueron mayores
pero similares entre ellas. El promedio de CHO fue ligeramente mas elevado en las
bajas que en las altas, siendo de 663 ug-g'1 y 411 l,tg-g'1 respectivamente. Los valores
promedio no muestran la tendencia que cabria esperar puesto que cuanto mayor sea
la cantidad de materia orgdnica afadida a las cdmaras mayor deberia haber sido la
concentracion obtenida en los andlisis. Es evidente que los niveles hallados en bajas y
altas fueron claramente mayores que en los controles sugiriendo que el pienso
afiadido contenia CHO, pero es probable que en la aclimatacién de las cdmaras parte
de las moléculas mas rdpidamente biodegradables desaparecieran quedando aquellas
mas refractarias.

Al comparar los valores iniciales de CHO (fig. 4.4) con los finales de cada tipo de
camara (fig. 4.3), se observé que los iniciales (108 pg-g* control, 746 pg-g™ bajas y 873
ug-g ' altas) siempre fueron mayores que el promedio de las finales (42, 663 y 411
ug-g* para control, baja y alta). Esto concuerda con lo esperado ya que parte de los
carbohidratos representan la fraccion mas |abil de la materia orgdnica presente en la
superficie del sedimento siendo uno de los primeros en verse sometidos a
mineralizacion (Venturini et al, 2011).

En este estudio se observd una correlacién estadisticamente significativa, entre los
flujos de OD y el consumo de CHO (diferencia entre las concentraciones finales e inicial
de cada tipo de cdmara) de -0,7087 indicando que la mineralizacién de los CHO afecta
directamente a la dinamica del oxigeno.

Las proteinas son generadas en las células vivas durante la biosintesis, cuando la
informacién genética es transcrita en secuencias de aminodcidos. Estas
macromoléculas varian ampliamente en el nimero de aminoacidos y por lo tanto en el
peso molecular y representan la mayor parte de los compuestos ligados a nitrégeno en
las células y sirven para diferentes funciones como catalizadores de reacciones
bioquimicas y formacién de estructuras esqueléticas (por ejemplo; conchas, fibras,
moluscos). Durante la sedimentacion de los organismos en descomposicién, los acidos
nucleicos y las proteinas son rapidamente hidrolizados quimicamente o
enzimaticamente en unidades mas pequeiias solubles en agua (Rullk6tter, 2006).

En el grafico 4.3 se observa que las proteinas analizadas mostraron los niveles mas
bajos en las cdmaras control (promedio 270 ug-g™) seguidas por las bajas (promedio
1754 ug-g?) vy finalmente las altas (promedio 3199 pg-g?), siguiendo el patrdn
esperado debido a que cuanto mayor fue la cantidad de materia organica afiadida a
cada tipo de cdmara, mayor fue la concentracidn obtenida en los andlisis. Hay que
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resaltar que existido una gran variabilidad en los niveles hallados en las camaras bajas
(baja 1 dio valores ligeramente superiores a los obtenidos en las cdmaras alta 2 y alta
3).

Ensayo Pienso: Concentraciones Inicales
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Figura 4.4: Concentraciones iniciales de Carbohidratos, Proteinas, Lipidos y Compuestos Biopoliméricos
presentes en la cdmara control, baja y alta.

Al comparar los valores promedio finales obtenidos con los iniciales (fig. 4.4) se vuelve
a repetir el patréon esperado ya que los valores iniciales de las cdmaras control, baja y
alta (329, 2426 y 6625 ug-g'1 respectivamente) fueron superiores a los finales (270,
1754y 3199 pg-g'1 respectivamente).

En el analisis estadistico se detectd una relacién entre los niveles finales de PRT
hallados en cada cdmara y los flujos de OD (-0,8841) y entre el consumo de PRT
(diferencia entre finales e inicial de cada tipo de camara) con los flujos de OD de -
0,7375 indicando que la mineralizacidon de los PRT afecta al consumo de oxigeno. Sin
embargo no se observd ninguna correlacidén entre los niveles de PRT y los flujos de NID
medidos en el experimento.

