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Abstract

Acid and alkaline phosphatase activities (E.C.3.1.3.2 and E.C.3.1.3.1, respectively) were measured in seawater and sediments
from different sites of a salt-pond of the Bay of Cadiz. The profiles of enzymatic activity relative to depth were also
analysed. Initially, the optimum conditions (pH, temperature, substrate concentration and amount of sample) for determining
enzymatic activities were studied. The apparent activation energies for alkaline phosphatase activity in seawater and sediments
were 53.8 and 48.6 kJ mol™!, respectively. The K, and V,,,, were 10.6 mM and 89 pg of 4-nitrophenol g! h™! and 8.42 mM and
145 pg of 4-nitrophenol L~ h! for sediments and seawater, respectively. Both types of enzymatic activity reached high values in
seawater and sediments; in the confined areas of the salt-pond the values were around 100 pug of 4-nitrophenol L' h! for
seawater and higher for sediments. In general, clear seasonal evolutions for both types of enzymatic activity were found in the
seawater, with maxima at the end of summer and minima in winter. No seasonal pattern was evident in the sediment.
Stratification of phosphorus regeneration was observed in the sediment column but there was no stratification at depths greater
than 15 cm.

Key words: phosphatases, seawater, sediment, salt-ponds, Bay of Céadiz.

Resumen

Se midieron las actividades fosfatasicas 4cida y alcalina ((E.C.3.1.3.2 y E.C.3.1.3.1, respectivamente) en muestras de agua y
sedimento en diferentes estaciones de salinas de la Bahfa de Cddiz. También se analizaron los perfiles de actividad fosfat4sica con
relacién a la profundidad. Se estudiaron las condiciones 6ptimas (pH, temperatura, concentracién de sustrato y cantidad de
muestra) para la determinacion de las actividades enzimdticas. La energia de activacién aparente para la actividad fosfatisica
alcalina en agua y sedimento fueron 53.8 y 48.6 kJ mol™, respectivamente. Los valores de K, y V,,,, fueron 10.6 mM y 89 pg de
4-nitrofenol g h! y 8.42 mM y 145 pg de 4-nitrofenol L' h™!, para sedimentos y agua, respectivamente. Ambos tipos de
actividades enzimdticas presentan elevados valores en agua y sedimentos; en las 4reas mas confinadas de las salinas, los valores
alcanzados llegan a ser del orden de 100 pg de 4-nitrofenol L' h' en las muestras de agua de mar, y superiores en los
sedimentos. En general, se apreciaron evoluciones estacionales para ambos tipos de actividades fosfat4sicas en las muestras de
agua, con méaximos a finales del verano y minimos en inviemo. En los sedimentos no se observé esta estacionalidad. La
estratificacién en la regeneracién del fésforo es apreciable en la columna del sedimento, si bien ésta no se observa a
profundidades mayores de 15 cm.

Palabras claves: fosfatasas, agua de mar, sedimentos, salinas, Bahia de C4diz.
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Introduction

Littoral ecosystems receive large inputs of organic and
inorganic materials of lithogenic and anthropogenic origin that
tend to accumulate in these areas. Organic matter is the sub-
strate of heterotrophic microbial activities, which results in the
release of phosphorus and nitrogen into the environment
(Sandstrom, 1982). Nutrient regeneration is the main mecha-
nism of fertilisation in some ecosystems such as the salt
marshes around the Bay of Cadiz. These systems are character-
ised by their high productivity and limited exchange of seawa-
ter (Establier et al., 1984).

Potential phosphatase activities are a measurement of the
nutritional status of ecosystems (Berman, 1970; Jones, 1972;
Perry, 1972; Huber and Kidby, 1984a). The main advantage
over other measurement techniques is the large number of sam-
ples that can be processed with moderate analytical support.
This approach is of special interest in the study of ecosystems
with microspatial variations in the physicochemical character-
istics of the water column and sediment, for which many
sampling stations must be surveyed.

The aim of this study is to determine the potential regenera-
tion rate of inorganic phosphorus and its seasonal and spatial
variation in the Bay of Cadiz, differentiating the contribution
of each environmental compartment (seawater and surface
sediments). Aspects related to the methodology and the opti-
mum conditions (pH, temperature, substrate concentration and
amount of sample) for determining the acid and alkaline phos-
phatases in seawater and sediment were also studied.

Materials and methods

The salt-pond selected for this study is located in the south-
ern part of the Sancti-Petri Channel, at a distance of 4 km from
the Atlantic Ocean. It has a surface of 30 ha (fig. 1) and three
floodgates to control the seawater exchange, allowing water to
enter the salt-pond when the height of the tide exceeds 1.5 m.
As a consequence of its location, the pond is not greatly
affected by urban sewage, and the quality of the water as well
as fish productivity are high (Blasco et al., 1987).

For this study of the spatial and seasonal variation of both
types of phosphatase activity in seawater and sediment, five
sampling stations were selected. Station 1 was situated in the
outer part of the salt-pond, and stations 2 to 5 were in the inner
area (fig. 2). Station 2 was located in the deeper zone (at 1.5 m
depth), while stations 3, 4 and 5 were at sites with a depth of
about 0.5 m. At all stations, water samples were collected
every 10 days and sediment samples monthly, over a period of
12 months. The samples of seawater were collected with steri-
lised glass bottles. Immediately after collection, the enzymatic
activities were analysed according to the procedure described
by Hayashi (1972), with several modifications: volumes of
25 to 150 mL of water were filtered through a sterile filter of
0.45 pum pore size (Millipore HAVPO4700); the filters were
then used as inoculate for the culture medium (5 mL of 15 mM
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Introduccion

Los ecosistemas litorales reciben una gran cantidad de
entradas de material orgénico e inorganico de origen litogénico
y antropogénico, que tienden a acumularse en ellos. La materia
orgénica es el sustrato de la actividad heterotréfica y, como
consecuencia de ésta, se liberan nitrégeno y fésforo al medio
(Sandstrom, 1982). La regeneracién de nutrientes es el meca-
nismo principal de fertilizacién en algunos ecosistemas, como
es el caso de las marismas de la Bahia de Cadiz. Estos sistemas
se caracterizan por su alta productividad y porque su intercam-
bio de agua con el exterior es limitado (Establier et al., 1984).

