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RESUMEN

Se realiz6 un estudio en el estuario del rio Palmones para determinar el uso del pigmento luteina como
indicador de materia organica en el sedimento procedente de rodofitas, clorofitas o plantas vasculares. Se
analiz6 el contenido de materia organica, clorofila a y luteina en el sedimento. Los valores del indice luteina
/ clorofila a se encuentran en el intervalo 0,007- 1,57 siendo mas altos que los que se presentan en aguas
oceanicas e incluso, en algunas muestras, mas elevados que los presentes en el plancton. Las variaciones
obtenidas en las distintas estaciones muestreadas se debieron a la desaparicion de los pigmentos por el
efecto del lavado por las corrientes en algunas estaciones y en otros casos por la descomposicion ellos. Los
valores similares en la tasa de degradacion de materia organica y luteina (17,2 y 20% anual respectivamente)
permite utilizar la luteina como indicador cualitativo de la materia organica en el sedimento que tiene su
origen en rodofitas, clorofilas o plantas vasculares.

Palabras claves: luteina, sedimento, marcador
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Tabla I.- Distribucién de pigmentos en las algas (van den Hoek, 1995).
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INTRODUCCION

Existe una gran variedad de pigmentos vegetales que se pueden agrupar en grandes grupos: clorofilas,
ficobilinas y carotenoides.

Los carotenoides son pigmentos isoprenoides liposolubles presentes en todos los organismos fotosintéticos
cuyo color va del amarillo al rojo. Se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y se han
identificado mas de 630 diferentes. Por su naturaleza quimica se pueden dividir en dos grandes grupos, los
carotenos (hidrocarbonatos ciclicos o aciclicos) y las xantofilas (derivados oxigenados de los carotenos).
Entre los carotenos esta el B-caroteno y entre las xantofilas mas importantes tenemos la zeaxantina, luteina,
cantaxantina y astaxantina (Lotan y Hirchberg, 1995) asi como la violoxantina, fucoxantina y
diatomoxantina.

Existe una cierta especificidad de entre pigmentos y grupo vegetal (tabla I), lo que ha favorecido que se
utilicen estos pigmentos como marcadores especificos, tanto en la columna de agua como en sedimentos
recientes e incluso en estudios de cambios histéricos en la produccion del fitoplancton asi como las
asociaciones que se dieron (Sanger, 1988; Millie et al., 1993; Leavitt y Hodgson, 2001).

Los sedimentos de la costa y los estuarios contienen materia organica tanto terrestre como acuatica (Ertel y
Hedger, 1985; Hedger et al., 1988). Los pigmentos vegetales contenidos en ellos pueden usarse para reflejar
estas diferentes fuentes de entrada (Watts et al., 1975; Bianchi y Findlay, 1990). La utilidad de los pigmentos
como trazadores de fuentes de materia organica va a depender, de una manera importante, de la magnitud de
las entradas, sus indices de descomposicion y la especificidad de la fuente en particular (Repeta, 1989;
Bianchi y Findlay, 1991; Sun et al., 1991).

La luteina se encuentra en cantidades apreciables exclusivamente en las plantas verdes, pero hasta el
momento, no se ha utilizado como marcador de entrada de materia organica en el sedimento que tenga esta
procedencia, por lo que en este trabajo, se ha abordado la tarea de usar este pigmento con este fin en el
estuario del rio Palmones.

MATERIAL Y METODOS
Zona de estudio

El estuario del rio Palmones se localiza en la costa sur de Espafa (bahia de Algeciras, 36° 10’ N, 5° 27° W)
en el término municipal de Los Barrios (Cadiz), al final de una cuenca de pequefio tamafio de 302 km’. Tiene
una longitud aproximada de 5,5 km. Comprende desde la desembocadura hasta el azud de CELUPAL, aguas
arriba del puente de la carretera N-340 y del paso de la via férrea. Su anchura aproximada es de 0,5 km. El
rio discurre por un canal principal muy sinuoso, formando varios meandros de diferente curvatura desde la
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desembocadura hasta el azud, propio de los tramos bajos de los rios con pendiente del cauce casi nula
(0,1%). La anchura media del canal es de 75 metros, aunque en la zona cercana a su desembocadura puede
llegar a alcanzar los 130 m en contraposicion a los 45 m de la zona fluvial del estuario. Es un estuario poco
profundo, con una profundidad maxima de 3,5 m y una profundidad media de 1,5 m en marea baja. Se
clasifica como bien mezclado (Clavero et al., 1997a). En el margen derecho de la desembocadura se presenta
una flecha arenosa; a sus espaldas se sitia la marisma de Palmones, espacio de 58 hectareas surcado por
canales secundarios (canchones) encargados de drenar las aguas de pleamar hacia en el cauce principal. Esta
orilla se encuentra también urbanizada hasta la playa. En el margen izquierdo, casi en la orilla del rio, se
encuentra la pedania de Palmones.

