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RESUMEN

Se ha estudiado la distribucion y reactividad de las concentraciones de CHa y N2O a lo largo de
un gradiente de salinidad en el estuario del Guadalquivir. Para ello, se ha realizado un muestreo
longitudinal a bordo del B/O UCADIZ en marzo de 2021. Las concentraciones de CHs y N2O
se han cuantificado mediante cromatografia de gases. Se ha observado que la concentracion de
CH4 y N20 aumenta hacia el interior del estuario, observandose un incremento lineal para el
oxido nitroso (de 8,7 a 23,23 nM), mientras que para el metano su maximo (42,6 nM) se alcanza
a una salinidad intermedia a causa de los aportes laterales desde las zonas de marismas. Los
flujos con la atmdsfera son méas intensos en la zona fluvial y la variacion que presentan es
similar a la que experimentan las concentraciones de ambos gases. Los flujos de CHs y N.O
son positivos (13,3-48,9 y 0,3-15,5 pmol-m=-d** respectivamente) por lo que el estuario

actuaria como fuente de ambos gases a la atmosfera.

Para analizar la reactividad de estos gases se tomaron muestras en 4 estaciones a lo largo del
estuario con salinidades comprendidas entre los 1,9 y 35,3, que fueron incubadas a dos
temperaturas distintas (12 °C y 25 °C) durante 148 horas. Se ha obtenido que las velocidades de
oxidacion y consumo de CHa y N2O, respectivamente, adquieren importancia a salinidades
bajas y a una menor temperatura, pero se trata de valores bajos en comparacion con otros
estudios. Es probable que el disefio experimental utilizado no proporcione medidas de las
reacciones individuales de produccién o consumo de estos gases, contribuyendo a que los

resultados obtenidos se encuentren afectados.



ABSTRACT

The distribution and reactivity the concentrations of dissolved of CH4 and NO along a salinity
gradient in the Guadalquivir estuary was studied. For this purpose, a longitudinal sampling was
carried out on board the B/O UCADIZ in March 2021. CHs and N2O concentrations were
quantified by gas chromatography. It has been observed that CHs and N>O concentration
increases towards the interior of the estuary, with a linear increase for nitrous oxide (from 8,7
to 23,2 nM), while for methane its maximum (42,6 nM) is reached at intermediate salinity due
to lateral inputs from the mudflat areas. The fluxes with the atmosphere are more intense in the
river zone and the variation is similar to that of the concentrations of both gases. The fluxes of
CH4 and N2O are positive (13,3-48,9 and 0,3-15,5 pmol-m2.d respectively), so the estuary

would act as a source of both gases to the atmosphere.

To analyse the reactivity of these gases, samples were taken at 4 stations along the estuary with
salinities ranging from 1,9 to 35,3 and incubated at two different temperatures (12 °C and 25
°C) for 148 hours. It was found that the rates of oxidation and consumption of CH4 and N0,
respectively, become significant at low salinities and lower temperature, but these are low
values compared to other studies. It is likely that the experimental design used does not provide
measurements of the individual reactions of production or consumption of these gases,

contributing to the fact that the results obtained are affected.



1. INTRODUCCION

1.1. Gases invernadero en la atmésfera

El sistema Tierra— Atmosfera absorbe parte de la radiacion proveniente del Sol. Cierta fraccion
de ésta es emitida desde la superficie terrestre principalmente como radiacién infrarroja (IR).
Algunos gases presentes en la atmosfera que conocemos como “gases de efecto invernadero”
(GEIs), absorben una fraccion de esta radiacion, lo que afecta al clima de nuestro planeta (Salby,
2012). La retencion de calor por parte de estos gases se denomina "efecto invernadero”. Se trata
de un fenémeno natural que mantiene la temperatura media mundial en torno a los 18 °C que,
de otro modo, seria cercana a los -15 °C, por lo que este mecanismo permite la vida en la Tierra
(Tremblay et al., 2005).

Desde la Revolucién Industrial (1750) la concentracion de los gases de efecto invernadero se
ha incrementado significativamente en la atmdsfera (Figura 1), principalmente en respuesta a

la quema de combustibles fésiles y biomasa (IPCC, 2007).
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Figura 1: Cambios observados en las concentraciones atmosféricas de gases de efecto invernadero. Se
han superpuesto los datos de los testigos de hielo y las mediciones atmosféricas directas. Fuente: IPCC
(2014).

Los principales gases de efecto invernadero son el vapor de agua (H20), el dioxido de carbono
(COy), el metano (CH4) y el Oxido nitroso (N2O) (IPCC, 2001). Estos gases son emitidos tanto
por ecosistemas naturales acuaticos (lagos, rios, estuarios, humedales) y terrestres (bosques,

suelos) como por fuentes antropogénicas (Blais et al., 2005).

Si no se considera el vapor de agua, el metano es el segundo gas de efecto invernadero (GEI)
mas importante, después del dioxido de carbono (Maylan et al., 2016). Después del COy, el
metano presenta el segundo mayor forzamiento radiactivo de los gases de efecto invernadero

de larga duracion (Ramaswamy et al., 2001). Concretamente, el efecto de la radiacion de un



kilogramo de CH4 atmosférico es 28 veces mayor que el del CO2 atmosférico en una escala
temporal de 100 afios. Por lo tanto, un pequefio cambio en la concentracién atmosférica de CHa

implica cambios significativos para el clima futuro (IPCC, 2013).

La concentracion de metano en la atmosfera a finales de la década de los 90°s era dos veces la
cantidad presente durante la era preindustrial (Ballesteros y Aristizabal, 2007). De hecho, la
concentracion durante el siglo XX ha aumentado drasticamente hasta alcanzar las 1859 ppb en
2017. Este valor constituye el 257% de los niveles preindustriales (anteriores a 1750) (IPCC,
2019).

Aproximadamente, el 60% del metano liberado a la atmosfera proviene de fuentes
antropogénicas como la agricultura, el tratamiento de desechos, la quema de biomasa y los
combustibles fosiles. El 40% restante proviene de fuentes naturales, principalmente humedales
(Kirschke et al., 2013).

Con respecto al 6xido nitroso, se trata de un gas de efecto invernadero 300 veces méas potente
que el CO: y es el tercero que mas contribuye al forzamiento radiactivo de las emisiones
antropogénicas (Myhre et al., 2014). También es uno de los principales causantes del
agotamiento del ozono estratosférico, pues estd involucrado en la destruccion de la capa de
ozono contribuyendo indirectamente al incremento de la radiacion UV (Manne y Richels, 2001;
Portmann et al., 2012). En 2017, las concentraciones atmosféricas de N2O promediadas a nivel
mundial fueron de 329,9 ppb. Estos valores constituyen el 122% de los niveles preindustriales
(IPCC, 2019).

Las fuentes que contribuyen con 6xido nitroso a la atmésfera son tanto de origen antropogénico,
como de origen natural. Estas uUltimas provienen principalmente de la descomposicion
bacteriana de los suelos y de los océanos. A pesar de que la concentracion de N2O es baja en
aguas marinas, se sabe que los océanos en su conjunto actiian como una fuente considerable de
N2O atmosférico (Outdot et al., 1990). Aun asi, la fuente mas importante de 6xido nitroso son
las emisiones generadas por el uso de fertilizantes y, en menor medida, por el consumo de
combustibles fosiles (IPCC, 2013).

1.2. Gases de efecto invernadero en los océanos
Los océanos se encargan de regular el clima del planeta mediante un continuo intercambio con
la atmosfera de calor y gases con efecto invernadero (Sarmiento y Gruber, 2002). De hecho, los
océanos actuan de forma global como un sumidero para el CO», influyendo sustancialmente en

el ciclo del carbono (Reedburgh, 2007) y como fuentes de CHs y N2O a la atmdsfera (Seitzinger
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et al., 2000). Entre 1994 y 2007, el océano absorbi6é 2,6 + 0,3 Pg C-afio! de CO, lo que
representa el 31 + 4% de las emisiones antropogénicas de este gas (Gruber et al., 2019 ) y se ha
estimado que emite alrededor de 11-18 Tg CHa4-afio* a la atmosfera, lo que contribuye
alrededor del 4% a las emisiones globales totales (Borges et al., 2016 ). En cuanto al N2O, en
2006 las emisiones fueron de 17,9 Tg N-afio (IPCC, 2013).