La medida de las actividades fosfatdsicas potenciales ha
sido utilizadas como una medida del estado nutricional de los
ecosistemas (Berman, 1970; Jones, 1972; Perry, 1972; Huber
and Kidby, 1984a). La principal ventaja que representa ésta
con respecto a otras técnicas es el elevado nimero de muestras
que pueden ser procesadas con un moderado esfuerzo analitico.
Esta aproximacién es de especial interés en los ecosistemas
con variaciones microespaciales en las caracteristicas de la
columna de agua y el sedimento, en los que es necesario reali-
zar campaias de muestreo con un elevado nimero de
estaciones.

El objeto de este trabajo fue estudiar la velocidad de
regeneracién potencial del fésforo inorganico, y su evolucién
estacional y espacial en las salinas de la Bahia de Cédiz dife-
renciando la contribucién de cada compartimento ambiental
(agua y sedimento). También se estudiaron los aspectos
relativos a la metodologia y las condiciones 6ptimas (pH, tem-
peratura, concentracién de sustrato y cantidad de muestra) para
la determinacioén de las actividades fosfatasicas dcida y alcalina
en agua y sedimento.

Materiales y métodos

La salina seleccionada para este estudio estd localizada en
la parte sur del cafio de Sancti-Petri, a 4 km del Océano
Atlantico. Esta tiene una superficie de 30 hectareas (fig. 1), y
tres compuertas controlan su intercambio de agua con el exte-
rior, lo que origina que sélo se produzca la entrada de agua en
las mareas que tienen una altura mayor de 1.5 m. Como conse-
cuencia de su localizacién, la calidad de su agua es elevada y
también la produccién de peces (Blasco et al., 1987).

Para el estudio de la variacién estacional y espacial de
ambas actividades fosfatésicas en agua y sedimento se selec-
cionaron cinco estaciones de toma de muestras. La estacién 1,
se situé en el exterior de la salina, y las estaciones 2 a 5 en la
parte interior (fig. 2). La estacién 2 se halla localizada en la
zona mas profunda (1.5 m), mientras que las estaciones 3, 4 y5
se encuentran en zonas con una profundidad media alrededor
de 0.5 m. En todas las estaciones se tomaron muestras de agua
cada diez dias y, para los sedimentos, esto se hizo mensual-
mente, durante un periodo de 12 meses. Las muestras de agua
fueron recogidas en botellas de vidrio que previamente habian
sido esterilizadas. Inmediatamente después de la toma de
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Figure 1. Inner part of the Bay of Cadiz showing the location of the salt-
pond studied.

Figura 1. Zona interior de la Bahia de Cadiz. Localizacion de la salina
estudiada.

pNPP and 18 mL of buffer prepared with seawater). To
determine the optimum pH conditions, buffer 0.1 M citric acid-
sodium citrate, pH 3.0~7.0, and 0.1 M Tris-HCI, pH 7.5-10.0,
were employed. The effect of substrate concentration on enzy-
matic activities was analysed in the range of 1-50 mM. The
incubation time ranged from 12 hours to 8 days, when the
effect of incubation time was assayed, and the temperature
from 5°C to 70°C. The reaction was stopped by adding 5 mL of
saturated sodium carbonate and 3 mL of 3% EDTA. The absor-
bance was read at 405 nm (Reichardt e al., 1967) and the
results were expressed as [ig of 4-nitrophenol released L' h,
Salinity was measured using a salinometer (Grundy 6230N).
Phosphate determination was performed in a Technicon Traacs
800 Autoanalyser. The extraction of pigments and their quanti-
fication was carried out with 90% aqueous acetone, according
to the procedure described by Parson et al. (1984).

The sediment samples were collected with a PVC core of
40 mm inner diameter and were maintained at —18°C until
processing. Assays previously carried out showed that freezing
did not affect the phosphatase activity of the sediment. When
the samples were thawed, slices corresponding to the different
depths of the sediment were selected. Sections from the first
3 cm, corresponding to surface sediment at all sites, and sec-
tions corresponding to 6-9, 12-15, 18-21 and 24-27 cm depth
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Figure 2. Location of the sait-pond in the salt marshes around the Bay of
Cédiz and of the sampling stations in the salt-pond.

Figura 2. Localizacion de la salina en el drea de marismas de la Bahia de
Cédiz y de las estaciones de muestreo seleccionadas.

muestra, las actividades enziméticas se midieron de acuerdo
con el procedimiento descrito por Hayashi (1972), con varias
modificaciones: se filtraron de 25 a 150 mL de muestra a través
de filtros estériles de 0.45 um de tamafio de poro (Millipore
HAVPO4700). Los filtros fueron empleados como inéculos
para el medio de cultivo (5 mL de 15 mM pNPP y 18 mL de
tampén preparado en agua de mar). Para determinar las condi-
ciones 6ptimas de pH, se empleé tampén 0.1 M citrico-citrato
en el intervalo de pH 3.0-7.0 y 0.1 M Tris-HCl en el intervalo
7.5-10.0. El efecto de la concentracién de sustrato sobre ambas
actividades enzimaticas se analiz6 en el intervalo 1-50 mM. Se
analizé el efecto del tiempo de incubacién entre 12 horas y §
dias, con un intervalo de temperaturas entre 5 y 70°C. La reac-
ci6n se finaliz6 con la adicién de 5 mL de solucién saturada de
Na,CO; y 3 mL de AEDT al 3%. La absorbancia se midi6 a
405 nm (Reichardt et al., 1967) y los resultados se expresaron
como pg de 4-nitrofenol liberado L' h™'. La salinidad se midi6
con un salinémetro (Grundy 6230N). La determinacién de
fosfatos se llevo a cabo con un autoanalizador Technicon
Traacs 800. La extraccién de pigmentos y su cuantificacién fue
llevado a cabo con acetona al 90%, de acuerdo con el procedi-
miento descrito por Parson ef al. (1984).

Las muestras de sedimento fueron tomadas con un testigo
de PVC de 40 mm de didmetro interior y se mantuvieron a
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were also taken. These were homogenised by mechanical
agitation for 30 min with 100 mL of sterile saline solution
(B6gLh).