El estuario del rio Palmones se encuentra sometido a movimientos de mareas que tienen un maximo de
amplitud de 2 m, emergiendo durante la marea baja, amplias zonas de lodo.

Toma de muestras, manipulacion y técnicas analiticas

Para la toma de muestras se establecieron siete estaciones (figura 1) cuyas caracteristicas figuran en la tabla
II:

[ '"-Algcciras
Bay

Figura 1.- Situacion de la zona de muestreo
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Estacion Coordenadas UTM Altura sobre el | Sustrato Vegetaccion
nivel 0 se
X Y marea (cm)
Presa (Pr) 0279445,07 | 4006436,06 0 Fango | Juncus maritimus
Barra (Ba) | 0281306,08 | 4005951,15 0 Arena Sin vegetation
1 0280581,09 | 4005767,33 0 Fango Sin vegetation
2 0280582,28 | 4005764,17 45 Fango Halimiones portulacoide
Sarcocornia fruticosa
3 0280583,47 | 4005759,81 60 Fango Sarcocornia fruticosa
4 0280585,06 | 4005755,05 50 Fango Sarcocornia fruticosa
5 0280586,64 | 4005750,07 45 Fango Sarcocornia fruticosa
Sarcocornia perennis
subsp. alpini

Tabla II.- Caracteristicas de las estaciones de muestreo.

Las muestras se tomaron en marea baja. Para ello se introdujo, a mano en el sedimento, cilindros de 4,5 cm
de didmetro y 20 cm de longitud para extraer cores de 7 a 10 cm de altura, en los que la estructura presente
en el suelo no se alterase. Los cilindros se cerraron por ambos extremos y se metieron en neveras portatiles
para su transporte al laboratorio, donde se congelaron a -20°C hasta su analisis.

Se hicieron rodajas de sedimento de lcm de grosor hasta los 5 cm de profundidad. En estas rodajas se
determiné el contenido en materia organica, indice C/N, y contenido en pigmentos (clorofila a y luteina
fundamentalmente).

El contenido organico del sedimento se determiné mediante las pérdidas por ignicion a 450°C durante cuatro
horas. La materia organica del sedimento se expres6é como porcentaje de pérdida por ignicion frente al peso
seco total.

La determinacion del carbono y nitroégeno total se realizd empleando un analizador elemental CNHS LECO-
932 (Michigan, EE.UU.) a 1.050°C, que emplea un detector de infrarrojos. Como patrén se empled EDTA.
Se analizaron muestras secas.

La extraccion de los pigmentos se realizo a partir una fraccion homogeneizada de 2 g de sedimento humedo
a la que se agreg6 8 ml de acetona pura con carbonato sddico a saturacidon para evitar modificaciones de pH.
Se sonicd 20 seg. y se mantuvo en agitacion continua 48 horas a 4°C en oscuridad. Pasado este tiempo se
centrifugd a 5.000 rpm durante 15 minutos y asi se obtuvo el extracto. El sedimento se sometid a sucesivos
lavados con 4 ml de acetona hasta que el liquido obtenido quedaba incoloro, incorporandose la acetona de
los enjuagues al extracto de cada muestra. Los pigmentos se transfirieron a eter dietilico para lo cual se
separaron en fracciones de 4 ml a los que se agregaba 2 ml de agua y 2 ml de eter dietilico. El extracto etéreo
obtenido de este modo se evapord en corriente de nitrogeno. Durante todo el proceso de extraccion de
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pigmentos se deben mantener en frio y oscuridad ya que los pigmentos se degradan con facilidad por accion
de la luz, la temperatura y el oxigeno.