El metano en los océanos se forma por dos mecanismos principales, uno biogénico y otro
geoldgico. El primero de ellos estd asociado a la descomposicion de la materia organica
mediante el proceso anaerobico de la metanogénesis (Cicerone y Oremland, 1988). Este proceso
de descomposicidn constituye la Gltima fase del proceso de degradacién anaerobia de la materia
organica (Stams y Plugge, 2010). La metanogénesis estd mediada por microorganismos
anaerobios estrictos, y sus principales reacciones son la reduccion de CO2 (1) y la fermentacion
de acetato (2) (Reeburgh, 2007):

CO, + 4H,0 - CH, + 2H,0 (1)
CH;COOH - CH, + C,0  (2)

Debido a que los organismos metanogénicos son estrictamente anaerdbicos, la produccion de
CHjs se limita a ambientes reductores como los sedimentos marinos (Middelburg et al., 2002),
los intestinos de animales marinos y microentornos anoxicos de particulas de materia organica

o pellets fecales en la columna de agua (De Angelis y Lee, 1994).

La produccién de metano en sedimentos marinos depende de las propiedades fisicoquimicas
del propio sedimento (pH, Eh, concentracion de oxigeno, salinidad, concentracion de sulfato,
etc.), de la disponibilidad de sustrato y de la actividad de otros organismos que habitan el
sedimento, como es el caso de las bacterias sulfatorreductoras (Hartmann et al., 2020). Se
conoce que la actividad metanogénica aumenta con la temperatura, pero se reduce en
sedimentos con altas concentraciones de sulfato. Las bacterias sulfatorreductoras compiten con
las metanogenicas por el mismo sustrato de manera mas eficiente en sedimentos con alto
contenido en sulfato (Kristjansson y Schonheit, 1983). Ademas, el sulfato puede actuar
oxidando al metano presente en el sedimento (Burdige y Komada, 2011).Una vez formado en

el sedimento, el CH4 tiende a difundirse a la columna de agua donde se oxida (Reeburgh, 2007).

En la columna de agua éxica, el metano, por lo general, se oxida; sin embargo, en ciertas zonas
del océano existe un maximo subsuperficial que se denomina la “paradoja del metano oceanico”

(Damm et al., 2009). El origen de este maximo se desconoce y para explicarlo se han sugerido



diferentes origenes como: el transporte lateral de CH4 desde zonas litorales, considerandose
éstas como fuentes importantes de metano (Del Sontro et al., 2010), la produccion en nichos
microanoxicos en el interior de materia organica particulada (Donis et al., 2017), a través de
metilfosfonato por limitacion de fosforo (P) (Karl et al., 2008) o via dimetilsulfoniopropionato
(DMSP) (Florez-Leiva et al., 2013). También, se ha evidenciado que el fitoplancton puede
producir CH4 directamente (Glnthel et al., 2020). Aun asi, en aguas costeras, son las fuentes
sedimentarias las que tienen una mayor influencia en las concentraciones de metano (Borges et
al., 2018).

Ademas, existen otras fuentes no biogénicas de este gas que presentan una naturaleza geologica
como los volcanes de fango (Dimitrov, 2003), la disolucién de los hidratos de este gas o la

liberacion en forma de filtraciones (Kvenvolden y Rogers, 2005).

En los sistemas acuaticos, mas del 90% del CHa4 producido se puede oxidar por procesos
aerobios y anaerobios (Reeburgh, 2007). EI consumo microbiano de metano es realizado, en
condiciones aerobicas, por bacterias metanotrofas y, en condiciones anaerdbicas, por bacterias
reductoras de sulfato y arqueas metandétrofas (Inostroza et al., 2011). Por lo tanto, la oxidacién
de CH4 puede jugar un papel fundamental en la reduccién de las emisiones de CHas de los

ecosistemas acuaticos a la atmésfera (Utsumi et al., 1998; Sawakuchi et al., 2016).

El NoO se produce en los océanos por los procesos microbianos de nitrificacion y
desnitrificacion que estan ligados a la remineralizacion de la materia organica (Seitzinger et
al., 1984; Codispoti et al., 2001). Ambos procesos ocurren tanto en los sedimentos como en la

columna de agua y, también, en el interior de particulas en suspension (Bange, 2006).

La produccion de oxido nitroso en los océanos depende de la concentracidn de oxigeno disuelto
y de la concentracion de nitrogeno organico disuelto (DIN) presentes (De Bie et al.,
2002; Canfield et al., 2010).

La nitrificacion (3) es un proceso que requiere de oxigeno v, en el cual, el i6n amonio (NH4")
es oxidado a nitrito (NO2") y posteriormente a nitrato (NO3z"), produciendo N2O a partir de
NH20H o NO en la columna de agua (Arp y Stein, 2003).

NHf - NH,0H (- NO) -» NO; - NO; (3)

Este proceso tiene lugar tanto en la columna de agua como en la zona Oxica de los sedimentos
(Arp y Stein, 2003) y se considera una fuente importante de contribucion oceanica al N.O
atmosférico (Cohen y Gordon, 1979; Oudot et al., 1990).



La desnitrificacion (4) es un proceso por el que se reduce el nitrato o nitrito a nitrdgeno gaseoso
(N2) como producto principal, con la generacién de N2O como intermediario y es producido
por bacterias anaerobicas facultativas (Fuhrman y Capone, 1991; Seitzinger et al., 2000). Este
proceso esta restringido a la parte anoxica del sedimento y al interior de particulas en suspension
(Bange et al., 2010).

NO; - NO; - NO - N,0 - N, (4)

El N2O también puede ser consumido en el océano por la desnitrificacion, por su reduccion a
dinitrogeno (N2O—N>) (Giblin et al., 2013, Ma et al., 2019). Recientemente, Farias et al.
(2013) encontraron que el N2O se puede transformar directamente en nitrogeno organico
particular (PON) a través de la asimilacion bioldgica. Este proceso puede tener lugar en
condiciones biogeoquimicas extremas e incluso con concentraciones de N.O muy bajas. La
fijacion bioldgica de N2O podria proporcionar un sumidero de importancia mundial para el N.O
atmosférico y oceanico y también una fuente potencial de nitrégeno fijo oceénico (Farias et al.,
2013).

1.3. Metano y 6xido nitroso en sistemas estuaricos

Las zonas costeras, donde interactian tierra, océano y atmdsfera, cubren aproximadamente el
7% de la superficie oceanica mundial (Gattuso et al., 1998), y aunque se trata de una superficie
relativamente pequefia, presentan una gran variabilidad en términos de forzamientos fisicos y
biogeoquimicos, todo ello causado por aportes de materia organica y nutrientes terrestres a
través de los rios y la descarga de aguas subterraneas. Constituyen una de las zonas mas activas
desde el punto de vista geoquimico y bioldgico de la biosfera (Wollast, 1998). Ademas, los
sistemas estuaricos estdn sujetos a cambios estacionales importantes que influyen en la

concentracion de gases con efecto invernadero (Middelburg et al., 2002; Abril y Borges, 2005).

En la actualidad, se estima que los ecosistemas costeros desempefian un papel modesto en el
balance mundial de metano, ya que su contribucién representa entre el 1 y el 10% de las
emisiones totales (Bange et al., 1994; Middelburg et al., 2002; Conrad, 2009). Aunqgue la
plataforma continental y los estuarios representan solo el 15y el 0,4%, respectivamente, de la
superficie oceanica mundial, contribuyen con alrededor del 68 y del 7 al 10%, respectivamente,
al total de las emisiones oceanicas de metano (Bange et al., 1994; Upstill-Goddard et al., 2000:
Middelburg et al., 2002). Se estima que las emisiones medias de CH4 de los estuarios europeos
son de 0,73 Tg CHa-afio™ (Bange, 2006) .