The amount of inoculate employed to determine phos-
phatase activity was 1 mL of suspension. Aliquots of 5 mL of
suspension and saline solution, in duplicate, were dried at 80°C
until constant weight; these were used to determine the amount
of dried sediment needed as inoculate. The results are
expressed as |Lg of 4-nitrophenol released h-! g-'. The general
conditions (pH, time, temperature and substrate concentration)
to determine acid and alkaline phosphatase are reported in
table 1.

The Kruskal-Wallis comparison of means test (Ruiz-Maya,
1977) was used for the analysis of the differences between
sampling stations and seasons.

Results and discussion
Analytical conditions

From a review of the bibliography, the analytical conditions
for measuring potential enzymatic activities showed a wide
variability depending on the location and sampling season
(table 2). This can be due to differences between the species
responsible for these activities (phytoplankton and bacteri-
oplankton) and the season when the study was carried out.

The influence on the phosphatase activities of several
variables in water and sediment was studied. The variables
selected were: pH of culture medium, inoculate quantity, sub-
strate concentration, temperature and incubation time.

PH of incubation medium

Figure 3 shows the variation of acid (AcPA) and alkaline
(APA) phosphatase activity in terms of pH for samples from
different sites in the Bay of Cadiz in different seasons.

Over the ranges shown, the pH was tested every 0.5 units.
The effect of pH on phosphatase activity showed considerable
variation between the samples, especially for sediment. This is
a consequence of the influence of environmental conditions
and the diversity of microorganisms and, therefore, of the par-
ticular enzymes responsible for phosphatase activities. Similar
results have been reported by other authors (Berman, 1970;
Huber et al., 1984a). Hayashi (1972) found that, for marine
bacteria, maximum phosphatase activity occurred between pH

Table 1. Analytical conditions to determine the AcPA and APA in seawater
and sediment samples from the Bay of Cadiz.

Tabla 1. Condiciones analiticas para ia determinacion de la AcPA y APA en
muestras de agua de mar y sedimentos en la Bahia de Cadiz.

Enzymatic pH  Time Temperature Substrate concentration
activity (h) 0 (mM)
AcPA 55 24 28 15
APA 8.5 24 28 15
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—18°C hasta su procesamiento. Ensayos realizados previa-
mente mostraron que la congelacién no afecté la actividad
fosfatasica de los sedimentos. Al descongelar las muestras, se
seleccionaron una serie de secciones correspondientes a dife-
rentes profundidades del sedimento. La seccién de los tres
primeros centimetros corresponden a los sedimentos superfi-
ciales. Ademads de ésta, se tomaron muestras correspondientes
a los intervalos de 6-9, 12-15, 18-21 y 24-27 cm. Estas se
homogeneizaron por agitacion mecénica durante 30 minutos en
100 mL de una solucidn salina estéril (36 g L'1).

La cantidad de inéculo empleado para la determinacién de
la actividad fosfatasica fue 1 mL de suspensién. Se secaron ali-
cuotas de 5 mL de suspensién y solucién salina a 80°C hasta
peso constante, y éstas se emplearon para determinar la canti-
dad de sedimento seco utilizado como inéculo. Los resultados
se han expresado como g de 4-nitrofenol liberado h-' g-!. En
la tabla 1 se muestran las condiciones generales (pH, tiempo,
temperatura y concentracion de sustrato) para la determinacién
de las actividades fosfatdsicas acida y alcalina.

El ensayo de comparacién de medias de Kruskal-Wallis
(Ruiz-Maya, 1977) se empleé para el anlisis de las diferencias
entre estaciones de muestreo y estacionalidad.

Resultados y discusion
Condiciones analiticas

En una revisién de la bibliografia las condiciones analiticas
para medir la actividades potenciales mostraron una amplia
variabilidad dependiendo de la localizacién de las estaciones
de muestreo (tabla 2). Este hecho puede ser el resultado de las
diferencias entre las especies responsables de estas actividades
(fitoplancton y bacterioplancton) y el periodo del afio en que
las muestras fueron recolectadas.

Se analiz6 la influencia de pH del medio de cultivo, canti-
dad de inéculo, concentracion de sustrato, temperatura y
tiempo de incubacién, sobre las actividades fosfatdsicas en
agua y sedimento.

PH del medio de incubacion

La figura 3 muestra la variacién de la actividad fosfatdsica
dcida (AcPA) y alcalina (APA) en funcién del pH de las mues-
tras procedentes de diferentes estaciones a lo largo del afio.

El efecto del pH sobre la actividad fosfatdsica mostré varia-
ciones notables entre muestras, especialmente en el caso de los
sedimentos. Este hecho es consecuencia de la influencia de las
condiciones ambientales y de la diversidad de los microorga-
nismos, y por tanto de las enzimas especificas responsables de
las actividades fosfatasicas. Otros autores (Berman, 1970;
Huber et al., 1984a) han obtenido resultados similares. Hayashi
(1972) encontré que, para las bacterias marinas, el maximo de
actividad fosfatasica se encontré entre pH 5.6 y 9-10. Kuenzler
y Perras (1965) encontraron que los maximos de actividad en
16 especies de algas estaban en el intervalo de pH 4.4-9.8.
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Table 2. Analytical conditions employed to study the potential phosphatase activities.
Tabla 2. Condiciones analiticas empleadas para el estudio de las actividades fosfatasicas.

Samples pH Incubation temperature Incubation time References
0
Algal culture 8.5,9.0 35-37 0.25-2h Fitzgerald and Nelson (1966)
Lake water 8.4 25 96 h Reichardt ez al. (1967)
Soil 6.5 37 60 min Tabatabai and Bremner (1969)
Lake water 8.6 27 96 h Berman (1970)
Natural water -— 15-25 10h Hayashi (1972)
Lake water 7.6 15 3 days Jones (1972)
Lake water 8.0 20 24 days Stevens and Parr (1977)
Seawater 85 18-23 20-120 min Perry (1972)
Seawater 8.2 28 30 min Kobori ez al. (1979)
Sediment 8.6 37 60 min Sayler et al. (1979)
Seawater 7.5 25 24h Huber and Kidby (1984)
Sewater -— 25 24h Degobbis et al. (1986)
Lake water 7.0-9.5 20 30-90 min Chrost and Overbeck (1987)
5.6 and 9-10. Kuenzler and Perras (1965) obtained maximum
activity in the range pH 4.4-9.8 for 16 algal species.
Nevertheless, the majority of assays showed the highest
values of APA at pH 8.5, while for AcPA this value was 400
between pH S and 6. These optimum pH levels obtained are — Seawater
similar to those reported by other authors (table 2) as suitable < 300 L
for estimating potential phosphatase activity. =
=
D
Influence of inoculate quantity and incubation time %2‘ 400 1=
:‘é’
The influence of inoculate quantity and incubation time is § 400
shown in figures 4 and 5. For both variables, linear responses =

were found for potential phosphatase activity over a wide
range of volumes of filtered seawater, sediment and assay
times.

