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RESUMEN

El gas metano, que contribuye significativamente al cambio climatico, ha aumentado considerablemente en
el tltimo siglo. Los sedimentos marinos aportan entre un 1-10% de la emision total a la atmdésfera. En este
trabajo se estudia la capacidad de produccion de metano en el sedimento del estuario del rio Palmones. Los
datos revelan que en la actualidad el estuario no contribuye al incremento atmosférico del metano. La
ausencia de produccion de metano in situ se debe a que temperatura del sedimento es demasiado baja, a la
alta concentracion de sulfato y salinidad en el sedimento, y a la competencia entre bacterias metanogénicas y
sulfatorreductoras por un mismo sustrato que se encuentra en concentraciones limitantes en el estuario. Si la
temperatura del sedimento alcanzara un maximo de 35°C y la concentracion de sustrato no fuera limitante, la
competencia entre ambos grupos de bacterias seria minima. En estas condiciones el estuario podria contribuir
al cambio climatico, produciendo 6 nmol de metano mI™* h™. Adn asi, la capacidad de produccion de metano
del estuario seria hasta ocho veces inferior a la del rio, ya el contenido de sulfato suponen un porcentaje
méaximo de inhibicién de la produccion casi del 90%.

Palabras claves: estuario del rio Palmones, produccién de metano, cambio climatico

227



Almoraima 37, 2008

INTRODUCCION

El metano (CH,), constituyente minoritario de la atmésfera, juega un papel importante como gas de efecto
invernadero. Se considera el tercer gas de efecto invernadero en importancia después del CO, y compuestos
CFC; (Lelieveld J., et al., 1993; Milich, 1999), contribuyendo aproximadamente al 15% del calentamiento
global (Christiansen and Cox, 1995). Se produce en ambiente andxicos durante el proceso de
descomposicién de la materia organica (metanogénesis) por bacterias metanogénicas que pertenecen al reino
Euarchaeota del dominio Archaea (Woese et al., 1990). Estas bacterias se encuentran en ambientes muy
diversos como el tracto gastrointestinal de animales e insectos (Zinder, 1993), zonas de humedales,
plantaciones de arroz, sedimentos dulceacuicolas y marinos, y marismas, entre otros (Balch et al., 1979;
Oremland, 1988; Peters and Conrad, 1995; Whitman et al., 1991).

Su concentracion en la atmosfera aumenta mucho mas rapido que el CO, y que otros gases (Cicerone and
Oremland, 1988). Este aumento, a una tasa del 1% al afio, ha hecho que la comunidad cientifica se centre en
identificar y cuantificar las fuentes de emision y sumideros que son responsables de este aumento global. La
mayoria de los articulos cientificos consideran que los humedales constituyen la principal fuente de emision
natural a la atmoésfera, contribuyendo con una emision anual de 100-200 Tg, el 30% de la emision total de
metano a la atmdsfera.

En la actualidad, los ecosistemas marinos juegan un papel relativamente modesto en el incremento global de
metano; se estima que su contribucion es tan sélo del 1-10% de la emisidn total (Cicerone and Oremland,
1988; Bange et al., 1994). Los estuarios son responsables del 7-10% de la emision total de los océanos, a
pesar de representar sélo el 0.4% del area total oceanica (Bange et al., 1994; Upstill-Goddard et al., 2000;
Middelburg et al., 2001). El sedimento intermareal y la marisma se revelan como las zonas del estuario
donde la actividad puede ser mas intensa por los aportes de materia organica de las raices de plantas a
profundidades anodxicas (Kelly et al., 1995; Van der Nat and Middelburg, 2000).

La produccion de metano en sedimentos marinos depende de varios factores tanto de las propiedades
fisicoquimicas del sedimento (pH, Eh, concentracién O,, salinidad, concentracion de sulfato, etc.) como de la
disponibilidad de sustrato, y la actividad de otros organismos gque habitan el sedimento, como es el caso de
las bacterias sulfatorreductoras. La actividad metanogénica aumenta con la temperatura, pero se reduce en
sedimentos con altas concentraciones de sulfato. En realidad el sulfato no ejerce un efecto inhibidor sobre las
bacterias metanogénicas si no que las bacterias sulfatorreductoras compiten mas eficientemente por el mismo
sustrato, el hidrégeno y el acetato, en sedimentos con alto contenido en sulfato (Abram and Nedwell
1978a,b).