Los estuarios reciben grandes aportes de materia orgénica, lo que da lugar a una gran
produccion de CHa y a que sus concentraciones sean superiores al equilibrio atmosférico (Abril
y Borges, 2005). Al tratarse la metanogenesis de la Ultima etapa de degradacion de la materia
organica, Se encuentran mayores concentraciones de metano en las zonas anoxicas del
sedimento (Jgrgensen y Kasten, 2006; Reeburgh, 2007). Por tanto, la disponibilidad de sulfato,
que aumenta con la salinidad, sera un factor clave en la produccion de metano, que disminuye
hasta en dos 6rdenes de magnitud desde las zonas de agua dulce a las saladas (Abril y Borges,
2005).

La influencia de las mareas es otro factor clave en la distribucion de metano (Grunwald et al.,
2009). Los estuarios mareales, como es el caso de la zona de estudio, son muy dinamicos, con
altas velocidades de corriente, alta turbidez, frecuentes resuspensiones de sedimentos y
presencia de grandes llanuras mareales. En estos sistemas, la alta turbulencia favorece la
emision de metano y la oxidacion de metano es significativa en la region de menor salinidad
(Middelburg et al., 2002; Abril e Iversen 2002). De hecho, la produccion de metano puede

ocurrir en zonas de maxima turbidez (Upstill-Goddard et al., 2000).

La mayor contribucién marina global de N-O proviene principalmente de los estuarios, con un
aporte de alrededor del 40% del balance oceanico total (De Wilde y De Bie, 2000; Dong et al.,
2002). Esto sucede porque una carga elevada de materia organica y nitrogeno favorece la

produccion de 6xido nitroso en el interior del estuario (Frankignoulle y Middelburg, 2002).

La principal entrada de nitrégeno a los rios y, por consiguiente, a los estuarios, se produce por
via antropogénica. De la cantidad total de emisiones a la atmosfera de N2O de rios, estuarios y
plataformas continentales, (1,9 Tg N-afio), el 90% tienen una naturaleza antropogénica. Los
fertilizantes, los combustibles fosiles o la fijacion bioldgica de N2 asociada a cultivos son los

principales causantes de este hecho (Seitzinger et al., 2006).

Existen muy pocos estudios centrados en la dinamica del CH4 y N20O en los sistemas costeros,
asi como en el estudio de la oxidacion de estos gases en la columna de agua. Concretamente en
el estuario del rio Guadalquivir, s6lo existen cuatro trabajos centrados en la dindmica del
metano y Oxido nitroso (Huertas et al., 2018; Sanchez-Rodriguez, 2018, 2019 y Sierra et al.,
2020), en los que se estudia la transferencia de estos gases invernadero a través de la interfase
agua—atmdsfera, asi como las diferentes fuentes de CH4 y N20 al estuario. En ninguno de ellos
se estudia la oxidacion de estos gases y las implicaciones que tiene este proceso en sus

distribuciones y emisiones a la atmosfera.



La mayoria de los estudios realizados sobre la oxidacion de metano en la columna de agua se
han realizado a temperatura ambiente. De modo que, son pocos los trabajos experimentales
realizados con diferentes temperaturas e incluso diferentes salinidades. El estuario del
Guadalquivir es un sistema 6xico, por lo que este estudio servird para ampliar la informacion
actual sobre la capacidad de oxidacién del metano a lo largo del gradiente de salinidad y con
diferentes temperaturas en el estuario del Guadalquivir. Esto va a permitir tener un mayor
conocimiento del comportamiento de estos gases invernadero en dicho estuario y, por ende, en

los sistemas costeros.

2. OBJETIVOS
El objetivo principal de este trabajo consiste en obtener un mayor conocimiento sobre la
distribucion y reactividad del metano (CH4) y Oxido nitroso (N20) en el estuario del rio

Guadalquivir. Para alcanzar este objetivo se formularon los siguientes objetivos especificos:

e Establecer e interpretar la variabilidad espacial de las concentraciones de CHs y N2O,
en base a las variaciones de distintas variables fisicoquimicas como temperatura,
salinidad, pH y oxigeno disuelto a lo largo del estuario del Guadalquivir.

e Estudiar la variabilidad de los flujos de CHs y N2O a traves de la interfase agua-
atmosfera a lo largo del gradiente de salinidad. Establecer si la zona de estudio actua
como fuente o sumidero de estos gases invernadero.

e Estimar la velocidad de oxidacion de CHs y de produccion de N2O en la columna de
agua de este sistema estuarico mediante un ensayo de incubacion a distintas salinidades

y temperaturas e interpretar los resultados obtenidos.

3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Zona de estudio

El estudio se ha llevado a cabo en el estuario del Guadalquivir (Figura 2) situado al suroeste de
la peninsula Ibérica. Posee una longitud de 110 km desde su desembocadura en Sanlucar de
Barrameda hasta la presa en Alcala del Rio (Diez-Minguito et al., 2012). Con una superficie de
unas 185.000 ha conforma el estuario mas importante de la cuenca suratlantica de la peninsula

Ibérica.

A lo largo del curso del Guadalquivir se han realizado diversas actuaciones de origen
antropogénico que han modificado su configuracion natural, lo cual le confiere una especial

singularidad. EI Guadalquivir es el Gnico rio navegable de Espafia y permite la navegacion entre



Sanlucar de Barrameda y el Puerto de Sevilla. La profundidad media del canal es de 7,1 m
(Diez-Minguito et al., 2012) pero son necesarios dragados periodicos que permitan mantener
la cota minima constante en 6,5 m de profundidad (Alvarez et al., 2001; Rodriguez-Ramirez et
al., 2019). Estas actuaciones se han asociado a episodios de elevada turbidez en el propio

estuario (Navarro et al., 2011).
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Figura 2: Mapa del estuario del Guadalquivir ubicado al suroeste de la peninsula Ibérica,
desembocando en el océano Atlantico.

Al localizarse su desembocadura en el golfo de Cadiz, la dinamica de marea en el interior del
estuario se halla condicionada por el océano Atlantico. Presenta un periodo principal de mareas
de tipo semidiurno y una amplitud de rango mesomareal. La hidrodindmica esta controlada por
el régimen fluvial, la afluencia de las mareas, la accion de las olas y las corrientes de deriva, asi

como el clima (Diez-Minguito et al., 2012).

El estuario, que alberga amplias zonas de marisma y forma parte del Parque Nacional de
Dofiana, ha visto, en los Gltimos 50 afios, como ha ido desapareciendo una parte sustancial (mas
de un 80%) de los bosques y los humedales que se han convertido en tierras de cultivo (la
agricultura intensiva se practica en las marismas fuera del Parque, siendo el arroz el cultivo
principal) y asentamientos urbanos. Con la construccién de embalses, para hacer frente a la
demanda agricola, las contribuciones de agua dulce al estuario han disminuido en promedio un
60% desde 1931, siendo esta disminucion mas marcada en los ciclos de afio seco (Diez-
Minguito et al., 2012; Rodriguez-Ramirez et al., 2019).

Todos los factores mencionados han provocado que se den variaciones en el régimen de

descargas de agua dulce. Esto favorece la progresiva salinizacion del estuario, la aparicion de



periodos de turbidez por la escasa renovacion de aguas, o el aumento de nutrientes y metales

pesados en las aguas del cauce.

3.2. Toma de muestras
3.2.1. Estrategia de muestreo

La toma de muestras se realiz6 durante la campafia GD6, el 18 de marzo de 2021, a bordo del
Buque Oceanografico UCADIZ. Se llevé a cabo un transecto desde la desembocadura del rio
Guadalquivir hasta la altura de Las Cabezas de San Juan (Sevilla) (Figura 2) con un total de 8
estaciones cuya localizacion se muestra en la tabla 1. El transecto longitudinal se realizo a favor
del gradiente de salinidad, comenzando desde la zona mas salina hacia la més fluvial y tomando
muestras cada 4 unidades de salinidad aproximadamente. El intervalo de salinidad varié entre
35,34 en la primera estacion, hasta 1,92 en la octava y Ultima estacion. Es resefiable que el
estuario del Guadalquivir es verticalmente homogéneo, sin importantes cambios de salinidad
con la profundidad en la columna de agua (Diez-Minguito et al., 2012).

