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Introduccion

Una pregunta clave a la hora de comprender el ciclo global del carbono en la
biosfera es si los océanos actuan como fuentes o sumideros netos de carbono. Este balance
dependera de la produccion de materia organica en comparacion con la descomposicion
debida a la respiracion bioldgica. Aunque el océano es el ecosistema mas extenso de la
Tierra, nuestro conocimiento sobre su funcién es aun insuficiente, hasta el punto de que
hace menos de cien afios se consideraba que el océano profundo estaba desprovisto de vida.
A este respecto del Giorgio y Duarte [2002] afirmaron que: "Por eso, no es extraiio que
mientras se piensa en los bosques como los pulmones de nuestro planeta, el papel del
océano en el metabolismo queda pobremente entendido". La respiracion oceanica y la
descomposicion de materia organica asociada es uno de los componentes mas importantes

del flujo de carbono global y una fuente primordial de di6xido de carbono en la naturaleza.

A la hora de estudiar la respiracion planctonica se han venido utilizando distintos

métodos aproximativos; estos son:

a) Medidas de la tasa de produccion/consumo de productos o reactivos: este se basa
en medidas del cambio de un reactivo (e.g. oxigeno) o de un producto (e.g. diéxido de
carbono) en la respiracion durante un periodo de tiempo caracteristico (12 6 24 h) bajo
condiciones de oscuridad. Aunque este parece ser la mejor aproximacion a la realidad,
presenta algunas limitaciones. Por un lado se puede estar obviando una parte de respiracion
que se realice solamente en presencia de luz (e.g. reaccion de Mehler, ...), y existe una
dependencia temporal con el agotamiento de la concentracion de sustratos de la que
depende la respiracion. Por otro lado, también limitaciones propias del método in vitro; esto
es, el confinamiento puede ser fuente potencial de errores debido a dos motivos: 1) el
tamafio de muestra puede omitir una parte de la comunidad heterotrofica (provocando una
disminucién de la respiracion debido a la pérdida de miembros de la comunidad, y también
por la posible eliminacion de la presion predadora), y ii) por el mismo continente debido al
denominado “efecto botella”. Por ultimo, a veces puede existir un error de interpretacion;

ya que se asume que la técnica del oxigeno determina la disminuciéon en ausencia de luz
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admitiendo que ésta puede ser atribuida al proceso fisioldgico de la respiracion. Pero esta
suposicion fue criticada por Pamatmat (1997), que argument6é que la descomposicion de
hidroxido de perdxido, que acarrea una produccion de oxigeno, puede enmascarar las

medidas de respiracion, dependiendo de la técnica usada para medir el oxigeno.

b) Mediante relaciones con enzimas respiratorias apropiadas o sistemas
enzimdticos: el método de ETS (Sistema de Transporte de Electrones) estima la méxima
actividad de las enzimas asociadas con el sistema de transporte de electrones respiratorio
tanto de organismos eucariotas como de procariotas. Es una medida potencial que debe ser
convertida a respiracion in situ por relaciones determinadas empiricamente. Esto puede

r r . 4 1: 14 3
acarrear problemas, pero no mas que para otras técnicas cominmente utilizadas (""C y "H-

thymidina; del Giorgio 1992).

c) Predicciones a partir de biomasa: a partir de medidas o estimaciones de la
biomasa de los distintos miembros de la comunidad planctonica, y con unas tasas
apropiadas de relacion entre la biomasa con las tasas metabodlicas de cada grupo, se puede
calcular una tasa de respiracion comunitaria (Robinson et al., 1999). El problema es que,
aunque existe un consenso sobre la relacion existente entre la tasa de respiracion y el
tamano para el plancton mayor, este no existe al ir disminuyendo la talla (es mas que
probable que las bacterias presenten la relacion metabdlica mayor de todos los organismos

vivientes).

d) A partir de la actividad y de las eficiencias de crecimiento: a partir de medidas
de produccién primaria, produccion bacteriana, y de la predacion del microzooplancton, si
se tienen unas eficiencias de crecimiento apropiadas para cada grupo plancténico, la
respiracion de cada conjunto puede ser calculada y obtener la respiracién comunitaria como
suma de todas. El problema radica en que las eficiencias de crecimiento, en particular para

la fraccion bacteriana, no estan bien estimadas.
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e) Modelos inversos de la composicion comunitaria: este procedimiento se basa en
un andlisis inverso; en el cual se busca el mejor ajuste partiendo de unas tasas metabolicas

obtenidas previamente.

La importancia que tienen las medidas de respiracion planctonica para entender el
flujo de carbono a través de la cadena alimentaria microbiana, y las relativamente pocas
observaciones disponibles por los métodos tradicionales, hacen que continuamente se estén
buscando nuevas aproximaciones que puedan incrementar nuestro conocimiento sobre la
variabilidad espacial y temporal de la respiracion comunitaria. De este modo, un método
que estd abriéndose paso actualmente es la medida de la actividad de la enzima isocitrato
deshidrogenada (IDH) en relacion con la produccion de didxido de carbono y la produccion
de oxigeno. Por otro lado, Luz y Barkan (2000) introdujeron recientemente otra técnica
para estimar las tasas integradas en el tiempo de respiracion y fotosintesis a partir de
diferencias en la composicion isotopica atmosférica ('°0, "0, y '*0) y en el oxigeno
disuelto y la tasa de intercambio atmosfera-océano. La ventaja de este método radica en que
puede integrar tasas en periodos que van de semanas a meses, algo que es imposible de
conseguir con incubaciones en botellas. La desventaja es el desconocimiento sobre las
verdaderas tasas de intercambio de gases (un error asociado del 30%), asi como el costo y

la dificultad para realizar andlisis de is6topos de oxigeno por espectrometros de masa.