La determinacion de los pigmentos se realizo por HPLC, método mas utilizado para la determinacion
cuantitativa de carotenoides, clorofilas y sus derivados presentes en ecosistemas acuaticos y sus sedimentos
(revision en Millie et al., 1993; Pfander & Riesen, 1995; Mantoura et al., 1997 b; Jeffrey et al., 1999).

Los picos se identificaron en funcion de los tiempos de retencion de los pigmentos en la columna, y de los
maximos de absorcion de sus espectros. Para ello se compararon con patrones de clorofila a y b (Sigma) y
luteina (Fluka) asi como con informacion obtenida de otros autores (Brotas, 1995; Bianchi et al., 1993;
Cartaxana and Brotas, 2003; Rowan, 1989) (tabla III).

Maximo de absorcion
Pigmento I II I Tiempo de retencion
Luteina (429) 4488 476,6 22,726- 26,257
Clorofila a 431,9 662,5 - 31,120-35,794
Clorofila b 462 6479 - 26,257- 30,739

Tabla IIL.- Los valores entre paréntesis corresponden a hombros, no a maximos de absorcion. Los tiempos
de retencion estan expresados en minutos y milésimas de minuto.

Para el calculo de la concentracion en pg de pigmentos.g” de sedimento se empled la siguiente formula,
basada en una extension de la Ley de Lambert-Beer.

4_ _ Area(uV .seg) * Flujo(ml.min™")
P @)V i (M) *PS(Mg) * 60

(Korbee N., 2004)

El area se refiere al area del pico en el cromatograma.

En la formula se ha tenido en cuenta los cambios de unidades, por lo tanto, introduciendo los valores para
cada variable en las unidades indicadas entre paréntesis, se llegara al resultado final de la concentracion en
ug de pigmentos.g™' de sedimento. Esta formula es valida s6lo cuando la extraccion se realiza en 1ml. Dado
que la extraccion, en este caso, se ha realizado en 8,12 o 16 ml, seglin sea la extracciéon con DMF o Acetona
y se hayan hecho 1 6 2 lavados del sedimento, y que estos se han trasferido y posteriormente el extracto se ha
llevado a sequedad y reconstituido en 200 pl, tendremos que multiplicar por 0,200 ml.
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Los valores del coeficiente de extincion especifico son respectivamente (tabla IV):

Luteina Clorofilaa | Clorofilab

Coeficiente de extincion especifico (1*g™) 2540 M 75 @ 36,4
) Foss et al.(1984); Goodwin (1955); Hager & Meyer-Bertenrath (1966); Hager Starnsky (1970b)
en etanol

@ Lentz & Zeitzchel (1968) en metanol
®) MacKinney (1941) en metanol

Tabla I'V.- Valores del coeficiente de extincion especifico para luteina, clorofilaay b.

RESULTADOS Y DISCUSION

La dificultad para interpretar los cromatogramas es grande, debido a la cantidad de diferentes productos de
degradacion presentes en el sedimento, y a la falta de todos los patrones necesarios para interpretar los

distintos picos (figura 2).
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Figura 2.- Cromatograma de la estacion 2 en el primer centimetro de profundidad.
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Figura 3.- Cromatograma de la estacion 1 a una profundidad de 2 a 3 cm.
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Los cromatogramas obtenidos muestran las diferencias existentes entre las distintas estaciones y
profundidades estudiadas (menor concentracion e incluso desaparicion de pigmentos en profundidad, asi
como ausencia de algunos pigmentos en funcion de la estacion de muestreo considerada (figura 2 y 3)).