Los lipidos son un conjunto de moléculas orgdnicas (la mayoria biomoléculas)
compuestas principalmente por carbono e hidrégeno y en menor medida oxigeno,
aungque también pueden contener fdsforo, azufre y nitrégeno. Tienen como
caracteristica principal el ser hidrofobas (insolubles en agua) y solubles en disolventes
organicos. Los lipidos cumplen funciones diversas en los organismos vivos, entre ellas
la de reserva energética (como los triglicéridos), la estructural (como los fosfolipidos
de las bicapas) y la reguladora (como las hormonas esteroides).
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Los lipidos mostraron una tendencia clara (fig. 4.3) para cada tipo de camaras, con un
valor promedio de 324 pg-g" en las control, 1765 pg-g™” en las bajas y 4908 pg-g" las
altas. Se observo los niveles mas bajos en las cdmaras control seguidas por las bajas y
finalmente altas, siguiendo el patron esperado debido a que cuanto mayor fue la
cantidad de materia orgdnica afadida a las cdmaras mayor fue la concentracién de
lipidos obtenida en los andlisis.

Al comparar los valores iniciales (fig. 4.4) con los finales (fig. 4.3) se observd que las
iniciales de control y baja (407 y 3366 ug-g'1 respectivamente) fueron mayores que los
promedios de estos tipos de camara (324, 1765 ug-g* respectivamente), sin embargo
para las altas el valor inicial fue menor (4300 pg-g*) que el promedio de los finales
(4908 pg-g™). Se asumio que las condiciones observadas en las cdmaras iniciales fueron
iguales a las existentes en las cdmaras finales tras el ensayo pero no necesariamente
fue asi ya que existié una importante variabilidad dentro del grupo de cdmaras, debido
a la carga de materia organica y a las condiciones que pudiesen darse dentro de cada
camara durante la etapa de aclimatacion.

En el caso de los lipidos, a diferencia de CHO y PRT, no hubo una relacién estadistica
entre Flujos de OD y el consumo de estos compuestos (diferencia entre lipidos finales e
iniciales), pero si se observd una relacion entre los niveles finales de LIP hallados en
cada tipo de cdmaras y los flujos de OD (-0,8007). Esta relacidn indica también que la
mineralizacion de los LIP afecta al consumo de oxigeno pero no de una forma tan clara
como en el caso de PRT y CHO.

Los compuestos biopoliméricos del carbono organico (CBP) estan compuestos por la
suma de las tres moléculas orgdnicas analizadas en este estudio (proteinas,
carbohidratos y lipidos) una vez han sido convertidos a equivalentes de carbono (véase
metodologia).

En la figura 4.3 se observa que las concentraciones finales de CBP de las camaras
control fueron muy similares entre si, si bien la variabilidad en bajas y altas fue mayor.
El promedio de las camaras control fue de 392 ug-g'l, mientras que en las bajas fue de
2448 pg-g'1 y en las altas de 5413 ug-g'l. Se observa como su concentracidon aumenta,
como era de esperar, con la concentracidon de materia orgéanica afiadida.

En la figura 4.4 pueden verse los resultados iniciales de los CBP y al compararlos con
las concentraciones finales se observé que las iniciales (control: 510 ug-g*, baja: 2448
ug-g, y alta: 6820 pg-g™) fueron superiores a las concentraciones finales.

Las concentraciones finales de compuestos biopoliméricos estan relacionados con los
flujos de oxigeno disuelto (-0,8743), indicando que la mineralizacién de estos
compuestos es la que afecta al consumo de oxigeno por parte del sedimento.
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4.2 FLUJOS Y PARAMETROS BIOQUIMICOS DEL SEDIMENTO EN EL EXPERIMENTO
REALIZADO CON MEJILLON MAS FITOPLANCTON

Se realizd un segundo ensayo cambiando el tipo de materia orgdnica que se afiadia al
sedimento en las cdmaras con el propdsito de estudiar cualquier variacién que pudiese
producirse en los flujos o en la concentracién de moléculas organicas, asi como el
comportamiento del sedimento con dos tipos de materia organica diferentes. La figura
4.5 y tabla 4.2 muestra los flujos medidos en este segundo ensayo.