Uno de los problemas mas acusados cuando se trabaja con medidas de respiracion
es el hecho de tener que medir la disminucion en la concentracion de oxigeno en vez del
incremento de la de CO,. Este problema tiene especial importancia debido a que la mayoria
de las medidas de respiracion planctonica (>90%) se han realizado con el método del
oxigeno (Aristegui et al. 2005). Esto es debido a que es mas facil determinar las
concentraciones de oxigeno en el medio ya que éste se encuentra en mayor grado. Pero a la
hora de transformarlas a unidades de carbono se hace necesario buscar un parametro que
relacione la concentracion de CO; producida durante la respiracion con la de O, consumida.
Este parametro se denomina “cociente respiratorio (RQ)” y suele tomarse como una
constante. Al estar multiplicando la tasa obtenida en unidades de oxigeno por un cociente

teorico es mas que probable que se esté induciendo a errores; es decir, es posible que los
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cocientes respiratorios de los distintos organismos de la comunidad sean distintos, y
también es factible que exista un desacople entre la produccion de CO; y el consumo de O,
con el tiempo. Este desacoplamiento puede tener dos origenes, por un lado el propio debido

a errores experimentales, y por otro lado debido a los organismos.

Por otro lado, también es cierto que hay métodos que son capaces de proporcionar
tasas respiratorias directamente en unidades de carbono (e.g. SOMMA), pero lo suelen
hacer de forma indirecta. Esto es, midiendo el carbono inorganico total (CIT), del cual la
parte correspondiente al CO, es muy pequena, pudiendo verse distorsionado por pequefios

procesos de descalcificacion de carbonato calcico.

En este trabajo se presenta un método que mide directamente la utilizacién de CO,,
obteniendo asi tasas respiratorias en unidades de carbono, eludiendo el tener que
transformar unidades mediante la utilizacion de cocientes respiratorios, y obteniendo una

sefal directa de la variacion de CO,, evitando asi los errores potenciales.

Objetivos
Los objetivos buscados en el presente trabajo eran los siguientes: la obtencion de un
sistema que proporcionara unas medidas estables, y la validacion de este sistema elegido

con muestras de agua de mar naturales.

Materiales y métodos

Procedimiento de muestreo

Las muestras de agua de mar fueron recogidas en el Este de la isla de Gran Canaria,
concretamente en la zona de Taliarte. Las muestras de agua destilada fueron
proporcionadas por el Centro de Biotecnologia Marina de la Universidad de Las Palmas de

Gran Canaria, situado en Taliarte, obtenidas a partir de un Millipore Elix®.

Las muestras se incubaron en botellas BOD (borosilicato) previamente lavadas con

acido clorhidrico al 4% y enjuagadas con agua destilada varias veces. En las muestras de
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agua de mar, por ultimo, se realizaban varios enjuagues con el mismo agua de la muestra.
Las botellas se rellenaban con una manguerita por reboso para evitar airear las muestras.
Cada una de las botellas se cerraban y se aseguraban los tapones esmerilados con Parafilm.
Todas las incubaciones se realizaron en oscuridad con el fin de obtener una medida de la

respiracién comunitaria.

Las incubaciones se llevaron a cabo dentro de una nevera llena de agua a una
temperatura constante y esta a su vez se encontraba en una camara de cultivo para evitar, en
la medida de lo posible, que se produjeran variaciones térmicas importantes. Un dia antes
del comienzo de cada ensayo se introducia la nevera con agua en la camara, sin botellas y
destapada, para que el agua en su interior se aclimatara a la temperatura de la cdmara; y asi,

se conseguia tener la temperatura adecuada el dia del comienzo de las incubaciones.

A la hora de la medicion, siempre se pasaba, como minimo, una muestra para

limpiar el sistema. Posteriormente, se procedia a medir.

Sistema de medida

El sistema propuesto en este trabajo como método para la determinacion de la
respiracion en aguas costeras se basa en una columna que separa los gases disueltos en
agua, y de un aparato que detecta la concentracion de CO; contenido en la fase gaseosa. En
la Fig. 2 se muestra una foto y una representacion esquematica del sistema. Este consta de

los siguientes componentes:

Monitor EGM-4 de gases ambientales para la medicion de CO; (PP systems). Es un
analizador de gases por infrarrojo que trabaja con una funcién “Auto-Zero”. Usando una
técnica de andlisis de gases por infrarrojo (IRGA, Infrared Gas Analyzer) se determina la
concentracion de CO; con una precision de ppm, mediante medidas instantdneas. Esta
deteccion se fundamenta en el hecho de que los gases con moléculas di-atémicas, tales
como el CO,, absorben fotones en el rango del infrarrojo. Para el caso del CO,, una region

de fuerte absorcion es la de 4.26 micras. Si se sitia una fuente que emite a esa longitud de
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onda al final de un tubo, y en el extremo opuesto estd instalado un sensor sensible a los
fotones de 4.26 micras, se obtiene un sencillo analizador de gases por infrarrojo. Al pasar el
diéxido de carbono por el detector, el gas absorbe parte del infrarrojo y la senal del sensor
decrece. La funcidon “Auto-zero” realiza una calibracion que permite una adaptacion rapida
a cambios en las condiciones ambientales y una excelente estabilidad de la sefial de CO..
Esta funcion minimiza los posibles errores debido a cambios por la contaminacion de la
celdilla de la muestra, el envejecimiento de la fuente de luz y cambios en la sensibilidad del

detector, durante el periodo de muestreo.