La tabla V y VI resume las concentraciones de luteina y clorofila a expresada en ppm respecto al carbono en
las diferentes estaciones de muestreo:

Profundidad E;traec;;)n Estalcwn Estazcwn Esta3c10n Estalflon Estascu)n Barra
1 0,62 0,01 0,14 0,78 0,14 0,06 1,04
2 0,04 n.d. 0,18 0,02 0,04 n.d. 1,09
3 0,28 n.d. 0,04 0,08 0,03 n.d. 0,60
4 n.d. n.d. 0,04 n.m. n.d. n.d. 0,25
5 n.d. n.d. 0,03 n.d. n.d. 0,03 0,21
Tabla V.- Cantidad de luteina respecto al carbono en ppm respecto al carbono.
Profundidad | Presa | Estacion 1 | Estacion 2 | Estacion 3 | Estacion 4 | Estacion 5 | Barra
1 5,08 0,39 1,20 7,37 2,77 0,71 1,92
2 0,16 n.d. 0,20 0,28 0,21 1,05 2,25
3 1,01 n.d. 0,81 0,48 0,17 n.d. 0,71
4 n.d n.d. 0,63 0,57 0,05 0,85 0,19
5 n.d. n.d. 0,14 n.d. n.d. 0,44 0,14
Tabla VI.- Cantidad de clorofila a respecto al carbono en ppm.
Los indices de luteina/clorofila a obtenidos estan resumidos en la tabla VII:
Profundidad | Presa | Estacion 1 | Estacion 2 | Estacion 3 | Estacion 4 | Estacion 5 | Barra
1 0,128 0,119 0,105 0,050 0,087 0,540
2 n.m. 0,911 0,068 0,171 0,483
3 0,333 0,048 0,168 0,160 0,853
4 0,064 0,007 n.m. 1,330
5 0,204 0,067 1,572
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Si se representan las concentraciones de luteina y clorofila en las distintas profundidades considerando todas
las estaciones respecto la concentracion obtenida en superficie se obtiene la figura 4.

% de pigmentos respecto a la presente en superficie

% pigmentos
0 50 100 150

& % luteina respecto a la que
hay en superficie

B8 % clorofila a respecto a la
que hay en superficie

Profundidad (cm)

Figura 4.- % de clorofila y luteina en profundidad respecto a la presente en superficie.

Al determinar los valores medios de materia organica en las distintas estaciones muestreadas se observa que
la marisma estd claramente eutrofizadas, mientras que la barra, ain encontrdindose en una zona,
aparentemente de acumulacion, es la estacion que presenta menos materia organica, pudiéndose considerar
limpia (menos del 2%). En cuanto al indice C/N, este alcanza el valor mas elevado en la estacion “presa”
(24,3), (valor que indica que se trata de materia organica dificilmente degradable) seguido de la barra
(12,39), mientras que en las estaciones del transecto en la marisma, su valor indica que se trata de materia
organica de relativamente facil degradacion en torno a 11). Todos estos valores sugieren que la marisma se
trata de un sistema con una alta productividad, pero en el que practicamente toda la produccion se mineraliza
in situ y no existe casi exportacion de materia organica fuera del sistema, puesto que los valores de materia
organica encintrados en la barra (zona en principio de acimulo) es baja.

La mayor concentracion de luteina aparece en la estacion 3 y esta, es la que también presenta el mayor valor
de materia orgénica. Esta estacion se encuentra cubierta por vegetacion que aporta luteina al sedimento y
protege al sedimento de la accion de la luz solar. Al mismo tiempo es la que estd a mayor altura sobre el
nivel cero de marea, por tanto estd menos sometida al efecto del lavado por parte de las corrientes. Todo esto
hace pensar que son los procesos de degradacion los que controlan, de manera fundamental, la cantidad de
luteina que se encuentra en el sedimento en este punto de muestreo.
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Las estaciones 4, 2 y 5 estan también cubiertas por vegetacion que aportan luteina al sedimento al mismo
tiempo que lo protegen de la luz solar, pero se encuentran un poco mas bajas respecto al nivel cero de la
marea, por lo que estaran mas sometidas al efecto de lavado de las corrientes.

En la presa el valor de luteina en superficie es de los mas elevados de los encontrados, aunque se encuentra
situado a nivel topoldgico bajo, y por tanto sometido al efecto del lavado de las corrientes. En esta estacion
existe vegetacion que, ademas de aportar luteina al sedimento, protegen al sedimento de la radiacion solar
por lo que la degradacion de los pigmentos es menor.

