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ABSTRACT

We have reconstructed the palaeoenvironmental conditions in the
Villaviciosa estuary during the last 600 yrs, from the biomarker content (alkanes
and alkanoic acids) of the sediment. The amino acid racemization method in
ostracodes allowed determining that the sedimentation in the Selorio bay
started in 1400 AD. Organic matter was well preserved, although certain
microbial activity was interpreted. Three periods were established from the
alkane content: 1.- Between 1400 and 1580 AD terrestrial input was dominant;
2.- Between 1580 and 1720 AD there was a major influence of aquatic
macrophytes, coinciding with the Little Ice Age, 3.- Between 1720 and 2015
AD there were alternating periods during which land plants or aquatic
macrophytes predominated, probably linked to anthropogenic activities.

Key-words: Amino acid racemization, ostracodes, biomarkers, Holocene,
Villaviciosa estuary.

RESUMEN

Se han reconstruido las condliciones paleoambientales de la zona de la ria
de Villaviciosa de los dltimos 600 afios, a partir de los biomarcadores (alcanos y
dcidos alcanoicos) presentes en el sedimento. El método de racemizacion de ami-
nodcidos en ostracodos ha permitico determinar el inicio de la sedimentacidn en
la ensenada de Selorio, en la ria de Villaviciosa, que comenzé en 1400. La preser-
vacion de la materia organica es buena, aunque se observa una actividad
microbiana importante. A partir de los alcanos se han establecido tres episodios:
1.- Entre 1400 y 1580 predomind el aporte de vegetacion terrestre, 2.- Entre 1580
y 1720 hubo una mayor abundancia de macrofitas acuaticas, coincidiendo con la
Pequena Edad del Hielo, 3.- Entre 1720y 2015, hubo una alternancia de aportes
terrestres y de macrofitas acuaticas, posiblemente ligados a la accién antrdpica.

Palabras clave: racemizacion de aminoacidos, ostracodos, biomarcadores,
Holoceno, ria Villaviciosa.
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Introduccion

Los biomarcadores presentes en  sedi-
mentos proporcionan informacion acerca del
ambiente deposicional, la vegetacion y las ca-
racteristicas hidrologicas del medio. Son “mo-
léculas fosiles” compuestas por carbono,
hidrégeno y otros elementos derivadas de lo
que en un tiempo fueron organismos vivos.

El objetivo de este trabajo es caracteri-
zar la materia organica del registro de la ria
de Villaviciosa para, a partir de distintos in-
dices que se pueden establecer usando los
biomarcadores, determinar las caracteristi-
cas paleoambientales que predominaron
durante los Gltimos 600 afios.

Para la obtencion de una escala cronolé-
gica se empled el método de racemizacion de

aminoacidos en ostracodos, que ha demostrado
ser una técnica fiable y relativamente barata en
comparacién con los métodos radiométricos
(Murray-Wallace, 1995; Wehmiller, 1995; Torres
et al, 2000), siendo vélida en una amplia escala
temporal, tanto para determinaciones forenses
(Ohtani y Yamamoto, 1991), como del Holo-
ceno (Ortiz et al, 2015) o Pleistoceno inferior
(Ortiz et al, 2004).

Entre los posibles biomarcadores, se selec-
cionaron los alcanos. El predominio de las ca-
denas de n-alcanos indica el origen de la
materia organica, pudiendo diferenciar tres
grupos (Cranwell, 1987): plantas superiores te-
rrestres, con predominio de cadenas con mas
de 27 4tomos de carbono; macrofitas acuati-
cas, con cadenas comprendidas entre 21y 25
atomos de carbono; plantas inferiores (algas y
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microorganismos), con predominio de cadenas
con menos de 21 dtomos de carbono.
También se emplearon los acidos alca-
noicos, que son mas susceptibles de sufrir
degradacion, por lo que se emplean tanto
para determinar el origen de la materia or-
génica como para evaluar su preservacion.

Metodologia

Para llevar a cabo el estudio, se perforé
un sondeo en la zona de la Ensenada de
Selorio (Fig. 1), obteniéndose un testigo
realizado con una sonda cobra a percusion
de 1,90 m. Previamente a la eleccion de
este sitio, se perforaron pequefios sondeos
desde la localidad de Villaviciosa (Asturias)
y a lo largo de toda la ria. Se consider¢ el
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Fig. 1.- Localizacion del sondeo de Villaviciosa en
la ensenada de Selorio.

Fig. 1.- Geographical setting of Villaviciosa core
in Selorio bay.

sitio elegido como el mas adecuado ya que
presentaba material de grano fino como
consecuencia de condiciones de baja ener-
gia al estar alejado de la corriente principal
y solamente afectado por las mareas.