Tabla 1: Coordenadas de las ocho estaciones de muestreo en el transecto longitudinal realizado el 18
de marzo de 2021 en el estuario del Guadalquivir (GD®6).

Cod. Muestra Latitud Longitud
GD6-1 36°46'39.7"N 6°24'00.0"O
GD6-2 36°50'29.8"N 6°21'23.6"0
GD6-3 36°51'43.3"N 6°21'14.4"0
GD6-4 36°53'24.7"N 6°20'45.9"0
GD6-5 36°54'26.9"N 6°17'32.9"0
GD6-6 36°53'563.1"N 6°15'49.0"O
GD6-7 36°54'18.7"N 6°12'52.1"0
GD6-8 36°58'34.8"N 6°10'16.2"0O
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Figura 3: Localizacion de las estaciones de muestreo a lo largo del gradiente de salinidad en el estuario

del Guadalquivir durante la campafia de marzo de 2021 (GD6).
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Para el estudio de reactividad de CHsy N2O en la columna de agua se tomaron un total de 4
muestras del continuo del buque en garrafas de 25 litros, concretamente en las estaciones GD6-
1, GD6-3, GD6-5 y GD6-8 (Figura 3) correspondientes a las salinidades 35,34; 23,09; 14,31y
1,92. Estas se dejaron reposar y decantar hasta el dia siguiente que se procedio a realizar la fase
experimental. También se midio la concentracion de oxigeno disuelto (OD) para estas cuatro

salinidades.

Para la estimacion del flujo de gases invernadero (CHs y N20) a través de la interfase agua-
atmosfera a lo largo del gradiente de salinidad se cogieron muestras en las 8 estaciones
seleccionadas. Estas se tomaron del continuo del barco por duplicado en frascos Winklers de
250 mL y se fijaron con cloruro de mercurio (HgCl2) para inhibir cualquier proceso bioldgico
en el interior. Los frascos se llenaron evitando que se quedaran en el interior burbujas de aire.
Se sellaron con grasa Apiezon® para prevenir el intercambio gaseoso con la atmésfera. Para la
recogida de muestras de OD también se utilizaron Winklers de 250 mL, en este caso, uno por
estacion y fueron fijadas a bordo. Todos los frascos, 24 en total, se forraron con papel de
aluminio y se almacenaron en oscuridad, para evitar que se produjeran posibles reacciones

fotoquimicas, hasta su posterior medida en el laboratorio.

3.2.2. Medidas en continuo

Los valores de las variables salinidad (S), temperatura (T) y pH en las aguas superficiales se

obtuvieron a partir de los equipos conectados al continuo del barco.

La salinidad y la temperatura se midieron con un termosalindgrafo (Seabird, SBE-45). Las
medidas en continuo de pH se realizaron mediante un electrodo de vidrio (SubCtech/Meinsberg,
MV-4010U).

3.3. Métodos analiticos

La determinacion de las concentraciones de CHs y N2O disueltos se realizaron mediante un
cromatografo de gases (Bruker®, GC-450) con un detector de captura de electrones (ECD) para
el 6xido nitroso y con un detector de ionizacion de llama (FID) para el metano (Weiss, 1981).
Para ello, fue necesaria la calibracion con tres patrones estandar preparados por LINDE que
presentaban las siguientes concentraciones de CH4 y N2O, respectivamente: 1,95 ppm y 0,30
ppm en el primer patron, 3,00 ppm y 0,40 ppm en el segundo, y 100,00 ppm y 2,00 ppm en el

ualtimo. El primer patrén presenta concentraciones similares a las de la atmoésfera.
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Gracias a la configuracion del instrumento, el analisis de CHs y N20O se puede realizar de forma
simultanea: una electrovalvula permite que, una vez se inyecte la muestra, ésta se dirija a dos
loops que estan conectados a diferentes columnas cromatograficas y detectores (Burgos et al.,
2015).

El andlisis de gases se realiz6 mediante la técnica de equilibrio del espacio de cabeza utilizada
anteriormente por autores como Sierra et al. (2017). De las muestras se tomaron 25 g (+ 0.01
g) mediante una jeringa de cristal de 50 mL (Agilent P/N 5190-1547) y se le afiadieron 25 mL
del primer patron para completar el volumen total de la jeringa. Esta se llevd a un agitador
durante 5 minutos para equilibrar la muestra y se dejé reposar otros 5 minutos. Transcurrido

este tiempo se inyecto en el cromatografo.

Para el célculo de las concentraciones de los gases disueltos en las muestras de agua se ha hecho
uso de las solubilidades propuestas por Wiesenburg y Guinasso (1979) para el CHa y por Weiss
y Price (1980) para el N20.

La determinacién del oxigeno disuelto (OD) se realiz6 mediante una adaptacion del método
iodométrico tradicional de Winkler (Grasshoff y Ehrhardt, 1983). La concentracion de OD se
cuantifica mediante un valorador potenciométrico (Metrohm, 905) utilizando un electrodo
combinado de potencial redox (Metrohm, ref. 0431.100) y tiosulfato sédico (0,01 M) como
solucion valorante. La precision de la medida es de + 0,5 pmol-kg™ (Sierra et al., 2017). Para
el calculo de la Utilizacién Aparente de Oxigeno (AOU) se utilizé la expresion de solubilidad

propuesta por Weiss (1974).

El contenido en solidos en suspension (SS) se ha obtenido por filtracién a través de filtros de
0,7 um (Whatman, GF/F).

3.4. Fase experimental: Reactividad de gases

Para el estudio de reactividad de CHs y N20 se disefié un experimento en el que se consideraron
2 temperaturas de incubacién (12 y 25°C) correspondientes al valor maximo y minimo
registrado en el estuario del Guadalquivir (Sanchez-Rodriguez, 2018, 2019; Sierra et al., 2020).
Se han utilizado cuatro salinidades (1,9; 14,3; 23,1y 35,3) y 10 tiempos de incubacion (0, 6,
12, 24, 48, 72, 96, 120, 124 y 148 horas). Para cada muestra se han tomado 3 réplicas, por lo

que se incubaron y analizaron un total de 240 muestras.

Una vez realizada la recogida de muestras en las garrafas, fueron llevadas al laboratorio y se

quedaron en reposo decantando durante toda la noche (aproximadamente 15 horas). Se busca,
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con esta accion, que la mayoria de sélidos en suspensién presentes en la garrafa se depositen
en el fondo y asi, evitar posibles interferencias o procesos que afecten al objetivo de este

estudio. Trascurrido este tiempo, a la mafiana siguiente, se procedio al llenado de los viales.

Para realizar correctamente el proceso de llenado de los viales de incubacion (Figura 4) se
disefié un sistema de extraccion del agua de las garrafas con tubos de silicona ayudados por una
bomba peristaltica. Para crear una atmosfera inerte y asi evitar los procesos de oxidacion en el
agua de las garrafas al mismo tiempo que esta se extraia para el llenado de los viales se introdujo
nitrogeno en el interior de las garrafas. La muestra salia de la garrafa a través de tubo de silicona
que se introducia hasta el fondo del vial, llendndose éste poco a poco para evitar la formacion
de burbujas. La capacidad de dicho vial es de 21,82 mL. Una vez que rebosaba la muestra del
vial se procedid al sellado de éste herméticamente con un septum. Para poder sellarlo
correctamente se hizo uso de una crimpadora y fue necesario introducir una aguja en el tapon
de goma del septum que permitiera la salida de la muestra sobrante al realizarse el cierre

hermético, lo que evita la formacién de burbujas.

Figura 4: Proceso de llenado de viales para el experimento de incubacion.