60000 Ensayo Mej6lol7l7on+F|to

40000 303029
%, 20000 1950 66 57 934
':‘E 0 -
S -20000 | -2544 1 9 284
£ 10000

I
pse =0%%g415
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Figura 4.5: Flujos de OD, NID, PSR y Si medidos en las cdmaras control, bajas y altas del ensayo pienso (se
muestra la media de cada tipo de cdmara con su desviacion estdndar)

El OD claramente fue consumido durante la duracién del ensayo por lo que el flujo fue
negativo e indicd que el consumo fue en aumento conforme mayor fue la cantidad de
materia orgénica anadida.

Al analizar el NID se obtuvieron flujos positivos que indican la formacién de N
inorganico como pueden ser NO; o NO, o NH," sin detectarse consumo por parte del
sedimento en ninguno de los promedios de las cdmaras control, baja y alta. Tanto los
flujos de NH;" como de NO3 + NO, mostraron flujos positivos a excepcion de la cdmara
baja 3 que dio un valor negativo para NO3  + NO, aunque muy bajo (-5 umol-NO;3™ +
NO, m2.d}). En general vemos que existe la correspondiente progresion esperada de
los flujos, que va en aumento respecto a la cantidad de materia orgdnica afiadida al
sedimento. Los flujos positivos de NID indican que la materia organica al
descomponerse libera NH;" (amonificacién), siendo posible en presencia de oxigeno, la
nitrificacion de este compuesto a NO, y NO3™ (Herbert, 1999). Cuantitativamente los
flujos de amonio (1898, 29959 y 35715 umol-m’z-dl'a'1 para controles, bajas y altas
respectivamente) fueron mayores que los NO3™ + NO, (52, 343 y 361 pmol-m2-dia™ en
controles, bajas y altas) por lo que el proceso de amonificacion parece que tuvo un
mayor peso que la nitrificacion.
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El PSR, sin embargo, no siguid la progresion esperada puesto que las camaras control y
altas mostraron flujos negativos mientras que las cdmaras bajas positivos. Los flujos
positivos indicaron que se dieron procesos de formacion de PSR durante la
mineralizacion de la materia organica y que este fue liberado a la columna de agua
desde el sedimento en lugar de quedar adsorbido, no obstante los resultados
negativos obtenidos tanto en las cdmaras control como en las altas, estuvieron
préximos a cero.

Respecto al Si, los promedios que se muestran en la figura 4.5 no siguieron el patrén
esperado, ya que las cdmaras control mostraron flujos positivos, las bajas negativos y
las altas nuevamente positivos. Los flujos positivos indican un aporte de Si al agua
debido a la redisoluciéon de las frastulas de las diatomeas (Dugdale y Wilkerson, 2001).
En las camaras control estos aportes pueden proceder tanto del Si que pudo contener
el sedimento como de las propias diatomeas que pudieron crecer durante la etapa de
aclimatacién. En las cdmaras altas los aportes fueron mucho mayores ya que el
sedimento ademas contenia el Si procedente del fitoplancton cultivado en laboratorio.
Sin embargo las cdmaras bajas no siguieron la pauta esperada ya que mostraron flujos
negativos indicando un consumo de este compuesto por el sedimento.

En la figura 4.6 se observa las concentraciones de materia orgdnica final (MO f) de cada
camara. Los promedios de MO f fueron de 0,9% en controles, 1,8% en bajas y 1,8% en
altas. Si bien las cdmaras bajas y altas mostraron niveles significativamente mayores
que las controles no se aprecié diferencias entre los valores promedios debido
fundamentalmente a la gran variabilidad que se observd en las camaras bajas. Los
niveles de MO f no siempre fueron inferiores a los porcentajes de MO i (0,7% control,
1,4% baja y 2,0% alta), como cabria esperar, dado que lo Idgico seria un consumo de
materia organica por parte del sedimento. Existid una correlacién estadisticamente
significativa entre la MO f y los flujos de OD, NH." y NID (-0,8856, 0,9229 y 0,9213
respectivamente), en cambio no se detectd ninguna relacién con PSR o Si. la
degradacion de la MO conlleva un consumo de OD, la relacién positiva tan alta con
amonio y los compuestos de N indican que tuvieron lugar procesos de amonificacion y
nitrificacidn en el sedimento tras la adicion de la mezcla de mejillén + fitoplancton.