La ensenada de Selorio (Fig. 1) se ubica
en la margen derecha de la ria de Villavi-
Ciosa, a unos 2,5 km de la bocana desarro-
llada a favor de la desembocadura del
arroyo Fumpalain, en la que se genera una
estrecho entrante estuarino, con orientacién
NW-SE, de algo mas de 1 km de longitud.

El registro consta de 190 cm de limos y
limos arenosos con alguna intercalacion de
gravas y numerosos niveles con moluscos
(Fig. 2). Se tomaron muestras cada 2 cm
para la extraccion y analisis de biomar-
cadores, resultando un total de 93 mues-
tras. Para datacion se seleccionaron
muestras de ostracodos de 7 niveles.

Datacion por racemizacion de aminodcidos

De los 7 niveles seleccionados, Unica-
mente los situados a las siguientes profun-
didades resultaron favorables: 50 cm (1
muestra de ostracodos), 96 cm (5 mues-
tras), 140 cm (2 muestras) y 170 cm (1
muestra).

Todas las muestras estaban constituidas
por valvas de la especie Cyprideis torosa
(Jones). Dado que la racemizacién depende
del género y especie (Murray-Wallace,
1995), se debe trabajar preferentemente
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con muestras de la misma especie o, al
menos, del mismo género.

Los ostracodos se limpiaron en agua en
un bafio de ultrasonidos y se seleccionaron
empleando una lupa binocular Wild. Las
muestras fueron preparadas y analizadas en
el Laboratorio de Estratigrafia Biomolecular
de la E.T.S.I. Minas de Madrid de acuerdo
con el protocolo y método de Kaufman y
Manley (1998). El andlisis se realizd en un
cromatografo de liquidos de altas prestacio-
nes (HPLC-1100) con detector de fluores-
cencia y columna hypersil BDS C18.

Anélisis de biomarcadores

Se tomaron muestras de 5 gramos. La
fraccion lipidica se extrajo en un equipo de
extraccion solida Dionex ASE-200 em-
pleando diclorometano y metanol en pro-
porcién 2:1 a una temperatura de 175°Cy
una presion de 1500 psi.

Las muestras se derivatizaron con 0, 1
ml de metanol y 0,025 ml de una solucion
de trimetilsilildiazometano 2 M en hexano.
Posteriormente, los extractos se analizaron
por cromatografia de gases con detector se-
lectivo de masas (GC-MS) afiadiendo como
patrén interno 1 pg/ml de decafluorobife-
nilo. Se empled corriente de helio y una
columna HP-5MS.

Los cromatogramas se interpretaron
empleando el programa Data Analysis
(Fig. 3).

Resultados y discusion
Datacion

Las relaciones D/L (dextrégiro/ levogiro)
del &cido aspartico de los ostracodos de los
niveles estudiados junto con las dataciones
se encuentran en la Tabla 1. Para el clculo
de edad se empled el algoritmo establecido

por Ortiz et al. (2015) para muestras del
Holoceno: edad = 17,74 D/L Asp — 0,90.
Aunque se identificaron diversos aminodci-
dos, solamente se emple6 el &cido aspartico
por ser el que racemiza mas rapido.

En algunos casos, no se pudo calcular
la edad de los niveles (50 cm y 140 cm) ya
que la relacién L-Ser/L-Asp fue superior a
0,80, siendo indicativo de contaminacion
por aminodcidos recientes.

Biomarcadores

La cadena predominante de alcanos en
las muestras recogidas en el registro de la
marisma de Villaviciosa permite diferenciar
tres unidades (A-C) de acuerdo a su origen
(Fig. 2).

La cadena predominante alterna entre
los valores de 25y 31 atomos de carbono
aunque hay tres muestras en las que el al-
cano predominante es el 29 (3-4 cm, 142-
144 cm, 146-148 cm).

El predominio de alcanos con 29 y 31
atomos de carbono indica un aporte mayo-
ritario de vegetacion terrestre mientras el
Cyr indica predominio de macrofitas acua-
ticas.

Unidad A. Desde la base (190 cm) hasta
140 cm (afios 1400-1580) existe un claro
predominio del alcano con 31 &tomos de car-
bono, salvo en dos niveles en los que predo-
mina el alcano con 29 atomos de carbono, lo
que indica un aporte mayoritario de plantas
terrestres sobre macrofitas o algas.

Unidad B. Entre 140 cmy 84 cm (1580-
1720), predominan alcanos con 25 dtomos
de carbono, aunque existen niveles en los
que abunda el alcano C31. En este periodo
predominarian los aportes de macrofitas
acuaticas.