En este trabajo se estudia la produccion de metano a varias temperaturas y se evaltan los principales factores
que regulan su produccion en el estuario del rio Palmones (temperatura, disponibilidad de sustrato en el
sedimento, competencia entre bacterias sulfatorreductoras y metanogénicas, y contenido del sedimento en
sulfato). El objetivo final es analizar las aportaciones de metano del estuario a la atmésfera y su posible
contribucion al calentamiento global.
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MATERIAL Y METODOS
Area de estudio

El estuario del rio Palmones, se localiza en el sur de la peninsula Ibérica (bahia de Algeciras) al final de una
pequefia cuenca de 3,75 km? de area. Se trata de un sistema eutr6fico, poco profundo con movimientos de
marea con una amplitud méxima de 2m en los que emerge diariamente una gran superficie de sedimento, y
con un rango de salinidad que varia entre 29 y 35 u.s. Toda la cuenca estd bajo la influencia de una
importante actividad antropogénica que contribuye a la progresiva eutrofizacion que esté teniendo lugar en el
estuario desde la Gltima década hasta nuestros dias (Clavero et al., 1997). Este hecho conduce a un continuo
incremento de la carga de nutrientes tanto en el sedimento como en el agua (Niell et al., 1996; Clavero et al.,
1999a,b). Entre las mdltiples intervenciones humanas cabe destacar la construccion de la presa de
CELUPAL junto al puente de la N-340, que marca el limite del estuario.

El intermareal es la zona del estuario junto al cafio que estd directamente influenciada por la marea,
quedando el sedimento expuesto diariamente a la atmdsfera durante la pleamar. Destaca una zona baja de
sedimento desnudo, la mas préxima al cafio, seguida de otra zona en la que las plantas superiores estan
ausentes pero hay una clara zonacion de algas entre las que destacan ulva sp. (U. olivascens and U.
dangeardii), Rhizoclonium riparium, y Enteromorpha sp. (E. intestinalis y E. prolifera).

Muestreo y método analitico

Se eligieron dos zonas de muestreo: una en el estuario (E), en la zona de sedimento desnudo del intermareal,
y otra en el rio (R), a 3 Km del punto anterior (figura 1). Las muestras del estuario se tomaron en marea baja.
En ambos casos se cogieron pequefios cilindros de PVC (7 cm de didmetro y 20 cm de longitud) que se
mantienen en el laboratorio a 15°C con un fotoperiodo de 12h luz/oscuridad. Parte de estas muestras se
utilizaron para realizar los experimentos de produccidon de metano y parte para analizar el contenido de
materia orgénica, carbono, nitrogeno y azufre total particulado en el sedimento, siempre considerando una
Unica seccion de 8 cm de profundidad, atendiendo al méximo bacteriano encontrado en el estuario a 6 cm en
estudios anteriores por Clavero et al. (1999), y a la actividad maxima de las bacterias metanogénicas en
sedimentos marinos a 10 cm (Oremland et al. 1982, King et al., 1983, Heyer et al., 1990).

Medidas en el sedimento

El contenido de materia organica se midié como porcentaje de perdida de peso por ignicidn a 550°C durante
3h utilizando sedimento que ha sido previamente secado a 60°C.

El carbono, nitrogeno y azufre total particulado del sedimento se determind con un autoanalizador elemental
segun el método propuesto por Kristensen and Andersen (1987).
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Figural.- Mapa de la zona de estudio y estaciones de muestreo: sedimento del rio y del
estuario.

Produccion de metano en el sedimento: efecto de la temperatura, de un inhibidor de las bacterias
sulfatorreductoras (molibdato),de un sustrato de las bacterias metanogénicas (acetato), y del contenido del
sedimento en sulfato en la tasa de produccion de metano

Se realizaron distintas incubaciones de una mezcla homogénea de sedimento-agua para estudiar:1) el efecto
de la temperatura en la tasa de produccién en el sedimento del estuario, 2) la interaccién entre las bacterias
sulfatorreductoras y metanogénicas, y la disponibilidad de sustrato in situ en la tasa de produccién de metano
en el sedimento del estuario y del rio segun la temperatura de maxima actividad (35°C), y 3) el grado de
inhibicidn de la tasa de produccion por efecto del contenido del sedimento en sulfato.