Una vez llenados y sellados los viales se fijaron las muestras del tiempo de incubacién 0. A
cada vial, a través del septum, se le inyectaron con una jeringa 50 pL de una solucién de HgCl.
saturada para inhibir cualquier proceso o actividad bioldgica. Durante la inyeccion de HgCl,
para compensar la presion atmosférica, se colocé una aguja en el septum que permitié que
saliera el exceso de muestra. Para cada tiempo de incubacion se llenaron un total de 24 viales
(3 réplicas por cada salinidad y por cada temperatura). Las muestras se introdujeron en las dos

camaras de incubacion, una a 12 °C y la otra a 25 °C y se taparon con una bolsa oscura para
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impedir posibles reacciones fotoquimicas. A los diferentes tiempos de incubacion fijados, las
muestras fueron extraidas de las camaras y fijadas con HgCl.. Las muestras fijadas fueron

conservadas a temperatura ambiente y en oscuridad hasta su cuantificacion en el laboratorio.

Figura 5: Proceso de extraccion de gas para la medicion con cromatografia de gases.

Una vez finalizada la parte experimental, se cuantifico el CHzy el N2O de los viales incubados
(Figura 5). En primer lugar, se peso cada vial y se generd el espacio de cabeza en cada uno de
ellos. Para ello, se les inyectd, a través del septum, 8 mL de un gas patrén con mezcla de gases
de composicién similar a la atmosférica (1,95 ppm de CHsy 0,30 ppm de N20) con una
jeringuilla de cristal de 10 mL (Agilent P/N 5190-1547). Para realizar este proceso se inyecto
el patron en el vial con la ayuda de una segunda aguja (clavada en el septum) de unos 50 mm
que permitia que la muestra sobrante saliera del vial manteniendo la presion en el interior. Se
volvié a pesar el vial con el espacio de cabeza creado para conocer con exactitud el espacio de
cabeza generado. Posteriormente, se agitdé vigorosamente durante unos 20 segundos para
acelerar la equilibracion entre las fases agua-atmasfera creadas en el interior. A continuacion,
el vial se colocé en un agitador durante 5 minutos para seguir equilibrando ambas fases y se
dejo reposar otros 5 minutos. Trascurrido este tiempo se extrajo la fase gaseosa del vial y, para
ello, se colocd en el septum una aguja que, gracias a la ayuda de una bomba peristaltica,
introducia en el vial una solucion concentrada de cloruro potasico. A su vez, con una jeringa de
cristal (Agilent P/N 5190-1547) de 10 mL se extraian unos 7 mL de la fase gaseosa que
posteriormente se inyectaron en el cromatografo de gases, lo que permitié obtener un
cromatograma que serviria de base para conocer la concentracién de metano y éxido nitroso en

la muestra medida.
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Las velocidades de consumo o produccion del CH4 y N2O para cada una de las salinidades y
temperaturas utilizadas en el experimento fueron obtenidas a partir de los ajustes lineales de las

variaciones de concentracion del gas con el tiempo de incubacion.

Para la medida de OD se utilizaron un total de 80 Winklers de 250 mL (8 por cada tiempo de
incubacidn: 4 para las salinidades y por las dos temperaturas). Las muestras se tomaron de las
4 garrafas a continuacion de los viales y con el mismo mecanismo: el tubo de silicona se
introducia hasta el fondo llenando poco a poco el Winkler para evitar la formacion de burbujas.
Para el tiempo de incubacién 0 se fijaron los que correspondian a este instante. El resto, una
vez llenados y sellados, se introdujeron en las cdmaras de incubacion a las dos temperaturas
seleccionadas para su posterior fijacion respetando los tiempos de incubacion. La fijacion de
los viales y de los Winklers se realizd simultaneamente y las muestras de OD fijadas se

conservaron a temperatura ambiente y oscuridad hasta su analisis.
3.5. Calculos de flujos con la atmosfera

Los flujos de CHs y N2O que se producen a través de la interfase agua-atmdsfera se han

calculado haciendo uso de la siguiente expresion:
F=k(Cy—-C»

Donde k (cm-h?) es la velocidad de transferencia del gas, Cw (M) es la concentracion del gas
en el agua y C* (uM) es la solubilidad propuesta por Wiesenburg y Guinasso (1979) para el
CHa y por Weiss y Price (1980) para el N2O, y que dependen de la concentracion del gas en la
atmosfera, la temperatura y la salinidad de la muestra. Como resultado, si el flujo es positivo,
indica que se produce transferencia del gas desde el agua a la atmosfera.

La concentracion en la atmdsfera de CHa4 (https://gml.noaa.gov/ccga/trends_ch4/) y N20O

(https://gml.noaa.gov/ccga/trends_n20/) se ha obtenido a partir de la pagina web oficial de la

NOAA. Para ambos gases se ha tomado el valor medio mundial para el mes en el que se realiz6
la campafia. De modo que, los valores utilizados para la concentracién de CHs y N2O en la

atmosfera son 1893,4 ppb y 333,9 ppb, respectivamente.

Para el célculo de k, que hace referencia a la velocidad de transferencia, se ha usado la

parametrizacién propuesta por Jiang et al. (2008) para sistemas costeros:

K = 0,314 u% — 0,436 u + 3,990(Sc/600) %5
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Siendo u la velocidad del viento a 10 m de altura (m-s) y Sc el nimero de Schmidt para cada
gas. Este ultimo es especifico para cada gas y se ha calculado a partir de las expresiones
propuestas por Wanninkhof (2014) para salinidades de 0 y 35, suponiendo que el nimero de
Schmidt varia linealmente con la salinidad. La velocidad del viento se ha obtenido del Instituto
de Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera (IFAPA, Junta de Andalucia) consultando
los datos de la estacion meteorologica mas cercana a la zona de muestreo que se encuentran
disponible en:

https://www.juntadeandalucia.es/agriculturaypesca/ifapa/riaweb/web/estacion/11/101. Para el

dia de muestreo la velocidad del viento fue de 2,2 m-s™.

3.6. Analisis estadistico

Para realizar el analisis estadistico se ha usado el test de correlacion de Pearson estableciendo
correlaciones entre las variables. Gracias al software Sigma Plot version 11.0 se han obtenido
las correlaciones lineales y las figuras expuestas en este trabajo.

4. RESULTADOS

4.1. Variaciones longitudinales en el estuario del Guadalquivir

En la figura 6 se muestra la variacion con la distancia a costa de la temperatura y la salinidad.
La temperatura sélo varié 0,4 °C a lo largo del estuario, con el valor mas bajo en la

desembocadura del rio (16,6 °C).

La salinidad disminuye de forma lineal desde la desembocadura, con un valor de 35,3, hasta la

zona mas interna donde se obtuvo un valor de 1,9.

171 40

17,0
30

16,9 A
20 +

Temperatura (°C)
Salinidad

16,8

10 4
16,7 A

0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Distancia a costa (km) Distancia a costa (km)

Figura 6:Variacion de la temperatura (°C) y salinidad respecto a la distancia a costa en el estuario del
Guadalquivir el 18 de marzo de 2021.

En la figura 7 se representa la variacion del contenido en sélidos en suspension (SS), pH y

oxigeno disuelto (OD) con la salinidad. Se observa una aumento de SS hacia el interior del
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estuario pasando de un valor de 0,02 g-L* en la desembocadura a un valor maximo de 1,07 g-L"

L en la estacion mas fluvial.

El pH aumenta con la salinidad, con un valor de 7,86 en la zona fluvial del estuario y de 8,06
en la desembocadura. Entre salinidades de 23 y 27, los valores de pH se mantienen
practicamente constantes (7,93).

En el caso del oxigeno disuelto, la tendencia general es aumentar su concentracion a medida
que disminuye la salinidad. En la desembocadura, con la salinidad mé&xima, se obtuvo un valor
el valor minimo de 172,8 uM y el maximo de 245,2 uM a salinidad 5,7. Cabe destacar que a

salinidad 14 hay una pequefia disminucion de la concentracion de OD.
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Figura 7: Variacion de los solidos en suspension (SS), pH y oxigeno disuelto (OD) con la salinidad en
el estuario del Guadalquivir el 18 de marzo de 2021.