AGUASALE
il Fig. 1. Representacion esquematica del funcionamiento de la columna
separadora de gases por membranas de contacto. Notese que el

AIREENTRA —J [ [ . . . .
§ circuito de aire se va en contracorriente respecto al del agua.

1

[

FIBRAS HUECAS

DIFUSION A TRAVES DELA INTERFAZ
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AIRESALE <ff—{ | ]|

AGUAENTRA
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Columna de transferencia de gases por membrana de contacto (Minimodule® de
Liqui-Cell®). Esta columna estd constituida por unas fibras huecas microporosas de
polipropileno (Celgard® ). Estas fibras son hidréfobas y proporcionan una superficie donde
se produce un contacto directo entre la fase liquida y la gaseosa, evitando que el liquido
penetre en los poros (Fig. 1). De este modo se produce una separacion de los gases

disueltos en la muestra, para su posterior deteccion con el EGM-4.

Ademas el circuito disefiado estd compuesto de una bomba peristaltica de
Masterflex® L/S ™ (modelo 7519-05), tubos Masterflex® 06409-16 Tygon., bafio
termostatico (Isotemp Refrigerated Circulator, model 910) de Fisher Scientific, una

columna de “lima de soda” y otra de drierita.

A la hora de la medida, la muestra de agua se coloca en el bafio termostatico (que
estd a la misma temperatura a la que se incuban las muestras), se introduce el tubo y se
conecta la bomba peristaltica. Entonces el agua entra en la columna de transferencia de
gases y sale por el extremo opuesto. En este recorrido la muestra se desgasifica
parcialmente, siendo los gases conducidos hacia el detector IRGA donde se va obteniendo
una sefial en continuo. Una vez han pasado los gases por el sensor, son devueltos a la
columna de transferencia de gases, de tal forma, que el circuito de aire siga un sentido

contrario al circuito de agua, para asi optimizar la eficiencia de separacion de la columna.

En la mayoria de los ensayos llevados a cabo se afiadié una columna de “lima de
soda” con la intencidn de evitar la acumulacion de didxido de carbono en el circuito de aire
(en la parte de reentrada a la columna separadora). Para una minima influencia de la
temperatura ambiental sobre las muestras durante el periodo de medida, el circuito de aire
se forrd con neopreno, y también por ello los tubos que se instalaron eran lo mas cortos

posibles.
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COLUMNA .
SEPARADORA = Z | BANO

TERMOSTATICO

"\AIRE ENTRA

COLUMNA DE
LIMA DE SODA

COLUMNA DE
DRIERITA

COLUMNA SEPARADORA DE GASES

BANO i
TERMOSTATICO

AIRE SALE

AGUA SALE —>AGUA

Fig. 2. a) Fotografia del sistema completo. b) Esquema representativo del sistema,
donde las lineas celestes representan el circuito de aire y las azules el circuito de agua.
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Experimento de validacion del método con muestras de agua de mar

Se recogio un volumen de 15 litros de agua de mar de Taliarte no filtrada y se
introdujo en botellas. Se incubaron durante 5 dias a una temperatura de 22°C. Se midieron
cada 24 horas, utilizando 2 botellas para limpiar y otras dos para medir, dejando una tltima
botella para el caso de que hubiera algin problema con los dos replicados (“botella de
respeto”). Durante la medicion la muestra se encontraba en un bafio a la misma temperatura

que a la que se encontraba incubada.

Se utiliz6, para la determinacion de la variacion de CO,, el sistema que a la vista de
los resultados (véase en Resultados) era el mas fiable; es decir, el de circuito abierto de
agua y con “lima de soda” en el circuito de aire (en el retorno a la columna separadora de
gases). Se realizaron las medidas a la velocidad de flujo que mejor resultado daba, deducida
de los experimentos anteriores (18.5 = 0.5 ml.s™). Al principio de cada medida se realizaba

un “Auto-zero” manual para calibrar el analizador de gases.

Experimentos de adicion de nutrientes

Se prepararon incubaciones para 5 dias a una temperatura de 22°C de agua de mar
no filtrada de la zona de Taliarte. Se destinaron para cada jornada tres botellas para un
cultivo control, tres para la adicion de cloruro de amonio 5 uM, y otras tres para la adicion
de amonio 5 uM + glucosa 40 uM. De cada grupo de tres botellas se destiné uno a la
limpieza de la columna y las otras dos como replicados. Estas botellas se midieron a
intervalos de 24 horas. Se utiliz6 la misma velocidad que en el ensayo anterior (18.5 = 0.5

mls™).