Se introdujeron tres muestras de sedimento de cada zona en una cAmara de anaerobiosis bajo una atmosfera

de N, que garantiza la ausencia de oxigeno. Las muestras se homogenizaron manualmente y se mezclaron
con agua de mar artificial libre de oxigeno (burbujeada previamente con N,) en el caso del sedimento del
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estuario y en agua bidestilada libre de oxigeno para sedimento del rio, en una proporcién de 50%
peso/volumen. De cada una de las muestras se introducen 30 ml en unos viales de 50 ml previamente
burbujeados con N, para crear un ambiente anaerébico, quedando un volumen de aire de 20 ml. Antes de
cerrar los viales herméticamente con septos de goma se afiaden los distintos tratamientos que se detallan mas
abajo. Todas las muestras se incuban en agitacion y oscuridad durante 72 h a temperatura constante.
Finalmente se determina la concentracién de metano por su acumulacion en el aire de los viales de
incubacion. Cada 24 h se toman muestras de 1ml del aire acumulado en los viales con una jeringa especial
para gases Yy se analiza con el cromatégrafo de gases HP 6890 (columna propak Q y detector de ionizacion de
llama, FID).

El efecto de la temperatura en el estuario se estudi6 incubando sedimento de la zona desnuda del intermareal
a 15, 25, 30 y 35°C, en presencia de: 1) un inhibidor de las bacterias sulfatorreductoras (20 mM de molibdato
sadico, 1), 2) un sustrato de las bacterias metanogénicas (20 mM de acetato sodico, S), y 3) una mezcla del
inhibidor de las bacterias sulfatorreductoras y del sustrato de las metanogénicas (20 mM molibdato s6dico +
20 mM acetato sodico, IS).

Una vez determinada la temperatura Optima de produccion de metano se estudid la interaccion entre las
bacterias sulfatorreductoras y metanogénicas, y la disponibilidad de sustrato in situ en la tasa de produccion
de metano en sedimento del estuario y del rio. Este objetivo se llevo acabo incubando sedimento del estuario
y del rio a 35°C siguiendo los mismos tratamientos que en el caso anterior. Por Gltimo, se estudié el efecto de
la concentracidn de sulfato incubando sedimento del rio a 35°C a distintas concentraciones de sulfato sodico:
0.1, 5, 25,50 y 100 mM).

En todos los casos se realiz6 un control (C) sin afiadir ningln tipo de sustancia al sedimento.

Andlisis estadistico

La tasa de produccién de metano se calculé usando un analisis de regresion linear. Se empled la prueba
estadistica t-Student (P<0.05) para comprobar los casos en los que la tasa de produccion era distinta de cero.
Esta se expresé como nmol de metano por ml de sedimento y hora.

El efecto de los tratamientos (C, I, Sy IS), la temperatura (15, 25, 30 y 35°C) y la disponibilidad de sulfato

en la tasa de produccion de metano se estudié con un andlisis de la varianza (ANOVA) segun se describe en
Sokal y Rohlf (1995) con un nivel de significacion del 5%.
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RESULTADOS
Caracteristicas del sedimento

El contenido de material organica y de azufre total particulado, y la relacion C:N del sedimento se muestra
en la tabla 1. No se aprecian grandes diferencias entre los dos sedimento, al menos en cuanto al contenido
orgénicoy larelacion C:N se refiere. EI contenido organico es ligeramente mayor en el estuario que en el rio
(7.6%=0.04 y 5.6%=0.03, respectivamente), y un poco mas facil de degradar, como indica el menor valor de
la relacion C:N del estuario (12.73+£2.05 y 13.89+3.19, respectivamente). En ambos casos la materia organica
del sedimento no llega a considerarse refractaria, al no superar el maximo valor de la relacion C:N
establecido por Richards (1987) en 20. La gran diferencia radica en el contenido de azufre total particulado
del sedimento, llegando a ser 70 veces superior en el estuario.

% MO Relacién C:N S (Mg ges™)
Estuario 7,6£0,04 12,73£2,05 14,74+4,39
Rio 5,59+0,03 13,89+3,19 0,21+0,05

Tabla 1.- Contenido organico, relacion C:N y azufre total particulado en sedimento del estuario y del rio.