With regard to the influence of incubation time on phos-
phatase activity, a decrease in the rate of substrate degradation
was observed from the sixth day of the assay. This is related to
the increased concentration of the products released during the
reaction (phosphate exerts an inhibition effect on the use of
organic phosphorus; Siuda, 1984); 4-nitrophenol, which is very
toxic for organisms that synthesize phosphatases, is also
increasingly present.

On the other hand, the acclimation period of the organisms
to the culture medium is very short. In the case of seawater this
is less than one day and for the sediment it is even less, as can
be observed in figure 5.

Influence of incubation temperature

The effect of incubation temperature was studied in the
fange of 30~70°C. The results for water and sediment are
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Figure 3. Variation of APA and AcPA in terms of the environmental pH for
seawater and sediment samples taken from the sait-pond in different
seasons of the year.

Figura 3. Variacion de la APA y AcPA en funcién del pH del medio para
muestras de agua de mar y sedimento.
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Figure 4. Effect of the amount of inoculate on the APA in (a) seawater and
{b) sediment from the salt-pond.

Figura 4. Efecto de la cantidad de inéculo sobre la APA en (a) agua de mar
y (b} sedimento.

plotted in figure 6(a, c). An increase in maximum phosphatase
activity in seawater was found in the 30-40°C range, with
enzymatic activity decreasing as the temperature increases
beyond this as a consequence of thermal denaturalisation of the
enzyme molecules. This effect can be clearly observed when
the temperature coefficient Q,, is plotted as bars in the figures.

The mean value of Q,, for the sediments (fig. 6c) in the
range of 30-60°C is 2.01, while for the water (fig. 6a) it is less
(1.57). In seawater, the analysed range is 30-50°C, so when the
temperature increases above this level, the activity decreases.
These findings suggest that the enzymes involved in
phosphatase activity in the sediment are more sensitive to tem-
perature than the seawater enzymes. The values reported for
these parameters in sediments were similar to the values found
by Frankenberger and Tabatabai (1980) for other soil enzymes
(aminohydrolases).

The mean values of apparent activation energy were calcu-
lated using the linearized Arrhenius equation (fig. 6b, d). The
values obtained for apparent activation energy (Ea) of APA
were 53.8 and 48.6 kJ mol' for seawater and sediment,
respectively. These values are similar to the activation energy
of benthic fluxes of phosphate measured in situ in the Bay
of Cadiz by Forja et al. (1994), who obtained a value of
45.0 kJ mol-".
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Figure 5. Variation of phosphatase activity with incubation time in (a)
seawater and (b) sediment from the salt-pond.

Figura 5. Variacion de la actividad fosfatasica con el tiempo de incubacion
en muestras de (a) agua de mar (b} sedimento.

En nuestro caso, la mayoria de los ensayos mostraron los
valores mas elevados de APA a pH 8.5, mientras que para la
AcPA éstos se encontraron entre pH 5 y 6. Estos valores son
similares a los encontrados por otros autores (tabla 2), y son
adecuados para la medida de la actividad fosfatdsica potencial.

Influencia de la cantidad de inéculo y del tiempo de
incubacion

La influencia de la cantidad de indculo y el tiempo de incu-
bacidén se muestra en las figuras 4 y 5. Para ambas variables se
encontré una respuesta lineal con relaci6n al volumen de agua
filtrada, la cantidad de sedimento y el tiempo de ensayo.

Con respecto al efecto del tiempo de incubacién sobre la
actividad fosfatdsica, se observé un descenso en la velocidad
de degradacién del sustrato a partir del sexto dia de ensayo.
Esto se relaciona con el incremento de los productos que se
liberan durante la reaccién (el fosfato ejerce un efecto inhibi-
dor sobre el uso del fésforo organico; Siuda, 1984); también se
encuentra presente el 4-nitrofenol, que es muy téxico para los
organismos que sintetizan fosfatasas.

Los periodos de aclimatacién de los organismos al medio
de cultivo son muy cortos: en el caso del agua, es menor a un

dia, y en el caso de los sedimentos, puede ser incluso més
corto, como se aprecia en la figura 5.
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Figure 6. Alkaline phosphatase activity in terms of incubation temperature in (a) seawater and (¢) sediment from the salt-pond. Calculation
using the Arrhenius equation of the activation energy in (b) seawater and (d) sediment from the salt-pond.

Figura 6. Actividad fosfatasica alcalina en funcién de la temperatura de incubacion en (a) agua de mar y (c) sedimento. Energia de
activacion, a partir de la ecuacion de Arrhenius, en (b) agua de mar y (d) sedimento de la salina.

Influence of substrate concentration

The kinetic parameters K, and V,,,, were determined using
the Lineweaver-Burk plot. The agreement between the
experimental results and the model can be appreciated in figure
7. The values obtained for K, and V,,, were 10.6 mM and
89 ug of 4-nitrophenol g h™! and 8.42 mM and 145 pg of 4-
nitrophenol L-! h-! for sediment and seawater, respectively.

On the basis of these two results, the optimum analytical
conditions for determining potential phosphatase activities in
seawater and sediment in the study area were established.
These conditions are summarised in table 1.

The optimum pH level for potential phosphatase activity
varied depending on the sampling station and season. Never-
theless, in order to compare the results, the values selected
were pH 5.5 and 8.5 for AcPA and APA, respectively.