10
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Cdlculo de la concentracion molar y de las tasas de respiracion

Como el EGM-4 proporciona los datos de presion parcial de didxido de carbono en
ppm, para poder comparar los resultados obtenidos con la bibliografia, era necesario
convertirlos a concentracion molar. Para ello, se calculaba el coeficiente de solubilidad de
CO; para una temperatura y una salinidad dadas (las de las muestras), y posteriormente,
segun la Ley de Henry, se multiplicaba la presion parcial por el coeficiente de solubilidad
obteniendo asi una concentracion molar. El coeficiente de solubilidad (milimol/kg/atm) se
calcula como sigue (Weiss, 1974):

2
[(—60.2409+93.4517*(%)+23.3585*1n(%)HOAOZSS17—0023656*(%)+0.0047036*(i) *S]

Coef.Solubilidad = e *1000

Esta expresion proporciona un coeficiente de solubilidad para las condiciones de
temperatura y salinidad de los ensayos (22°C y 36.5 respectivamente) de 30.4 mmol. kg

-1
atm .

Al calcular la concentracion molar para estas condiciones se obtiene un
comportamiento lineal; de tal modo que un incremento de 1 ppm se traduce en un aumento
de 0.0311 uM. Finalmente, para obtener las tasas de respiracion basta con restar la

concentracion de CO; de dos dias consecutivos.

Resultados

Ajustes del método

Con la intencion de hallar la metodologia mas correcta para la obtencién de una
medida estable que pudiera ser 1til para la determinacion de la respiracion comunitaria de
muestras de aguas costeras, se idearon distintas variaciones hasta llegar al método que se
presenta en este trabajo. Estas variaciones consistieron en la utilizacion de diferentes
circuitos de agua y aire; esto es, mediante retornos del agua a la botella de muestra original,

o bien, no recuperandola.

11
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Se apreciaba que la tendencia de la concentracion de CO, era aumentar conforme
transcurria el tiempo de medicion, posiblemente debida a una acumulacion en la columna
de separacion de gases. Con el objetivo de subsanar ese inconveniente se introdujo en el
sistema de aire una columna de “lima de soda” justo antes del retorno a la columna de

gases, la cual evitaria la acumulacion de dicho gas en la columna.

En la Fig. 3 se observan distintos pares de replicados representativos de las
versiones mas viables del método. En ella, los datos comprendidos entre los minutos 1 y 86
corresponden al sistema cerrado de agua y aire con la columna de “lima de soda”. Se
obtienen valores decrecientes de la concentracion de CO,, como era de esperar; ya que el
agua en circuito cerrado, al ir recirculando el agua, cada vez tiene menos CO, debido a que

es secuestrado por la columna de “lima de soda”.

350 -
300 -
250 -

200 -

CO2 (ppm)

150

100 -

1 21 41 61 81 101 121 141 161 181 201 221

tiempo (min)

Fig. 3. Variacion temporal de la sefal de la diéxido de carbono en funcion de los distintas
variantes del sistema: circuito de agua cerrado con “lima de soda” (1-86), circuito de agua
cerrado sin “lima de soda” (87-154), circuito de agua abierto con “lima de soda” (159-
178), circuito de agua abierto con “lima de soda” a mayor velocidad (183-221). Notese
que se realizaron dos replicados por cada variante.

12
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Por otro lado, en los minutos posteriores (87-154), se muestran los resultados del
sistema original (sin columna de “lima de soda”), donde se aprecia la acumulaciéon de CO;
mencionada anteriormente que no permite una medida estable. Ademas no sélo existia el

problema de la acumulacion sino que también se obtenian unos valores mayores.

A partir del minuto 159 y hasta el minuto 178 se prob6 otro procedimiento que
consistia en un circuito de agua abierto (no retorno del agua) y una columna de “lima de
soda”. En este caso los valores son mas estables lo que hace sospechar la idoneidad de esta
version. A pesar de ser mas estables los valores, se alcanzaron concentraciones mayores en
los momentos finales de la medicion de los replicados; lo cual se intentd subsanar con el
objetivo de afinar el resultado de la medicion. Para enmendar estas variaciones se
acometieron ensayos que evaluaran la influencia del pH, temperatura y velocidad del flujo
de agua en la concentracion de didxido de carbono determinada por este método. En lo
referente al pH, mediante mediciones de la muestra antes y después de su paso por el
circuito, no se encontraron cambios significativos. En cuanto a la temperatura, tampoco se
observo un cambio resefiable dentro del sistema que pudiera contribuir a una variacioén del
valor de la concentracion. El parametro que result6 ser clave en este método fue la
velocidad del flujo del agua. Esto se puso de manifiesto en los ultimos minutos
representados en la Fig. 3 (minutos del 183-222), donde los valores mas bajos

corresponden a menores velocidades del flujo de agua.

En las siguientes figuras (Figs. 4 y 5) se representan los resultados correspondientes
a los experimentos graficados anteriormente (Fig. 3), pero separandolos segun sean de
circuito de agua abierto o cerrado. A este grado de detalle se pone de manifiesto como la

replicabilidad del sistema de agua cerrado sin “lima de soda” es peor que con ella.

13
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100

501

1 6 11 16 21 26 31 36
tiempo (min)

| ——o—Cerrado_soda_a—=—Cerrado_soda_lb——Cerrado_Nosoda_g#— Cerrado_Nosoda_l

Fig. 4. Representacion de la variacion temporal de la sefial de didxido de carbono correspondiente
a las pruebas en sistema cerrado de agua (recirculada) pertenecientes a la Fig. 3.