En la barra, no hay vegetacion que proteja a los pigmentos del sedimento de la acciéon descomponedora de la
luz solar pero el aporte de materia organica en forma de algas verdes (clorofitas) es importante. Esto propicia
que sea en esta estacion donde se encuentre mas luteina en todas las profundidades.

La estacion 1 no tiene vegetacion que proteja al sedimento de la luz solar y se encuentra a una altura que
hace que continuamente esté sufriendo la accion de lavado por parte de las corrientes. Es este lavado lo que
justifica que sea en esta estacion donde menos cantidad de luteina se encuentra.

% m.o.y C/N

0% m.o.
@ C/N

% m.o.y C/N

Presa 1 2 3 4 5 Barra

Estaciones de muestreo

Figura 5.- Representacion de los valores medios de % m.o. en sedimento seco
y desviaciones estandar en las diferentes estaciones de muestreo.

Analizando los resultados obtenidos, y teniendo en cuenta la situacion y caracteristicas de cada una de las
estaciones muestreadas se pueden dividir las estaciones muestreadas en cuatro grupos distintos (tabla VIII).

222



Comunicaciones

Prof. [Est. Pr. Est. 1 [Est. 2 Est. 3. Est. 4 Est.5 Est. Py
1 ppm lut. 0,62 0,01 0,14 0,78 0,14 0,06 1,04
% mo. [513 5,72 15,35 24,98 16,27 7,21 1,26
C/N 13,04 9,6 11,92 11,57 11,24 9,78 12,73
2 ppm lut. 0,04 0,18 0,02 0,04 1,09
% mo. [2,5 7,95 14,69 13,72 12,37 7,31 0,96
C/N 25,14 11,93 11,69 11,13 10,31 10,79 9,85
3 ppm lut.  [0,28 0,04 0,03 0,60
% mo. [2,16 7,61 12,9 11,27 12,55 7,52 1,35
C/N 29,84 10,92 11,06 11,25 10,33 10,17 10,67
4 ppm lut. 0,04 0,25
% mo. [4 8,41 8,91 12,11 17,29 13,11 1,52
C/N 29,7 11,83 10,15 11,59 11,82 10,43 12,05
5 ppm lut. 0,03 0,03 0,21
% mo. [291 8,13 10,62 25,36 17,42 13,95 1,96
C/N 23,79 10,77 11,98 13,8 10,59 10,87 16,65

Tabla VIII.- Resumen de los valores de luteina (ppm respecto al carbono), % m.o. y C/N en las diferentes estaciones

y profundidades.

Esta division en distintos grupos queda mas patente en la figura 6:

i
=N

Luteina/C (ppm)
o O o o
oNvDd ® ®

Distribucion de la luteina en funcion de la
situacién topoldgica de las estaciones de

muestreo
X « Estacion 1
N = Estacion 2,4,5
A Estacion 3
Presa
R H L] X Barra
20 40 60 80

Nivel topolégico (cm)

Figura 6.- Concentraciones de luteina no degradada en todas las estaciones en

funcion de su posicion topoldgica.
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Teniendo en cuenta que la tasa de sedimentacion en el estuario de Palmones de 0,9 cm/ afio (Rubio, 2000) y
que la velocidad de degradacion de la luteina y clorofila a son, respectivamente 17,2% y 20%, mientras que
la materia organica sufre, en los 5 cm mas superficiales del sedimento, una acumulacion diagenética del
16,7% anual. Con todo se llega a la conclusion de que se puede utilizar la luteina como marcador de
procedencia de la materia organica que tiene su origen en las clorofilas en esta zona.

Si se comparan los resultados obtenidos en Palmones con los de otros autores en diferentes estudios, como el
de Bianchi (1990) en el rio Hudson, se observa que el perfiles de luteina en las distintas estaciones
muestreadas son diferentes (en el rio Hudson la cantidad e luteina aumenta en profundidad, mientras que en
Palmones disminuye. Bianchi lo explica por el aumento de resto de macrofitas al aumentar la profundidad),
mientras los perfiles de clorofila a son similares. Hay que tener en cuenta que las caracteristicas de ambas
cuencas son totalmente diferentes.

Comparando los perfiles de luteina y clorofila de Palmones con los obtenidos por Abele (1991) en el
sedimento del mar Baltico se observa que son similares.
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