The incubation time selected was 24 hours, because no
significant increase in the number of microorganisms
Tesponsible for phosphatase activity was observed after this
period (unpublished data). The incubation of samples with
or without sodium azide showed no significant differences

(P<0.05). An incubation temperature of 28°C was selected as
Optimum,

Influencia de la temperatura de incubacion

El efecto de la temperatura se estudié en el intervalo 30—
70°C. En las figuras 6a y 6¢ se presentan los resultados para el
agua y el sedimento. El méaximo incremento de la actividad
fosfatisica se encontré en el intervalo 30—40°C, con un des-
censo de la actividad por encima de esta temperatura como
consecuencia de la desnaturalizacién térmica de las moléculas
de enzimas. Este efecto es evidente cuando se observa el valor
de Q,,, representado en forma de barras en las figuras.

El valor medio de Q,, para los sedimentos (fig. 6¢) en el
intervalo de 30-60°C es 2.01, mientras que en el agua (fig. 6a)
es menor (1.57). En el caso del agua de mar, el intervalo anali-
zado fue 30-50°C; cuando la temperatura es superior a este
umbral se observa un descenso de la actividad enzimética.
Estos resultados sugieren que las enzimas implicadas en la
actividad fosfatdsica en los sedimentos son més sensibles a la
temperatura que las enzimas presentes en el agua de mar. Los
valores registrados para estos pardmetros en los sedimentos
fueron similares a los hallados por Frankenberger y Tabatabai
(1980) para otras enzimas del suelo (aminohidrolasas).

Los valores medios de la energfa aparente de activacion se
calcularon mediante el empleo de la ecuacién de Arrhenius
(figs. 6b y 6d). Los valores obtenidos para la energia aparente
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Figure 7. Variation of phosphatase activity relative to substrate concentration in (a) seawater and (c) sediment from the salt-pond. Linear
transformation using the Lineweaver-Burk model, in (b) seawater and (d) sediment from the sait-pond.

Figura 7. Variacion de la actividad fosfatasica con la concentracion de sustrato, en (a) agua de mar y (c) sedimentos. Transformaciones
lineales de los resultados mediante el modelo de Lineweaver-Burk en (b) agua de mary (d) sedimento.

The methodology established allows the quantification of
the phosphatase activity derived from the particulate matter of
the seawater in the salt-pond. However, the total amount of
phosphatase activity in seawater is the sum of the activity from
the dissolved fractions and the particulate matter; the
proportion varies depending on sample origin and season. In
general, phosphatase activity from the particulate matter repre-
sents 75-90% of the total phosphatase activity (unpublished
results). A similar range for enzymatic activity associated with
particulate matter was reported by Huber and Kidby (1984a)
for the Peel Harvey Estuary and by Berman (1970) for Lake
Kinneret. Berman et al. (1990) found that a high proportion of
phosphatase activities was assigned to the specific size fraction
of the natural microplankton (<0.8 pm >0.2 pm). Although
bacteria and algae are producers of alkaline phosphatase,
their relative importance depends on the season and is related
to algal blooms (Berman er al, 1990). In the photic zone,
the phosphatases are mainly of phytoplanktonic origin.
Consequently, there is a high correlation between APA and
chlorophyll @ in seawater and lakes (Solorzano, 1978; Smith
and Kalff, 1981; Stewart and Wetzel, 1982; Siuda, 1984; Huber
and Kidby, 1984b). Similarly significant correlations were
reported earlier between clorophyll a and APA and AcPA in
the ecosystem under study (Frutos, 1996).
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de activacién (Ea) para Ia APA fueron 53.8 y 48.6 kJ mol! para
agua y sedimento, respectivamente. Estos valores son similares
a la energfa de activacion de los flujos bentdnicos de fosfatos
medidos ir situ en la Bahia de Cadiz por Forja ef al. (1994) de
45.0 kJ mol-'.

Influencia de la concentracion de sustrato

La determinacion de los pardmetros cinéticos K., y V,,,, fue
realizada mediante la ecuacién de Lineweaver-Burk. En la
figura 7 se aprecia el ajuste entre los resultados experimentales
y el modelo. Los valores obtenidos para K, y V., fueron
10.6 mM y 89 g de 4-nitrofenol g h' y 8.42 mM y 145 pug
de 4-nitrofenol L' h™! para sedimento y agua de mar, respecti-
vamente.

Con base en estos resultados se establecieron las condicio-
nes Optimas para determinar la actividad potencial de las
actividades fosfatdsicas en agua y sedimento en la zona estu-
diada, mismas que se encuentran resumidas en la tabla 1.

Los pH Optimos para la actividad fosfatdsica potencial
variaron dependiendo de la estacién de muestreo y la época del
afio. No obstante, con el fin de comparar los resultados se

seleccionaron los pHs 5.5 y 8.5 para AcPA y APA, respectiva-
mente.
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Spatial and temporal variations of phosphatase activity in
the salt-pond

Figure 8 shows the profile of AcPA and APA at two sam-
pling stations in the salt-pond. Station 1 is situated in the outer
part of the pond and station 2 in the inner part, a zone with a
relatively high degree of confinement. The rest of the sampling
stations showed seasonal evolutions similar to that of station 2.
Temperature values ranged from 6.5°C to 25°C in the summer.
Salinity presented values below 40 at station 1, and between 30
and 50 at station 2, reaching values close to 80 in the inner part
of the salt-pond. The phosphate concentrations were higher in
the outer than inner sampling stations. In the first case, values
higher than 10 uM were observed at the end of autumn,
whereas values close to 8 iM were observed during the winter
at the second station. In general, the lowest values were
recorded in the salt-ponds with higher degree of confinement,
because the input of HPO,?- was low, and the limited renova-
tion of water provoked an increase in phytoplankton and
macrophyte biomass and in consequence a decrease in nutrient
concentrations (Lubién et al., 1985). Chlorophyll a was higher
at the inner station than at the outer station; this is because salt-
ponds act as traps for organic matter and the regeneration
processes generate increased primary productivity.

The high standard deviations observed are due to the wide
variability of the two types of emzymatic activity in the
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El tiempo de incubacién seleccionado fue 24 horas, ya que
en este periodo no se produce un incremento significativo del
niimero de organismos responsables de la actividad fosfatdsica
(datos no publicados). La incubacién de las muestras sin o con
azida no mostré diferencias significativas (P < 0.05). La tem-
peratura de incubacién seleccionada fue 28°C.