Unidad C. Desde los 94 ¢m de profun-
didad hasta la superficie (1720-2015) ob-
servamos una alternancia de cadenas de 25

Nivel D/L Asp L-Ser/L Asp Edad (AD) n
50 cm 0,079 1,89 (*) 1
96 cm 0,089 + 0,008 0,39 1771+33 5
140 cm 0,115+ 0,004 1,10 (*) 2
170 cm 0,093 0,52 1468 1

Tabla I.- Valores medios de racemizacion del acido aspartico obtenidos en las muestras de ostracodos
del sondeo de Villaviciosa y edad de cada nivel. (*) Niveles en los que no se ha podido determinar la
edad por presentar contaminacion por aminoacidos actuales.

Table .- Mean aspartic acid racemization values of the ostracode samples from the Villaviciosa core
and age of each level. (*) Levels in which the age was not calculated due to contamination by recent

amino acids.
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Fig. 2.- Estratigrafia y cronologia del sondeo y perfiles con el niimero de carbonos del alcano predominante,
longitud de cadena media de alcanos (ACL), indice Paq y Numero de carbonos del acido alcanoico pre-

dominante en el sondeo de Villaviciosa.

Fig. 2.- Stratigraphy and chronology of the core and profiles of n-alkane predominant carbon number,
average chain length (ACL), Paq index, and predominant n-alkanoic acid carbon number.

y 31 atomos de carbono, por lo que se de-
duce un aporte mixto de plantas terrestres
y macrofitas acuaticas.

El indice ACL (Average Chain Length)
ayuda a discriminar mejor entre el predomi-
nio de n-alcanos de alto y bajo peso mole-
cular expresando la media de la longitud de
cadena como (Pancost et al,, 2002).

(Gxj+ Cpqx(+ 1)+ Cuox(i+2)

o+ Cuxn(EChp + Crpp +o + G
con i=13, n=33].

Como se observa en el perfil (Fig. 2)
aparecen variaciones en la longitud media
de la cadena. Los valores obtenidos tienen
un minimo en superficie con una longitud
de 25,97 y un méximo a una profundidad
de 164 cm con un valor de 29,21.

Quizé el ACL proporcione una informa-
cién mas precisa sobre el origen de la ma-
teria orgdnica ya que se toma en
consideracion la distribucion de todos los
alcanos presentes en las muestras. No obs-
tante, las oscilaciones tienen una buena co-
rrespondencia con las de la cadena
predominante.

De hecho en la unidad A (1400-1580),
los valores del indice ACL son los mas altos,
coincidiendo con una predominancia de al-
canos de alto peso molecular, indicando un
aporte mayoritario de plantas terrestres.

En la unidad B (1580-1720) los valores
del ACL descienden coincidiendo con la pre-
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dominancia del alcano con 25 atomos de
carbono. Los valores mas bajos aparecen en
la zona superior de esta unidad indicando
condiciones con mayor aporte de macrofitas
acuaticas.

La unidad C (1720-2015) muestra una
variabilidad importante del ACL, fundamen-
talmente en la parte superior.

Ficken et al. (1998) proponen el indice
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Pag como un sistema de aproximacion a la
valoracion de los aportes de los tipos de
macrofitas al sedimento que mide la abun-
dancia relativa de las cadenas de 23y 25
carbonos, caracteristicas de macrofitas
flotantes y subacudticas, frente a las cade-
nas de 29y 31, caracteristicas de plantas
terrestres: Paq = (Co3 + Cy5) / (Co3 + Cog
+ C9g + C34). Ficken et al. (1998) definen
tres intervalos que diferencian el origen de
la materia organica: inferiores a 0,1 (plantas
terrestres), 0,1-0,4 (macrofitas emergentes)
y 0,4-1 (macrofitas subacuaticas y
flotantes).

Los valores del indice Paq en la marisma
de Villaviciosa (Fig. 2) varian entre un mi-
nimo de 0,169 a una profundidad de 178
cm y un maximo de 0,717 a una profundi-
dad de 96 cm.

En cualquier caso, el indice Paq supera
el valor 0,1 en todo el registro, estando los
valores comprendidos entre 0,1y 0,6, indi-
cando un aporte significativo de macrofitas
acuaticas.