Mientras que en lo que corresponde a la Fig. 5 perteneciente al sistema de agua
abierto, se denota un efecto de la velocidad del flujo (mencionado con anterioridad); de tal
forma, que al aumentar la velocidad se incrementa la sefial sin llegar a alcanzar la
estabilidad (debido al efecto de la acumulacién sumado a que el volumen muestral se acaba

con mayor rapidez).

1404
1204

1004

501 g__‘ﬁé‘;é
— & ——a

60+

401

20+

tiempo (min)

| —A—Vbaja_a—6—Vbaja_b—#—Valta_a—A—Valta_{|

Fig. 5. Representacion de la variacion temporal de la sefial de didxido de carbono correspondiente a las
pruebas en sistema abierto de agua (desechada) pertenecientes a la Fig. 3.
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Para estudiar con més detalle el efecto potencial de la velocidad del flujo se
realizaron pruebas especificas (Fig. 6). Utilizando muestras de agua destilada (para evitar la
influencia biolédgica), se procedid a la medicion de las concentraciones de CO, con la
variacion exclusiva de la velocidad del flujo. Los caudales que se utilizaron fueron 18.5 +
0.5 mlmin™ (V1), 32.4 = 0.5 mlmin" (V2), 48.6 = 0.5 mlmin” (¥3), 68 = 0.5 ml min™
(V4) y 85 = 0.5 ml'min™ (¥5). De este modo se puso de manifiesto que el sistema funciona
mejor a velocidades bajas, debido a que a partir de una cierta velocidad la acumulacion de
gases alteraba el resultado; de tal forma que cuanto mayor fuera la velocidad mas grande
era la sefial detectada. Esto se puede ver en las desviaciones obtenidas en las distintas

velocidades (Tabla 1), donde al aumentar el caudal se incrementa también la desviacion

estandar.
—e—V1a
120 + —<—V1b
—A—V2a
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—a—\V3a
80 | & V3b
T —m—\V4a
Y —a—V4b
£ 450
N
S —%—Vba
(&) —=—V5b
40 -
_ e
20 | 4
0 R R
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

tiempo (min)

Fig. 6. Representacion de la variacion temporal de la sefal de diéxido de carbono en funcién de
cambios en el caudal en sistema abierto de agua (desechada). Notese que se realizaron dos
replicados para cada caudal.
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Por otro lado, el caudal también afectaba a la sefial obtenida en tanto en cuanto
mayor fuera la velocidad del flujo, antes se acababa el volumen de muestra, evitando de
este modo poder alcanzar un valor estable. Por esto el numero de observaciones (n) va
disminuyendo conforme aumenta el caudal, de este modo se afiadi6 fiabilidad a la hora de

calcular el valor final a partir de las medias.

A la hora de la eleccion del caudal mas apropiado se debe llegar a un compromiso
entre varios factores: el nimero de datos que se pueden obtener en cada medicion (tiempo
de medida), el valor de la media obtenida (no debe ser demasiado bajo ya que al ser una
medida relativa el error también se incrementa al transformarlo en valor absoluto) y la
estabilidad (la cual estd intimamente relacionada con la acumulacion de gases en la

columna separadora) debiendo ser la desviacion estandar la menor posible.

Caudal (mL.min™") | Media CO, = D.E. (ppm) | Pendientes (ppm.min™) n
18.5+ 0.5 (V1) 31.64 +1.24 -0.0022 47
32.4 + 0.5 (V2) 54.24 = 1.85 0.964 17
48.6 = 0.5 (V3) 70.10 £ 2.02 1.3714 11

68 = 0.5 (V4) 88.2+7.44 4.1 10
85 = 0.5 (V5) 96.43 = 8.34 5.7 7

Tabla 1. Valores de la sefal de didxido de carbono y de las
pendientes obtenidos para las distintas velocidades de flujo.

Un sintoma de la acumulacion de gases es la pendiente provocada en los registros;
de tal forma que cuanto mayor es la acumulacion mayor es también la pendiente, como se
puede observar en la Tabla 1. En ella se puede apreciar como el caudal mas bajo (V1) de
los elegidos presenta la pendiente mas apropiada, siendo practicamente nula, lo que pone de

manifiesto que se ha alcanzado la estabilidad necesaria para una buena medida.
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Por todo esto se decidio utilizar el caudal de 18.5 + 0.5 mlmin™ (V1) como éptimo,
debido a que este era el que mejor cumplia con los requisitos antes mencionados; esto es,
no se producia acumulacion (dando una sefial mas estable, pendiente nula), desviacion

tipica pequeia y valor de la media no muy bajo (Fig. 7).
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Fig. 7. Representacion grafica de las medias y las desviaciones
estandar obtenidas para los distintos caudales.

Se observd que la eficiencia de separacion de gases de la columna variaba en
funcién de la velocidad del flujo, lo cual hizo necesario tomar esa velocidad como

referencia inamovible, afadiendo el imperativo de que las medidas fueran relativas.