La metodologia empleada permite la cuantificacién de la
actividad fosfatdsica del material particulado de] agua de mar
de las salinas. La actividad fosfatasica en el agua es la suma de
la actividad en la fraccién disuelta y particulada; la proporcién
varia dependiendo del origen de la muestra y de la estacionali-
dad. En general, la actividad fosfatdsica de la fraccién
particulada representa entre el 75 y el 90% de la actividad fos-
fatdsica total (datos no publicados). Datos similares han sido
encontrados por Huber y Kidby (1984a) en el estuario Peel, y
Harvey y Berman (1970) en el Lago Kinneret. Berman et al.
(1990) encontraron que una proporcién elevada de las activida-
des fosfatdsicas correspondia a la fraccion de tamafio del
microplancton natural (<0.8 pm >0.2 pm). Aunque las
bacterias y las algas son productores de fosfatasa alcalina, su
importancia relativa depende de la estacién de afio, y esta rela-
cionada con los blooms algales (Berman et al.,, 1990). En la
zona fética las fosfatasas son principalmente de origen
fitoplancténico. Consecuentemente, se observa una elevada
correlacion entre APA y clorofila a en agua de mar y lagos
(Solorzano, 1978; Smith y Kalff, 1981; Stewart y Wetzel,
1982; Siuda, 1984; Huber y Kidby, 1984b). Ya anteriormente
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Figure 8, Seasonal evolution of the monthly average values for {a} alkaline and (b} acid potential phosphatase activity in seawater

from two points: (1) inside and (2) outside the salt-pond.

Figura 8. Evolucion estacional de los valores mensuales promedios para actividades fosfatdsicas (a) alcalina y (b} acida en el agua
de mar en dos estaciones de muestreo: (1) interior, y (2) exterior de la salina.
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seasonal samplings made at the same site. Other authors have
also observed a similar variability in other littoral zones
(Stevens and Parr, 1977; Siuda, 1984).

Temperature and phosphatase activities showed a positive
relationship. With regard to phosphate concentration and phos-
phatase activities, a negative correlation was observed for APA
and a positive correlation for AcPA. This behaviour indicates
the different biochemical nature of both enzymatic activities.

In general, the phosphatase activity of both types
measured in salt-ponds is higher than in other coastal areas.
Huber et al. (1985) estimated an average annual value of 45 pug
of 4-nitrophenol L' h! for the Peel and Harvey estuaries (SW
Australia), and Taft et al. (1977) reported an average phos-
phatase activity of about 22 pg of 4-nitrophenol L-' h for
Chesapeake Bay (USA). The values obtained for the Bay of
Cadiz were two to three times higher than those observed for
these other zones. Nevertheless, the comparison of results
obtained with different methods and from different sources
must be done cautiously, in part because they represent poten-
tial rates. The high potential rate of phosphorus regeneration
reported agrees with the benthic flux measured in siti in the
Bay of Cadiz by Forja et al. (1994), with an average value of
4.4 + 2.5 mmol m? d'. This value is higher than those found
by other authors in littoral areas; e.g., 0.78 £ 0.05 mmol m= d!
for the Potomac River estuary (USA) (Callender and
Hammond, 1982). This is presumably a consequence of the
high inputs of allocthonous organic matter in untreated urban
sewage that the Bay of Cadiz receives. These inputs are dis-
charged into an ecosystem with a reduced water volume and
where seawater renewal by tidal action is limited (Blasco et al.,
1987).

The results obtained and the low values of the nutrient
concentrations in the water of salt-ponds (Forja et al., 1990)
suggest that in such systems the nutrient regeneration process
plays an important role in phytoplankton production. Though
there was considerable variability, it can be concluded that
there are significant differences (P < 0.01) in phosphatase
activity among the sampling stations. The highest phosphatase
activity was observed in shallow sites and at greater distances
from the point where seawater enters the salt-pond, with
summer phosphatase levels at stations 2-5 greater than
100 pg of 4-nitrophenol L-! h! during summer, while the
annual average for both enzymatic activities is about 75 pLg of
4-nitrophenol L' h™!. The high values presumably reflect that:
(1) the input of phosphorus from outside is reduced and inor-
ganic phosphorus exerts an inhibitory effect on phosphatase
activity (Berman, 1970; Stevens and Parr, 1977; Kobori and
Taga, 1979; Siuda, 1984; Chrost and Siuda, 1986); (2) in these
highly confined areas, an increase in phytoplankton biomass
and macrophytes is produced (Lubian et al., 1985), which in
turn increases the enzymes in seawater, and these organisms
are considered to be mainly responsible for the phosphatase
activity in shallow systems (Solorzano, 1978; Smith and Kalff,
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se han registrado correlaciones significativas entre clorofilaay
APA y AcPA en el ecosistema objeto de estudio (Frutos, 1996),

Variaciones espaciales y temporales de la actividad
fosfatdsica en salinas

La figura 8 muestra los perfiles de AcPA y APA en dog
estaciones de muestreo en la salina. La estacion 1 esta situada
en la parte exterior, y la 2 en el interior con un cierto grado de
confinamiento. El resto de las estaciones muestran un compor-
tamiento similar al que exhibe la estacién 2. La temperatura
varié en el intervalo de 6.5 a 25°C, alcanzandose esta Gltima
temperatura durante el verano; los valores de salinidad en Ia
estacién 1 fueron siempre inferiores a 40, mientras que en
la estacién 2, variaron entre 30 y 50, alcanzdndose valores
alrededor de 80 en las partes mds internas de la salina. La
concentracién de fosfato en el exterior fue superior que en el
interior de la salina; en el primer caso se observaron valores
superiores a 10 UM a finales de otofio, mientras que durante el
invierno en la segunda estacion se observaron valores préxi-
mos a § uM. En general, los valores més bajos se observaron
en las salinas con un mayor grado de confinamiento, debido a
que la entrada de HPO,* fue baja, y la renovacién limitada de
agua provocé un incremento de fitoplancton y macrofitos y, en
consecuencia, un descenso en la concentracién de nutrientes
(Lubian et al., 1985). La clorofila a fue superior en las estacio-
nes mas internas que en las externas debido a que las salinas
actdan como trampas para la materia orgéanica, y los procesos
de regeneracién provocan un incremento de la productividad
primaria.