Resultados experimentales
Efecto de la temperatura en la tasa de produccién de metano

En la figura 2 se muestra el efecto de la temperatura en la tasa de produccion de metano en sedimento del
estuario con distintos tratamientos (C, control; I, inhibidor de bacterias sulfatorreductoras; S, sustrato de
bacterias metanogénicas; 1+S, inhibidor de bacterias sulfatorreductoras + sustrato de bacterias
metanogénicas). De las temperaturas ensayas (15, 25, 30 y 35°C), a 35°C se obtuvo la maxima produccién
de metano, 6 nmol mI™h™. Por debajo de esta temperatura la capacidad de produccién de metano es muy
baja, casi nula, sin que haya diferencias estadisticamente significativas entre ellas (ANOVA, P<0.05); tan
solo cuando se incuba el sedimento con el inhibidor de bacterias sulfatorreductoras o con la mezcla de
inhibidor y sustrato se produce metano, sin llegar a superar 1 nmol mI™*h™.
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Figura 2.- Efecto de la temperatura en la tasa de produccién de metano en sedimento del estuario (C, control;
1, inhibidor de bacterias sulfatorreductoras; S, sustrato de bacterias metanogénicas; I1+S, inhibidor de bacterias
sulfatorreductoras + sustrato de bacterias metanogénicas).
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Figura 3.- Efecto de un inhibidor de bacterias sulfatorreductoras y de un sustrato de bacterias metanogénicas en
la tasa de produccion de metano en sedimento del estuario y del rio a 35°C (E, sedimento del estuario; R,
sedimento del rio).
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Efecto de un inhibidor de bacterias sulfatorreductoras y de un sustrato de bacterias metanogénicas en la
tasa de produccion de metano en sedimento del estuario y del rio a 35°C

El efecto del inhibidor y del sustrato en la tasa de produccién de metano en sedimento del estuario y del rio a
35°C se muestra en la Figura 3. En general, la tasa de produccion de metano fue mayor en el sedimento de
rio (1.94+0.46-20.49+2.28 nmol mI™* h™) que en del estuario (0-5.4+0.5 nmol mI™* h™), llegando a ser hasta 4
veces superior. Los tratamientos incrementaron la tasa de produccion en la mayoria de los casos. En el rio la
presencia del inhibidor de bacterias sulfatorreductoras no tuvo ningin efecto (1.76£0.54 en el control y
1.94+0.46 nmol mlI™* h'con el inhibidor), en cambio, la adicion de sustrato aument6 la produccion 10 veces.
En el estuario no se observé produccion en ausencia de tratamiento (control); pero si cuando se afiade
inhibidor o sustrato. En presencia del inhibidor se obtuvo una produccion de 3.53+1.91 nmol ml™ h™, y con
el sustrato algo menor, 1.09+0.12 nmol mI™* h™.

Efecto de concentracién de sulfato del sedimento en la tasa de produccion de metano

La figura 4 muestra la produccion de metano en sedimento de rio frente a concentraciones crecientes de
sulfato sddico (0, 0.1, 5, 25, 50 y 100 mM). La tasa de produccién en el rio, sin adiccion de sulfato, es de
23.56 + 11.46 nmol mI™ h™’. La capacidad de produccion disminuye hasta 8 veces al aumentar el contenido
de sulfato (2.99 + 0.68 nmol ml™ h). La figura 5 muestra que a concentraciones muy bajas de sulfato la
produccién sufre una fuerte inhibicion, llegando a inhibirse un 20% tan sé6lo con la adicién de 0.1 mM y mas
del 50% con la adicion de 5 mM de sulfato sodico. A partir de 50 mM la inhibicidn es casi del 90%.
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Figura 4.- Efecto del sulfato en la tasa de produccién de metano en el sedimento.
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DISCUSION

La formacion de metano depende de varios factores entre los que cabe destacar la temperatura del sedimento
(Wagner and Pfeiffer, 1997; Van der Nat et al., 1998). En este trabajo ha quedado claro que por debajo de
35°C el sedimento del estuario no es capaz de producir metano. Estos resultados estan en consonancia con las
observaciones realizadas por Le Mer and Roger (2001), quienes establecen un rango 6ptimo entre 30 y 40°C,
a pesar de que la formacion bioldgica puede tener lugar en un rango mucho mas amplio, entre 9 y 110°C
(Stetter, 1992; Huber et al., 1994). La razdn de este hecho radica en que a bajas temperaturas disminuye la
actividad de bacterias metanogénicas, asi como de otros grupos bacterianos que intervienen en este proceso.