En la figura 4.7 se observa los resultados obtenidos para CHO, con valores promedio de
185, 365y 619 ug-g'1 para control, baja y alta respectivamente. Asi mismo al analizar la
figura 4.8, se observa que los valores procedentes de las cdmaras iniciales fueron
mavyores a los promedios finales para las cdmaras control (227 pg-g™) y baja (514 pg-g
1) pero no para las altas (477 pg-g). Como era de esperar, los CHO mostraron estar
relacionados con los flujos de OD (-0,8239) ya que cuando mayor es la cantidad de
estos compuestos mayor es el consumo de OD para su mineralizacién, sin embargo,
también se aprecid relaciones estadisticamente significativas con los flujos de NH," y
NID (0,8860, 0,8874) a pesar de que estos compuestos no contienen nitrogeno. Estas
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ultimas relaciones podrian deberse a que los CHO f mostraron correlaciones con PRT f
y LIP fy CBP f de 0,9048, 0, 9767, 0,9894 respectivamente.

Ensayo: Mejillon+Fito
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Figura 4.6: Materia Orgdnica de la cdmara control, baja y alta inicial con la media de las 3 cdmaras
control, baja y alta finales.

Ensayo Mejillon+Fito: Concentraciones
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Figura 4.7: Concentraciones finales de carbohidratos, proteinas, lipidos y Compuestos Biopoliméricos
analizados en las 3 cdmaras control, 3 bajas y 3 altas, mostrando los valores de forma individual.
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Las PRT mostraron un claro aumento (fig 4.7) en funcién de la concentracién de
materia orgénica afiadida a cada grupo de camaras, con promedios de 368 pg-g™ en
control, 4056 pg-g™ en bajas y 6357 pg-g” en altas. La figura 4.8 muestra los valores
iniciales, y en los tres casos estos valores (299, 2922 y 6153 ug-g'1 en control, baja y
alta respectivamente) fueron inferiores a los finales en contra de la pauta esperada.
Las concentraciones de proteinas finales estuvieron relacionadas con los flujos de OD,
NH," y NID (-0,9452, 0,8786 y 0,8967 en este orden) indicando procesos de
mineralizacion que consumen oxigeno disuelto y liberan amonio y en menor medida
de nitritos mas nitratos.

En el caso de los LIP como se muestra en la figura 4.7 con unos valores promedio
finales 807, 3078 y 6249 ug-g'1 respectivamente, siguieron el mismo patrén observado
que las PRT. Aunque en las cdmaras controles y bajas no existié mucha variabilidad (sd:
524,9), si que se observé una desviacion estandar alta en las cdmaras altas (sd:
1878,5). Los valores promedio finales fueron inferiores a las concentraciones iniciales
(fig. 4.8) con valores de 824, 4722 y 7078 ug-g" para control, baja y alta
respectivamente. También los LIP, al igual que las PRT y CHO, guardaron una relacién
con los flujos de OD, NH,"y NID (-0,7576; -0,946; 0,8799 en este orden). Nuevamente
el consumo (correlacién negativa) de OD fue el esperado, pero la relacién con los flujos
de nitrégeno (NH,;" y NID) no fue tan clara puesto que los lipidos son moléculas que
pueden no contener N.

Ensayo Mejillon+Fito: Concentraciones
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Figura 4.4: Concentraciones iniciales de Carbohidratos, Proteinas, Lipidos y Compuestos Biopoliméricos
presentes en la cdmara control, baja y alta.

Por ultimo los CBP siguen el mismo patréon que se ha visto en todos los compuestos
organicos analizados. Los valores promedio de las concentraciones finales (CBP f)
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obtenidos fueron 860, 4442 vy 8050 pg-g' para controles, bajas y altas
respectivamente. Si los comparamos con los valores de las concentraciones iniciales,
tal y como se muestran en la figura 4.8 (856, 5179 y 8514 ug-g" para las camaras
control, baja y alta), se observa que estas ultimas fueron superiores en el caso de las
bajas y altas a excepcidn de las control donde fueron practicamente las mismas. Los
CBP también guardaron una relacidon estadisticamente significativa con los flujos de
OD, NH;"y NID (-0,8691; -0,9277 y 0,9249).