Como se aprecia en la figura 8 tanto el CH4 como el N2O aumentan sus concentraciones hacia
la zona menos salina. Esta tendencia es practicamente lineal en el caso del N2O. EI CH4 presenta
un valor minimo de 12,7 nM en la desembocadura del estuario y, en torno a valores de salinidad
14, alcanza la maxima concentracion (42,6 nM). A las salinidades mas bajas se registra una
disminucion de la concentracion llegando a valores préximos a 22,0 nM. Cabe destacar que se
midio6 un valor de 463,2 nM a salinidad 27 que ha sido eliminado del gréafico por tratarse de un

dato anémalo.
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Figura 8: Variacion de la concentracién de metano (CH.) y de 6xido nitroso (N20) con la salinidad en
el estuario del Guadalquivir el 18 de marzo de 2021.
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El N2O presenta la maxima la concentracién en el interior del estuario (23,2 nM) y va

disminuyendo progresivamente hasta llegar a los 8,7 nM en la desembocadura.

En la figura 9 se presentan los flujos a través de la interfase agua-atmdésfera de CH4 y N2O a lo

largo del gradiente longitudinal del estuario del Guadalquivir.

Los flujos de metano varian entre 12,3 y 48,9 pmol-m=-d* a lo largo del gradiente de salinidad,
con el valor minimo en la primera estacion de muestreo (GD6-1) y el maximo en la estacion 5
(GD6-5). En las tres Ultimas estaciones, donde la salinidad es menor, se han registrado valores

comprendidos entre 23,9 y 43,9 umol-m=2.d.

Los flujos de NoO muestran un aumento progresivo a medida que se avanza hacia el interior
del estuario, al igual que ocurre con la concentracion de N2O. A salinidades altas el flujo de
nitroso decrece hasta llegar a una situacién practicamente de equilibrio con la atmésfera en la
desembocadura con un valor en la estacion 1 (GD6-1) de 0,3 umol-m2-d*. El valor maximo de
flujo (15,5 pmol-m2.d) se ha obtenido en la Gltima estacion (GD6-8). En las estaciones 5y 6

(GD6-5 y GD6-6, respectivamente) el flujo se mantiene constante con valores proximos de 9,2

pumol-m2.d2.
60 20
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Figura 9: Flujos a través de la interfase agua-atmoésfera de CH4 (umol-m?d?) y N,O (umol-m2.d™)
en cada estacion de muestreo en el estuario del Guadalquivir.

4.2. Experimento de incubacion

En la tabla 2 se muestran los valores medios y la desviacién estandar de la concentracion de
metano y Oxido nitroso obtenidos durante el experimento de incubacion. Ambos gases
presentan un aumento de la concentracion con la disminucion de la salinidad en las dos
temperaturas de incubacién. Cabe destacar que esta tendencia en el CH4 se produce entre las

salinidades de 14,3y 35,3, pues a la salinidad minima de trabajo (1,9) la concentracion de CHa
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presenta un valor minimo. Si se analizan los valores medios de concentracion de CHs 'y N2O en
funcion de la temperatura, éstos han sido superiores a mayor temperatura (25 °C) con un

aumento leve en la mayoria de salinidades.

Tabla 2: Valores medios y desviacion estandar de la concentracion de CH, y de N>O obtenidos en el
experimento de incubacion a dos temperaturas para cuatro salinidades diferentes.

Estacion  Salinidad t(°C)
25°C 12°C
[CH4] (nM) [N20] (nM) [CH4] (nM) [N20] (nM)
GD6-1 35,3 13,7+0,7 10,4+0,1 129+0,5 10,4+0,1
GD6-3 23,1 169+1,7 13,2+0,2 13,4+0,8 14,1+0,1
GD6-5 14,3 21,1+0,8 16,4 +0,2 20,2+0,9 15,6 £0,2
GD6-8 1,9 12,6 +0,6 20,9+0,2 124+11 20,7+0,5

En la tabla 3 se muestran las velocidades de oxidacion/produccion que se han estimado para el
CHas en el experimento de incubacion. Cuando el valor es negativo se indica un consumo del

gas, por el contrario, se habra dado produccion cuando el valor es positivo.

A salinidades altas (23,1 y 35,3) las velocidades de reaccion del CH4 son muy bajas, inferiores
a + 0,02 nmol-m2.d1, y las regresiones lineales obtenidas no son significativas. A salinidades
mas bajas se aprecia la existencia de procesos de oxidacion de CHs4 durante las incubaciones,
aungue los coeficientes de regresion lineal s6lo son aceptables a salinidad de 1,9.

Tabla 3: Velocidades de oxidacion (valor negativo) y produccion (valor positivo) de metano (CHy4) y

coeficientes de regresion lineal r’para cuatro salinidades diferentes a dos temperaturas. Las
velocidades (V) estan expresadas en nmol-m2-d.

Estacién Salinidad 25°C 12°C
\% r \Y r
GD6-1 35,3 0,016 - 0,016 -
GD6-3 23,1 -0,004 - 0,0004 -
GD6-5 14,3 -0,117 0,18 -0,128 0,09
GD6-8 1,9 -0,133 0,54 -0,289 0,81

El oxido nitroso se produce a salinidades altas (23,1 y 35,3) con valores superiores a la
temperatura de 12 °C. Sin embargo, a la salinidad de 14,3 se produce un consumo del gas
durante la incubacion. A salinidad 1,9 a la temperatura de 12 °C es consumido durante la
incubacion y, sin embargo, a 25 °C el proceso que domina es la produccion del gas. A salinidad
de 23,1, las regresiones lineales usadas para la estimacion de las velocidades de reaccion no son

significativas.
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Tabla 4:Velocidades de consumo (valor negativo) y produccién (valor positivo) de 6xido nitroso (N2O)
y coeficientes de regresion lineal r?para cuatro salinidades diferentes a dos temperaturas. Las
velocidades (V) estan expresadas en nmol-m2.d™.

Estacion Salinidad 25°C 12°C
\% r2 \% r
GD6-1 35,3 0,051 0,26 0,062 0,25
GD6-3 23,1 0,018 - 0,056 -
GD6-5 14,3 -0,046 0,51 -0,098 0,35
GD6-8 1,9 0,156 0,31 -0,264 0,58

Los valores positivos de la Utilizacion Aparente de Oxigeno (AOU) indican consumo de
oxigeno y, los negativos produccién. Atendiendo a los resultados presentados en la tabla 5 se
observan valores positivos de AOU durante todos los experimentos de incubacion, siendo
maximos a salinidad 1,9 y minimos a salinidad 35,1 con desviaciones superiores a mayor
temperatura. Este comportamiento, a menor salinidad mayor valor de AOU y, por tanto, mayor
consumo de oxigeno, se refleja también en la figura 10 donde se aprecia la buena correlacion
lineal de la AOU con la salinidad para las dos temperaturas del experimento (r* de 0,98 a 25 °C
y r>de 0,96 a 12 °C).

Tabla 5: Valores medios (umol-L™?) y desviacion estandar de la utilizacion aparente de oxigeno (AOU)
obtenidos en el experimento de incubacion a dos temperaturas para cuatro salinidades diferentes.

Estacién Salinidad t (°C)
25°C 12°C
GD6-1 35,3 8,7+11,7 169+11,2
GD6-3 23,1 19,7+134 341+74
GD6-5 14,3 34,8+13,3 36,8+2,4
GD6-8 19 49,6 £5,3 556+24
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Figura 10: Variacion de la Utilizacion Aparente de Oxigeno (AOU) con la salinidad obtenida en el
experimento de incubacion a dos temperaturas diferentes.
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5. DISCUSION
5.1. Dinadmica de gases invernadero

El oxigeno disuelto al igual que los gases invernadero aumenta su concentracion hacia el
interior del estuario, con un intervalo de variacién de 172,8-245,2 uM. En otros estudios
realizados en el estuario del Guadalquivir por De la Paz et al. (2007), Sanchez-Rodriguez
(2018) y Sierra et al. (2020), obtuvieron concentraciones de OD similares a los descritos en este
estudio, con valores de AOU mas bajos en la desembocadura asociado a una alta actividad

fotosintética.