Para examinar el efecto de la temperatura se realizaron unos ensayos con agua
destilada, también para evitar la posible influencia bioldgica, mediante determinaciones a
dos temperaturas muy diferentes (5°C y 25°C).En las cuales, las muestras de agua partian
con una misma concentracion inicial de dioxido de carbono, y se evitod la posibilidad de

intercambio con la atmosfera tapando las botellas simultaneamente. De este modo, no se
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encontr6 un efecto significativo, obteniendo unos valores muy parecidos (55+1.6 ppm CO;
y 53.5+2.38 ppm CO,, para 5°C y 25°C respectivamente). A pesar de la diferencia tan
importante que existian entre las temperaturas de la muestra de 5°C y la del ambiente
(22°C), no se aprecid una pérdida de gases significativa durante el proceso de medicion a
través del sistema (Fig. 8). Debido a que el tiempo invertido en cada medida es corto, y el
sistema se encuentra bien aislado térmicamente, se puede afirmar que la diferencia de
temperatura entre el agua muestral y la temperatura ambiente no produce un intercambio de

CO; lo suficientemente importante como para ser tomado en consideracion.
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Fig. 8. Variacion temporal de la sefal de diéxido de carbono de
las muestras de agua destilada a 5°C (simbolos negros) y a 25°C
(simbolos blancos). Notese que se realizaron dos replicados para
cada temperatura.

18



Adecuacion del método IRGA para la determinacién de la respiraciéon en aguas costeras

Experimento de validacion del método para muestras con agua de mar

Con el fin de comprobar la bondad del método a la hora de analizar muestras reales,
tomadas en aguas costeras, se realizd una incubacién con dicha agua como se describe en el
apartado de “Materiales y Métodos”. En la Fig. 9 se muestran los registros tal y como lo
recogia el detector, uno cada minuto. Las letras A, B, C, D y E de la grafica se refieren a los
dias de incubacion 1, 2, 3, 4 y 5 respectivamente. En esta se observa la buena replicabilidad
que se obtuvo en las medidas, lo cual también se refleja en las pequefias variaciones de la
desviacion estandar en la Tabla 2. También se pone de manifiesto la estabilidad de la senal
durante las mediciones. Se distingue un incremento en la concentracién de CO, con el paso
del tiempo, lo cual era previsible debido a la respiracion comunitaria que ocurriria en

incubaciones sin luz.
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Fig. 9. Variacion temporal de la concentracion de diéxido de carbono de las muestras de agua de mar
para los distintos dias de incubacion. Notese que se realizaron dos replicados para cada dia. La flecha
roja indica el incremento de la concentracion de didxido de carbono con el paso de los dias.
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En la siguiente tabla se incluyen los valores medios y sus desviaciones estandar
(DE) tanto en ppm y transformadas en uM. Estas medias se pueden ajustar a una funcion
logaritmica (R*=0.9963) como se observa en la Fig. 10. Esta distribucion es debida a que la

comunidad heterotrofica comienza respirando activamente hasta que los sustratos se van

agotando, alcanzando asi una fase final en la que la respiracion tiende a ser nula.

Tiempo (dias) Media CO; = D.E (ppm) Media CO; = D.E (pM) n
1 90.25 £1.76 2.822 +0.05 37
2 115.94 = 1.24 3.625 = 0.04 17
3 130.69 = 1.506 4.087 = 0.05 43
4 140 = 0.97 4.378 =0.03 46
5 145.18 = 1.54 4.540 = 0.05 67

Tabla 2. Medias y desviaciones estandar obtenidas de diéxido de carbono para cada de incubacion
en ppm y en concentracién molar.

Como se puede observar en la Tabla 3 y en la Fig. 11 no se alcanzd ese punto final

de no respiracion, pero es mas que probable que este se hubiera conseguido con unos

cuantos dias mas de incubacion.

Intervalo Tasa (ppm-dia™) Tasa (upM-dia™)
Dedialadia?2 25.69 = 1.59 0.80 = 0.05
De dia2 adia 3 14.75 + 1.43 0.46 = 0.04
De dia 3 a dia 4 931+1.23 0.29 + 0.04
Dediad4adias 5.18 +1.30 0.16 = 0.04

Tabla 3. Tasas respiratorias y desviaciones estandar
distintos dias de incubacién en ppm y en concentraciéon molar.

obtenidas para los
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Fig. 10. Representacion grafica de las medias y desviaciones estandar obtenidas de didxido de
carbono para cada dia de incubacion en ppm. La linea roja representa un ajuste logaritmico.

Como el incremento en la sefial de CO; fue cada dia menor dio lugar a unas tasas de

respiracion también decrecientes, como se observa en la Tabla 3 y en la Fig. 11.
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Fig. 11. Representacion grafica de tasas respiratorias obtenidas para cada de incubacion en [/M.dia™.
La linea azul representa un ajuste exponencial negativo.
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A la vista de las tasas obtenidas en este experimento se confirm¢ la expectativa de
que las tasas que se consiguieran iban a ser relativas, debido a lo explicado en “Materiales y
métodos” referente al efecto del caudal en la eficiencia de separacion de la columna. En la
Fig. 11 se muestra como las tasas de respiracion comunitaria (en pM.dia™") se aproximan a
una exponencial negativa, que muestra como la tasa de respiracion va disminuyendo cada
vez mas lentamente tendiendo a cero (valor que se alcanzaria aproximadamente a los 10

dias de iniciar la incubacion en el caso de seguir este patron).
Experimentos de adicion de nutrientes