En el sedimento del estuario Palmones, la produccién de metano fue un orden de magnitud inferior al
sedimento del rio. La formacién de metano se reduce por competencia con otra via de descomposicion de
materia organica como es la sulfatorreduccién (Oremlamd, 1988). En ambientes marinos, donde la
disponibilidad de sulfato es alta, las bacterias sulfatorreductoras compiten mas eficientemente que las
metanogénicas por los mismos sustratos, acetato y H, (Piker et al., 1998; Capone and Kiene, 1988), de ahi
que varios autores hayan observado que la emision de metano en zonas marinas sea hasta dos érdenes de
magnitud inferior a zonas de agua dulce (Middelburg et al., 1996; Barlett et al., 1987).

En el rio Palmones no hay competencia entre bacterias sulfatorreductoras y metanogénicas, asi lo indica la
ausencia de respuesta en la formacion de metano en sedimento del rio incubado con un inhibidor de bacterias
sulfatorreductoras y el bajo contenido del sedimento en sulfato que caracteriza a los sedimentos fluviales. En
cambio, el rio podria producir mas metano si la concentracion de sustrato en estos sedimentos no fuera
limitante como muestra el aumento de actividad en las incubaciones con concentracion de sustrato saturante.
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En el estuario, por el contrario, existe competencia entre ambas rutas metabdlicas. El alto contenido del
sedimento en sulfato y el poco sustrato disponible, hace que las bacterias sulfatorredutoras sean mas
eficientes que las metanogénicas; de modo que el poco sustrato que hay en el sedimento es utilizado
preferentemente por las bacterias sulfatorreductoras. Por tanto, el contenido del sedimento en sulfato se
revela como un factor clave en la formacion de metano en el estuario de Palmones. Segin las
concentraciones medidas en el estuario, entre 2 y 65 mM, la produccion de metano sufriria una inhibicién
superior al 50% comparado con la capacidad de produccion del sedimento del rio.

Nuestros resultados muestran que el estuario del rio Palmones casi no hay produccién de metano.
Probablemente la temperatura del sedimento del estuario no supere los 35°C méas que unos pocos dias al afio,
lo que implica que el estuario en la actualidad no es un lugar idéneo para la formacion de metano y que no
contribuye a su incremento atmosférico ni al calentamiento global. Ahora bien, si las condiciones cambiasen,
no sélo que hubiera un incremento de la temperatura, sino un aumento de la disponibilidad de sustrato, el
estuario se revelaria como una importante fuente de produccion de metano. Aunque no hay que olvidar, que
debido al alto contenido de sulfato en el sedimento, su papel seria modesto comparado con sedimentos
dulceacuicolas. La siguiente cuestion que habria que plantearse es cuanto de este metano que se produce
llegaria realmente a la atmosfera o por el contrario seria oxidado en el propio sedimento durante su ascenso
hacia la superficie.
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	Efecto de un inhibidor de bacterias sulfatorreductoras y de un sustrato de bacterias metanogénicas en la tasa de producción de metano en sedimento del estuario y del río a 35ªC 
	El efecto del inhibidor y del sustrato en la tasa de producción de metano en sedimento del estuario y del río a 35ºC se muestra en la Figura 3. En general, la tasa de producción de metano fue mayor en el sedimento de río (1.94±0.46-20.49±2.28 nmol ml-1 h-1) que en del estuario (0-5.4±0.5 nmol ml-1 h-1), llegando a ser hasta 4 veces superior. Los tratamientos incrementaron la tasa de producción en la mayoría de los casos. En el río la presencia del inhibidor de bacterias sulfatorreductoras no tuvo ningún efecto (1.76±0.54 en el control y 1.94±0.46 nmol ml-1 h-1con el inhibidor), en cambio, la adición de sustrato aumentó la producción 10 veces. En el estuario no se observó producción en ausencia de tratamiento (control); pero si cuando se añade inhibidor o sustrato. En presencia del inhibidor se obtuvo una producción de 3.53±1.91 nmol ml-1 h-1, y con el sustrato algo menor, 1.09±0.12 nmol ml-1 h-1. 