Las elevadas desviaciones estdndar que se observan se
deben a la amplia variabilidad de los dos tipos de actividad fos-
fatdsica en los muestreos estacionales. Otros autores (Stevens y
Parr, 1977, Siuda, 1984) también han encontrado una variabili-
dad similar.

La temperatura y las actividades fosfatasicas mostraron una
relacién positiva. Con relacién a la concentracién de fosfato y
actividad fosfatasica, para la APA se observé una correlacion
negativa, mientras que en el caso de la AcPA ésta fue positiva.
Este comportamiento, pone en evidencia la diferente naturaleza
de ambas actividades enzimadticas.

En general, la actividad fosfatésica de ambos tipos medidos
en las salinas son superiores que los hallados en otras édreas
costeras. Asi, Huber et al. (1985), en el studio de los estuarios
del Peel y Harvey (SO Australia) estimaron un valor medic
anual 45 ug de 4-nitrofenol L' h!; Taft ez al., (1977) midieron
una actividad media anual de 22 g de 4-nitrofenol L' h-! en la
Bahia de Chesapeake (EUA). Los valores obtenidos para lz
Bahia de Cadiz fueron 2 o 3 veces superiores que los observa-
dos para otras zonas. No obstante, la comparacién de los
resultados obtenidos con diferentes métodos y de distintas
fuentes, debe ser llevada a cabo con precaucion, ya que se traté
de actividades potenciales. La alta velocidad potencial encon-
trada estd concuerda con los flujos benténicos medidos in sitt
en la Bahfa de Cidiz por Forja et al. (1994), con un valol
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1981; Stewart and Wetzel, 1982; Siuda, 1984; Huber and
Kidby, 1984b); and (3) high rates of insolation increase the
summer water temperature to 25-40°C, the optimum range for
enzymatic activities.

Moreover, a marked, statistically significant (P < 0.03)
seasonal evolution was observed in the inner part of the salt-
pond during the sampling period. At most of the sampling
stations in the inner part, the regenerative capacity of phospho-
rus was found to increase, since the circulation of seawater
through the salt-pond is restricted from April to November. In
this period, the values of phosphatase activity were 200%
higher than when the circulation of seawater is not restricted.
The increase reaches a maximum at the end of summer. Later, a
decrease is observed and a minimum is observed in winter.

Potential phosphatase activity in the sediment

Sediment values are very high. The mean annual value in
the salt-pond reached about 240 ug of 4-nitrophenol g h™' and
195 pg of 4-nitrophenol g h™ for APA and AcPA, respec-
tively. These values are much higher than those found in other
studies. For example, Sayler ef al. (1979) estimated a mean
value of 15 pug of 4-nitrophenol g h-! for the salt-ponds of
Melton Hill in Tennesse, while Degobbis et al. (1986) recorded
values of 10 pg of 4-nitrophenol g h™ for alkaline phos-
phatase activity in Venice Lagoon.

Sediments are influenced by numerous physical, chemical
'«e\md biological factors, such as the location of the salt-pond, the
degree of water renovation, granulometry and chemical com-
position of the sediment, and intensity of bioturbation activity.
Therefore, it is difficult to establish a clear seasonal evolution.
Also, the difficulty of obtaining representative samples is
another factor that must be taken into account (Gémez-Parra
and Frutos, 1987).

The vertical profiles of both types of enzymatic activity at
sampling stations 1 and 4 are shown in figure 9. A similarity in
the evolution of AcPA and APA in the sediment column can be
observed. This is a consequence of both enzymatic activities
having the same origin (Bhatti, 1978).

The evolution of the two types of enzymatic activity in the
analysed core is very regular, the highest values being found in
the surface sediment; when the depth increases, a decrease in
the enzymatic activity is observed and at a depth of 15 cm,
values close to zero were measured. Kobori and Taga (1979)
found similar variation in the sediments of Tokyo Bay. These
profiles are a result of the physicochemical characteristics of
the water-sediment interface and the high nutrient fluxes across
it (Forja et al., 1994). In consequence, a proliferation of micro-
organisms responsible for phosphatase activity, principally
bacteria, occurs at the surface. In the sediments, the microor-
ganism population diminishes in line with the depth (Krom and
Berner, 1981; Degobbis e al., 1986).

It can be concluded that the analytical variables (pH
of incubation medium, inoculate quantity, substrate
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medio de 4.4 * 2.5 mmol m2d-'. Este valor es superior a los
hallados por otros autores en 4reas litorales, como el estuario
del Rio Potomac (EUA), donde se encontré un valor de 0.78 +
0.05 mmol m2d?! (Callender y Hammond, 1982). Esto es
consecuencia, presumiblemente, de las entradas elevadas de
materia organica aldctona de aguas residuales urbanas no
tratadas que recibe la Bahia de Cadiz. Estos aportes son descar-
gados dentro de un ecosistema con un reducido volumen de
agua y donde la renovacién de sus aguas estd limitada por la
accion de las mareas (Blasco et al., 1987).

Los resultados hallados y los valores bajos de la concentra-
cién de nutrientes en el agua de las salinas (Forja ef al., 1990)
sugieren que, en estos sistemas, los procesos de regeneracién
de nutrientes juegan un papel importante en la produccién
fitoplancténica. Aunque hay una amplia variabilidad, se puede
concluir que hay diferencias (P < 0.01) en la actividad
fosfatdsica entre las estaciones de muestreo. Las actividades
fosfatasicas mds elevadas se observaron en las zonas mas
someras y a la distancia mayor de la entrada de agua a la salina,
con actividades potenciales en las estaciones 2 a 5, superiores a
100 pg 4-nitrofenol L' h! durante el verano, mientras que el
promedio anual para ambas actividades es 75 pg 4-
nitrofenol L' h-'. Estos valores elevados reflejan: (1) que la
entrada de fésforo desde el exterior es reducida y el fésforo
inorgénico ejerce un efecto inhibidor de la actividad fosfatdsica
(Berman, 1970; Stevens y Parr, 1977; Kobori y Taga, 1979;
Siuda, 1984; Chrost y Siuda, 1986); (2) en las 4reas altamente
confinadas se produce un incremento en la biomasa de fito-
plancton y macréfitos (Lubian et al., 1985), lo que origina un
incremento de las enzimas en el agua de mar, ya que éstos
organismos son los principales responsables de la actividad
fosfatdsica en ecosistemas someros {Solorzano, 1978; Smith y
Kalff, 1981; Stewart y Wetzel, 1982; Siuda, 1984; Huber y
Kidby, 1984b); (3) las altas tasas de insolacién incrementan la
temperatura del agua, llegandose a alcanzar en verano valores
de 25 a 40°C, que se hallan en la zona 6ptima para estas activi-
dades enzimaticas.