Las variaciones longitudinales de las concentraciones de CHs4 y N2O en el estuario del
Guadalquivir son sustancialmente diferentes. Mientras que el aumento hacia el interior del
estuario de N2O es lineal con la salinidad (r?=0,95), la concentracion de CH4 presenta un valor
méaximo a salinidades comprendidas entre 10y 20. Sierra et al. (2020) describieron variaciones
longitudinales similares para el CHs y el N2O, con un acusado aumento de sus concentraciones
a salinidades mas bajas que las consideradas en este estudio. Ferron et al. (2010) obtuvieron
valores de metano similares en la desembocadura del Guadalquivir que variaban entre los 2,46
y los 18,55 nM, y Huertas et al. (2018) encontraron intervalos de variacién entre 14 y 750 nM
para el CHs, y entre 3y 34 nM para el N2O. Osudar et al. (2015) también presentaron intervalos
de variacion similares en el estuario del rio Elba (Alemania), aunque en su caso la concentracion
de CH4 mostraba una variacion lineal con la salinidad. Matousu et al. (2017) encontraron una
intensa sobresaturacién de CH4 en la columna de agua en el estuario del rio Elba (Alemania).

Como se ha comentado anteriormente, y como describen autores como Abril y Borges, (2005)
0 Huertas et al. (2018); las altas concentraciones de sulfato, presente en la zona marina, permite
a las bacterias reductoras de sulfato competir con las metanogénicas. De este modo, la
produccion de CH4 se inhibe y se ve reducida su concentracion en la zona marina. La
distribucion de estos gases se ve afectada por factores como los aportes de materia organica y
nutrientes que recibe el estuario o las entradas laterales de las marismas circundantes, asi como
desde el propio rio. Por otra parte, las variaciones longitudinales de los gases invernadero
pueden estar afectadas por los cambio de intensidad de la produccién bentdnica a lo largo del
estuario. El hecho de que el metano presente maximos relativos a salinidades intermedias en el
estuario del Guadalquivir se ha relacionado con las entradas laterales desde zonas de marismas

procedentes del cultivo de arroz (Sierra et al., 2020; Sanchez-Rodriguez et al., 2021).
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Si se analiza la correlacion lineal entre CHs y AQOU, se encuentra que existe una relacion
inversa, lo que sugiere que la produccion de CH4 se encuentra relacionada con los procesos de
oxidacion de la materia organica que tiene lugar principalmente en el sedimento. A este
respecto, el estuario del Guadalquivir se caracteriza por presentar una intensa sobresaturacion
de CHs (porcentaje medio de saturacion de 1175,9 % + 50,2). Reeburgh, (2007) considera que
la principal fuente de CHa en estos sistemas es la metanogénesis que se produce en el sedimento
debido a la actividad bacteriana. De esta forma, la difusion desde el sedimento es la entrada de
CHs4 al estuario, ya que la metanogénesis se produce en sedimentos anaerdbicos con

independencia de que la columna de agua se encuentre bien oxigenada (Bridgham et al., 2013).

Por el contrario, el N2O, con un porcentaje medio de saturacion 173,6 % + 8,1, presenta valores
inferiores a los medidos en otros trabajos en el estuario del Guadalquivir (Sanchez-Rodriguez,
2018; Sierra et al., 2020), debido a que la zona estudiada por estos autores comprende
estaciones situadas més hacia el interior del estuario. Al encontrarnos con concentraciones de
oxigeno elevadas, la desnitrificacion no parece ser el principal mecanismo que justifique la
sobresaturacion de N2O, ya que segin Capone et al. (2008), en estas condiciones no acttan las
bacterias desnitrificantes y el proceso dominante seria la nitrificacion. A este respecto, Meyer
et al. (2008) afirmaron que la nitrificacion es el principal proceso de produccion de 6xido
nitroso en los sedimentos, por lo que los sedimentos funcionarian como fuente de N2O a la

columna de agua.

Los flujos de CHs y N2O siguen una variacion longitudinal en el estuario similar a la que
experimenta la concentracién de estos gases. Ambos flujos aumentan cuando la salinidad
disminuye y son positivos en todas las estaciones de muestreo variando en un intervalo
comprendido entre 12,3 y 48,9 umol-m2.d* para el CH4 y entre 0,3 y 15,5 pmol-m=2.d! para
el N20. Por lo tanto, el estuario del Guadalquivir se comporta como una fuente de estos dos
gases con efecto invernadero a la atmoésfera. Estos valores de flujo estan dentro del intervalo de
variacion encontrados en otros sistemas estuaricos (Tabla 6). Huertas et al. (2018) obtuvo para
el flujo del metano un intervalo de variacion superior al encontrado en este estudio para la
misma zona y época del afio (13,00-180,00 pmol-m2.d?). Sierra et al., 2020 también han

descrito valores superiores para los flujos de ambos gases en la zona interna del estuario.

Los flujos de N2O recogidos en la tabla 6 para diferentes sistemas costeros muestran intervalos,
en la mayoria de los casos, superiores al descrito en este estudio. Autores como Burgos et al.

(2015) o Sierra et al. (2020) hablan de la importancia de las descargas de agua dulce o lluvias
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presentes en diferentes sistemas sobre la intensidad del intercambio de N2O con la atmdsfera.
Sanchez-Rodriguez (2018) analiz6 los flujos para marzo y abril de 2018 en el estuario del
Guadalquivir y concluyé que, aunque durante el mes de marzo se produjeron fuertes descargas
de agua dulce, las temperaturas de abril fueron superiores facilitando la transferencia de estos

gases a la atmosfera al disminuir, en consecuencia, la solubilidad.

Tabla 6: Flujos interfase agua-atmoésfera de CHa y N2O en diferentes sistemas costeros.

Sistema Fecha FCH: FN2O Referencia
(nmol m?d?)  (umol m2d?)
Bahia de Fundy (Canada) July-Sep. 1993 12,5-687,5 - Magenheimer et al. (1996)
Rio San Pedro (Espafia) Feb.-Oct. 2004 34-155 24-62 Ferron et al. (2007)
Zona de surgencia de Chile 2002- 2011 - -6-122,2 Meneses, V. (2013)
Estuario del Tajo (Portugal) Mayo 2007 - 0,2-10,4 Gongcalves, C. (2010)
Isla de Andaman (India) Ab.-Ag. 2005-06 110-470 - Linto et al. (2014)
Rio Guadalete Nov. 2012 20,3-3645,7 65-204,2 Burgos et al. (2015)
Estuario North Creek
. Enero 2013 7-51 - Mabher et al. (2015)
(Australia)
Rio Guadalquivir (Espafa) Mayo 2017 13-1100 -7-35 Huertas et al. (2018)
Mar.-Ab. 2018 2,01-179,58 -1,86-64,57 Sanchez-Rodriguez (2018)
Julio 2017 46-138 4,3-14,1 Sierra et al. (2020)
Marzo 2021 13,3-48,9 0,3-15,5 Este estudio

5.2. Reactividad de gases en la columna de agua

Matousu et al. (2019) afirman que son pocos los estudios centrados en la oxidacion de gases
como el metano en sistemas estudricos, y el conocimiento actual de los factores ambientales
que afectan a este proceso es muy limitado. Sierra et al. (2020) realizaron un estudio sobre los
factores que afectan a la variabilidad del CH4y del N2O en distintos estuarios de la cuenca
suratlantica de la peninsula Ibérica, y llegaron a la conclusién que los procesos biogeoquimicos
relacionados con su produccion o consumo constituyen la principal causa de la variabilidad
espacio temporal de la concentracion de estos gases invernadero, con una contribucion
significativamente mayor que la producida por los cambios térmicos, las variaciones de

salinidad o las emisiones a la atmdsfera.