En las incubaciones realizadas con distintas adiciones de nutrientes organicos
(glucosa) e inorgénicos (cloruro de amonio) se obtuvieron respuestas diferentes en funcién
del tipo de tratamiento que se aplicd. En la Fig. 12 se puede apreciar como los valores del
blanco (B) presentaron las menores respiraciones, seguidos del tratamiento con cloruro de
amonio (N), y la mayor respuesta se consiguié con el tratamiento conjunto de cloruro de

amonio y glucosa (CN).
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Fig. 12. Representacion grafica de la produccion de CO, (= D.E.), para cada dia de incubacioén en ppm,
y para los distintos tratamientos: el blanco (B), cloruro aménico (N) y cloruro amédnico + glucosa (CN).
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Durante el periodo de incubacién se alcanzaron distintas concentraciones de CO,,
obteniendo al final de dicho periodo un incremento en 0.55 uM, 2.04 uM y 10.19 uM para
el blanco, las muestras enriquecidas con cloruro amonico y las que tienen cloruro amoénico

y glucosa, respectivamente (Tabla 4).

La variabilidad encontrada en este experimento fue muy baja, encontrandose
reducida a la segunda cifra decimal de la desviacion estandar de practicamente la totalidad

de los datos, excepto para las muestras N y CN del cuarto dia, y para las de CN del ultimo
dia.

dia B (ppm) N (ppm) CN (ppm)
1 137.53 +1.13 148.93 = 0.88 148.75 = 0.65
2 150.38 + 1.26 175.30 = 1.56 252.06 = 1.21
3 148.55 = 1.89 211.55 = 1.47 35557 £ 2.46
4 134.76 = 2.43 203.78 = 5.28 423.92+ 15.56
5 155.07 = 1.27 224 .14 = 1.01 477.76 = 7.05

dia B (uM) N (uM) CN (uM)
1 428 +0.04 463 +0.03 4.67 =£0.02
2 467 = 0.04 545 +0.05 7.84 = 0.04
3 4.62 = 0.06 6.58 + 0.05 11.06 = 0.08
4 419 +0.08 6.34 + 0.16 13.19£0.48
5 483 +0.04 6.97 + 0.03 14.86 = 0.22

Tabla 4. Tasas respiratorias y desviaciones estandar obtenidas para los distintos dias de
incubacién en ppm y en concentracion molar, y para los distintos tratamientos: el blanco
(B), cloruro aménico (N) y cloruro amoénico + glucosa (CN).

En el caso del tratamiento CN las tasas de respiracion logradas son bastante mas
importantes que para el resto de los casos, como minimo triplicando a las demas. Noétese en
la Fig. 13 la importancia de las tasas de respiracion obtenidas en este caso, sobretodo las de

los dos primeros dias. Posteriormente disminuyen, poniendo de manifiesto el posible
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agotamiento de los sustratos, aunque siguen siendo elevadas en comparacion con las otras.
Ademads, al analizar el comportamiento que presentan estas tasas con el tiempo, se hace
bastante plausible la posibilidad de que la disminucién que presentard en los dias
subsiguientes al experimento siguiera un patron bastante semejante a una curva exponencial

negativa (como la que se encontrd para el experimento de validacion del método con agua

de mar).
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Fig. 13. Representacion grafica de tasas respiratorias
obtenidas para cada de incubacion en pM.dia™.
DISCUSION

A la vista de todas las pruebas realizadas, analizando primero los parametros que
pudieran tener influencia en los resultados finales (velocidad de flujo, temperatura, pH,...)
e intentando posteriormente subsanarlas, se ha conseguido seleccionar un sistema que da

resultados estables y coherentes con los que a priori cabria esperar.
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Este método presenta la ventaja de medir la respiracion directamente en variacion
de dioxido de carbono, evitando asi una fuente potencial de error al no tener que realizar
transformaciones de unidades (e.g. cocientes respiratorios), como seria el caso si se midiera
por la técnica Winkler, ya que ésta analiza la disminucién en la concentracion de oxigeno y
no el incremento en carbono. Estos cocientes no tienen porque ser constantes a lo largo del
periodo de incubacion, y de hecho es mas que probable que no lo sean, porque las
necesidades metabodlicas de los distintos organismos varian dependiendo del sustrato
disponible y de su estado fisioldgico. Por otro lado, estos cocientes también cambiaran en
funcién de la estructura de la comunidad; esto es, no es lo mismo que la que este respirando
sea una bacteria, un flagelado, cualquier otro miembro de la comunidad plancténica, o
todos a la vez. Esto ultimo tiene sentido partiendo de la base de que los requerimientos
nutricionales son distintos para cada grupo. Por ultimo, es posible también que exista un
desacople entre el oxigeno consumido y el CO, producido, provocando que la relacién

entre estas dos variables no sea constante en el tiempo.

Ademas, este método presenta otra ventaja frente a otros métodos que miden ya en
unidades de carbono, como puede ser el caso del SOMMA. Este método mide el carbono
inorganico total, lo que incluye tanto carbonatos como bicarbonatos ademas del dioxido de
carbono. De hecho, la parte correspondiente al CO; es muy pequefia en comparacion con la
del resto de especies quimicas de carbono inorgéanico. Todo ello, lleva a que las verdaderas
concentraciones de CO, se puedan ver enmascaradas por procesos de descalcificacion y
pequefios cambios en el pH (pudiendo variar el equilibrio de los carbonatos desplazandolo

hacia uno u otro sentido de reaccion).