Finalmente, teniendo en cuenta los dos ensayos realizados con los dos tipos diferentes
de materia organica utilizada (pienso y mejillones mas fitoplancton) se pudo observar
gue el consumo de oxigeno disuelto fue mayor a medida que aumento la cantidad de
materia orgdnica (r: -0,8856 entre MO f y FOD), proteinas (r: -0,9452 entre PRT f y
FOD), lipidos (r: -0,7576 entre LIP f y FOD) y compuestos biopoliméricos del carbono
(r: -0,8691 entre CBP fy FOD). Hay que destacar que si bien no se observé una relacion
con los carbohidratos, la mayor correlacion se dio con los CBP que integran el carbono
procedente de las proteinas, lipidos como carbohidratos.

Los flujos de amonio también se relacionaron con la cantidad de materia organica (r:
0,9229 entre MO f y FNH,'), proteinas (r: 0,8946 entre PRT f y FNH,"), lipidos (r:
0,8793 entre LIP f y FNH,") y compuestos biopoliméricos del carbono (r: 0,9236, entre
CBP fy FNH,") ademas de con los flujos de OD (r: -0,9380 entre FOD y FNH,").

Los flujos de NID al igual que los flujos de amonio, tuvieron una relacion
estadisticamente significativa con materia orgdnica (r: 0,5471 entre NID y %MO f),
proteinas (r: 0,6858 entre NID y PRT f), lipidos (r: 0,4830 entre NID y LIP f), compuestos
biopoliméricos del carbono (r: 0,6358 entre NID y CBP), , flujo de oxigeno disuelto (r: -
0,5169 entre NID y F OD) y amonio (r: 0,9999 entre NID y NH,").

No se observd ninguna relacion entre los flujos de PSR y Si con ningun tipo de
compuesto organico analizado ni dentro de cada ensayo ni de forma global.
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PIENSO

PSR

Si

CAMARA prrﬁ?)llj-m’2 prlr\1l(|>_l|-4m’2 |.|n|:lo_l-l:ln'2 |Jml\tl:olll-3m'2 pmol-m? pmol-m™ MO % PRT LIP CHO CBP

-dia* dia™ dia™ dia™ dia™ dia™ Hg/g Hg/g Mg/g Mg/g
Control 1 -5157 990 -220 770 -10 -87 1,2 243 377 22 411
Control 2 -2535 1731 433 2163 -2 -523 1,3 377 312 55 441
Control 3 -4985 2100 771 2871 3 -348 1,3 190 283 50 325
C media -4226 1607 328 1935 -3 -319 1,2 270 324 42 392
Inicial C - - - - - - 0,7 329 407 108 510
Bajal -44089 -27642 78 -27564 -26 -261 1,3 3188 1368 734 2882
Baja 2 9139 -18211 19 -18192 27 52 1,0 1172 2561 517 2702
Baja 3 -21228 -22129 209 -21920 -26 -122 1,7 903 1364 738 1761
B media -18726 -22661 102 -22559 -9 -110 1,3 1754 1765 663 2448
Inicial B - - - - - - 1,6 2426 3366 746 4012
Alta 1l -124103 40758 366 41124 52 -226 1,7 3802 4087 544 5146
Alta 2 -93808 -6653 -108 -6761 -16 -714 1,7 2732 6420 302 6274
Alta 3 -77263 6513 292 6806 -53 70 1,6 3064 4217 388 4820
A media -98391 13540 183 13723 -6 -290 1,7 3199 4908 411 5413
Inicial A - - - - - - 1,8 6625 4300 873 6820

Tabla 4.1: Resultados del ensayo con pienso
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MEJILLON MAS FITOPLANCTON