El experimento de incubacion realizado a lo largo del gradiente de salinidad del Guadalquivir
no ha dado lugar a resultados claros sobre la influencia de la temperatura y la salinidad sobre la
oxidacion de CHs. ElI comportamiento esperado consiste en la disminucion progresiva de la

concentracion de CH4 a medida que aumenta el tiempo de incubacion. Sin embargo, en las dos
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primeras salinidades estudiadas (35,3 y 29,1), la concentracion de metano se mantiene
practicamente constante con el tiempo y, por tanto, no se aprecia la existencia de reacciones de
oxidacion o produccién. Adicionalmente los replicados de las medidas de las concentraciones
de CHj4 presentan elevadas desviaciones estandar que hace que los coeficientes de regresion
lineal usados para el calculo de la velocidad de reaccion no sean estadisticamente significativos
(r’<0,1). En las incubaciones realizadas con muestras de salinidad mas baja se aprecia una
disminucion relativamente suave de la concentracion con el tiempo y un aumento de los
coeficientes de regresion lineal, en especial en las muestras de salinidad 1,9 (tabla 3). Tampoco
se han observado las variaciones previsibles de la velocidad de oxidacién de CH4 con la
temperatura. Autores como Borjesson et al. (2004) u Osudar et al. (2015) encontraron una
relacién directa entre la velocidad de oxidacion y la temperatura. Sin embargo, en los
experimentos de incubacion a salinidades bajas, la velocidad de oxidacion de CH4 es mayor a
12 °C que a 25 °C. No obstante, Lofton et al., (2014) encontraron que en aquellos sistemas
saturados de metano no se observa una influencia de la temperatura en la velocidad de oxidacion
en un estudio en un lago del Artico. Del mismo modo, el hecho de que no se produzca oxidacion
de metano puede estar relacionado, como apuntaban Abril e Inversen (2002) para el fiordo
Randers (Dinamarca) a una concentracion baja de metano en el agua. Ademas, es probable que,
eventos cortos como inundaciones o resuspensiones de sedimentos favorezcan la oxidacion de
metano (McClain et al., 2003).

En los estudios de Hanson y Hanson (1996) y Osudar et al. (2015) se ha puesto de manifiesto
el efecto que tiene la salinidad sobre la oxidacion de metano. Estos autores atribuyen la
disminucion de la velocidad de oxidacion de CH4 al estrés osmotico que pueden llegar a sufrir

las bacterias metanotrofas con un aumento de salinidad.

Los resultados obtenidos en los experimentos de incubacion para la cuantificacion de la
velocidad de oxidacion de CH4 hacen plantearse la validez del disefio experimental utilizado.
En la figura 11 se muestra la variacién de la turbidez con la distancia a la desembocadura. Puede
observarse un importante aumento de la turbidez que hace que la sefial del sensor se sature a
unos 40 km, donde se han medido contenidos en SS superiores a 1 g-L ™. Esta elevada cantidad
de material particulado puede constituir una fuente de CHas, ya que la turbidez favorece la
actividad metanogénica en el interior de la materia organica particulada (Abril et al., 2007). En
el disefio experimental, las garrafas de agua correspondientes a las distintas salinidades se
dejaron decantar con objeto de disminuir el contenido de SS en los viales. De esta forma, en los

viales existia una cierta cantidad de material particulado no cuantificado, y las variaciones de
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la concentracion con el tiempo puede ser el resultado de la disminucion por oxidacion y la

produccion procedente de la materia orgéanica particulada.

Se plantean 2 posibles disefios experimentales que permitirian probablemente una mejor
caracterizacion de la reactividad del CHa4 en sistema estuaricos. Para medir la oxidacion seria
conveniente realizar una filtracion inicial de las muestras e incorporar el indculo bacteriano
adecuado de forma previa a las incubaciones. De esta forma, se eliminaria la influencia de la
produccién desde el material particulado, aunque los resultados sélo permitirian la
cuantificacion de la oxidacion. La otra posibilidad consiste en realizar la incubacién
directamente en las garrafas manteniendo homogéneo el contenido de SS mediante agitacion.
Este experimento permitiria una mejor cuantificacion del balance entre la oxidacion y la
produccidn en estuarios de elevada turbidez, y, por tanto, establecer una velocidad neta de la

reactividad del CHa en la columna de agua.

Turbidez (NTU)

0 20 40 60 80
Distancia a costa (km)

Figura 11: Evolucién de la turbidez con respecto a la distancia a costa (km) en el estuario del
Guadalquivir. Fuente: Sierra et al. (2020).

Con respecto a los experimentos de reactividad del N2O, se observa la existencia de procesos
de produccion a salinidades altas y de consumo a salinidades bajas (tabla 4). La reactividad del
N2O en los estuarios se encuentra relacionada con 2 procesos, la nitrificacion y la
desnitrificacion. Ambos procesos son capaces de producir o consumir N2O en funcion de las
condiciones ambientales. A este respecto, Sanchez-Rodriguez et al. (2021) encuentran buenas
relaciones lineales entre la concentracion de N2O y AOU, y sugieren que la nitrificacion es el
principal mecanismo de produccion de N>O en el cauce medio y alto del estuario del
Guadalquivir. Por otra parte, Sierra et al. (2020) sugieren que existe un consumo de nitrato y
una produccion de N2O por desnitrificacion/nitratorreduccion en la zona alta del estuario, y que
tiene lugar fundamentalmente en el sedimento. Las velocidades de reaccion de N2O obtenidas
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son relativamente bajas y su calculo esta basado, en algunos casos, en ajustes lineales poco
significativos. A este respecto, el disefio experimental empleado tampoco permite una adecuada

caracterizacion de los procesos que afectan a la reactividad del N2O.

La produccién de N2O puede verse potenciada por una elevada cantidad de particulas en
suspension (Gongalves et al., 2010). Ademas, la mayoria de las bacterias nitrificantes se
encuentran adheridas al material particulado (Stehr et al., 1995), de forma que la elevada
turbidez que se observa en los sistemas estuaricos contribuye a intensificar los procesos de
nitrificacion (Abril et al., 2000; Brion et al., 2000). La distinta cantidad de material particulado
existente en los viales introduce una elevada incertidumbre sobre los procesos que realmente

intervienen en los cambios de concentracion de N»2O durante las incubaciones.
6. CONCLUSIONES

1. Existe un aumento de la concentracion de metano y 6xido nitroso a medida que nos
adentramos en el estuario del Guadalquivir. Este aumento es lineal para el 6xido
nitroso, no asi para el metano que alcanza su maximo a una salinidad intermedia y que
parece estar relacionado con las entradas laterales desde zonas de marismas
procedentes del cultivo de arroz. El incremento de AOU hacia el interior del sistema
sugiere que los procesos de nitrificacion constituyen la principal fuente de N2O en el
sistema y que la produccion de CHs se encuentra relacionada con los procesos
anaerobios de oxidacion de la materia organica que tiene lugar principalmente en el
sedimento.

2. Los flujos de CH4 y N20O a través de la interfase agua-atmaosfera son positivos en todas
las estaciones estudiadas en el estuario del Guadalquivir y aumentan hacia el interior
del sistema. La variacion longitudinal de estos flujos es similar a la que experimentan
las concentraciones de estos gases, con un aumento lineal con la salinidad para los
flujos de N2O y un valor méximo a salinidades comprendidas entre 10 y 20 para los
flujos de CHa. Estos valores positivos indican que el estuario del rio Guadalquivir
actta como fuente de CHs y N2O a la atmdsfera.

3. Los resultados obtenidos en el experimento de incubacion muestran que las
velocidades de oxidacion de CHs4 y las de consumo de N2O adquieren mayor
importancia a salinidades mas bajas. Los valores obtenidos para estas velocidades son
bajos en comparacion con otros estudios realizados en sistemas costeros. Por otra
parte, los coeficientes de regresion lineal de los ajustes utilizados en la cuantificacion

de estas velocidades son, en general, relativamente bajos. Es probable que el disefio
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experimental que se ha utilizado no proporcione medidas de las reacciones
individuales de produccion o consumo de estos gases. La diferente cantidad de
material particulado existente en los viables puede haber contribuido a que los
resultados obtenidos se encuentren afectados por procesos que tienen lugar sobre las

particulas de materia organica (produccion de CHs y N20).
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