Si bien, como suele suceder a menudo cuando se trata de ciencia, no todo son
ventajas; esto es debido a que las medidas obtenidas por este modus operandi son relativas.
Debido a ello, es recomendable seguir investigando mdas en esta linea, mediante
comparaciones por medidas simultdneas con otros métodos que sean capaces de medir
respiracion, y asi poder encontrar un factor de correccién que proporcionase tasas absolutas

a partir de las relativas. A este respecto seria aconsejable que, al igual que para las técnicas

25



Adecuacion del método IRGA para la determinacién de la respiraciéon en aguas costeras

espectrofotométricas se deben realizar curvas de calibrado antes de cada experimento, para
este método también se elaboraran unas curvas que relacionaran la sefnal del IRGA con la

que se obtendria por otros procedimientos.

Asimismo, este método puede ser util para la realizacion de distintos tipos de
experimentos bastante interesantes. Por ejemplo, pueden acometerse estudios sobre los
cocientes respiratorios y fotosintéticos, prestando especial atencion al posible desacople
entre el consumo de O, y la produccion de CO,, comparandolo con otros métodos que
determinaran la concentracién de oxigeno con gran precision. También es posible estudiar
mejor el llamado “efecto-botella”, para lo que bastaria con incubar la misma muestra en
botellas de distintas capacidades y analizar la variacion con el paso del tiempo de la

concentracion de CO; en las mismas.

Experimento de adicion de nutrientes

En las incubaciones realizadas con las adiciones de nutrientes se pudo observar
como es posible que la comunidad se encontrara limitada por nutrientes, fundamentalmente
por los de origen organicos (véase Fig. 12). Esto se pone de manifiesto con el gran
incremento encontrado en el tratamiento de adicion de la glucosa ademas del cloruro de
amonio (CN). También se encuentra una respuesta positiva para el caso del cloruro de
amonio solo (N) pero de menor magnitud. Por tanto, se puede afirmar que la respiracion
comunitaria se encontraba limitada fundamentalmente por la disponibilidad de nutrientes

organicos en el medio.

Sin embargo, a la hora de hablar de limitacion de nutrientes en experimentos
realizados con incubaciones en botellas, es imprescindible tener en consideracion que
cualquier manipulacion de un sistema natural puede causar cambios en las comunidades
naturales microbianas (“efecto botella”). Este efecto ya se conoce desde los primeros
ensayos en microbiologia. Ya a principio del siglo XX (1901) Whipple se dio cuenta de que

cuando introducia agua dulce en una botella de cristal el nimero de bacterias cultivables se
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incrementaba de 4 a mas de 500 veces en 24 horas. El confinamiento de agua en botellas
para le realizaciéon de ensayos cambia las propiedades hidrodinamicas (mezcla y luz), la
dindmica de nutrientes, y la estructura de cadena trofica (eliminando predadores). Por tanto,
estos experimentos s6lo pueden ser utilizados para probar una potencial limitacion de
nutrientes (Zohary y Robarts, 1998). Por otro lado, Howarth (1988) apuntd que es posible
que existan especies en aguas oligotroficas que se encontraran creciendo cerca de sus tasas
maximas ya que se sabe que hay organismos que se encuentran muy bien adaptados a
crecer con bajas concentraciones de nutrientes (organismo especialistas o estrategas de la
K). Ademas, este mismo autor postuld que si la tasa de suministro de nutrientes se
incrementaba, entonces, estas especies serian reemplazadas por otras que fuesen mas
competitivas en las nuevas condiciones y tendrian una mayor tasa de produccion
(organismos oportunistas o estrategas de la R). De este modo seria posible que presentaran
un crecimiento cercano a sus tasas maximas y que no se encontraran nada limitadas por

nutrientes (Zohary y Robarts, 1998).

Ademads, las incubaciones en botellas también se pueden ver afectadas por el
recipiente, ademds de por el efecto ecologico, por un efecto puramente fisico (la presencia
de una pared). Esto es, los microorganismos, en particular las bacterias tienen tendencia a
adherirse a superficies solidas. Considerando que la velocidad de natacion de una bacteria
es aproximadamente de 30 ums’' (Azam y Ammerman, 1984) -de tal manera que si se
desplazara en linea recta desde el centro de una botella de 100 ml podria alcanzar la pared
en unos 15 minutos- y que la adsorcion de la bacteria al cristal es instantdnea (Marshall et
al., 1971), es mas que probable que las bacterias dejen de formar parte de la fase
planctonica en el curso de una incubacion normal. Una vez adheridas a la superficie las
bacterias proliferan mas rapidamente, quizas debido a los nutrientes adsorbidos, y como es
bien conocido, después de 24 h la actividad heterotréfica de las muestras en botellas se

incrementa de forma considerable.
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Conclusion

Este sistema, que presenta la ventaja de medir directamente la utilizacion de CO,,
puede ser una alternativa real a los métodos que comunmente se utilizan para medir la
respiracion en las zonas costeras. Esto se sustenta en que los resultados obtenidos para los
distintos experimentos con aguas naturales eran coherentes con lo que cabia esperar,
aunque el método no se encuentra totalmente desarrollado, ya que aun es necesario realizar
experimentos de comparacion con otras técnicas, con el fin de obtener tasas absolutas a

partir de las relativas que aporta actualmente.
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