No obstante, se distinguen las mismas
tres unidades identificadas con la cadena
predominante de alcanos y ACL: 1.- En la
unidad inferior (1400-1550) el valor medio
del indice Paq es mas bajo, estando en el
orden de 0,3, indicando un aporte de vege-
tacion terrestre mas significativo que en las
unidades superiores; 2.- La unidad interme-
dia (1550-1720) es la que muestra unos va-
lores mas altos (0,5), indicando un mayor
aporte de macrofitas acuaticas; 3.- La uni-

Cu
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Fig. 3.- Ejemplo de cromatograma de alcanos correspondiente a la muestra de 20 cm.

Fig. 3.- Alkane chromatogram of sample at 20 cm.
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dad superior (1720-2015) tiene valores me-
dios en torno a 0,4.

Al'igual que los hidrocarburos alifaticos,
los acidos n-alcanoicos en depdsitos sedi-
mentarios proceden de materia organica
derivada de plantas y microorganismos.

Las cadenas largas de acidos n-al-
canoicos (Cy4 a C3q) son los principales
componentes de las ceras de plantas terres-
tres (Eglinton y Calvin, 1967; Rieley et al.,
1991) mientras que algas y bacterias max-
imizan en cadenas cortas, del C17 a Cqg
(Eglinton y Calvin, 1967; Cranwell et al.,
1987).

En algunos casos, C1g y Cqg son pre-
dominantes, lo que deberia indicar un ori-
gen principalmente algal. No obstante, la
sintesis microbiana de acidos grasos satu-
rados de materia organica primaria produce
un enriquecimiento en componentes de ca-
dena corta (Kawamura et al,, 1987). La falta
de correspondencia entre las cadenas pre-
dominantes de alcanos (Cyg a C39) y de
acidos  alcanoicos  (Cqg),  sugiere
degradacién por la actividad microbiana
durante la diagénesis temprana, que puede
modificar la distribucion original de los &ci-
dos alcanoicos.

No obstante, se pueden diferenciar dos
zonas (Fig. 2). Practicamente, a lo largo de
todo el sondeo (200-14 cm) predominan los
acidos de cadena corta (Cyg) existiendo
una falta de correspondencia con los al-
canos predominantes (Cy5, Cog 0 C31).
Ademas, se observa una distribucién bi-
modal de los acidos alcanoicos, lo que es-
tarfa ligado a una degradacion microbiana
de los &cidos de cadena larga, favoreciendo
el enriquecimiento de los de bajo peso mo-
lecular (Kawamura et al., 1987). En la parte
superior del registro (14-0 cm), en cambio,
predominan los acidos de 24 atomos de
carbono, con dos muestras en los que el
C4 es mayoritario. No obstante, también
muestran una distribucién bimodal, indi-
cando que no ha transcurrido el tiempo su-
ficiente como para que se produzca una
degradacién microbiana tan marcada como
en el resto del registro.

Cabe mencionar que aunque existe una
contribucion de plantas terrestres al conte-
nido de los alcanos de alto peso molecular,
si la actividad bacteriana es importante,
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también puede producir un predominio de
(97, Cog, ¥ C31 (Johnson y Calder, 1973;
Raynaud et al., 1989; Permanyer et al.,
1994, 2013).

Conclusiones

El método de racemizacion de aminoa-
cidos ha permitido determinar el inicio de
la sedimentacion en la ensenada de Selorio,
en la ria de Villaviciosa, que comenzé en
1400.

El estudio de los biomarcadores pre-
sentes en el sedimento de la ria de Villavi-
ciosa  (Asturias) ha permitido la
reconstruccién de las condiciones ambien-
tales desde 1400 hasta nuestros dias. Prin-
cipalmente se han empleado alcanos vy
acidos alcanoicos, con los que se han cal-
culado distintos indices. La preservacion de
la materia organica es buena, aunque se
observan los efectos de una actividad mi-
crobiana importante, principalmente a partir
del estudio de acidos alcanoicos: predomi-
nan los acidos de cadenas cortas ya que se
ha producido la fragmentacién de acidos
grasos de cadenas largas, salvo en los 14
cm superiores.

A partir de los alcanos se han estable-
cido tres unidades en las que se han recons-
truido las condiciones ambientales:

1. Entre 1400 y 1550 predomin¢ el
aporte de vegetacion terrestre, debido a que
posiblemente fue una zona restringida.

2. Entre 1550y 1720 hubo una mayor
abundancia de macrofitas acuaticas, coin-
cidiendo con la Pequefia Edad del Hielo

3. Entre 1720 y 2015, hubo una al-
ternancia de aportes terrestres y de
macrofitas acuéticas, posiblemente liga-
dos a la accion antropica. De hecho se
construy6 un molino de mareas con una
represa en la ensenada de Selorio que
estuvo en funcionamiento hasta 1955.
Asimismo, se construyo un puente que
deja una zona protegida en dicha ense-
nada.
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