Mas atin, se observé una marcada evolucion estacional con
diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05) en la
parte interior de las salinas durante el periodo de muestreo. En
la mayoria de las estaciones se observé un incremento en la
capacidad regenerativa del fésforo, ya que la circulacién de
agua en el interior de la salina se encuentra restringida de abril
a noviembre. En este periodo los valores de actividad fosfata-
sica fueron un 200% superiores que cuando la circulacién del
agua no est4 restringida. El incremento alcanza un maximo al
final del verano, posteriomente se observa un descenso y en
invierno se aprecia un minimo.

Actividades fosfatdsicas potenciales en sedimentos

Los valores de actividades fosfatdsicas encontrados en los
sedimentos son muy elevados: en las salinas se alcanzan valo-
res de 240 pg 4-nitrofenol g~ h™! y 195 pg 4-nitrofenol g h!
para APA y AcPA, respectivamente. Estos valores son mayores



Ciencias Marinas, Vol. 30, No. 3, 2004

APA (ug 4-nitrophenol g™ h™)

150 300 450 600
a1l ! i 1

10

15

cm

20
25 ]

30

a2 o 100 200 300
i i }

cm

20

25

30

ACPA (g 4-nitrophenol g™ h™)

0 150 300 450

b1 ] 1 }

b2 o 100 200 300
| | - {

Figure 9. Vertical profiles of the (a) alkaline and (b) acid potential phosphatase activity in sediment from

two points: (1) inside and (2) outside the salt-pond.

Figura 9. Perfiles verticiales de la actividad fosfatasica potencial (b} alcalina, y (b} 4cida en sedimentos
de dos estaciones de muestreo: (1) interior, y (2) exterior de las salina.

concentration, temperature and incubation time) exert a notable
influence on the determination of enzymatic activities. The
importance of these variables varies among samples depending
on their origin and on the season when they were collected.

The average annual values for both types of enzymatic
activity (AcPA and APA) were relatively high for both
seawater and sediment. This is due to three factors: (1) the high
input of allocthonous organic matter in the Bay of Cidiz,
which is the substrate for enzymatic activities; (2) the climatic
conditions of this area, particularly the high average annual
temperatures; and (3) the high degree of confinement of the
seawater in salt-ponds. The rate of the mineralization process
of inorganic phosphorus shows that the salt-ponds of the Bay
of Cédiz are very productive systems, where the regeneration
process plays an essential role in supporting the high biomass
of the salt-ponds.
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a los hallados en otros estudios. Asi, por ejemplo, Sayler et al.
(1979) estimaron un valor medio de 15 pg 4-nitrofenol g! b
para las salinas de Melton Hill en Tennesse. Degobbis et al.
(1986) registraron valores de 10 pg 4-nitrofenol g h! para la
actividad fosfatdsica en la Laguna de Venecia.

Los sedimentos se encuentran sometidos a una gran
nimero de factores fisicos, quimicos y biolégicos, como por
ejemplo, la localizacion de la salina, el grado de renovacién del
agua, la granulometria y la intensidad de la actividad bioturba-
dora. Por estas razones, es dificil establecer una clara
evolucién estacional. La dificultad de obtener muestras repre-
sentativas es otra factor a tener en cuenta (Gémez-Parra y
Frutos, 1987).

En la figura 9 se muestran los perfiles verticales de ambos
tipos de actividades enzimaticas en las estaciones 1 y 4. Se
observa una similaridad en la evolucién de ambas actividades
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enzimaticas AcPA y APA en la columna del sedimento. Este
hecho se debe a que ambas enzimas tienen un origen comin
(Bhatti, 1978).

La evolucién de los dos tipos de actividades enzimdticas en
los testigos es muy regular. Los valores mds elevados se
encuentran en la superficie del sedimento. Cuando se incre-
menta la profundidad se observa un descenso en la actividad
enzimdtica y, a profundidades mayores de 15 cm se apreciaron
valores proximos a cero. Kobori y Taga (1979) encontraon
variaciones similares en los sedimentos de la Bahia de Tokio.
Estos perfiles son consecuencia de las caracteristicas fisico-
quimicas de las interfase agua-sedimentos, y de los elevados
flujos de nutrientes que se producen a través de €sta. (Forja et
al., 1994). En consecuencia, en la superficie se produce una
proliferacion de organismos responsables de la actividad
fosfatdsica, principalmente bacterias. En los sedimentos, la
poblacién de microorganismos disminuye en linea con la pro-
fundidad (Krom and Berner, 1981; Degobbis et al., 1986).

Las varjables analiticas, pH del medio de incubacién, canti-
dad de inéculo, concentracién de sustrato, temperatura y
tiempo de incubacién, ejercen un efecto notable sobre las acti-
vidades enzimiticas. La importancia de estas variables varfa
entre muestras dependiendo de su origen y de la estacién del
afio en que ellas fueron recolectadas.

Los promedios anuales para ambos tipos de actividades
enzimdticas (AcPA y APA) fueron relativamente elevados para
el agua de mar y el sedimento. Esto es consecuencia de tres
factores: (1) la elevada entrada a 1a Bahia de Cddiz de materia
organica, que es el sustrato para las actividades enzimadticas;
(2) las condiciones climéticas de esta drea, especialmente por
lo que respecta a las elevadas temperaturas medias anuales; y
(3) el alto grado de confinamiento del agua en las salinas. La
velocidad del proceso de remineralizacién del fésforo inorga-
nico muestra que las salinas de la Bahia de Cadiz son sistemas
muy productivos donde los procesos de regeneracién tienen un
papel esencial en el sustento de 1a alta biomasa de las salinas.
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