+ .
CAMARA umcc)):?m'2 |.|rt|cl>—ll-4m'2 pnl:la-l:ln'z |.|ml\i>lll-3m'2 pnF:j-'zfz |.|mc?ll-m'2 MO % PRT LIP CHO CBP

dia’t diat dia’t diat dia’t diat Holg Holg kolg kolg
Control 1 -3438 2365 22 2387 -4 -17 1,1 391 724 184 808
Control 2 -1683 1920 54 1974 0 108 0,8 396 571 191 699
Control 3 -2511 1409 80 1489 3 80 0,8 318 1126 181 1073
C media -2544 1898 52 1950 -1 57 0,9 368 807 185 860
Inicial C - - - - - - 0,7 299 824 227 856
Bajal -45550 24298 726 25024 -13 21 1,7 3699 2670 367 3962
Baja 2 -53163 28845 309 29154 160 -717 1,4 4973 2895 340 4744
Baja 3 -52650 36734 -5 36729 52 -156 2,2 3496 3670 388 4621
B media -50454 29959 343 30302 66 -284 1,8 4056 3078 365 4442
Inicial B - - - - - - 1,4 2922 4722 514 5179
Altal -70821 32423 184 32608 52 574 1,9 6804 4913 573 7248
Alta 2 -52358 41864 412 42276 -81 179 1,9 5591 8397 700 9318
Alta 3 -52065 32859 487 33346 2 2049 1,7 6677 5438 584 7584
A media -58415 35715 361 36077 -9 934 1,8 6357 6249 619 8050
Inicial A - - - - - - 2,0 6153 7078 477 8514

Tabla 4.2: Resultados ensayo con mejillones mds fitoplancton
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5 CONCLUSIONES

En este estudio se pudo establecer las siguientes relaciones entre los flujos en la
interfase sedimento-agua y los compuestos organicos analizados teniendo en cuenta
los dos ensayos realizados con los dos tipos diferentes de materia orgdnica utilizada
(pienso y mejillones mas fitoplancton):

e El consumo de oxigeno disuelto fue mayor a medida que aumentd la cantidad
de materia organica en los sedimentos debido a que durante la degradacion
aerdbica de la materia orgdnica se consume este compuesto. Este consumo
también fue mayor a medida que mayor fue la cantidad de proteinas, lipidos y
compuestos biopoliméricos del carbono.

e Los aportes de amonio y de nitrégeno inorganico disuelto fueron mayores a
medida que aumenté la cantidad de materia orgdnica, proteinas, lipidos y
compuestos biopoliméricos del carbono. A través de la amonificacidn, el
nitrégeno organico es transformado a amonio inorganico y en este proceso se
consume oxigeno por lo que estos aportes estuvieron relacionados
inversamente con los flujos de oxigeno disuelto. La relacién del nitrégeno
inorganico disuelto con las distintas formas organicas se debid principalmente
al amonio ya que la amonificacién tuvo una mayor importancia que la
nitrificacion.

e Los carbohidratos a diferencia de las otras fracciones labiles como las
proteinas, lipidos y compuestos biopoliméricos del carbono no mostraron una
relacion clara con los flujos de oxigeno debido probablemente a que la fraccién
mas |abil de ellos, es degradada rdpidamente durante la etapa de aclimatacion
del experimento, quedando los mas refractarios en el momento del ensayo.

e Los biopolimeros organicos mostraron una respuesta sensible a los flujos de
oxigeno, y nitrégeno en la interfase sedimento-agua ya que representan la
fraccién labil de la materia orgdnica sedimentaria.

o No se observd ninguna relacién entre los flujos de fésforo y silice con ningln
tipo de compuesto orgdnico analizado en ninguno de los experimentos
realizados.

e De los experimentos realizados, el que utilizé como fuente de materia organica
mejillones mas fitoplancton fue el mas adecuado debido a que tanto oxigeno
como nitrégeno respondieron en funcién de la prediccidn general de que la
materia orgdnica de los sedimentos al descomponerse de forma aerobia
consume oxigeno del agua y libera a ésta nitrégeno.
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Las cdmaras iniciales no aportaron la respuesta esperada ya que se pretendia
utilizarlas como referencia para obtener las concentraciones iniciales del
ensayo de cada tipo de camara para la determinacién de los flujos sin alterar el
sedimento. Dada la heterogeneidad del mismo en muchas situaciones se
observaron niveles iniciales mas bajos que los finales (obtenidos tras terminar
el ensayo), por lo que no resultaron utiles para establecer la cantidad de
compuestos organicos consumidos en el ensayo.
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